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Abstract

Evaluating the hypoosmotic swelling (HOS) test in relation to fertilizing capacity and sperm motility, a number of authors
obtained mostly positive results. If HOS test or sperm vitality staining is performed separately, positive result is obtained
from HOS test for spermatozoa with intact plasma membrane (tail coiling as expected) and eosin-negative staining. However,
membrane resistance differs among the cells, and after 30 min of exposure to hypoosmotic solution, eosin-positive staining
can be observed in some spermatozoa. This indicates disturbed membrane integrity, even though HOS-positive result was
obtained. The following categories can be differentiated:

HOS-positive sperm — eosin-negative staining = live spermatozoa — intact membrane

2. HOS-negative sperm — eosin-positive staining = dead spermatozoa — damaged membrane

3. HOS-positive sperm — eosin-positive staining = the response of spermatozoa was similar as in live cells, but their
membrane damage was induced by the test because their function was impaired.

The proportion spermatozoa in the third category detected by this test indicated a decreased resistance of spermatozoa in
the tested ejaculates. This fact was confirmed in bulls by correlation between the proportion of spermatozoa in the third
category and the changes in resistance of sperm plasma membrane after cryopreservation and their success rates after thawing
(r=0.455; p £0.05). Accordingly, the finding predicted sperm membrane quality and the success rates for cryopreservation.
In boar spermatozoa, we compared HOS test results and eosin positive staining with sperm quality by the 120-min survival
test. The results showed that sperm membrane integrity is a predictor of sperm function. Eosin staining of sperm exposed to
HOS solution for 30 min did not show uniform results. Thus spermatozoa classified in category 3 (HOS+Eosin+) showed
correlation with the decrease in proportion of live spermatozoa after 120-min survival test: r = 0.522 at p = <0.01. The
impairment of sperm quality in ejaculates with higher proportion of HOS+E+ was evident from the calculated values of
UKIE index (universal ejaculate quality index) even though differences between the values 3.311 (in the case of lower
occurrence) and 3.061 (in the case of higher occurrence) in this category were not significant.
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Kvalitativni posouzeni membran spermii md, pro Integrita a normalni funkceschopnost plazmatické
predikci urovné ejakulatu z funkéniho hlediska, membrany spermii je nezbytny piedpoklad usp&snosti
rozhodujici  vyznam. Pouze spermie s funkeni fertilizace. Zivé buiiky si zachovavaji asymetrické
plazmatickou membranou, umoziujici pohyb vody do a rozdéleni riznych fosfolipidl mezi vnitini a vné&jsi sténou
z bunky, jsou schopné pfezit konzervacni postupy (Eilts, plazmatické membrany Jsou-li buiiky vystaveny
2005). Byl prokizan vztah mezi membranovou extrémnim nefyziologickym podminkdm dojde v nich
desintegraci spermii bykt, vyvolanou poruchou vnitifniho k biochemickym a morfologickym zméndm a néstupu
prostredi a sniZenou resistenci vici chladu az nekrobiotického procesu. Nekréza zaéind zhorSenou
nemrazitelnosti semene (Véznik et al., 1988). Tyto schopnosti bufiky zachovat homeostizu, coz vede
skute¢nosti navozuji potiebu hodnoceni funkéni resistence k influxu vody a extracelularnich iontd. Hydropicka
membran k predikci Grovné bunééné piezitelnosti. degenerace se projevi zménou intracelularnich organel a

Podle teorii o stavbé membran je zakladni strukturalni celd buiika se postupné edematicky méni. U spermie je
komponentou dvojvrstevny zaklad fosfolipidii a proteinti predeviim postizena oblast akrozomu a povrchové
Jejichz vkomponovani do struktury membran jim dalo membrany, postupné mitochondrialni struktury a bicik.
oznaceni jako strukturdlni proteiny. Na zevnim povrchu je Funkéni testy integrity plazmatické membrany mohou
bunééna membrana pokryta vrstvou polysacharidi zvanou potencialné charakterizovat kvalitu bunék. P¥i rutinni
glykokalix. Vyznam této membranové slozky je viceméné analyze spermii zji§fuje se mnohdy vyznamné procento
ochranny. Glykokalix je preventivni struktura stabilizujici mrtvych spermii. Vieobecnd je tato bundénd smrt
bl.méénou’ membrevi{lu, ovlivﬁuji,ci selektiyn'e" ’rychlost povazovana za dasledek bunéénych nekrobiotickych
difuse latek bunéCnou membranou, udrzujici pH a procesi, nebot’ pouzivana vitalni barviva pro rozliSeni
povrchové napéti. U s.pc.z.rmii tvofi téz maskovani povrchu Zivych a mrtvych spermii pronikaji do spermii zm&nou
k snizeni rychlosti jejich rekognoskace v pohlavnich permeability plazmatické membrény.

cestach samic.
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Integrita membranovych systémll je pii vySetfeni
semene propojena se stanovenim zivych a mrtvych
spermii, nebot’ jejich prikaz je podlozen pravé zménami
membran. Potfeba informace o stavu buiky, predevsim
z hlediska jeji vitality, vedla jiz v roce 1940 Morosova
(citace dle Véznik et al., 2004) k vyuziti supravitalniho
barveni bun€k eozinem. Tento princip diferencovat buiky
s porusenou permeabilitou membran dle pruniku barviva
plati dodnes a je podkladem k Sirokému uplatnéni riznych
barviv a fluorochromil. Integrita plazmatické membrany
spermii je dokladovéana téZ testem membranové tolerance
a resistence vaci hypoosmotickému prostiedi. Podstatou
HOS testu je postulovany piedpoklad, Ze u nenaruSené
membrany zivé spermie v hypoosmotickém prostredi
dojde k reakci bi¢ikti spermii jejich sta¢enim po priniku
vody do bunééného interiéru. Vysledky tohoto testu byly
hodnoceny fadou autorti v navaznosti na fertiliza¢ni efekt,
pohyblivost spermii a vétSina zavért vyznéla v pozitivni
posudek. Pfi separovaném provedeni HOS testu a
intravitalniho barveni na zivé a mrtvé spermie dosdhneme
u spermii s intaktnim membranovym apardtem pozitivni
reakce na HOS test tj. ocekavané reakce biciku a
nezbarveni eosinem. Membranova resistence vSak neni u
vSech bunck na stejné trovni takze po expozici 30 minut
v hypoosmotickém prostiedi se u n€kterych spermii, i pii
pozitivni reakci na HOS, projevi zabarveni eosinem jako
doklad naruseni membranové integrity. Znamena to tedy,
ze vznikaji nasledujici kategorie v diferencialnim
hodnoceni (viz obr. 1):

HOS pozitivni reakce a zbarveni eosinem negativni -
spermie zivé a membrany intaktni

HOS negativni reakce a zbarveni eosinem pozitivni -
spermie mrtvé a membrany narusené

HOS pozitivni reakce a zbarveni eosinem pozitivni -
spermie reagovaly jako zivé, ale v prub¢hu testu doslo
k naruSeni membran pro snizenou jejich funkéni
resistenci.

Cilem studie je dolozit vztah kvalitativnich zmén
membran spermii kance na jejich funkéni resistenci.

Material a metody

Do studie bylo zatazeno 27 kanc¢ich ejakulatt, ziskanych
pfi kvalitativnim hodnoceni inseminacni stanice. Kanci
byli ve stafi 1 az 2 let plemene BU. Semeno bylo ziskano
manualnim odbérem a laboratorni vySetfeni bylo
provedeno nasledné in situ se stanovenim: objemu
semene, koncentrace spermii, jejich motilité, procenta
zivych spermii, rychlosti pohybu spermii, aktivity
mitochondrii formou indexu endogennich reduktaz, HOS
testu v kombinaci s barvenim eosinem, indexu UKIE
(universalni kvalitativni index ejakulatu). VSechna Setfeni
byla podrobena 120min testu piezitelnosti pro moznost
stanoveni funk¢ni kvalitativni resistence. Stejn¢ tak bylo
provedeno i morfologické posouzeni ejakulatt (Véznik et
al., 2004).

Z celkového souboru kancich ejakulati byly vytvoreny
dvé skupiny tvofené vzdy 8 ejakulaty snizsi a vyssi
frekvenci vyskytu spermii HOS+ a eosin+.
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Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany programem
Software SPSS 16,0 version (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA). Krom¢ vyjadieni vysledktli priméry, SD, minimem
a maximem, byly stanoveny korelace dle Spearmana.
Provedeni HOS testu v kombinaci s barvenim eosin-
nigrosinem.

Hypoosmoticky roztok: 0,735 g citratu sodného
(NazC¢HsO; . 2H,0) a 1,351 g fruktézy ve 100 ml
destilované vody.

Pracovni postup:

1 ml roztoku ve zkumavce Eppendorf se zahieje 5 min na
teplotu 37°C, ptidéa se 0,1 ml semene, jemné se promicha
a kryje se krycim sklickem. Inkubuje se pfi teploté¢ 37°C
po dobu 30 min. Po inkubaci a promichdni se zpracuje
natér v kombinaci s dobarvenim eosinem (0,5 %)
nigrosinem (10 %) pro hodnoceni ve svételném poli
mikroskopu pii zvétSeni 1000x s pouzitim imerze.

Vysledky

Pii diferencidlnim cytogramu testu HOS v kombinaci
s barvenim eosinem byla velikost podilu teti kategorie t;.
nalezi HOS+ spermii provazenych pozitivnim zbarvenim
eosinem, dokladem o snizujici se funkeni resistenci
spermii testovaného ejakulatu. Primérna frekvence tohoto
nalezu byla 21,8 %, SD 7,9, rozsah od 9 do 38,5 %. U
semene kancti jsme se pokusili konfrontovat nalezy HOS
testu s pozitivni reakci na eosin s kvalitativni Grovni
spermii po prezitelnostnim testu. Vysledky prokazaly, ze
resistence integrity membran sehrava roli prediktora
funkéni urovné spermii. Pii 30 minutovém ovlivnéni
membran spermii pfi HOS testu byla dokumentovéana
rozdilna uroven v interakci eosinu. A takto vyvolany
obraz 3. kategorie HOS + a eosin + prokazal korelaci
s poklesem zivych spermii po 120 minutovém testu
prezitelnosti na urovni r = 0,522 pfii p = 0,005. Rozdil v
prezitelnosti spermii béhem 120min testu mezi skupinami
s niz§im a vysSim vyskytem 3. kategorie (p < 0,01) je
vyjadien na obr. 2.

Pfi hodnoceni kvalitativnich ukazateld v jednotlivych
kriteriich byly doloZzeny niz§i primémé hodnoty u
skupiny ejakuldti s vyS$im vyskytem nalezii spermii
reagujicich HOS+ a eosin +.

Shrnutim dosazenych hodnot kvality ejakulati a
vypoctem indexti UKIE byl ziskan obdobny obraz nizsich
hodnot u skupiny s vy$§im podilem 3 kategorie hodnoceni
HOS testu. U téchto souhrnnych ukazatelti se nepodafilo
prokazat statistickou vyznamnost rozdili stanovenych
praméru.

Diskuze

HOS test v kombinaci se supravitadlnim barvenim eosin-
nigrosinem pfinasi hodnoceni rozsifené o dynamiku zmén
membranové resistence. Tato skutecnost byla potvrzena
téz u bykt korelaci velikosti podilu tfeti kategorie
k zménam resistence membranového aparatu spermii pii
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jejich konzervaci mrazem a Urovni resuscitace po jejich
rozmrazeni (r = 0,455, p < 0,05). Nalez tedy predikoval
uroven membran a nasledny proces resuscitace po zatizeni
semene zmrazenim. Uloze HOS testu v souvislosti
s kvalitativnim hodnocenim ejakulatd byla vénovana
pomérné Siroka pozornost. Metoda zavedena Jeyendranem
et al. (1984) v humanni mediciné byla ovéfena na
ejakulatech hospodaiskych zvifat a stala se v soucasné
dobé Siroce uzivanou. Vyuziti HOS testu v kombinaci se
supravitalnim barvenim pouzili ve své studii Chan et al.
(1991) a oznadili tento postup jako stanoveni viability
spermii v hypoosmotickém prostiedi (VHOS). Vysledky
dolozily positivni korelaci nezbarvenych a svinutych
spermii k procentu penetrujicich v assayi penetrace
spermii Percollem a skupiné swim-up. Souhrnné bylo
mozno konstatovat, ze vyuziti studia VHOS a HOS
parametrt se projevilo jako indikator membranové
integrity na hlavicce a bic¢iku spermii. Kombinace VHOS
a HOS skyta dobrou korelaci s predikci uspésné
fertilizace. Obdobn¢ dolozili Tartaglione a Ritta (2004) u
byka pfi supravitdlnim barveni eosinem u
hypoosmotického testu pozitivni vztah k vysledkim

Obr. 1.
1/ HOS pozitivni reakce a zbarveni eosinem negativni - spermie zZivé a membrany intaktni;

2/ HOS negativni reakce a zbarveni eosinem pozitivni - spermie mrtvé a membrany narusengé;

3/ HOS pozitivni reakce a zbarveni eosinem pozitivni - spermie reagovaly jako zivé, ale v prubéhu testu doslo k naruSeni
membran pro snizenou jejich funkéni resistenci.

46

fertilizace (78 %), pticemz dolozili zlepSeni téchto
vysledkit pouzitim dualniho barveni TBG (trypanova
modi a Giemsa) az na 82 %. Vazquez et al., (1997) se
vénovali hodnoceni HOST v posuzovani kvality kanciho
semene a jejich zaveéry dokladaji ptfinos pro hodnoceni
funkéni integrity membran. Perez-Liano et al. (2001)
posoudili shodu zkraceného hypoosmotického testu pro
kan¢i semeno (sHOST) s klasickym postupem a pfi
pozitivnim vysledku Setfeni zdlraznili vyuzitelnost tohoto
testu k odhalovani chladového Soku. Ve studii Perez-
Liano et al. z roku 2003 rozsifuje provedena pozorovani o
termalni pfezitelnostni test pfi 37° po dobu 120 min.se
zaméfenim na studium zmén integrity akrozomalni
struktury spermii. Soucasné sledovani membranové
resistence testem HOS a kvality akrosomalnich struktur
dovoluje upfesnit kvalitu semene.

Nase predkladané pozorovani dovoluje posoudit funkéni
urovenn membran zatizenych 30 minutovym termalnim
testem a vyhodnotit jejich resistenci, coz dovoluje
posoudit Groven ejakulatu z hlediska jeho dalsiho vyuziti a
jeho viability.
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Obr. 2. Rozdil v pieZitelnosti spermii béhem 120min testu mezi skupinami s niZ§im (skupina 1) a vyS$Sim
(skupina 2) vyskytem 3.kategorie modifikovaného testu HOS (p < 0,01).

100

98

96—

944

924

sperm survival rate %

90

T
group 1

T
group 2

HOS+E+

Reference

Chan PJ, Tredway DR, Corselli J, Pang SC, Su BC 1991:
Combined supravital staining and hypoosmotic
swelling test. Hum Reprod. 6: 1115-8.

Eilts BE 2005: Theoretical aspects of canine semen
cryopreservation. Theriogenology. 64: 692-697.

Jeyendran RSH, Van der Ven H, Perez-Pelaez M, Grabo
BG, Zaneveld LID 1984: Development of an assay to
assess the functional integrity of the human sperm
membrane and its relationship to other semen
characteristics. J Reprod Fertil. 70: 219-228.

Perez-Liano B, Lorenzo JL, Yenes P, Trejo A, Garcia-
Casado P 2001: A short hypoosmotic swelling test for
the prediction of boar sperm fertility. Theriogenology
56: 387-98.

Perez-Liano B, Yenes-Garcia P, Trejo A, Garcia-Casado P
2003: Four subpopulations of boar spermatozoa
defined according to their response to the short
hypoosmotic swelling test and scrosome status during
incubation at 37 degrees C. Theriogenology 60: 1401-
7.

Tartaglione CM, Ritta MN 2004: Prognostic value of
spermatological parameters as predictors of in vitro
fertility of frozen-thawed bull semen. Theriogenology
62: 1245-52.

Vé&znik Z, Svecova D, Lanikova A, Vojtisek B, Standara S
1988: Hlavni pficiny snizené kvality ejakulatd na in-
seminacnich stanicich bykt. Dil¢i zprava etapy P 06-
329-809-01-05, VUVeL, Brno, 50 p.

Véznik Z., Svecova D., Zajicova A., Piinosilova P. 2004:
Repetitorium spermatologie a andrologie a metodiky
spermatoanalyzy. VUVeL, Brno, 197 p.

Vazquez JM, Martinez EA, Martinez P, Garcia-Artiga C,
Roca J 1997: Hypoosmotic swelling of boar spermato-
zoa compared to other methods for analysing the
sperm membrane. Theriogenology 47: 913-22.

47





