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CENNIK

BADANIA NASIENIA ZWIERZAT

Cennik badania nasienia Ceny brutto [z1]

KOMPUTEROWO WSPOMAGANA OCENA NASIENIA (CASA)

OCENA ZMIAN APOPTOTYCZNYCH | NEKROTYCZNYCH W
PLEMNIKACH

OCENA TRANSBLONOWEGO POTENCJALU MITOCHONDRIALNEGO
PLEMNIKOW

CYTOMETRYCZNA OCENA INTEGRALNOSCI BtON KOMORKOWYCH
PLEMNIKOW

OCENA CHROMATYNY PLEMNIKOWEJ

USZKODZENIA OKSYDACYJNE W PLEMNIKACH (METODA
LUMINESCENCYJNA)

OCENA POZIOMU ATP W PLEMNIKACH (AKTYWNOSC
METABOLICZNA)

W przypadku zlecenia wiekszej ilosci badan niz tylko podstawowe (CASA)
ceny podlegaja negocjacji.

Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Kontakt: badanienasienia@izoo.krakow.pl
ul. Krakowska 1 Telefon: +48666081381
32-083 Balice k. Krakowa
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BADANIA

NASIENIA ZWIERZAT

Pracownicy Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji PIB posiadajg bogatg wiedze i
wieloletnie doswiadczenie w badaniach dotyczgcych rozrodu zwierzat. U nas mogg Panstwo
zleci¢ podstawowe badanie jakosci nasienia i w miare potrzeb rozszerzy¢ je o szczegétowe
analizy cech plemnikéw, jak badanie zmian apoptotycznych i nekrotycznych, transbtonowego
potencjatu mitochondrialnego, chromatyny plemnikowej czy ocena poziomu ATP. Dzieki
catosciowemu ujeciu stanu biologicznego komodrek plemnikowych mozemy precyzyjnie okresli¢
ich zdolnos¢ do zaptadniania.

KOMPUTEROWO WSPOMAGANA OCENA NASIENIA (CASA)

Komputerowa analiza jakosci nasienia (CASA) to podstawowe badanie, dzieki ktoremu jestesmy
w stanie okresli¢ potencjat zaptadniajgcy nasienia oraz uzyska¢ gwarancje dawek inseminacyjnych
najwyzszej jakosci. Przeprowadzenie tej analizy wptywa pozytywnie na osiggniecie sukcesu
reprodukcyjnego.

Podstawowa ocena nasienia wykonywana systemem CASA obejmuje:

* ocene ruchliwosci (ruch catkowity, ruch postepowy) i parametry ruchu plemnikow
* oszacowanie liczby plemnikéow w dawce inseminacyjnej

* ocene morfologiczng plemnikéw

Badanie nasienia przeprowadzamy dla nastepujacych gatunkéw:

koziot

knur

buhaj

krolik

ogier

tryk

kogut

jelen

zwierzgt towarzyszgcych ( m.in. pies, kot, fretka)

USZKODZENIA OKSYDACYIJNE W PLEMNIKACH

Plemniki ssakéw sg komdrkami szczegdlnie wrazliwymi na uszkodzenia oksydacyjne czyli takie,
ktére powodowane sg przez reaktywne formy tlenu. Dzieje sie tak ze wzgledu na wysoka
zawartos¢ fatwo ulegajgcych utlenieniu sktadnikéw komorki - wielonienasyconych kwaséw
ttuszczowych oraz niskg aktywnos$é enzymatycznego uktadu antyoksydacyjnego, ktéry
przeciwdziata szkodliwym procesom.
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Kiedy uzupetni¢ badanie jakosci nasienia o ten parametr?

Analiza uszkodzen oksydacyjnych w plemnikach moze by¢ wykonana jesli podstawowe badanie
nie daje jednoznaczniej odpowiedzi na temat ptodnosci samca. Przeprowadzenie dodatkowych
badan jak analiza uszkodzen oksydacyjnych, moze stanowi¢ bardziej precyzyjng podstawe do
okreslenia zdolnosci zaptadniajgcej nasienia oraz poprawic¢ skuteczno$¢ inseminaciji.

Metoda badania

Badanie plemnikdw wykonywane jest metodg chemiluminescencyjng (aparat Lumat LB9508).
Pozwala ono sledzi¢ zmiany zachodzgce w komadrkach plemnikowych zwigzane z pogarszaniem
sie jakosci nasienia.

Informacje dotyczace probki
Badanie nasienia moze by¢ przeprowadzane na materiale Swiezym lub konserwowanym w stanie
ptynnym lub mrozonym.

BADANIE CHROMATYNY PLEMNIKOWE)

Chromatyna plemnikowa to materiat genetyczny wraz z réznymi biatkami, ktére m.in organizujg
przestrzennie dtugie nici DNA. To witasnie zawarta w nim informacja znajduje sie w jadrze
komodrkowym i przekazywana jest dalej na kolejne pokolenia warunkujgc cechy potomkdw.

Kiedy uzupetni¢ badanie jakosci nasienia o ten parametr?

Analize chromatyny plemnikowej mozemy przeprowadzi¢ wtedy, kiedy na podstawie badania
CASA nie potrafimy okresli¢ dlaczego wystepuje niska ptodnosé u samcéw. Poniewaz osiggniecie
sukcesu reprodukcyjnego koreluje z pozytywng oceng struktury chromatyny, znaczne odchylenia
od normy moga sugerowac, zeby nie dopuszcza¢ do rozrodu takiego osobnika.

Metoda

Badanie uszkodzern chromatyny plemnikowej przeprowadzane jest w oparciu o metode SCSA
(Sperm Chromatin Structure Assay). Polega ona na analizie wrazliwosci DNA na utrate struktury
(denaturacje) w podwyzszonej temperaturze lub niskim pH.

Informacje dotyczace probki
Badanie nasienia mozna przeprowadzi¢ zardwno na nasieniu Swiezym jak i mrozonym (mozna
zamrozi¢ nasienie bezposrednio po pobraniu bez uzywania rozcieficzalnika mrozeniowego).
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OCENA ZMIAN APOPTOTYCZNYCH | NEKTROTYCZNYCH W PLEMNIKACH

Apoptoza i nekroza to naturalne procesy Smierci komoérkowej. Apoptoza eliminuje zbedne lub
patologicznie zmienione komorki. Zjawisko to reguluje réwniez prawidtowg spermatogeneze.
Badania wskazuja, ze obecnos¢ apoptotycznych/nekrotycznych plemnikéw w ejakulacje koreluje z
zaburzeniem ptodnosci.

Kiedy uzupetni¢ badanie jakosci nasienia o ten parametr?

Analize zmian apoptotycznych i nekrotycznych przeprowadza sie wtedy, kiedy na podstawie
wyniku ruchliwosci plemnikéw uzyskanego podczas badania CASA, nie mozna uzyskac
odpowiedzi, dlaczego wystepuje niska skutecznos¢ inseminacji.

Metoda

Do oceny apoptozy i nekrozy stosowana jest metoda mikroskopii fluorescencyjnej lub cytometrii
przeptywowej. Stosuje sie dwie metody oceny. Pierwsza z nich pozwala na wczesng diagnostyke
apoptozy przy uzyciu aneksyny V sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC, ang.
fluorescein isothiocyanate), ktdra oddziatuje z resztami fosfatydyloseryny na powierzchni btony
cytoplazmatycznej, ktére to podczas $mierci komérki przechodzg z jej strony wewnetrznej na
zewnetrzng. Druga za$ diagnozuje apoptoze z uzyciem fluorochromu YO-PRO-1, ktéry ma
zdolnos¢ do przechodzenia do wnetrza komarki i faczenia sie z jej DNA, kiedy btona komdrkowa
ma jeszcze zachowang integralno$¢. Dodatkowe zastosowanie w tej metodzie jodku propidyny
(P1) umozliwia detekcje komodrek nekrotycznych.

Informacje dotyczace probki
Badanie nasienia mozna przeprowadzi¢ zaréwno na nasieniu Swiezym jak i konserwowanym w
stanie ptynnym oraz mrozonym.

OCENA POZIOMU ATP W PLEMNIKACH (AKTYWNOSC METABOLICZNA)

ATP (adenozynotrifosforan) to organiczny zwigzek, ktéry jest uniwersalnym akumulatorem i
no$nikiem energii w komodrce. Jego poziom w komodrce jest wynikiem réwnowagi pomiedzy
procesami tworzenia i wykorzystania energii.

Badania wskazujg na Scisty zwigzek poziomu ATP z liczbg plemnikéw w prébce, ich ruchliwoscig i
integralnoscig bton komdrkowych. Uzyskany wynik dostarcza precyzyjnej informacji na temat
stanu energetycznego plemnikéw.
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Kiedy uzupetni¢ badanie jakosci nasienia o ten parametr?

Analize poziomu ATP w plemnikach przeprowadza sie wtedy, kiedy podstawowe badanie nasienia
nie dostarcza nam ostatecznej odpowiedzi na temat zdolnosci zaptadniajacej. Wykonanie
dodatkowych testéw, moze pomadc w rozstrzygnieciu decyzji na temat jego jakosci a w rezultacie
poprawi¢ skutecznos¢ zaptodnienia.

Metoda:

Pomiar wykonywany jest metodg bioluminescencyjng, ktdra wykorzystuje reakcje lucyferyny z
ATP, katalizowang przez enzym lucyferaze. Reakcji towarzyszy emisja swiatta o natezeniu wprost
proporcjonalnym do ilosci ATP. Metoda jest bardzo czuta, szybka i nie wymaga separacji komorek.

Przygotowanie prébki:
Badanie nasienia moze by¢ wykorzystane do oceny aktywnosci metabolicznej plemnikow
konserwowanych w stanie ptynnym i mrozonym.

CYTOMETRYCZNA OCENA INTEGRALNOSCI BtON KOMORKOWYCH
PLEMNIKOW

Reaktywne formy tlenu powodujg uszkodzenia bton komdrkowych. Ocena ich integralnosci
informuje o odsetku zywych komorek, ktére zdolne sg do zaptodnienia

Kiedy badanie jakosci nasienia uzupetniamy o ten parametr?

Poniewaz integralnos¢ bton komdrkowych plemnikéw jest $cisle skorelowana z ich ruchliwoscia,
ocene te najlepiej przeprowadzi¢ w potgczeniu z badaniem nasienia metodg CASA. Analizie
cytometrycznej poddajemy wtedy te samg probke. Jezeli pomiedzy wartosciami obu analiz sg
znaczne roznice, przyczyny nieptodnosci nalezy szukac¢ gdzie indziej.

Metoda

Badanie wykonuje sie przy uzyciu cytometru przeptywowego Couter CytoFLEK (Beckman). Test
przeprowadza sie za pomocg dwdch barwikéw fluoroscencyjnych — barwigcych uszkodzone i cate
komorki. Dzieki réznicy sygnatow mozna okresli¢ procent plemnikéw z naruszong ciggtoscia
btony komérkowej.

Informacje dotyczace probki

Badanie nasienia mozna przeprowadzi¢ zaréwno na nasieniu $wiezym (transport musi odbywac
sie w rozrzedzalniku transportowym) jak i mrozonym (w rozrzedzalniku mrozeniowym.
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OCENA TRANSBLONOWEGO POTENCJAtU MITOCHONDRIALNEGO
PLEMNIKOW

Mitochondria sg strukturami odpowiedzialnymi za przemiany energetyczne w komérce. W
plemniku zlokalizowane sg we wstawce, gdzie odpowiadajg za zaopatrzenie jej oraz gtowki
plemnika w ATP - nosnik energii. Obecnos¢ tej czgsteczki jest niezbedna do przezycia komérki
podczas zaptodnienia.

Kiedy badanie jakosci nasienia uzupetniamy o ten parametr?

Ocena transbfonowego potencjatu mitochondrialnego pozwala scharakteryzowaé¢ zdolnosé
plemnikéw do zaptodnienia komérki jajowej. Rezultaty tego badania sg uzupetnieniem wynikéw
uzyskanych metodg CASA. Analize potencjatu mozna wykonaé¢ w przypadku niezadowalajgcych
efektéw inseminacji przy pozytywnych wynikach wspomnianej metody. Im wyzszy AYm, tym
wyzsze zdolnosci zaptadniajgce plemnikow.

Badania dowodzg, ze wspotczynnik zaptadnialnosci jest wyzszy w przypadku plemnikow, ktérych
mitochondria charakteryzujg sie wysokim potencjatem transbtonowym.

Metoda

Do oceny mitochondrialnego potencjatu transbtonowego plemnikéw (AYm) zastosuje sie barwnik
JC-1  (5,5,6,6'-tetrachloro-1,1',3,3’ tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide/chloride)
(Molecular Probes, USA). Analize przeprowadza sie na mikroskopie epifluorescencyjnym.
Identyfikowane sg dwie subpopulacje plemnikéw: zywe (nieapoptotyczne) oraz plemniki
apoptotyczne/nekrotyczne, w ktérych nastgpita depolaryzacja btony mitochondrialnej i spadek
AYm,.

Informacje dotyczace probki
Badanie nasienia moze by¢ przeprowadzone na $wiezym, kriokonserwowanym badz

przechowywanym materiale. Forma, czas i warunki transportu nasienia uzalezniona jest od
gatunku zwierzecia.




