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ABSTRACT

One of the topical tasks in the field of reproductive biotechnology is to study and predict bull
fertility in in vivo and in vitro conditions. Objective of the study was to assess capacitation and
the onset of acrosome reaction in the population of motile spermatozoa incubated under
standard conditions in the presence of heparin. To monitor the kinetics of the acrosome changes
in spermatozoa of individual bulls, the fix vital stain assay (FVSA) and fluorescence technique
were used. Motile spermatozoa were obtained from frozen sperm of 13 young bulls of the
Bohemian Spotted cattle breed by centrifugation Percoll gradient. The spermatozoa were
incubated at laboratory temperature in modified Tyrode’s medium supplemented with albumin,
lactate, pyruvate and 10 pg of heparin per ml. A total of 800 spermatozoa stained with
bisbenzimid Hoechst 33258 were examined in each of the bulls. The percentages of
spermatozoa with reacting acrosome (Al), intact acrosome (B1), and without acrosome (C1)
after 1-h incubation and of spermatozoa with reacting acrosome (A6), intact acrosome (B6) and
without acrosome after 6-h incubation from the total number of evaluated spermatozoa were
assessed. The individual bulls showed different response to heparin, which classified them into
three groups. In bulls with a very fast response to heparin (group 1, n = 5), the monitored
spermatozoa populations showed the following mean values (=SD): A1 =95.8 £3.6, B1 =2.9 £
3.5, C1 = 1.1 £ 0.5 after 1-h incubation, and A6 = 96.2 + 1.3, B6 =0.2 £ 0.6, C6 =3.5+ 1.2
after 6-h incubation. In bulls with a medium-fast reaction to heparin (group 2, n =5) Al = 82.0
+8.2,B1 =164=+8.5,Cl =1.5=+ 1.2 after 1-h incubation, and A6 =92.6 £2.3, B6 =3.7 £ 2.8,
C6 = 3.9 £ 1.8 after 6-h incubation and in bulls with a slow reaction to heparin (group 3, n = 3)
A1=39.1+34,B1=603+3.4,C1=0.5=+0.3 after 1h-hour incubation, and A6 = 74.9 £ 6.2,
B6 =227 + 6.5, C6 = 2.2 + 1.0 after 6-h incubation respectively. Student's T-test revealed
significant differences (P 0.01) between the groups 1, 2 and 3 in the percentages of spermatozoa

with reacting acrosome and intact acrosome after 1-h incubation (A1, B1) as well as after 6-h



incubation (A6, B6). Significant difference (P 0.05) was also found in groups 1 and 3 between
the proportions of sperms without acrosome after 1-h and 6-h incubation (C1, C6).
Morphological assessment of acrosome status by FVSA and fluorescence examination showed
considerable variability in the ability of motile sperms of bulls to undergo capacitation and the
onset of acrosome reaction. Based on morphological changes of acrosome, the kinetics of sperm
reactions to heparin could be characterized in individual animals.
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ABSTRAKT

K aktualnym uloham v oblasti reprodukénej biotechnoldgie patri snaha o poznanie a prognézu
oplodnovacej schopnosti individudlnych bykov v in vitro podmienkach. Cielom prace bolo
hodnotit’ kapacitdiciu a nastup akrozomovej reakcie u populacie motilnych spermii
individualnych bykov inkubovanych za Standardnych podmienok v pritomnosti heparinu a
monitorovat’ priebeh tychto zmien pomocou metéody FVSA ( fix-vital stain assay ) a
fluorescencného vysetrenia. Zo zmrazenej spermy 13-tich mladych bykov ceského strakatého
plemena boli centrifugaciou na gradiente Percollu ziskané motilné spermie, ktoré boli
inkubované pri laboratornej teplote v modifikovanom Tyrodovom médiu s albuminom,
laktatom a pyruvatom, doplnenom o 10 pg heparinu na ml. V dvoch ¢asovych intervaloch boli
inkubované spermie farbené bisbenzimidom Hoechst 33258 a fluorescen¢ne vysetrované. Boli
hodnotené podiely spermii s reagujucim akrozémom ( A, ), s intaktnym akrozémom ( B; ) a bez
akrozému ( C; ) po 1 hod. inkubacie a podiely spermii s reagujucim akrozomom ( Ay ),
s intaktnym akrozomom ( Bg ) a bez akrozomu ( Cg ) po 6 hod. inkubacie z celkového poctu
hodnotenych spermii.U hodnotenych bykov bol zisteny odlisny priebeh reakcie spermii na
heparin, na zéklade ktorého boli byky zaradené do 3 suborov. U bykov s vel'mi rychlou reakciou
na heparin (subor 1, n = 5) boli u sledovanej populacie spermii zistené tieto priemerné hodnoty
A1=958+3,6,B,=29+3,5Ci=1,1+£0,5A¢=96,2+1,3;B¢=0,2+0,6; C=3,5+1,2,u
bykov so stredne rychlou reakciou na heparin ( sibor 2, n=5) A;=82,0+8,2; B, =16,4 +8,5;
Ci=1,5+12; A¢=92,6+£2,3; B¢=3,7+2,8; Cs=3,9 £ 1,8 au bykov s pozvol'nou reakciou
na heparin ( subor 3, n=3)A;=39,1+3,4;B,;=60,3+3,4;C;=0,5%+0,3; Ag=74,9+6,2; B¢
=22,7+6,5; C¢ =22 + 1,0. Studentovym T-testom bol zisteny $tatisticky vyznamny rozdiel (p
< 0,01 ) medzi subormi 1, 2 a 3 a to v podieloch spermii s reagujucim akrozémom a intaktnym
akrozémom po 1 hodinovej inkubécii ( A;, By ) i po 6 hodinovej inkubécii ( A, By ). Statisticky
vyznamny rozdiel ( p < 0,05 ) bol potvrdeny tiez u stiborov 1 a 3 a to medzi podielmi spermii
bez akrozému po 1 hodinovej a 6 hodinovej inkubécii ( C;, Cs ). Pomocou morfologického
hodnotenia stavu akrozomu metédou FVSA a fluorescencného vysetrenia bola preukazana
zna¢nd variabilita v schopnosti motilnych spermii individualnych bykov prekonat’ pri

Standardnych podmienkach kapacitaciu a nastup akrozémovej reakcie. Na zaklade



morfologickych zmien akrozomu bolo mozné charakterizovat' kinetiku reakcie spermii na
heparin u individualnych bykov.
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UVOD

Pre uspesny priebeh fertilizdcie je potrebnd dostato¢ne pocetnd populacia motilnych
spermii s neporuSenou cytoplazmatickou membranou a intaktnym akrozomom. Ciel'om prace
bolo sledovat zmeny akrozoému u populacie motilnych spermii individudlnych bykov
inkubovanych za S§tandardnych podmienok v pritomnosti heparinu a monitorovat nastup

akrozomovej reakcie ako potencionalneho ukazovatel'a fertility bykov.

METODIKA

Pre experiment bola pouzitd zmrazena sperma 13-tich bykov ceského strakatého plemena
produkovand pre testaciu so znamymi kvantitativnymi a kvalitativnymi ukazovatel'mi
a vysledkami zabrezavania po insemindcii ain vitro fertilizacii. Po rozmrazeni vo vodnom
kupeli pri 37 °C po dobu 60 sec bola sperma navrstvena na gradient Percollu a centrifugovana
pri 700 g po dobu 30 minat. Supernatant obsahujuci riedidlo a mftve spermie bol odstraneny
a peletka tvorena iba motilnymi spermiami bola dvakrat premyta v modifikovanom Tyrodovom
médiu s albuminom, laktatom a pyruvatom ( SP-TALP ) centrifugaciou pri 200 g po dobu 10
minut. Peletka bola resuspendovana v 100ul fertilizacného média ( IVF-TALP) a spermie
nariedené na koncentraciu 25x10°/ml. Stgasne bola pomocou fluorescenéného vysetrenia DNA
overend ich viabilita ( XX,%). K polovici suspenzie bol pridany heparin, tak aby vysledna
koncentracia bola 10pg/ml fertilizacného média. V priebehu inkubacie boli odoberané dve
vzorky spermii, ktoré boli fixované 2,5 % glutaraldehydom a az do vySetrenia uchovavané pri 6
°C. Pred vySetrenim boli spermie zafarbené bisbenzimidom Hoechst-33258 a bezprostredne
vySetrené na fluorescenénom mikroskope s fazovym kontrastom a filtrom 410 nm pri zvacSeni
200-400x . Z kazdej vzorky boli pripravené dva preparaty a na kazdom z nich bolo hodnotenych
400 spermii, z ktorych boli stanovené podiely spermii s reagujucim akrozémom ( A; ), s
intaktnym akrozomom ( B; ) i spermii bez akrozomu ( C; ) po 1 hod. inkubdcie a. podiely
spermii s reagujucim akrozomom ( Ay ), s intaktnym akrozomom ( B¢ ) a spermii bez akrozomu

( Cs) po 6 hod. inkubacie z celkového poctu hodnotenych spermii.

VYSLEDKY

Pomocou metddy fix vital stain assay a fluorescenéného vySetrenia boli stanovené
priemerné percentudlne podiely spermii s morfologicky definovanym stavom akrozému v
populacii motilnych spermii separovanych zo zmrazenej spermy individuadlnych bykov a
inkubovanych za Standardnych podmienok kapacitacie. Sledovanim zmien akrozému u

jednotlivych subpopulacii spermii bol zisteny odlisny priebeh reakcie na heparin, na zaklade



ktorého bolo mozné bykov rozdelit’ do troch suborov: 1) s vel'mi rychlou reakciou, 2) stredne

rychlou reakciou a 3) pozvolnou reakciou na heparin ( tab.1).

Tab. 1: Priemerné percentualne podiely spermii s morfologicky definovanym stavom akrozému
v suboroch bykov.

SUBOR BYKOV 1(n=5) 2(n=5) 3(n=3)
Typ reakcie
vel’mi rychla stredne rychla pozvolna
OZNACENIE PODIEL o SD 0 SD 0 SD
SPERMII{
Ay s reagujucim
95,8 3,6 82,0 8,2 39,1 3.4
akrozémom po 1h.
B, s intaktnym
) 2,9 3,5 16,4 8,5 60,3 34
akrozoémom po 1h.
C, bez akrozému po
1,1 0,5 1,5 1,2 0,5 0,3
1h.
Ag s reagujucim
) 96,2 1,3 92,6 2,3 74,9 6,2
akrozémom po 6h
Bs s intaktnym
) 0,2 0,6 3,7 2,8 22,7 6,5
akrozoémom po 6h.
Cs bez akrozému po
6h 3,5 1,2 3,9 1,8 2,2 1

Studentovym T-testom bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel ( p < 0,01 ) medzi sibormi
1 a 2 a to v podiele spermii s reagujucim akrozomom ( A; = 95,8 + 3,6 vs. 82,0 + §8,2;) a
intaktnym akrozomom (B; = 2,9+ 3,5 vs. 16,4 £ 8,5 ) po 1 hod. inkubacie i v podiele spermii s
reagujucim akrozomom ( Ag = 96,2 £ 1,3 vs. 92,6 + 2,3) a intaktnym akrozomom ( Bs = 0,2 +
0,6 vs. 3,7 + 2,8 ) po 6 hod. inkubacie. Sucasne bol najdeny Statisticky vyznamny rozdiel (p <
0,01 ) medzi sibormi 2 a 3 a to v podiele spermii s reagujicim akrozémom ( A; = 82,0 £ 8,2 vs.
39,1 £ 3,4) a intaktnym akrozomom ( B; = 16,4 = 8,5 vs. 60,3 = 3,4) po 1 hod. inkubacie i v
podiele spermii s reagujucim akrozomom ( Ag = 92,6 £ 2,3 vs. 74,9 + 6,2) a intaktnym
akrozomom ( Bs = 3,7 + 2,8 vs. 22,7 = 6,5) po 6 hod. inkubacie. Statisticky vyznamny rozdiel (
p < 0,01) bol preukdzany tiez medzi sibormi 1 a 3 ato v podiele spermii s reagujicim
akrozoémom ( A;=95,8 £3,6 vs. 39,1 + 3,4) a intaktnym akrozémom ( B; =2,9 + 3,5 vs. 60,3 £
3,4) po 1 hod.inkubacie i v podiele spermii s reagujicim akrozémom ( Ag = 96,2 £ 1,3 vs. 74,9
+ 6,2) a intaktnym akrozomom ( Bg = 0,2 + 0,6 vs. 22,7 + 6,5 ) po 6 hod. inkubacie. U suborov
1 a 3 bol Statisticky vyznamny rozdiel ( p < 0,05 ) zisteny mezi podielom spermii bez akrozému

po 1 a 6 hod.inkubacie (C;=1,1£0,5vs.0,5+£0,3)a(C¢=3,5+1,2vs.2,2£1,0).




ZAVER

Bolo potvrdené, Ze vitalne farbenie DNA spermii metédou FVSA a nasledujlce
fluorescen¢né vysetrenie umoznuju objektivne hodnotit’ stav akrozému u motilnych spermii
separovanych zo zmrazenej spermy a inkubovanych za Standardnych kapacitaénych podmienok
v pritomnosti heparinu. Boli preukazané vyrazné rozdiely v schopnosti spermii prekonat
kapacitaciu a nastup akrozémovej reakcie u individudlnych bykov. Na zaklade morfologickych
zmien akrozomu u sledovanych subpopulacii spermii bolo mozné charakterizovat' bykov
z hl'adiska priebehu ich reakcie na pouzity kapacitaény agens-heparin. Overenie korelacie medzi
vysledkami fluorescenéného vySetrenia spermii, uspeSnostou in vitro fertilizacie bovinnych

oocytov a vysledkami testacie bykov v inseminacii bude predmetom d’alSieho Studia.



