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I.  Streszczenie
Wistep:

Inseminacja dopgcherzykowa jest biotechnikg rozrodu polegajaca na depozycji nasienia
bezposrednio do pecherzyka przedowulacyjnego, przy wykorzystaniu specjalistycznego
sprzetu. Pierwsze doniesienia o skutecznym wykorzystaniu tej procedury pochodza z 1991 roku
(Lucena i wsp., 1991). W medycynie cztowieka metoda ta zostala zaadoptowana do leczenia
przypadkoéw nieptodnosci na roznym tle (Zbella i wsp., 1992; Nuojua-Huttunen i wsp., 1995;
Yellamereddv i wsp., 2000; Tocci i wsp., 2011; Lucchini i wsp., 2012). W medycynie
weterynaryjnej ta droga probowano inseminowac klacze (Meinties i wsp., 2000; Eilts i wsp.,
2002) oraz krowy (Lopez i wsp.; 2011). Wyniki badan Lopez i wsp. (2011) majg obiecujacy
charakter, jednak wykonane zostaly w stadzie o bardzo stabych wskaznikach ptodno$ci. Brak
natomiast w dostepnej literaturze jakichkolwiek informacji na temat skuteczno$ci inseminacji
dopecherzykowej w stadzie charakteryzujacym si¢ prawidlowa ptodnos$cia, przy wykorzystaniu
zardwno nasienia nieseksowanego jak i seksowanego.

Cel:

Analiza skuteczno$ci inseminacji dopecherzykowej u bydla w warunkach

fizjologicznych nasieniem nieseksowanym i seksowanym.

Material i metody:

1. Czgs¢ laboratoryjna

W czgséci laboratoryjnej do$wiadczenia badano wplyw ptynu pecherzykowego na
przezywalnos$¢, parametry morfotyczne i kinetyczne plemnikow. W tym celu przyzyciowo
pobrano ptyn pecherzykowy od 6 krow (5 rasy holsztynsko-fryzyjskiej i 1 polskiej czerwono-
biatej) metoda aspiracji przezpochwowej pod kontrolg manualng. Nastepnie uzyskany materiat
odwirowywano z predkoscia 10 000 x g przez 12 minut w temperaturze 4°C. Powstaty
supernatant odzielano 1 mrozono do momentu wykorzystania. Podczas doswiadczenia
wlasciwego, dodawano wczesniej ewkilibrowane w temperaturze 37°C w atmosferze
zawierajacej 5% CO2 ptyny: pecherzykowy i fizjologiczny w stosunku 1:2 (ptyn dodawano do
nasienia). Mieszaniny inkubowano przez 8 godzin w temperaturze 37°C w atmosferze
zawierajacej 5% CO2. W tym czasie w odstgpach dwugodzinowych analizowano wtasciwosci
ruchowe plemnikoéw w badaniu mikroskopowym oraz w systemie CASA, badano odsetki gamet
zywych 1 okre§lano udzial procentowy poszczegdlnych wad morfologicznych. Na
poczatkowym i koncowym etapie procesu inkubacji badano ciggto$¢ bton komodrkowych oraz
integralno$¢ blony akrosomalnej przy uzyciu cytometru przeplywowego i barwnikow

fluorescencyjnych SYBR-14, PNA i PI.



2. CzesSc kliniczna

W  celu analizy skuteczno$ci inseminacji dopgcherzykowej wsréd zwierzat
wytypowanych do badania (33 jatéwki, 42 krowy) wydzielono dwie gtowne grupy zwierzat:
jatowki, unasieniane nasieniem seksowanym i krowy, unasieniane nasieniem nieseksowanym.
Kazda grupe podzielono na 3 podgrupy: inseminacja dopgcherzykowa (IFI), inseminacja
domaciczna z dodatkiem ptynu pgcherzykowego (IUIF) i standardowa inseminacja domaciczna
(IUI). Zwierzeta inseminowano wedlug wczesniej stworzonego algorytmu postepowania,
bazujacego na badaniu klinicznym, rektalnym oraz ultrasonograficznym. Inseminacje
dopecherzykowa wykonywano z pomocg asystenta, przy uzyciu zestawu wilasnego projektu,
sktadajacego si¢ z metalowej prowadnicy o dtugosci 42,7 cmi i $rednicy 10 mm oraz pistoletu
inseminacyjnego uzbrojonego w iglte o dlugosci 16 mm i $rednicy 0,6 mm. W przypadku
unasieniania nasieniem nieseksowanym deponowano % dawki inseminacyjnej (0,06 ml), a w
momencie wykorzystania nasienia seksowanego cata stomke (0,25 ml). Podczas inseminacji w
grupie IUIF nasienie po rozmrozeniu inkubowano z ptynem pecherzykowym w stosunku 1:1 w
tempetaurze 37°C przez 30 minut. Inseminacj¢ domaciczng wykonywano w rutynowy sposob.
Whyniki

1. Czes¢ laboratoryjna

Analiza mikroskopowa wykazata istone spadki odsetka plemnikow ruchliwych podczas
inkubacji w obu ptynach. Stwierdzono istotng statystycznie réznicg¢ pomiedzy ruchliwoscia
gamet w 8. godzinie inkubacji na korzys¢ ptynu pecherzykowego. Udziat procentowy
plemnikow zywych obnizyt si¢ istotnie zaréwno wsrod plemnikoéw przechowywanych w ptynie
pecherzykowym, jak 1 w plynie fizjologicznym. Podczas oceny morfologicznej roznice
wykazano jedynie w zakresie odsetka komorek z uszkodzonym akrosomem. Istotnie wyzszy
odsetek takich gamet stwierdzono zardwno na poczatku, jak i koncu inkubacji w plynie
pecherzykowym w stosunku do grupy kontrolnej. Automatycznie przetozylo si¢ to na réznice
procentowego udzialu komorek o morfologii prawidtowej. Wyniki uzyskane w trakcie
poréwnania wilasciwosci ruchowych plemnikow na poczatku i na koncu okresu inkubacji
wykazaly istotny spadek w zakresie parametréw charkteryzujacych ruch gamet (MOT, PMOT,
RAPID, STATIC), zarobwno w ptynie pecherzykowym, jak i fizjologicznym. Podczas oceny
wlasciwosci ruchu plemnikow stwierdzono istotne obnizenie wszystkich badanych parametrow
w nasieniu inkubowanym w ptynie pecherzykowym (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN).
W przypadku plynu fizjologicznego podobnag tendencje wykazano dla nastepujacych
wlasciwosci: VAP, VSL, VCL, ALH, BCF. Porownujac wyniki wszystkich wspomnianych

wyzej parametréw uzyskanych podczas inkubacji w obu ptynach, istotny spadek wykazano dla:



VCL (p=0,026), ALH (p=0,038) a wzrost dla LIN (p<0,001) na poczatku inkubacji. W obrebie
pozostatych wiasciwosci nie stwierdzono réznic, zarowno w 0. jak i 8. godzinie inkubacji.
Wyniki badania ciggltosci bton komérkowych przy uzyciu cytometru przeptywowego wykazaty
istotny statystycznie wzrost udzialu procentowego plemnikoéw zamierajagcych w 8. godzinie
badania podczas inkubacji nasienia w ptynie pgcherzykowym. Nie stwierdzono natomiast
réznic w zakresie komorek martwych i zywych. Z kolei w nasieniu przetrzymywanym w plynie
fizjologicznym zanotowano istotny spadek odsetka plemnikow zywych i wzrost martwych.
Poréwnujac $rednie odsetki poszczegdlnych grup komorek na poszczegolnych etapach badania
w obu ptynach miedzy soba, wykazono istonie wyzszy udziat gamet zamierajacych w nasieniu
inkubowanym w ptynie pecherzykowym w 8. godzinie dos§wiadczenia. Analiza integralnos$ci
btony akrosomalnej i przezywalnosci plemnikow w cytometrze przeptywowym umozliwita
uzyskanie 4 subpopulacji komorek: zywych nieuszkodzonych, zywych uszkodzonych,
martwych nieuszkodzonych i martwych uszkodzonych. Porownanie odsetka poszczegolnych
populacji w nasieniu inkubowanym w plynie pecherzykowym wykazato istotne réznice w
obrebie plemnikow martwych uszkodzonych i1 nieuszkodzonych. Grupa komoérek martwych z
zaburzong integralnoscia blony akrosomalnej wzrosta o prawie takg sama liczbe punktow
procentowych, o jakg zmniejszyta si¢ grupa gamet martwych nieuszkodzonych (8,25% vs
8,78%). W przypadku inkubacji nasienia w ptynie fizjologicznym wykazano istotny
statystycznie spadek odsetka komorek zywych nieuszkodzonych (spadek o 10,91%; p=0,031)
na korzy$¢ subpopulacji komorek martwych nieuszkodzonych (wzrost o 11,23%, brak
istotnosci  statystycznej). Porownujac oddziatywanie obu plyndow, wykazano istotng
statystycznie réznicg w zakresie subpopulacji komorek martwych uszkodzonych juz na
poczatku badania. Suma gamet uszkodzonych nie réznita si¢ pomigdzy oboma ptynami na tym
etapie inkubaciji.
2. Czgs¢ kliniczna

W grupie jatowek (n=10), jak 1 kréw (n=14) inseminowanych dopecherzykowo nie
uzyskano ani jednaj cigzy, potwierdzonej badaniem klinicznym. Plodnos¢ w grupach
kontrolnych byla na zadowalajacym poziomie, gdyz wskaznik zapladnialno$ci w grupie
jatowek unasienianych nasieniem seksowanym wyniost 66.7%, a krow inseminowanych
nasieniem konwencjonalnym 45%. W drugiej grupie badanej (inseminacja domaciczna
nasieniem zmieszanym z ptynem pecherzykowym w stosunku 1:1) uzyskano cigze zarowno
wsrod jatowek (2/8; 25%), jak 1 krow (1/8; 12.5%).

Whioski



Analiza uzyskanych danych w konfrontacji z dostepng literatura pozwolita na
postawienie nast¢pujacych wnioskow:

e Plyn pecherzykowy, pochodzacy od krow bedacych w rui, wpltywa pozytywnie na
przezywalnos$¢ plemnikow.

e Plyn pecherzykowy, pochodzacy od krow bedacych w rui, powoduje zaburzenia
integralno$ci blony akrosomalnej. Proces ten pojawia si¢ bardzo szybko po zmieszaniu
nasienia z ptynem pecherzykowym.

e Insemiancja dopecherzykowa jest procedurg dalece bardziej skomplikowang niz
Klasyczna inseminacja domaciczna oraz wymagajacg dodatkowego sprzetu, asysty i
umiejetnosci.

e Inseminacja dopecherzykowa nie moze stanowi¢ alternatywy dla klasycznej

inseminacji domaciczne;j.

Stowa kluczowe: inseminacja, dopgcherzykowa, bydto



Il.  Abstract
Introduction:

Intrafollicular insemination is a reproductive biotechnology basing on deposition of the
semen directly into the preovulatory follicle, using specialized equipment. The first reports on
the effective use of this procedure comes from 1991 (Lucena et al., 1991). In human medicine,
this method has been applied to treat infertility cases on various backgrounds (Zbella et al.,
1992, Nuojua-Huttunen et al., 1995, Yellamereddv et al., 2000; Tocci et al., 2011; Lucchini et
al. 2012). In veterinary medicine only mares (Meinties et al., 2000; Eilts et al., 2002) and cows
were inseminated this way (Lopez et al., 2011a). The results of the research conducted by et
al. (2011a) have a promising character, however, it was made in a herd with very low fertility
rates. There is no information in the available literature about efficacy of intrafollicular
insemination in a herd characterized by normal fertility, using both non-sexed and sexed semen.

The aim of this study was to analyze the efficacy of intrafollicular insemination with

sexed and non-sexed semen in groups of heifers and cows intended for reproduction.

Material and methods:

1. Laboratory part
In the laboratory part of the experiment, the influence of follicular fluid on survival,
morphology and kinetic parameters of spermatozoa was evaluated. For this purpose, follicular
fluid was collected from 6 cows (5 Holstein-Friesian and 1 Polish Red-white) by transvaginal
aspiration under manual control. The collected material was then centrifuged at 10,000 x g for
12 minutes at 4 ° C. The supernatant was separated and frozen until use. During the main
experiment both fluids (follicular and physiological; previously stored at 37° C in a 5% CO>
atmosphere for 30 minutes) were added at a ratio of 1:2 to the semen. The mixtures were
incubated for 8 hours at 37° C in a 5% CO- atmosphere. At this time, at two-hour intervals, the
sperm motility was analyzed in a microscope and in the CASA system, the percentage of living
gametes was examined and the percentage of particular morphological defects was determined.
In the initial and final stages of the incubation process, the integrity of plasma membranes and
the integrity of the acrosomal membrane was investigated using a flow cytometer and
fluorescent probes SYBR-14, PNA and PI.
2. Clinical part
In order to analyze the efficacy of intrafollicular insemination among animals selected

for experiment (33 heifers, 42 cows) two main groups of animals were created: heifers,



inseminated with sexed semen and cows, inseminated with non-sexed semen. Each group was
divided into 3 subgroups: intrafollicular insemination (IFI), intrauterine insemination with the
addition of follicular fluid (IUIF) and standard intrauterine insemination (IUI). The animals
were inseminated according to a previously created algorithm based on a clinical, rectal and
ultrasound examination. Intrfollicular insemination was performed with the help of an assistant,
using a set of authors’ own design, consisting of a metal probe 42.7 cm long and 10 mm in
diameter and an insemination pistol armed with a 16 mm long needle and a diameter of 23 G.
In the case of insemination with non-sexed semen, "4 of the insemination dose (0.06ml) was
deposited and when the sexed semen was used, the whole straw was placed (0,25 ml). During
insemination in the IUIF group, sperm after thawing was incubated with the follicular fluid in
a 1: 1 ratio at 37 ° C for 30 minutes. Intrauterine insemination was performed in a routine way.
Results
1. Laboratory part

Microscopic analysis resulted in significant decreases in the percentage of motile
spermatozoa during incubation in both fluids. There was a statistically significant difference
between spermatozoa motility at the 8th hour of incubation in favor of follicular fluid. The
percentage of live spermatozoa decreased significantly both among sperm present in the
follicular fluid and in the physiological fluid. During the morphological evaluation, the
differences were shown only in the percentage of cells with damaged acrosome. Significantly
higher percentage of such gametes was found both at the beginning and the end of incubation
in the follicular fluid in relation to the control group. This automatically translated into
differences in the percentage of cells with normal morphology. The results obtained during the
sperm motility assesment at the beginning and end of the incubation period showed a significant
decrease in the parameters characterizing the movement of gametes (MOT, PMOT, RAPID,
STATIC), both in the follicular and physiological fluid. During the evaluation of sperm
movement properties, a significant reduction in all parameters examined in the semen incubated
in the follicular fluid was found (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN). In the case of
physiological fluid, a similar trend was demonstrated for the following properties: VAP, VSL,
VCL, ALH, BCF. Comparing the results of all the above-mentioned parameters obtained during
incubation in both fluids, a significant decrease was observed for: VCL (p = 0.026), ALH (p =
0.038) and increase for LIN (p <0.001) at the beginning of the incubation. Within the other
properties, no differences were found at both the 0 and 8 hour incubations. The results of the
plasma membrane integrity assessment showed a statistically significant increase in the

percentage of dying sperm at the 8th hour of the study during incubation of sperm in the



follicular fluid. However, no differences were found in the range of dead and viable cells. In
semen incubated in the physiological fluid, a significant decrease in the percentage of viable
sperm and growth of dead was noted. Comparing the average percentage of particular groups
of cells at individual stages of the study in both fluids, a higher proportion of dying gametes in
the semen incubated in the follicular fluid at the 8th hour of the experiment was shown. Analysis
of the integrity of the acrosomal membrane and the survival of sperm in the flow cytometer
allowed to obtain 4 subpopulations of cells: live with intact acrosome, live with damaged
acrosome, dead with intact acrosome and dead with damaged acrosome. The comparison of the
percentages of individual subpopulations in the semen incubated in the follicular fluid showed
significant differences within the sperm of the damaged and undamaged dead sperm. The group
of dead cells with the disturbed integrity of the acrosomal membrane increased by almost the
same percentage points, by which the group of dead gametes decreased (8.25% vs. 8.78%). In
the case of semen incubation in physiological fluid, a statistically significant decrease in the
percentage of live non-injured cells was found (decrease by 10.91%, p = 0.031) in favor of
subpopulation of undamaged dead cells (increase of 11.23%, no statistical significance). When
comparing the effects of both fluids, a statistically significant difference was found in the
subpopulation of dead cells already damaged at the beginning of the study. The sum of damaged
gametes did not differ between the two fluids at this stage of incubation.
2. Clinical part

In the group of heifers (n = 10), as well as cows (n = 14) intrafolliculary inseminated,
no pregnancy confirmed by clinical examination, was obtained,. Fertility in control groups was
at a satisfactory level, because the pregnancy rate in the group of heifers inseminated with sexed
semen was 66.7%, and in cows group inseminated with conventional semen was 45%. In the
second experimaental group (intrauterine insemination mixed with follicular fluid in a 1: 1
ratio), pregnancies were obtained both between heifers (2/8, 25%) and cows (1/8, 12.5%).
Conclusions

The analysis of the obtained data in the confrontation with the available literature

allowed for the following conclusions:
« Follicular fluid, from cows in heat, has a positive effect on sperm survival.

« Follicular fluid from cows in heat causes disturbances in the integrity of the acrosomal

membrane. This process appears very quickly after mixing the semen with the follicular fluid.



« Intrafollicular insemination is a far more complicated procedure than the classic intrauterine

insemination and requiring additional equipment, assistance and skills.

« Intrafollicular insemination cannot be an alternative to classical intrauterine insemination.

Key words: insemination, intrafollicular, cattle



