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ВПЛИВ ЧАСУ ЗБЕРІГАННЯ ЗАМОРОЖЕНОЇ СПЕРМИ БУГАЇВ
НА РІВЕНЬ ФРАГМЕНТАЦІЇ ДНК СПЕРМАТОЗОЇДІВ

Штучне запліднення великої рогатої худоби – це застосування
репродуктивних технологій, метою якого є покращення генетичної якості
та збільшення поголів’я тварин. Цього можна досягти за умови
використання якісної сперми, оскільки, успіх штучного запліднення
значною мірою визначається якістю замороженої сперми, факторами, що
впливають на фертильність самок, та навичками техніка із штучного
осіменіння.

Сперматозоїди з нормальною морфологією, інтактною ДНК, а також
хорошою життєздатністю та рухливістю – це сперматозоїди, які мають
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високу фертильність. Здатнысть сперматозоїдів до заплыднення залежить
від різних факторів і не може бути точно передбачувана, досліджуючи
лише один аспект якості сперми. Такі змінні, як рухливість,
життєздатність, аномалії, цілісність плазматичної мембрани та
фрагментація ДНК, відрізняються між породами бугаїв. Оцінки однієї
змінної недостатньо для визначення рівня фертильності сперматозоїдів
для запліднення яйцеклітин [1, с. 3]. Мікроскопічне дослідження сперми
може залишатися першим етапом діагностики, якого недостатньо для
прогнозування загальної здатності сперматозоїдів до розвитку ембріона
[2, с. 844]. Молекулярне тестування необхідне для забезпечення більш
надійних інструментів прогнозування якості сперми, зокрема шляхом
виявлення цілісності дезоксирибозонуклеїнової кислоти (ДНК)
сперматозоїдів.

Встановлено зниження рухливості та фертильності сперматозоїдів
через оксидативний стрес та утворення активних форм кисню (АФК) під
час різних процедур заморожування сперми та штучного запліднення.
Існують різні наслідки оксидативного стресу, включаючи пошкодження
мембран, пригнічення дихання, витік внутрішньоклітинних ферментів,
пошкодження аксонемальних білків та пошкодження мітохондріальної
мембрани [7, с. 169]. Мітохондрії є одним із основних осередків
молекулярного пошкодження, що призводить до порушення їхніх функцій,
виснаження АТФ та, як наслідок, втрати рухливості сперматозоїдів
Встановлено, що час зберігання замороженої сперми не впливає на
життєздатність сперматозоїдів. Однак,  дослідження впливу часу
зберігання замороженої сперми на мітохондріальну активність та
пошкодження ДНК сперматозоїдів досі не є поширеними. Важливо
перевіряти якість замороженої сперми, яка зберігалася протягом тривалого
часу, щоб переконатися, що сперматозоїди, які будуть використані для
штучного осіменіння, все ще знаходяться в найкращому стані, оскільки
запліднення може бути здійснене лише за умови, що сперматозоїди із
замороженої сперми життєздатні та рухливі, а також мають добру
морфологію та цілісність ДНК-мембрани.

Дезоксирибонуклеїнова кислота (ДНК) – це генетичний матеріал, що
передається батьківською та материнською лініями потомству. Цілісність
ДНК сперматозоїдів під час запліднення впливає на формування
пронуклеусів. Здатність ДНК-хроматину утворювати пронуклеус після
злиття сперматозоїдів у цитоплазмі яйцеклітини є основним фактором, що
впливає на успіх запліднення. Чоловічі та жіночі пронуклеуси проходять
фазу сингамії – процесу злиття двох гамет (статевих клітин) під час
запліднення, в якій батьківські та материнські хромосоми об’єднуються
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для продовження розвитку ембріона. Рівень цілісності ДНК
сперматозоїдів має значний вплив на порушення раннього ембріонального
розвитку [5, с. 120].

Мета нашого дослідження - визначення впливу тривалого зберігання
сперми в рідкому азоті на рівень фрагментації ДНК  сперматозоїдів у
бугаїв різних порід. 

Матеріалом вивчення слугувала заморожена сперма бугаїв
голштинської та сірої української порід генобанку ПрАТ
«Полтаваплемсервіс». Сперма бугаїв голштинської породи  зберігалася
протягом двох, трьох, одинадцяти та двадцяти двох років, а бугая сірої
української породи – 33 роки. Нами був проведений аналіз визначення
показників якості розмороженої сперми цих бугаїв.  Одержані результати
свідчать, що рухливість сперматозоїдів відразу після деконсервації у всіх
бугаїв становила 4,0 бали, за винятком бугая голштинської породи чорно-
рябої масті, чий показник сягав 5,0 балів (сперма зберігалася у
кріоконсервованому стані протягом 22 років. Результати оцінки рухливості
сперматозоїдів (після 5 год інкубації при 38 °C): голштинська порода:
термін зберігання 2 та 3 роки – 0,5 бала; термін зберігання 11 років – 1,0
бал; термін зберігання 22 роки – 2,0 бали; сіра українська порода: термін
зберігання 33 роки – 2,0 бали. Одержані результати показали, що сперма
за показниками абсолютної виживаності у всіх досліджених бугаїв
відповідала нормі [7, с. 4].

Пошкодження нуклеїнової кислоти (ДНК) хроматину дезоксирибози
сперматозоїдів є вирішальним фактором, який може спричинити
безпліддя. Головка сперматозоїда має ядро, яке містить ДНК, тобто
важливий компонент у процесі запліднення. Вся генетична інформація,
яка передається від одного покоління до наступного, міститься в нитках
ДНК у ядрі сперматозоїда. Дослідження пошкодження ДНК
сперматозоїдів є важливим параметром у діагностиці  фертильності
плідників, включаючи сперматозоїди із замороженої сперми. Отже, нами
було проведене дослідження впливу тривалого зберігання сперми в
рідкому азоті на рівень фрагментації ДНК  сперматозоїдів. Рівень
цілісності ДНК сперматозоїдів аналізували після після 5-годинного
інкубування сперми при температурі 38°C.

Для визначення індексу фрагментації ДНК сперматозоїдів
використовували тест «Halosperm G2» (Мадрид, Іспанія). За допомогою
світлового мікроскопа Axiostar plus microscope (Carl Zeiss, Germany
збільшення × 400) досліджували 500 сперматозоїдів.  Депротеїнізоване
ядро сперматозоїда складається із ядра й ореолу («хало») – ДНК
хроматинова дисперсія.
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До сперматозоїдів без ДНК фрагментації відносили:
Сперматозоїд із великим «хало» - ≥ діаметра ядра1.
Сперматозоїд із середнім «хало»: розмір « хало» між дуже великим2.

і дуже маленьким
До сперматозоїдів із фрагментацією ДНК відносили:
Сперматозоїд із малим «хало» - ≤ 1/ 3 діаметра ядра1.
Сперматозоїд без «хало»2.
Сперматозоїд без «хало» і деградований3.
Аналіз показав такі результати: індекс фрагментації ДНК у

досліджених зразках становив 3,0–7,0%, що відповідає нормі [3, с. 5826].
Результати тесту свідчать, що тривале зберігання сперми не мало
суттєвого впливу на фрагментацію ДНК сперматозоїдів, а динаміка
показників залежала від індивідуальних особливостей бугая.

Одержані нами результати, відповідають аналогічним результатам,
проведеними вченими Kurniawan, Kusumawati, Pangestu [6, с. 266].
Дослідження розмороженої сперми після тривалого зберігання  були
проведені на бугаях породи балі. З результатів статистичних випробувань
відомо, що життєздатність сперматозоїдів балійського бика суттєво не
зазнала змін залежно від тривалості зберігання замороженої сперми.
Існування різних періодів зберігання не впливало на рухливість та
життєздатність сперматозоїдів замороженої сперми балійських биків,
можливо тому, що сперма зберігалася за надзвичайно низьких температур,
що досягали 196°C при температурі кріоконсервації, або нижче точки
замерзання рідкого азоту, що може призвести до зупинки метаболічного
процесу клітин сперматозоїдів, внаслідок чого більшість ферментативних
реакцій та клітинних функцій сповільнюються або зупиняються
Припинення процесів клітинного метаболізму може зменшити негативний
вплив підвищеного вироблення молочної кислоти, яка є кінцевим
продуктом метаболізму, що дозволить зберегти якість сперми. Результат
статистичного тесту показав, що відмінності в терміні зберігання
замороженої сперми мали значний вплив на відсоток цілісності
плазматичної мембрани сперматозоїдів.

Порушення процесу сперміогенезу в процесі дозрівання
сперматозоїдів у придатку яєчка може вплинути на здатність
сперматозоїдів формувати компактну структуру хроматину.
Конденсований хроматин необхідний для підтримки цілісності клітин
сперматозоїдів від змін, що відбуваються під час кріоконсервації та
зберігання в рідкому азоті Вплив оксидативного стресу внаслідок
метаболічних процесів та вплив кисню може пошкодити ДНК клітин
сперматозоїдів. Однак, вироблення активних форм кисню (ROS) може
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бути пригнічено, якщо заморожену сперму зберігати в рідкому азоті при
температурі 196°C, що призупиняє взаємодію з киснем та клітинні
метаболічні процеси. Тому різні періоди зберігання сперми не мали
суттєвого впливу на рівень пошкодження ДНК у цьому дослідженні. Крім
того, додавання антиоксидантів до розчинника для сперми також є одним
із факторів, що сприяють тому, щоб сперматозоїди залишалися в
хорошому стані, незважаючи на тривале зберігання в рідкому азоті.
Антиоксиданти відіграють важливу роль у пригніченні реакцій окислення
в замороженій спермі, що зберігається [8, с. 170]. Різні розріджувачі, що
застосовуються до сперми, впливають на виживання клітин під час
зберігання, особливо на фрагментацію ДНК та мітохондрій. 

Стійкість сперматозоїдів до збереження цілісності ДНК також
пов’язана з відмінностями в експресії білкових профілів сперматозоїдів.
Білок теплового шоку 90 (HSP90) – це білковий профіль, що міститься в
ДНК сперматозоїдів. Білок теплового шоку 90 (HSP90) відіграє певну
функцію в системі репарації ДНК. Механізми репарації ДНК є
незамінними під час процесу кріоконсервації для збереження її цілісності.
Отже, експресія різних профілів білка HSP90 може впливати на рівень
цілісності ДНК сперматозоїдів під час зберігання. [9, с. 10]. На
довговічність цілісності ДНК під час кріоконсервації за низьких
температур впливають генетичні фактори [4, с. 20].

Отже, термін зберігання сперми впливає на аномалію та цілісність
плазматичної мембрани, проте, не впливає на рухливість, життєздатність
та фрагментацію ДНК сперматозоїдів.
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EVALUATION OF THE QUALITY OF DRINKING WATER FROM
THE FOUNTAINS AND SPRINGS OF RÎȘCOVA VILLAGE,

CRIULEN DISTRICT

Abstract: The study presents the results of the physico-chemical analysis
of drinking water from the main wells and springs of the village of Rîșcova,
Criuleni district. The determined parameters – pH, total dissolved solids (TDS)
and total hardness – provide an overall picture of the quality of the water used
by the local population. The obtained results indicate a slight acidity of the
water, high hardness values in some sources and moderate variations in TDS, 
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