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1ZVLECEK

Kljuéne besede: Reprodukcija — veterinarska; umetno osemenjevanje; zamrzovanje —

metode; antioksidanti — farmakologija; koloidi; centrifugiranje — metode; spermiji, gibljivost;

celica, prezivetje; spermiji — citologija; DNA razdrobitev; ovce; samec

Membrana ovnovih semencic je zaradi visoke vsebnosti nenasi¢enih mas¢obnih kislin
zelo dovzetna za lipidno peroksidacijo, zaradi cesar prihaja med procesom globokega
zamrzovanja do poskodb semencdic, pri tem pa se zmanjSa njihova kvaliteta in oploditvena
sposobnost. V raziskavi smo ugotavljali, kateri razredCevalec z vkljuéenimi antioksidanti in
detergentom Equex STM® nudi najboljSe pogoje za zamrzovanje ovnovega semena in kaksen
vpliv ima na uspesSnost osemenitve ovac. Poleg tega smo preucevali vpliv enoslojnega
centrifugiranja skozi vrstno specifi¢ni koloid na kvaliteto zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih
semencic. Analizo vzorcev na gibljivost in test na prezZivitveno sposobnost semencic smo
opravili z racunalnisko analizo semena, in sicer po tajanju in inkubaciji semena po 10 minutah,
6, 12 in 24 urah na 37 °C. Integriteto DNK semencic ter integriteto membrane semencic smo
dokazovali s pomocjo pretocne citometrije po tajanju in triurni inkubaciji semena na 37 °C.
Integriteto membrane semencic smo dodatno ugotavljali s HOS testom s pomocjo fazno-
kontrastnega mikroskopa, ki smo ga uporabili tudi za dolo¢anje morfoloskih sprememb na
semencicah po tajanju in inkubaciji semena na 37 °C. Detergent Equex STM® ter postopek
enoslojnega centrifugiranja sta imela na kakovost zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega
semena ugoden ucinek. Izboljsala se je skupna gibljivost semencic, integriteta plazma
membrane in prezivitvena sposobnost semencic po tajanju. Vklju¢en detergent je izboljsal
hitrosti semencic, medtem ko ni imel vpliva na integriteto DNK. Antioksidanta natrijev piruvat
in katalaza nista imela pozitivhega vpliva na prezivitveno sposobnost semencic, hitrosti
semencic, odstotek morfoloskih sprememb ter na integriteto membrane in DNK. Vkljucitev
antioksidantov v razredéevalec za zamrzovanje ovnovih semencic ni izboljsala kvalitete po
tajanju. Prav tako z in vivo poskusom nismo dokazali viSjega odstotka brejih ovac. S postopkom
SLC ter dodatkom detergenta Equex STM®, lahko izboljSamo kakovost
zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena. Z analizami smo ugotovili pozitiven vpliv na

gibljivost, preZivitveno sposobnost, integriteto membrane in DNK semencic.
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ABSTRACT

Key words: Reproduction — veterinary; insemination, artificial; freezing — methods;
antioxidants — pharmacology; colloids; centrifugation — methods; sperm motility; cell survival,

spermatozoa — cytology; DNA fragmentation; sheep; male

Membrane of ram spermatozoa contains high percentage of polyunsaturated fatty acids
and is therefore very vulnerable to lipid peroxidation. The process of deep-freezing leads to
the damage of spermatozoa, resulting in a lower quality and fertilizing ability of spermatozoa.
In our research we investigated the influence of antioxidants and Equex STM® on the
freezability of ram semen and its effect on the fertilizing capacity of frozen/thawed ram
spermatozoa. Further we tested the effect of single-layer centrifugation through a species-
specific colloid on the quality of F/T ram spermatozoa. Analyses of the samples on motility
and viability were performed by computer analyses after thawing and incubation at 37 °C for
for 10 min, 6 h, 12 h and 24 h. The membrane and DNA integrity of the spermatozoa was
analysed by flow cytometry after thawing and incubation at 37 °C and for three hours
afterwards. The membrane integrity of the spermatozoa was further evaluated by the HOS
test using a phase-contrast microscope, which was also used for determination morphology
in the spermatozoa after thawing and incubation at 37 °C for 10 min, 6 h, 12 h and 24 h. Equex
STM® and the SLC procedure had a beneficial effect on the quality of F/T ram semen. The
motility, plasma membrane integrity and viability of spermatozoa had improved after thawing
and incubation at 37 °C. The Equex STM® also improved the spermatozoa velocity but had no
effect on the integrity of DNA. The antioxidants sodium pyruvate and catalase had no positive
effect on the viability and velocity of spermatozoa nor on the percentage of abnormal
morphology and the membrane and DNA integrity. Addition of antioxidants in extender for
freezing of ram spermatozoa did not improve quality after thawing. Experiment in vivo also
did not display a higher percentage of pregnant ewes. Therefore, we can conclude that the
SLC procedure and the addition of Equex STM®, can assure a better quality of F/T ram

spermatozoa with a better motility, viability, membrane and DNA integrity.
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SEZNAM OKRAISAV

ADP adenozin difosfat

AO akridin oranz

CIDR® (ang. Controlled Internal Drug Release)

DFI DNK fragmentacijski indeks

DGC (ang. Density gradient centrifugation)

DMSO dimetil sulfoksid

eCG (ang. Equine chorionic gonadotrophin) konjski horionski gonadotropin
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina

F/T (ang. frozen/thawed)

GSH glutation

GPx glutation peroksidaza

GR glutation reduktaza

H* vodikov ion

HEPES N-(2-hidroksietil)piperazin-N"-2-etansulfonska kislina
H,0, vodikov peroksid

HOST (ang. hypoosmotic swelling test) hipoozmotski test
KCl kalijev klorid

M molarna

MgCl, magnezijev klorid

mM milimol

mOsm miliosmol

N normalna

NazHPO4 natrijev hidrogenfosfat

NaHCOs3 natrijev bikarbonat

NADH nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
0" superoksidni radikal

*OH hidroksilni radikal

Pl propidijev jodid
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PIPES piperazin-N,N’-bis(2-etansulfonska kislina)
PMI integriteta plazma membrane

PNA (ang. peanut agglutinin)

PVA polivinil alkohol

PVP polivinil pirolidon

RKS reaktivne kisikove spojine

SCSA™ (ang. sperm chromatin structure assay)
SLC enoslojno centrifugiranje

SMN skupne morfoloske napake

SOD superoksid dismutaza

STR (ang. Straightness)

SYBR-14/PI LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit

TES N-tris(hidroksimetil)metil-2-aminoetan sulfonska kislina
TEST TRIS titriran s TES

TNE TRIS-NaCI-EDTA

TRIS tris-(hidroksimetil)-aminometan

TRIS-HCI tris-(hidroksimetil)-aminometan-klorovodikova kislina

Triton X-100 Polietilen glikol-mono-[p-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenilleter

VAP povprecna hitrost krivulje gibanja
VCL hitrosti krivulje gibanja semencic
VSL hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncéne tocke

Xg centrifugalna sila
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1 UvVOD

Globoko zamrzovanje semena v teko¢em dusiku omogoca dolgotrajno konzerviranje in
skladis¢enje oploditveno sposobnih semencic tako pri ¢loveku kot pri Zivalih. Pri razli¢nih
zivalskih vrstah so poznane Stevilne metode za globoko zamrzovanje semena. Proces
globokega zamrzovanja semena vkljuCuje vec¢ stopenj, pri katerih lahko pride do poskodb
semencic. Posledicno se zmanjSa njihova kvaliteta in oploditvena sposobnost. Pred
zamrzovanjem seme razred¢imo v mediju — razredcéevalcu, ki semencéicam nudi ¢imbolj
optimalne pogoje za prezivetje. Na trZiS€u obstaja veliko razli¢nih razredcéevalcev tako za
tekoce konzerviranje kot za zamrznjeno seme. NajveC raziskav za pripravo semena na
zamrzovanje je bilo opravljenih na bikovem in Zreb¢evem semenu. Glavni razlog je v tem, da

se pri teh dveh vrstah domacih Zivali zamrznjeno seme tudi v praksi najve¢ uporablja.

Kvaliteta in Stevilo semencic, ki preidejo maternicni vrat pri ovci, sta glavna dejavnika, ki
vplivata na oploditveno sposobnost semencic po umetni osemenitvi z globoko zamrznjenim
semenom. Domneva se, da sta glavna vzroka za niZjo plodnost pri ovcah po intra-cervikalni
osemenitvi slaba vitalnost globoko zamrznjenih semencic in specifi¢na zgradba maternicnega
vratu pri ovci. Pri umetnem osemenjevanju ovac se posluzujemo intrauterine in
intracervikalne osemenitve, pri ¢emer je intracervikalni postopek bolj prakti¢en. Glede na to,
da je uspesnost oploditve pri ovcah po intracervikalni osemenitvi z zamrznjenim semenom
relativno nizka, potekajo raziskave v dveh smereh. Z razvojem novih postopkov zamrzovanja
se poskusa zagotoviti ¢cimbolj kvalitetno seme, vzporedno pa poteka tudi razvoj samih tehnik

umetnega osemenjevanja pri ovcah.

Enega izmed glavnih problemov pri konzerviranju semena predstavljajo nenasicene
mascéobne kisline v membrani semencic, ki so med postopkom konzerviranja podvriene
oksidaciji. Proces globokega zamrzovanja semena zvisa koncentracijo RKS v semenu razli¢nih
vrst Zivali (1, 2, 3). RKS predstavljajo veliko razli¢nih prostih radikalov. Med najpogostejse
oblike RKS, ki nastajajo med bioloSkim procesom in poskodujejo semencice, vplivajo na
prezivitveno sposobnost in njihovo funkcionalnost, sodijo hidroksilni radikali, superoksidni
radikali, vodikov peroksid, peroksidni radikali, alkilperoksilni in hipokloritni radikali (4, 5). RKS

inaktivirajo razlicne proteine in sprozijo peroksidacijo nenasi¢enih mascobnih kislin v celi¢nih

19



20

N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

membranah (6). Membrana semencic je zaradi visoke vsebnosti nenasicenih mascobnih kislin
zelo dovzetna za lipidno peroksidacijo (7). Globoko zamrzovanje semena vpliva tudi na
stabilnost DNK (8). RKS so citotoksi¢ne, inaktivirajo veliko proteinov prek oksidacije
sulfhidrilnih skupin in nastanek karbonilnih spojin ter povzrocajo razpad DNK verig. Pri
dozorevanju semencic, spermatogenezi, kapacitaciji, akrosomalni reakciji in tudi pri spojitvi
semencice z jajéno celico so pomembne vse lipidne komponente v membrani. Peroksidacija
mascobnih kislin lahko prekine omenjene funkcije in celo zaustavi spermatogenezo.
Peroksidacija nenasi¢enih mascobnih kislin v membrani semencice povzroci izgubo njene
funkcije in integritete. Proces lipidne peroksidacije se zaklju¢i s formiranjem toksi¢nih
produktov, kot so malondialdehid, konjugirani dieni ter sekundarni produkti peroksidacije
(nasi¢eni in nenasiceni aldehidi, ketoni, okso- in hidroksi kisline, nasi¢eni in nenasiceni
ogljikovodiki) (9). RKS motijo proces spermatogeneze, zaradi Cesar se iz zarodnega epitelija
sproscajo vecje koli¢ine nezrelih semencic (semencice s citoplazmatskimi kapljicami). Zaradi
oksidativnega stresa semencice izgubijo sposobnost gibanja, oploditve, posledica stresa pa so
tudi DNK poskodbe v jedru semencice (10). Manjse koncentracije RKS pa imajo tudi pozitiven
ucinek, saj pomagajo regulirati funkcije semencic, npr. vodikov peroksid v manjsih koli¢inah
(25 uM) stimulira kapacitacijo semencic, hiperaktivacijo, akrosomalno reakcijo in fertilizacijo
(11, 12, 13). Tudi mrtve in poskodovane semencice predstavljajo vir RKS, ki imajo skodljiv vpliv
na gibljivost in preZivitveno sposobnost semencic (14), Skodljivo pa vplivajo tudi na integriteto

membrane semencic (15) in na integriteto DNK (16).

V naravnih mehanizmih za zas¢ito semencic pred lipidno peroksidacijo sodelujejo razli¢ni
antioksidanti in encimi, kot so SOD, katalaza, GPx, GR, ipd. Ti antioksidanti so zelo pomembni

za zascito semencdic pri razli¢nih Zivalskih vrstah (17, 18, 19, 20).
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1.1  HIPOTEZE
1. Dodana antioksidanta in detergent imajo pozitiven vpliv na vitalnost, oploditveno
sposobnost in stabilnost DNK zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencdic
1.1. Natrijev piruvat
1.2. Katalaza
1.3. Detergent (Equex STM®)

1.4. Kombinacija antioksidantov

2. Dodana antioksidanta (katalaza in natrijev piruvat) v razredcevalcu za zamrzovanje
ovnhovega semena imata pozitiven vpliv na oploditveno sposobnost v in vivo pogojih in tako

izboljsata brejost

3. Enoslojno centrifugiranje skozi vrstno specifi¢ni koloid ima pozitiven vpliv na vitalnost

in stabilnost DNK odmrznjenih ovnovih semencic
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 ZAMRZOVANIJE SEMENA

2.1.1 Pomen globokega zamrzovanja semena

S pomocjo globokega zamrzovanja semena lahko dolgoro¢no shranjujemo genetski
material izbrane Zivalske vrste. To ima velik vpliv na razvoj in ohranjanje kmetijstva ter
akvakulture, polega tega pa postopek predstavlja tudi izredno pomembno orodje v
biotehnologiji ter pri ohranjanju ogrozenih Zivalskih vrst (21, 22). V kmetijstvu se zamrzovanje
genetskega materiala uporablja za izboljSanje proizvodnih lastnosti ter vecjo odpornost
posameznih vrst domacih Zivali in prilagojenost na spremembe v okolju. Poleg tega pa se
postopek uporablja tudi za ohranitev redkih Zivalskih vrst in mednarodno genetsko izmenjavo
(21). Zamrzovanje genetskega materiala je pomembno tudi za proizvodnjo in konzerviranje
transgenih Zivali in ima veliko vlogo v biomedicinskih raziskavah, Se posebno na podrocju
imunologije, virologije, nevrobiologije, toksikologije in v farmacevtski industriji. Za potrebe
genske oz. semenske banke se zamrzuje seme redkih in avtohtonih pasem domacih Zivalskih
vrst ter v zadnjem casu tudi ogroZenih divjih Zivalskih vrst (23). Obstaja veC razlogov za
zamrzovanje spolnih celic: ohranjanje genetske raznolikosti pri domacih in divjih populacijah
(24), lazja dostopnost genetsko zanimivih linij udomacenih vrst in zdravljenje iatrogene
neplodnosti (25, 26, 27, 28, 29). Nepogresljivo je tudi za potrebe genske banke genetsko
spremenjenih Zivalskih modelov, ki se bodo lahko uporabili za zdravljenje ljudi (24, 30).
Dolgotrajno konzerviranje semencic pa je zelo pomembno tudi za izvajanje IVF in/ali umetnega

osemenjevanja v prihodnosti (31).

2.1.2 Zgodovina zamrzovanja semena

Prvi podatki o konzerviranju semena z nizkimi temperaturami segajo v leto 1776, ko je
italijanski fiziolog Spallanzani opazil, da semencice v snegu postanejo neaktivne, vendar pa ob
segrevanju zopet ozivijo. V novejsi dobi je bilo zelo pomembno odkritje iz leta 1949, ko so
Polge, Smith in Parkes ugotovili, da glicerol lahko zas¢iti semencice med postopkom
zamrzovanja in deluje kot krioprotektant (32). Prvi opisan protokol zamrzovanja semena sega

v leto 1950 (33). Prvi poskusi z glicerolom pa so bili opravljeni na petelinjem semenu. Zelo
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hitro so sledili uspesni poskusi konzerviranja bikovega semena in leta 1951 rojstvo prvega
teleta po umetni osemenitvi z zamrznjenim/odmrznjenim bikovim semenom (34, 35). Po letu
1950 je zamrzovanje  semena in umetno  osemenjevanje  z uporabo
zamrznjenega/odmrznjenega semena dobilo glavno vlogo v goveji proizvodnji. Uporaba
zamrznjenega/odmrznjenega semena v drugih Zivinorejskih panogah je manj pogosta, vendar

so vpeljani protokoli zamrzovanja semena za vse vecje vrste domacih Zivali (36).

2.1.3 Zamrzovanje ovhovega semena

Postopek uspesSnega dolgotrajnega konzerviranja semena vkljuCuje ohlajevanje,
dehidracijo celic in zamrzovanje ter tajanje semena (37). Ohlajanje semencic na 5 °C zmanjsa
njihovo metaboli¢no aktivnost in jim s tem podaljSa Zivljenjsko dobo. Po tajanju se
semencicam povrnejo normalne funkcije, ki so potrebne za uspesno oploditveno sposobnost
(38). Znane so vrstno specificne razlike semencic v velikosti in morfologiji, kot tudi v sestavi
membrane in v metabolizmu. Vse te razlike izrazajo velike variacije v obcutljivosti na postopke
zamrzovanja med vrstami in v nekaterih primerih tudi med posameznimi osebki iste vrste.
Stopnje v postopku zamrzovanja semena pa so enake pri vseh vrstah, in sicer ne glede na
vrstno specificne razlike med semencicami. Vsi protokoli vkljuCujejo odvzem semena in
redc¢enje, dodajanje krioprotektantov ter ohlajanje, zamrzovanje in tajanje semena. Postopek
zamrzovanja semencic je zaradi razlik v obliki, volumnu, velikosti in kompoziciji celi¢nih
organel specificen za doloceno Zivalsko vrsto (37). Pri vseh vrstah, kljub izbiri dobrega
protokola zamrzovanja in upostevanja individualnih razlik, med samim postopkom propade
od 40-50 % semencic (39, 40). Zamrznjeno/odmrznjeno seme ovnov ima visok odstotek
gibljivih semencic (40-60 %), vendar je le 20-30 % semencic morfolosko in funkcionalno
normalnih. Semendéice pa so lahko gibljive, toda poskodovane, zaradi Cesar so slabse

oploditveno sposobne (37).

Celicna membrana ovnovih semencic je zaradi svoje sestave bolj obcutljiva na
zamrzovanje kot pri drugih Zivalskih vrstah (bik, zajec) ali ¢loveku (41). Membrana ovnovih
semencic ima vecdji odstotek nenasicenih mascobnih kislin in manjso koli¢ino fosfolipidov,

zaradi ¢esar med postopkom zamrzovanja prihaja do vecjih poskodb (42, 43, 44).
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Zamrzovanje semena vkljuCuje vec stopenij, pri katerih lahko pride do poskodb semencic.
Ohlajanje semena po odvzemu (37 °C) na temperaturo 5 °C sprozi spremembo strukture
membrane semencic. V membrani semencic med zamrzovanjem in tajanjem nastanejo
mehanske in ozmotske spremembe, ki posledicno poskodujejo semencice in zmanjsajo

njihovo kvaliteto in oploditveno sposobnost (43, 45, 46).

Kvaliteta in Stevilo semencic, ki preidejo maternicni vrat pri ovci, sta glavna dejavnika, ki
vplivata na oploditveno sposobnost semencic po umetni osemenitvi z zamrznjenim semenom.
Domneva se, da sta glavna vzroka za nizjo plodnost pri ovcah po intracervikalni osemenitvi
slaba vitalnost globoko zamrznjenih semencic in specifi¢cna zgradba materni¢nega vratu pri
ovci. Na ovnovih semencicah prihaja med postopkom globokega zamrzovanja do ultra
strukturnih in biokemicnih sprememb ter posledicno do zmanjSane funkcije, kar se kaze v
slabsi vitalnosti in gibljivosti semencic v reproduktivnem traktu ovac (47). Ultra strukturne
spremembe nastanejo med zamrzovanjem in tajanjem semena zaradi spremembe poloZaja
lipidov v membrani. Spremenita se vezi lipid-lipid in lipid-protein, ki sta nujni za normalno
delovanje membrane semencic (48). Pri ovcah osemenjenih z zamrznjenim semenom po
intracervikalni metodi so bili doseZeni zelo slabi rezultati v primerjavi s svezim (49). Pri
umetnem osemenjevanju ovac se lahko izvaja intrauterino in intracervikalno osemenitev, pri
cemer je intracervikalni postopek bolj prakticen. Po intrauterini osemenitvi ovac z
zamrznjenim semenom so bili doseZeni zadovoljivi rezultati (50, 51). Glede na to, da je
uspesnost oploditve pri ovcah po intracervikalni osemenitvi zzamrznjenim semenom relativno
nizka, potekajo raziskave v dveh smereh. Z razvojem novih postopkov zamrzovanja se poskusa
zagotoviti ¢imbolj kvalitetno seme, vzporedno pa poteka tudi razvoj samih tehnik umetnega

osemenjevanja.

2.1.4 Odvzem semena

Najpogostejsa nacina odvzema semena pri ovnih sta odvzem s pomoc¢jo umetne vagine
ali s pomocjo elektroejakulacije. Prednost elektroejakulacije pred odvzemom semena z
umetno vagino je v tem, da tehnika ne zahteva ovce v pojatvi in urjenja ovnov, ki lahko traja

tudi vec tednov (52). Seveda pa je odvzem s pomocjo umetne vagine prijaznejsi do Zivali.
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Ejakulati ovnov, odvzeti s pomocjo elektroejakulacije, imajo pogosto nizjo koncentracijo
semencic v primerjavi z ejakulati, odvzetimi s pomocjo umetne vagine (53). Elektroejakulator
je naprava, ki proizvaja narascajoce elektricne impulze. Rektalno sondo namaZemo s
primernim gelom in vstavimo v danko, tako da so elektrode obrnjene ventralno proti
semenovodu in akcesornim spolnim Zlezam. Elektroejakulator vecinoma uporabljamo v
avtomatski nastavitvi z narascajocimi elektricnimi impulzi, kjer se intervali stimulacije in
mirovanja izmenjujejo na 2 sekundi. Pri tem nacinu odvzema je potrebno penis ovna potisniti

iz prepucija in med stimulacijo z elektri¢nimi impulzi seme ujeti v ogreto epruveto (45).

Elektroejakulacija predstavlja prednost pred odvzemom z umetno vagino, saj se
odvzame vec semena v krajsih ¢asovnih intervalih, lahko pa se odvzame tudi seme ovnom, ki
ne pokazejo interesa za samice (54, 55, 56). Ejakulati, odvzeti s pomocjo elektroejakulacije,
imajo v povprecju vecji volumen, vendar nizjo koncentracijo semencic (57, 58, 59). Marco-
Jimenez s sodelavci je z raziskavo na zamrznjenem/odmrznjenem ovnovem semenu,
odvzetem s pomocjo elektroejakulacije, ugotovil visje Stevilo stabilnih in funkcionalnih
semencic (vec zZivih, nekapacitiranih semencic, vec zivih semencic z intaktnimi akrosomi in Zivih
semencic z aktiviranimi akrosomi ) v primerjavi s semencicami, odvzetimi s pomocjo umetne

vagine (45).

Semencice se lahko pridobi tudi med postopkom prepiranja repa nadmodka iz mod ob
kastraciji ali post mortem (60). Prepiranje repa nadmodka je alternativha metoda zbiranja
semena, ki se najveckrat uporablja po smrti visoko vrednih Zivali. Metoda je razmeroma
enostavna, vendar je potrebno moda post mortem odvzeti v kratkem ¢asu, saj Stevilo vitalnih
semencic pri¢ne upadati Ze 24 ur po smrti. V laboratoriju se moda odistijo in izpreparirata se
rep nadmodka in semenovod. Semencdice iz repov nadmodkov lahko pridobimo na dva nacina.
Poznani sta metoda retrogradnega prepiranja z ustreznim razredcevalcem ter flotacijska
tehnika, pri kateri se z ostrim skalpelom opravi 10—-15 horizontalnih rezov v distalni del repa
nadmodka in semenovod. Rezine repa nadmodka se prestavi v petrijevko, doda 5 mL
ustreznega razredcevalca, premesa ter pokrito inkubira 10 minut (61). Bolj primereno metodo
za pridobivanje semencic iz repa nadmodka predstavlja retrogradno prepiranje, saj je v
semenu pri tem nacinu prisotnih manj kontaminantov (eritrociti), dokazano pa so semencice

po zamrzovanju boljse kvalitete (62).
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2.1.5 Postopki dolgotrajnega konzerviranja semena

Za dolgotrajno konzerviranje genetskega materiala se lahko uporablja klasi¢no

nadzorovano zamrzovanje, nitrifikacija in multitermalni gradient (63, 64).

2.1.5.1 Klasi¢no nadzorovano zamrzovanje

Pri postopku klasicnega nadzorovanega zamrzovanja je zelo pomembna hitrost
ohlajanja in zamrzovanja semena predvsem v kriticnem temperaturnem obmocju (-10 do -60
°C). Ta hitrost vpliva na semencice tako, da ali ostanejo v ravnovesju z zunajceli¢nim okoljem
ali pa se ohlajajo prehitro, zaradi Cesar se pove¢a moznost nastanka ledenih kristalov v
semencici (65). Pri postopku globokega zamrzovanja se semencice, ogrete na telesno ali
temperaturo okolja, najprej ohladijo na 5 °C, pri éemer so izpostavljene temperaturnemu Soku
(66). Negativhemu vplivu temperaturnega Soka, ki povzroc¢a poskodbo celicne membrane ter
posledi¢no izgubo kalija, encimov, mascobe, holesterola, lipoproteinov ter ATP-ja, se lahko
izognemo s pomocjo razlicnih dodatkov, kot so npr. jajéni rumenjak ali mleko (67, 68) in

postopnim zniZevanjem temperature.

Po koncanem ohlajevanju sledi dodajanje krioprotektanta in ekvilibracija.
Krioprotektant sicer lahko dodamo Ze pri sobni temperaturi, vendar je pri tem nacinu bolj

izrazena njegova toksi¢nost (69).

Nato sledi zamrzovanje semena. Semencice se pri tem postopku ohlajajo dovolj hitro,
da ne pride do poskodb in socasno dovolj pocasi (0,5-100 °C/min), da je omogocena
dehidracija celice ter je s tem v celici onemogocéen nastanek ledenih kristalov. Temperatura
semencic in razredcevalca, ki jih obdaja, se med postopkom pocasnega zamrzovanja spusti
pod lediscée. 1z vode, ki izstopi iz zunaj celiénega prostora, pa se tvorijo ledeni kristali. V zunaj
celiénem prostoru se poveca koncentracija sladkorjev, soli in proteinov — hipertoni¢no okolje.
Ob pocasnem ohlajanju voda, ki je v semencici, lahko izstopi. Zaradi dehidracije se v semencici
med postopkom zamrzovanja ne tvorijo ledeni kristali. Zaradi toksi¢nosti in povzrocitve
ozmotskega Soka se uporabljajo niZje koncentracije krioprotektantov (5-10 %) (31, 44, 64).
Semencice se med postopkom globokega zamrzovanja zamrznejo v teko¢em dusiku na

temperaturo -196 °C.
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2.1.5.2 Vitrifikacija

Vitrifikacija je postopek hitrega zamrzovanja s prehodom tekocine v trdno obliko, brez
nastanka ledenih kristalov. Uporabljajo se visoke koncentracije krioprotektantov (30-50 %), ki
zavrejo nastanek ledenih kristalov v celici in tako zmanjsajo temperaturni Sok zaradi nizkih
temperatur (31, 70). Ceprav se z vitrifikacijo doseze bolje rezultate po tajanju, ima vecina
sesalskih semencic nizko ozmotsko toleranco in visoko ob¢utljivost na povecane koncentracije
krioprotektantov (71, 72). Za zamrzovanje semena se ne uporablja prav pogosto tudi zato, ker
je prenos temperature v semencici prepocasen, da bi omogocal vitrifikacijo brez nastanka

ledenih kristalov (40, 64).

2.1.5.3 Multitermalni gradient

Multitermalni gradient, novejSa tehnika, s katero je med postopkom zamrzovanja
kontroliran in optimiziran nastanek ledenih kristalov ter omogoca zamrzovanje vecjih koli¢in
(64, 73). Vzorci so s konstantno hitrostjo podvrzeni linearnemu spustu temperature, do tocke,
kjer je kontroliran nastanek ledenih kristalov in njihove morfoloske posebnosti. Metoda daje

dobre rezultate kvalitete semencic po tajanju (45 % merjasec, 65 % bik) (64, 74).
2.1.6 Razredcevalci

Razredéevalci za konzerviranje semena morajo imeti ustrezen pH in puferske lastnosti,
primerno ozmolarnost in elektrolitsko sestavo, varovati morajo semencice pred poskodbami,
ki bi nastale med postopkom zamrzovanja in tajanja (47). Biti morajo izotonicni, vsebujejo pa
sestavine, ki povecajo volumen ejakulata, S¢itijo semencice pred temperaturnim Sokom in
spremembami pH, vsebujejo sestavine, ki predstavljajo vir energije za semencice in zavirajo

rast bakterij.

Razredcevalci za zamrzovanje semena vklju€ujejo krioprotektante, ki ne prehajajo skozi
membrano (mleko ali jajéni rumenjak), krioprotektante, ki prehajajo skozi membrano (glicerol,
etilen glikol ali DMSO), puferski sistem (TRIS ali TEST), enega ali veC sladkorjev (glukoza,
fruktoza, laktoza, rafinoza, saharoza ali trehaloza), soli (natrijev citrat, citronska kislina) in

antibiotike (penicilin, streptomicin) (75).
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pH razredcéevalcev za pripravo zamrznjenega semena variira v obmocju od 6,7 do 7,0,

glede na seme sesalcev, katerega pH je od 7,2 do 7,8 (47).

Laktoza, sukroza, rafinoza, trehaloza in dekstrani ne prehajajo skozi celic(no membrano,
zaradi Cesar ustvarijo povecan ozmotski pritisk, ki sprozi celiéno dehidracijo in zmanjsa
moznost nastanka ledenih kristalov v celici. Ti sladkorji sodelujejo s fosfolipidi v celi¢ni
membrani in povecajo sposobnost prezivetja med postopkom zamrzovanja (76). V kombinaciji
s TRIS delujejo monosaharidi kot boljsi krioprotektanti od disaharidov (77). V zadnjem ¢asu se
v razredcCevalce, namenjene zamrzovanju, vkljuéuje tudi viSje koncentracije trehaloze, kar
omogoca boljso zasc¢ito med postopkom zamrzovanja in izboljSa rezultate po tajanju (gibljivost
semencic, njihovo stopnjo prezivetja, odpornost na spremembe temperature in integriteto

akrosoma) (78).

Razredcevalci za konzerviranje ovnovega semena, kot tudi za ostale vrste, morajo imeti
primeren pH in pufersko kapaciteto, primerno ozmolarnost in morajo zascititi semencice pred
poSkodbami, ki bi nastale med procesom zamrzovanja. Razredcevalci, opisani spodaj, so
razvr$ceni na podlagi njihove uporabe ali glede na kronoloSki razvoj s poudarkom na njihovi

ucinkovitosti v povezavi s plodnostjo (47).

2.1.6.1 Razredcevalci z dodatkom citrata in sladkorjev

RazredCevalce z dodatkom citrata in sladkorjev, ki so se uspeSno uporabljali za
zamrzovanje bikovega semena, so raziskovalci testirali tudi na ovnovem semenu. Vendar so
imeli ti razredcevalci za ovnove semencice dolo¢ene omejitve, zaradi Cesar so jih modificirali.
Raziskovalci si niso bili enotni, kateri sladkor je najbolj primeren za citratni medij (arabinoza,
fruktoza ali glukoza). Ob dodatku glicerola v razred¢evalec se zniza ozmotski pritisk, zato se za
ovnhovo seme najve¢ uporabljata razredcevalca na bazi citrata, glukoze in jajénega rumenjaka
ali citrata, fruktoze in jajcnega rumenjaka (79). Ovnove semencice lahko prenasajo visjo
koncentarcijo glukoze ali fruktoze zaradi sposobnosti njunega pronicanja v semencico in

izenacitve ozmotskega tlaka (47).
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2.1.6.2 Razredcevalci z dodatkom mleka

Mleko predstavlja izotonicni medij in se je prvotno uporabljalo za razredcCevanje
bikovega semena. Mleko kot razredcevalec se je uporabljalo predvsem za redc¢enje sveZega in
tekoce konzerviranega ovnovega semena (80). Razredcevalci na osnovi mleka nudijo zascito
preko proteinske frakcije — kazeina (37). Pogosto se je za zamrzovanje ovnovega semena
mleko kombiniralo z arabinozo, fruktozo ali jajénim rumenjakom. Vendar dodatek jajénega
rumenjaka termi¢no obdelanemu, homogeniziranemu mleku ni povecal prezivetja semencic
po tajanju (81). Zamrzovanje v homogeniziranem mleku nudi boljSo preZivitveno sposobnost
semencic kot zamrzovanje v Norman—Johnson razredcevalcu (82). Posneto mleko se je v
praktiécne namene na Svedskem uporabljalo v razredéevalcu 1 in razredéevalcu 2 pri

dvostopenjskem nacinu red¢enja in zamrzovanja semena (83).

2.1.6.3 Razredcevalci z dodatkom sestavljenih sladkorjev

Zaradi uspesSne uporabe laktoze v razredcevalcu za zamrzovanje bikovega semena so
laktozo priceli uporabljati tudi pri zamrzovanju ovnovega semena. Kombinacija laktoze in
jajénega rumenjaka se je uporabljala tako za razredcevalce, ki glicerol vsebujejo, kot tudi za

tiste, ki glicerola ne vsebujejo (47, 84).

Saharoza se je uporabljala kot glavna sestavina sinteti¢nih razred€evalcev zaradi njene
boljSe zascitne vloge na integriteto akrosoma v primerjavi z glukozo, fruktozo ali laktozo.
Razredéevalci z dodatkom saharoze so vsebovali tudi sinteti¢ne antioksidante, da so preprecili
lipidno peroksidacijo predvsem nenasi¢enih mascobnih kislin v membrani semencice (47).
Raziskovalci, ki so v raziskavi primerjali disaharida saharozo in trehalozo, so ugotovili podoben
ucinek obeh sladkorjev, vendar je imela trehaloza boljsi zas¢itni u¢inek na zamrznjene ovnove
semencice. Dodatek 100 mM trehaloze v razredCevalcu za zamrzovanje ovnovega semena
lahko izboljSa kvaliteto semencic po tajanju s poudarkom na preZivitveni sposobnosti,
gibljivosti in linearni hitrosti. Dodatek disaharidov v razredCevalcu lahko zasciti akrosom in

membrano ovnovih semencic (85).

Aisen s sodelavci je ugotovil, da dodatek trehaloze in EDTA v osnovnem razredcevalcu,
v razliénih stopnjah zamrzovanja (86), omogoca boljSo zascito ovnovih semencic pred

temperaturnim Sokom.
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Dodatek trisaharidov, kot npr. rafinoze, je imel v razredlevalcu za zamrzovanje
ovnovega semena boljsi ucinek na stabilizacijo kompleksa protein—lipid v membrani
semencice v primerjavi z mono in disaharidi (47, 87). Dodatek rafinoze v razredéevalcu je
povecal odstotek gibljivih in progresivno gibljivih ovnovih semencic po tajanju. Razredcevalec
z dodatkom rafinoze v kombinaciji s hipotavrinom pa je povecal odstotek semencic z boljSo
prezivitveno sposobnostjo in integriteto akrosomov ter zaséitili semencice pred

kriopoSkodbami (88).

2.1.6.4 Razredcevalci z dodatkom TRIS

Razredcevalci z dodatkom TRIS se pogosto uporabljajo za zamrzovanje bikovega,
ovnovega in kozlovega semena (89). Ovnove semencice prenesejo koncentracijo TRIS v
obmocju med 250 do 400 mM. Glukoza kot sladkorna komponenta v TRIS razredcevalcu je
ustreznejsa od fruktoze, laktoze ali rafinoze (90). Fischer s sodelavci je ugotovil, da TRIS z
dodatkom jajénega rumenjaka najbolje zasciti ovnove semencice med postopkom
zamrzovanja. V dolocenih raziskavah so ugotovili, da razredéevalci za zamrzovanje ovnovega
semena z dodatkom TRIS zagotavljajo boljSe rezultate in vitro kot razred¢evalci na osnovi
laktoze in jajénega rumenjaka ali saharoze in laktoze z dodatkom jajénega rumenjaka (47, 91).
TRIS razredcevalec s fruktozo je bil uporabljen kot razredcevalec 1 pri dvostopenjskem nacinu
redc¢enja in zamrzovanja semena, TRIS pa je predstavljal tudi eno od komponent v nekaterih
razredCevalcih na bazi laktoze in saharoze (91). TRIS razredéevalec z dodatkom glukoze se

pogosto uporablja in priporo¢a za zamrzovanje ovnovega semena (75).

2.1.6.5 Ostali razredcevalci

Razredcevalci z dodatkom TES, HEPES ali PIPES so se pri ovnih za zamrzovanje uporabljali
z razliénim uspehom. Oploditvena sposobnost semencic, zamrznjenih v teh razredcevalcih, je
bila slabsa kot v razredCevalcu s TRIS, glukozo in jajénim rumenjakom (47). TEST v kombinaciji
s posnetim mlekom in razredéevalci na osnovi TES, HEPES in PIPES so omogocali boljso
gibljivost semencic po tajanju v primerjavi s TRIS razredc¢evalcem z dodano glukozo in jajénim

rumenjakom, vendar so semencicam nudili slabso zascito akrosomalne integritete (92).
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2.1.7 Krioprotektanti

V razredcevalce za zamrzovanje semena so vklju¢eni krioprotektanti z namenom, da
zmanjsajo fizikalni in kemicni stres, ki nastane med postopki ohlajanja, zamrzovanja in tajanja
(89, 93). Krioprotektanti povecajo skupno koncentracijo vseh topljencev v celici ter tako
zmanjsajo nastanek ledenih kristalov, ki bi povzrocili nepovratne poskodbe celi¢nih membran

(94).

2.1.7.1 Krioprotektanti, ki prehajajo skozi celicno membrano

Krioprotektanti te skupine morajo biti dobro topni v vodi in morajo obdrZati to lastnost
tudi pri nizkih temperaturah. Lahko prehajajo skozi celic(no membrano semencic in delujejo
tako zunaj kot znotraj celice. Da lahko delujejo kot krioprotektanti ne smejo biti zelo toksicni,
saj se morajo uporabiti v koncentracijah, ki Se lahko zagotavijo njihovo krioprotektivno
delovanje (94). Krioprotektanti te skupine (glicerol, DMSO, etilen glikol, propilen glikol) imajo
nizko molekularno teZo in povzrocajo preureditev proteinov in fosfolipidov v celi¢ni
membrani, s tem povecajo prehodnost membrane semencic in njeno dehidracijo. Ob
izpostavitvi semencic niZjim temperaturam, zmanjsajo nastanek ledenih kristalov v celici in
povecajo stopnjo prezivetja med postopkom zamrzovanja (95, 96). Krioprotektanti te skupine,

v razredcevalcih za zamrzovanje, delujejo kot topila za sladkorje in soli (89).

Glicerol je krioprotektant, ki prehaja skozi celicno membrano in se najpogosteje
uporablja kot krioprotektant za zamrzovanje ovnovega semena. Glicerol deluje tako, da
povecuje Stevilo nezamrznjenih kanalov in s tem red¢i visoko koncentracijo soli ter preprecuje
prevelik izstop vode iz semencic (97). Na semencice ima toksi¢en vpliv in lahko povzroci
ozmotski stres. Pomembna koraka pri zmanjSevanju toksi¢nosti glicerola sta postopno
dodajanje pred zamrzovanjem in redc¢enje koncentracije glicerola po odmrzovanju semena
(71). Obseznost posSkodb na semencicah je odvisna od vrste Zivali in od koncentracije glicerola
v razredcéevalcu (89). Na koli¢ino glicerola v razredéevalcu za zamrzovanje ovnovega semena
vpliva postopek ohlajanja in zamrzovanja, sestava razredcéevalca in ¢as ko se glicerol doda.
Raziskovalci so ugotovili, da je za klasicno zamrzovanje ovnovega semena, ob uporabi

hipertonicnih razredcevalcev, optimalna koncentracija glicerola 6-8 % (81, 82, 98).
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Glicerol kot krioprotektant se lahko semenu doda takoj ali kasneje po ohlajanju. Tako se

locita enostopenjski ali dvostopenjski nacin red¢enja semena.

Pri enostopenjskem nacinu red¢enja se seme takoj po odvzemu red¢i s celotnim

razredCevalcem, ki vsebuje glicerol.

Dvostopenjski nacin pa je postopek, kjer se seme po odvzemu red¢i z delom
razredcevalca (brez glicerola) in po ohlajanju na 5 °C z drugim delom razredcevalca z dodatkom
glicerola. Z dvostopenjskim nadinom redcenja je seme pred zamrzovanjem krajsi cas
izpostavljeno glicerolu, s tem pa se zmanjSa ozmotski stres in toksi¢en vpliv glicerola na

semencice (71, 75).

Glicerol je najbolj ucinkovit krioprotektant za zamrzovanje semena sesalcev (99).

2.1.7.2 Krioprotektanti, ki ne prehajajo skozi celicno membrano

Krioprotektanti te skupine (jajéni rumenjak, posneto mleko, trehaloza, aminokisline,
dekstrani, sukroza) ne prehajajo skozi celicno membrano in delujejo le v izvencelicnem
prostoru (86). Krioprotektanti te skupine povzrocijo dehidracijo semencic, vplivajo na celi¢no
membrano ali delujejo kot topilo in z znizevanjem temperature razredéevalca preprecijo

nastanek ledenih kristalov (100).

Jajéni rumenjak v razredcevalcu za zamrzovanje ovnovega semena zasciti semencice
pred temperaturnim Sokom in celicno membrano med postopkom zamrzovanja in tajanja.
Zascitno vlogo se pripisuje fosfolipidu lecitinu in lipoproteinom z nizko gostoto (37, 89). Pravi
mehanizem delovanja lipoproteinov z nizko gostoto Se ni pojasnjen. Ti naj bi se med
postopkom zamrzovanja in tajanja oprijeli celicne membrane, prepredili izgubo fosfolipidov in
povecali odpornost semencic na postopek globokega zamrzovanja (101). Jajéni rumenjak ima
veCji vpliv na celicho membrano bikovih kot ovnovih semencic. V razredCevalcu za
zamrzovanje ovnovega semena, pakiranega v slamice, se priporota 15-17 % jajcnega
rumenjaka (47). Oploditvena sposobnost in gibljivost semencic po tajanju je bila dokazano
najboljsa, Ce je bilo seme pred tem redceno z razredCevalcem, ki je vseboval 15 % jajénega

rumenjaka (102).
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Razredcevalcu za zamrzovanje ovnovega semena se lahko doda tudi disaharid trehaloza
primerne koncentracije, ki nudi toplotno zas¢ito ovnovim semencicam in zveca stopnjo
preZivetja (76, 86). Trehaloza izboljSa oploditveno sposobnost zamrznjenih/odmrznjenih
semencdic po intracervikalni osemenitvi. Trehaloza v razredéevalcu za zamrzovanje ovnovega

semena deluje kot antioksidant (103).

NovejSi protokoli zamrzovanja ovnovega semena v razredéevalcu vkljuujejo tudi
dodatek proteinov semenske plazme, ki naj bi zascitii membrano semencice pred
temperaturnim Sokom (104, 105, 106). Proteini semenske plazme se lahko dodajo ovnovim
semencicam v sveZe seme po temperaturnem Soku (5 minut na 10 °C) (107, 108) ali po tajanju
(109, 110, 111). VeZejo se na membrano semencice, predvsem na akrosom, stabilizirajo
membrano in sodelujejo v procesu kapacitacije (107, 108). Proteini semenske plazme ugodno
vplivajo na ovnove semencice, saj med postopkom zamrzovanja zmanjsajo poskodbe tako na

funkcionalni kot na ultra strukturni stopnji (112, 113).

2.1.8 Procesiranje, hitrost ohlajanja in zamrzovanja semena

Kvaliteta semencic po zamrzovanju in tajanju je odvisna tudi od postopka redcenja,

pravilne izbire razredcéevalca ter hitrosti ohlajanja in zamrzovanja.

Pri vseh Zivalskih vrstah je ob odvzemu seme ogreto na telesno temperaturo. Da bi
preprecili temperaturni Sok semendic, je treba seme pred razredéevanjem ohranjati toplo.
Nadaljnje procesiranje semena, ki vkljuuje postopno ohlajanje semena na 5 °C, je podobno
tako za seme, ki se ga zamrzuje, kot za sveZe konzervirano seme (114). Ohlajanje semena mora
potekati postopoma, saj zaradi prehitrega ohlajanja med 30 °C in 0 °C nastanejo nepovratne

poskodbe semencic. Pri ohlajanju semena pod 0 °C se pri¢nejo tvoriti ledeni kristali (115).

Med procesiranjem semena se semencice redci z vrstno specifiénim razredcevalcem, da
se jih zas¢iti pred Skodljivimi vplivi ohlajevanja, zamrzovanja in tajanja (75). Red¢enje semena
je potrebno tudi zato, da se zagotovi primerno Stevilo semencic, ki so potrebne za zagotovitev
visoke stopnje plodnosti. Za zamrzovanje ovnovega semena se priporoca 2-5 kratno redcenje
(75). Preveliko redéenje (10 in vec krat) ovnovega semena mocno zmanjsa oploditveno

sposobnost semencic (114).
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Po redcenju se seme ohladi na temperaturo 5 °C in predstavlja ¢as za prilagoditev in
ekvilibracijo semencic. V ¢asu ohlajanja se semencice prilagodijo na pocasnejsi metabolizem.
Ekvilibracija je ¢asovni interval, v katerem so semencice pred zamrzovanjem izpostavljene
glicerolu. Glicerol prehaja skozi celicno membrano semencic, se vzpostavi ravnovesje med
znotraj in zunajcelicno koncentracijo glicerola in ostalimi ozmotsko aktivnimi elementi
razredcevalca (75). V casu ekvilibracije glicerol lahko povzroci spremembe v strukturi in
biokemic¢ni integriteti semencic, sprozi akrosomalno reakcijo ter posledicno zmanjsa

oploditveno sposobnost semencic.

Pri dvostopenjskem nacinu redcenja se glicerol doda semenu na temperaturi 5 °C, pri
enostopenjskem pa takoj po odvzemu, pri Eemer ima odvzeto seme ob kontaktu z glicerolom,
temperaturo priblizno 30 °C. Pri obeh nadinih redcéenja je potreben dolocen ¢as ohlajanja
semena do 5 °C, ki variira od ene do treh ur. Razred¢evanje in ohlajanje na 15 °C lahko poteka
hitro, brez negativnega vpliva na prezZivitveno sposobnost semencic (116). Nadaljnje
ohlajevanje semena med 15 in 5 °C pa mora zaradi zasCite semencic pred temperaturnim
Sokom, ki povzroéi nepovratne spremembe celicne membrane, potekati dovolj pocasi.
Razred¢eno seme ovnov je treba ohladiti na 5 °C v 1,5 do 3-urnem ¢asovnem obdobju (44).
Hitro ohlajanje semena na 5 °C zmanjsa gibljivost ovnovih semencic po tajanju in njihovo

oploditveno sposobnost (117).

Po konfanem ohlajevanju in ekvilibraciji sledi zamrzovanje semena. Zamrzovanje
ovnovega semena se lahko izvaja nad duSikovimi hlapi ali z uporabo racunalnisko

programiranih zamrzovalnikov (118).

Pri postopku zamrzovanja nad dusikovimi hlapi se napolnjene slamice postavi
horizontalno 4-5 centimetrov nad nivo dusika za 10-20 minut (44). Hitrost zamrzovanja pri
tem nacinu se lahko uravnava z oddaljenostjo slamic s semenom od nivoja tekocega dusika.
Semencice v slamicah, zamrznjenih nad dusikovimi hlapi vtemperaturnem obmocdju -55 °C, so
imele slabSo stopnjo preZivetja v primerjavi s semencicami v slamicah, zamrznjenih v
temperaturnem obmocju -75 do -125 °C (75, 84). Med postopkom zamrzovanja so semencice
podvrzene dvema kriticnima temperaturnima obmocjema, ki sta povezana s poskodbami, in
sicer obmocje podhladitve (0 do 5°C) in obmocje nastanka ledenih kristalov (od -6 do -15 °C)

(119). Za zamrzovanje ovnovega semena se v obmocju od 5 do -10 °C, najveckrat izvaja hitrost
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zamrzovanja od 20 do 30 °C na minuto (65). V obmocju od -10 do -60 °C mora zamrzovanje
potekati s hitrostjo nad 50 °C/min, nato pa se hitrost zamrzovanja do kon¢ne zamrznitve zopet
upocasni na 20 do 30 °C/min (44, 120). Vecina poskodb na ovnovih semencicah nastane v

temperaturnem obmocju od -10 do -25 °C (50).

Programirani zamrzovalniki so v uporabi na centrih za umetno osemenjevanje, kjer se
zamrzuje vecje Stevilo doz za osemenjevanje. Zamrzovanje semena v takih zamrzovalnikih
poteka s hitrostjo od 4 do 5 °C - 20 °C/min, od -5 do -110 °C - 55 °C/min in od -110 do -140 °C
- 35 °C/min do potopitve v tekoci dusik (-196 °C) (44).

2.1.9 Tajanje semena

Prav tako kot zamrzovanje ima tudi tajanje pomemben vpliv na kakovost odmrznjenega
semena (91). Med postopkom tajanja je zamrznjeno seme izpostavljeno kriticnemu
temperaturnemu obmodju -15 in -60 °C. Stopnja tajanja semena je odvisna od hitrosti
zamrzovanja. Previsoka hitrost zamrzovanja povzroéi nastanek ledenih kristalov v celici v
nasprotju s hitrostjo, ki je dovolj pocasna, da zagotovi dehidracijo celice. Hitrost tajanja v
prvem primeru mora biti visja, da se prepreci nastanek vecjih ledenih kristalov iz majhnih, ki
so nastali v semencici med postopkom zamrzovanja (115). Semencice, tajane s hitrejsim
nacinom, so krajsi ¢as izpostavljene koncentrirani okolici in krioprotektantu ter hitreje
doseZejo ravnovesje med zunaj- in znotrajcelicnim prostorom kot pri pocasnem tajanju (91).
Najpogosteje se za tajanje ovnhovega semena uporablja temperaturo od 38 do 42 °C v ¢asu 30
sekund. Tajanje semena na visjih temperaturah ima podoben ucinek na semencice, vendar
zaradi nevarnosti pregretja semena poteka krajsi ¢as (60-75 °C/5-7 sekund) (75). Tajanje
semena na visjih temperaturah poteka krajsi ¢as, s ¢imer je onemogocen proces rekristalizacije
manjsih ledenih kristalov, ki so prisotni v semencici. Med postopkom hitrega tajanja na visji
temperaturi so semencice prav tako krajSi ¢as izpostavljene koncentrirani raztopini in
krioprotektantu, hitreje pa se vzpostavi tudi zunaj- in znotrajceliéno ravnovesje kot pri

pocasnejSem tajanju (91).
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2.2 VZROKI ZA POSKODBE SEMENCIC MED POSTOPKOM GLOBOKEGA ZAMRZOVANIJA

Ovnove semencice imajo po postopku globokega zamrzovanja slabo kvaliteto in
prezivitveno sposobnost, kar predstavlja veliko oviro za uporabo omenjenega semena pri

ovcah.

Ceprav visok odstotek ovnovih semencic (40-60 %) po zamrzovanju in tajanju ohrani
gibljivost je le od 20 do 30 % biolosko aktivnih. Semencice, ki so gibljive, vendar poSkodovane,
se niso sposobne zdruZiti z jajcno celico. Gibljivost in struktura semencic sta prizadeti do
razlicnih stopenj, vendar Se ni znano, ali spremembe nastanejo enkratno ali v razli¢nih fazah

med postopkom zamrzovanja in tajanja (47).

Globoko zamrzovanje ovnovega semena vklju€uje vec stopenj, kot so redéenje, hlajenje,
zamrzovanje in tajanje. V vsaki od stopenj lahko prihaja do poSkodb semencic, ki oslabijo
normalno delovanje semencic in njihovo oploditveno sposobnost. Glavne poskodbe semencic
med postopkom globokega zamrzovanja nastanejo zaradi temperaturnega Soka (115),

ozmotskega stresa (115) in oksidativnega stresa (121, 122, 123).

Hlajenje lahko povzroci stres semencic zaradi spremembe temperature, ki se manifestira
s posSkodbo semencic in se imenuje temperaturni Sok (115). Ovnove semencice so med
ohlajanjem obdcutljive na temperaturni Sok, ki spremeni prepustnost membrane (124),
povzroCi poskodbe akrosoma in zmanjsa gibljivost semencic (125). Med ohlajanjem in
segrevanjem ovnovih semencic nastajajo poSkodbe plazemske membrane zaradi spremembe
polozaja lipidov v kriticnem temperaturnem obmocju med 17 in 22 °C (126) in 26 °C (127).
Poleg spremembe poloZaja lipidov je motena tudi asimetrija fosfolipidnega dvoslojnika v
plazma membrani ovnovih semencic (128, 129). Spremembe med vrstami v obdutljivosti
semencic na postopek ohlajanja se pripisujejo tudi razlicnim variacijam v sestavi plazma
membrane semencic. Dovzetnost plazma membrane na spremembo poloZaja lipidov med
ohlajanjem je obratno sorazmerna z vsebnostjo prisotnega holesterola (130). V ovnovih in
bikovih semencicah je v plazma membrani prisotna manjsa koli¢ina holesterola, zato menijo,

da so semencice ovna in bika bolj obc¢utljive na ohlajanje kot humane in zajéje (131).

Glavne poskodbe semendic zaradi zamrzovanja so ultra strukturne, biokemicne in

poslediéno zmanjSana funkcionalnost semencic. Ultra strukturne poskodbe zajamejo
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plazemsko in akrosomalno membrano, akrosom, mitohondrije in osni cilinder ali aksonemo.
Za ultra strukturne poskodbe so ovnove semencice bolj dovzetne kot bikove. Bolj kot jedro in
gibalni aparat ovnove semencice sta za poskodbe obcutljivi plazemska in akrosomalna
membrana. Zunanja akrosomalna membrana semencice je bolj dovzetna za poskodbe kot
akrosom in notranji del membrane. Destabilizacija membrane ima za posledico vecje
morfoloske spremembe semencic, kot sta izguba ali nenormalni akrosomi. Postopek
zamrzovanja in tajanja vpliva tudi na mitohondrije, pri ¢emer se spremeni njihova zgradba.

Postopek pa ne povzroca zaznavnih sprememb filamentov in fibril v repu semencice (47).

Poleg ultra strukturnih poskodb na semencici med postopkom zamrzovanja in tajanja
prihaja tudi do biokemicnih sprememb ali izgube pomembnih komponent, kot so: sprostitev
glutamin-oksalocetne-transaminaze, izguba lipoproteinov in aminokislin, zmanjsana aktivnost
fosfataze, povecana vsebnost natrija in zmanjSana vsebnost kalija, inaktivacija akrosomalnih
encimov hialuronidaze in akrozina, izguba prostaglandinov, zmanjsana sinteza ATP in ADP,
zmanjsana proteolitiéna aktivnost akrosoma (42). V semencicah bika, merjasca, macke,
Cloveka in ovna se zaradi strukturnih sprememb kromosoma lahko sproZi denaturacija DNK
(132). Ultra strukturne in biokemicne spremembe semencic so odgovorne za zmanjSano

funkcionalnost, prezivitveno in oploditveno sposobnost (47).

Zaradi temperaturnih in ozmotskih nihanj tako zamrzovanje kot tajanje povzrocata
velike spremembe v koli€ini vode v celici, kar povzro¢i mehanicni stres na plazma membrani
(96, 133, 134). Med postopkom zamrzovanja semencic se porusi ozmotsko ravnovesje zaradi
ledenih kristalov, ki se tvorijo v izvencelicnem prostoru. Z znizevanjem temperature se
povecuje kolic¢ina ledenih kristalov. Semencice, ki so izpostavljene hiperozmotskemu okolju,
se skrcijo in dehidrirajo zaradi vode, ki izstopi iz celice (38). Med postopkom tajanja semencic
je proces obrnjen; tako prihaja do vstopa vode v celico in povzrodi njeno nabrekanje, kar zopet
povzroca poskodbo membrane (95). Kadar je hitrost zamrzovanja prehitra, voda iz celice ne
more izstopiti in v celici nastajajo ledeni kristali, ki se med postopkom tajanja zdruzujejo v
vedje in poSkodujejo membrano semencic (95). Sprememba ozmolarnosti Skodljivo vpliva na
gibljivost ovnovih kot tudi macjih, ¢loveskih in zZrebcevih semencic (135, 136, 137). Zaradi
spremenjenega ozmotskega stanja je oslabljeno delovanje mitohondrijev, kar vodi v

zmanjsano gibljivost semencic (93).
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Postopek globokega zamrzovanja sprozi tudi prezgodnje dozorevanje membrane
semencic, zaradi ¢esar se poveca razmerje kapacitiranih semencic in semencic z aktiviranimi
akrosomi (124, 138). Zaradi vplivov, ki jih ima zamrzovanje na semencice, se zmanjsa
selektivna prepustnost membrane in se poveca prekomeren vnos kalcijevih ionov v celico.
Kalcijevi ioni, ki vstopijo v semencice, vplivajo na proces kapacitacije semencic in na proces
zdruZevanja plazemske in akrosomalne membrane. (31). Semencice s spremenjenimi
membranami ohranijo gibljivost, vendar se jim zmanjsa Zivljenjska doba in sposobnost

oploditve (47).

Zelo pomemben dejavnik, ki povzroca poskodbe semencic v postopku zamrzovanja, je
tudi oksidativni stres (121, 122, 123). Vec raziskav je pokazalo, da oksidativni stres povzroca
poskodbe plazemske membrane semencic in DNK pri ¢loveku, Zrebcu, ovnu in biku (16, 122,

139, 140, 141).

2.2.1 Oksidativni stres

V zdravem telesu se RKS in antioksidanti nahajajo v ravnovesju. Ko se porusi ravnovesje
med proizvodnjo ali kopi¢enjem RKS in oslabljenim mehanizmom delovanja antioksidantov,
nastane oksidativni stres (122, 123). Celice, ki so med postopkom hlajenja, zamrzovanja in
tajanja izpostavljene aerobnim pogojem, potrebujejo kisik za vzdrievanje normalnega
metabolizma (122). Prekomerna koli¢ina presnovkov, ki nastanejo med oksidacijskimi procesi
kot so RKS lahko povzrocijo poskodbe ali celo propad celic (142). RKS predstavljajo veliko
razli¢nih prostih radikalov, vsak pa ima prosti elektron, ki je zelo nestabilen. Prosti elektron se
mora zato, da preide v stabilno obliko, vezati z drugim elektronom. Prosti radikali imajo teZnjo,
da se vezejo na druge molekule, s ¢imer preidejo v stabilno obliko (143). Med najpogostejse
oblike RKS, ki vplivajo na funkcionalnost semencic, sodijo hidroksilni radikali (*OH),
superoksidni radikali (O2°), vodikov peroksid (H202), peroksidni radikali (ROO°®), alkilperoksilni
(RO2°) in hipokloritni radikali (4, 5). Vodikov peroksid je zadnji proizvod v procesu oksidacije in
predstavlja najbolj toksi¢en oksidant (143, 144, 145). Prvi, ki je opisal Skodljive vplive RKS na
sesalske semencice in reprodukcijske procese, je bil MclLeod (146). Kasneje so sledile
raziskave, ki so dokazale povezavo RKS z mosko neplodnostjo (121, 122, 123). Visoka koli¢ina

RKS v semenski plazmi ¢loveka je povezana s slabo morfologijo semencdic, slabo gibljivostjo in
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z nizko koncentracijo semencic (147). Prekomerno proizvodnjo in kopicenje RKS lahko
povzrocajo levkociti in endotelne celice, pomanjkanje antioksidantov v semenski plazmi in
semencicah, negibljive, poskodovane in mrtve semencice (131, 145, 148). Mrtve in
poskodovane semencice predstavljajo vir RKS, ki imajo Skodljiv vpliv na gibljivost in
prezivitveno sposobnost nepoSkodovanih semencic (14). Med drugim imajo Skodljiv vpliv na
integriteto membrane semencic (15) in DNK (16). Koli¢ina RKS se lahko poveca tudi zaradi
odstranitve semenske plazme s centrifugiranjem. Semenska plazma kot produkt
reprodukcijskega trakta samcev ima pomembno vlogo v dozorevanju semencic (112). Proteini
semenske plazme obdajo semencice in jih med ejakulacijo zascitijo (149). Dodatek semenske
plazme ovnovim semencicam po tajanju je povecal odpornost na temperaturni Sok (108) ter
zmanjsal skodljive vplive zamrzovanja, (111) pri ¢emer so specificne komponente semenske
plazme omogocile stabilizacijo membran zamrznjenih/odmrznjenih semencic (138). Rovegno
s sod. je dokazal, da dodatek semenske plazme ovnovim semencicam po tajanju izboljsa
zascito pred temperaturnim Sokom, prepreci prezgodnjo kapacitacijo ter pripomore k boljsi

prezivitveni sposobnosti (150).

Zaradi oksidativnega stresa semencice izgubijo sposobnost gibanja, oploditve, posledica

stresa pa so tudi poSkodbe DNK v jedru semencice (10).

2.2.1.1 Proizvodnja RKS

Nenasi¢ene mascobne kisline v membrani semencic, ki so med postopkom konzerviranja
podvriene oksidaciji, predstavljajo velik problem pri konzerviranju semena. Proces globokega
zamrzovanja semena povzroci tudi dvig koncentracije RKS v semenu razli¢nih vrst zZivali (1, 2,
3). Semencice lahko proizvajajo RKS na dva nacina: z NADPH oksidazo v plazma membrani
semencic in z NADPH odvisno oksidoreduktazo v mitohondrijih semencic (122, 151).
NADH/NADPH oksidaza se lahko nahaja tako v plazma membrani semencic kot tudi v drugih
celicah (152). Zaradi prisotnosti mrtvih semencic v ovnovem in bikovem semenu je bila kot
glavni vir RKS ugotovljena aktivacija aromati¢cne aminokislinske oksidaze. Ovnove semencice
imajo visjo stopnjo aktivnosti aromati¢ne aminokislinske oksidaze kot bikove semencice (153).
Za normalno delovanje celice pa je potrebna minimalna koli¢ina RKS (122). Manjse
koncentracije RKS pomagajo regulirati funkcije semencic, npr. vodikov peroksid v manjsih

koli¢inah stimulira kapacitacijo semencic, hiperaktivacijo, akrosomalno reakcijo in fertilizacijo
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(12, 154, 155, 156). Prekomerno kopicenje RKS, kot sta O2*in H20; lahko povzrocata poskodbe
plazma membrane semencic pri Zrebcih (140), bikih (3), ljudeh in poskodbe jedrne in
mitohondrijske DNK (121). Zaradi prevelike koli¢ine RKS prihaja do motenj v delovanju zunanje
in notranje mitohondrijske membrane in do aktivacije kaspaz, cisteinskih proteaz, ki imajo
vlogo v indukciji apoptoze (122). Lozano z sodelavci je z raziskavo dokazal, da H,0; z aktivacijo
kaspaze-3 povzroci apoptozo humanih semencic (157). H,02 ima najbolj Skodljive oksidacijske
sposobnosti (158, 159), lahko prosto prehaja skozi plazma membrano in povzroci poskodbe
DNK (16, 144). V in vitro pogojih inkubacija bizonovih semencic z H,0; povzroci zmanjsanje
gibljivosti semencic (160). Eksogena generacija RKS s ksantin-ksantin-oksidazo lahko znatno
dvigne odstotek fragmentirane DNK v Zrebcevih (16) in humanih semencicah (161). Preko
Fentonove reakcije lahko iz H,0; nastaja *OH, ki sprozi lipidno peroksidacijo (145). Globoko
zamrzovanje semena vpliva tudi na stabilnost DNK (8). *OH lahko tudi neposredno reagira s
proteiniin DNK ter povzroca poSkodbe DNK (16). Zaradi delovanja RKS v semencicah nastanejo
poSkodbe DNK, kot so modifikacije baz, izguba baz, podvojitve, premik bralnega okvirja,
navzkrizne povezave DNK in prerazporeditve kromosomov (162). RKS povzrocajo tudi razli¢ne
oblike mutacij genov, kot sta tockasta mutacija in polimorfizem, zaradi ¢esar se zmanjsa
kvaliteta semencic (163). RKS so citotoksi¢ne, inaktivirajo veliko proteinov prek oksidacije
sulfhidrilnih skupin in sproZijo nastanek karbonilnih spojin ter povzrocajo razpad DNK verig. Z
raziskavami je bilo dokazano, da prosti kisikovi radikali kot O.® nastajajo med postopki
zamrzovanja in tajanja v humanih, govejih in pasjih semencicah (3, 164, 165, 166). Med
postopkom zamrzovanja in tajanja se zmanjsa koli¢ina antioksidantov, kot sta GPx in SOD v
humanih in bikovih semencicah (1, 167). ZmanjSana koli¢ina antioksidantov ne more
onesposobiti RKS, zaradi ¢esar prihaja med postopkom zamrzovanja in tajanja do poskodb

semencic.
2.2.1.1.1 Lipidna peroksidacija

Plazma membrana semencic sesalcev vsebuje veliko nenasi¢enih maséobnih kislin (168).
Semencice ovna, bika in merjasca so zaradi veéje koli¢ine nenasi¢enih mascobnih kislin bolj
obcutljive na temperaturni Sok kot semencice ¢loveka, zajca in psa (169). RKS inaktivirajo
razli¢ne proteine in sprozZijo peroksidacijo nenasi¢enih mascobnih kislin v celi¢cnih membranah

(6). Membrana semencic je zaradi visoke vsebnosti nenasi¢enih mascobnih kislin zelo
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dovzetna za lipidno peroksidacijo (7). Lipidno peroksidacijo sestavljajo tri stopnje: sprozitev,
razvoj in zaklju¢na faza (143). Pri sprozitvi preko RKS nastajajo lipidni radikali. V drugi stopniji
se lipidni radikali veZzejo z molekulami nenasi¢enih mascobnih kislin na plazma membrani ali
pa odvzamejo elektron kisiku in se oblikujejo lipidni peroksidni radikali. Lipidni peroksidni
radikali odvzamejo vodikov atom drugim lipidnim molekulam in nastanejo lipidni
hidroperoksidi, ki ostanejo stabilni, dokler se ne vezejo na prehodne kovinske ione. Nastanejo
alkoksili in lipidni peroksidni radikali, ki se lahko naprej veZejo z ostalimi molekulami
nenasi¢enih mascobnih kislin v plazma membrani. Proces se ne zaustavi, zaradi Cesar se
reakcijo lipidne peroksidacije oznaci tudi kot verizno reakcijo (122, 170). V zakljucni fazi lipidne
peroksidacije, se prosti radikali med seboj kombinirajo in oblikujejo parne stabilne elektrone.
Zaklju¢na faza lipidne peroksidacije se lahko zakljuci hitreje, kadar so prisotni antioksidanti, ki
inaktivirajo proste radikale (145). Pri spermatogenezi, dozorevanju semencic, kapacitaciji,
akrosomalni reakciji ter tudi pri spojitvi semencic z jajéno celico, so pomembne vse lipidne
komponente v membrani. Peroksidacija mas¢obnih kislin lahko prekine omenjene funkcije in
celo zaustavi spermatogenezo. Peroksidacija nenasicenih mascobnih kislin v membrani
semencic povzroci izgubo njenih funkcij in integritete (171). Proces lipidne peroksidacije se
zakljuci s formiranjem toksi¢nih produktov, kot so malondialdehid, konjugirani dieni ter
sekundarni produkti peroksidacije (nasi¢eni in nenasic¢eni aldehidi, ketoni, okso- in hidroksi

kisline, nasiceni in nenasiceni ogljikovodiki) (9).

2.3 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti delujejo kot zascitni sistem proti poskodbam celic, ki jih povzrocajo RKS ali
drugi prosti radikali (144). Antioksidanti so razvrséeni v encimske in neencimske (145), lahko
pa so topni v vodi ali mas€obah (172). Encimski antioksidanti zaustavijo kopicenje prostih
radikalov tako, da jih razgradijo (172). V naravnih mehanizmih za zascito semencic pred lipidno
peroksidacijo sodelujejo razli¢ni encimski antioksidanti, kot so SOD, katalaza, GPx in GR (173).
Ti antioksidanti so zelo pomembni za zascito semencic pri razli¢nih Zivalskih vrstah (17, 18, 19,
20). Antioksidanti se nahajajo tudi v serumu in celicah, lahko pa so prisotni tudi v hrani. Kadar
je v telesu premajhna kolicina antioksidantov ali je poruseno ravnotezje med antioksidanti ali

RKS, tako stanje vodi v slabse delovanje celic in razvoj bolezni (172).
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Semenska plazma predstavlja bogat vir antioksidantov, kot so a-tokoferol, vitamin C,
secna kislina, katalaza in SOD (174). GPx in SOD sta prisotni v nadmodku (173, 174), poleg tega
pa sta GPx/GR par in SOD prisotni tudi v citoplazmi veznega dela semencice (173). Naravni
mehanizem obrambe z antioksidanti v semencicah ni dovolj ucinkovit, da bi semencice
popolnoma zascitil pred posSkodbami zaradi delovanja RKS (173). Ovnov ejakulat vsebuje
zaznavne koli¢ine SOD in manjse koli¢ine GPx in katalaze (17), vendar se njihova koncentracija
z redéenjem zelo zmanjSa. Raziskave pri neplodnih moskih so pokazale, da imajo le ti v
semenski plazmi, v primerjavi z normalno oploditveno sposobnimi, manjso koli¢ino ali popolno
pomanjkanje nekaterih antioksidantov (175, 176). Semenska plazma, ki je pred postopkom
konzerviranja semena bogata z antioksidanti, postane osiromasena zaradi postopka
globokega zamrzovanja. Veliko klini¢nih poskusov in proucevanj in vitro ter in vivo z
antioksidanti je bilo opravljenih na humanem in Zivalskem semenu z namenom zmanjsati

poskodbe semencic, ki so posledica delovanja RKS in lipidne peroksidacije.

Dodatek antioksidantov, kot so GPx, cistein, vitamin E ali C v razredcevalce za seme,
oralne pripravke ali hrano je izboljsal kvaliteto semena po zamrzovanju in tajanju pri ¢loveku
(177, 178), merjascu (179, 180, 181), biku (182), Zrebcu (183) in psu (164). Oralni pripravek z

vitaminom E pa pri ¢loveku ni izboljsal kvalitete sveZzega semena (184).

2.3.1 Encimski antioksidanti

V aerobnih organizmih je prisotnih veliko encimskih antioksidantov, ki delujejo kot
Cistilni sistem za RKS. To skupino predstavljajo katalaza, GPx in SOD, ki sodelujejo in tvorijo

kataliticno triado (145, 185).

2.3.1.1 Katalaza

Vloga katalaze kot antioksidanta je v razgradnji H,O; (145).
katalaza

2H,0p —— 2H,0+ 0,

Enacba 1: Reakcija prikazuje cepitev vodikovega peroksida na vodo in kisik s pomocjo katalaze (145)
Equation 1: The reaction demonstrates that catalase converted hydrogen peroxide to oxygen and water (145)
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Katalaza je prisotna v humani (186) in kuncji (187) semenski plazmi in v humanih
semencicah (188). Vir katalaze pri kuncu so sertolijeve celice in akcesorne spolne Zleze (187,
189). Misje in bikove semencice pa katalaze ne vsebujejo (1, 190). Katalaza sodeluje skupaj s
SOD, ki deluje kot prvi obrambni mehanizem in pretvori 0;° v H,0, nato pa nanj deluje
katalaza (191). Dodatek katalaze v razredCevalcu za zamrzovanje je imel pozitiven vpliv na
zamrznjene/odmrznjene pasje semencice (164). Kombinacija katalaze in SOD pa je imela
pozitiven vpliv na kvaliteto in oploditveno sposobnost merjas¢evih semencic (192). Previsoka

(400 in 800 IE/mL) koncentracija katalaze je imela Skodljiv vpliv na ovnove semencice (193).

2.3.1.2 Glutation peroksidaza

Ta antioksidant se nahaja v semencicah ali se izloca iz nadmodkov pri razlicnih Zivalskih
vrstah, npr. pri Zrebcu, biku in merjascu (185, 194). Neplodnost pri ¢loveku je povezana z
nezmoznostjo izlo¢anja GPx v semencicah (185), kar sovpada s pojavom zmanjSane plodnosti

pri GPx misih z izbitim genom (194).

GPx je antioksidant, ki vsebuje selen in GPx kot darovalca elektrona (191). Njegova
glavna vloga je odstranjevanje peroksidnih radikalov, pri ¢emer sproZi lipidno peroksidazno
verizno reakcijo in razgradnjo H,0, (191). Ceprav sta katalaza in GPx zelo uéinkovita pri
inaktiviranju H.0;, katalaze dolocene Zivalske vrste nimajo ali pa je prisotna le v sledovih. V
primerjavi s katalazo predstavlja GPx glavni encimski antioksidant pri zasc€iti semencic sesalcev

pred oksidativnim stresom (185).

Dodatek GPx v razredéevalec za seme je imel pozitiven vpliv na integriteto akrosomov
ovnovih semencic (193), izboljsala pa se je tudi gibljivost tako ovnovih (193) kot bikovih

semencic (182).

2.3.1.3 Superoksid dismutaza

SOD deluje kot prvi obrambni mehanizem pred oksidativnim stresom v celicah (145).
Aktivnost encima so nasli v oslovi in Zrebcevi semenski plazmi (195) in v pasjih semencicah
(196). Koli¢ina SOD v bikovih semencicah je visja kot GPx (1). Glavni vir encima pri samcih so

akcesorne spolne Zleze, kot sta prostata in semenski mesicki (197, 198).

SOD kot encimski antioksidant odstrani O;° iz citoplazme celic in ga pretvoriv H,0 (145).
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SOD
20" +2HY — H0,+ 0,

Enacba 2: Encimski antioksidant, SOD katalizira ali odstrani superoksidni radikal in ga pretvori v vodikov peroksid
in kisik (191)

Equation 2: The antioxidative enzyme, SOD catalyses or removes the superoxide radical, generating hydrogen
peroxide and oxygen (191)

SOD skupaj s katalazo in GPx sodeluje pri odstranjevanju prostega radikala H2O..
Dodatek SOD v razredéevalec za seme je izboljsal kvaliteto semena, in sicer gibljivost, aktivnost
mitohondrijev, integriteto akrosomov in DNK ovnovih semencic (193) ter semencic pri ¢loveku

(199) in rdec¢em jelenu (200).

2.3.1.4 Uporaba encimskih antioksidantov

Dodatek antioksidantov, kot so SOD, GPx in katalaza, je med teko¢im konzerviranjem
ovnovega semena omogodil zaséito semencic pred delovanjem RKS (193). Kljub temu pa
dodatek omenjenih treh antioksidantov v razred¢evalcu za globoko zamrzovanje ovnovega
semena ni izboljsal kvalitete semena po tajanju (201). Nasprotno pa so Silva in sodelavci
dokazali, da SOD (100 E/mL) in reduciran GSH (2 in 5 mM) ohranita integriteto akrosoma
zamrznjenega ovnovega semena, medtem ko dodatek SOD (100 E/mL) v TRIS razredcevalcu z
dodanim jajénim rumenjakom zasciti plazma membrano semencic po tajanju (202). Odstotek
gibljivih semencic in semencic z intaktnimi akrosomi v ohlajenem bikovem semenu se je
povecal ob dodatku SOD, katalaze in GPx (203). Raziskave pri razlicnih Zivalskih vrstah so
pokazale pozitiven vpliv katalaze na gibljivost in prezivitveno sposobnost semencic (164, 192,
204). Dodatek katalaze v razredcevalcu za konzerviranje po spolu lo¢enega ovnovega semena
pa ni imel pozitivnega vpliva na kvaliteto semencic po tajanju (205). Prav tako ni bilo
pozitivnega ucinka katalaze na izboljSanje gibljivosti ovnovih semencic z dodatkom le-te v
kemijsko definiran razred¢evalec RSD-1 (206). Dodatek le katalaze ali SOD v razredcevalec za
zamrzovanje pri ¢loveku ni imel vpliva na izboljsanje kvalitete semena. Znacilno izboljsanje
tako v gibljivosti kot v prezZivitveni sposobnosti semencic pa je bilo zaznati ob dodatku
kombinacije obeh antioksidantov (199). Vkljucitev katalaze in SOD ali obeh antioksidantov
posamicno v razredcevalec za zamrzovanje merjas¢evega semena je imela pozitiven vpliv na

preZivitveno sposobnost in gibljivost semencic po tajanju (192).
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2.3.2 Neencimski antioksidanti

Glavna naloga neencimskih antioksidantov je zaustaviti zaCetek verizne reakcije v
procesu lipidne peroksidacije ter eliminacija ostalih RKS (143). Neencimski antioksidanti se
imenujejo tudi Cistilci prostih radikalov in se delijo na dve skupini, in sicer topne v vodi in topne
v mascobah (143). Antioksidanti te skupine, ki se nahajajo v semenu, so minerali, vitamini,
aminokisline in sestavine proteinov (cink, tokoferol, albumin, GSH, tavrin, hipotavrin, karnitin,
karotenoidi, urati in prostasomi) (5) ter piruvat (159). V skupini neencimskih antioksidantov se

nahajajo tudi vitamin A, Cin E in urinska kislina (143, 145).

2.3.2.1 Uporaba neencimskih antioksidantov

Uporaba antioksidantov, kot so cistamin, tavrin, trehaloza in vitamin E v razredcevalcih
za konzerviranje ovnovega semena izboljsajo gibljivost, preZivitveno sposobnost in integriteto
plazma membrane semencdic po tajanju (18, 76, 207, 208). Bucak s sodelavci je raziskoval vpliv
trehaloze, tavrina cistamina in hialuronske kisline na eliminacijo RKS v TRIS razredcevalcu za
zamrzovanje ovnovega semena. Ugotovili so, da dodatek antioksidantov zvisa odstotek
gibljivih semencic po tajanju v primerjavi s kontrolno skupino (207). Dokazan je bil tudi
pozitiven vpliv dodane trehaloze na kvaliteto zamrznjenega kozlovega semena (78). Razli¢ni
nivoji vitamina Bi2 v TRIS razredlevalcu za ovnovo seme znacilno izboljSajo preZivitveno
sposobnost, gibljivost, progresivno gibljivost in zmanjsajo morfoloske spremembe semencic
(209). Vitamin E in B1g imata najbolj izrazit vpliv na kvaliteto ohlajenega pasjega semena (210).
Raziskave pri razlicnih Zivalskih vrstah so pokazale pozitiven vpliv natrijevega piruvata na
gibljivost in prezivitveno sposobnost semencic (141, 211). Hipotavrin izboljSa parametre
semena po tajanju pri merino ovnih (88). Opravljena je bila raziskava, kjer pa hipotavrin ni

izboljsal gibljivosti ovnovih semencic po tajanju (212).

2.4 SINTETICNI DETERGENT

Poleg dodatka antioksidantov predstavlja dodatek sinteticnega detergenta v
razredCevalec za zamrzovanje semena dodatni mehanizem za zascito plazma membrane
semencic med postopkom globokega zamrzovanja. Ta postopek, poleg pozitivne strani, ki jo

predstavlja ¢asovno neomejena ohranitev oploditvene sposobnosti, povzroéi tudi motnje v
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delovanju semencic. Celicna in akrosomalna membrana semencic sta glavni strukturi, kjer
prihaja do sprememb zaradi termi¢ne, mehanske, kemijske in osmozne napetosti in sta kriti¢ni
za pravilno delovanje semencic. Detergent izboljSa preZivitveno sposobnost semencic po
tajanju. Deluje kot povrsinsko aktivnha snov in stabilizira celicho membrano, predvsem
akrosomalno, in s¢iti semencice pred skodljivimi vplivi med postopkom zamrzovanja in tajanja

(213, 214).

Detergent, dodan v razredcevalec, ki vkljucuje jajéni rumenjak, ima pozitiven vpliv na
stabilnost membrane med postopkom zamrzovanja in tajanja semencic. Dodatek detergenta
Equex STM® v razredCevalcu za zamrzovanje pasjega semena zasliti semencice pred
posSkodbami, ki nastanejo med postopkom globokega zamrzovanja (215). Raziskave o uporabi
detergenta v TRIS razredcevalcih za zamrzovanje semena so pokazale izboljSanje kavalitete
semencic po tajanju pri razli¢nih Zivalskih vrstah. Uporaba detergenta Equex STM® izbolj$a
kvaliteto zamrznjenih semencic psa (216, 217), macka (218), merjasca (219), bika (213), Zzrebca

(214) in jelena (220).
2.5 POSTOPKI ZA 1ZBOLISANJE KVALITETE SEMENA

Postopki za izboljSanje kvalitete semena temeljijo na selekciji normalnih ter
neposkodovanih semencic v in vitro pogojih. Normalne semencice se gibljejo progresivno,
linearno na nacin, da lahko preidejo naravno bariero, ki jo predstavlja maternicéni vrat z gubami
in obrodi ter veliko pojatvene sluzi (221). NajpogostejSi postopki za selekcijo semencic so
prepiranje z razred¢evanjem in centrifugiranjem, filtracija oz. gradient separacija ali "'swim up"
postopek (migracija semencic) (222). Novejsi postopki pa izkoris¢ajo alternativno metodo
"multiple micro fluidic flow streams" za samostojno migracijo semencic, s pomocjo katere se
locijo gibljive semencice podobno kot v in vivo pogojih (223). Vendar ti postopki niso primerni
za izolacijo veljega Stevila semencdic, zato se pri domacih Zivalih uporabljajo alternativne
metode, kot so filtriranje skozi kolono adhezivnih delcev, Sephadex ali stekleno volno (224)
ter gradientno centrifugiranje skozi kremenceve kroglice, obdane s silanom (222).
Centrifugiranje skozi enoslojni vrstno specifi¢ni koloid je do sedaj dokazano najboljSi postopek
za selekcioniranje normalnih ter neposkodovanih semencic pri vecini testiranih Zivalskih vrst

(225, 226, 227).
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2.5.1 Prepiranje semena

Odvzetemu ejakulatu se takoj po odvzemu doda vrstno specificen razredéevalec. Tako
razred¢eno seme se centrifugira, nato se odstrani supernatant (semenska plazma in
razredCevalec), peleto semencic pa se ponovno razredci z Zelenim volumnom. Na ta nacin se
semencice lo€ijo od vecine komponent, ki se nahajajo v semenski plazmi (228). S postopkom
prepiranja se ne odstrani RKS, ki imajo negativen vpliv na semencice. Po centrifugiranju se v

peleti nahajajo mrtve, morbidne, nenormalne kot tudi vitalne semencice (229).

Pri merjascu so raziskovalci iz semenske plazme uspeli odstraniti komponente z nizko

molekularno tezo s pomocjo modificirane tehnike prepiranja — dialize (230).

2.5.2 Migracija - "swim up"

Postopek izkoris¢a sposobnost gibljivih semencic, da migrirajo iz ene raztopine, kot sta
razredCen ejakulat ali peleta semena pridobljena po izpiranju, v medij ali razredcevalec z
drugacno sestavo (228). Semencice se uspeSno oddelijo od semenske plazme. Semenska
populacija pa se po koncu postopka lahko nahaja na vrhu, pod ali na eni strani raztopine (228).
Selekcija temelji na sposobnosti gibanja semencic, vendar ta nacin ne zagotovi selekcije
vitalnih semencic z normalno morfologijo glave ter neposkodovanimi kromosomi in akrosomi
(231). Semencice s poSkodovanimi repi ne morejo migrirati iz ene v drugo raztopino, kar
nakazuje na boljse rezultate morfologije repa in veznega dela po metodi migracije v primerjavi
s postopkom izpiranja (229). Glavna pomanijkljivost metode je v stopnji prezivetja, ki je le 10—
20 % (229). Prav zaradi tega ter tudi dolgotrajnosti metoda pri vecini Zivalskih vrst ni primerna

za pripravo osemenjevalnih doz za umetno osemenjevanje (226).

2.5.3 Filtracija

Efekt filtracije se doseZe z vzajemnim delovanjem semencic in filtra, ki ga lahko
predstavljajo steklene kroglice, Sephadex ali membranski filtri in sposobnost semencic, da se
gibljejo (232). Teznja nevitalnih semencic je, da se lepijo na podlago veliko bolj kot normalno
aktivne semencice (233). Pri postopku filtracije skozi Sephadex G-10 se zaradi spremembe
naboja na povrsini negibljivih in mrtvih semencic te pri¢nejo zlepljati (234) ali pa se protein, ki

je prisoten na povrsini kapacitiranih semencic, veze na Sephadex delce (235). S postopkom
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filtracije se uspesno odstrani levkocite (nastanek RKS) ter selekcionira gibljive, morfolosko
normalne semencice (236) in morda tudi semencice z intaktnimi akrosomi (237). Stopnja
prezivetja semencic po filtraciji je 63 %, med postopkom pa se izgubi manj semencic kot pri

ostalih metodah (224).
2.5.4 Gradientno centrifugiranje

Razredéeno seme se centrifugira skozi plasti koloida, ki u¢inkovito lo¢i semencice od
semenske plazme ter selekcionira subpopulacijo vitalnih semencic z dobro gibljivostjo in
ohranjeno integriteto kromatina. Med postopkom DGC se semencice gibljejo proti tocki v
koloidu, ki ustreza njihovi specifi¢ni tezi (238). S spreminjanjem pogojev centrifugiranja
(centrifugalna sila in ¢as) in fizikalnih lastnosti koloida se oblikuje peleta semena, ki vsebuje

normalne, neposkodovne semencice (226).

2.5.4.1 Centrifugiranje skozi gostotni gradient (''Density gradient centrifugation')

DGC loc¢i gibljive, morfoloSsko normalne semencice z intaktnim kromatinom od
preostalega ejakulata (239). Po postopku DGC se lahko obdela le majhne volumne ejakulatov,

(240) stopnja prezivetja pa je pogosto nizka (222).

Najbolj Siroko uporabljen koloid za Zivalsko seme doslej je Percoll™, ki sestoji iz PVP
obdanih kremencevih delcev v slani raztopini ter iz dveh ali ve¢ plasti razlicne specifi¢ne teze
(226). Problem predstavlja spremenljiva raven endotoksina v razlicnih plasteh koloida,

porocali pa so tudi o toksi¢nosti prostega PVP v koloidu (241).

V zadnjem desetletju je Percoll™ zamenjal s silanom obdan kremencev koloid za
uporabo v humani asistirani reprodukciji (228) in nekaj vrstno specifi¢nih oblik za uporabo v
Zivalski asistirani reprodukciji (239, 242, 243, 244). S silanom obdan kremencev koloid ima
prednosti pred s PVP obdanim koloidom zaradi termi¢ne obdelave, pri Cemer se zmanjsa raven
endotoksina. Koloid je tudi dlje ¢asa obstojen v slani raztopini in se ga lahko pripravi za
takojSnjo uporabo v komercialne namene (226). Produkti, ki se uporabljajo v komercialne
namene za semencice ¢loveka, so Isolate, Silselect, Suprasperm, PureSperm®, BoviPure™ za
bika, EquiPure™ za Zrebca in PorciPure™ za merjasca (226). Postopek selekcije semencic z

metodo DGC je pri ovnih izboljsal kvaliteto semencic po tajanju z izjemo % DFI (245).
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2.5.4.2 Centrifugiranje skozi enoslojni koloid ("'Single layer centrifugation"')

Postopek je poenostavitev DGC, pri ¢emer je uporabljena samo ena plast koloida.
Postopek izkljuuje zamudno pripravo in namestitev vec plasti koloida z razlicno specifi¢no
tezo. Med centrifugiranjem se semencice gibljejo proti dnu epruvete, semenska plazma pa se
zadrzi na vrhu koloida (226). Z uporabo nove vrstno specificne formule koloida (Androcoll) za
Zivalske semencice, razvite na '"Swedish University of Agricultural Sciences", je mogoce
pridobiti vzorce semena enake kvalitete po DGC in SLC postopku. Postopek se lahko uporablja
za sveze zreblevo seme (246, 247), zamrznjeno/odmrznjeno bikovo seme (248) ter svezZe in
skladis¢eno merjas¢evo seme (249). Nov postopek SLC skozi vrstno specifi¢ni koloid,

Androcoll, je bil razvit za Zrebca, merjasca, bika, psa in macka (227).

V raziskavah z zamrznjenim/odmrznjenim Zrebéevim semenom, obdelanim po postopku
SLC po tajanju, se je povecal odstotek progresivno gibljivih semencic, preZivitvena sposobnost
ohranjena pa je bila tudi aktivnost mitohondrijev (250). SLC nudi alternativni, bolj prakticen
postopek kot DGC za selekcioniranje vitalnih, oploditveno sposobnih Zivalskih semencic po
odmrzovanju. SLC postopek je primeren za efektivno selekcioniranje semencic dobre kvalitete
brez poskodb. Prednost SLC postopka je tudi, da omogoca obdelavo ejakulatov vecjega
volumna (Zrebec, merjasec) (226). S SLC postopkom se lahko iz vzorca semena odstrani tudi
patogene organizme (251). Postopek zahteva samo eno plast koloida, zaradi ¢esar je manj

zahteven in hitrejsi v primerjavi s postopkom DGC (226).

Pri zrebcih se s postopkom SLC izboljsa kvaliteta "problemati¢nih" ejakulatov za pripravo
osemenjevalnih doz (252). SLC z uporabo Androcoll™ — E je enostavna in zanesljiva metoda za
pridobitev semencic zrebca najboljSe kvalitete po tajanju ter najbolj optimalno oploditveno
sposobnostjo, pri cemer se izboljsajo prakti¢no vsi parametri, s katerimi ugotavljamo kvaliteto
in oploditveno sposobnost semencic (250). Pri zrebcih lahko z uporabo metode SLC na svezem
semenu dosezemo visji deleZ semencic z normalno morfologijo in ohranjeno integriteto
kromatina (247) ter gibljivih in vitalnih semencic (246), v primerjavi s neobdelanim vzorcem

semena.

Pri merjascih z vkljucitvijo SLC postopka izboljSamo kvaliteto semencic s poudarkom na

normalni morfologiji in premocrtni gibljivosti (253). Prav tako se s postopkom SLC selekcionira
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subpopulacija semencic dobre kvalitete zamrznjenih/odmrznjenih Zrebcevih semencic (254),
pri bikih pa imajo zamrznjene/odmrznjene semencice, pridobljene po postopku SLC, dobro
oploditveno sposobnost (248). Pri mackah postopka SLC pred zamrzovanjem in "swim up"
izboljsata kvaliteto semencic, pridobljenih s prepiranjem nadmodkov. IzboljSa se morfologija
semencic, integriteta DNK in membrane, postopek pa odstrani tudi celicne kontaminante
(255). Tudi kvaliteta semencgic pri psih, selekcioniranih s postopkom SLC z uporabo Androcoll™

— C po tajanju, je bila boljSa v primerjavi s kontrolnimi vzorci (256).

SLC trenutno predstavlja najbolj prakti¢en postopek za selekcioniranje semencic v

Zivalski industriji (226).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ODBIRA ZIVALI

V poskus, ki je bil razdeljen na Stiri dele, smo vkljucili Sest ovnov jezersko-sol¢avske
pasme, oplemenitenih z romanovsko ovco, tri ovne in sto osemdeset ovac avtohtone pasme
istrska pramenka. Ovne smo odbrali med rednim androloskim pregledom na testni postaji za
mlade ovne v Logatcu, Oddelka za zootehniko, Biotehniske fakultete v Ljubljani. Ovnom smo
odvzeli ejakulate ter dolocili koncentracijo in gibljivost semencic. Izbrali smo ovne z razli¢no
koncentracijo ejakulata ter progresivno gibljivostjo semencic 60 % in ve¢. V ¢asu odvzema
semena smo imeli ovne nastanjene na Kliniki za reprodukcijo in konje, Veterinarske fakultete
v Ljubljani, kjer smo opravljali tudi zamrzovanje semena. Poskusno umetno osemenjevanje pa
smo opravili na ovcah, ki so se nahajale na Centru za sonaravno rekultiviranje Vremsdica,

Veterinarske fakultete v Ljubljani.

V prvi poskus smo vkljucili 6 ejakulatov Sestih ovnov, v drugi poskus 7 ejakulatov Sestih
ovnov, Vv tretji poskus 6 ejakulatov treh ovnov ter 180 ovac, v Cetrti poskus 6 ejakulatov ter
seme odvzeto s prepiranjem nadmodkovih vodov Sestih ovnov. V poskus je bilo skupno
vkljucenih 180 ovac, 132 ejakulatov ter 6 vzorcev semena, odvzetega s prepiranjem

nadmodkovih vodov.

3.2 ODVZEM SEMENA

Odvzem semena smo izvajali s pomocjo elektroejakulacije. Seme smo odvzeli s
prenosnim elektroejakulatorjem (ELEKTROJAK™-|1I, Ideal Instrument Inc., Chicago, ZDA in EE
€320, Mini Tib GmbH, Tiefenbach, Nemcija), ki proizvaja narascajoce elektricne impulze.
Sestavljajo ga baterija s polnilcem (12—-17 V), mala rektalna sonda in upravljalec impulzov. Pri
odvzemu je oven lezal na boku, dobro fiksiran. Rektalno sondo smo namazali z gelom za
rektalne preglede in jo vstavili v rektum. Pred elektricno stimulacijo smo s pomocjo sonde
narahlo masirali obmocje akcesornih spolnih Zlez. Nato smo sproZili elektri¢no stimulacijo tega
podroéja. Impulzi, ki jih je aparat proizvajal, so postopoma narascali in sproZili ejakulacijo. Za
prvi, tretji in Cetrti poskus smo od vsakega ovna odvzeli po 6 ejakulatov ter 7 ejakulatov za

drugi del poskusa. Skupno smo za prvi in Cetrti poskus odvzeli 36, za drugi 42 in tretji poskus
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pa 18 ejakulatov. Odvzem ejakulatov smo pri posameznem ovnu izvajali enkrat tedensko. S
pomocjo spektrofotometra z vgrajenim filtrom valovne dolzine 546 nm (photometer SDM 5 in
SDM 6, Mini Tib GmbH, Tiefenbach, Nemcija) smo izmerili koncentracijo ejakulatov. Gibljivost
semencic pa smo ocenili s fazno-kontrastnim mikroskopom z vgrajeno grelno mizico, segreto
na 37 °C, pri 100-kratni povecavi. Uporabili smo predmetnice in pokrovna stekelca, ki so bila
ogreta na 37 °C. Odvzete ejakulate smo pred nadaljnjo obdelavo hranili v vodni kopeli (model

1003, GFL, Burgwedel, Nemcija), ogreti na 27 °C.

3.3 PREPIRANJE REPOV NADMODKOV (CAUDA EPIDIDYMIS)

V Cetrtem poskusu smo po odvzemu zadostnega Stevila ejakulatov opravili kastracijo ter
iz nadmodkov pridobili semencice. Moda smo v temperaturno izolirani posodi (stiroporni
zaboj) takoj po kastraciji prenesli v laboratorij, kjer smo repe nadmodkov locili od preostalega
tkiva mod in nadmodkov. Tako pridobljene repe nadmodkov smo v petrijevki narezali na tanke
rezine in jih preprali s priblizno 10 mL TRIS razred¢evalca z dodatkom jajénega rumenjaka—
razredCevalec 1. Razredcevalec je bil ogret na 27 °C. Pridobljeno seme smo nato prefiltrirali
skozi filter za zrebcevo seme, mu s pomocjo spektrofotometra izmerili koncentracijo in ga pred

nadaljnjo obdelavo hranili v vodni kopeli, ogreti na 27 °C.

3.4 PREGLED SEMENA PO ODVZEMU

3.4.1 Vizualna ocena gibljivosti

Vizualno oceno gibljivosti smo opravili na nerazredcenih vzorcih. Za oceno smo iz dobro
premesanega ejakulata odvzeli kapljico velikosti 8 pL, ki smo jo prekrili s pokrovnim stekelcem
in opravili pregled. Pregled smo opravljali s pomoéjo fazno-kontrastnega mikroskopa
(Olympus BX 40) z vgrajeno grelno mizico, segreto na 37 °C. Tako predmetnice kot pokrovna
stekelca so bila ogreta na 37 °C, s ¢imer smo preprecili temperaturni Sok semencic. Pod 100-
kratno povecavo smo nato, na treh vidnih poljih, ocenili gibljivost semencic. Kon¢na ocena

gibljivosti je pomenila povprecje ocene treh vidnih polj posameznega vzorca.
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3.4.2 Dolocanje koncentracije semencic s pomocjo spektrofotometra

Iz vzorca, namenjenega preiskavi, smo odvzeli 8 uL ejakulata ter ga v kiveti razredcili s 4
mL fizioloSke raztopine. Razredcéen vzorec smo dobro premesali, ga vstavili v spektrofotometer
ter tako izmerili koncentracijo semencic za dani vzorec. Pri vsakem vzorcu semena smo opravili
dve meritvi. Kon¢na ocena koncentracije je pomenila povprecje dveh meritev posameznega
vzorca.

3.4.3 Dolocanje koncentracije semencic s pomocjo Neubauer Stevne kamrice

Ta nacin smo uporabili pri vzorcih, na katerih koncentracije semencic ni bilo mogoce
dolociti s pomocjo spektrofotometra, in sicer:

Iz vzorca, namenjenega preiskavi, smo odvzeli 25 plL ejakulata ter ga v epruveti razreddili
z 10 mL destilirane vode, v volumskem razmerju 1:400. Razredéen vzorec smo dobro premesali
ter z njim po principu kapilarnega vleka napolnili Stevne kamrice. Po preteku desetih minut
smo s pomocjo fazno-kontrastnega mikroskopa pri 200-kratni povecavi presteli semencice. Za
vsak vzorec smo opravili dve meritvi. Konéna koncentracija je pomenila povprecje dveh
meritev posameznega vzorca. lzracun, pri katerem smo dolodili koncentracijo semencic v
milijonih na mililiter, smo opravili z uporabo formule

C=NxRx (Imm3/VP mm3) x 1000

C = koncentracija semencic 108/mL

N = Stevilo prestetih semencic

R = razredCitev

VP = volumen, v katerem so prestete semencice

L !gE
il

Slika 1: Neubauer Stevna kamrica
Figure 1: Neubauer counting chamber
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3.4.4 Dolocanje gibljivosti semencic s pomocjo racunalniSke analize

Gibljivost v preiskovanih vzorcih smo dolocili s pomocjo racunalniske analize (Hamilton
Thorne Biosciences, HTM-IVOS Version 12,3, Beverly, MA) ob uporabi Maklerjeve kamrice,
predhodno ogrete na 37 °C.

Iz vzorca, namenjenega preiskavi, smo odvzeli 200 puL ejakulata ter ga razredcili s 3800
uL razredéevalca 1. Razredcéevalec je bil segret na 27 °C. Iz razredéenega vzorca smo s pipeto
odvzeli 5 pL veliko kapljico ter jo prestavili v Maklerjevo kamrico, ogreto na 37 °C. Na vsaki
kapljici smo opravili preiskavo treh naklju¢no izbranih polj. Iz dobljenih rezultatov smo
izraCunali povprecno gibljivost, progresivno gibljivost ter koncentracijo semencic v

posameznem vzorcu.

]['Info ¥ acquire | [BIEEEI | PrintFie |V Eaisor [P setup |1 Exit |

[15.1 mm | 37.3 °C|ren Y T
e [ (animal#) 1510412015 10:20:36] 2

Results

Plots

Bar
Charts

Custom

Reports

Slika 2: Racunalniska analiza semena
Figure 2: Computer assisted sperm analysis

3.4.5 Priprava vzorcev za dolo¢anje morfoloskih sprememb semencic

Iz skupnega vzorca smo naredili razmaz, namenjen fiksiranju in barvanju po Giemsi ter
doloéanju morfoloskih sprememb semencic. Po pripravi predmetnic s posusenimi vzorci smo
preparate, namenjene dolo¢anju morfoloskih sprememb, fiksirali v pripravljeni formalinski
raztopini. Fiksacijo, ki je trajala 30 minut, smo opravili v posebnih steklenih kadi¢kah. Po

koncani fiksaciji smo odlili fiksativ in predmetnice veckrat sprali pod tekoco vodo. Spiranju je
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sledilo 16-urno barvanje s pripravljeno raztopino po Giemsi. Po kon¢anem barvanju smo odlili

barvilo ter predmetnice veckrat sprali pod tekoco vodo in posusili na zraku.
3.5 STANDARDNI POSTOPEK OBDELAVE SEMENA IN ZAMRZOVANIJE

Po odvzemu smo dolocili volumen, konzistenco in koncentracijo ejakulata. Volumen in
konzistenco smo dolocili ob samem rokovanju z vzorcem, koncentracijo pa s
spektrofotometrom. Ejakulate smo nato razredéili in zamrznili po standardnem
dvostopenjskem postopku s TRIS razredCevalcem z dodanim jajcnim rumenjakom-—

razredcevalcem 1 (257).
3.5.1 Prvi poskus: Vpliv detergenta (Equex STM®)
3.5.1.1 Stopenjsko redcenje semena pri sobni temperaturi

V prvem poskusu smo ugotavljali vpliv dodanega detergenta Equex STM® na kvaliteto
globoko zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena. Iz vsakega ejakulata smo odvzeli
dvakrat po 200 plL vzorca in ju prestavili v dve 10 mL epruveti. En del je predstavljal kontrolno
skupino, drugi del pa preiskovano skupino. Oba dela smo postopoma razredCili z

razredCevalcem 1, v razmerju 1:10, ogretim na 27 °C.

3.5.1.2 Hlajenje semena

Po koncanih razredcitvah z razred¢evalcem 1 smo razredéene vzorce, ki so bili shranjeni
v 10 mL epruvetah, prestavili v plastenke z ogreto destilirano vodo na 27 °C (90 mL) ter vse
skupaj prestavili v posebej pripravljen zaboj iz stiropora. Zaboje smo za tri ure prestavili v
hladilno komoro s temperaturo 5 °C. Tako pripravljeni in zaprti zaboji so omogocali po¢asno
hlajenje (tri ure) semena v hladilni komori s temperaturo 5 °C. Po treh urah smo vzorce
prestavili iz vodne kopeli na stojalo za epruvete in jih pred nadaljnjim postopkom pustili Se 15
minut. Po konc¢anem hlajenju smo vzorce previdno premesali na stresalniku ter jim postopoma

dodali razredcevalec— razredcéevalec 2, ohlajen na 5 °C.
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3.5.1.3 Stopenjsko redc¢enje semena pri temperaturi 5 °C

V prvem poskusu je razredcevalec 2 poleg sestavin, ki so bile vklju¢ene v razredéevalec
1, dodatno vseboval le krioprotektant in je predstavljal kontrolno skupino ali krioprotektant in

detergent Equex STM® (0,75 %), preiskovana skupina. Vzorce smo red¢ili v razmerju 1:10.

3.5.1.4 Zamrzovanje semena

Po razredcevanju vzorcev smo roc¢no napolnili 0,5 mL slamice za zamrzovanje. Za
polnjenje slamic smo uporabljali mikropipetor (Mini Tiib, Nemcija). Za zaporo slamic smo v
prvem in drugem poskusu uporabili steklene kroglice primerne velikosti. Zaporo smo opravili
s pomocjo polavtomatskega polnilnika (Mini Tiib, Nemcija). V tretjem in ¢etrtem poskusu smo
zaporo slamic opravili s strojckom za varjenje slamic (SYMS, model 016399, Cryo Bio System,
Groupe IMV Technologies, L'Aigle, Francija ) in slamice zavarili. Celotni postopek od pricetka
hlajenja do pri¢etka zamrzovanja smo opravljali v hladilni komori, ohlajeni na 5 °C. Napolnjene,
zaprte in primerno oznacene slamice smo zloZili na zamrzovalne grede ter jih prenesli v
stiroporni zaboj, primerne velikosti. Eno uro po dodatku razredéevalca 2 smo slamice z vzorci
zamrznili nad dusikovimi hlapi, in sicer 4 cm nad nivojem tekocega dusika. Po kon¢anem
zamrzovanju smo slamice potopili v tekoci dusik (-196 °C). Slamice smo shranili v kontejnerju
s teko¢im dusikom do pri¢etka nadaljnjih raziskav, in sicer najmanj za dva meseca pred

pricetkom analiz.
3.5.2 Drugi poskus: Vpliv antioksidantov
3.5.2.1 Stopenjsko red¢éenje semena pri sobni temperaturi

V drugem poskusu smo uporabili rezultate iz prvega poskusa, poskus pa smo nadaljevali
s preiskavo vpliva dveh antioksidantov, katalaze in natrijevega piruvata, na kvaliteto
odmrznjenega ovnovega semena. |z vsakega ejakulata smo odvzeli po 200 pL vzorca in jih
prestavili v stiri 10 mL epruvete. Vsak del smo postopno razredCili z razredéevalcem 1, v
razmerju 1:10, ogretim na 27 °C. V tem poskusu je bil razred¢evalec 1 bodisi brez dodanega
antioksidanta— kontrola skupina, z dodatkom natrijevega piruvata (5 mM)- skupina 1, z
dodatkom katalaze (500 IE)— skupina 2 ali z dodatkom kombinacije natrijevega piruvata (5

mM ) in katalaze (500 IE)- skupina 3.
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3.5.2.2 Hlajenje semena po enakem postopku, kot je opisano pri prvem poskusu (3.5.1.2)
3.5.2.3 Stopenjsko redc¢enje semena pri temperaturi 5 °C

V drugem poskusu je razredcevalec 2 poleg sestavin, ki so bile vklju¢ene v razred¢evalec
1, dodatno vseboval le krioprotektant in detergent Equex STM® (0,75 %), brez dodanega
antioksidanta (kontrolna skupina). V ostalih treh skupinah pa je razredcevalec 1 poleg
krioprotektanta in detergenta dodatno vseboval Se natrijev piruvat (5 mM) )— skupina 1,
katalazo (500 IE)— skupina 2 in kombinacijo natrijevega piruvata (5 mM) in katalaze (500 IE)—

skupina 3. Vzorce smo redcili v razmerju 1:10.

3.5.2.4 Zamrzovanje semena po enakem postopku, kot je opisano pri prvem poskusu

(3.5.1.4)
3.5.3 Tretji "in vivo' poskus: uspesnost osemenitve ovac s konzerviranim semenom
3.5.3.1 Stopenjsko red¢enje semena pri sobni temperaturi

V tretjem poskusu smo ugotovitve iz prvih dveh poskusov prenesli Se v prakso in
ugotavljali uspesnost osemenitve ovac s konzerviranim semenom, ki smo mu dodali detergent
Equex STM® in antioksidant— natrijev piruvat. V poskusu smo vsak ejakulat razdelili na tri enake
dele. Vsak del smo razredcili z razred¢evalcem 1, ogretim na 27 °C. V tem poskusu je bil
razredéevalec 1- bodisi brez dodanega antioksidanta— kontrola skupina in skupina 1 ali z
dodatkom natrijevega piruvata (5 mM)- skupina 2. Vzorce smo razreddili v takem razmeriju,

da bo v posamezni slamici po zamrzovanju 200 milijonov semen(ic.

3.5.3.2 Hlajenje semena po enakem postopku, kot je opisano pri prvem poskusu (3.5.1.2)
3.5.3.3 Stopenjsko redcenje semena pri temperaturi 5 °C

V tretjem poskusu je razredcevalec 2 poleg sestavin, ki so bile vklju¢ene v razredcevalec
1, dodatno vseboval le krioprotektant in je predstavljal kontrolno skupino, krioprotektant in
detergent Equex STM® (0,75 %)— skupina 1 ali krioprotektant, detergent in natrijev piruvat (5
mM)- skupina 2. Vzorce smo razredcili v takem razmerju, da je bilo v posamezni slamici po

zamrzovanju 200 milijonov semencic.
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3.5.3.4 Zamrzovanje semena po enakem postopku, kot je opisano pri prvem poskusu

(3.5.1.4)
3.5.4 Cetrti poskus: Vpliv enoslojnega centrifugiranja
3.5.4.1 Stopenjsko red¢enje semena pri sobni temperaturi

V cetrtem poskusu smo ugotavljali vpliv enoslojnega centrifugiranja skozi vrstno
specifiéni koloid (Androcoll™ — O; v postopku pridobitve patenta, J. M. Morrell) na kvaliteto
globoko zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena. Za vsak vzorec smo pripravili 10 mL
epruveto, ki je vsebovala 500 uL razredcéevalca 1 z dodatkom natrijevega piruvata (5mM),
ogretega na 27 °C. V epruveto smo dodali celoten odvzeti ejakulat in ga postopno razred¢ili z

razredCevalcem 1 v razmerju 1:1, prav tako ogretim na 27 °C.

3.5.4.2 Hlajenje semena po enakem postopku, kot je opisano pri prvem poskusu (3.5.1.2)
3.5.4.3 Stopenjsko redc¢enje semena pri temperaturi 5 °C

V Cetrtem poskusu smo ohlajene vzorce v hladilni komori pri temperaturi 5 °C najprej
razredcili z razredCevalcem 1, z dodatkom natrijevega piruvata (5mM), ohlajenim na 5 °C.
Redéenje z razred¢evalcem 1 smo opravili do konéne koncentracije semencic 600x10°/mL.
Razredcevalec 2 je poleg sestavin, ki so bile vklju¢ene v razred¢evalec 1 dodatno vseboval Se
krioprotektant in detergent Equex STM® (0,75 %). Red&enje z razredéevalcem 2 smo opravili

do konéne koncentracije semencic 300x10%/mL.

3.5.4.4 Zamrzovanje semena, po enakem postopku kot je opisano pri prvem poskusu

(3.5.1.4)
3.6  TAJANJE SEMENA

Za prvi del poskusa smo od vsake serije zamrznjenega semena odtajali eno kontrolno
slamico in eno slamico z dodatkom detergenta. Za drugi del poskusa smo odtajali eno
kontrolno slamico ter Se po eno slamico z dodatkom natrijevega piruvata, katalaze in
kombinacije natrijevega piruvata in katalaze. Za tretji del poskusa smo odtajali eno kontrolno

slamico ter Se po eno slamico z dodatkom detergenta in detergenta ter natrijevega piruvata.
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Za tajanje slamic smo uporabili vodno kopel, segreto na 37 °C. Slamice smo v omenjeni kopeli
tajali 17 sekund. Takoj po tajanju smo vsebino slamice prelili v epruveto. Epruvete z vzorci smo
prestavili v vodno kopel, segreto na 37 °C. Vecino preiskav na semenu po tajanju smo opravili
po inkubaciji v omenjeni kopeli po 10 minutah, 6, 12 in 24 urah, SCSA™ in SYBR-14/PI test pa
po 10-15 minutah in treh urah.

3.6.1 Tajanje semena in priprava vzorcev za enoslojno centrifugiranje

Za Cetrti del poskusa smo od vsake serije zamrznjenega semena odtajali Sest slamic. Za
tajanje slamic smo uporabili vodno kopel, segreto na 37 °C. Slamice smo v omenjeni kopeli
tajali 17 sekund. Po tajanju smo vsebino slamic prelili v epruveto in vzorec redcili z osnovnim
TRIS razredéevalcem do skupne koli¢ine 6 mL in konéne koncentracije semencic 100x108/mL.
Po red¢enju smo vzorec razdelili v dve 10 mL epruveti. En del je predstavljal kontrolno skupino
(1,5 mL), drugi del (4,5 mL) pa preiskovano skupino. V 15 mL Falcon epruvete smo odpipetirali
4 mL vrstno specificnega koloida (Androcoll™ — O) ter ga segreli na sobno temperaturo. Na
vrh koloida smo postopno s Pasteurjevo pipeto nanesli 4,5 mL preiskovanega vzorca ter
epruvete previdno vstavili v centrifugo (Heraeus, Varifuge 3.0R, Nemcija) za 20 minut pri
hitrosti 285-292xg in temperaturi 23 °C. Po konfanem centrifugiranju smo supernatant in
vecino koloida odstranili, peleto semena pa smo prestavili v isto epruveto, ki je vsebovala 1
mL razredcevalca 1. Epruvete z vzorci smo prestavili v vodno kopel, segreto na 37 °C. Na
semenu smo opravili preiskave po inkubaciji vomenjeni kopeli po 10 minutah, 6, 12 in 24 urah,
SCSA™ in SYBR-14/PI/PNA test pa po 10-15 minutah in treh urah. Pred izvajanjem testov
SCSA™ in SYBR-14/PI/PNA smo vzorec semena (0,5 mL) dvakrat spirali z 10 mL osnovnega TRIS
razredéevalca z uporabo centrifuge (Heraeus, Minifuge, Nemcija) pri hitrosti 764xg in ¢asu 10
minut. Supernatant smo odstranili, peleto semena pa smo prestavili v Eppendorf epruveto, ki
je vsebovala 200 pL osnovnega TRIS razredcevalca. Obe preiskavi na semenu po tajanju in
enoslojnem centrifugiranju smo opravili po inkubaciji v ogrevanih aluminijevih blokih (HT 200,

Minitib GmbH, Tiefenbach, Nemcija) na 37 °C po 10—15 minutah minutah in treh urah.
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Slika 3: Epruveti pred in po enoslojnem centrifugiranju
Figure 3: Tubes before and after SLC

3.7 PREISKAVE SEMENA PO TAJANJU

Po tajanju smo na vzorcih opravili racunalniSko analizo gibljivosti in koncentracije
semena, test na preZivitveno sposobnost semencic (Viadent®), hipoozmotski test, dologili
morfoloske spremembe semendic, SCSA™ test ter SYBR-14/Pl test. Na vzorcih Cetrtega

poskusa pa smo v SYBR-14/PI test vkljudili Se test PNA.
3.7.1 Racunalniska analiza semena

Gibljivost in preZivitveno sposobnost (Viadent®) semenéic v preiskovanih vzorcih smo
dolocili po inkubaciji semena v vodni kopeli na 37 °C. Analize smo opravili s pomocjo
racunalniske analize ob uporabi Maklerjeve kamrice (Makler counting chamber®), predhodno

ogrete na 37 °C, in sicer 10 minut ter 6, 12 in 24 ur po tajanju.
Osnovne nastavitve ra¢unalniskega programa za analizo so bile:
Image capture:

Ll frame rate (Hz): 60

. frames aquired: 30
Cell detection:

- minimum contrast: 60

. minimum cell size: 5
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Defaults:

= cell size: 5

. cell intensity: 55
Progressive cells:

. path velocity (VAP): 75,0
. straightness (STR): 80,0

Slow cells:

. VAP cut-off: 21,9
= VSL cut-off: 6,0

Optics setup:

. illumination intensity: 2162
. photometer: 60

= magnification: 1,89
Video source:

= 60 Hz, dark field

. stage temperature: 37 °C

= chamber: Makler

. field selection: automatic

ident fluorescence options: Viadent

Iz vsakega vzorca smo s pipeto odvzeli 5 pL veliko kapljico ter jo prestavili v Maklerjevo
kamrico, ogreto na 37 °C. Na vsaki kapljici smo opravili preiskavo petih naklju¢no izbranih polj.
Iz dobljenih rezultatov smo izracunali povprecno gibljivost, progresivno gibljivost ter

preZivitveno sposobnost (Viadent®) semencéic v posameznem vzorcu.

Test semendic na preZivitveno sposobnost (Viadent®) smo opravili po navodilih
proizvajalca. V VIADENT (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA) epruvete z barvilom smo
dodali 1000 pL osnovnega TRIS razredcevalca in premesali na stresalniku. VIADENT epruvete
z barvilom so bile hranjene v hladilniku. Po dodatku TRIS razredcevalca smo epruveto z

barvilom hranili pri sobni temperaturi, zasciteno pred svetlobo ter jo po koncéani uporabi
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prestavili nazaj v hladilnik. Iz epruvete z razredéenim barvilom smo odpipetirali 30 pL in jih
prestavili v novo epruveto (Eppendorf), jo prestavili v vodno kopel (37 °C) ter inkubirali 5
minut. Po prete¢enem ¢asu smo v epruveto dodali 30 puL semena in zopet premesali na
stresalniku. Epruveto z barvilom in dodanim vzorcem smo pred analiziranjem inkubirali Se 5

minut v vodni kopeli, ogreti na 37 °C.

3.7.2 Hipoozmotski test (HOST)

Za HOST smo pripravili raztopino z ozmolarnostjo 100 mOsm/L (258, 259, 260).

IstoCasno smo pripravili tudi Hancock raztopino za imobilizacijo semencic.

Iz preiskovanega semena smo odvzeli 50 pL vzorca in mu dodali 500 pL 100 mOsm/L
hipoozmotske raztopine. Pripravljeno raztopino semena, hipoozmotsko raztopino in Hancock
raztopino smo inkubirali v vodni kopeli pri 37 °C 30 minut. Po tem ¢asu smo iz raztopine
semena, ki smo ji dodali 10 uL Hancock raztopine in dobro premesali, odvzeli dve kapljici po 6
UL, ju prenesli na ogreto predmetnico ter prekrili s pokrovnim stekelcem. Preiskavo smo
opravili s pomocjo fazno-kontrastnega mikroskopa pri 400-kratni povecavi. Na vsaki
predmetnici smo na dveh pokritih kapljicah pregledali 200 semencic. V preiskavi smo
semencice razdelili v dve skupini, in sicer na HOS-pozitivne (zaviti repi) in HOS-negativne

(nezaviti repi) ter dolocili odstotek HOS-pozitivnih semencic.

Slika 4: Semencice izpostavljene HOS testu
Figure 4: Spermatozoa exposed to HOS test
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Legenda: A — HOS-negativna semencica skupaj s HOS-pozitivnimi semencicami
Legend: A — HOS-negative spermatozoa compared with HOS-positive spermatozoa

3.7.3 Dolocanje morfoloskih sprememb

Preparate smo pregledali pri 1000-kratni povecavi. Na vsaki predmetnici smo preiskali
200 semencic. V preparatih smo preiskovali akrosomalne spremembe, spremembe na glavi,

vratu, veznem delu in repu. Spremembe smo razdelili v dve skupini in dolodili odstotek

akrosomalnih in skupnih sprememb.

Slika 5: Semencice obarvane z barvilom Giemsa
Figure 5: Spermatozoa stained with the Giemsa stain

Legenda: A — morfolosko normalna semencica; B — semencica z odlepljenim akrosomom
Legend: A — morphological normal spermatozoa; B — spermatozoa with detached acrosom

3.7.4 SCSA™ (sperm chromatin structure assay) test

Ugotavljanje integritete DNK semencic smo opravili s pomocjo pretocne citometrije
(EPICS XL — MCL™, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, ZDA) z uporabo programskega paketa
(EXPO 32 ADC XL 4 Color™, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, ZDA) po inkubaciji semena v
vodni kopeli ogreti na 37 °C v ¢asu 10 minut in po treh urah. Pretocni citometer je s pretokom
200 semencic na sekundo analiziral 10.000 semencic v posameznem vzorcu. Od treh vgrajenih
filtrov sta bila za meritve uporabljena dva, filter 1 (515-530 nm, zelena fluorescenca) in filter

3 (>630 nm, rdeca fluorescenca). Vzorce smo obarvali s fluorescenc¢nim barvilom AO ter s
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pomocjo pretocne citometrije ugotavljali odstotek denaturirane-enovijacne DNK (fluorescira
rdece) in neposkodovane-dvovijacne DNK (fluorescira zeleno). Nepravilna struktura kromatina
pokaze na dovzetnost DNK semencice za denaturacijo ob prisotnosti kisline. Nadaljnja
izpostavljenost DNK barvilu AO pa nam po analiziranju poda odstotek fragmentirane DNK (DFI
%). Pri vsakem vzorcu smo dolodili fragmentacijo DNK z uporabo SCSA™ testa, kot sta ga

predhodno Ze opisala Evenson in Jost (261).

Po odtajanju smo vzorce inkubirali v vodni kopeli, ogreti na 37 °C, ter jih po 10 minutah
razredcili s TNE pufrom, ki smo ga hranili v hladilniku na 4 °C. Razredcitve s TNE pufrom smo
naredili v razmerju, da je bila kon¢na koncentracija semencic 2 milijona na mL. Isto¢asno smo
si pripravili AO barvilo. Iz konénega vzorca, v katerem je bila koncentracija semencic 2 milijona
na mL, smo odpipetirali 200 puL vzorca ter ga prestavili v novo epruveto. Vzorcu smo dodali 0,4
mL kisline ter na stresalniku mesali 30 sekund, nato smo vzorcu dodali Se 1,2 mL barvila AO.
Potem smo epruveto prestavili v vodo z ledom (+4°C), vzorce pa smo po treh minutah
analizirali s pomocjo pretocne citometrije. Za vsak vzorec smo opravili dve meritvi. Kon¢na
ocena je pomenila povprecje dveh meritev posameznega vzorca. Po kon€anih meritvah smo

dobljene podatke analizirali z uporabo rac¢unalniskega programskega paketa (XDAS 4,40).

Slika 6: Semencice, obarvane z barvilom AO; neposkodovana, dvovijacha DNK (zelena fluorescenca) in
denaturirana, enovijacna DNK (rdeca fluorescenca)

Figure 6: Spermatozoa stained with AO stain; stable, double-stranded DNA (green fluorescence) and
denaturated, single-stranded DNA (red fluorescence)
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3.7.4.1 SCSA™ test vzorcev po enoslojnem centrifugiranju

Ugotavljanje integritete DNK semencic v Cetrtem poskusu smo opravili s pomocjo
pretoéne citometrije (Gallios™, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Nemdéija) z uporabo
programskega paketa (Gallios™, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Nemdija). Analize smo
opravili po inkubaciji semena v ogrevanih aluminijevih blokih na 37 °C v ¢asu 10 minut in po
treh urah. PretoCni citometer je s pretokom 100—-200 semencic na sekundo analiziral 10.000—
20.000 semencic enega vzorca. Za meritve sta bila uporabljena dva filtra, filter 1 (525-540 nm,
zelena fluorescenca) in filter 3 (620—630 nm, rdeca fluorescenca). Vzorce smo obarvali s
fluorescenénim barvilom AO ter s pomocjo pretocne citometrije pri vsakem vzorcu dolocili
fragmentacijo DNK z uporabo SCSA™ testa, kot je opisano zgoraj in kot sta ga predhodno Ze

opisala Evenson in Jost (5).

Za vsak vzorec smo opravili dve meritvi. Konéna ocena je pomenila povprecje dveh
meritev posameznega vzorca. Po koncanih meritvah smo dobljene podatke analizirali z

uporabo ra¢unalni$kega programskega paketa (FCS Express V3, De Novo Software™, Ontario,

Kanada).

Slika 7: Semencice, obarvane z barvilom AO; neposkodovana, dvovijacna DNK (zelena fluorescenca)
Figure 7: Spermatozoa stained with AO stain; stable, double-stranded DNA (green fluorescence)
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3.7.5 SYBR-14/PI test

Ugotavljanje integritete membrane semencic smo opravili s pomocjo pretocne
citometrije z uporabo programskega paketa XPO 32 ADC XL 4 Color™ po tajanju in inkubaciji
semena v vodni kopeli, ogreti na 37 °C v ¢asu 10 minut in po treh urah. Pretocni citometer je
analiziral 10.000 semencic enega vzorca. Vzorce smo obarvali s pomocjo dveh fluorescencnih
barvil, ki se veZzeta na DNK— SYBR-14 in PI. S pomocjo pretoCne citometrije smo ugotavljali
odstotek Zivih semencic z neposkodovanimi membranami (filter 1,515-545 nm, zelena
fluorescenca) in negibljivih, domnevno mrtvih semencic s poskodovanimi membranami (filter
3, >670 nm, rdeca fluorescenca). SYBR-14 (zelena fluorescenca) prodre skozi neposkodovano
membrano in se veze na DNK vseh semencic. Barvilo PI (rdeca fluorescenca) ni permeabilno
in se veZze na DNK semencic s poskodovanimi membranami. S kombinacijo obeh barvil dobimo
dve do tri subpopulacije semencic. Prva subpopulacija z neposkodovanimi membranami
semencic, fluorescira zeleno. Druga, s poskodovanimi membranami semencic fluorescira
rdeCe. Tretja subpopulacija predstavlja morbidne semencice z delno posSkodovanimi

membranami, katerih DNK veZe obe barvili, take semencice fluorescirajo zeleno in rdece.

Vzorce smo po tajanju inkubirali v vodni kopeli, ogreti na 37 °C ter jih po 10 minutah
razreddili s Tyrode pufrom, ki smo ga hranili v inkubatorju ogretega na 37 °C. Razredcitve s
Tyrode pufrom smo naredili v razmerju, da je bila konéna koncentracija semencic 5 milijonov
na mL. Isto¢asno smo odtajali obe barvili, Pl ter barvilo SYBR-14, ki smo mu dodali DMSO v
razmerju 1:10. Iz konénega vzorca, ki je vseboval 5 milijonov semencic na mL smo odpipetirali
dvakrat po 500 plL vzorca ter ga prestavili v dve epruveti. Vzorcu za takojSnjo analizo smo
dodali 5 pL barvila SYBR-14 in 3 uL PI, premesali na stresalniku ter odnesli v inkubator, ogret
na 37 °C z vlazno atmosfero in 5 % CO; za 15 minut. Vzorce, ki smo jih analizirali po treh urah,
smo prestavili vinkubator za 2 uri in 45 minut ter po inkubaciji ponovili postopek barvanja. Po
preteku petnajstih minut smo vzorec analizirali s pomocjo pretoéne citometrije ter ugotavljali

odstotek semencic s poSkodovanimi in neposkodovanimi membranami.
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10 pm

Slika 8: Semencici, obarvani z barvilom Sybr-14 (zelena fluorescenca) in Pl (rdeca fluorescenca)
Figure 8: Spermatozoa stained with Sybr-14 stain (green fluorescence) and Pl (red fluorescence)

3.7.5.1 SYBR-14/PI/PNA test vzorcev po enoslojnem centrifugiranju

Ugotavljanje integritete membrane semencic ter integritete akrosoma v cetrtem
poskusu smo opravili s pomocjo pretocne citometrije z uporabo programskega paketa
Gallios™ po inkubaciji semena v ogretih aluminijevih blokih na 37 °C v éasu 10 minut in po treh
urah. Pretocni citometer je s pretokom 100-400 semencic na sekundo analiziral 10.000—

20.000 semencdic enega vzorca.

Vzorce smo obarvali s trojno tehniko barvanja. Uporabili smo barvili, ki se veZeta na
DNK— SYBR-14 in Pl in barvilo PNA-Alexa Fluor® 647, ki se veZe na notranjo akrosomalno
membrano semencic s poSkodovanimi, aktiviranimi akrosomi. S pomocjo pretocne citometrije
smo ugotavljali odstotek Zivih semencic z neposkodovanimi membranami (filter 1, 525-540
nm, zelena fluorescenca), negibljivih, domnevno mrtvih semencic s poskodovanimi
membranami (filter 3, 620-630 nm, rdeca fluorescenca) in semencic s poskodovanimi,
aktiviranimi akrosomi (filter 6, 650—-670 nm, temno rdeca fluorescenca). Barvilo PNA ni
permeabilno in se veZe na notranjo akrosomalno membrano semencic s poSkodovanimi,

aktiviranimi akrosomi in prekinjeno zunanjo akrosomalno membrano.

Vzorce smo po tajanju in enoslojnem centrifugiranju inkubirali v ogrevanih aluminijevih
blokih na 37 °C ter jih po 10 minutah razreddili z osnovnim TRIS razredc¢evalcem, ki smo ga
hranili v inkubatorju (MELAG 80, Melag Apparate GmbH, Berlin, Nemdija), ogretim na 37 °C.
Razredcitve z osnovnim TRIS razred¢evalcem smo naredili, da je bila konéna koncentracija

semencic milijon na mililiter. Pripravili smo barvila. Vzorcu za takojSnjo analizo smo dodali 5
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uL barvila SYBR-14, ga premesali na stresalniku ter odnesli v inkubator, ki je bil ogret na 37 °C
z vlazno atmosfero in 5 % CO2 za 15 minut. Po preteku petih minut smo vzorcu dodali Se 5 pL
barvila PNA in 3 plL barvila Pl. Vzorce, ki smo jih analizirali po treh urah, smo prestavili v
inkubator za 2 uri in 45 minut ter po inkubaciji ponovili postopek barvanja. Po preteku
petnajstih minut smo vzorec analizirali s pomocjo pretocne citometrije ter ugotavljali odstotek

semencic s poskodovanimi in nepoSkodovanimi membranami ter poSkodovanimi, aktiviranimi

akrosomi.
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Slika 9: Grafi¢ni prikaz subpopulacij semencic po enoslojnem centrifugiranju, obarvanih z barvili SYBR-14/P1/PNA,
dolocenih s preto¢nim citometrom

Figure 9: Graphic diagram of spermatozoa subpopulations after SLC stained with SYBR-14/PI/PNA, as defined
with flow cytometry

Legenda: FL1 —fluorescen¢ni detektor FL1 omogoca detekcijo semencic, obarvanih s Sybr-14; FL3 — fluorescencni
detektor FL3 omogoca detekcijo semencic, obarvanih s Pl; FL6 — fluorescencni detektor FL6 omogoca detekcijo
semendic, obarvanih s PNA; C1 — Zive semencice (Sybr-14+/Pl-); C2 — morbidne semendice (Sybr-14+/Pl+);
C4 — mrtve semencice (Sybr-14-/Pl+); H1 — Zive semencice z neposkodovanimi akrosomi (Sybr-14+/PNA-);
H2 — Zive semencice, pri katerih je prislo do akrosomske reakcije (Sybr-14+/PNA+); H4 — mrtve semencice s
poskodovanjo zunanjo akrosomalno membrano (Sybr-14-/PNA+).

Legend: FL1 — fluorescence detector FL1 detects spermatozoa stained with Sybr-14; FL3 — fluorescence detector
FL3 detects spermatozoa stained with PI; FL6 — fluorescence detector FL6 detects spermatozoa stained with PNA;
C1 - live spermatozoa (Sybr-14+/Pl-); C2 — moribund spermatozoa (Sybr-14+/Pl+); C4 — dead spermatozoa
(Sybr-14-/P1+); H1 — live spermatozoa with intact acrosome (Sybr-14+/PNA-); H2 — live spermatozoa with reacted
acrosome (Sybr-14+/PNA+); H4 — dead spermatozoa with damaged acrosome external membrane
(Sybr-14-/PNA+).
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3.7.6 Sinhronizacija estrusa ter priprava ovac na umetno osemenjevanje

Po preteku dveh mesecev smo pri 180 ovcah izvedli sinhronizacijo estrusa po
naslednjem protokolu: vstavitev CIDR"-progesteronskih intravaginalnih vlozkov za 12 dni. Po
12 dnevih smo odstranili CIDR® ter v miSico aplicirali 300 IE eCG. Intracervikalno umetno
osemenitev s preiskovanimi zamrznjenimi vzorci smo opravili 48 ur po odstranitvi CIDR®. Ovce
smo razdelili na tri skupine in jih osemenili s preiskovanim semenom. Prva skupina ovac je
predstavljala kontrolno skupino. Drugo in tretjo skupino ovac smo osemenili s semenom,
kateremu je bil dodan bodisi detergent ali detergent in antioksidant. V vsako izmed treh

preiskovanih skupin smo vkljucili 60 naklju¢no izbranih Zivali.

Po treh tednih smo opravili UZ kontrolo brejosti in na ta nacin ugotovili oploditveno

sposobnost semencic v preiskovanih vzorcih.

71



72

N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

3.8 STATISTICNE METODE

Za vse spremenljivke (parametre) smo s Shapiro-Wilk testom preverili, ali se
porazdeljujejo normalno. Ker smo pri vecini parametrov ugotovili, da se ne porazdeljujejo
normalno in ker smo naceloma analizirali manjse vzorce (N (6—36)), smo v celotni analizi
uporabili neparametri¢ne teste. Pri analizi smo rezultate neparametri¢nih testov primerjali z
rezultati ekvivalentnih parametri¢nih testov in le-ti so obicajno zagotovili podobne rezultate;

pri interpretaciji rezultatov jih posebej ne izpostavljamo.

Za vse parametre smo v okviru opisnih statistik izracunali povpre¢no vrednost (X),
standardno napako povprecja (SE), standardni odklon (SD), mediano (ME), prvi (Q1) in tretji
kvartil (Q3), minimalno (MIN) ter maksimalno vrednost (MAX). Pri interpretaciji rezultatov pa
smo, kot Ze receno, uporabili statistiko neparametri¢nih testov s statisticno znacilnostjo ter
povprecnih vrednosti s standardnim odklonom (X + SD). Povprecne vrednosti smo uporabili
kljub temu, da analiza temelji na neparametri¢nih metodah. Menimo namrec, da je povpreéna
vrednost za razumevanje interpretacije bolj nazorna in hitreje razumljiva od mediane, ki jo v

analizi sicer navajamo, je pa natancneje v rezultatih ne interpretiramo.

Wilcoxonov test predznacenih rangov za dva odvisna vzorca smo uporabili za primerjavo
med dvema skupinama (kontrolne in preiskovane) v isti Casovni tocki. V tekstu poro¢amo Z—
statistiko in statisticno znacilnost (P). Rezultate smo kot statisti¢no znacilne opredelili pri P <

0,05.

Friedmanov test za ve¢ odvisnih vzorcev smo uporabili v primeru, ko smo znotraj iste
skupine (bodisi kontrolne ali preiskovane) preverjali razliko med posameznimi ¢asovnimi
tockami (0, 6, 12 in 24 ur ali 0 in 3 ure). V tekstu poro¢amo x2 — statistiko in statisticno

znacilnost (P). Rezultate smo kot statisti¢no znacilne opredelili pri P < 0,05.

Pri analizi podatkov smo uporabili statisti¢ni program SPSS 17.0 for Windows.
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4 REZULTATI

4.1 UGOTAVLUANJE VPLIVA DETERGENTA (EQUEX STM®)
4.1.1 Gibljivost, preZivitvena sposobnost (Viadent®) in hitrost semengic

Na sliki 10 in 11 so prikazani povpreéni odstotki gibljivosti in prezivitvene sposobnosti
(Viadent®) semencic v &tirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih (n = 36) in
preiskovanih (Equex STM®) (n = 36) semencicah. Poleg tega so prikazana povpreéja treh

razli¢nih hitrosti semencic (VAP, VSL, VCL) v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Gibljivost in prezZivitvena sposobnost semencic (Viadent®)
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Slika 10: Povprecna gibljivost in preZivitvena sposobnost (Viadent®) semencic v kontrolnih (n = 36) in preiskovanih
(n = 36) vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 10: The average motility and viability (Viadent®) of spermatozoa in the control (n = 36) and examined
(n = 36) samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: G — gibljivost, Viadent® — preZivitvena sposobnost, k — kontrola, * — statistiéno znacilne razlike med
kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: G — motility, Viadent® — viability, * — statistically significant differences between the control and
examined samples within the time groups.

*: P<0,001
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Iz slike 10 lahko razberemo, da je prislo glede na kontrolne vzorce semena ob dodatku
detergenta Equex STM® v razred&evalcu za zamrzovanje ovnhovega semena do statisti¢éno
znacilnega porasta odstotka gibljivih semencic v vseh Stirih ¢asovnih obdobjih meritev po
odmrzovaniju in inkubaciji na 37 °C, in sicer iz 43,3+ 23,9na 78,4 + 15,7 (Z=-5,161; P = 0,000)
po 0, iz 15,7 + 20,6 na 66,5 + 16,9 (Z = -5,233; P =0,000) po 6,iz 7,0 £ 16,6 na 46,8 + 26,3 (Z =
-5,160; P = 0,000) po 12 teriz 0,8 +3,5na 9,3 + 11,4 (Z = -4,201; P = 0,000) po 24 urah. Prav
tako smo ugotovili tudi statisticno znacilen porast odstotka semencic z boljSo prezivitveno
sposobnostjo glede na kontrolne vzorce, in siceriz63,5+17,7na 88,4+ 8,3 p00,iz52,9+ 21,2
na 85,1+ 11,8 po 6, iz 33,6 + 30,3 na 83,1 14,0 (Z=-5,232; P =0,000) po 12 teriz 21,1 + 26,1
na 72,5+ 23,1 (Z=-5,159; P =0,000) po 24 urah.

Tako znotraj preiskovanih (x?> = 95,202; P = 0,000) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x> = 101,761; P = 0,000) je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v $tirih ¢asovnih

obdobjih meritev do statisticno znacilnega zniZzanja odstotka gibljivih semencic.

Statisti¢no znacilen padec preZivitvene sposobnosti semencic smo ugotovili tako znotraj
kontrolnih (x? = 87,174; P < 0,000) kot tudi znotraj preiskovanih vzorcev semena (x> = 43,567;
P < 0,05) v vseh ¢asovnih obdobjih meritev z izjemo ¢asovnega obdobja 6 in 12 ur (Z=-1,571;
P = 0,116) pri preiskovani skupini, kjer statisticno znadilnega padca prezivitvene sposobnosti

semencic nismo ugotovili.



N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

Parametri hitrosti semencic

180,0 mOur

160,0 W6 ur

& 12 ur
140,0

24 ur
120,0 * *
100,0
80,0

60,0

hitrost semencic [um/s]

40,0
*
20,0 " " *
0,0 ,
VAP-k  VAP- VSL-k VSL- VCL-k VCL-
Equex Equex Equex
STM® STM® STM®

Slika 11: Primerjava povprecne hitrosti semencic med kontrolnimi (n = 36) in preiskovanimi (n = 36) vzorci semena
v §tirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 11: Comparison of the average speed of spermatozoa between control (n = 36) and examined (n = 36)
samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do
koncne tocke, VCL — hitrost krivulje gibanja, k — kontrola, * — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in
preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, k — control,
* — statistically significant differences between the control and examined samples within the time groups.

*: P <0,001

Iz slike 11 lahko razberemo, da smo ugotovili statisticno znacilno vecjo hitrost semencic
v preiskovani skupini, kjer smo v razredcevalec za zamrzovanje ovnovega semena dodali
detergent Equex STM®, glede na kontrolno skupino vzorcev semena, v primeru povpreéne
hitrosti krivulje gibanja semencic (VAP) pri vzorcih po odmrzovanju in 0-, 6-, 12- in 24-urni (P
= 0,000) inkubaciji na 37 °C. Prav tako smo ugotovili statisti¢no znacilno vecjo hitrost krivulje
gibanja semencic (VCL) in hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke
(VSL) v preiskovani skupini, glede na kontrolno skupino vzorcev semena, v vseh stirih ¢asovnih

obdobjih meritev (P = 0,000) po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C.

Tako znotraj preiskovanih (x> = 103,061; P = 0,000) kot znotraj kontrolnih vzorcev

semena (x> = 97,461; P = 0,000) je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih
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¢asovnih obdobjih meritev v ejakulatu do statisticno znacilnega zmanjsanja povprecne hitrosti

krivulje gibanja semencic (VAP).

Statisti¢no znacilno zmanjsanje hitrosti krivulje gibanja semencic (VCL) v ejakulatu smo
ugotovili tako znotraj preiskovanih (x? = 105,401; P = 0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev

semena (x% = 98,813; P = 0,000) v vseh ¢asovnih obdobjih meritev.

Statisti¢no znacilno zmanjsanje hitrosti gibanja semencic po premici od zacetne do
kon¢ne tocke (VSL) v ejakulatu smo ugotovili tako znotraj preiskovanih (x? = 101,908; P = 0,000)
kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x*> = 100,124; P = 0,000) v vseh ¢asovnih obdobijih

meritev.
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4.1.2 Hipoozmotski test semencic

Na sliki 12 so prikazani povprec¢ni odstotki in statisticna znacilnost razlik med
hipoozmotsko pozitivno reagiranimi semencicami v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju

pri kontrolnih (n = 36) in preiskovanih (Equex STM®) (n = 36) semencicah.
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Slika 12: Prikaz razlik v povpreénem odstotku hipoozmotsko pozitivno reagiranih semencic med kontrolnimi
(n =36) in preiskovanimi (n = 36) vzorci semena v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 12: Differences in average percentage of positive hypoosmotic reacted spermatozoa between control
(n =36) and examined (n = 36) samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: HOS — odstotek hipoozmotsko pozitivho reagiranih semencic, * — statisticno znacilne razlike med
kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: HOS — percentage of hypoosmotic swelling positive reacted spermatozoa, * — statistically significant
differences between control and examined samples within the time groups.

*:P<0,001

Iz slike 12 lahko razberemo, da je priSlo do statisti€no znacilnega porasta odstotka
hipoozmotsko pozitivnih semencic v vseh stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in
inkubaciji na 37 °C pri vzorcih, ki so v razred&evalcu vsebovali detergent Equex STM®, v
primerjavi s kontrolnimi vzorci, in sicer iz 46,8 + 16,9 na 60,0 + 16,2 (Z =-5,153; P = 0,000) po
0,iz22,5+11,5na40,8 +12,5(Z=-4,776; P = 0,000) po 6, iz17,9+9,4na 251+9,0(Z=-
3,865; P =0,000) po 12 teriz13,5+7,6 na 19,4 +7,8 (Z=-3,390; P = 0,001) po 24 urah.
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Poleg tega je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih ¢asovnih obdobjih
meritev do statisti¢no znacilnih razlik v odstotku hipoozmotsko pozitivnih semencic tudi med
¢asovnimi skupinami znotraj kontrolnih (x*> = 86,081; P = 0,000) in preiskovanih skupin (x? =

92,567; P <0,001).
4.1.3 Morfoloske spremembe semencic

Na sliki 13 so prikazani povprecni odstotki in statisticna znacilnost razlik morfoloskih
sprememb na akrosomu ter skupnih morfoloskih sprememb semencic v Stirih ¢asovnih
obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih (n = 34) in preiskovanih (Equex STM®) (n = 34)

semencicah.
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Slika 13: Morfoloske spremembe semencic v kontrolnih (n = 34) in preiskovanih (n = 34) vzorcih semena v Stirih
casovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 13: The abnormal spermatozoa morphology of control (n = 34) and examined (n = 34) samples of semen
in four time periods after thawing.

Legenda: SMN — skupne morfoloske napake, k — kontrola, * — statisti¢no znacilne razlike med kontrolnimi in
preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: SMN — morphological abnormal spermatozoa, k — control, * — statistically significant differences between
the control and examined samples within the time groups.

*:P<0,001
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Iz slike 13 lahko razberemo, da je po dodatku detergenta Equex STM®v razredéevalec za
zamrzovanje ovnovega semena prislo do statisticno znacilnega znizanja (P < 0,001) odstotka
morfoloskih sprememb akrosoma ter skupnih morfoloskih sprememb semencic v vseh stirih
Casovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v primerjavi s kontrolnimi
vzorci semena. Odstotek morfoloskih sprememb akrosoma semencic se je statisti¢no znacilno
znizal iz 18,4 +21,5na 7,7 £ 8,0 (Z=-4,709; P = 0,000) po 0, iz 65,8 £ 13,0 na 17,8 £ 8,3 po 6,
iz77,2+10,5na21,2+8,8po 12 teriz84,4+9,8na26,2+9,5(Z=-5086;P =0,000) po 24
urah. Prav tako se je statisticno znacilno znizal odstotek skupnih morfoloskih sprememb
semencic, in siceriz 18,9+ 21,4 na 8,1 + 8,0 (Z=-4,805; P =0,000) po 0O, iz 68,0 £ 13,2 na 27,0
+9,7p06,i279,9+9,9na35,1+7,5po 12 (Z=-5,086; P =0,000) teriz86,4+9,2na37,2+9,2
(2=-5,087; P =0,000) po 24 urah.

Tako znotraj preiskovanih (x? = 60,239; P < 0,05) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x> = 92,965; P = 0,000) je pridlo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v §tirih ¢asovnih
obdobjih meritev, do statistichno znacilnega zvisanja odstotka semencic z morfoloSkimi

spremembami akrosoma.

Statistiéno znacilen porast odstotka skupnih morfoloskih sprememb semencic smo
ugotovili tako znotraj preiskovanih vzorcev semena (x? = 80,612; P = 0,000) razen v ¢asovnem
obdobju 12 in 24 ur (Z =-1,556; P = 0,120) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev (x*> = 90,988; P =

0,000) semena v vseh ¢asovnih obdobjih meritev.
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4.1.4 SCSA™ (sperm chromatin structure assay) test

Na sliki 14 so prikazani povprecni odstotki in statisticna znacilnost razlik med
semencicami s fragmentirano DNK v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih

(n =36) in preiskovanih (Equex STM®) (n = 36) semencicah.
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Slika 14: Prikaz razlik v povprecnem odstotku fragmentirane DNK semencic pri kontrolnih (n = 36) in preiskovanih
(n = 36) vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 14: : Differences in the average percentage of DNA fragmented spermatozoa in the control (n = 36) and
examined (n = 36) samples of semen in two different time periods after thawing.

Legenda: SCSA — sperm chromatin structure assay, DFI (%) — odstotek fragmentirane DNK semencic.
Legend: SCSA — sperm chromatin structure assay, DFI (%) — percentage of spermatozoa DNA fragmentation.
P >0,05

Iz slike 14 lahko razberemo, da v odstotku semencic s fragmentirano DNK tako pri
preiskovanih kot pri kontrolnih vzorcih semena takoj po odmrzovanju, po 0- (Z =-0,377; P =
0,706) in tudi po 3-urni (Z = -0,031; P = 0,975) inkubaciji na 37 °C ni bilo zaznati statisti¢no
znacilne razlike.

Tako znotraj preiskovanih (Z = -2,883; P = 0,004) kot znotraj kontrolnih (Z = -3,009; P =
0,003) vzorcev semena je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C med dvema ¢asovnima

skupinama do statisticno znacilnega porasta odstotka semencic s fragmentirano DNK.
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4.1.5 SYBR-14/PI test

Na sliki 15 so prikazani povprecni odstotki in statisti¢na znacilnost razlik v odstotku Zivih,
morbidnih in mrtvih semencic v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju v kontrolnih (n = 31)

in preiskovanih (Equex STM®) (n = 31) semencicah.
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Slika 15: Prikaz razlik v povprecnem odstotku med Zivimi, morbidnimi in mrtvimi semencicami v kontrolnih
(n =31) in preiskovanih (n = 31) vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 15: Differences in the average percentage among the living, moribund and dead spermatozoa in the
control (n =31) and examined (n = 31) samples of semen in two different time periods after thawing.

Legenda: Sybr-14/Pl — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, Z — Zive, mo — morbidne, m — mrtve semencdice,
* — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: Sybr-14/PlI — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, Z — live, mo — moribund, m — dead spermatozoa,
* — statistically significant differences between the control and examined samples within the time groups.
*:P<0,001

Iz slikeSlika 15 lahko razberemo, da je prislo, glede na kontrolne vzorce semena ob
dodatku detergenta Equex STM® v razredéevalec za zamrzovanje ovnovega semena, do
statisti¢no znacilnega porasta odstotka Zivih semencic takoj po odmrzovanju in inkubaciji na
37 °C ter tri ure kasneje, in sicer iz 16,4 + 13,7 na 30,0 + 14,4 (Z =-4,067; P = 0,000) po O ter iz
3,2+4,0na7,8+3,3(Z2=-4,488;P=0,000) po 3 urah. Poleg tega ugotovimo statisti¢no znacilen
porast odstotka morbidnih semencic med preiskovanimi vzorci po odmrzovanju in triurni

inkubaciji na 37 °C v primerjavi s kontrolnimi vzorci, in siceriz2,0+ 2,6 na 3,3+ 2,3 (Z=-3,586;
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P=0,000)poOteriz2,6+2,0nab5,1+2,7(Z=-4,478; P =0,000) po 3 urah. Pri preiskovanih
vzorcih se je takoj po odmrzovanju in triurni inkubaciji na 37 °C statisti¢éno znacilno znizal
odstotek mrtvih semencic v primerjavi s kontrolnimi vzorci, in sicer iz 81,7 + 14,5 na 66,8

14,8 (Z = -4,194; P = 0,000) po O ter iz 94,2 + 5,0 na 87,1 + 5,0 (Z = -4,625; P = 0,000) po 3 urah.

Tako znotraj preiskovanih (Z = -4,860; P = 0,000) kot znotraj kontrolnih (Z = -4,860; P =
0,000) vzorcev semena je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v dveh c¢asovnih
obdobjih meritev do statisticno znadilnega zniZanja odstotka Zivih semencic. Statisti¢no
znacilen porast odstotka morbidnih semencic je razviden med ¢asovnimi skupinami znotraj
preiskovanih (Z =-3,782; P = 0,000) in kontrolnih (Z = -3,390; P = 0,001) vzorcev semena, prav
tako pa smo po odmrzovaniju in inkubaciji na 37 °C znotraj preiskovanih (Z = -4,860; P = 0,000)
in kontrolnih (Z = 4,801; P = 0,000) vzorcev semena ugotovili statisticno znacilen porast

odstotka mrtvih semencdic.
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4.2 UGOTAVLIANJE VPLIVA ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA
4.2.1 Gibljivost, preZivitvena sposobnost (Viadent®) in hitrost semencic

Na sliki 16 in 17 so prikazani povprecni odstotki gibljivosti in preZivitvene sposobnosti
(Viadent®) semencic v &tirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih (n = 42) in
preiskovanih (natrijev piruvat, katalaza, natrijev piruvat in katalaza) (n = 42) semencicah. Poleg
tega so prikazana povpredcja treh razli¢nih hitrosti semencic (VAP, VSL, VCL) v stirih ¢asovnih

obdobjih po odmrzovanju.
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Slika 16: Povprecna gibljivost in prezivitvena sposobnost (Viadent®) semencic v kontrolnih (n = 42) in preiskovanih
(n =42) vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 16: The average motility and viability (Viadent®) of spermatozoa in the control (n = 42) and examined
(n = 42) samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: G — gibljivost, Viadent® — preZivitvena sposobnost, k — kontrola, NP — natrijev piruvat, CAT — katalaza,
* — statisti¢no znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: G — motility, Viadent® — viability, NP — sodium pyruvate, CAT — catalase, * — statistically significant
differences between the control and examined samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 16 lahko razberemo, da ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata (73,3 +
22,9 proti 74,0 £ 23,6 (Z=-0,798; P = 0,425) po 0, 57,7 + 26,8 proti 58,4 + 25,4 (Z=-0,240; P =
0,810) po 6, 45,6 + 24,3 proti 45,5 + 25,6 (Z = -0,340; P = 0,734) po 12 ter 11,9 + 11,7 proti 10,0
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+9,4(Z=-1,686; P =0,092) po 24 urah), katalaze (73,3 + 22,9 proti 73,6 + 23,8 (Z=-0,654; P =
0,513) po 0, 57,7 + 26,8 proti 55,6 + 24,3 (Z =-1,439; P = 0,150) po 6, 45,6 + 24,3 proti 45,2 +
23,1(2=-0,566; P =0,572) po 12 ter 11,9 + 11,7 proti 13,3 £ 11,5 (Z =-1,105; P = 0,269) po 24
urah) ter kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (73,3 + 22,9 proti 73,6 + 23,7 (Z=-0,371;
P=0,711) po 0,57,7 £ 26,8 proti 60,2 + 25,1 (Z=-1,598; P = 0,110) po 6, 45,6 + 24,3 proti 45,7
+22,4(2=-0,141;P =0,888) po 12 ter 11,9 + 11,7 proti 13,3 £ 12,1 (Z=-0,882; P = 0,378) po
24 urah) v razredcevalec za zamrzovanje ovnovega semena glede na kontrolne vzorce semena
v nobenem od stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C ni prislo
do statisticno znacilnega porasta odstotka gibljivih semencic. Prav tako nismo ugotovili
statisticno znacilnega porasta odstotka semencic z boljSo prezivitveno sposobnostjo glede na
kontrolne vzorce za natrijev piruvat (80,7 + 17,0 proti 81,0 + 16,2 (Z=-0,144; P = 0,886) po O,
75,7 £19,1 proti 77,1+ 17,7 (Z=-0,836; P = 0,403) po 12 ter 66,4 + 27,2 proti 67,6 £ 26,2 (Z =
-0,892; P =0,372) po 24 urah), katalazo (80,7 + 17,0 proti 82,5+ 13,5 (Z=-1,200; P = 0,230) po
0, 75,7 £ 19,1 proti 77,4 £ 14,3 (Z=-0,381; P = 0,703) po 12 ter 66,4 + 27,2 proti 71,4 £ 19,9 (Z
=-1,371; P =0,170) po 24 urah) ter kombinacijo natrijevega piruvata in katalaze (80,7 + 17,0
proti 82,7 + 13,2 (Z=-1,407; P = 0,160) po O, ter 66,4 + 27,2 proti 70,5 + 23,4 (Z=-0,612; P =
0,541) po 24 urah). Statisticno znacilen porast odstotka semencic z boljSo preZivitveno
sposobnostjo glede na kontrolne vzorce smo ugotovili v naslednjih primerih, in sicer za natrijev
piruvat (75,8 + 18,9 proti 78,7 + 15,0 (Z=-2,632; P = 0,008) in katalazo (75,8 + 18,9 proti 79,8
+ 13,9 (Z =-2,545; P = 0,011) po 6 urah) ter za kombinacijo natrijevega piruvata in katalaze
(75,8 £ 18,9 proti 79,7 + 14,8 (Z=-2,932; P = 0,003)) po 6, (75,7 £ 19,1 proti 79,4 + 12,8 (Z = -
2,545; P =0,011) in po 12 urah).

Tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x> = 115,399; P = 0,000),
katalaze (x? = 115,374; P = 0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x*> = 118,704;
P = 0,000) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena (x> = 116,411; P = 0,000) je prilo po
odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih ¢asovnih obdobjih meritev do statisti¢no

znacilnega zniZzanja odstotka gibljivih semencic.

Statisticno znacilen padec prezZivitvene sposobnosti semencic smo ugotovili v vseh
¢asovnih obdobjih meritev tako znotraj kontrolnih vzorcev semena (x? = 47,520; P < 0,001) z

izjemo ¢asovnega obdobja 6 in 12 ur (Z = -0,056; P = 0,955) kot tudi znotraj vzorcev semena z
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dodatkom natrijevega piruvata (x? = 44,399; P < 0,05), z izjemo ¢asovnega obdobja 6 in 12 ur
(Z =-0,944; P = 0,345), katalaze (x*> = 47,031; P < 0,05) in kombinacije natrijevega piruvata in
katalaze (x* = 36,543; P < 0,05), z izjemo &asovnega obdobja 6 in 12 ur (Z=-0,538; P = 0,591).

Parametri hitrosti semencic
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Slika 17: Primerjava povprecne hitrosti semencic med kontrolnimi (n = 42) in preiskovanimi (n = 42) vzorci semena
v §tirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 17: Comparison of the average speed of spermatozoa between control (n = 42) and examined (n = 42)
samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do
koncne tocke, VCL — hitrost krivulje gibanja, k — kontrola, NP — natrijev piruvat, CAT — katalaza, * — statisti¢cno
znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, k — control,
NP — sodium pyruvate, CAT — catalase, * — statistically significant differences between the control and examined
samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 17 lahko razberemo, da ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata, katalaze
in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze v razredcevalcu za zamrzovanje ovnovega
semena, glede na kontrolne vzorce semena v stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju
in inkubaciji na 37 °C ni prislo do statisti¢no znacilnega dviga povprecne hitrosti krivulje gibanja
semencic (VAP) pri vzorcih po odmrzovanju po 0, 6, 12 in 24 urah (P > 0,05) glede na kontrolno
skupino vzorcev semena, z izjemo ¢asovnega obdobja 24 ur, ob dodatku antioksidanta

katalaze, kjer pa smo ugotovili statisticno znacilen dvig povprecne hitrosti krivulje gibanja



86

N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

semencic (P = 0,021). Prav tako nismo ugotovili statisticno znacilne vecje hitrosti krivulje
gibanja semencic (VCL) ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata, katalaze in
kombinacije natrijevega piruvata in katalaze v razredCevalec za zamrzovanje ovnovega
semena glede na kontrolne vzorce semena v stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju
in inkubaciji na 37 °C (P > 0,05), z izjemo ¢asovnega obdobja 24 ur, ob dodatku antioksidanta
katalaze (P = 0,005), kjer smo ugotovili statisticno znacilen dvig hitrosti krivulje gibanja
semencic v preiskovani skupini ter ¢asovnega obdobja 6 ur, ob dodatku kombinacije
natrijevega piruvata in katalaze (P = 0,029), kjer smo ugotovili visjo hitrost krivulje gibanja

semencic v kontrolni skupini.

Statisti¢no znadilne vecje hitrosti gibanja semencic po premici od zacetne do koncne
tocke (VSL) nismo ugotovili ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata, katalaze in
kombinacije natrijevega piruvata in katalaze v razredcevalec za zamrzovanje ovnovega
semena, glede na kontrolne vzorce semena v stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju
in inkubaciji na 37 °C (P > 0,05), z izjemo ¢asovnega obdobja 24 ur, ob dodatku antioksidanta
katalaze, kjer pa smo ugotovili statisti¢cno znacilen dvig povprecne hitrosti gibanja semencic

po premici od zacetne do koncne tocke (P = 0,044).

Tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x> = 116,800; P = 0,000),
katalaze (x2=115,971; P = 0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x*> = 114,780;
P = 0,000) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena (x> = 119,971; P = 0,000) je prislo po
odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih ¢asovnih obdobjih meritev do statisti¢no

znacilnega zmanjSanja povprecne hitrosti krivulje gibanja semencic (VAP).

Statisti¢no znacilno zmanjsanje hitrosti krivulje gibanja semencic (VCL) smo ugotovili
tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x> = 113,592; P = 0,000),
katalaze (x?=112,461; P = 0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x*> = 112,543;
P = 0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x?> = 119,053; P = 0,000) v vseh ¢asovnih

obdobjih meritev.

Statisticno znacilno zmanjsanje hitrosti gibanja semencic po premici od zacetne do
koncne tocke (VSL) smo ugotovili tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega

piruvata (x2 = 109,325; P = 0,000), katalaze (x2 = 107,286; P = 0,000) in kombinacije natrijevega
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piruvata in katalaze (x2 = 114,496; P = 0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x2 =
114,488; P = 0,000) v vseh ¢asovnih obdobjih meritev.

4.2.2 Hipoozmotski test semencic

Na sliki 18 so prikazani povprec¢ni odstotki in statisticna znacilnost razlik med
hipoozmotsko pozitivno reagiranimi semencicami v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju
pri kontrolnih (n = 42) in preiskovanih (natrijev piruvat, katalaza, natrijev piruvat in katalaza)

(n =42) semencicah.
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Slika 18: Prikaz razlik v povprecnem odstotku hipoozmotsko pozitivno reagiranih semencic med kontrolnimi
(n =42) in preiskovanimi (n = 42) vzorci semena v stirih casovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 18: Differences in the average percentage of positive hypoosmotic reacted spermatozoa between control
(n =42) and examined (n = 42) samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: HOS — odstotek hipoozmotsko pozitivno reagiranih semencic, NP — natrijev piruvat, CAT — katalaza,
* — statisti¢no znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: HOS — percentage of hypoosmotic swelling positive reacted spermatozoa, NP — sodium pyruvate,
CAT — catalase, * —statistically significant differences between the control and examined samples within the time
groups.

*: P<0,001

Iz slike 18 lahko razberemo, da ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata (55,9 +

25,2 proti 55,5 + 25,0 (Z = -0,047; P = 0,962) po 0, 47,5 + 22,5 proti 47,3 + 21,8 (Z = -0,581; P =

87
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0,561) po 6, 36,3 + 20,7 proti 36,3 + 21,5 (Z=-0,065; P = 0,948) po 12 ter 24,6 + 17,6 proti 24,8
+17,6 (Z=-0,538; P =0,591) po 24 urah), katalaze (55,9 * 25,2 proti 57,7 + 26,3 (Z=-1,938; P
=0,053) po 0, 47,5+ 22,5 proti 49,6 £ 22,9 (Z=-1,926; P = 0,054) ter po 6 urah in kombinacije
natrijevega piruvata in katalaze (55,9 + 25,2 proti 56,1 + 25,6 (Z=-0,262; P =0,793) po 0, 47,5
+ 22,5 proti 48,4 + 21,6 (Z=-1,089; P =0,276) po 6, 36,3 + 20,7 proti 37,7 + 20,6 (Z=-1,179; P
= 0,238) po 12 ter 24,6 + 17,6 proti 25,6 + 17,0 (Z = -1,344; P = 0,179) po 24 urah) v
razredCevalec za zamrzovanje ovnovega semena glede na kontrolne vzorce semena v Stirih
¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C ni prislo do statisti¢no
znacilnega porasta odstotka hipoozmotsko pozitivnih semencic. Izjemo, kjer smo potrdili
statisticno znacilen porast odstotka hipoozmotsko pozitivnih semencic, smo ugotovili ob
dodatku antioksidanta katalaze v ¢asovnih obdobjih (36,3 + 20,7 proti 40,1 + 22,0 (Z = -3,985;
P =0,000) 12 ter 24,6 + 17,6 proti 27,6 + 18,2 (Z =-3,558; P = 0,000) 24 ur.

Statisti¢no znacilne razlike v odstotku hipoozmotsko pozitivnih semencic smo ugotovili
tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x> = 112,600; P = 0,000),
katalaze (x?=111,474; P = 0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x*> = 111,343;
P =0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x?> = 114,800; P = 0,000) v vseh ¢asovnih

obdobjih meritev po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C.
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4.2.3 Morfoloske spremembe semencic

Na sliki 19 so prikazani povprecni odstotki in statistiCna znacilnost razlik morfoloskih
sprememb na akrosomu ter skupnih morfoloskih sprememb semencic v dveh ¢asovnih
obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih (n = 42) in preiskovanih (natrijev piruvat, katalaza,

natrijev piruvat in katalaza) (n = 42) semencicah.
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Slika 19: Morfoloske spremembe semencic v kontrolnih (n = 42) in preiskovanih (n = 42) vzorcih semena v dveh
¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 19: The abnormal spermatozoa morphology of control (n = 42) and examined (n = 42) samples of semen
in two different time periods after thawing.

Legenda: k — kontrola, NP — natrijev piruvat, CAT — katalaza, SMN — skupne morfoloske napake, * — statisticno
znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: k — control, NP — sodium pyruvate, CAT — catalase, SMN — morphological abnormal spermatozoa,
* — statistically significant differences between the control and examined samples within the time groups.
*:P<0,05

Iz slike 19 lahko razberemo, da dodatek antioksidantov natrijevega piruvata (4,0 + 2,9
proti 3,8 £ 3,6 (Z=-1,510; P = 0,131) po O ter 26,7 £ 11,4 proti 26,3 + 11,5 (Z = -0,538; P =
0,591) po 24 urah) ter kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (4,0 £ 2,9 proti 4,5+ 4,2 (Z
=-0,901; P =0,368) po O ter 26,7 + 11,4 proti 26,3 + 10,5 (Z=-0,781; P = 0,435) po 24 urah) v

razredCevalec za zamrzovanje ovnovega semena glede na kontrolne vzorce semena v dveh
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¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C ni statisti¢no znacilno znizal
odstotka morfoloskih sprememb akrosoma semencic v primerjavi s kontrolnimi vzorci
semena. Statisticno znacilno se je zvisal odstotek morfoloskih sprememb akrosoma semencic
v primerjavi s kontrolnimi vzorci, ob dodatku antioksidanta katalaze v obeh ¢asovnih obdobijih
(4,0+2,9proti4,9+4,1(Z2=-2,695; P=0,007) 0ter 26,7 £+ 11,4 proti 28,2 + 11,3 (Z = -2,444;
P = 0,015) 24 ur. Prav tako nismo ugotovili statisticno znacilnega niZjega odstotka skupnih
morfoloskih sprememb semencdic glede na kontrolne vzorce za natrijev piruvat (4,2 + 3,0 proti
4,0+3,8(2=-1,212; P=0,226) po 0 urah) ter kombinacijo natrijevega piruvata in katalaze (4,2
+ 3,0 proti 4,7 +4,1(Z=-0,901; P=0,368) po O, ter 34,4 + 9,7 proti 34,1 +£9,8 (Z=-0,181; P =
0,856) po 24 urah). Statisti¢no znacilno se je znizal odstotek skupnih morfoloskih sprememb
semencic, v primerjavi s kontrolnimi vzorci, ob dodatku antioksidanta natrijevega piruvata
(34,4 £ 9,7 proti 32,2 + 10,8 (Z = -2,344; P = 0,019) v ¢asovnem obdobju 24 ur, medtem ko je
bil ob dodatku antioksidanta katalaze (4,2 + 3,0 proti 5,1 + 4,1 (Z=-2,482; P =0,013) po O ter
34,4 +9,7 proti 37,5 + 10,4 (Z = -3,732; P = 0,000) po 24 urah) odstotek skupnih morfoloskih

sprememb semencic niZji v kontrolnih vzorcih.

Statisti¢no znacilen porast odstotka semencic z morfoloskimi spremembami akrosoma
smo ugotovili tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x> = 42,000; P =
0,000), katalaze (x? = 42,000; P = 0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x? =
42,000; P = 0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x> = 42,000; P = 0,000 ) v obeh

¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C.

Statisticno znadilen porast odstotka skupnih morfoloskih sprememb semencdic smo
ugotovili tako znotraj vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x? = 42,000; P = 0,000),
katalaze (x? = 42,000; P = 0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x> = 42,000; P
= 0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x* = 42,000; P = 0,000) v obeh ¢asovnih

obdobjih meritev po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C.
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4.2.4 SCSA™ (sperm chromatin structure assay) test

Na sliki 20 so prikazani povprec¢ni odstotki in statisticna znacilnost razlik med
semencicami s fragmentirano DNK, v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih
(n = 42) in preiskovanih (natrijev piruvat, katalaza, natrijev piruvat in katalaza) (n = 42)

semencicah.
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Slika 20: Prikaz razlik v povpreénem odstotku fragmentirane DNK semencic pri kontrolnih (n = 42) in preiskovanih
(n = 42) vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 20: Differences in the average percentage of DNA fragmented spermatozoa in the control (n = 42) and
examined (n = 42) samples of semen in two different time periods after thawing.

Legenda: SCSA — sperm chromatin structure assay, DFI (%) — odstotek fragmentirane DNK semencic, NP — natrijev
piruvat, CAT — katalaza, * — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih
skupin.

Legend: SCSA — sperm chromatin structure assay, DFl (%) — percentage of spermatozoa DNA fragmentation,
NP — sodium pyruvate, CAT — catalase, * — statistically significant differences between the control and examined
samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 20 lahko razberemo, da dodatek antioksidantov natrijevega piruvata (1,6 + 1,1
proti 1,7 + 1,1 (Z = -0,865; P = 0,387) po 0 urah) ter katalaze (1,6 + 1,1 proti 1,6 £+ 0,9 (Z = -
1,458; P = 0,145) po O ter 1,7 + 1,3 proti 1,8 + 1,0 (Z = -1,119; P = 0,263) po 3 urah) v

razredéevalec za zamrzovanje ovnovega semena glede na kontrolne vzorce semena v dveh

91



92

N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C ni statisti¢no znacilno znizal
odstotka semencic s fragmentirano DNK v primerjavi s kontrolnimi vzorci semena. Statisti¢no
znacilno niZji odstotek semencic s fragmentirano DNK smo ugotovili v kontrolni skupini glede
na vzorce semena ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata (1,7 + 1,3 proti 1,9+ 1,3 (Z
=-2,553; P =0,011) po 3 urah) ter kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (1,6 + 1,1 proti
1,7 £1,0 (Z=-2,808; P =0,005) po O ter 1,7 + 1,3 proti 2,0 + 1,2 (Z = -2,689; P = 0,007) po 3

urah).

Statisti¢no znacilen porast odstotka semencic s fragmentirano DNK smo ugotovili znotraj
vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x?> = 12,902; P = 0,001), katalaze (x> = 1,976;
P = 0,037) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x> = 1,976; P = 0,006) v obeh
¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C, z izjemo kontrolnih vzorcev
semena (x> = 0,220; P = 0,070), znotraj katerih statistitno znacilnega porasta odstotka

semencic s fragmentirano DNK nismo ugotovili.



N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

4.2.5 SYBR-14/PI test

Na sliki 21 so prikazani povprecni odstotki in statisti¢na znacilnost razlik v odstotku Zivih,
morbidnih in mrtvih semencic, v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih (n =

37) in preiskovanih (natrijev piruvat, katalaza, natrijev piruvat in katalaza) (n = 37) semencicah.
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Slika 21: Prikaz razlik v povpre¢nem odstotku med Zivimi, morbidnimi in mrtvimi semencicami v kontrolnih
(n =37) in preiskovanih (n = 37) vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 21: Differences in the average percentage among the living, moribund and dead spermatozoa in the
control (n = 37) and examined (n = 37) samples of semen in two different time periods after thawing.

Legenda: Sybr-14/Pl — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, k — kontrola, NP — natrijev piruvat, CAT — katalaza, Z — Zive,
mo — morbidne, m — mrtve semencice, * — statisti¢no znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci
znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: Sybr-14/PI — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, k — control, NP — sodium pyruvate, CAT — catalase, Z — live,
mo —moribund, m —dead spermatozoa, * — statistically significant differences between the control and examined
samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 21 lahko razberemo, da dodatek antioksidantov natrijevega piruvata (8,8 + 7,4
proti 8,9 + 8,6 (Z=-0,453; P =0,651) po 3 urah) ter katalaze (20,2 + 16,3 proti 19,7 + 16,6 (Z =
-0,754; P = 0,451) po O ter 8,8 + 7,4 proti 8,4 + 8,4 (Z =-1,780; P = 0,075) po 3 urah) v
razredéevalec za zamrzovanje ovnovega semena glede na kontrolne vzorce semena v dveh

¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C ni statisticno znacilno zvisal
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odstotka zivih semencic. Statisticno znacilno visji odstotek Zivih semencic smo ugotovili v
kontrolni skupini glede na vzorce semena ob dodatku antioksidantov natrijevega piruvata
(20,2 £ 16,3 proti 18,8 £ 16,2 (Z = -3,070; P = 0,002) po 0 urah) ter kombinacije natrijevega
piruvata in katalaze (20,2 + 16,3 proti 18,3 + 14,8 (Z=-2,361; P =0,018) po O ter 8,8 + 7,4 proti
8,1+7,7(Z=-2,225; P = 0,026) po 3 urah). Prav tako nismo ugotovili statisticno znacilnega
nizjega odstotka morbidnih semencic glede na kontrolne vzorce za natrijev piruvat (4,0 £ 2,8
proti 4,4 +2,9 (Z=-0,075; P =0,940) po O ter 4,6 £ 3,9 proti 4,6 + 3,3 (Z=-0,588; P = 0,556) po
3 urah), katalazo (4,0 + 2,8 proti 4,5 + 3,4 (Z=-0,219; P =0,827) po O ter 4,6 + 3,9 proti 4,6 +
3,7 (2=-0,551; P=0,582) po 3 urah) ter kombinacijo natrijevega piruvata in katalaze (4,0 + 2,8
proti4,7 £4,4 (Z=-0,302; P=0,763) po O ter 4,6 + 3,9 proti 4,7 £ 3,9 (Z=-0,694; P =0,488) po
3 urah). Nismo ugotovili statisti¢cno znacilno nizjega odstotka mrtvih semencic glede na
kontrolne vzorce za natrijev piruvat (86,6 + 9,6 proti 86,6 + 10,1 (Z = -0,385; P = 0,700) po 3
urah), katalazo (75,9 + 17,1 proti 75,7 + 18,2 (Z = -0,566; P = 0,572) po O- ter 86,6 + 9,6 proti
87,1+9,7 (Z=-0,883; P =0,377) po 3 urah) ter kombinacijo natrijevega piruvata in katalaze
(86,6 +9,6 proti 87,2 +9,4 (Z=-1,335; P =0,182) po 3 urah). Statisti¢no znacilno nizji odstotek
mrtvih semencic smo ugotovili v kontrolni skupini glede na vzorce semena ob dodatku
antioksidantov natrijevega piruvata (75,9 + 17,1 proti 76,8 + 17,2 (Z = -2,089; P = 0,037)) ter
kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (75,9 + 17,1 proti 76,9 + 17,2 (Z = -2,678; P =
0,007)) po O urah.

Statisti¢no znacilno niZji odstotek Zivih semencic smo ugotovili tako znotraj vzorcev
semena z dodatkom natrijevega piruvata (x2 = 14,297; P = 0,000), katalaze (x2 = 14,297; P =
0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x2 = 14,297; P = 0,000) kot tudi znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x2 = 14,297; P = 0,000 ) v obeh ¢asovnih obdobjih meritev po

odmrzovaniju ter inkubaciji na 37 °C.

Statisticno znacilnega viSjega odstotka morbidnih semenéic pa nismo ugotovili znotraj
vzorcev semena z dodatkom natrijevega piruvata (x2 = 1,324; P = 0,613), katalaze (x2 = 0,027;
P = 0,684) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x2 = 0,027; P = 0,780) kot tudi ne
znotraj kontrolnih vzorcev semena (x2 = 0,027; P = 0,689 ) v obeh ¢asovnih obdobjih meritev

po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C.
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Statisti¢no znacilno visji odstotek mrtvih semencic smo ugotovili tako znotraj vzorcev
semena z dodatkom natrijevega piruvata (x2 = 14,297; P = 0,000), katalaze (x2 = 16,892; P =
0,000) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (x2 = 14,297; P = 0,000) kot tudi znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x2 = 16,892; P = 0,000 ) v obeh casovnih obdobjih meritev po

odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C.
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4.3 UGOTAVLIANJE USPESNOSTI OSEMENITVE OVAC S KONZERVIRANIM SEMENOM
4.3.1 Gibljivost in progresivna gibljivost semencic

Na sliki 22 so prikazani povprecni odstotki gibljivosti in progresivne gibljivosti semencic
v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih (n = 9) semencicah in semencicah, ki
so imele v razred&evalcu za zamrzovanje ovnovega semena dodatek detergenta Equex STM®
(n = 9) ter semencicah, ki so imele v razredéevalcu za zamrzovanje ovnovega semena poleg

detergenta Equex STM® $e dodatek antioksidanta natrijevega piruvata (n = 9).

Gibljivost in progresivna gibljivost semencic
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Slika 22: Povprecna gibljivost in preZivitvena sposobnost (Viadent®) semencic v kontrolnih (n = 9) in preiskovanih
(n =9) vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 22: The average motility and progressive motility of spermatozoa in the control (n = 9) and examined
(n =9) samples of semen in four time periods after thawing.

Legenda: G — gibljivost, PG — progresivna gibljivost, k — kontrola, Na — natrij, * — statisticno znacilne razlike med
kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: G — motility, PG — progressive motility, k — control, Na — sodium, * — statistically significant differences
between the control and examined samples within the time groups.

*.P<0,05
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Iz slike 22 lahko razberemo, da je prislo glede na kontrolne vzorce semena ob dodatku
detergenta ter detergenta in natrijevega piruvata v razredc¢evalec za zamrzovanje ovnovega
semena v povprecju do statisticno znacilnega porasta odstotka gibljivih semencic v vseh Stirih
¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, in sicer ob dodatku
detergenta Equex STM®, iz 37,6 + 13,7 na72,3+5,0 po 0, iz 10,8 +13,4na 59,0+ 5,9 po 6 (Z=
-2,670; P =0,008), iz 10,8 £ 9,8 na 59,0 + 10,1 (Z =-2,666; P = 0,008) po 3 teriz0,0+ 0,0 na 4,9
+6,9 (Z=-2,023; P =0,043) po 24 urah ter ob dodatku detergenta Equex STM” in natrijevega
piruvata, iz 37,6 13,7 na 73,0 £ 6,0 (Z = -2,666; P = 0,008) po 0, iz 10,8 £ 9,8 na 59,2 + 8,7 po
3,iz 10,8 £ 13,4 na 58,9 + 10,5 po 6 ter iz 0,0 £ 0,0 na 3,9 + 4,4 po 24 urah (Z =-2,207; P =
0,027).

Prav tako smo ugotovili tudi statisticno znacilen porast odstotka semencic z boljSo
progresivno gibljivostjo glede na kontrolne vzorce, in sicer ob dodatku detergenta Equex
STM®, iz 27,4 +10,4na 55,6 +9,0p00,iz9,0+9,2 na 47,9+ 9,0 po 3 (Z=-2,668; P=0,008), iz
7,3+11,1na47,3+5,3(Z=-2,666; P =0,008) po6teriz0,0+0,0na2,6+3,6(Z=-2,023;P=
0,043) po 24 urah ter ob dodatku detergenta Equex STM®in natrijevega piruvata, iz 27,4 + 10,4
na52,7+5,1(2=-2,670; P=0,008) po0,iz9,0£9,2na489+7,8p03,iz7,3+11,1nad79+
8,5po6(Z=-2,668; P=0,008)teriz0,0+0,0na2,3+2,7po 24 urah(Z2=-2,214; P =0,027).

Ob dodatku detergenta Equex STM® v razredéevalec za zamrzovanje ovnovega semena
je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih ¢asovnih obdobjih meritev do
statisti¢no znacilnega znizanja odstotka gibljivih semencic tako znotraj preiskovanih vzorcev
(x?> = 22,733; P < 0,05), razen v ¢asovnem obdobju 3 in 6 ur (Z =-0,059; P = 0,953), kot znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x*> = 24,170; P < 0,05), razen v ¢&asovhem obdobju 3 in 6 ur (Z = -
2,536; P = 1,000). Prav tako smo ob dodatku detergenta Equex STM® in natrijevega piruvata v
razredéevalec za zamrzovanje ovnovega semena ugotovili statisticno znacilno znizanje
povprecnega odstotka gibljivih semencic znotraj preiskovanih (x? = 21,400; P < 0,05) razen v
¢asovhem obdobju 3 in 6 ur (Z =-0,119; P = 0,905) ter znotraj kontrolnih vzorcev semena (x* =

24,170; P < 0,05), z izjemo c¢asovnega obdobja 3 in 6 ur (Z =-0,000; P = 1,000).

Ob dodatku detergenta Equex STM® v razred&evalec za zamrzovanje ovnovega semena
je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih ¢asovnih obdobjih meritev do

statisti€éno znacilnega zniZanja odstotka gibljivih semencic tako znotraj preiskovanih vzorcev
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(x? = 23,148; P < 0,05), razen v ¢asovnem obdobju 3 in 6 ur (Z=-0,297; P = 0,766), kot znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x*> = 23,791; P < 0,05), razen v ¢asovnem obdobju 3 in 6 ur (Z = -
1,131; P = 0,258). Prav tako smo ob dodatku detergenta Equex STM® in natrijevega piruvata v
razredCevalec za zamrzovanje ovnovega semena ugotovili statisticno znacilno znizanje
povprecénega odstotka gibljivih semendic znotraj preiskovanih (x> = 17,697; P < 0,05), z izjemo
¢asovnih obdobjih 0in 3 ure (Z=-1,960; P =0,050),0in 6 ur (Z=-1,823; P =0,680) in 3in 6 ur
(z=-0,358; P = 0,720) ter znotraj kontrolnih vzorcev semena (x*> = 23,791; P < 0,05), z izjemo
¢asovnega obdobja 3 in 6 ur (Z=-1,131; P = 0,258).

4.3.2 Brejost ovac — uspesnost umetne osemenitve

V tabeli 1 so prikazani povprecni odstotki brejih ovac ter skupno Stevilo ovac,
osemenjenih s kontrolnimi (n = 60) semencicami, semencicami, ki so imele v razredc¢evalcu za
zamrzovanje ovnovega semena dodatek detergenta Equex STM® (n = 60) ter semencicami, ki
so imele v razred¢evalcu za zamrzovanje ovnovega semena poleg detergenta Equex STM® $e

dodatek antioksidanta natrijevega piruvata (n = 60).

Tabela 1: Prikaz povprecnih odstotkov brejih ovac in Stevila osemenjenih ovac s kontrolnim semenom (n = 60),
semenom z dodatkom detergenta Equex STM® (n = 60) ter semenom z dodatkom detergenta Equex STM® in
natrijevega piruvata (n = 60).

Table 1: A review of the average percent of pregnant ewes and ewes inseminated with the control semen (n =
60) , semen with the addition of a detergent Equex STM® (n = 60) and semen with the addition of a detergent
Equex STM® and sodium pyruvate (n = 60).

POSTOPEK N Breje ovce (%)
KONTROLA 60 1,7
EQUEX STM® 60 6,7
EQUEX STM®
+ Na PIRUVAT 60 83

Legenda: N — skupno stevilo osemenjenih ovac, Na — natrij.
Legend: N — number of inseminated ewes, Na — sodium.

Pri uspesSnosti umetne osemenitve ovac ugotovimo, da ni statistiCho znadilne
povezanosti med brejostjo s kontrolnimi vzorci semena ter brejostjo z vzorci semena ob

dodatku detergenta Equex STM® (x2 = 0,139; P > 0,05). Prav tako nismo ugotovili statisti¢no
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znacilne povezanosti med brejostjo s kontrolnimi vzorci semena ter brejostjo z vzorci semena

ob dodatku dodatku detergenta Equex STM® in natrijevega piruvata (x> = 0,176; P > 0,05).

4.4 UGOTAVLUANIJE VPLIVA ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

4.4.1 Gibljivost, prezivitvena sposobnost (Viadent®) in hitrost semencic

Na sliki 23, 24 in 25 so prikazani povprecni odstotki gibljivosti in preZivitvene sposobnosti
(Viadent®) semencgic v §tirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih semengicah in
semencicah po SLC postopku v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo in v nadmodkovem
semenu. Poleg tega so prikazana povprecja treh razli¢nih hitrosti semencic (VAP, VSL, VCL) v

Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Gibljivost in prezZivitvena sposobnost semencic (Viadent®)
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Slika 23: Povprecna gibljivost in preZivitvena sposobnost (Viadent®) semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih
v ejakulatu (n = 36) ter nadmodkovem semenu (n = 6) v stirih casovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 23: The average motility and viability (Viadent®) of spermatozoa in the control and examined samples of
ejaculate (n = 36) and epididymal semen (n = 6) in four time periods after thawing.

Legenda: G — gibljivost, Viadent® — preZivitvena sposobnost, k — kontrola, SLC — enoslojno centrifugiranje,
n.s.—nadmodkovo seme, * —statisti¢no znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih
skupin.

Legend: G — motility, Viadent® — viability, k — control, SLC — single layer centrifugation, n.s. — epididymal semen,
* — statistically significant differences between the control and examined samples within the time groups.
*:P<0,05
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Iz slike 23 lahko razberemo, da je prisSlo glede na kontrolne vzorce semena po SLC
postopku v povprecju do statistiéno znacilnega porasta odstotka gibljivih semencic v vseh
Stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v semenu
pridobljenem z elektroejakulacijo, in siceriz 73,3+ 19,9na 94,3+ 7,2 (Z=-5,170; P = 0,000) po
0,iz54,7+21,8na84,2+9,5p06,iz42,5+18,5na76,5+13,4(Z=-5,233; P=0,000) po 12
teriz25,7+18,5na37,1+39,2(Z2=-2,151; P =0,031) po 24 urah ter v nadmodkovem semenu
iz81,7+8,8na97,2+2,2(2=-2,201; P=0,028) po 0, iz65,2+9,5na81,7+6,9(Z=-1,997; P
= 0,046) po 6, ter iz 50,0 £+ 7,3 na 82,8 + 6,4 (Z = -2,207; P = 0,027) po 12 urah, z izjemo
¢asovnega obdobja 24 ur (Z = -0,943; P = 0,345), kjer statisticno znacilnega porasta odstotka
gibljivih semencic nismo ugotovili. Prav tako smo ugotovili tudi statisti¢cno znacilen porast
odstotka semencic z boljSo prezivitveno sposobnostjo glede na kontrolne vzorce, in sicer v
semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo iz 62,0 £ 22,9 na 92,9+ 8,2 po 0, iz 48,1 + 22,8 na
83,5+8,2p012,iz41,7+24,0na 77,0+ 10,4 (Z=-5,232; P =0,000) po 24 teriz 54,5+ 22,2 na
87,7 £ 6,6 (Z=-5,233; P =0,000) po 6 urah ter v nadmodkovem semenu iz 78,5 + 6,0 na 97,2
+3,7(2=-2,207; P=0,027) po 0,iz 70,0+ 5,2 na 90,0+ 4,1 po 6, iz 65,3+ 6,2 na 89,3 + 3,8 po
12 urah teriz 59,5+ 8,3 na 85,7 +5,1(Z=-2,201; P =0,028) po 24 urah.

Tako znotraj preiskovanih (x* = 85,689; P = 0,000) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x> = 97,279; P = 0,000) je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih éasovnih
obdobjih meritev v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, do statisticno znacilnega
znizanja odstotka gibljivih semencic. V nadmodkovem semenu smo prav tako ugotovili
statisti¢no znadilno zniZanje povpreénega odstotka gibljivih semendic znotraj preiskovanih (x?
= 16,200; P < 0,05), razen v ¢asovnem obdobju 6 in 12 ur (Z = -0,314; P = 0,753) ter znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x? = 15,800; P < 0,05), z izjemo ¢asovnega obdobja 12 in 24 ur (Z

=-1,892; P = 0,058).

Statisti¢no znacilen padec prezZivitvene sposobnosti semencic v semenu, pridobljenem z
elektroejakulacijo, smo ugotovili tako znotraj preiskovanih (x*> = 86,475; P = 0,000) kot tudi
znotraj kontrolnih vzorcev semena (x? = 86,693; P = 0,000) v vseh ¢asovnih obdobjih meritev.
V nadmodkovem semenu smo prav tako ugotovili statisticno znacilen padec prezivitvene
sposobnosti semencic znotraj preiskovanih vzorcev semena (x> = 9,508; P < 0,05), razen

¢asovnih ¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z=-0,315; P =0,752) ter 6 in 24 ur (Z=-0,943; P = 0,345)
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ter znotraj kontrolnih vzorcev semena (x? = 15,610; P < 0,05), z izjemo &asovnih obdobij 6 in

12 ur (Z=-1,633; P =0,102) ter 12 in 24 ur (Z=-1,782; P = 0,075).

Parametri hitrosti semencic - ejakulat
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Slika 24: Primerjava povprecne hitrosti semencic med kontrolnimi (n = 36) in preiskovanimi (n = 36) vzorci semena
— ejakulat v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Figure 24: Comparison of the average speed of spermatozoa between control (n = 36) and examined (n = 36)
samples of semen — ejaculate in four time periods after thawing.

Legenda: VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do
konéne tocke, VCL — hitrost krivulje gibanja, k — kontrola, SLC — enoslojno centrifugiranje, * — statisticno znacilne
razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, k — control,
SLC - single layer centrifugation, * — statistically significant differences between the control and examined
samples within the time groups.

*: P<0,05
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Parametri hitrosti semencic - nadmodkovo seme

250,0 mOur
m6ur
12 ur
200,0 24 ur
*
g 150,0
v
It *
8 *
35
o 100,0 I ‘
50,0 i i ‘
0,0 “
VAP-k VAP-SLC- VSL-k VSL-SLC- VCL-k VCL-SLC-
n.s. n.s. n.s.

Slika 25: Primerjava povprecne hitrosti semencic med kontrolnimi (n = 36) in preiskovanimi (n = 36) vzorci semena
—nadmodkovo seme v §tirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 25: Comparison of the average speed of spermatozoa between control (n = 36) and examined (n = 36)
samples of semen — epididymal semen in four time periods after thawing.

Legenda: VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do
koncne tocke, VCL — hitrost krivulje gibanja, k — kontrola, SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo
seme, * — statisti¢no znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, k — control,
SLC — single layer centrifugation, n.s. — epididymal semen, * — statistically significant differences between the
control and examined samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 24 in 25 lahko razberemo, da smo v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo,
ugotovili statisticno znacilno vecjo hitrost semencic v preiskovani skupini po SLC postopku
glede na kontrolno skupino vzorcev semena v primeru povpreéne hitrosti krivulje gibanja
semencic (VAP) pri vzorcih po 0- in 12-urni (P < 0,05) inkubaciji na 37 °C. Po 6 urah (P = 0,768)
statisti¢no znacilno vecje hitrosti semencic nismo dokazali. Po 24 urah (P = 0,037) pa je bila
hitrost semencic v preiskovani skupini statisticno znacilno nizja glede na kontrolne vzorce
semena. V nadmodkovem semenu smo statisticno znacilno vecjo hitrost semencic v
preiskovani skupini glede na kontrolno skupino vzorcev semena ugotovili v primeru povpreéne
hitrosti krivulje gibanja semencic (VAP) pri vzorcih po 0-, 6- in 12-urni (P < 0,05) inkubaciji na

37 °C. Po 24 urah (P = 0,074) pa statisti¢no znacilno vecje hitrosti semencic nismo dokazali.
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V semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo smo ugotovili statisticno znacilno vecjo
hitrost krivulje gibanja semencic (VCL) v preiskovani skupini, glede na kontrolno skupino
vzorcev semena le pri vzorcih v ¢asovnem obdobju 0 ur (P =0,019). V ¢asovnih obdobjih 6, 12,
in 24 ur (P < 0,05) po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C pa je bila hitrost krivulje gibanja
semencic ve€ja v kontrolnih vzorcih. V nadmodkovem semenu smo ugotovili statisti¢no
znacilno vecjo hitrost krivulje gibanja semencic glede na kontrolno skupino vzorcev semena
po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C, pri vzorcih v éasovnem obdobju 0 in 6 ur (P < 0,05). V
casovnem obdobju 12 ur (P = 0,248) hitrost krivulje gibanja semencic ni bila statisti¢no
znacCilno vecja. V Casovnem obdobju 24 ur (P = 0,043) pa je bila hitrost krivulje gibanja

semencic vecja v kontrolnih vzorcih.

V semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, smo ugotovili statisticno znacilno vecjo
hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncéne tocke (VSL) v preiskovani skupini
glede na kontrolno skupino vzorcev semena po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v ¢asovnih
obdobjih 0, 6, in 12 (P < 0,001) ur. V ¢asovnem obdobju 24 ur (P = 0,724) pa hitrost gibanja
semencic po premici od zafetne do koncéne tocke ni bila statisticno znacilno vecja. V
nadmodkovem semenu smo prav tako ugotovili statisticno znacilno vecjo hitrost gibanja
semencic po premici od zacetne do koncéne tocke po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v
¢asovnih obdobjih 0, 6, in 12 (P < 0,05) ur. V ¢asovnem obdobju 24 ur (P = 0,173) pa hitrost
gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke zopet ni bila statisticno znacilno
vecja.

Tako znotraj preiskovanih (x? = 85,408; P = 0,000) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x> = 75,531; P = 0,000) je pridlo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v §tirih ¢asovnih
obdobjih meritev v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, do statisticno znacilnega
zmanjSanja povprecne hitrosti krivulje gibanja semencic (VAP). V nadmodkovem semenu smo
prav tako ugotovili statisticno znacilno zmanjsanje povprecne hitrosti krivulje gibanja
semencdic znotraj preiskovanih (x2 = 15,000; P < 0,05), razen v ¢asovhem obdobju 6 in 12 ur (Z
= -0,736; P = 0,462) ter znotraj kontrolnih vzorcev semena (x*> = 13,200; P < 0,05) z izjemo
¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z=-0,105; P =0,916), 6 in 24 ur (Z=-1,782; P = 0,075) ter 12 in
24 ur (Z=-1,572; P =0,116).
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Statisticno znacilno zmanjsanje hitrosti krivulje gibanja semencic (VCL) v semenu,
pridobljenem z elektroejakulacijo, smo ugotovili tako znotraj preiskovanih (x*> = 89,101; P =
0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x*> = 66,911; P = 0,000) v vseh ¢asovnih
obdobjih meritev. V nadmodkovem semenu smo prav tako ugotovili statisticno znacilno
zmanjsanje hitrosti krivulje gibanja semencic znotraj preiskovanih (x> = 16,400; P < 0,05), razen
v ¢asovnem obdobju 6 in 12 ur (Z =-1,572; P = 0,116) ter znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x*> = 12,600; P < 0,05) z izjemo ¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z=-1,156; P = 0,248), 6 in 24 ur (Z
=-1,577;P=0,115)ter 12in 24 ur (Z=-1,572; P=0,116).

Statistiéno znacilno zmanjSanje hitrosti gibanja semencic po premici od zadetne do
koncne tocke (VSL) v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, smo ugotovili tako znotraj
preiskovanih (x? = 77,397; P < 0,001) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x? = 71,275;
P < 0,05) v vseh ¢asovnih obdobjih meritev. V nadmodkovem semenu smo prav tako ugotovili
statistiéno znacilno zmanjsanje hitrosti gibanja semencic po premici od zac¢etne do konéne
tocke znotraj preiskovanih (x? = 15,000; P < 0,05), razen v ¢asovnem obdobju 6 in 12 ur (Z = -
0,949; P = 0,343) ter znotraj kontrolnih vzorcev semena (x*> = 12,600; P < 0,05) z izjemo
¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z=-1,581; P =0,114), 6 in 24 ur (Z=-0,734; P = 0,463) ter 12 in
24 ur (Z=-1,687; P = 0,092).
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4.4.2 Hipoozmotski test semencic

Na sliki 26 so prikazani povpre¢ni odstotki in statisticna znacilnost razlik med
hipoozmotsko pozitivno reagiranimi semencicami v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju
pri kontrolnih semencicah in semencicah po SLC postopku v semenu, pridobljenem z

elektroejakulacijo, in v nadmodkovem semenu.
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Slika 26: Prikaz razlik v povprecnem odstotku hipoozmotsko pozitivno reagiranih semencic med kontrolnimi in
preiskovanimi vzorci v ejakulatu (n = 36) ter nadmodkovem semenu (n = 6) v Stirih ¢asovnih obdobjih po
odmrzovanju.

Figure 26: Differences in the average percentage of positive hypoosmotic reacted spermatozoa between the
control and examined samples of ejaculate (n = 36) and epididymal semen (n = 6) in four time periods after
thawing.

Legenda: HOS - odstotek hipoozmotsko pozitivno reagiranih semencic, k — kontrola, SLC — enoslojno
centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo seme * — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci
znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: HOS — percentage of hypoosmotic swelling positive reacted spermatozoa, k — control, SLC — single layer
centrifugation, n.s. — epididymal semen, * — statistically significant differences between the control and
examined samples within the time groups.

*: P<0,05
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Iz slike 26 lahko razberemo, da je prisSlo glede na kontrolne vzorce semena po SLC
postopku v povprecju do statisti¢cno znacilnega porasta odstotka hipoozmotsko pozitivnih
semencic v vseh Stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v
semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in sicer iz 38,9 + 10,6 na 68,8 + 9,5 po 0, iz 29,5 +
6,6 Nna61,2+8,2p06,iz24,2+7,6na57,3+9,3po12teriz19,9+5,2na51,7 £ 8,8 po 24 urah
(2=-5,232; P =0,000) ter v nadmodkovem semenu iz 47,2 + 8,1 na 70,5 + 10,2 po 0, iz 25,8 +
3,1na50,5+8,7po6teriz268+7,1nad9,7+57pol2teriz23,9+6,6na43,6+8,8(Z=-
2,201; P =0,028) po 24 urah.

Tako znotraj preiskovanih (x> = 65,507; P < 0,05) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x> = 76,014; P = 0,000) je prislo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v Stirih ¢asovnih
obdobjih meritev v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, do statisticno znacilnega
zmanjsanja odstotka hipoozmotsko pozitivnih semencic. V nadmodkovem semenu smo prav
tako ugotovili statisticno znacilno zmanjSanje odstotka hipoozmotsko pozitivnih semencic
znotraj preiskovanih (x?> = 11,121; P < 0,05), z izjemo ¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z =-0,105; P
=0,916), 6 in 24 ur (Z=-1,363; P =0,173) ter 12 in 24 ur (Z = -1,214; P = 0,225) ter znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x? = 11,400; P = 0,028) z izjemo ¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z = -

0,105; P = 0,917), 6 in 24 ur (Z = -0,524; P = 0,600) ter 12 in 24 ur (Z =-1,153; P = 0,249).



N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

107

4.4.3 Morfoloske spremembe semencic

Na sliki 27 so prikazani povprecni odstotki in statistiCna znacilnost razlik morfoloskih
sprememb na akrosomu ter skupnih morfoloskih sprememb semencic v Stirih ¢asovnih
obdobjih po odmrzovanju, pri kontrolnih semencicah in semencicah po SLC postopku v

semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in v nadmodkovem semenu.
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Slika 27: Morfoloske spremembe semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih v ejakulatu (n = 36) ter
nadmodkovem semenu (n = 6) v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 27: The abnormal spermatozoa morphology of control and examined samples of ejaculate (n = 36) and
epididymal semen (n = 6) in four time periods after thawing.

Legenda: SMN — skupne morfoloske napake, k — kontrola, SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo
seme, e. — ejakulat, * — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih
skupin.

Legend: SMN — morphological abnormal spermatozoa, K — control, SLC — single layer centrifugation,
n.s. —epididymal semen, e. — ejaculate, * — statistically significant differences between the control and examined
samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 27 lahko razberemo, da se je pri semenu, pri katerem smo izvedli SLC postopek,
v primerjavi s kontrolnimi vzorci semena, statisti¢cno znacilno znizal odstotek morfoloskih

sprememb akrosoma semencic v vseh Stirih ¢asovnih obdobjih meritev po odmrzovanju in

inkubaciji na 37 °C, v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in sicer iz 30,4 + 13,1 na 12,8
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+7,3(2=-5,185; P =0,000) poO0,iz41,6 +13,8na19,0+8,9po6,iz54,5+10,3na27,5%+8,1
(2=-5,232; P=0,000) po 24 teriz47,1+12,4na 23,0+9,5(Z=-5,200; P = 0,000) po 12 urah
ter v nadmodkovem semenu iz 16,9+ 3,2na 3,8+2,0p00,iz27,0+7,3na 155+ 3,1 po 12, iz
32,7+5,4na22,2+5,2(Z=-2,201; P=0,028) po 24 teriz26,6 +9,6 na12,8+5,0po 6 (Z=-
1,782; P = 0,075) urah. Odstotek morfoloskih sprememb akrosoma semencic pri semenu, pri
katerem smo izvedli SLC postopek, v primerjavi s kontrolnimi vzorci semena po 6- urah,
predstavlja mejni primer, kjer so razlike v povprec¢ju in mediani zelo velike, vendar niso
statisti¢no znacilne pri 5—odstotni stopnji znacilnosti (P = 0,1). Odstotek skupnih morfoloskih
sprememb semencic se je prav tako statistiCno znacilno znizal v semenu, pridobljenem z
elektroejakulacijo, in siceriz 36,4 £13,0na 14,9+ 6,7 po0,iz48,9+ 12,1 na 22,4+9,3p06, iz
55,8+12,0na27,1+8,7po12teriz64,2+8,5na32,6+7,6(Z=-5,232; P=0,000) po 24 urah
ter v nadmodkovem semenuiz 33,4+ 3,6 na22,7+5,3p00,iz52,4+7,0na29,4+10,0 po 6,
iz55,1+6,9na34,0+5,4po12teriz59,9 +89nad0,4+84(Z=-2,201; P=0,028) po 24

urah.

Tako znotraj preiskovanih (x> = 67,099; p < 0,05) kot znotraj kontrolnih vzorcev semena
(x> = 76,047; p < 0,001) je pridlo po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C v §tirih ¢asovnih
obdobjih meritev v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, do statisticno znacilnega
porasta odstotka semencic z morfoloskimi spremembami akrosoma. V nadmodkovem
semenu smo prav tako ugotovili statisticno znacilen porast odstotka semencic z morfoloskimi
spremembami akrosoma znotraj preiskovanih (x> = 14,172; P < 0,05), razen v ¢asovnih
obdobjih 6 in 12 ur (Z =-1,153; P = 0,249) ter 12 in 24 ur (Z = -1,753; P = 0,080) ter znotraj
kontrolnih vzorcev semena (x?> = 9,800; P < 0,05) z izjemo ¢asovnih obdobij 6 in 12 ur (Z = -

0,314; P=0,753) ter 6in 24 ur in 12 in 24 ur (Z=-1,153; P = 0,249).

Statisti¢no znacilen porast odstotka skupnih morfoloskih sprememb semencic vsemenu,
pridobljenem z elektroejakulacijo, smo ugotovili tako znotraj preiskovanih (x> = 77,700; P =
0,000) kot tudi znotraj kontrolnih vzorcev semena (x*> = 79,538; P = 0,000) v vseh ¢asovnih
obdobjih meritev. V nadmodkovem semenu smo prav tako ugotovili statisticno znacilen porast
odstotka skupnih morfoloskih sprememb semenéic znotraj preiskovanih (x> = 11,000; P <
0,05), razen v ¢asovnih obdobjih 0 in 6 ur (Z=-1,572; P =0,116), 6 in 12 ur (Z=-1,261; P =
0,207),ter12in 24 ur (Z=-1,363; P =0,173) ter znotraj kontrolnih vzorcev semena (x2 = 11,000;
P =0,028) z izjemo c¢asovnih obdobij 6 in 12 ur, 6 in 24 ur (Z=-0,943; P =0,345) ter 12 in 24 ur
(Z=-0,734; P = 0,463).
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4.4.4 SCSA™ (sperm chromatin structure assay) test

Na sliki 28 so prikazani povprec¢ni odstotki in statisticna znacilnost razlik med
semencicami s fragmentirano DNK v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju pri kontrolnih

semencicah in semencicah po SLC postopku v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo.
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Slika 28: Prikaz razlik v povpreénem odstotku fragmentirane DNK semencic v kontrolnih (n = 30) in preiskovanih
vzorcih v ejakulatu (n = 30) v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Figure 28: Differences in the average percentage of DNA fragmented spermatozoa in the control (n = 30) and
examined samples of ejaculate (n = 30) in two different time periods after thawing.

Legenda: SCSA — sperm chromatin structure assay, DFI (%) — odstotek fragmentirane DNK semencic,
SLC — enoslojno centrifugiranje, * — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj
¢asovnih skupin.

Legend: SCSA — sperm chromatin structure assay, DFl (%) — percentage of spermatozoa DNA fragmentation,
SLC - single layer centrifugation, * — statistically significant differences between the control and examined
samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 28 lahko razberemo, da se je pri semenu, kjer smo izvedli SLC postopek v
primerjavi s kontrolnimi vzorci semena statisticCno znacilno znizal odstotek semencic s
fragmentirano DNK po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v semenu, pridobljenem z
elektroejakulacijo, in sicer iz 0,4358 + 0,1852 na 0,2560 + 0,1483 (Z = -4,145; P = 0,000) po O
teriz 0,4215 + 0,0966 na 0,3320 + 0,1699 (Z = -2,705; P = 0,007) po 3 urah.
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Znotraj preiskovanih (Z =-3,066; P = 0,002) vzorcev semena je prislo po odmrzovanju ter
inkubaciji na 37 °C med dvema dasovnima skupinama v semenu, pridobljenem z
elektroejakulacijo, do statisticno znacilnega porasta odstotka semencic s fragmentirano DNK,
z izjemo kontrolnih (Z = -0,123; P = 0,902) vzorcev semena, znotraj katerih statisti¢no
znacilnega porasta odstotka semencic s fragmentirano DNK med ¢asovnima skupinama nismo
ugotovili.

4.4.5 SYBR-14/PI/PNA test
Na sliki 29 so prikazani povprecni odstotki in statisti¢na znacilnost razlik v odstotku Zivih,

morbidnih in mrtvih semencic po odmrzovanju pri kontrolnih semencicah in semencicah po

SLC postopku v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in v nadmodkovem semenu.
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Slika 29: Prikaz razlik v povpre¢nem odstotku med Zivimi, morbidnimi in mrtvimi semencicami v kontrolnih in
preiskovanih vzorcih semena v ejakulatu (n = 30) in nadmodkovem semenu (n = 6) po odmrzovaniju.

Figure 29: : Differences in the average percentage among the living, moribund and dead spermatozoa in the
control and examined samples of semen in ejaculate (n = 30) and epididymal semen (n = 6) after thawing.

Legenda: Sybr-14/Pl — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, k — kontrola, SLC — enoslojno centrifugiranje,
n.s. — nadmodkovo seme, Z — Zive, mo — morbidne, m — mrtve semencice, * - statisticno znacilne razlike med
kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: Sybr-14/Pl — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, k — control, SLC — single layer centrifugation,
n.s. — epididymal semen, Z — live, mo — moribund, m — dead spermatozoa, * — statistically significant differences
between the control and examined samples within the time groups.

*:P<0,05
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Iz slike 29 lahko razberemo, da je priSlo glede na kontrolne vzorce semena po SLC
postopku v povprecju do statisticno znacilnega porasta odstotka Zivih semencic takoj po
odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in sicer iz
23,5+12,4na38,4+12,7 (Z=-4,433; P =0,000) ter v nadmodkovem semenu iz 38,2 + 7,8 na
55,7 +12,7 (Z=-1,992; P = 0,046). Ugotovimo tudi, da se je v primerjavi s kontrolnimi vzorci
statisticno znacilno znizal odstotek morbidnih semencic med preiskovanimi vzorci po
odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in sicer iz 8,5
+4,5na5,3+1,7(Z=-2,972; P =0,003) ter vnadmodkovem semenu iz 16,7 +6,1 na 7,6 + 2,8
(2=-2,201; P = 0,028). Pri preiskovanih vzorcih se je takoj po odmrzovanju in inkubaciji na 37
°C statisticno znacilno znizal odstotek mrtvih semencic v primerjavi s kontrolnimi vzorci v
semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in sicer iz 68,0 + 15,0 na 56,2 + 12,3 (Z=-3,630; P
= 0,000). V nadmodkovem semenu se je odstotek mrtvih semencic v primerjavi s kontrolnimi
vzorci semena sicer znizal iz 45,1 +9,5na 36,7+ 15,1 (Z=-1,782; P =0,075), vendar predstavlja
mejni primer, kjer so razlike v povprecju in mediani zelo velike, vendar niso statisti¢no znacilne

pri 5—odstotni stopnji znacilnosti (P = 0,1).

Na sliki 30 so prikazani povprecni odstotki in statisticna znacilnost razlik v odstotku Zivih
semencic z neposkodovanimi akrosomi (Sybr-14+/PNA-) Zivih semencic, pri katerih je prislo do
akrosomske reakcije (Sybr-14+/PNA+), ter mrtvih semencic (Sybr-14-/PNA+) s poskodovanjo
zunanjo akrosomalno membrano po odmrzovanju pri kontrolnih semencicah in semencicah

po SLC postopku v semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in v nadmodkovem semenu.

111



112

N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

Sybr-14/PNA

80,0
70,0
60,0
S 50,0
v
Y 40,0
2 *
T 30,0
*
20,0
10,0 I
0,0 = = — — = _B__ ! !
\el ¥ N3 ¥ ¥ ¥X ¥ X
& @& NS & & & & & & & &
U U A N b(\ b(\ v’\ N\
NN NN UIN UlIN NN NN
& & & & 0‘:\’ o«\, @,» g & & &
sV s S8 SV S S\ s\ sV o s 8
& oo o @ 5 5 e & e
NN 7 1 : Nl ¢ o7
BN NE (_)»(“ W o)\(, & \/(Jo N NE (_)\,(’

Slika 30: Prikaz razlik v povpre¢nem odstotku med Zivimi (Sybr-14+/PNA-), Zivimi (Sybr-14+/PNA+) in mrtvimi
semencicami (Sybr-14-/PNA+) v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v ejakulatu (n = 30) in nadmodkovem
semenu (n = 6) po odmrzovanju.

Figure 30: Differences in the average percentage among the living (Sybr-14+/PNA-), living (Sybr-14+/PNA+) and
dead (Sybr-14-/PNA+) spermatozoa in the control and examined samples of semen in ejaculate (n = 30) and
epididymal semen (n = 6) after thawing.

Legenda: Sybr-14/Pl — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, Sybr-14+/PNA — Zive semencice z neposkodovanimi
akrosomi, Sybr-14+/PNA+ — Zive semencice pri katerih je prilo do akrosomske reakcije, Sybr-14-/PNA+ — mrtve
semencice s poskodovanjo zunanjo akrosomalno membrano, PNA — peanut agglutinin , k — kontrola,
SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo seme, Z — Zive, mo — morbidne, m — mrtve semencice,
* — statisticno znacilne razlike med kontrolnimi in preiskovanimi vzorci znotraj ¢asovnih skupin.

Legend: Sybr-14/PI — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, Sybr-14+/PNA — live spermatozoa with intact acrosome,
Sybr-14+/PNA+ — live spermatozoa with reacted acrosome, Sybr-14-/PNA+ — dead spermatozoa with damaged
acrosome external membrane, PNA — peanut agglutinin, k — control, SLC — single layer centrifugation,
n.s. — epididymal semen, Z — live, mo — moribund, m — dead spermatozoa, * — statistically significant differences
between the control and examined samples within the time groups.

*:P<0,05

Iz slike 30 lahko razberemo, da je prisSlo glede na kontrolne vzorce semena po SLC
postopku v povpreCju do statisticno znacilnega porasta odstotka Zivih semendéic z
neposkodovanimi akrosomi (Sybr-14+/PNA-) takoj po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, v
semenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, in siceriz31,4 + 149 na43,4+12,4 (Z=-3,713;P
=0,000). V nadmodkovem semenu se je odstotek Zivih semencic z neposkodovanimi akrosomi
v primerjavi s kontrolnimi vzorci semena sicer zvisal iz 53,6 £+ 8,5na 61,7 + 14,6 (Z=-1,782; P

= 0,075), vendar predstavlja mejni primer, kjer so razlike v povprecju in mediani zelo velike,
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vendar niso statisti¢no znacilne pri 5—odstotni stopnji znacilnosti (P = 0,1). Ugotovimo tudi, da
se odstotek Zivih semencdic, pri katerih je prislo do akrosomske reakcije (Sybr-14+/PNA+) v
primerjavi s kontrolnimi vzorci, ni statisticno znacilno zniZzal med preiskovanimi vzorci po
odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C, in sicer se je odstotek v semenu, pridobljenem z
elektroejakulacijo, znizal iz 0,5+ 0,3 na 0,4 + 0,4 (Z = -1,667; P = 0,095) ter v nadmodkovem
semenu zvisal iz 0,6 + 0,3 na 0,9 + 0,6 (Z =-1,363; P = 0,173). Pri preiskovanih vzorcih se je
takoj po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C statisti€no znacilno zniZal odstotek mrtvih
semencic s poskodovano zunanjo akrosomalno membrano (Sybr-14-/PNA+) v primerjavi s
kontrolnimi vzorci, in sicer le vsemenu, pridobljenem z elektroejakulacijo, iz 22,1 + 8,8 na 16,5
+8,1(Z=-2,931; P =0,003). V nadmodkovem semenu so se vrednosti sicer zniZale iz 8,6 + 1,3
na8,1+4,4po(Z=-0,524; P =0,600), vendar pa statisticno znacilnega znizanja odstotka mrtvih

semencic s posSkodovano zunanjo akrosomalno membrano nismo ugotovili.
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5 RAZPRAVA

Zelo nizka stopnja brejosti ovac po klasicnem umetnem osemenjevanju v maternicni vrat
z zamrznjenim/odmrznjenim ovnovim semenom (259, 262) je eden od razlogov, da umetna
osemenitev v ovéjereji ni pogosteje zastopana. Zamrzovanje ovnovega semena lahko vpliva na
zmanjsanje gibljivosti semencic in povzro¢i motnje v integriteti plazma membrane semencic.
Akrosomalna in plazma membrana semencic predstavljata primarni mesti, ki sta med
postopkom zamrzovanja izpostavljeni temperaturnim, mehanic¢nim, kemi¢nim in ozmotskim
vplivom (124, 138) ter sta bistveni za preZivetje semencic. Spremembe, ki nastanejo med
postopkom ohlajanja, zamrzovanja in tajanja imajo Skodljiv vpliv na funkcije semencic in so
povezane z izgubo oploditvene sposobnosti (138). Z razvojem novih postopkov za pripravo
semena za umetno osemenjevanje ovac, s katerimi se poskusa doseci visjo kakovost semencic,

bi lahko izboljsali tudi stopnjo koncepcije (259).

V prvem poskusu smo ugotavljali vpliv dodanega detergenta Equex STM® na kvaliteto
globoko zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena. Ugotovili smo, da je imela vkljucitev
detergenta v razredcevalec z dodatkom jajénega rumenjaka ugoden ucinek na kakovost
zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena. Izboljsala se je skupna gibljivost semencic,
integriteta plazma membrane in preZivitvena sposobnost semencic po tajanju. Prav tako smo
v raziskavi ugotovili statisticno znacilno viSjo hitrost semencic v skupini z vklju¢enim
detergentom Equex STM® glede na kontrolno skupino vzorcev semena, v primeru povprecne
hitrosti krivulje gibanja semencic (VAP), hitrosti krivulje gibanja semencic (VCL) in hitrosti
gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke (VSL) v vseh Stirih casovnih obdobjih
meritev po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C. V nasi raziskavi smo v skupini z vklju¢enim
detergentom Equex STM® ugotovili tudi nizZji odstotek morfoloskih sprememb akrosoma ter
skupnih morfoloskih sprememb semencic v vseh stirih ¢asovnih obdobjih meritev po

odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C.

Rezultati nase raziskave kazZejo, da vkljucitev detergenta Equex STM® v razredcevalec za
zamrzovanje ovnovega semena zasCiti semencice med postopkom zamrzovanja in tajanja.
Podobne rezultate je potrdil Akourki s sod. (263). V primerjavi z rezultati Akourki in sod. je bila

v nasi raziskavi zacCetna gibljivost semencic po odmrzovanju visja, v skupini z dodanim
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detergentom (263). Prav tako je analiza po odmrzovanju in inkubaciji na 37 ° C po 24 urah,
pokazala ugoden ucinek detergenta Equex STM® na gibljivost, prezivitveno sposobnost, HOST
in integriteto plazma membrane semencic. Za ocenjevanje kakovosti semena ter ugotavljanje
plodnosti pri Zivalih in ¢loveku se uporablja test SCSA, ki doloéa stopnjo integritete DNK
semencic. Podatki na vec tiso¢ vzorcih semena bikov, Zrebcev in merjascev kazejo klini¢no
vrednost SCSA testa za ocenjevanje plodnosti pri Zivalih (264, 265, 266). SCSA test se izvaja s
pomocjo pretocne citometrije, pri cemer lahko uporabljamo sveZe ali zamrznjeno/odmrznjeno
seme. S testom SCSA se v nekaj minutah analizira podatke na 5000 ali vec celicah ter se oceni
kakovost semena in dodatno doloci razmerje med kakovostjo in oploditveno sposobnostjo
semena (261). SCSA™ test se uporablja za preudevanje strukture kromatina semencic, ki
temelji na metakromaticnih lastnostih barvila akridin oranz, ki v primeru denaturirane DNK

semencic fluorescira rdece, v primeru intaktne DNK pa fluorescira zeleno (267).

Nekatere do sedaj opravljene raziskave so pokazale negativno korelacijo med delezem
semencic z denaturirano DNK in oploditveno sposobnostjo semencic (264, 268). V nasprotju z
Bucak in sod. (88) v nasi raziskavi nismo ugotovili vpliva detergenta Equex STM® na integriteto
DNK, saj se DFI v skupini z dodanim detergentom in kontrolno skupino ni statisti¢cno znacilno
razlikoval. Rezultati, ki prikazujejo stopnjo denaturacije DNK v obliki DFI, so bili v primerjavi z
Bucak in sod. (88) v nasi raziskavi nizji. Peris s sod. je z raziskavo ugotovil, da zamrzovanje
semencic nima vpliva oz. ima majhen vpliv na denaturacijo DNK ovnovih semencic in situ
izmerjeno takoj po tajanju ali po treh urah inkubacije, toda izrazite DNK poskodbe nastanejo
kasneje, v fizioloskih pogojih (8). Rezultati, ki prikazujejo stopnjo integritete DNK, in rezultati
drugih semenskih parametrov, kot so gibljivost, prezZivitvena sposobnost, integriteta
akrosoma, odstotek SMN, PMI in HOST kaZejo, da tudi standardni protokol zamrzovanja, ki
smo ga uporabili v nasi raziskavi omogoca visoko kvalitetno zamrzovanje ovnovih semencic ter
da detergent Equex STM® dodatno izboljsa kvaliteto zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih

semencic.

Ti rezultati kazejo, da bi lahko imele semencice, zamrznjene v prisotnosti detergenta
Equex STM®, tudi boljSo oploditveno sposobnost v primerjavi z vzorci, ki so zamrznjeni brez
dodanega detergenta. Pursel in sod. so ugotovili pozitivno korelacijo med odstotkom gibljivih

semencic po odtajanju in njihovo oploditveno sposobnostjo (219). Intravaginalna osemenitev
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psice z zamrznjenim pasjim semenom, z dodanim detergentom Equex STM®, je pokazala
podobno stopnjo brejosti kot po naravni paritvi (216). Vkljucitev detergenta Equex STM® v
razredCevalec za zamrzovanje je imela pozitiven ucinek na gibljivost in PMI takoj po

zamrzovanju in tajanju pri razli¢nih vrstah (213, 214, 219, 220).

Aktivna spojina v detergentu Equex STM® je natrijev dodecil sulfat (SDS), v vodi topen
anionski detergent, ki raztaplja aktivne molekule, vendar ima toksi¢ni u¢inek na membrano
semencic (213, 219, 269). Menijo, da je vloga detergenta modifikacija lipoproteinov jajcnega
rumenjaka, kar povzroéi izboljSanje prepustnosti membrane semencic in zmanjSanje
ozmotskega stresa med postopkom zamrzovanja in odmrzovanja (213, 219). Equex STM®
izboljSa prezivitveno sposobnost semencic po tajanju tako, da ucinkuje kot surfaktant, ki
stabilizira plazma membrano, predvsem akrosomalno membrano in zasciti semencice pred
toksi¢nim delovanjem glicerola med postopkom zamrzovanja in odmrzovanja (213, 214).
Krioprotektivni ucinek detergenta Equex STM® je opazen le v prisotnosti jajcnega rumenjaka
(213, 217). Vecja stabilnost integritete plazma membrane semencic ob uporabi TRIS
razredéevalca z dodatkom jajénega rumenjaka in detergenta Equex STM® se je pokazala tudi
v nasi raziskavi. Vendar smo v nasi raziskavi ugotovili nekoliko visji odstotek morbidnih
semencic v skupini z vklju¢enim detergentom. Dolga izpostavljenost semencic razredcevalcu
za zamrzovanje, v katerega je vklju¢en detergent Equex STM®, ima lahko negativen vpliv na
membrano in prezivitveno sposobnost semencic zaradi toksicnega delovanja detergenta
(218). V in vivo pogojih so okolis¢ine nekoliko drugacne, saj se semencice v razred¢evalcu z
dodanim detergentom Equex STM® ob umetni osemenitvi pomesajo s tekocino v maternici
ter je toksi¢en vpliv detergenta na semencice manj izrazen (218). Pozitivni u¢inek detergenta
Equex STM® na kakovost semencic po tajanju so ugotovili v vec raziskavah pri razlicnih
zivalskih vrstah, kot so pes (215, 216, 217), bik (213, 270), merjasec (219, 271, 272, 273),
zrebec (214) in macka (274). Ponglowhapan in Chatdarong sta ugotovila, da ima dodatek
detergenta Equex STM® v razredcevalec za zamrzovanje semencic iz nadmodka psa pozitiven
vpliv na prezivitveno sposobnost semencic in zas¢ito membrane akrosoma, vendar pa nima
vpliva na gibljivost semencic in PMI (215). To je v nasprotju s predhodnimi raziskavami na
ejakulatih psa, kjer so ugotovili pozitiven vpliv detergenta takoj po tajanju na PMI (216) in

gibljivost semencic (275).
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V predhodnih raziskavah je bilo ugotovljeno, da se optimalna koncentracija detergenta
v razredCevalcu za zamrzovanje semena giblje med 0,5 in 1 % za razredcéevalec, ki vsebuje 20
% jajcnega rumenjaka (219). Visje koncentracije detergenta Equex STM® so imele Skodljiv vpliv
na stabilnost membrane semencic in njihovo kakovost (213). Axner s sod. je ugotovil, da
vklju€itev detergenta Equex STM® v razredCevalec za zamrzovanje zmanjSa poSkodbe
akrosoma, vendar skrajsa prezivitveno sposobnost semencic po tajanju med in vitro inkubacijo
macjih semencic, pridobljenih iz nadmodka (218). Ti rezultati pa so v nasprotju s poskusi na
drugih Zivalskih vrstah, kot so bik (213), pes (216) in oven (263), kjer so ugotovili izboljSanje
prezivitvene sposobnosti semencic. Pozitiven ucinek detergenta Equex STM® na gibljivost,
progresivno gibljivost, preZivitveno sposobnost in integriteto akrosoma semencic kozla je bil
ugotovljen zlasti v prvih dveh urah po odtajanju. DaljSa inkubacija kozlovih semencic v
detergentu pa je imela negativen vpliv na semencice, kar je bilo potrjeno Ze po treh urah
inkubacije na 37 °C (276). Detergent je imel pozitiven ucinek tudi na gibljivost semencic alpake
po odtajanju, medtem ko je bila integriteta akrosoma nespremenjena (277). Podobne

pozitivne vplive na gibljivost semencic smo ugotovili tudi v nasi raziskavi.

Tako smo potrdili, da ima dodatek detergenta Equex STM® v modificiran razredcevalec

z jajénim rumenjakom, pozitiven vpliv na kakovost ovnovih semencic po odtajanju.

Enega izmed vedjih problemov pri konzerviranju semena predstavljajo nenasi¢ene
mascobne kisline v membrani semencic, ki so med postopkom konzerviranja podvriene
oksidaciji. V naravnih mehanizmih za zascito semencic pred lipidno peroksidacijo sodelujejo
razliéni antioksidanti in encimi, kot so SOD, katalaza, GPx, GR ipd. Ti antioksidanti so zelo
pomembni za zas¢ito semencic pri razlicnih Zivalskih vrstah (17, 18, 19, 20). Z dodajanjem
razliénih antioksidantov v razredéevalec se zmanjsata lipidna peroksidacija in oksidativni stres
semendcic, ki se sprozita med postopkom zamrzovanja semena (179, 182, 278). Ovnov ejakulat
vsebuje zaznavne koli¢ine SOD ter nekoliko nizZje koli¢ine GPx in katalaze (17), vendar se

koncentracija teh encimov zelo zmanjsa ob razredcitvi semena.

V drugem poskusu smo ugotovitve iz prvega poskusa nadgradili ter v razredéevalec za
zamrzovanje ovnovega semena dodali antioksidanta natrijev piruvat ali katalazo ter
kombinacijo obeh. Ugotavljali smo njun vpliv na gibljivost, prezivitveno sposobnost,

integriteto plazma membrane in integriteto DNK zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencdic.



N. Sterbenc: Vpliv antioksidantov in detergenta ter enoslojnega centrifugiranja ...
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2015. Doktorska disertacija

Vloga natrijevega piruvata kot antioksidanta je v razgradnji H20,, pri cemer se ne sprosca kisik
(279). Ob razgradnji vsakega mola H,0; s pomocjo encimskega antioksidanta katalaze se
sprosti pol mola kisika, zaradi ¢esar je kot antioksidant primernejsi natrijev piruvat, ki v
razredCevalcu ocisti sledi kisika (153). Pomanjkljivost piruvata je, da se med kemicno
razgradnjo H,O; piruvat porablja, za razliko od katalaze, ki v reakciji razgradnje H,0; deluje kot

katalizator (153).

Dodatek razlicnih antioksidantov v razredcevalce za konzerviranje semena je imel
pozitiven vpliv na preZivitveno sposobnost semencic pri Stevilnih Zivalskih vrstah (164, 179,
192, 280, 281). Nasprotno kot pri ostalih Zivalskih vrstah pa dodatek razli¢nih antioksidantov
ovnovemu semenu pred zamrzovanjem v Stevilnih primerih ni imel pozitivhega vpliva na
kvaliteto odmrznjenega semena (153, 206, 207). Kljub temu pa so Stefanov in sodelavci
ugotovili pozitiven vpliv dodanega antioksidanta na gibljivost ovnovih semencic (282).
Dosedanje raziskave pri razliénih Zivalskih vrstah so pokazale pozitiven ucinek natrijevega
piruvata (141, 211) in katalaze (164, 192, 204) na gibljivost in preZivitveno sposobnost
semencic. Pozitiven ucinek katalaze in natrijevega piruvata na progresivno gibljivost so
ugotovili pri kozlovih semencicah (283). V nasi raziskavi vkljucitev natrijevega piruvata in
katalaze v razredcevalec za zamrzovanje semena ni imela pozitivhega vpliva na gibljivost
ovnovih semencic po odmrzovanju. Dodatek katalaze v razredcevalec pred sortiranjem
ovnovih semencic ni imel pozitivnega ucinka na kvaliteto semena po odtajanju, pri ¢emer so
katalazo med postopkom sortiranja odstranili (205). Ravno tako katalaza ni imela ucinka na
semencice v kemijsko definiranem razredcevalcu, v katerem so imele pozitiven ucinek na
semencice Ze njegove lastne komponente (153, 206). Kljub temu pa so de Graaf in sodelavci v
preliminarni raziskavi ugotovili pozitiven vpliv dodane katalaze visoko razredéenemu
ovnovemu semenu (205). Pozitiven vpliv katalaze na gibljivost, integriteto akrosomov in
preZivetveno sposobnost ovnovih semencic pa so ugotovili tudi v raziskavi, kjer so ovnovo
seme tekoce konzervirali (193). V nekaterih raziskavah so ugotovili, da ima na ovnove
semencice pozitiven vpliv le natrijev piruvat (149, 153), medtem ko dodatek katalaze ni imel
vpliva na analizirane parametre (201, 205, 206). Baumber s sod. prav tako ni ugotovil
pozitivnega vpliva dodane katalaze (200 E/mL) v razredCevalec za zamrzovanje na kvaliteto

zrebcevih semencic po tajanju (284). V nasi raziskavi z dodajanjem antioksidantov natrijevega
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piruvata in katalaze v razradcevalec za zamrzovanje semena prav tako nismo ugotovili
statisti¢éno znacilnega vpliva na prezivitveno sposobnost odmrznjenih ovnovih semencic. Njun
vpliv smo ugotovili le v primeru 6-urne inkubacije semencic po odtajanju v razredcevalcu z
dodatkom natrijevega piruvata (P = 0,008), katalaze (P = 0,011) ter kombinacije obeh po 6 (P
=0,003) in 12 urah (P =0,011).

Prav tako v raziskavi nismo ugotovili statisticno znacilnega vpliva antioksidantov na
hitrosti semencic v primerjavi s kontrolno skupino vzorcev semena, v stirih asovnih obdobjih
meritev po odmrzovanju ter inkubaciji na 37 °C. Statisti¢no znacilno razliko smo ugotovili ob
dodatku katalaze po 24-urni inkubaciji, v primeru povprecne hitrosti krivulje gibanja semencic
(P =0,021), hitrosti krivulje gibanja semencic (P = 0,005) in hitrosti gibanja semencic po premici

od zacetne do koncne tocke (P = 0,044).

V skupini z vklju¢enimi antioksidanti tudi nismo ugotovili nizjega odstotka morfoloskih
sprememb akrosoma ter SMN po odmrzovanju in inkubaciji na 37 °C v primerjavi s kontrolno
skupino, razen po 24-urni inkubaciji ob dodatku natrijevega piruvata (P = 0,019), kjer smo
potrdili statisticno znacilno nizji odstotek SMN. V primeru, ko smo v razredcevalec za
zamrzovanje semena vkljucili antioksidant katalazo, smo ugotovili niZji odstotek morfoloskih

sprememb akrosoma ter SMN semencic v kontrolni skupini.

S testom SCSA™ nismo ugotovili pozitivnega vpliva natrijevega piruvata in katalaze na
integriteto DNK. Nasprotno smo v primeru inkubacije semencic na 37 °C ugotovili nizje
vrednosti DFI v kontrolni skupini kot v razredéevalcu z dodatkom kombinacije natrijevega
piruvata in katalaze (P = 0,011) takoj po odtajanju ter po 3-urni inkubaciji z dodatkom
natrijevega piruvata (P = 0,005) in kombinacije natrijevega piruvata in katalaze (P = 0,007).
Nekatere do sedaj opravljene raziskave so pokazale negativno korelacijo med odstotkom
semencic z denaturirano DNK in oploditveno sposobnostjo semencic (264, 268). V nasi prvi
raziskavi, v kateri smo primerjali razredéevalec z dodanim detergentom Equex STM® na
kvaliteto ovnovih semendic po tajanju, prav tako nismo ugotovili vpliva detergenta na
integriteto DNK, saj se DFlI med preiskovano in kontrolno skupino ni statisticno znacilno

razlikoval.

S preiskavo Sybr-14/P| prav tako nismo potrdili pozitivhega vpliva natrijevega piruvata

in katalaze na integriteto plazma membrane semencic. Nasprotno smo v nasi raziskavi
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ugotovili nekoliko visji odstotek morbidnih in mrtvih semencic v skupini z dodatkom
natrijevega piruvata ter kombinacije natrijevega piruvata in katalaze po odmrzovanju in
inkubaciji na 37 °C. Pri dolo¢anju PMI s HOST pa smo ugotovili statisti¢no znacilno razliko med
kontrolno skupino in skupino z dodatkom katalaze po 12 in 24 (P < 0,001) urah inkubacije.
Ceprav po 0 (P =0,053) in 6 (P = 0,054) urah statisti¢no znacilne razlike med kontrolno skupino
in skupino z dodatkom katalaze nismo ugotovili, je bila vrednost P precej nizka, kar nakazuje
na morebitno teinjo k pozitivnemu ucinku katalaze na integriteto plazma membrane

semencic.

V primeru hitrosti semencic ter HOST smo v raziskavi v dolo¢enih obdobjih meritev
ugotovili pozitiven vpliv antioksidanta katalaze, vendar bodo za dokonéno potrditev katalaze
kot antioksidanta, ki ima pozitiven vpliv na kakovost zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih
semencic, potrebne $e dodatne raziskave. Ceprav z rezultati nismo v celoti ugotovili statisti¢no
znacilnega vpliva antioksidantov natrijevega piruvata in katalaze, lahko zaklju¢imo, da so bili
vsi parametri v nasi raziskavi, kot so gibljivost, preZivitvena sposobnost, HOST, integriteta DNK,
akrosoma in plazma membrane, v vseh skupinah, vkljuéno s kontrolno skupino
zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic zelo dobri. Iz teh ugotovitev in podatkov iz
literature (216) je mogoce domnevati, da je vkljucitev detergenta Equex STM® v razredcevalec
za zamrzovanje ovnovega semena odgovorna za visoko kakovost zamrznjenih/odmrznjenih
semencic v nasi raziskavi, saj je njegova vkljucitev zagotovila zadostno zascito semencic pred
zamrzovanjem, pri cemer dodatna vkljucitev antioksidantov ne predstavlja koristi. Glede na
ugotovitve, da dodatna vkljuéitev antioksidantov v razredcCevalec za zamrzovanje ovnovih
semencic ni izboljsala kvalitete po tajanju, lahko zaklju¢imo, da so za poskodbe semencic, ki
nastanejo med postopkom zamrzovanja poleg oksidativnega stresa odgovorni tudi drugi
mehanizmi. Zamrzovanje in tajanje semena povzroca razlicne strukturne in funkcionalne
spremembe semencic. Ugotovljeno je bilo, da zaradi stresa semencic med zamrzovanjem
prihaja do prerazporeditve lipidov v plazma membrani humanih semencic, zaradi Cesar
nastanejo vecje poskodbe semencic, kot ¢e so semencice izpostavljene lipidni peroksidaciji
(167). Membrana ovnovih semendic ima veéje molarno razmerje nenasi¢enih/nasi¢enih
mascobnih kislin in manjSe molarno razmerje holesterola/fosfolipidov, zaradi ¢esar med

postopkom zamrzovanja lahko prihaja do vedjih poskodb (42, 43, 44). Poleg tega dodatek
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antioksidantov v zunanji ali znotrajcelicni prostor med postopkom zamrzovanja ovnovim
semencicam morebiti ne zagotovi zadostne zascite pred oksidativnim stresom. Opraviti bi bilo
potrebno dodatne raziskave z razred¢evalcem za zamrzovanje ovnovih semencic, kateremu bi
dodali v maséobah topen antioksidant, ki bi se vkljucil v membrano semencic in tako bolje

zascitil semencice pred Skodljivimi vplivi lipidne peroksidacije.

Umetno osemenjevanje v ovéjereji je lahko dragoceno orodje v genetskih programih za
izboljSanje genetske raznolikosti ter ohranjanje avtohtonih in ogroZenih vrst. Vendar pa
umetno osemenjevanje pri ovcah ni tako razsirjeno, kot je pri drugih domacih Zivalskih vrstah,
predvsem zaradi nizke uspesSnosti oploditve ovac po umetnem osemenjevanju z
zamrznjenimi/odmrznjenimi ovnovimi semencicami (259, 262). Domneva se, da sta glavna
vzroka za nizZjo uspesSnost oploditve pri ovcah po intracervikalni osemenitvi slaba vitalnost
globoko zamrznjenih semencic in specifi¢na zgradba materni¢nega vratu pri ovci. Pomembna
dejavnika, ki vplivata na oploditveno sposobnost semencic po umetni osemenitvi z
zamrznjenim semenom sta kvaliteta in Stevilo semencic, ki preidejo maternicni vrat pri ovci. Z
razvojem novih postopkov zamrzovanja se posku$a zagotoviti ¢imbolj kvalitetno seme,

vzporedno pa poteka tudi razvoj samih tehnik umetnega osemenjevanja.

V tretjem poskusu smo ugotovitve iz prvih dveh poskusov prenesli Se v prakso in
ugotavljali uspesnost osemenitve ovac s konzerviranim semenom, kateremu smo dodali
detergent Equex STM® ter detergent in antioksidant — natrijev piruvat. Ovce smo pred umetno
osemenitvijo sinhronizirali s pomocjo progesteronskih intravaginalnih vlozkov ter jih 48 ur po
odstranitvi vlozkov umetno osemenili s preiskovanimi zamrznjenimi vzorci. Ugotovili smo, da
sta imela preiskovana vzorca semena z vklju¢enim detergentom Equex STM® ter detergentom
in antioksidantom natrijevim piruvatom v razredcevalcu z dodatkom jajénega rumenjaka, v
vseh obdobjih meritev, boljSo skupno gibljivost semencic (P < 0,05) v primerjavi s kontrolno
skupino. Prav tako se je izboljSala tudi progresivna gibljivost semencic po tajanju v obeh

preiskovanih skupinah (P < 0,05) v vseh obdobjih meritev.

Tri tedne po osemenitvi smo opravili UZ kontrolo brejosti in na ta nacin ugotavljali
oploditveno sposobnost semencic v preiskovanih skupinah. NaSe ugotovitve niso potrdile

pri¢akovanj, saj v preiskovani skupini z vklju¢enim detergentom, kot tudi v skupini z vklju¢enim
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detergentom in antioksidantom v razredCevalcu za zamrzovanje semena, nismo dokazali

viSjega odstotka brejih ovac (P > 0,05) v primerjavi s kontrolno skupino.

Na uspesSnost umetne osemenitve vpliva vec razli¢nih dejavnikov (notranjih in zunanjih)
povezanih s samico (ravnanje, sezonski vpliv, oblika spolnih organov itd.), plemenjakom
(sezonski vpliv, kvaliteta semena, konzerviranje semena itd.), kmetijo (pogoji okolja, sanitarni
status itd.) in tudi s samo tehniko (podrocje osemenitve, Stevilo semencic za osemenitev,
osemenjevalec itd.) (285, 286, 287). Holt je z raziskavo ugotovil, da zamrzovanje semena
povzroCi prezgodnjo kapacitacijo semencic pri sesalcih (288). Prezgodnja kapacitacija
zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencdic in specifi¢na zgradba materni¢nega vratu pri ovci
sta lahko vzroka, da so bili v raziskavah, kjer so opravili Al pri ovcah z laparoskopskim
intrauterinim postopkom (50, 51), dosezZeni boljsi rezultati v primerjavi z intracervikalnim
postopkom (289). Maternicni vrat ovce je dolg, vlaknast in cevasto zavit organ (290).
Povprecna dolzina kanala materni¢nega vratu meri 6,7 cm in vsebuje priblizno Sest ventralno
postavljenih lijakastih obrocev (290). Drugi raziskovalci so porocali o podobnih ugotovitvah
(291, 292). Znotraj in med pasmami ovac obstajajo razlike v kompleksnosti cervikalnih
obrocev, lumna, dolZini in anatomski povezavi s telesom maternice in vagino. Uspesna
vstavitev katetra za osemenjevanje skozi materni¢ni vrat je izredno tezavna zaradi
zapletenega kanala in majhnega premera cervikalnih obrocev (293). Poleg tega cervikalni
obroci niso vedno koncentri¢no razporejeni (294). Drugi in tretji cervikalni obro¢ sta v
primerjavi s prvim obro¢em zamaknjena, zato je vstavitev katetra za osemenjevanje skozi
drugi cervikalni obroc zelo tezka in se redko doseze. Nekateri avtorji poroc¢ajo, da se pri globoki
intracervikalni osemenitvi izboljSajo rezultati oploditve pri ovcah (295, 296, 297). Pri nekaterih
pasmah ovac pa je transcervikalna pasaZza s katetrom za osemenjevanje mogoca (298), kar
nakazuje na pomembnost genetskih dejavnikov. Obstaja velika variabilnost v obliki
materni¢nega vratu med ovcami, zaradi Cesar je tezko oblikovati standardni osemenjevalni
kateter za to vrsto (299). Pri razlicnih vrstah ovac so bili po Al dosezZeni razli¢ni rezultati
uspesnosti osemenitve (287), kar je lahko v povezavi z razli¢nimi znacilnostmi maternicnega
vratu (296). Nizko uspesnost oploditve z zamrznjenim/odmrznjenim semenom po
intracervikalnem postopku so ugotovili tudi v primerih, kjer so izvedli indukcijo estrusa (36).

Predhodna indukcija in sinhronizacija estrusa ima lahko negativen vpliv na plodnost (299). V
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raziskavi, v kateri so izvedli Al pri ovcah v naravni pojatvi, so imeli 72 % uspesSnost osemenitve
z zamrznjenim/odmrznjenim ovnovim semenom (298). Najpomembnejsi faktorji, ki vplivajo
na uspesnost osemenitve po intracervikalnem postopku, so: vrsta semena (sveZe, ohlajeno,
zamrznjeno), oblika pojatve (naravna, inducirana) in globina, ki jo ob osemenjevanju

doseZzemo (296).

Za doseganje boljsSih uspehov na podro¢ju oploditve ovac, osemenjenih po
intracervikalnem postopku, bi bilo potrebno poleg razvoja postopkov za pridobitev kvalitetno
zamrznjenega ovnovega semena povecati tudi Stevilo semencic, potrebnih v dozi za

osemenitev, ter izbolj$ati tehniko osemenjevanja.

Pri vseh vrstah se kljub izbiri optimalnega protokola zmrzovanja in tajanja izgubi 40-50
% semencic (39, 40). Zamrznjene/odmrznjene ovnove semencice imajo visok odstotek gibljivih
semencic (40-60 %), vendar je le 20—30 % semencic morfolosko in funkcionalno normalnih.
Znano je, da so semencice lahko gibljive, ¢e pa so kakorkoli poskodovane, so slabse
oploditveno sposobne (37). Ovnove semencice so med postopkom zamrzovanja izpostavljene
ultrastrukturnim, biokemic¢nim in posledi¢no funkcionalnim spremembam, kar vodi do izgube
prezivitvene sposobnosti in gibljivosti (47). Zamrzovanje semencic povzroci motnje v
integriteti membrane z ultrastrukturnimi spremembami , zaradi Cesar se sproZi prezgodnje
dozorevanje, poveca se Stevilo kapacitiranih semencic in semendic z aktiviranimi akrosomi
(124, 138). Vse te spremembe Skodljivo vplivajo na semencice in so povezane z izgubo
oploditvene sposobnosti (138). Z odstranjevanjem odmrlih in poskodovanih semencic iz
ejakulata se Zivim semencéicam omogoci daljSo preZivitveno sposobnost. Mrtve in
poskodovane semencice predstavljajo vir RKS, ki imajo Skodljiv vpliv na gibljivost in
prezivitveno sposobnost semencic (14), Skodljivo pa vplivajo tudi na integriteto membrane
semencic (15) in na integriteto DNK (16). Z razvojem novih postopkov za konzerviranje
semena, s katerimi se poskusa dosedi viSjo kakovost semena za umetno osemenjevanje, bi

lahko pripomogli k izboljSanju uspesnosti oploditve (259).

V Cetrtem poskusu smo ugotavljali vpliv postopka SLC skozi enoslojni vrstno specifi¢ni
koloid na kakovost globoko zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic. Ugotavljali smo vpliv
SLC na gibljivost, prezivitveno sposobnost, integriteto plazma membrane in integriteto DNK

zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic, pridobljenih z elektroejakulacijo (v nadaljevanju
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seme), ter semencic pridobljenih ob rutinski kastraciji s prepiranjem repov nadmodkov (v
nadaljevanju nadmodkovo seme). Glavni namen postopka SLC je locitev gibljivih in vitalnih
semencic od negibljivih, nezrelih in iztroSenih semencic (239). Z razli¢nimi analizami smo
potrdili, da je postopek SLC primeren tudi za loevanje ovnovih semencic. S postopkom SLC se
odstranijo ne le poSkodovane semencice, temvec tudi semenska plazma, kar lahko pomembno
vpliva na izboljsanje prezivitvene in oploditvene sposobnosti semencic. Semenska plazma je
koristna za delovanje semencic, vendar ima Skodljiv vpliv na njihovo preZivetje. Semenska
plazma vsebuje Stevilne dejavnike, ki pomagajo ohranjati delovanje semencic (300) pa tudi
dejavnike (301), ki zmanjSujejo gibljivost semencic, in reaktivne kisikove spojine (RKS), ki so
Skodljive za prezivetje semencic (302). Humane semencice so visoko oploditveno sposobne,
¢e se s pomocjo separacijskih postopkov odstranijo iz semenske plazme (228). Maxwell s sod.
(303) pa je ugotovil nasprotno, da odstranitev semenske plazme lahko spremeni beljakovine
na povrsini semencic, kar destabilizira membrane in sledi prezgodnja kapacitacija semencic, s
C¢imer se zmanjsa njihova oploditvena sposobnost. V nasi raziskavi je imela odstranitev
semenske plazme, skupaj s toksi¢nimi produkti in poSkodovanimi semencicami, pozitiven
ucinek na kakovost zamrznjenih/odmrznjenih semencic. Mrtve in poskodovane semencice v
vzorcu semena prav tako negativno vplivajo na morfolosko normalne in vitalne semencice.
Predstavljajo vir RKS, ki imajo Skodljiv vpliv na gibljivost in preZivitveno sposobnost semencic
(14). Z raziskavo so dokazali, da nezrele humane semencice proizvajajo vec RKS kot zrele in da
RKS lahko poskodujejo normalne zrele semencice (304). S postopkom centrifugiranja skozi
koloid se selekcionira zrele semencice (305). V nasi raziskavi smo v preiskovani skupini po
tajanju in opravljenem SLC postopku ugotovili boljSo integriteto plazma membrane, akrosoma
in DNK. Razlog teh izboljSav v nasi raziskavi je verjetno posledica odstranitve virov RKS s
postopkom SLC. Prav tako smo v preiskovanih vzorcih semena v primerjavi s kontrolnimi vzorci
semena ugotovili statisticno znacilno boljSo skupno gibljivost po 0, 6, 12 (P < 0,001) in 24 urah
(P =0,031) in prezivitveno sposobnost semencic (P < 0,001) v vseh stirih ¢asovnih obdobjih
meritev po tajanju in opravljenem SLC postopku. To ugotovitev so potrdili tudi drugi
raziskovalci, kjer se je po SLC postopku prav tako izboljSala kakovost semena pri razli¢nih
Zivalskih vrstah (248, 250, 256). BoljSo skupno gibljivost po 0, 6, 12 (P < 0,05) urah in
prezivitveno sposobnost semencic (P < 0,05) v vseh Stirih ¢asovnih obdobjih meritev po tajanju

in opravljenem SLC postopku smo ugotovili tudi v nadmodkovem semenu, razen v primeru
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skupne gibljivosti semencic po 24 urah (P = 0,345). V raziskavi smo po tajanju in opravljenem
SLC postopku v preiskovani skupini semena v primerjavi s kontrolno skupino ugotovili
statisti¢no znacilno vecje hitrosti semencic v primeru VAP semencic po 0in 12 (P < 0,05), VCL
po 0 (P =0,019) in VSL po 0, 6 in 12 (P < 0,001) urah. V primeru VAP semencic po 6 urah
statisticno znacilno vecje hitrosti semencic nismo dokazali, po 24 urah pa je bila hitrost
semencic v preiskovani skupini semena celo nizja glede na kontrolne vzorce semena. VCL
semencic v preiskovani skupini semena po 0, 6 in 12 urah je bila prav tako niZja v primerjavi s
kontrolnimi vzorci. V primeru VSL v preiskovanih vzorcih semena v primerjavi s kontrolno
skupino po 24 urah statisticno znacilno vecje hitrosti semencic nismo ugotovili. Statisti¢no
znacilno vecje hitrosti semencic po tajanju in opravljenem SLC postopku smo ugotovili tudi v
nadmodkovem semenu v primeru VAP semencic po 0, 6 in 12 (P < 0,05), VCL semencic po 0 in
6 (P<0,05)inVSLpo 0,6in 12 (P < 0,05) urah. V ostalih ¢asovnih obdobjih meritev, pa hitrosti
semencic v nadmodkovem semenu niso bile statisticno znacilno visje ali so bile v primerjavi s
kontrolnimi vzorci celo niZje. V raziskavi, v kateri so ugotavljali vpliv antioksidantov in ¢asa
ekvilibracije pred zamrzovanjem na zamrznjene/odmrznjene ovnove semencice, so prav tako
ugotovili niZje vrednosti za VAP, VCL in VSL (201), kar je v nasprotju z ugotovitvami drugih
avtorjev (120, 250, 306). VAP in VSL semencic sta v pozitivni korelaciji s Stevilom semencic, ki
jim uspe penetrirati v jajcno celico (307). VSL je pokazatelj premocrtnega napredovanja
semencic in VAP napoveduje kapacitacijo semencic (307). V raziskavi nismo ugotovili
neposredne povezave z dobljenimi rezultati za VAP, VCL in VSL ter vplivom na kvaliteto
ovnovih semencic po tajanju. S SLC postopkom smo ugotovili izboljSave na podrocju kakovosti
ovnovih semencic, vendar bi bilo potrebno za oceno oploditvene sposobnosti semencic
opraviti Se dodatne preiskave, saj se je izkazalo, da parametri hitrosti niso bili statisti¢no
znacilno boljsi oz. so bili slabsi od kontrolne skupine vzorcev v vseh ¢asovnih obdobjih meritev,
ampak Sele po daljSi inkubaciji. Z uporabo SLC postopka je mogoce selekcionirati visok
odstotek semencic z normalno morfologijo. Morfologija je pomemben dejavnik, ki vpliva na
kakovost semena (226). V raziskavi smo v preiskovani skupini vzorcev semena ugotovili visji
delez semencic z intaktnimi akrosomi (P < 0,001) in morfoloSko normalnih semencic (P <0,001)
po tajanju in SLC postopku v vseh stirih ¢asovnih obdobjih meritev v primerjavi s kontrolno
skupino. Podobne ugotovitve, povezane z integriteto akrosomov, so potrdili v raziskavi na

pasjih zamrznjenih/odmrznjenih semencicah (256). Podobno statisticno znacilno nizji
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odstotek morfoloskih sprememb akrosoma (P = 0,028), z izjemo 6-urne inkubacije (P = 0,075)
ter skupnih morfoloskih sprememb semencic (P = 0,028) v stirih ¢asovnih obdobjih meritev po
tajanju, opravljenem SLC postopku, smo ugotovili tudi v nadmodkovem semenu. Pri dolo¢anju
PMI s HOST smo po tajanju in SLC postopku prav tako ugotovili statisti¢no znacilno razliko med
kontrolno skupino in preiskovano skupino vzorcev semena (P < 0,001) ter nadmodkovim
semenom (P = 0,028) v vseh Stirih ¢asovnih obdobjih meritev. V prejsnjih raziskavah se je
pokazalo, da je DGC postopek prav tako uporabna metoda za selekcioniranje ovnovih
semencic. Po kon¢anem postopku se je kakovost semencic bistveno izboljsala, z izjemo DFI %,
ki se je v selekcioniranih vzorcih povecal (245). Podobne rezultate sta ugotovila tudi Stevanato
s sod. (308) v svezem humanem semenu z uporabo DGC in Pichardo s sod. (309) v ovhovem
semenu z uporabo "swim up" postopka. To je v nasprotju z naso raziskavo, kjer je postopek
SLC povzrocil znatno zmanjsanje vrednosti DFI v preiskovani skupini vzorcev semena takoj po
tajanju (P < 0,001) in po treh urah (P = 0,007) inkubacije na 37 °C v primerjavi s kontrolnimi
vzorci. Menimo, da je ta razlika posledica SLC postopka, ki predstavlja boljSo izbiro za
selekcioniranje semencic z normalno DNK v primerjavi z DGC. S postopkom SLC smo s SYBR-
14/PI/PNA analizo ob uporabi pretocne citometrije v preiskovanih vzorcih semena takoj po
tajanju in SLC postopku ugotovili visji odstotek zivih ovnovih semencic z intaktnimi akrosomi
(P < 0,001) in niZji odstotek morbidnih (P = 0,003) in mrtvih (P < 0,001) ovnovih semencic v
primerjavi s kontrolno skupino. NiZji odstotek mrtvih ovnovih semencic s poskodovanimi
akrosomi je rezultat pozitivne selekcije Zivih semencic z intaktnimi akrosomi, ki smo ga dosegli
s postopkom SLC. Le odstotek Zivih semencic z aktiviranimi akrosomi (P = 0,095) v preiskovanih
vzorcih takoj po tajanju in SLC postopku se ni bistveno znizal v primerjavi s kontrolnimi vzorci.
Glavni razlog za takSen rezultat je verjetnost, da je bil odstotek semencéic z aktiviranimi
akrosomi v vzorcu semena Ze tako nizek, da bi se tezko bistveno izboljsal. S SYBR-14/PI/PNA
analizo smo takoj po tajanju in SLC postopku tudi v nadmodkovem semenu ugotovili visji
odstotek Zivih ovnovih semencic (P = 0,046) ter niZji odstotek morbidnih (P = 0,028) ovnovih
semencic v primerjavi s kontrolno skupino. Vendar pa statisti¢cno znacilne razlike v
nadmodkovem semenu v primerjavi s kontrolnimi vzorci v odstotku zivih semencic z intaktnimi
akrosomi (P =0,075), Zivih semencic s poskodovanimi akrosomi (P = 0,173) ter mrtvih semencic

s poskodovanimi akrosomi (P = 0,600) nismo ugotovili.
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V raziskavi smo ugotavljali vpliv SLC postopka na kakovost zamrznjenih/odmrznjenih
ovnovih semencic, pridobljenih z elektroejakulacijo, ter semencic, pridobljenih ob rutinski
kastraciji s prepiranjem repov nadmodkov ter ugotovili nekoliko boljse rezultate za semencice,
pridobljene s pomocjo elektroejakulacije. Ta spoznanja nas pripeljejo do ugotovitve, da so
ovnove semencice, pridobljene s prepiranjem repov nadmodkov, nekoliko slabse odporne na
procese hlajenja, zamrzovanja in tajanja, saj ob ejakulaciji semencice potujejo skozi nadmodek
in pride do redcenja z izloCki akcesornih spolnih Zlez, pri ¢emer prihaja do stabilizacije

membrane semencice ter njene dokonéne dozoritve.

Sklepamo lahko, da SLC postopek za pripravo zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih
semencic ponuja ucinkovito metodo za izboljSanje preZivitvene sposobnosti ovnovih
semencic. S postopkom SLC bomo lahko zagotovili boljSo kakovost zamrznjenih/odmrznjenih
ovnovih semencic, kar pomeni boljSo gibljivost, preZivitveno sposobnost, integriteto
membrane in DNK. Vendar lahko kljub temu, da bi bile za oceno oploditvene sposobnosti
semencic po SLC postopku potrebne Se nadaljnje preiskave, zaklju¢imo, da so vse izboljSave

na podrocju kakovosti ovnovih semencic predpogoj za boljSo oploditveno sposobnost.
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6 SKLEPI

= VkljuCitev detergenta Equex STM® v razredCevalec za zamrzovanje ovnovega semena
z dodatkom jajénega rumenjaka ima pozitiven vpliv na kvaliteto
zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena.

= V vseh stirih ¢asovnih obdobjih se v skupini z dodanim detergentom Equex STM®
izboljSa skupna gibljivost semencic, integriteta plazma membrane in preZivitvena
sposobnost ovnovih semencdic.

= Vklju¢en detergent Equex STM® v razredCevalec za zamrzovanje ovnovega semena
zasCiti semencice med postopkom zamrzovanja in tajanja.

=V skupini z vklju¢enim detergentom Equex STM® se izboljsa hitrost ovnovih semencic
v primeru povprecne hitrosti krivulje gibanja semencic (VAP), hitrosti krivulje gibanja
semencic (VCL) in hitrosti gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke
(VSL).

= Antioksidanta natrijev piruvat, katalaza ter njuna kombinacija, vklju¢ena v
razredcevalec za zamrzovanje semena, nista izboljsala kvalitete
zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena po tajanju in inkubaciji na 37 °C.

= Stevilni parametri, kot so skupna gibljivost, preZivitvena sposobnost, integriteta DNK,
akrosoma in plazma membrane zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic so,
navkljub vsemu, v vseh skupinah zelo dobri.

= Sklepamo, da je vkljucitev detergenta Equex STM® v razredcevalec za zamrzovanje
ovnovega semena odgovorna za visoko kakovost zamrznjenih/odmrznjenih semencic,
saj je njegova vkljulitev zagotovila zadostno zascito semencic pred zamrzovanjem, pri
¢emer dodatna vkljucitev antioksidantov ne predstavlja koristi.

* Pri ovcah, osemenjenih s semenom z dodatkom detergenta Equex STM® ter
detergenta in antioksidanta natrijevega piruvata, se izboljSa skupna gibljivost in
progresivna gibljivost semendic, vendar viSjega odstotka brejosti nismo potrdili.

= Sklepamo, da bi bilo za doseganje boljsih uspehov na podrocju oploditve ovac,
osemenjenih po intracervikalnem postopku potrebno poleg razvoja postopkov za
pridobitev kvalitetno zamrznjenega ovnovega semena povecati tudi Stevilo semencic,

potrebnih v dozi za osemeniteyv, ter izboljsati tehniko osemenjevanja.
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Globoko zamrznjene/odmrznjene ovnove semencice, pridobljene z elektroejakulacijo
ter s prepiranjem repov nadmodkov, ki smo jih po tajanju izpostavili SLC postopku, so
imele v ¢asu 0, 6, 12 in 24 ur po tajanju in inkubaciji na 37 °C boljSo skupno gibljivost,
prezivitveno sposobnost, integriteto plazma membrane in DNK.

Sklepamo, da smo s postopkom SLC odstranili negibljive, nezrele, iztroSene semencice
in ostale vire RKS, ki poSkodujejo semencdice ter vplivajo na preZivitveno sposobnost in
njihovo funkcionalnost.

Ugotovili smo nekoliko boljSe parametre za semencice, pridobljene s pomocjo
elektroejakulacije, iz c¢esar sklepamo, da so ovnove semencice, pridobljene s
prepiranjem repov nadmodkov, nekoliko slabSe odporne na procese hlajenja,
zamrzovanja in tajanja.

SLC postopek za pripravo zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic ponuja
ucinkovito metodo za izboljSanje prezivitvene sposobnosti ovnovih semendic. S
postopkom SLC lahko zagotovimo boljSo kakovost zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih
semencic, kar pomeni boljSo gibljivost, prezZivitveno sposobnost, integriteto
membrane in DNK.

Potrdili smo hipotezi, da imata dodani detergent ter enoslojno centrifugiranje skozi
vrstno specificni  koloid pozitiven vpliv na vitalnost in stabilnost DNK
zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencdic.

Pozitivnega vpliva na vitalnost, oploditveno sposobnost in stabilnost DNK
zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic nismo ugotovili v primeru dodanih
antioksidantov natrijevega piruvata, katalaze ter njune kombinacije in s tem nismo

potrdili hipoteze.
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7 POVZETEK

Globoko zamrzovanje semena v teko¢em dusiku omogoca dolgotrajno konzerviranje in
skladis¢enje oploditveno sposobnih semencic, vendar pa proces vkljuuje ve¢ stopenj, pri
katerih lahko pride do poskodb semencic, pri tem pa se zmanjSa njihova kvaliteta in
oploditvena sposobnost. Velik problem pri konzerviranju semena predstavljajo nenasi¢ene
mascobne kisline v membrani semencic, ki so med postopkom konzerviranja podvriene
oksidaciji. Membrana ovnovih semencic ima vecji odstotek nenasicenih mascobnih kislin in
manjso koli¢ino fosfolipidov, zaradi ¢esar med postopkom zamrzovanja prihaja do vecjih
poskodb. Ovce se lahko umetno osemenjuje bodisi intrauterino ali intracervikalno, pri ¢emer
je po intracervikalnem postopku z zamrznjenim/odmrznjenim semenom uspesnost oploditve
relativno nizka. Glavna vzroka za niZjo plodnost pri ovcah po intracervikalni osemenitvi sta
slaba vitalnost globoko zamrznjenih ovnovih semencdic in specificna zgradba materni¢nega

vratu pri ovci.

Namen raziskave je bil ugotoviti vpliv antioksidantov natrijevega piruvata in katalaze,
detergenta Equex STM® in enoslojnega centrifugiranja skozi vrstno specifi¢ni koloid na
vitalnost, oploditveno sposobnost in stabilnost plazma membrane in  DNK

zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic.

V in vitro poskuse smo vkljuili po Sest ovnov jezersko-soléavske pasme, oplemenitenih
z romanovsko ovco. V poskus oploditvene sposbnosti pa so bili vklju€eni trije ovni in sto
osemdeset ovac avtohtone pasme istrska pramenka. Ovni so bili nastanjeni na Kliniki za
reprodukcijo in konje, Veterinarske fakultete v Ljubljani, kjer smo opravljali tudi zamrzovanje
semena. Umetno osemenjevanje pa smo opravili na ovcah, ki so se nahajale na Centru za
sonaravno rekultiviranje Vremscica, Veterinarske fakultete v Ljubljani. V prvi poskus smo
vkljucili 6 ejakulatov Sestih ovnov, v drugi poskus 7 ejakulatov Sestih ovnov, v tretji poskus 6
ejakulatov treh ovnov ter 180 ovac in v Cetrti poskus 6 ejakulatov ter seme, odvzeto s
prepiranjem nadmodkovih vodov Sestih ovnov. Izbrali smo ovne z razlicho koncentracijo
ejakulata ter progresivno gibljivostjo semencic 60 odstotkov in ve€. Po konéanih analizah smo
ejakulate razredCili in zamrznili po standardnem dvostopenjskem postopku s TRIS

razredéevalcem z dodatkom jajénega rumenjaka.
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V prvem poskusu smo ugotavljali vpliv dodanega detergenta Equex STM® na kvaliteto
globoko zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena. V drugem poskusu smo uporabili
rezultate iz prvega poskusa, poskus pa nadaljevali s preiskavo vpliva dveh antioksidantov
natrijevega piruvata in katalaze na kvaliteto odmrznjenega ovnovega semena. V tretjem
poskusu smo ugotovitve iz prvih dveh poskusov prenesli Se v prakso in ugotavljali uspeSnost
osemenitve ovac s konzerviranim semenom, ki smo mu dodali detergent Equex STM® in
antioksidant natrijev piruvat. V cetrtem poskusu smo ugotavljali vpliv enoslojnega
centrifugiranja skozi vrstno specifi¢ni koloid (Androcoll™ — O; v postopku pridobitve patenta,

J. M. Morrell) na kvaliteto globoko zamrznjenega/odmrznjenega ovnovega semena.

Po tajanju in inkubaciji semena v vodni kopeli na 37 °C smo v ¢asu 10 minut, 6, 12 in 24
ur na vzorcih opravili racunalnisko analizo gibljivosti in koncentracije semena, test na
prezivitveno sposobnost semencic (Viadent®), s pomocjo fazno-kontrastnega mikroskopa smo
opravili HOST ter dolocili morfoloSke spremembe semencic. Ugotavljanje integritete DNK in
plazma membrane semencic smo opravili s pomocjo pretocne citometrije ob uporabi testa
SCSA™ v &asu 10 minut in tri ure ter SYBR-14/PI test v ¢asu 15 minut in tri ure po tajanju in
inkubaciji na 37 °C. V Cetrtem poskusu pa smo SYBR-14/PI test dopolnili Se s testom PNA. V
tretjem poskusu smo pri 180 ovcah izvedli sinhronizacijo estrusa s pomocjo CIDR® —
progesteronskih intravaginalnih vloZzkov. Intracervikalno umetno osemenitev s preiskovanimi
zamrznjenimi vzorci smo opravili 48 ur po odstranitvi CIDR® ter po treh tednih opravili Se UZ

kontrolo brejosti.

Ugotovili smo, da je imela vkljucitev detergenta Equex STM® v TRIS razredcevalec z
dodatkom jajénega rumenjaka, ugoden ucinek na kakovost zamrznjenega/odmrznjenega
ovnovega semena. lzboljsala se je skupna gibljivost semencdic, hitrost semencic, integriteta
plazma membrane in prezivitvena sposobnost semencic po tajanju. V skupini z vklju¢enim
detergentom Equex STM® smo ugotovili tudi nizji odstotek morfoloskih sprememb akrosoma
ter skupnih morfolodkih sprememb semencic. Ceprav dodatek detergenta ni imel vpliva na
integriteto DNK, je stopnja denaturacije DNK v obliki DFI v naSi raziskavi izredno nizka.
Rezultati nase raziskave kazejo, da vkljucitev detergenta Equex STM® v razredcevalec za

zamrzovanje ovnovega semena zas¢iti semencice med postopkom zamrzovanja in tajanja.

Po vkljucitvi antioksidantov, natrijevega piruvata in katalaze v razredlevalec za

zamrzovanje semena nismo ugotovili vpliva na gibljivost, morfoloSke spremembe akrosoma
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ter SMN, hitrost in prezZivitveno sposobnost ovnovih semencic. Antioksidanta natrijev piruvat
in katalaza prav tako nista imela vpliva na integriteto DNK in plazma membrane ovnovih
semencic. Ceprav z rezultati nismo potrdili vpliva antioksidantov natrijevega piruvata in
katalaze na kvaliteto semencic, lahko zaklju¢imo, da so bili vsi parametri v nasi raziskavi, kot
so gibljivost, prezivitvena sposobnost, HOST, integriteta DNK, akrosoma in plazma membrane
zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semencic, zelo dobri. Sklepamo, da vkljuditev detergenta
Equex STM® v razredéevalec za zamrzovanje ovnovega semena zagotovi zadostno zascito
semencic pred zamrzovanjem, pri ¢emer dodatna vkljuéitev antioksidantov ne predstavlja

koristi.

V poskusu, v katerem smo ovce osemenili intracervikalno s semenom, ki je vseboval
detergent Equex STM® oz. detergent in antioksidant natrijev piruvat, nismo potrdili vpliva na
brejost ovac. Na uspesnost umetne osemenitve ovac vpliva vec razli¢nih dejavnikov, zato bi
bilo potrebno v prihodnje poleg razvoja postopkov za pridobitev kvalitetno zamrznjenega
ovnovega semena povecati tudi Stevilo semencic, potrebnih v dozi za osemenitev ter izboljsati

tehniko osemenjevanja.

Potrdili smo, da SLC ugodno vpliva na kakovost globoko zamrznjenih/odmrznjenih
ovnovih semencic. Izboljsala se je skupna gibljivost, prezivitvena sposobnost, integriteta
plazma membrane in integriteta DNK zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih semendic,
pridobljenih z elektroejakulacijo, ter semendic, pridobljenih ob rutinski kastraciji s prepiranjem
repov nadmodkov. Ovnove semencice, pridobljene s prepiranjem repov nadmodkov, so
nekoliko slabSe odporne na procese hlajenja, zamrzovanja in tajanja, saj ob ejakulaciji
semencice potujejo skozi nadmodek, poleg tega pa se razredcijo z izlockom akcesornih spolnih
Zlez, pri cemer prihaja do stabilizacije membrane semencice ter njene dokonéne dozoritve. S
postopkom SLC lahko zagotovimo boljSo kakovost zamrznjenih/odmrznjenih ovnovih
semencic, kar pomeni boljSo gibljivost, prezivitveno sposobnost, integriteto membrane in

DNK.

Zaklju¢imo lahko, da smo z razli¢nimi izboljSavami razredc¢evalcev in postopkov obdelave
semena zagotovili kvalitetnejSe seme, vendar pa kljub temu nismo bili uspesni pri dvigu

oploditvene sposobnosti po intracervikalni osemenitvi ovac.
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8 SUMMARY

Deep freezing of the semen in liquid nitrogen enables a longterm preservation and storage
of viable spermatozoa with good fertilizing ability. Freezing of the semen involves several stages
which are harmful to spermatozoa and reduce their quality and fertilizing capacity.
Polyunsaturated fatty acids in the membranes of spermatozoa, which are exposed to lipid
peroxidation during the freezing and thawing process, are believed to be one of the main reasons
for reduced fertility. The membrane of ram spermatozoa has a higher percentage of unsaturated
fatty acids and a small amount of phospholipids and thus is believed to be the reason for major
damage occurring during freezing process. Ewes can be inseminated either intracervically or via
intrauterine. A low fertility rate after intracervical insemination in sheep caused the development
of different techniques to overcome this obstacle. It is believed that the main reasons for lower
fertility in ewes after intracervical insemination are poor viability of F/T spermatozoa and the

specific structure of the ewe’s cervix.

The purpose of the research was to establish the effect of antioxidants catalase and sodium
pyruvate, detergent Equex STM® and SLC procedure through a species specific colloid on vitality,

fertilizing ability and stability of the plasma membrane and DNA of F/T ram spermatozoa.

In the in vitro experiments we included six rams of Jezersko—Solcava breed processed with
the Romanov breed. The experiment in connection with fertilizing ability included three rams and
a hundred and eighty ewes of autochthonous Istrian pramenka breed. The rams were housed at
the Clinic for Reproduction and Horses, Veterinary Faculty, University of Ljubljana, where we also
performed the freezing of semen. Artificial insemination of ewes was performed at the Centre for
Sustainable Recultivation Vremscica, Veterinary Faculty, University of Ljubljana, where the
animals were also housed. In the first experiment we included 6 ejaculates of six rams; in the
second experiment 7 ejaculates of six rams; in the third experiment 6 ejaculates of three rams and
180 ewes; and in the fourth experiment 6 ejaculates and epididymal semen of six rams. Ejaculates
with different concentrations and ejaculates with at least 60 % progressively motile sperm were
used in experiment. After completing the analysis, ejaculates were frozen according to the

standard procedure after two step dilution with TRIS egg yolk based extender.

In the first experiment we examined the effect of detergent Equex STM® in freezing media

on the quality of F/T ram spermatozoa. In the second experiment we applyed the results from the
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first experiment and further examined the effect of antioxidants sodium pyruvate and catalase on
post thaw quality of ram spermatozoa. In the third experiment findings from the first two were
transmitted in practice and evaluated the ewe insemination effectiveness with cryopreserved
semen with addition of detergent Equex STM® and antioxidant sodium pyruvate. In the fourth
experiment, we examined the effect of SLC through a species specific colloid (Androcoll™ — O, in

the process of obtaining a patent, JM Morrell) on the quality of F/T ram spermatozoa.

After the semen was thawed and incubate in a water bath at 37 ° C for 10 min, 6 h, 12 h and
24 hours, we performed the computer assisted analysis of motility, concentration and viability of
spermatozoa (Viadent®). By using a phase contrast microscope we performed HOST and defined
MAS. Determination of the integrity of DNA and plasma membrane of spermatozoa were
performed by flow cytometry using an SCSA™ assay after 10 minutes and three hours and the
SYBR-14/PI test after 15 minutes and three hours after thawing and incubation at 37 °C. In the last
experiment we sustained the SYBR-14/Pl test with test PNA. In the third experiment
synchronization of oestrus in 180 ewes was performed using CIDR® - intravaginal progesterone
inserts. Intracervical artificial insemination with frozen ram semen was performed 48 hours after

the CIDR® removal and after three weeks the UZ control of pregnancy was completed.

We established that the addition of the detergent Equex STM® in TRIS egg yolk base
extender has a beneficial effect on the quality of F/T ram spermatozoa. The total motility, velocity,
plasma membrane integrity and viability of spermatozoa were improved post thawing. We also
established a lower percentage of spermatozoa with abnormal acrosomes and MAS in group with
addition of detergent Equex STM®. Although the addition of detergent had no effect on the
integrity of DNA, the denaturation of DNA in the form of DFI in our research was very low. The
results indicate that the addition of detergent Equex STM® in extender for freezing ram semen

protects spermatozoa during the freezing and thawing process.

Addition of antioxidants, sodium pyruvate and catalase in freezing extender had no effect
on total motility, a lower percentage of spermatozoa with abnormal acrosomes and MAS, velocity
and viability of ram spermatozoa. Antioxidants, sodium pyruvate and catalase also had no effect
on the integrity of DNA and plasma membrane of ram spermatozoa. Although the results did not
confirm the impact of antioxidants sodium pyruvate and catalase on the quality of spermatozoa,
it can be concluded that all the parameters in our research, such as motility, viability, HOST, DNA,

acrosome and plasma membrane integrity of F/T ram spermatozoa were very good. We concluded
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that the addition of detergent Equex STM® in freezing extender for ram semen ensure adequate
protection of spermatozoa before freezing, where the additional inclusion of antioxidants has no

benefit.

In the experiment in which we performed intracervical insemination of ewes with semen
containing the detergent Equex STM®, detergent and antioxidant sodium pyruvate, we could not
confirm the effect on pregnancy rate. Several factors influence efficient artificial insemination of
ewes; hence, in the future it would be necessary to allow more time for developing new methods
to obtain a better quality of frozen ram spermatozoa; increase the number of spermatozoa

required for insemination dose and improve techniques of artificial insemination.

The SLC procedure has a beneficial effect on the quality of F/T ram spermatozoa. We
determined improvement of total motility, viability, plasma membrane and DNA integrity of F/T
ram spermatozoa acquisition by electroejaculation and during a routine castration by flushing the
cauda epididymis. Ram spermatozoa gained by flushing the cauda epididymis are somewhat less
resistant to the cooling, freezing and thawing process. Within the ejaculation spermatozoa travel
through epididymis, where the dilution with extract from accesory sex glands is performed. This
provides stabilization of the spermatozoa membrane and its final maturation. The SLC procedure
can provide the best quality of F/T ram spermatozoa, with better motility, viability, membrane

and DNA integrity.

We can conclude that different modification of extenders and semen procedures caused the
improvement of the quality of frozen/thawed ram semen. However, we were not able to improve

the fertilizing capacty of frozen/thawed ram semen after intracevical insemination.
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11 PRILOGE

11.1 KEMIKALUE IN MATERIALI

V raziskavi smo uporabljali kemikalije proizvajalca Merck, Darmstadt, Nemcija; glicerol
proizvajalca Kemika, Zagreb, Hrvatska; detergent Equex STM® proizvajalca Nova Chemical
Sales Inc., Scituate, MA, ZDA; katalazo in natrijev piruvat proizvajalca Sigma-Aldrich Chemical
Co., St Louis, MO, ZDA; barvilo VIADENT proizvajalca Hamilton Thorne Biosciences, Beverly,
MA; barvilo AO chromatographically purified No 04539 in C.l. 46005, very high purity, No
04539 proizvajalca, Polysciences Inc., Warrington, PA, ZDA in Polysciences Europe GmbH,
Eppelheim, Nemdija; LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, L7011 proizvajalca Invitrogen™,
Molecular Probes Inc., Eugene, OR, ZDA; barvilo PNA - Alexa Fluor® 647, L-32460 proizvajalca
Molecular Probes Inc., Life Technologies GmbH, Darmstadt, Nemcija in DMSO proizvajalca
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Nemcija. Za sinhronizacijo estrusa pri ovcah smo
uporabili intravaginalne progesteronske vlozke CIDR® proizvajalca EAZI-BREED™ CIDR®,
InterAg, Hamilton, New Zealand in hormon eCG Folligon®, Intervet International B.V.,

Boxmeer, Holland.
11.2 SESTAVA RAZTOPIN

= Osnovni TRIS razredcevalec: 263 mM tris-(hidroksimetil)-aminometan, 85 mM citronska
kislina, 73 mM fruktoza: 340 mOsm, pH 7,0

=  Razredcéevalec 1 — TRIS razredéevalec z dodatkom jajénega rumenjaka: enaka sestava kot
osnovni TRIS razredCevalec, z razliko, da vsebuje 20 % jajénega rumenjaka

= Razredcevalec 2: enaka sestava kot razredcevalec 1, z razliko, da vsebuje krioprotektant —
glicerol (14 %)

=  Formalinska raztopina: 125 mL 35 % formalin, 0,5 g NaHCO3, 10 g NaCl in destilirana voda
do 1000 mL

=  Raztopina po Giemsi: 17,1 mL Giemsa barvila®, 8,4 mL Soerensenovega fosfatnega pufra,
pH 7,0, 150 mL destilirane vode

= Hipoozmotska raztopina: 13,51 g fruktoze, 7,35 g natrijevega citrata-dihidrata in

destilirane vode do 1000 mL (100 mOsm/L)
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=  Hancock raztopina: 2,784 g trinatrijev citrat-dihidrat, 4 mL 37 % formaldehid in destilirana
voda do 100 mL

=  TNE pufer: 0,01 M TRIS HCl, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA: pH 7,4

= Barvni pufer: 0,1 M citronska kislina 0,2 M Na;HPO4, 1 Mm EDTA, 0,15 M NaCl: pH 6,0

=  AO barvilo: 6ug AO in 1 mL barvnega pufra

=  Kislina: 0,08 N HCl, 0,15 M NaCl in 0,1—odstotni Triton-X 100: pH 1,2

= Tyrode pufer: 5,844 g NacCl, 0,231 g KCl, 0,294 g CaCl,, 0,081 g MgCl, 0,061 g Na;HPO,,
0,11 g Na-piruvat, 4,04 ml Na-laktat sirup, 2,383 g HEPES, 0,05 g Penicilin K, 0,5 g PVP, 0,5
g PVA, 2,1 g NaHCOs in destilirana voda do 1000 mL: 320 mOsm, pH 7,4



11.3  GIBUIVOST, PREZIVITVENA SPOSOBNOST (VIADENT®) IN HITROST SEMENCIC — VPLIV DETERGENTA (EQUEX STM®)

Tabela 2: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za gibljivost, preZivitveno sposobnost (Viadent®) ter hitrosti semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v §tirih

casovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Table 2: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for motility, viability (Viadent®) and speed of spermatozoa in the control and examined samples of semen in four time periods

after thawing.

PARAMETER PO ODMRZOVANJU
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR

POSTOPEK [N | X |[SE| SD || Me || Qi Q3 X [ SEf sD || me | Qi Qs X [SE| SD || Me | Qi Q3 X [[SE| SD || Me| Qi | Qs

G KONTROLA 36| 43,3]4,0(23,9| 41,0( 26,3| 585| 15,7|3,4[206| 55| 3,0| 225| 7,0(28|166| 1,0 0,0 38| 0806/ 35| 00| 00| 0,0
(%) EQUEXSTM® (36| 78,4|2,6(15,7| 82,5 71,3| 89,8| 66,5/2,8(16,9| 69,5| 553 81,5|46,8|4,4|263| 53,5( 24,3 69,0| 9,3(1,9]11,4| 3,0/ 0,0/153
Viadent® || KONTROLA |36 63,5(3,0(17,7| 66,1| 47,6 79,3| 52,9(3,5/21,2| 56,1| 383| 66,5(33,6|50(30,3| 37,6/ 0,0 56,3[21,1|4,3]261]| 54| 00441
(%) EQUEXSTM®|(36| 88,4|1,4| 83| 91,7| 83,0| 94,6| 8512,0(11,8( 87,6( 79,4| 94,4(83,1(2,3(14,0| 869| 76,5| 92,1|72,5]3,8|[32,1][80,0| 69,0| 86,8
VAP KONTROLA 36| 77,1][2,0(11,9| 76,5| 68,1| 86,2| 57,9(2,3(13,8| 60,9 48,2| 66,4|256/|3,6(21,8| 29,6{ 0,0| 393]| 5122|129 00| 00| 00
(um/s) |[EQUEXSTM® |36 91,0(2,4(14,5] 93,8| 77,9(102,2| 66,6(1,1| 68| 67,5| 63,0| 70,6|50,5(2,1|12,5| 52,6| 44,3| 588/ 26,1(3,3][20,0(33,5| 0,0/40,8
VSL KONTROLA 36| 62,4]1,6( 9,3|| 63,1 56,3| 68,9]| 44,6/(2.2(13,5| 47,4| 96,0(121,3|[17,0(2,8([17,0| 14,4| o0,0| 257| 3,6[16| 94| 00| 00| 0,0
(um/s) | EQUEXSTM® |36 69,9(1,9(11,6| 73,8| 60,9( 78,8| 52,4|1,1| 68| 52,9( 49,3 559|388 1,8(10,9| 40,4( 34,2| 47,0(17,7|2,5]|14,7( 19,7 0,0(2538
VCL KONTROLA |[361(142,6/4,1( 24,6/ 140,9193,3(160,9|/110,3|2,7( 16,5/ 112,5 | 155,4 | 121,3|(61,3| 8,5|[51,1 81,9( 138,3|106,5/10,1( 4,4/ 26,3| 0,0| 84,6| 0,0
(um/s) || EQUEX STM®|[36169,2 | 5,0( 30,1 172,4(227,1|[191,4|[122,9(2,0( 12,1 | 122,8 || 145,1( 129,4( 99,7 3,5 21,2 103,4| 124,7|[ 111,1|[ 56,1 | 6,9 |[ 41,3 || 76,4 || 108,2 || 87,1

Legenda: G — gibljivost, Viadent® — preZivitvena sposobnost, VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke,
VCL — hitrost krivulje gibanja, N — 3tevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Qi — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: G — motility, Viadent® — viability, VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, N — number of samples, X — mean, SE — standard

error, SD — standard deviation, Me — median, Qi — quartile 1, Qz — quartile 3.
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11.4 HIPOOZMOTSKI TEST SEMENCIC — VPLIV DETERGENTA (EQUEX STM®)

Tabela 3: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za hipoozmotsko pozitivno reagirane semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po
odmrzovanju
Table 3: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for hypoosmotic positively reacted spermatozoa in the control and examined samples of semen in four time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK || N || X SE | SD || Me || Qi Qs X || SE || SD Me Qu Q; X || SE || SD Me Q: Q; X |[SE| SD || Me | Q1 Q3
HOS KONTROLA (36 46,8| 20,8| 16,9|/48,3| 33,5 59,51122,5(1,9|11,5| 21,0 14,3|30,5|179| 16|94 15,7(11,9) 26,3 13,5|1,3| 7,6(10,9| 8,0(19,8
(%) EQUEX STM® (|36 (60,1 20,7( 16,2 | 61,8 52,3 70,6(40,8(2,1|12,5| 40,2 33,1(52,3(25,1(1,5(9,0 24,6(18,8( 30,1|19,4|1,3| 7,8|18,9| 13,3| 24,9

Legenda: HOS (%) — odstotek hipoozmotsko pozitivno reagiranih semenéic, N — Stevilo vzorcev, X — povprec¢na vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija,
Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: HOS (%) — percentage of hypoosmotic swelling positive reacted spermatozoa, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation,
Me — median, Q1 — quartile 1, Qs — quartile 3.

997

0[1903435p DYSI0140F "STOT ‘BIBYNY LY BYSIRULIBIDA “IN reuellgn(]

* efuesi3nyu1uad eSaufojsous 433 BIUSSI1P Ul AOJUEPISHOIIUE Al|dA 2UDQIIS °N



11.5

MORFOLOSKE SPREMEMBE SEMENCIC — VPLIV DETERGENTA (EQUEX STM®)

Tabela 4: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za morfolosko spremenjene semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v $tirih ¢asovnih obdobjih po

odmrzovanju.

Table 4: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for abnormal spermatozoa morphology in the control and examined samples of semen in four time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR

VRSTA - _ _ _

, POSTOPEK | N | X [ SE| sD | Me | Qi Qs X [seEl sl me | ai || %X [sEsD| me || @ | Q|| x| sE|sDffme| a | as
POSKODBE
Akrosom | KONTROLA [[34][18,43,7[[21,5] 9,9] 60| 151658 2.2]13,0] 683 57.3[757(77,2]1,8]105] 79,6703 86,4]84,4] 1,7][9,8]85,9] 80,1]91,8
(%) eQuexstme [34] 7,7( 1,4 8ol a9 20| 126[178] 14| 83| 175 11,8(23,2]21,2]1,5] 88| 18,3 145(28,1262] 1,6[9,5]261] 200]322
SMIN KONTROLA |34 18,9(3,7]21,4][10,5] 6,0] 156]68,0[23]132] 702] 59,7([78.4]79,9]1,7] 9,9 818[76,4[87,5(s64[ 1,6[9,2]874] 831]926
(%) eQuexstme[34] 8,1{ 1,4 8ol a9 20| 129(270(17] 9,7 252] 196(34,2[351]1,3] 7,5 33,4[29,0(39,8]37,2] 1,6[9,2]368] 31,2[42,8

Legenda: SMN — skupne morfoloske napake, N — $tevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Qi1 — kvartil 1,

Qs — kvartil 3.

Legend: SMN — morphological abnormal spermatozoa, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1,
Qs — quartile 3.

0f12034351p DYSI01YOQ *STOT ‘8IS NYEY BYSIBULIBISA 1N euellgnh

- efued13nyuauad eSaufojsous 433 eIUSSI31P Ul AOJUEPISYOIIUE Al|dA 2UDQ4IS °N

L9T



11.6  SCSA™ (SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY) TEST — VPLIV DETERGENTA (EQUEX STM®)

Tabela 5: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za DFI semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.
Table 5: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for DFI of spermatozoa in the control and examined samples of semen in two different time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 3-URE
POSTOPEK N X SE SD Me Qu Qs X SE SD Me Q Q3
DFI KONTROLA 36 2,0 0,2 1,3 1,6 1,3 2,5 2,3 0,2 1,1 1,9 1,5 3,0
(%) EQUEX STM® 36 2,1 0,2 1,3 1,8 1,2 2,6 2,3 0,2 1,1 2,0 1,4 3,2

Legenda: DFI (%) — odstotek fragmentirane DNK, N — 3tevilo vzorcev, X — povpre¢na vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana,

Qu — kvartil 1, Qz — kvartil 3.

Legend: DFI (%) — percentage of DNA fragmentation, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Qi — quartile 1,

Q3 — quartile 3.
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11.7 SYBR-14/PI TEST — VPLIV DETERGENTA (EQUEX STM®)

Tabela 6: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za Zive, morbidne in mrtve semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.
Table 6: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for live, moribund and dead spermatozoa in the control and examined samples of semen in two different time periods after

thawing.
PARAMETER PO ODMRZOVANIJU
0-UR 3-URE
POSTOPEK X SE SD Me Q Qs X SE SD Me Q Q3
Zive semencice KONTROLA 31 16,4 2,5 13,7 10,8 5,6 23,3 3,2 0,7 4,0 1,8 0,7 3,6
(%) EQUEX STM® 31 30,0 2,6 14,4 26,1 19,4 38,1 7,8 0,6 33 7,9 5,1 10,0
Morbidne semencdice KONTROLA 31 2,0 0,5 2,6 1,4 0,7 2,6 2,6 0,4 2,0 2,1 1,3 3,6
(%) EQUEX STM® 31 3,3 0,4 2,3 2,6 1,7 4,3 51 0,5 2,7 4,7 2,8 6,9
Mrtve semencdice KONTROLA 31 81,7 2,6 14,5 86,9 70,8 92,8 94,2 0,9 5,0 95,4 92,7 97,7
(%) EQUEX STM® 31 66,8 2,7 14,8 68,9 56,8 76,1 87,1 0,9 5,0 87,1 84,0 92,2

Legenda: N — Stevilo vzorcev, X — povprecna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.

Legend: N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Qi1 — quartile 1, Qz — quartile 3.
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11.8  GIBLJIVOST IN PREZIVITVENA SPOSOBNOST (VIADENT®) — VPLIV ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA

Tabela 7: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za gibljivosti in preZivitveno sposobnost (Viadent®) semendic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v Stirih ¢asovnih
obdobjih po odmrzovaniju.
Table 7: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for motility and the viability (Viadent®) of spermatozoa in the control and examined samples of semen in four time periods after

thawing.
PARAMETER PO ODMRZOVANJU
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK N| X |[SE|[SD |[Me| Qi || Qs | X |[SE| SD |[Me | Qi |[ Qs | X |[SE| SD |[Me| Qi | Qs || X |[SEf SD |[Me | Qi || Qs
KONTROLA 42173,31[3,5/22,91[82,5|63,8(90,0|57,7(4,1|26,8(66,0|42,5|80,0| 45,6/ 3,7|24,3|48,5(30,5|650(11,9|1,8(11,7| 9,0( 0,8 20,5
G Na PIRUVAT 421 74,0(3,6] 23,6|84,5| 68,5(90,0|58,4(3,9| 25,4(650/|40,5|77,0|455]3,9|25,6/52,0(23,8|66,3(10,0|1,4( 9,4| 7,0( 1,0 17,3
(%) KATALAZA 421 73,613,7) 23,8|[82,5|68,0(90,0|55,6(3,7|24,3(63,5|41,3|73,5|45,2|3,6{23,1)|47,0(25,8]63,3(13,3|1,8(11,5|13,0( 2,8 21,0
Na PIRUVAT + KATALAZA |42 73,6 3,7 | 23,7|81,5]/ 71,0/ 90,0| 60,2 (3,9 25,1|67,0| 45,0\ 79,0 45,7 3,5| 22,4) 52,0/ 26,5 63,3 13,3]1,9) 12,1 13,0( 2,0 22,0
KONTROLA 421(80,712,6(17,0(86,5(71,8(93,9| 75,829 18,9|81,3|65,7(89,9|75,7|3,0(19,1|82,7|67,6|88,5|66,4|4,2]|27,2|76,6|57,9 85,8
Viadent® || Na PIRUVAT 421(81,01 2,5/ 16,2(86,1(72,7(94,1|78,7|2,3| 15,0(82,3]70,5(90,3|77,1(2,7|17,7|81,5|68,6|91,0(67,6|4,1|26,2|76,3|64,5 84,9
(%) KATALAZA 421(82,51 2,11 13,5(85,9(73,4{93,9|79,8|2,2|13,9(81,4|69,6(92,0|77,4|2,2|14,3|80,2|69,1|87,1(71,4|3,1|19,9|74,8|67,1 82,7
Na PIRUVAT + KATALAZA (| 42| 82,7 |(2,0) 13,2 87,7 | 75,0(93,3| 79,7 2,3 | 14,8( 83,0|70,0(92,1(79,4|2,0|12,8| 83,7 73,4 88,8 70,5|(3,6( 23,41 76,3 | 68,1 85,0
Legenda: G — gibljivost, Viadent® — preZivitvena sposobnost, Na — natrij, N — $tevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija,

Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: G — motility, Viadent® — viability, Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Qi1 — quartile 1,
Qs — quartile 3.
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11.9  HITROST SEMENCIC — VPLIV ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA

Tabela 8: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za hitrosti semengic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.
Table 8:Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for spermatozoa speed in the control and examined samples of semen in four time periods after thawing.

b ARAMETER PO ODMRZOVANJU
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR

POSTOPEK | N| X [sE[ s | me || @ | as X [seE]fso| me [ a | as X |[SE|[sD | Me || Qi || Qs || X ||SE| SD || Me || Q: || Qs

KONTROLA 42| 89,9(2,7(17,3| 87,6] 754|103,2| 63,6 1.2] 77| 643 61,3 67,8| 53,3|24]154[ 57,4] 50,7| 61,8(29,9(26]16,7(35,7] 26,8 40,3

vAP  ||NaPIRUVAT | 42| 91,6(3,1]203] 89,6( 74,7( 1048 63,7]1,1] 7.0] 63,7] 60,7] 67.6] 543 18]11,7| 57,4| s51,4| 61,6/31,5]20]12,7]34.9]31,3]39,0

(um/s) | KATALAZA 42| 90,0]2,9]18,9] 853 76,1]102,0] 63,5( 10| 68| 63,7| 59,1| 67,8| 54,5|1,6]10,1] 56,2| 50,0| 61,5(356(23|14,9]39,2(33,9(43,4
Na PIRUVAT +

CATALAZA 42| 91,1( 28 183| 90,0| 76,1(101,1] 63,8/ 1,0] 68| 63,5| 60,0( 68,2 562(1,4( 91| 59,5| 51,7| 63,2(34,0(2,4|15,7(37,3]320] 43,2

KONTROLA 42| 67,6]23]14,7] 65,0] 57,5( 80,8] 480 12| 75| 47,7| 43,9| s3,6| 406|1,9]123] 43,5| 36,6| 47.8(21,0(1,9]123]24,0]16,8]29,5

vsL  |[NaPIRUVAT 42| 69,1]2,6]16,7( 67,9| 54,2] 81,2| 49,0[ 1,0 65| 481| 43,5 s54,0| 41,4 1.6 10,1] 44,6] 380 47,6]21,2]1,5] 9,5]23.6/183]26,5

(um/s) | KATALAZA 42| 68,2 24|156| 651 56,6( 80,1| 488|1,0] 63| 481 43,4 53,5| 40,9(1,4] 93| 433 363 46,6(257(1,9](12,2]284]21,1]32,5
Na PIRUVAT +

CATALAZA 42| 69,2(2,3(148] 67,1 57,8| 79,2| 489 1,1| 68| 47,7| 44,0 s4,4| 42,9|1,1| 73| 44,1| 39,9| 48,0 24,4(1,9(125]256(21,3]30,7

KONTROLA 42 169,15,3]34,1] 165,9] 141,4] 191,2] 129,8][ 1,8][ 11,4 [ 121,6 | 115,0] 125,8] 102,3] 4,4 28,7] 111,9][ 101,7][117,7] 62,4 5,3 | 34,6 |[ 76,7 60,5 || 84,3

vcL  |[NaPRUVAT [ 42]170,1] 6,0 39,1 163,7( 138,2] 194,1]117,3] 1,6] 10,4] 127,0][122,1] 124,6] 105,1][3,3][ 21,1 110,4 101,7| 115,8| 69,6 |[ 4,4 ][ 28,5 76,4/ 69,3 | 87,8

(um/s) | KATALAZA 42 168,8(5,7]37,2] 158,9] 139,6 ][ 197,3] 118,6][ 1,5] 10,0][ 118,3 ] 112,3] 123,5] 107,7] 2,3 14,9] 110,2][ 105,1 ][ 114,9] 73,1 | 4,6 | 29,7|[ 84,2 70,4 ][ 91,1

E:TZ'LT;XAT “lla2 | 169,1]57(37,1] 1650 139,9( 190,2 | 116,3| 1,7 10,9( 116,7 | 111,4 | 123,1 | 108,6 [ 2,2 | 14,5 111,6 | 102,9( 117,3 [ 69,9 [ 4,7 30,3 | 78,8 | 70,1 | 88,2

Legenda: VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke, VCL — hitrost krivulje gibanja, Na — natrij, N — Stevilo
vzorcev, X — povpre¢na vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qz — kvartil 3.
Legend: VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard

deviation, Me — median, Qi1 — quartile 1, Q3 — quartile 3.
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11.10 HIPOOZMOTSKI TEST SEMENCIC — VPLIV ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA

Tabela 9: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za hipoozmotsko pozitivno reagirane semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po

odmrzovanju.

Table 9: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for hypoosmotic positively reacted spermatozoa in the control and examined samples of semen in four time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK N X SE | SD || Me || Q: || Q3 X SE |[ SD || Me || Qi || Q3 X SE |[ SD || Me || Qi || Q3 X SE || SD || Me || Q: || Qs
KONTROLA 42 55,9 3,9| 25,2| 64,2 34,5| 77,3| 47,5\ 3,5 22,5 49,3| 30,0 66,6 36,3| 3,2| 20,7 35,5|( 18,1 53,7| 24,6 2,7| 17,6| 19,3| 11,4 42,9
HOS Na PIRUVAT 42| 55,5| 3,9 25,0| 60,0 34,6|f 76,4| 47,3\ 3,4 21,8 50,0| 31,9| 63,6( 36,3| 3,3| 21,5( 31,3 18,2| 56,9| 24,8| 2,7| 17,6| 17,3| 13,3 41,1
(%) KATALAZA 42| 57,7| 4,1 26,3| 59,1 33,6| 79,4| 49,6 3,5( 22,9 49,2| 32,7| 70,9 40,1| 3,4| 22,0 36,1 23,0| 61,3| 27,6 2,8| 18,2| 22,2 13,5( 42,8
EZTAT;ZLLVAT ¥ 42 56,1| 4,0| 256/ 62,4 34,4 78,3| 48,4\ 3,3 21,6/ 51,1| 32,6 65,4 37,7| 3,2| 20,6 30,2 23,6 57,7| 25,6 2,6 17,0| 20,9 12,5( 39,6

Legenda: HOS (%) — odstotek hipoozmotsko pozitivno reagiranih semenéic, Na — natrij, N — Stevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna
deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: HOS (%) — percentage of hypoosmotic swelling positive reacted spermatozoa, Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard
deviation, Me — median, Qi1 — quartile 1, Q3 — quartile 3.
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11.11 MORFOLOSKE SPREMEMBE SEMENCIC — VPLIV ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA

Tabela 10: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za morfolosko spremenjene semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po

odmrzovanju.
Table 10: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for abnormal spermatozoa morphology in the control and examined samples of semen in two different time periods after
thawing.
SR PO ODMRZOVANJU
0-UR 24-UR
VRSTA POSKODBE POSTOPEK SE SD Me Q1 Qs X SE SD Me Q Qs
KONTROLA 42 4,0 0,4 2,9 2,9 2,0 49 26,7 1,8 11,4 26,4 18,0 33,5
Akrosom Na PIRUVAT 42 3,8 0,6 3,6 2,2 1,9 44 26,3 1,8 11,5 24,5 17,7 34,8
(%) KATALAZA 42 4,9 0,6 4,1 3,7 2,9 5,1 28,2 1,7 11,3 26,9 20,3 35,9
Na PIRUVAT + KATALAZA 42 4,5 0,6 4,2 3,4 2,0 4,9 26,3 1,6 10,5 23,7 19,5 31,0
KONTROLA 42 4,2 0,5 3,0 3,2 2,0 5,3 34,4 1,5 9,7 33,2 28,0 41,5
SMN Na PIRUVAT 42 4,0 0,6 3,8 2,5 1,9 4,7 32,2 1,7 10,8 32,2 22,8 40,9
(%) KATALAZA 42 5,1 0,6 4,1 3,9 2,9 5,5 37,5 1,6 10,4 36,6 31,1 47,3
Na PIRUVAT + KATALAZA 42 4,7 0,6 4,1 3,5 2,5 5,7 34,1 1,5 9,8 33,4 25,9 42,7

Legenda: SMN — skupne morfoloske napake, Na — natrij, N — Stevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana,
Q1 — kvartil 1, Qz — kvartil 3.
Legend: SMN — morphological abnormal spermatozoa, Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median,
Qi —quartile 1, Q3 — quartile 3.
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11.12 SCSA™ (SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY) TEST — VPLIV ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA

Tabela 11: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za DFI semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.
Table 11: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for DFI of spermatozoa in the control and examined samples of semen in two different time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 3-URE
POSTOPEK N X SE SD Me Q Qs X SE SD Me Q Q3
KONTROLA 42 1,6 0,2 1,1 1,3 0,8 2,0 1,7 0,2 1,3 1,3 0,9 2,2
DFI Na PIRUVAT 42 1,7 0,2 1,1 1,2 0,9 2,2 1,9 0,2 1,3 1,6 1,1 2,3
(%) KATALAZA 42 1,6 0,1 0,9 1,4 0,9 2,0 1,8 0,2 1,0 1,5 0,9 2,3
Na PIRUVAT + KATALAZA 42 1,7 0,2 1,0 1,5 1,0 2,1 2,0 0,2 1,2 1,6 1,1 2,4

Legenda: DFI (%) — odstotek fragmentirane DNK, Na — natrij, N — tevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana,
Qu — kvartil 1, Qz — kvartil 3.

Legend: DFI (%) — percentage of DNA fragmentation, Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile
1, Qs — quartile 3.
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11.13 SYBR-14/PI TEST — VPLIV ANTIOKSIDANTOV KATALAZE IN NATRIJEVEGA PIRUVATA

Tabela 12: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za Zive, morbidne in mrtve semendice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v dveh ¢asovnih obdobjih po

odmrzovanju.
Table 12: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for live, moribund and dead spermatozoa in the control and examined samples of semen in two different time periods after
thawing.
SR PO ODMRZOVANIJU
0-UR 3-URE
POSTOPEK N X SE SD Me Qi Qs X SE SD Me Q Q3
KONTROLA 37 20,2 2,7 16,3 17,4 6,9 30,1 8,8 1,2 7,4 7,4 3,3 12,0
Zive semencice Na PIRUVAT 37 18,8 2,7 16,2 15,7 5,4 27,0 8,9 1,4 8,6 7,0 2,9 11,4
(%) KATALAZA 37 19,7 2,7 16,6 16,3 6,3 26,4 8,4 1,4 8,4 7,2 2,6 10,5
Na PIRUVAT + KATALAZA 37 18,3 2,4 14,8 16,6 6,0 27,2 8,1 1,3 7,7 7,1 3,1 10,3
KONTROLA 37 4,0 0,5 2,8 2,7 2,0 6,6 4,6 0,6 3,9 3,5 1,9 6,2
Morbidne semencice || Na PIRUVAT 37 4,4 0,5 2,9 4,4 2,0 6,0 4,6 0,5 3,3 4,0 1,9 5,7
(%) KATALAZA 37 4,5 0,6 3,4 3,8 2,0 5,4 4,6 0,6 3,7 3,8 2,0 5,3
Na PIRUVAT + KATALAZA 37 4,7 0,7 4,4 3,9 2,1 5,4 4,7 0,6 3,9 3,5 1,9 5,9
KONTROLA 37 75,9 2,8 17,1 80,0 65,9 89,8 86,6 1,6 9,6 87,6 80,6 94,2
Mrtve semendice Na PIRUVAT 37 76,8 2,8 17,2 80,4 65,5 90,3 86,6 1,7 10,1 88,7 80,8 93,6
(%) KATALAZA 37 75,7 3,0 18,2 80,9 67,3 90,5 87,1 1,6 9,7 88,2 81,5 94,3
Na PIRUVAT + KATALAZA 37 76,9 2,8 17,2 78,9 65,0 91,1 87,2 1,5 9,4 89,6 82,0 94,2

Legenda: Na — natrij, N — Stevilo vzorcev, X — povprecna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1, Qs — quartile 3.
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11.14 GIBUIVOST IN PROGRESIVNA GIBLJIVOST SEMENCIC — USPESNOST OSEMENITVE OVAC S KONZERVIRANIM SEMENOM

Tabela 13: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za gibljivost in progresivno gibljivost v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.
Table 13: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for motility and progressive motility in the control and examined samples of semen in four time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 3-URE 6-UR 24-UR

POSTOPEK N X || SE| SD|Mef| Q || Qs || X || SE||SDfMef Q || Qs || X || SE|[SD|Me| Q || Qs || X || SE || SD || Me || Qi || Qs

KONTROLA 9(37,6| 46| 13,7|41,0[21,0( 49,5108 3,3| 9,8[11,0| 3,0 14,0/ 10,8| 4,5/ 13,4| 60| 1,0/ 150 o0 o0 o0 o0 00 0,0

G EQUEX STM® 9l 72,3| 1,7| 5,0 73,0} 69,0} 75,5]|59,0| 3,4/ 10,1|58,0(49,5|66,5(59,0( 20| 59|560(555|63,0| 49| 23| 69| 3,0/ 00| 75
(%) EQUEX STM®

9( 73,0( 20| 6,0 76,0]|685]| 765|592 29| 87]|590|53,0]| 645|589 3,5|105|600|540]|650( 39| 15| 44| 10| 00| 80
+ Na PIRUVAT

KONTROLA 9| 27,4 3,5[ 104|320} 14,5]33,5| 9,0| 3,2 92| 9,0 2,0l 11,0| 73| 3,7/ 11,1 40| 00| 11,5| o0 o0 o0 o0 o0 00

PG EQUEX STM® 9| 55,6( 3,0| 9,0 550} 49,0} 64,5]|47,9]| 3,0 9,0|46,0|39,5]| 545|473 1,8| 53| 46,0| 435|520 26| 12| 36| 10| 00| 50
(%) EQUEX STM®

+ Na PIRUVAT 9(52,7( 1,7| 5,1| 54,0} 46,5 56,5| 48,9 26| 78]|500]|415]| 560|479 28| 85]|49,0| 440|530 23| 09| 27| 10| o0 40

Legenda: G — gibljivost, PG — progresivna gibljivost, Na — natrij, N — Stevilo vzorcev, X — povprecna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana,
Qu — kvartil 1, Qs — kvartil 3.

Legend: G — motility, PG — progressive motility, Na — sodium, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1,
Qs — quartile 3.
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11.15 GIBLJIVOST, PREZIVITVENA SPOSOBNOST (VIADENT®) IN HITROST SEMENCIC V EJAKULATU — VPLIV ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

Tabela 14: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za gibljivost in preZivitveno sposobnost (Viadent®) ter hitrosti semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena —
ejakulat v stirih casovnih obdobjih po odmrzovaniju.
Table 14: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for motility, viability (Viadent®) and speed of spermatozoa in the control and examined samples of semen — ejaculate in four
time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK || N X |[SE| SD || Me Q Qs X ||SE| SD || Me Q Qs X | SE| SD || Me Q Q3 X |[SE| sD || Me || Qi Qs
G KONTROLA[| 36| 73,3(3,3]/19,9| 79,0| 57,5| 89,0| 54,7(3,6(21,8( 56,5| 39,0( 74,3| 42,5|3,1|18,5| 47,5| 285| 585| 257(3,1[185| 26,0 93| 39,0
|_ -
(%) Zjackulat 36| 94,3(1,2| 7,2| 950/ 93,0/ 99,0/ 84,2|1,6| 9,5/ 86,0| 80,0 91,0( 76,5(2,2(13,4| 79,0| 71,0/ 87,0| 37,1|6,5(39,2| 10,5| 0,0 81,0
Viadent* KONTROLA || 36| 62,0(3,8(22,9| 67,5|| 50,0| 85,0| 54,5]|3,7(22,2| 59,0( 355| 73,8| 48,1]3,8(228]| 525| 308| 685 41,7(4,0( 24,0 455(243| 64,0
laden
|_ -
(%) Zjackulat 36| 92,9(1,4| 82| 955| 90,3| 98,0/ 87,7|[1,1| 6,6| 89,0| 84,5 91,0( 83,5(1,4( 82| 850| 81,0| 89,0/ 77,0|[1,7|10,4| 755]| 70,0 86,0
VAP KONTROLA || 36| 97,0(2,9/17,6|| 96,5| 82,8|110,8| 85,2(2,0(12,1| 825( 79,0( 90,8| 70,8(2,2|13,2| 72,0|| 64,5| 81,0( 49,4(4,0[23,9(| 51,0(413| 67,0
L -
(um/s) Zjackulat 36(115,5(2,7( 16,4 | 115,5| 104,3 | 126,8| 84,6([0,9| 5,6| 83,0| 81,0( 89,8( 76,4(1,5( 9,2| 79,0| 71,0/ 82,8 39,3|6,0|[36,0|| 34,5| 0,0 76,0
vsL KONTROLA|| 36| 71,4(1,7|10,1]f 70,5| 65,0 78,8]| 65116 96| 655| 580 69,0( 542|1,8(11,0| 56,0/ 47,5| 62,3| 36,0(3,2][19,4| 38,5|255| 53,8
L -
(um/s) Zjackulat 36| 953(1,8(10,5( 99,0\ 86,3 103,8| 72,3/[0,8| 4,9| 71,0| 69,3| 76,5| 67,4(1,4| 85| 69,0( 62,0( 74,0| 33,6/5,5(33,1| 26,0/ 0,0/ 70,8
veL KONTROLA [| 36 190,1( 6,6 | 39,5 186,5 || 161,0 | 213,5 || 158,3 || 3,7 || 22,0 || 152,0 || 143,5 | 170,8 | 135,6 /3,9 23,2 || 139,5 || 127,0|| 147,0| 100,2 || 7,7 || 46,5 | 107,0 [ 92,5 | 130,0
(um/s) ZjLaCk'ulat 36(200,8(6,136,8(205,0|172,5(226,3/143,4([1,5| 9,2 141,5|138,0(150,8( 127,2 2,5 15,1 128,5( 119,3| 135,0|| 68,5|[9,9(/59,3| 83,5| 0,0( 126,0

Legenda: G — gibljivost, Viadent® — prezivitvena sposobnost, VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke,
VCL - hitrost krivulje gibanja, SLC — enoslojno centrifugiranje, N — Stevilo vzorcev, X — povpreéna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana,
Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: G — motility, Viadent® — viability, VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, SLC — single layer centrifugation, N — number of
samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1, Qs — quartile 3.
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11.16 GIBLIVOST, PREZIVITVENA SPOSOBNOST (VIADENT®) IN HITROST SEMENCIC V NADMODKOVEM SEMENU — VPLIV ENOSLOJNEGA
CENTRIFUGIRANJA

Tabela 15: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za gibljivosti in preZivitveno sposobnost (Viadent®) ter hitrosti semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena —
nadmodkovo seme v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovaniju.

Table 15: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for motility, viability (Viadent®) and speed of spermatozoa in the control and examined samples of semen — epididymal semen
in four time periods after thawing.

TR PO ODMRZOVANJU
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK || N X SE || SD || Me Qu Q; X SE|| SD || Me Q Q; X SE|[ SD || Me Q Q; X SE | SD || Me Q Q3
G KONTROLA| 6| 81,7| 3,6f 88| 80,5| 74,0| 89,8| 65,2|3,9| 95| 650]| 558| 750| 50,0(3,0| 73| 485| 453| 56,5| 42,0\ 2,2| 54| 42,5( 36,5| 46,3
(%) SLC-n.s. 6 97,2\ 09| 2,2| 98,0| 94,8| 99,0| 81,7(28| 69| 81,5| 76,0| 86,3 82,8|26( 64| 84,0| 780( 87,8| 33,2 89218 305| 153 53,8
Viadent® || KONTROLA| 6| 78,5\ 2,4| 6,0\ 77,5| 74,0( 83,5| 70,0(2,1} 52| 69,0( 66,0| 755| 65,3|25( 62 645| 59,8| 71,0\ 59,5| 3,4 83| 62,0| 558| 65,0
(%) SLC-n.s. 6| 97,2\ 1,5| 3,7| 99,0| 92,8 100,0| 90,0(1,7| 4,1| 89,0| 87,0 92,0( 89,3|1,5( 3,8| 88,0 86,0 94,0\ 857( 2,1 51 83,5| 825 89,8
VAP KONTROLA| 6| 83,5| 3,1| 7,6| 83,0\ 785| 873| 62,7|24| 60| 650| 593| 663| 62,5(2,6| 65| 61,0\ 57,8| 69,0( 57,3| 1,3| 3,3| 585 54,3| 59,5
(um/s) [ SLC-n.s. 6(123,8| 7,5/ 18,4|129,5|(103,8| 138,3| 75,3(3,5| 8,6| 80,0 67,5| 810( 72,2|28| 69| 70,0| 670( 798| 34,3| 98|24,0( 295| 20,3| 54,0
VSL KONTROLA| 6| 63,3 1,7( 4,2| 62,5| 59,8| 67,0| 45,2|2,7| 66| 48,0| 37,5| 50,3| 48,2(29| 71| 47,0| 43,3| 555| 43,2| 2,0| 50j| 43,5( 39,5| 47,5
(um/s) [ SLC-n.s. 6(110,3| 6,6|16,2|117,5| 92,0 122,8| 63,8(4,6|11,2| 69,0\ 57,0| 70,3| 61,3|3,2( 79| 61,5| 56,3 68,5| 29,0 9,5(23,3( 22,5| 14,3| 48,5
VCL KONTROLA| 6| 161,2| 7,5(18,3|159,0| 148,8(171,5| 121,3|(4,5| 11,1 126,5{/109,3| 129,0|117,2(2,5| 6,2|117,0|112,5|122,3(109,2| 2,5| 6,2|108,0( 103,5| 115,8
(um/s) [ SLC-n.s. 6(209,0| 13,6 33,3|210,0|( 181,8| 241,8|132,7| 3,4| 8,2|134,0(129,0|138,0( 124,2| 4,3 10,4 125,0|/115,8|133,0| 70,0|15,0(36,6f 79,0| 52,5| 90,0

Legenda: G — gibljivost, Viadent® — prezivitvena sposobnost, VAP — povprecna hitrost krivulje gibanja, VSL — hitrost gibanja semencic po premici od zacetne do koncne tocke,
VCL — hitrost krivulje gibanja, SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo seme, N — $tevilo vzorcev, X — povprec¢na vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna
deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.

Legend: G — motility, Viadent® — viability, VAP — average path velocity, VSL — straight line velocity, VCL — curvilinear velocity, SLC — single layer centrifugation, n.s. — epididymal
semen, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1, Qs — quartile 3.
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11.17 HIPOOZMOTSKI TEST SEMENCIC — VPLIV ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

Tabela 16: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za hipoozmotsko pozitivno reagirane semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih v ejakulatu ter nadmodkovem semenu

v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Table 16: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for hypoosmotic positively reacted spermatozoa in the control and examined samples of ejaculate and epididymal semen in four

time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK N X SE || SD || Me || Qi || Qs X SE | SD || Me | Q1 || Qs X SE || SD || Me || Q1 | Qs X SE || SD || Me || Q1 || Qs
KONTROLA 36( 38,9 1,8[ 10,6]39,5|31,7| 46,4 29,5| 1,1 6,6| 27,8 25,0( 34,8 24,2|| 1,3| 7.6/ 23,9| 18,4 27,7|19,9| 0,9| 5,2 20,0| 15,1 23,9
HOS SLC-ejakulat 36( 688 1,6[ 9,5 69,0]|62,0] 74,0] 61,2] 1,4| 82| 609]|573|655]|573]| 1,5/ 9,3| 56,0/ 51,0| 64,8 51,7 1,5 88| 528| 45,3]|58,0
(%) KONTROLA 6 47,2| 3,3| 81| 46,7|39,5|550] 258| 1,2\ 3,1 27,3 21,9 28,0} 26,8| 2,9| 7,1 253/ 22,0/ 31,2(23,9( 2,7| 6,6/ 23,0} 19,6]28,4
SLC-n.s. 6( 70,5| 4,1 10,2 74,5|[ 59,0| 77,5|| 50,5| 3,5( 8,7 50,1 42,0( 56,8 49,7|| 2,3| 5,7/ 49,0 44,0( 56,0 43,6( 3,6| 8,8]| 42,0| 36,5/ 53,6

Legenda: HOS (%) — odstotek hipoozmotsko pozitivno reagiranih semenéic, SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo seme, N — $tevilo vzorcev, X — povprecna
vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Qi — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: HOS (%) — percentage of hypoosmotic swelling positive reacted spermatozoa, SLC — single layer centrifugation, n.s. — epididymal semen, N — number of samples,

X —mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1, Qs — quartile 3.
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11.18 MORFOLOSKE SPREMEMBE SEMENCIC — VPLIV ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

Tabela 17: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za morfolosko spremenjene semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v ejakulatu in nadmodkovem semenu

v Stirih ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.

Table 17: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for abnormal spermatozoa morphology in the control and examined samples of semen in ejaculate and epididymal semen in
four time periods after thawing.

PARAMETER PO ODMRZOVANJU
0-UR 6-UR 12-UR 24-UR
POSTOPEK N X || SE || sSD || Me || Qi || Q3 X SE || SD || Me || Q1 || Qs X || SE || SD | Mel| Q || Qs || X SE || SD | Me | Qi || Q3
KONTROLA 36 30,4 22| 13,1 31,2 19,4([39,9]| 41,6| 2,3 13,8 40,4 32,7 53,2 41,1| 2,1 12,4 48,0 35,7 57,3| 54,5|| 1,7| 10,3 53,0/ 49,5/ 58,1
Akrosom || SLC-ejakulat 36 12,8( 1,2|| 7,3 12,1|| 78| 16,6| 19,0| 1,5| 8,9] 16,7| 12,0| 22,8 23,0 1,6( 9,5( 22,0( 16,0( 30,4|27,5| 1,3| 81| 27,0( 22,1| 34,0
(%) KONTROLA 6[ 16,9] 1,3| 3,2|18,0( 13,5/ 19,3 26,6| 3,9| 9,6] 26,4| 16,9 35,9( 27,0| 3,0| 73| 258| 21,0|32,9|32,7| 22| 54| 31,0/ 28,2 39,0
SLC-n.s. 6 3,8] 08| 20| 40 30| 53| 128| 20| 50| 129| 82| 170]155| 1,3| 3,1/ 150( 12,8] 18,5| 22,2( 21| 5,2 21,7] 17,2 28,0
KONTROLA 36| 36,4| 2,2 13,0| 36,1 26,4 45,6| 48,9| 2,0| 12,1 51,2|40,0| 56,8| 55,8| 2,0| 12,0 55,5| 48,0 66,0( 64,2 1,4| 85| 63,6[ 58,2] 68,5
SMN SLC-ejakulat 36 14,9| 11| 6,7] 146 82| 18,6/ 22,4| 1,6| 9,3 21,8| 16,2 26,8 27,1|| 1,4| 87| 24,8| 20,8 34,0( 32,6 1,3| 7,6( 322|273 37,5
(%) KONTROLA 6|/ 33,4| 1,5| 3,6 33,0]|31,3]35,2| 52,4| 2,9]| 7,0]|54,3]| 43,9]|590( 551 28| 69557484 61,9|599| 3,6/ 89| 56,7|524| 69,0
SLC-n.s. 6( 22,7l 2,2| 53| 24,0 18,5/ 25,5| 29,4| 4,1 10,0 29,0| 20,5 39,0( 34,0| 2,2| 5,4 33,0[ 30,5/ 40,0|40,4( 3,4| 8,4 38,6/ 33,3 48,0

Legenda: SMN — skupne morfoloske napake, SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo seme, N — $tevilo vzorcev, X — povpre¢na vrednost, SE — standardna napaka,
SD —standardna deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: SMN — morphological abnormal spermatozoa, SLC — single layer centrifugation, n.s. — epididymal semen, N — number of samples, X — mean, SE — standard error,
SD - standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1, Qz — quartile 3.
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11.19 SCSA™ (SPERM CHROMATIN STRUCTURE ASSAY) TEST — VPLIV ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

Tabela 18: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za DFI semencic v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v ejakulatu v dveh ¢asovnih obdobjih po odmrzovanju.
Table 18: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for DFI of spermatozoa in the control and examined samples of semen in ejaculate in two different time periods after thawing.

PO ODMRZOVANJU
PARAMETER
0-UR 3-URE
POSTOPEK N X SE SD Me Q Qs X SE SD Me Q Q3
DFI KONTROLA 30 0,4358 0,0338 0,2 0,3700 0,3 0,5 0,4215 0,0176 0,1 0,4150 0,4 0,5
(%) SLC-ejakulat 30 0,2560 0,0271 0,1 0,2350 0,2 0,3 0,3320 0,0310 0,2 0,2880 0,2 0,4

Legenda: DFI (%) — odstotek fragmentirane DNK, SLC — enoslojno centrifugiranje, N — $tevilo vzorcev, X — povpre¢na vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna

deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.

Legend: DFI (%) — percentage of DNA fragmentation, SLC — single layer centrifugation, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation,

Me — median, Q1 — quartile 1, Qs — quartile 3.
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11.20 SYBR-14/PI TEST — VPLIV ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

Tabela 19: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za Zive, morbidne in mrtve semencice v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v ejakulatu in nadmodkovem semenu

po odmrzovaniju.

Table 19: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for live, moribund and dead spermatozoa in the control and examined samples of semen in ejaculate and epididymal semen

after thawing.

PARAMETER PO ODMRZOVANJU [0 UR]
POSTOPEK SE SD Me Q
KONTROLA 30 23,5 2,3 12,4 24,0 13,3 29,3
Zive sementice SLC-ejakulat 30 38,4 2,3 12,7 38,3 30,1 44,8
(%) KONTROLA 6 38,2 3,2 7,8 39,5 33,4 44,2
SLC-n.s. 6 55,7 5,2 12,7 55,1 44,7 67,9
KONTROLA 30 8,5 0,8 4,5 8,1 4,4 12,4
Morbidne Semencice SLC-ejakulat 30 5,3 0,3 1,7 5,0 4,1 6,8
(%) KONTROLA 6 16,7 2,5 6,1 17,5 10,3 22,4
SLC-n.s. 6 7,6 1,2 2,8 6,3 5,5 11,0
KONTROLA 30 68,0 2,7 15,0 65,7 57,9 82,6
Mrtve Semencice SLC-ejakulat 30 56,2 2,2 12,3 56,3 49,8 63,1
(%) KONTROLA 6 45,1 3,9 9,5 443 38,1 52,3
SLC-n.s. 6 36,7 6,2 15,1 39,0 20,7 49,5

Legenda: SLC — enoslojno centrifugiranje, n.s. — nadmodkovo seme, N — Stevilo vzorcev, X — povprecna vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija,
Me - mediana, Qi1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: SLC — single layer centrifugation, n.s. — epididymal semen, N — number of samples, X — mean, SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median,

Qi —quartile 1, Q3 — quartile 3.
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11.21 SYBR-14/PNA TEST — VPLIV ENOSLOJNEGA CENTRIFUGIRANJA

Tabela 20: Prikaz vrednosti X, SE, SD, Me, Q1 in Q3 za Zive semencice z neposkodovanimi akrosomi (Sybr-14+/PNA-), Zive z aktiviranimi akrosomi (Sybr-14+/PNA+) in mrtve
semencice s poskodovanjo zunanjo akrosomalno membrano (Sybr-14-/PNA+) v kontrolnih in preiskovanih vzorcih semena v ejakulatu in nadmodkovem semenu po

odmrzovanju.

Table 20: Values of X, SE, SD, Me, Q1 and Q3 for live spermatozoa with intact acrosome (Sybr-14+/PNA-), live spermatozoa with reacted acrosome (Sybr-14+/PNA+) and dead
spermatozoa with damaged outer acrosomal membrane (Sybr-14-/PNA+) in the control and examined samples of semen in ejaculate and epididymal semen after thawing.

PARAMETER PO ODMRZOVANJU [0 UR]
POSTOPEK SE SD Me Q
KONTROLA 30 31,4 2,7 14,9 33,7 17,0 41,6
Sybr-14+/PNA- SLC-ejakulat 30 43,4 2,3 12,4 43,1 36,7 49,7
(%) KONTROLA 53,6 3,5 8,5 53,9 48,0 59,7
SLC-n.s. 61,7 6,0 14,6 60,0 49,2 76,8
KONTROLA 30 0,5 0,1 0,3 0,5 0,3 0,7
Sybr-14+/PNA+ SLC-ejakulat 30 0,4 0,1 0,4 0,3 0,2 0,4
(%) KONTROLA 0,6 0,1 0,3 0,5 0,4 0,7
SLC-n.s. 0,9 0,2 0,6 0,9 0,4 1,4
KONTROLA 30 22,1 1,6 8,8 20,0 15,4 30,0
Sybr-14-/PNA+ SLC-ejakulat 30 16,5 1,5 8,1 16,8 10,5 22,4
(%) KONTROLA 8,6 0,5 1,3 8,8 7,9 9,3
SLC-n.s. 8,1 1,8 4.4 6,7 4,9 11,2

Legenda: SLC — enoslojno centrifugiranje, Sybr — 14/Pl — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit , PNA — peanut agglutinin, n.s. —nadmodkovo seme, N — $tevilo vzorcev, X — povpretna
vrednost, SE — standardna napaka, SD — standardna deviacija, Me — mediana, Q1 — kvartil 1, Qs — kvartil 3.
Legend: SLC —single layer centrifugation, Sybr — 14/P1 — LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit , PNA — peanut agglutinin, n.s. — epididymal semen, N — number of samples, X — mean,

SE — standard error, SD — standard deviation, Me — median, Q1 — quartile 1, Qz — quartile 3.
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