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SOUHRN

Hodnoceni kvality spermii je nezbytnou metodou pro efektivni uchovavani trub¢iho
spermatu. V praxi se hodnoti zivotaschopnost spermii pomoci testi zaméfenych na
posuzovani strukturalni a funkcionalni integrity jejich plazmatické membrany. Pro hodnoceni
strukturalni (fyzikalni) integrity membrany se pouzivaji specielni fluorescencni latky, které
vnikaji do vnitra poSkozenych bunék a obarvuji jejich DNA. Reakce spermii na
hypoosmotické prosttedi (tzv. HOS test) se pouziva pro vyhodnoceni funkcionalni
(biochemické) integrity membran. Tyto testy jsou primarné zalozeny na technice
mikroskopického pozorovani. Mikroskopické techniky jsou ¢asové naro¢né, subjektivni a
neptesné. Naopak, prutokova cytometrie (coz je modifikace fluorescen¢ni mikroskopie) je
velice rychla, pln¢ automaticka, objektivni a piesna. V dne$ni dobé prutokové cytometry jiz
prestavaji byt striktné védeckymi pfistroji a velmi Gspé$né jsou vyuzivany v oboru reprodukce
hospodarskych zvifat (a to nejenom pro Ucel sexovani sperma). Navzdory vyhodam a
velkému potencialu pritokova cytometrie zatim neni rutinni metodou ve vcelaiském
védeckém vyzkumu. Zavedeni pritokové cytometrie do bézné vcelarské vyzkumné praxe by
bylo velmi piinosné a to hlavné pro vyvoj zadouci metodiky dlouhodobého uchovavani
trubciho sperma. Cilem ptedlozené¢ prace je zavedeni a optimalizace metody pratokové
cytometrie pro ucel rutinni hodnoceni kvality trub¢iho spermatu. Pro tento tcel jsem vyvinul
jednoduchy test simultdnniho hodnoceni strukturdlni a funkciondlni integrity plazmatické
membrany spermii za pomoci pritokového cytometru. Ve vySe popsaném testu jsem pouzil
nové fluorescencni barvivo DRAQ7, které jiz bylo tspésné aplikovano pro hodnoceni kvality
spermii nékterych hospodaiskych zvirat. Toto barvivo je netoxickou alternativou ke
konven¢né pouzivanému jadernimu barvivu propidium iodidu. Barveni spermii pomoci
DRAQ7 ptedchazelo cytometrické analyze vzorkil trubCich spermii vystavenych HOS testu.
Hypoosmoticky test jiz od 80. let 20 stoleti je béZn€ pouZivanou metodou urcenou k
posouzeni funkcionalni integrity plasmatické membrany spermii u savct. Avsak u vcel tento
velmi jednoduchy a rychly test neni stale rozsifen. Ukazalo se, ze kombinace obou metodik
(barveni jadra barvivem DRAQ7 a HOS test) predstavuje velice hodnotny nastroj pro rychlé a

presni cytometrické vyhodnoceni kvality trub¢iho spermatu.

Klic¢ova slova: trub¢i spermie, Zivotaschopnost, pritokova cytometrie, DRAQ7, HOS test.



SUMMARY

Assessment of semen quality (sperm viability) is an essential for the efficient
honeybee semen storage. The motility of spermatozoa is not the ultimate parameter of sperm
viability. Instead, the viability of spermatozoa is assessed by testing their structural or
functional plasma membrane integrity. These assays are based primarily on the technique of
microscopy evaluation of either fluorescent DNA dyes or hypo-osmotic “tail-coiling” reaction
of spermatozoa. However, the technique of microscopy evaluation is time-consuming,
subjective and often is not accurate. On the other hand, the technique of flow cytometry is
rapid, objective and precise. Nowadays, this technique is affordable for many institutions, as
the price of “benchtop” flow cytometer is relatively low. To best of our knowledge, there is
currently no flow cytometry assay available for evaluation of functional integrity of honeybee
spermatozoa. Here we report the establishing of novel flow cytometry assay for simultaneous
evaluation of structural and functional plasma membrane integrity. DRAQ7, the new
fluorescent DNA dye was used to test the structural integrity of plasma membranes. The
hypo-osmotic “tail-coiling” reaction was used for flow cytometric assessment of functional
integrity of spermatozoa plasma membranes. The combination of both is a valuable tool for

rapid and precise evaluation of sperm viability in honey bees.

Key words: drone sperm, viability, flow cytometry, DRAQ7, hypoosmotic shock,

membrane integrity
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1. UVOD

wewvr

hmyzu. V dnesni dobé jsou vSak v¢ely vystaveny mnohym stresovym faktoriim: parazitim,
patogenim, pesticidim, omezené vceli pastvé vlivem rozsSifeni monokultur v modernim
zemé&délstvi. VSechny vySe jmenované stresové faktory jiz pfivedly k alarmujicim ztratdm
vcCelstev ve statech s vyvinutym vcelatstvim. Jedno z atraktivnich feSeni tohoto celosvétového
problému je vyslechténi vcely, ktera by byla rezistentni k ur€itym stresovym faktorim.
Kupftikladu je znamo, ze nadmérné pouziti akaricidi (latek urcenych k ni¢eni roztocl) vede k
rychlému vzniku populaci roztoci Varroa destructor s nizkou citlivosti na tyto chemické
znamych svym negativnim vlivem na zdravi vcelstva a také clov€ka. VySlechténi vcely
tolerantni ke vcelimu exoparazitu Varroa destructor by vedlo ke snizeni pouzivani
chemickych akariciddi, a to proto, Ze tolerantni vcela by méla mit vyrazné vyvinuty pud
zbavovat se parazita.

Tyto Slechtitelské programy jsou zpravidla dlouhodobé (az desitky roku trvajici) (Nifo
a Jasper, 2015). Na druhou stranu, délka zivota trubce je velmi kratka: jenom 20 - 40 dnd
(Page a Peng, 2001). Dostupnost trub¢iho spermatu v pribéhu roku v oblastech s mirnym
klimatem je obvykle jenom 3 az 5 mésict (Wegener et al., 2014a). Z vySe uvedeného je jasna
urgentni potfeba zavedeni u¢inné metody uchovéavani trub¢iho spermatu. Toto uchovavani,
pokud by bylo uspésné, by prodlouzilo obdobi dostupnosti trub¢iho spermatu pro ucel
Slechténi. Vyvinuti a¢inné metody uchovavani spermatu ale zavisi na dostupnosti spolehlivé
metody pro vyhodnoceni jeho kvality.

V literarnim piehledu se budu vénovat morfologii trub¢ich spermii a metodice odbéru
trubciho spermatu. Budou diskutovany zpiisoby kratkodobého a dlouhodobého uchovavani (s
dirazem na programovatelné zamrazovani a jiné moderni trendy, jako je vitrifikace). Bude
diskutovana moznost pouziti ,antifreeze” proteini - velmi atraktivnich latek s
kryokonzerva¢nim G¢inkem - pro zamrazovani trub¢ich spermii. Budou kriticky hodnoceny
moderni metody posouzeni Zivotaschopnosti spermii zaloZzené na testovani integrity
plazmatické membrany, Se specialnim dirazem na pouziti pritokové cytometrie. Bude
odiivodnéna nutnost vyvoje nové, spolehlivéjsi metody pro vyhodnocovani kvality trub¢iho
spermatu, i kdyz nékteré metody pro posouzeni kvality trubciho spermatu jiz existuji (Locke a
Peng, 1990; Collins a Donoghue, 1999; Rzymski et al., 2012; Nur et al., 2012).
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2. VEDECKA HYPOTEZA A CIiLE PRACE

2.1 Védecka hypotéza

Védecka hypotéza pro predlozenou praci je nésledovna: zivotaschopnost spermii

trubcii véely medonosné muize byt hodnocena pomoci metody pritokové cytometrie.

2.2 Cile prace

Prvnim cilem price je zavedeni testu simultdnniho hodnoceni strukturdlni a
funkcionalni integrity plazmatickych membran trub¢ich spermii pomoci metody priatokové
cytometrie.

Druhym cilem prace je zavedeni metody pfistrojového pocitani koncentrace zivych
spermii ve vzorku trub¢iho spermatu zaloZenou na principu analyzy obrazu nahrazujici

metodu spektrofotometrickou.
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3. PREHLED LITERATURY

3.1 Odebirani a uchovavani trub¢iho spermatu

Vsichni trubci z druhu Apis se vyznacuji unikatnim kopula¢nim aparatem. Sklada se z
dlouh¢ a komplikované trubice, ktera se nazyva endofalus, a kterd je umistnéna uvnitf
zadecku trubce. Kdyz stla¢ime hrud’ (thorax) trubce, svaly zadeCku se kontrahuji a tlak
hemolymfy v nitru zadecku se znacné zvétsi. Nasledkem toho je endofalus vytlaten ven
(evertovan). Zaroven dochdzi k ejakulaci. Tato procedura je nejjednodussim zptisobem sbirani

spermatu od trubcti. Trubec v prubéhu tohoto procesu hyne (Woyke, 2008).

3.1.1 Trub¢i sperma

Za normalnich podminek jsou trubci haploidni, protoze se vyviji z neoplozenych
vajicek (Woyke, 1984; Beye et al., 2003). Trubci pierusi tvorbu spermii po svém vylihnuti z
buiky, a proto dospéli trubci maji zasobu spermii, kterd nemutze byt jiz doplnéna v prib&hu
jejich zivota (King et al., 2011). Sperma trubce se sklada ze seminalni tekutiny (sekretl
pohlavnich 714z) a samotnych spermii.

Seminalni tekutina je biochemicky komplex proteint, které jsou dilezité pro
podporovani zivotaschopnosti spermii po ejakulaci (King et al., 2011).

Trubci spermie jsou haploidni, nesou 16 chromosomt. Trub¢i spermie mé délku 250 -
270 pm a §itku 0,7 um. Ma relativné malou a izkou oblast hlavicky. Hlavicka trub¢i spermie
je protahlého tvaru s délkou 12 pm a Sitkou 0,5 pm. Hlavicka se sklada z jadra (6,5 um
dlouhé¢) a akrosomalniho komplexu (délka 5,5 pum). Hlavicka je obalena plazmatickou
membranou. Predni ¢ast akrosomalniho komplexu je tvofena hrotem (tzv. acicular apex)
tubularniho tvaru, ktery méti na délku 0,6 um a je Siroky 0,25 um (Peng et al., 1992). Bi¢ik je
tvoten axonemou (flagellum), dvéma mitochondridlnimi derivaty a dvéma malymi pifidatnymi
télisky trojuhelnikového tvaru. Axonema je svazek mikrotubulti s primérem 0,235 pm
(Woyke, 1984). Pricny fez axonemy ma typicky uspofadani mikrotubulii ve vzorci 9+9+2
(Peng et al., 1993). Jeden z mitochondrialnich derivatu je vetsi a delsi nez ten druhy. Oba
zacinaji v blizkosti jadra a pokracuji pfes vétSinu ¢asti biciku, ale nedosdhnou jejiho konce,
nybrz kon¢i pied ukonéenim axonemy (Woyke, 1984). Dvé¢ ptidatna téliska trojuhelnikového
tvaru jsou uspoidadana paralelné k axonemé. Jsou lokalizovdna mezi axonemou a

mitochondridlnimi derivaty. Piidatni téliska maji rozmér 0,125 um na $ifku a 0,055 pm na
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vySku (Woyke, 1984). Plazmatickd membrana bic¢iku je slozita: jak axonema tak i
mitochondrialni derivaty jsou obaleny vlastnimi plazmatickymi membranami. Nebyla vSak
pozorovana spole¢na plazmatickd membrana, ktera by obalovala axonemu i mitochondrialni
derivaty. Proto je pravdépodobné, ze v intaktnich spermiich jsou mitochondridlni derivaty
udrzovany pohromadé pomoci jiného neznamého mechanismu (Peng et al., 1992).

Je znédmo, ze plazmatickh membrana savCich spermii neni jednolita, ale je
kompartmentovana - rozdélena do nckolika biochemicky a funkéné nezéavislych
kompartmenttl, ze kterych kazdy obsahuje unikétni mozaiku proteinti a lipidd. V sav¢ich
spermiich je takovych kompartmenti popsano pét (akrosomadlni, ekvatoridlni, post-
akrosomalni, stiedni a koncovy) (Mackie et al., 2001). Toto rozdéleni membrany na rtzné,
nezavislé regiony je biologicky opodstatnéno jejimi riiznymi rolemi v procesu fertilizace.
Pravdépodobné by stejny biologicky mechanizmus kompartmentalizace plazmatické

membrany (i kdyz neni popsan) mél existovat také v trubcich spermiich.

3.2 Technika odbéru trubc¢iho spermatu

Sperma je odebirano od dospélych trubct ve véku 14 a vice dnd. Pro odbér trubéiho
spermatu je nejvhodngjsi sbirat trubce na &esné ulu po jejich névratu ze snubnich letd. Cas
navratu trubcl variruje v zavislosti od ro¢ni sezony a lokalnich povétrnostnich podminek.
Proto je potieba sledovat vcelstva v lokdlnich oblastech za ufelem uréeni optimalniho
"¢asového okna" pro sbér trubcti. V Ceské republice toto ¢asové okno je od 13:00 do 17:00
(Titera, 2015, osobni sdéleni). Sperma je odebirano z povrchu evertovaného endofalusu
(Cobey et al., 2013). K ziskani spermatu je potfeba evertovat endofalus trubce ru¢né€. Ruéni
evertovani endofalusu se v praxi nejvice osvédcilo. Everze endofalusu se sklada ze dvou fazi:
nejdiive dochdzi k cCasteCné everzi (bez ejakulace) a pak k uplné everzi s ejakulaci. K
dosahnuti ¢astecné everze endofalusu musi byt prsty stlaCena hlavicka a hrud’ trubce. Jestlize
se jedna o dospélého a zralého trubce, zadecek se bude citelné kontrahovat a objevi se par
zluté-oranzovych roht endofalusu (cornua). K dosazeni Gplné everze endofalusu a ejakulaci
je potieba vyvinout vyssi tlak na zadecek trubce. Ejakuléat je krémové, mramorové barvy na
vrstvé bilého hlenu. Sperma je odebrano od mnoha trubcti do sklenéné mikrokapilary (Cobey
et al., 2013). Obecné objem ejakulatu jednoho trubce Cini pfiblizné 1 ul (Cobey et al., 2013;

Czekonska et al., 2015; Rousseau et al., 2015). Koncentrace spermii v ejakulatu je v rozmezi
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kolem 3,5 - 10 miliénu na 1 ul spermatu (Bienkowska et al., 2011; Abdelkader et al., 2014;
Czekonska et al., 2015).

3.3 Metody uchovavani trub¢iho spermatu

Vyvoj jednoduchych a efektivnich metod uchovéavani trub¢iho spermatu ve znacné
mife prispéje k rozvoji Slechténi pozadovanych genotypi vcel (napf.: genotypli varroa-

tolerantnich vcel).

3.3.1 Kratkodobé uchovavani spermatu

V kazdodenni praxi instrumentalni inseminace vcéelich matek, kterd je v dneSni dob¢
nejefektivngj$im nastrojem Slechténi véely medonosné, se pouziva sperma Cerstvé anebo
uchovavané po dobu maximalné jednoho tydne pii pokojové teploté (20 - 25 °C). Nekteré
studie vsak uvadéji, Ze trub¢i spermie jsou mnohem odolnéjsi viéi negativnimu efektu in vitro
uchovévani. Bylo prokézéno, ze trub¢i sperma muize byt uchovavano az po dobu 39 tydnt,
kdy Zzivotaschopnost spermii byla jeSté stdle akceptovatelnd pro ucel instrumentélni
inseminace v¢elich matek (Collins, 2000a). Trub¢i spermie mizou byt uchovavany minimalné
po dobu 6 tydni pii pokojové teploté, pricemz si zachovaji vysokou (az 80 %)
zivotaschopnost (Locke a Peng, 1993; Collins, 2000b; Burley et al., 2008). Uchovavani
spermatu pii nizkych (do 10 °C) a piili§ vysokych teplotach (nad 40 °C) je jiz silné
poskozujici pro trub¢i sperma ve srovnani s uchovavanim pii pokojové teploté (Harbo a
Williams, 1987; Pettis et al., 2016).

Tato pomérné dlouh4 doba uchovévani (6 az 39 tydni) je urcité postacujici kuptikladu
pro ucel mezinidrodniho zasilani trub¢iho spermatu. Zjevné vSak neni postacujici pro ucely
jakéhokoliv dlouhodobého Slechtitelského programu. Z téchto divodi nejvétsi snaha byla
vénovana metoddm dlouhodobého uchovavani trub¢iho spermatu. K takovym metoddm patii
kryokonzervace, coZ je uchovavani spermatu zamrazovanim pii extremné nizkych teplotach

(v tekutém dusiku)
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3.3.2 Dlouhodobé uchovavani (kryokonzervace)

V roce 1948 Polge a kolektiv nahodné objevili, Ze pfidani glycerolu k pta¢im
spermiim umoziuje jejich preziti pfi hlubokém (do -70 °C) zamrazovani a nasledni
rozmrazovani (Polge et al., 1949), coz nastartovalo dramaticky vyvoj techniky nazyvané v
dnesni dobé¢ ,,kryokonzervace*. Pod terminem ,,kryokonzervace* (kryogenicka konzervace) se
rozumi uchovavani bunék a tkani pii ultra-nizkych teplotach v tekutém dusiku (-196 °C).

Prvni pokusy kryokonzervace trubc¢ich spermii byly ud€lany jiz na zacatku 70. let 20.
stoleti.

V posledni dekadé se znovu dostdva do popiedi zdjmu kryokonzervace trubciho
spermatu (Taylor et al., 2009; Hopkins a Herr, 2010; Wegener et al., 2014a; Alcay et al.,
2015). Biologicky zaklad kryokonzervace spo¢iva v rychlém zchlazeni buiky, dusledkem
kterého veskeré dynamické procesy v buiice piejdou do stavu statického. V tomto stavu jsou
zastaveny vSechny energetické reakce buiky. Za téchto podminek burka teoreticky mutize byt
uchovavana nekoneéné dlouhou dobu.

V praxi trub¢i spermie miiZou byt zamrazovany bud’ stupiiovité, kdy se nadoba se
spermiemi  (obvykle sklenénd mikrokapildra) postupné zchlazuje ve speciadlnim
programovatelném zmrazovacim piistroji  (angl. ,,programmable freezer”) anebo
jednoduchym ponoienim zmrazovaci nadoby ptimo do tekutého dusiku (vitrifikace) (Hopkins

a Herr, 2010; Wegener et al., 2014a).

3.3.2.1 Stupniovité zamrazovani spermii v programovatelném zmrazovacim pristroji

S tuto metodou je diilezité pouzivat optimalni program ¢i rychlost zamrazovani bunék.
Optimalni program by mél chranit bunky pted tzv. ,,cold shock® efektem, coz je poskozeni
bunécnych membran piili§ rychlym zchlazenim bunék na teplotu tésné nad nulou (Holt,
2000), a pted tvorbou nitrobunééného ledu (Pegg, 2015). Optimalni rychlosti zamrazovani
trubCich spermii je rychlost 3 °C / min, az teplota ve zmrazovaci nddobé¢ klesne na teplotu -40
az -60 °C, pak je zmrazovaci nadoba ponofena a uchovavana v tekutém dusiku (Hopkins a
Herr, 2010; Wegener et al., 2014a).

Bylo prokazano, Ze trub¢i spermie nejsou schopny piezit uchovavani v tekutém dusiku
bez ptidani vysokych koncentraci tzv. kryoprotektord do zmrazovaci nadoby (Peng et al.,

1992; Wegener et al., 2012). Jednim z v dnesni dob¢ rutinné pouzivanych kryoprotektord je
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dimethylsulfoxide (C, Hg OS). Tato latka je pouzivana pro svoji vysokou kryoprotektivni
ucinnost, avsak je cytotoxicka (Harbo, 1986; Wegener a Bienefeld, 2012).

3.3.2.2 Vitrifikace spermii

Pfi metodé¢ vitrifikace je pouzivana velmi vysokd rychlost zmrazovani (az 30000 °C /
min). Pfi takové rychlosti nevznikne nitrobunéény led, protoze veskerd tekutina jak v nitru
bunky tak i zvenci rapidné piejde do amorfniho (bezstrukturniho) sklu podobniho stavu
(Wowk, 2010). Pi takovém rapidnim pfechodu z tekutého do sklu podobniho stavu zpravidla
nedochazi k poskozeni bun€k a jejich membran. Vitrifikace by mohla byt velmi uzitecnou
kryokonzervaéni metodou uchovavani trub¢iho spermatu, jelikoz je rychla, velice jednoducha
a nevyzaduje pofizeni drahého programovatelného pfistroje pro zamrazovani. Hopkins a Herr
(2010) vsak ve své studii prokazali, Ze stupnovité zamrazovani trubCich spermii v
programovatelném zmrazovacim pfistroji je dokonalejSim zptsobem v porovnani s vitrifikaci.
Wegener et al. (2014a) v jejich nedavném sdéleni popsali dosdhnuti vyrazného uspéchu za
pouziti programovatelného zmrazovaciho pfistroje. V jejich praci vSak tento uspéch miize byt
vysvétlen nejenom pouzitim programovatelného zmrazeni samotného, ale nejspise 1 pouzitim
specidlniho kroku odmyti spermii od cytotoxického kryoprotektoru. Zajimavé je, ze pii
zamrazovani spermii Clovéka pouziti metody programovatelného zmraZeni nepfineslo
vyraznéjSiho zlepSeni vysledki a bylo naprosto porovnatelné s vysledky vitrifikace
(Mohamed, 2015). Dalsi vyzkum zaméfeny na optimalizaci protokolu vitrifikace pro
uchovavani trub¢ich spermii je nevyhnutné potiebny.

Nekteré studie uvadéji pouzivani kompromisniho protokolu pro zamrazeni trubCich
spermii, ktery se nazyvd metodou ,vapor-sensitization, coZ je kratkodoba expozice
zmrazovaci nadoby se spermiemi pardm tekutého dusiku. Teplota téchto par (-110 °C) je o
néco vyssi nez teplota tekutého dusiku. Pti pouziti této metody je sperma nejdiive kratkodobé
vystaveno param tekutého dusiku (na dobu nékolik vtefin az minut) a pak pln¢ ponofeno do
tekutého dusiku, kde je dale uchovavano (Alcay et al., 2015; Yoon et al., 2015). Tento
protokol je velice uziteny, protoze spojuje jednoduchost vitrifikace s vyhodami stupiovitého
zamrazovani spermii.

Kryoprotektory mizou byt Gspé€Sné pouZivany pro zamrazovani spermii metodou
vitrifikace (Hopkins a Herr, 2010; Wegener et al., 2014a). Jini autofi prokazali, ze pfi pouZiti

modifikovaného postupu vitrifikace savéich spermii nejsou potiebné kryoprotektory
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(Isachenko et al., 2004). Nepouziti kryoprotektord je urcitou vyhodou, jelikoz klasické
kryoprotektory jsou zpravidla cytotoxické. Zda se vSak, ze tato metoda bez kryoprotektni
vitrifikace neni vhodna pro el zamrazovani trubCich spermii (moje osobni pozorovani,
nepublikovéano).

Je dulezité zminit, Ze rychlost rozmrazovani vitrifikovanych spermii je zaroven velmi
dalezitym faktorem pro tspéch kryokonzervace. V soucasnosti je preferovan postup rapidniho

rozmrazovani pii velmi vysokych teplotach (Dinnyes et al., 2007; Hopkins a Herr, 2010).

3.3.2.3 Antifreeze proteiny: novy typ netoxickych kryoprotektori

K relativné novym typim netoxickych kryoprotektori mizeme zafadit tzv.
»antifreeze* proteiny (proteiny branici mrznuti). Antifreeze proteiny byly izolovany z mnoha
zivoCichl obyvajicich chladné polarni regiony. Tato skupina zahrnuje proteiny s unikatni
afinitou (pfilnavosti) k ledu. Antifreeze proteiny velice efektivné tlumi rist ledovych krystalti
(Davies et al., 2002). Zaroven byla prokazana jejich schopnost tlumit proces rekrystalizace
ledu. Rekrystalizace ledu je velmi nezadouci proces zodpoveédny za mechanické poSkozeni
bungk pfi jejich rozmrazeni (Gibson, 2010). Dle mych znalosti v§ak zatim neexistuje zadna
publikace popisujici pouziti antifreeze proteinti pro ucel kryokonzervace trub¢ich spermii.
Pozitivni efekt pouZiti antifreeze proteinii byl prokazan pii kryokonzervaci spermii ryb a

savcu (Prathalingam et al., 2006; Beirao et al., 2012; Abed-Elmdoust et al., 2015).

3.3.2.4 Staly vyvoj metod kryokonzervaci trub¢iho spermatu

I ptes diive dosazené uspéchy v kryokonzervaci trub¢iho spermatu vyzkum v tomto
oboru neni jesté¢ u konce. Pfikladem mulzZe byt vyzkumny projekt probihajici ve Spojenych
statech americkych pod zastitou taméj$iho Ministerstva zemédélstvi, ktery je zamétfen na
zaloZeni prvni svétové banky trub¢iho spermatu v¢éely medonosné. Nejdiilezitéjsi ¢asti tohoto
projektu je vypracovani kryokonzervacniho protokolu zabezpecujiciho vysoké prezivani a
fertilitu (schopnost oplozeni) uchovavaného spermatu (Rinehart a Yocum, 2015).

Na rozdil od savcl, u kterych je pro uUspéSné oplozeni postacujici jenom jedna
zivotaschopna spermie, matka vcely medonosné by meéla byt zabezpeCena co nejveétSim

poctem zivotaschopnych spermii. V opaném piipadé matka bude velice rychle vyménéna, a
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to bud’ vcelstvem, nebo vcelafem samotnym. D¢&je se tak proto, ze vCeli matka s nizkou
zasobou spermii nedokaze vést vysoce produk¢ni véelstvo dlouhodobé (Titera, 2015, osobni
sdéleni).

Z toho je zfejmé, ze pro instrumentalni inseminace vcelich matek by méla byt rutinné

pouzita spolehliva metoda vyhodnocovani kvality uchovavaného trub¢iho spermatu.

3.4 Hodnoceni Zivotaschopnosti spermii

Zivotaschopnost spermii je Gasto pouzivanym, avSak ne UpIné jasnym terminem,
jelikoz neexistuje jen jeden jediny rozhodujici prvek zivotaschopnosti spermie, ale nejspise se
jedna o cely komplex prvkd podminujicich jeji fertilitu (schopnost oplodnit vaji¢ko). Sice
muzeme pohyblivé spermie definovat jako Zivotaschopné, avSak tento termin je ve vétSing
pripad davan do souvislosti se zachovanim intaktni plazmatické membrany. To je proto, Ze
hlavni roli v procesu fertilizace (Hossain et al., 2011).

Krom¢ testovani intaktnosti plazmatické membrany miize byt zivotaschopnost spermii
hodnocena nékterymi jinymi metodami (jak manudlnimi tak pfistrojovymi). Tyto metody
(pfesahujici rdmec tohoto literarniho piehledu) zahrnuji vyhodnoceni oxidativniho stresu,
akrosomdlni integrity, energetické aktivity mitochondrii, neporuSenosti chromatinu a

apoptotickych zmén ve spermiich (Hossain et al., 2011; Cunha et al., 2015).

3.4.1 Pohyblivost spermii

Pohyblivost spermii je povazovana za dllezity prediktivni parametr pro uspésnou
fertilizaci u savca (Sellem et al., 2015). U v¢el nicméné neni mozné predurcit fertilizacni
schopnost spermii méfenim jejich pohyblivosti (Wegener et al., 2012), a to navzdory
esencialni roli, kterou hraje pohyblivost spermii v procesu jejich migrace do spermatéky vceli
matky. Spermie neschopné aktivniho pohybu nedokaZou migrovat do spermatéky, a tak se
neucastni procesu oplozeni vaji¢ek (Collins, 2000a).

U vcely medonosné jiz v 60. - 70. letech 20. stoleti bylo prokazano, ze pohyblivost
spermii je vyrazné ovlivnéna fyzickymi a chemickymi faktory. Lensky a Schindler (1967)

popsali moznost aktivace pohybu nepohyblivych spermii jednoduchou zménou teploty

18



roztoku, ve kterém bylo sperma zkoumané in vitro. Pozdéji bylo prokazano, ze pohyblivost
spermii muze byt také ovlivnéna piitomnosti cukri (glukoza, fruktdoza nebo sacharoza) v
roztoku (Poole a Edwards, 1972). Verma ve své studii (1973) popsal vztah mezi pohyblivosti
spermii a koncentraci iontd Na* a K* v roztoku. Camarago (1975) dale zjistil, ze pohyblivost
trub¢ich spermii miize byt aktivovana anebo inaktivovana zménami pH prostfedi. Peng a
Locke (1990) zduraznili nebezpeci podcenovani mnozstvi spermii neschopnych pohybu v
nenafedéném ejakuldtu trubct. Pfi pozorovani pod mikroskopem v Cerstvém nenaiedéném
ejakulatu zpravidla pozorujeme synchronizovany vlnity pohyb spermii, pfi kterém spermie
neschopné pohybu mizou byt undseny aktivnim pohybem zivych spermii.

Z vyse popsanych skuteCnosti jasn¢ vyplyva, ze pohyblivost trubCich spermii neni
dostacujicim parametrem vyhodnoceni jejich Zivotaschopnosti. Je ziejmé, Ze pouziti dalSich

metod testovani zivotaschopnosti spermii je nezbytné.

3.4.2 Metody hodnoceni Zivotaschopnosti trub¢ich spermii in vivo

Na zacatku vyzkumu kryokonzervace trubciho spermatu védci testovali kvalitu
spermatu metodami in vivo: provadéla se instrumentalni inseminace vcelich matek
uchovavanym spermatem a pak se sledovalo bud’ mnozstvi spermii ve spermatéce, anebo
mnozstvi dé€lni¢itho plodu (coz odpovidd mnozstvi oplozenych vajicek) ve vcelstvu. Tyto
metody byly vyuZzivany zaprvé kvili tomu, Ze tyto dva parametry (mnozstvi spermii ve
spermatéce a mnozstvi délni¢iho plodu ve vcelstvu) jsou absolutni indikatory kvality
spermatu (Collins, 2000a; Wegener et al., 2014a); zadruhé z toho duvodu, ze v danou dobu
nebyly dostupné jiné zplsoby jak zjistit kvalitu uchovavaného spermatu.

Dnes jen malo vyzkumnikd stale pouziva kvalitativni in vivo metodu. Je tomu tak
proto, ze vyuzivani tyto metody je pracné, Casoveé narocné, drahé a vyzaduje usmrceni véelich
matek (pro ucel vyhodnoceni mnozstvi spermii v jejich spermatékach). Vysledky in vivo
metody také mohou byt zkresleny né&kterymi environmentalnimi faktory (predatory,
povétrnostnymi a sniiskovymi podminkami), které maji vliv na reprodukéni schopnost véelich

matek (Peng et al., 1990).
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3.4.3 Metody hodnoceni Zivotaschopnosti trub¢ich spermii in vitro

Pfistup vyhodnoceni kvality spermatu in vitro (laboratornimi metodami) je dnes velmi
rozsifen a aplikace téchto metod neni ohrani¢ena jen oborem kryokonzervace (Collins, 2004;
Burley et al., 2008; Tarpy et al., 2012; Nur et al., 2012; Tofilski et al., 2012; Sturup et al.,
2013; Abdelkader et al., 2014; Paynter et al., 2014; Rousseau et al., 2015; Pettis et al., 2016).

Byla prokazana vyrazna variabilita (58,5 % - 91 %) Zivotaschopnosti Cerstvé
odebranych trubCich spermii mezi jednotlivymi trubci (Collins, 2004). Mozny zdroj této
variability je mechanické poskozeni spermii pfi jejich odebirani do sklenéné mikrokapilary.

Déle bylo prokazano, ze v prabéhu kryokonzervace jsou spermie vystaveny
Skodlivému vlivu prostfedi (napt. mechanickému poSkozeni krystaly ledu). Tyto vlivy
zpusobuji nenavratné zmény v bunééné struktuie a funkci (Celeghini et al., 2008). V pribéhu
kryokonzervace je poSkozena prevazné plazmaticka membrana spermii (Kopeika et al., 2015).

V dutsledku vyse popsaného poklesu kvality spermatu (a to jiz pii odbéru, anebo po
kryokonzervaci) byly vyvinuty laboratorni testy pro vyhodnocovani zivotaschopnosti trubcich
spermii (Peng et al., 1990; Locke et al., 1990; Collins a Donoghue, 1999; Nur et al., 2012;
Abdelkader et al., 2014). Tyto in vitro testy jsou mnohem rychlejsi a pfesnéjsi nez kvalitativni
metoda in vivo. Rovnéz byla prokazana signifikantni pozitivni korelace mezi integritou
plazmatické membrany spermii a mnozstvim spermii migrujicich do spermatéky
inseminovanych matek (Wegener et al., 2012). Vétsina in vitro testi pouzivanych rutinné v
dne$ni praxi je pfevazné podloZena testovanim integrity plazmatické membrany trubcich

spermii.
3.4.3.1 Testovani integrity plazmatické membrany spermii

Strukturalni (fyzikalni) a funkciondlni (biochemickd) integrita plazmatické membrany
spermie ma fundamentalni vyznam z divodu svého centralniho postaveni v procesu spojeni

spermie a vajicka. Hodnoceni integrity plazmatické membrany piedstavuje velice uziteCny

parametr pro stanoveni fertilizaénich schopnosti spermii (Jeyendran et al., 1984).
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3.4.3.2 Testovani strukturalni integrity membrany trubdich spermii

Pro testovani strukturalni integrity plazmatické membrany trub¢ich spermii se
pouzivaji supravitdlni barvici techniky. Supravitdlni techniky barveni jsou zaloZeny na
principu, ze mrtvé bunky s fyzikalné poSkozenou membranou jsou schopny propustit do
svého nitra nékteré chemické latky vazici se k deoxyribonukleové kyseling (DNA) (Ahmadi a
Ng, 1997). Tyto latky po proniknuti do nitra buniky obarvi jeji DNA nebo cytoplazmatické
proteiny. Zivé buiiky (se strukturalnd nepokozenou membranou) tyto latky do svého nitra
nepropusti.

Peng a Locke (1990) v jedné ze svych ranych praci vénovanych barveni trub¢ich
spermii popsali aplikovani sedmi riznych metod supravitalnich barveni ptivodné vyvinutych
pro sav¢i spermie. Mezi téchto sedm metod patfily nasledujici: Trypanova modra, Nigrosin-
eosin B, Eosin B, Erytrocin B, Eosin B-FCF, Eosin B-anilin modra a Eosin Y. Z vySe
jmenovanych barveni pouze barveni pomoci Eosinu Y (Eosin Zluty) se jevi jako vhodna
metoda barveni pro vyhodnoceni zivotaschopnosti trub¢ich spermii. S timto barvenim se zivé
trubCi spermie obarvi modro-purpurové a mrtvé trub¢i spermie intenzivné zluté. Obarvené
bunééné preparaty (natéry) byly vyhodnoceny mikroskopicky. Toto barveni (na skliccich)
bylo vyvinuto za ucelem uchovavani zaznamii méfeni Zivotaschopnosti spermii. V dneSni
dobé¢ je tato metoda uchovavani zadznami jiz zastarald vzhledem k Siroké dostupnosti
vykonnych digitalnich fotografickych systémti.

Pozdéji Locke a Peng (1990) vyvinuli dokonalejsi techniku fluorescen¢ni mikroskopie
za ucelem hodnoceni Zivotaschopnosti trubCich spermii v suspenzi. Tato fluorescencni
technika ma jist¢ vyhody. Fluorochrom je molekula, ktera absorbuje svételnou excitacni
energii. Tato energie je pak rychle proménéna v emisni energii viditelného svétla s delsi
vlnovou délkou (tzv. fluorescenci). Tato fluorescence je detekovana a analyzovana (Cunha et
al., 2015). V technice popsané Locke a Peng byly pouzity dva velice intensivné emitujici, a
proto lehko detekovatelné fluorochromy: Propidium iodid a Hoechst 33342. Oba
fluorochromy se vazou na DNA. Hoechst 33342 je fluorochrom ze skupiny bisbenzimid,
ktery barvi DNA jak zivych tak mrtvych bunék. Po obarveni umoziiuje odliSit DNA
obsahujici buiiky od bunéénych ulomki (debris), které DNA neobsahuji, a tak dovoluje urcit
celkovy pocet spermii v zorném poli fluorescenéniho mikroskopu. Fluorochrom Hoechst
33342 sviti intenzivné modie pii excitaci svétlem o vinové délce 355 nm nebo 405 nm

(Ellwart a Dormer, 1990). Propidium iodid je fluorochrom, ktery neni schopny projit pies
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strukturdlné intaktni membranu zivotaschopnych bun¢k. Propidium iodidem se obarvi jen
mrtvé a poskozené buiky (Krishan, 1975). Propidium iodid sviti intenzivné ¢ervené, kdyz je
excitovan svétlem pii vinové délce 488 nm. Procento spermii obarvenych propidium iodidem
odpovida mnozstvi poskozenych nezivotaschopnych spermii (Locke a Peng, 1990).

Znamou alternativou k fluorochromu Hoechst 33342 je SYBR-14. Fluorochrom
SYBR-14 byl pivodné vyvinut jako alternativa k Hoechst 33342 pro hodnoceni
Zivotaschopnosti spermii u bykua (Garner et al., 1994). Po vstupu SYBR-14 do nitra burniky
dochazi k vazbé fluorochromu na DNA (Silva a Gadella, 2006). SYBR-14 je molekula s
amfipatickym charakterem, obsahuje hydrofobni a také hydrofilni skupiny, coz ji umoziuje
pronikat pies intaktni membranu buiikky. V buiice dochazi k biochemickému procesu
deacylaci SYBR-14 vlivem nitrobuné¢nych esteraz, ¢imz se membrana buiiky stava pro
deacylovany fluorochrom nepropustna. Diky tomu SYBR-14 barvi jen zivé buiiky (z bun¢k s
poskozenou strukturalni integritou membrany tato barvic¢ka lehce unikéd ven a neakumuluje se
v bunice). Obarvené jadra Zivych bunék sviti intenzivné zelené, pokud je fluorochrom SYBR-
14 excitovan svétlem o vinové délce 488 nm. SYBR-14 se pouziva v kombinaci s propidium
iodidem pro odliSeni zivych a mrtvych trub¢ich spermii (Collins a Donoghue, 1999).

Nedavno byla vyvinuta nova fluorescencni molekula pochéazejici ze skupiny
antracyklinii (organickych latek pouzivanych k 1é€bé rakoviny). Jedna se o flurochrom
DRAQ?7, ktery je netoxickou alternativou propidium iodidu (Akagi et al., 2013). DRAQ7
pronikd do buné¢k se strukturalné porusenou integritou plazmatické membrany a vaze se na
DNA. DRAQ7 sviti intenzivné Cervené pii excitaci svétlem o vinové délce 633 nm. V
porovnani s propidium iodidem se DRAQ7 vyznacuje lepSimi spektralnimi vlastnostmi
(naptiklad nizkéd ko-excitace ultrafialovym zdrojem svétla). Z tohoto diivodu by kombinace
tohoto fluorochromu s Hoechst 33342 méla byt vyhodnéj$i nez kombinace Hoechst 33342 /
propidium iodid. Bylo by zajimavé otestovat tento novy fluorochrom v metodice hodnoceni
membranové integrity trubCich spermii v kombinaci s jiz osvéd¢enymi flurochromy jako
Hoechst 33342 a SYBR-14; takové vyuziti DRAQ7 zatim nebylo v literatufe popsano.
DRAQ7 jiz byl uspésné pouzit pro testovani zivotaschopnosti kan¢ich spermii (Didion, 2015).
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3.43.2.1 Priitokova cytometrie a jeji vyhody pro testovani strukturalni integrity

membran trubdéich spermii

Pritokova cytometrie v dneSni dob¢ predstavuje jiz uznavanou a rutinni metodu
pouzivanou ve vyzkumu reprodukce hospodaiskych zvitat (Nynca et al., 2016); a to nejenom
pro ucel sexovani spermatu. S rozvojem LED technologii (anglicka zkratka ,,Light-
Emitting Diode®, dioda emitujici svétlo) rozmér a cena modernich pritokovych cytometri
vyrazné poklesly. Tento pokrok umoznuje vyuziti diive striktné vyzkumnych pfistroja pro
ucel praktické aplikace v oboru zemeédélstvi. Dokonce dneska se jiz testuji miniaturni
pfenosné pratokové cytometry postavené na platformé fotografické kamery mobilniho
telefonu (avsak zatim nejsou dostupné pro Sirokou vetejnost) (Zhu et al., 2011).

Pratokova cytometrie je ve své podstat¢ modifikovand fluorescenéni mikroskopie.
Nejlepsim dikazem toho je fakt, Ze prvni komercializovany pritokovy cytometr, ktery byl
zkonstruovan v 60. letech 20. stoleti Wolfgangem Gohde na univerzit¢ v Miinsteru
(Némecko) predstavoval bézny fluorescencni mikroskop s nadstavbou (Dittrich a Gohde,
1969). Tato nadstavba umozZiovala rapidni automatizovanou analyzu fluorescenéné
znacenych bunék v suspenzi.

Principidlni schéma pratokového cytometru miizeme popsat nasledovné: suspenze
bun¢k (zpravidla obarvena fluorochromy) je vstfikovana do specidlné¢ navrzené kiemenné
kyvety (tzv. ,flow cell”). V této komirce kazd4d bunka prochazi s velkou rychlosti pies
paprsek svételného zdroje (zpravidla laserovy). Buniky prochazi pies vySe popsany svételny
paprsek jedna za druhou v tzv. ,koaxialnim laminarnim toku*. Dulezité je to, Ze tento
laminarni tok umoziuje individudlni spektralni analyzu bun&k. Prechod bunék pres excitacni
laserovy paprsek zptsobuje jeho rozptyl do vSech uhld. Svétlo rozptylené do malych uhla je
pak sbirano fotodiodou umisténou ve sméru laserového paprsku. Toto rozptylené svétlo
nazyvané ,,forward scatter light (FSC, svétlo rozptylujici se doptedu) koreluje s relativni
velikosti bunék zmétenych v komirce. Rozptyl svétla sbiran pii vétsim uhlu (nazyvan ,,side
scatter light*, SSC - svétlo rozptylujici se do stran) je zplisoben odrazem a lomem svétla od
intracelularnich organel (granul, vakuol a podobn¢). Tento rozptyl je zachycen detektorem
umistnénym kolmo ke smeéru laserového paprsku a koreluje s morfologickou slozitosti
intracelularniho kompartmentu bunky. Tento parametr nazyvadme ,granularita®. Svétlo
emitované fluorochromy je také zachycovano pomoci optického objektivu a navic zesilovano

pomoci fotondsobiCe. Zachyceny rozptyl laserového paprsku a zesilena fluorescence jsou
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analyzovany pomoci pocitace za pouziti specifického analyzaéného softwaru (Picot et al.,
2012; Cunha et al., 2015).

V dne$ni dobé je hodnoceni kvality (integrity plazmatické membrany) trubcich
spermii jesté stale zaloZzené primarné na technice fluorescenéni mikroskopie (Hopkins a Herr,
2010; Wegener et al., 2014b; Rousseau et al., 2015; Meneses et al., 2015; Pettis et al., 2016).
Tato technika mé& né¢kolik nevyhod. Jednou z nevyhod je zpravidla jeji nizka statisticka
reprezentativnost. Je znamo, ze technika mikroskopického pozorovani prakticky umoziuje
analyzu jen nékolika stovek spermii z celkového ejakuldtu. Extrapolace téchto vysledki
ziskanych analyzou jen malé frakce spermii na celkovy ejakulat pak nemusi byt vzdy pfesna
(Pena, 2015).

Pratokova cytometrie je z tohoto hlediska mnohem vyhodnégjsi, jelikoz umoziuje
méfit az desitky tisic spermii za vtefinu (Picot et al., 2012). Toto zvySuje statistickou
reprezentativnost vysledku ziskanych pomoci priutokové cytometrie a snizuje jejich variabilitu
(Paynter et al., 2014). Dalsi vyhodou priitokové cytometrie je pochopitelné rychlost analyzy v
porovnani s béZnou fluorescencni mikroskopii.

Za zminéni stoji 1 fakt, ze pomoci pratokové cytometrie je mozné jednoduse hodnotit
koncentraci spermii ve vzorku. Plivodné byla koncentrace spermii zjiStovana pomoci
hemocytometru (specialni podlozni sklicko urceno k pocitani bunék). AvSak pocet bunck
seCtenych hemocytometrem je nizky a vysledek velmi nepiesny. Pozdéji byla zavedena
spektrofotometrickd metoda hodnoceni koncentraci spermii ve vzorku ejakulatu. Pro
hodnoceni koncentrace trub¢ich spermii metoda spektrofotometrie byla pouzita jiz v 70.
letech 20. stoleti (Harbo, 1975). Princip spektrofotometrické metody mtizeme popsat takto:
paprsek svétla ze svételného zdroje prochézi skrze spektrofotometrickou kyvetu obsahujici
vzorek spermatu urceny k analyze a nasledné dopada na fotoelektrické ¢idlo. Mnozstvi svétla
projdouci pies vzorek je analyzovano a je nepiimo imérné koncentraci spermii ve vzorku.
Tato metoda je relativné presna (v porovndni s hemocytometrem), ale nevyhodou je, zZe
¢astice nespermatického plivodu v analyzovaném vzorku mohou interferovat s prostupem
svétla pres vzorek a tim zna¢né ovliviiovat vysledek. Priitokova cytometrie je v tomto ohledu
metodou piesnéj$i, protoZze vysledky hodnoceni koncentrace spermii nejsou ovlivnény
pfitomnosti Castic nespermatického piivodu ve vzorku (Petrunkina a Harrison, 2011).

Zobrazovaci pritokova cytometrie (angl. ,Imaging Flow Cytometry*) je jesté
vyvinutéj$im nastrojem pro métfeni bunék kombinujicim v sobé pfednosti technik pritokové

cytometrie a fluorescen¢ni mikroskopie. Tato platforma byla vyvinuta spole¢nosti Amnis
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Corporation na zacatku 21. stoleti. ImageStream X je piikladem obrazového priatokového
multispektralniho cytometru, ktery je schopen nejen analyzovat spektralni vlastnosti buné¢k,
ale také pofizovat digitalni zdznamy (mikrofotografie) bunék v pribéhu meéteni. Rychlost
mikrofotografovani je az 2000 bun¢k za vtefinu (Picot et al., 2012). Za pomoci systému
MultiMag, je pfistroj schopen pofizovat mikrofotografie se zvétSenim (softwarovym) az 60x,
co umoznuje presnou analyzu morfologie bun¢k.

Jedinou nevyhodou metody pratokové cytometrie je stale vysoka pofizovaci cena
ptistroje. Soucasna cena prutokového cytometru je vyssi nez cena fluorescenéniho
mikroskopu. AvSak s modernim prudkym rozvojem elektroniky, optiky, technologie
svételnych zdroji a programového vybaveni muZeme ocekavat vyrazny pokles v cené
prutokovych cytometri. Jiz v roce 2012 takovy pokles byl predikovan (Picot et al., 2012) a v
dne$ni dobé mizeme vidét skutecné naplnéni této predpovédi. Neéktefi autoti jiz popisuji
metodu priutokové cytometrie jako budouci ,,zlaty standart“ v hodnoceni zivotaschopnosti
trub¢ich spermii (Paynter et al., 2014).

I pfes vySe zminované vyhody prutokové cytometrie momentalné existuji jenom Ctyii
prace zabyvajici se hodnocenim strukturalni integrity plazmatické membrany trub¢ich spermii
pomoci pratokové cytometrie: Chorbinski et al. (2006), Rzymski et al. (2012), Tofilski et al.
(2012) a Paynter et al. (2014). Dale jen jedna védecka skupina vyuzila moznosti obrazového
multispektralniho pritokového cytometru pro ucel vyhodnoceni Zivotaschopnosti trubcich
spermii (Paynter et al., 2014). Je proto velmi dtlezité zafadit v co nejvétsi mife metodu

prutokové cytometrie do praxe laboratofi zabyvajicich se vyzkumem vcel.

3.4.3.3 Testovani funkcionalni (biochemické) integrity membrany trubcich spermii

Plazmatickd membréna trubCich spermii diky své polopropustnosti hraje centralni roli
v udrzovani chemického gradientu iontl a jinych solubilnich komponentt. Bylo prokazano,
ze specifické membranové proteiny zabezpecuji transport glukézy a fruktozy z
extracelularniho prostedi do nitra spermii (Schurmann et al., 2002). Je znamo, ze glykolyza
(rozklad glukdzy) je esencidlnim procesem pro tvorbu adenosintrifosfatu pottebného pro
motilitu sav¢ich spermii (Mukai a Okuno, 2004). Z tohoto divodu zachovani funkcionalni

integrity plazmatické membrany je nezbytné pro metabolizmus a aktivni pohyb spermii.
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Funk¢nost plazmatické membrany je také velmi diilezitd v procesu oplozeni, protoze
na ni zavisi spravny prub¢h kapacitace spermii, akrosomalni reakce a samotné splynuti
pohlavnich bun¢k (Jeyendran et al., 1984).

Z vyse uvedeného ditvodu je ziejmé, Ze hodnoceni funkcionélni integrity plazmatické
membrany je stejné¢ dilezité pro urceni zivotaschopnosti trubCich spermii jako hodnoceni

strukturalni integrity membrany.

3.4.3.3.1 Reakce trub¢ich spermii na hypoosmotické prostiedi

Pro ucel hodnoceni funkcionalni integrity plazmatické membrany spermii byl vyvinut
tzv. hypoosmoticky test (angl. ,,Hypoosmotic Swelling Test*). Tento test, plivodné vyvinuty
pro sav¢i spermie, stanovuje u¢innost transportu molekul vody pfes plazmatickou membranu.
Uginny transport vody pies plazmatickou membranu je znakem zachovani jeji funkcionalni
integrity (Jeyendran et al., 1984).

Principem tohoto testu je vystaveni spermii hypoosmotickému prostfedi. Funkcionalné
intaktni plazmatickd membréna biciku spermii v hypoosmotickom prostfedi podléha tzv.
»efektu balonku*: objem, ktery ohraniCuje plazmatickd membrana bi¢ikového kompartmentu
se bude zvétsovat v dusledku aktivniho pfenosu extracelularni vody pfes plazmatickou
membranu do nitra spermii. Plazmaticka membrana, kterd za normalnich podminek tésné
ptiléha k axoneme bi¢iku a kopiruje jeji protahly tvar, se v podminkach hypoosmotickych (z
divodu nasavani vody) méni na tvar sféricky. Pritom dojde ke zkrouceni axonemy bic¢iku do
prstencovitého utvaru umisténého v nitru plazmatické membrany (Drevius a Eriksson, 1966).
Takové prstencovité spermie mizou byt detekovany pod mikroskopem a celkové procento
spermii s funkciondlné intaktni membranou muize byt vypocteno. Mrtvé anebo poSkozené
spermie nebudou v hypoosmotickych podminkach vykazovat zkrouceni bi¢iku.

V praci Jeyendran et al. (1984), kde je poprvé popsana aplikace hypoosmotického
testu byl pouzity hypoosmoticky roztok fruktozy a sodium citratu. Lomeo a Giambersio
(1991) navrhnuly nahrazeni roztoku fruktézy a sodium citratu, destilovanou vodu. Pouziti
destilované vody zjednodusSuje a standardizuje techniku provedeni hypoosmotického testu. To
je proto, ze destilovana voda ma vzdy stejnou osmolalitu a tedy vysledky hypoosmotického
testu mizou byt jednoduse porovnané mezi laboratofemi. Osmolalita je obecné definovana

jako mnozstvi osmoticky aktivnich latek v 1 kilogramu rozpoustédla.
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Byla prokézana vysoka korelace vysledkt (r > 0,77) mezi pouzitim roztokii fruktozy a
sodium citratu, a destilovanou vodou (Bahamondes et al., 2001; Osorio-Melendez et al.,
2011). Zajimavosti je, ze jiz v roce 1954 Kurennoi popsal zkrouceni axonem bi¢iku trub¢ich
spermii v destilované vodé (Kurennoi, 1954). Avsak toto jeho pozorovani zfejmé nevedlo k
vyvinuti testu pro hodnoceni funkcionalni integrity plazmatickych membran spermii.

V dnesni dob¢ je hypoosmoticky test rutinné pouzivan pro testovani funkcionalni
integrity plazmatické membrany spermii c¢lovéka (Jeyendran et al., 1984; Lomeo a
Giambersio, 1991; Ahmadi a Ng, 1997), kancu (Perez-Llano et al., 2009), bykt (Osorio-
Melendez et al., 2011; Yoon et al., 2015) a vcelich trubct (Nur et al., 2012; Alcay et al.,
2015). Avsak, v posledni dob¢ je piesnost tohoto testu spochybiiovana (Gadea-Mateos, 2016;
osobni sdéleni).

Dtivodem tohoto zpochybnéni je obcCasné mikroskopické pozorovani spermii se
strukturalné¢ poskozenou plazmatickou membranou hlavicky, ale s funkcionalné intaktni
plazmatickou membrédnou bi¢iku. Toto bylo pozorovano ve spermiich nékterych
hospodaiskych zvifat (Perez-Llano et al., 2009; Osorio-Melendez et al., 2011) a ¢lovéka
(Lomeo a Giambersio, 1991).

Lomeo a Giambersio (1991) popsali sice vysokou (r > 0,86; p < 0,01), ale ne absolutni
korelaci mezi metodami pro hodnoceni strukturdlni a funkciondlni integrity plazmatické
membrany spermii u ¢loveéka. Tento vysledek mize byt objasnén zndmou kompartmentizaci
plazmatické membrany sav€ich spermii. TudiZ membrana hlavicky a membrana bi¢ikti mize
vykazovat rozdilnou odolnost ke §kodlivym vlivim prostiedi (Osorio-Melendez et al., 2011).
Jini autofi vysvétluji tento vysledek postupnym procesem umirani spermii (Gadea-Mateos,
2016, osobni zdéleni). Umirajici spermie reaguji na hypoosmotické prostfedi zkroucenim
bicikt avsak jiz propusti do svého vnitra fluorescencni barvy zaznamenavajici smrt buiky.

Z vyse popsan¢ho plyne, Ze jenom soubé&zné hodnoceni strukturalni a funkcionalni
integrity plazmatické membrany spermii nam muZe poskytnout nejpiesnéjsi vysledek testu
hodnoticiho kvalitu spermatu. V praci Perez-Llano et al. (2009) je popsano soubézné
hodnoceni strukturalni a funkcionalni integrity plazmatickych membran ve spermiich kanct a
v praci Osoreo-Melendez et al. (2011) ve spermiich bykd.

V trubcich spermiich také nebylo dosaZeno naprosto stejnych vysledkii pii pouziti
testll hodnoticich strukturalni a funkcionalni integritu plazmatickych membran (Nur et al.,
2012). Tento fakt oduvodnuje nevyhnutelnou potiebu vyvoje nové metody pro soub&zné

hodnoceni strukturdlni a funkciondlni integrity plazmatickych membran 1 v trubc¢ich
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spermiich. Dle mych znalosti zatim nebyla popsdna metoda, kterd by soub&zné hodnotila tyto
parametry kvality plazmatickych membran ve spermiich trubct. 1 pfesto, Ze pratokova
cytometrie jiz byla uspésn¢ pouzita pro hodnoceni strukturdlni integrity membran trubcich
spermii, dle mych znalosti zatim jest¢ nebylo popsano vyuziti této metody pro hodnoceni
funkciondlni integrity plazmatickych membran ve spermiich trubcti véely medonosné. Navic,
soubézné¢ hodnoceni téchto parametrii za vyuziti pritokové cytometrie by bylo dal§im a

nezanedbatelnym piinosem do oboru vyzkumu kryokonzervace trub¢iho spermatu.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.2 Biologicky material

Trubdi sperma bylo odebirano v mésicich Cervenec - srpen, 2015. Sperma bylo odebirano za
odborné asistence vyzkumnych pracovnikii ve Vyzkumném tustavu vcelaiském v Dolu.
Vzorky spermatu byly odebirdny do skelnénych mikrokapildr dle postupu popsanému v praci
Dostal (2006), které byly transportovany do prostori laboratofe pritokové cytometrie a
obrazové analyze (Univerzita Karlova v Praze, 1. 1ékaiska fakulta). Cas transportace byl 1 az
2 hodiny. Vzorky byly analyzovany bud’ v den odbéru anebo na druhy den. AvSak maximalni
doba uchovavani vzorkii v mikrokapilarach (ve tmé, pii pokojové teploté) byla po dobu

dvaceti dnu.

4.1.3 Chemikalie

Izotonicky roztok "Kiev" byl pfipraven dle Collins (2000b). Uvedené chemikalie: D-
glukéza (0,3 g), chlorid draselny (0,41 g), sodium bikarbonat (0,21 g) a sodium citrat 2 hydrat
(2,4 g) byly navazeny pomoci analytickych vah a rozpustény ve 100 ml destilované, sterilni
vody. pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 8,5 (proméfeno na automatickém pH metru).
Roztok byl uchovavan v lednici pti 4°C po dobu jednoho mésice (v den experimentu byl
roztok temperovan na pokojovou teplotu).

Fluorescen¢ni latka DRAQ7 (kat.c.: 424001, firma BioLegend). Spektralni vlastnosti
fluorescen¢ni latky (excitace a emise) jsou znazornény na obrazku 4.1. Zasobni roztok s
koncentraci 300 uM byl uchovavan v lednici pii 4°C (dlouhodobég). Ze zasobniho roztoku v
den experimentu byl pfipraven pracovni roztok fedénim (do pozadované koncentrace) v
1zotonickém roztoku Kiev.

Fluorescen¢ni latka Hoechst 33342 bisBenzimide (kat.c.: B 2261, firma SIGMA-
ALDRICH). Spektralni vlastnosti fluorescencni latky (excitace a emise) jsou znadzornény na
obrazku 4.1 (za ptipominku stoji, Ze v mych experimentech jsem byl schopen detekovat emisi
latky Hoechst 33342, ktera byla excitovana laserem 405 nm). V den experimentu byl
pfipraven pracovni roztok rozpuSténim praSku (do pozadované koncentrace) v izotonickém

roztoku Kiev.
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Obr. 4.1: Spektralni vlastnosti fluorescenénich latek DRAQ7 a Hoechst 33342. Osa X
znazornuje vinovou délku (v nanometrech). Osa Y znazoriiuje excitace anebo emise Vv
procentech. Cervenou pieru$ovanou a &ervenou plnou &arou je zndzornéna excitace a emise
latky DRAQ7. Modrou pierusovanou a modrou plnou ¢arou je znazornéna excitace a emise
latky Hoechst 33342. Zdroj: webové stranky firmy BioLegend (prohlize¢ spektralnich
vlastnosti).

4.2 Metody

4.2.1 Vystaveni trub¢ich spermii podminkam hypoosmotického prostiedi

Kapka vzorky spermatu (s objemem 2 - 3 ul) byla aplikovana na podlozni sklicko do
pfedem pfipravené kapky izotonického roztoku Kiev (s objemem 10 pl). Po promichani
automatickou pipetou s nastavitelnym objemem byl vzorek spermatu smyt destilovanou
vodou do plastové Petriho misky (vysledni objem ¢inil 1 ml). Nafedéné sperma po nékolika
cyklech nasavani pomoci automatické pipety bylo ponechdno po dobu 3 minut (pokud se
nejednalo o testovani rtznych €asovych dob ponechdvani spermatu v takhle vytvofenym
hypoosmotickém  prostiedi). Nasledné¢ prstencovité spermie (vytvofené vlivem
hypoosmotického prostiedi) byly analyzovany pomoci automatického pocitaciho pfistroje

Cellometer Auto T4 anebo pomoci pritokového cytometru.

4.2.2 Analyza vzorku trub¢iho spermatu pomoci automatického pocitaciho pristroje

Cellometer Auto T4

Vzorek spermatu odebrany jak je uvedeno vySe v textu, byl nejdiive zméien
ptistrojem spektrofotometer UV - 160 (Schimadzu; pti vinové délce A = 400 nm; obr. 4.2) dle

postupu pouzivanému ve Vyzkumném ustavu vcelaiském v Dolu (za pomoci odborni
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asistence) a pak byl zméfen automatickym pocitacim ptistrojem Cellometer Auto T4
(Nexcelom; obr. 4.3) dle mnou zadanych parametri. Parametry nastaveni automatického
pocitaciho pfistroje jsou znazornény na obrazku 4.4. Pro pocitani spermii vzorek s objemem
20 pl byl nanesen do specielniho plastového podlozniho sklicka, které bylo vyfoceno
zabudovanou kamerou piistroje Auto T4. Cas poiizeni mikrofotografii piedstavuje jenom

n¢kolik vtefin, coz umoziuje praci s velkym mnoZstvim vzork.

Obr. 4.2: Tlustrativni obrazek spektrofotometru UV - 160 (Shimadzu). Zdroj: internet.

Obr. 4.3: Automaticky pocitaci piistroj Cellometer Auto T4 (Nexcelom).
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Cell Type Mame |Dr0ne spermatozoa [~ Sawve as New Cell Type

Detailed Description |

Cell Diameter Min. rmicran

5
Cell Diameter Max. 15 rmicran
n.2ao

Cell Roundness default: 0.10; range: 0-1.0; 1.0 for perfect circle
Caontrast Enhancement 0.30 default: 0.40; range: 0 - 0.5; high value far light cells

™ Modify Dead Cell Parameters

e ,7 default: 1.0; range 0-2.0;
SEwelfely 50 higherwalue to pick up more dead cells
[P— default 150; range 100 - 255
Unif
itarmity 150 higher walue for non-uniform dead cells
-

¥ Modify Decluster Details
default: 0.5; range 0-1.0
Decluster Edge Factor 0.6 higher value for more edge enhancement
default: 1.0; range 0-1.0
Decluster Th Fact
EEustEr e 10 higherwalue for mare sensitivity
¥ Select Special Cell Type

- default: 1.0; range 0-1.0
Back: d Adjustrment
St sty 10 lowervalue to pick up dim cells

[ Mo Decluster

Obr. 4.4: Parametry pouzity pro nastaveni automatické¢ho pocitaciho pfistroje Cellometer
Auto T4. Parametry jsou pfistrojové specifické.

4.2.3 Provedeni hodnoceni strukturalni a funkcionalni integrity plazmatickych

membran trub¢ich spermii

Kapka vzorku spermatu (s objemem 2 pl) byla aplikovana na podlozni sklicko do
pfedem piipravené kapky izotonického roztoku Kiev (s objemem 8 ul). Po promichani
automatickou pipetou s nastavitelnym objemem byl vzorek pienesen do plastové
mikrozkumavky (1,5 ml). Do mikrozkumavky byl pak napipetovan izotonicky roztok Kiev v
objemu 40 pl. Nasledné byly ptidany fluorescen¢ni latky DRAQ7 (12 uM) a Hoechst 33342
(5 ng/ml) pokud se nejednalo o testovani rtiznych koncentraci. Doba barveni byla 7 minut
(pokud se nejednalo o testovani riznych ¢asovych dob barveni) pfi pokojoveé teploté a ve tmé.
Fluorescencné obarvené vzorky byly nafedény destilovanou vodou do finalniho objemu 1 ml
(anebo do findlniho objemu 500 ul pokud se jednalo o pomér sperma : voda jako 1 : 9). Po
nékolika cyklech invertovani, mikrozkumavka s obarvenym vzorkem byla inkubovéana po
dobu 3 minut pfi pokojové teploté (pro ucel vystaveni fluorescencné obarvenych vzorkl

hypoosmotickému prostiedi). Nasledn¢ byly vzorky zmétfeny pomoci pritokového cytometru.
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V mych experimentech jsem pouzival dva typy pratokovych cytometri: obrazovy
pratokovy cytometer ImageStream X (Amnis Corporation) a konvenc¢ni priitokovy cytometer
FACS Canto Il (Becton Dickinson).

Obrazovy prutokovy cytometer ImageStream X (obr. 4.5) je vybaven svételnym
zdrojem (laserem) s vinovou délkou 405 nm (100 mW) pro excitaci fluorescencni latky
Hoechst 33342 a laserem s vinovou délkou 642 nm (150 mW) pro excitaci fluorescencni latky
DRAQ7. Emise byla detekovana v optickém kandlu 7 (pro Hoechst 33342) a kanalu 11 (pro
DRAQ7). Pfesné hodnoty fluorescencnich signalt byly ziskany pomoci funkce automatické
kompenzace mezi optickymi kanaly. Tento obrazovy pritokovy cytometer je schopen
pofizovat mikrofotografie zkoumanych objektt (spermii) s rychlosti az 2000 udalosti za
vtefinu. Mikrofotograficky zaznam je provadén také ve svételném poli (angl. "bright field").
Rozmér zorniho pole je 120 x 512 um. Vzorek spermatu je méten ptimo v mikrozkumavkach.
Pro analyzu dat jsem pouzil originalni software IDEAS 6.2. Piiklad pouziti softwarové

analyzy dat je znazornén v obrazku 4.6.

Obr. 4.5: Obrazovy prutokovy cytometer ImageStream X (Amnis Corporation).
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Obr. 4.6: Piiklad analyzy dat vygenerovanych obrazovym prutokovym cytometrem pomoci
originalniho softwaru IDEAS 6.2. Panel A znazorniuje ohraniceni (tzv. "gatovani") oblasti
Hoechst pozitivnich spermii (jadernich bun¢k). Panel B znazorfiuje jednu z moZnosti
softwarového roztfidéni Hoechst pozitivnich spermii na spermie protahlého a spermie
prstencovitého tvaru. Panel C znazoriiuje softwarové roztiidéni Hoechst pozitivnich spermii
na zakladé DRAQ7 pozitivity. Statistickd analyza dat byla provadéna vyhodnocenim
procentualnich zastoupeni ohranicenych oblasti.

Konvenc¢ni pritokovy cytometer FASC Canto II (obr. 4.7) je vybaven laserem s
vlnovou délkou 405 nm (60 mW) pro excitaci fluorescencni latky Hoechst 33342 a laserem s
vlnovou délkou 633 nm (15 mW) pro excitaci fluorescencni latky DRAQ7. Emise byla
detekovana za pouziti setu optickych filtrii pro optimalni detekci fluorescencéniho signalu:
450/50 pro detekci Hoechst 33342 a 710/50 pro detekci DRAQ7 (s pouzitim optického

zrcadla 680 ,long pass®). Presné hodnoty fluorescencnich signalti byly ziskany pomoci
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funkce automatické kompenzace mezi optickymi kandly. Tento konvencni pratokovy
cytometer neni schopen pofizovat mikrofotografie zkoumanych objekt, ale umoziuje
analyzu velkého poctu udalosti za vtetinu (10 000 udélosti za vtefinu). Vzorek spermatu je
meéfen v cytometrickych zkumavkach. Pro analyzu dat jsem pouzil originalni software FACS

Diva 6.1. Piiklad pouziti softwarové analyzy dat je zndzornén v obrazku 4.8.

Obr. 4.7: Konvenéni priutokovy cytometer FACS Canto II (Becton Dickinson).
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Obr. 4.8: Priklad analyzy dat vygenerovanych konvenénim pritokovym cytometrem pomoci
originalniho softwaru FACS Diva 6.1. Panel A znazorfiuje gatovani oblasti Hoechst
pozitivnich spermii. Panel B zndzorfiuje jednu z moZnosti softwarového roztfidéni Hoechst
pozitivnich spermii protdhlého a prstencovitého tvaru. Panel C znazornuje softwarové
roztiidéni Hoechst pozitivnich spermii na zakladé¢ DRAQ7 pozitivity. Panel D (v rdmecku)
znazoriiuje spermie usmrcené zamrazovanim v tekutém dusiku bez pfidani kryoprotektoru.

Statistickd analyza
ohranicenych oblasti.

dat

byla provaddéna vyhodnocenim procentudlnich zastoupeni
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4.2.4 Postup pripravy experimentalnich vzorkia pro zjiStovani korelace mezi testem
hodnoticim strukturalni integritu a testem hodnoticim funkcionalni integritu

plazmatické membrany trub¢éich spermii

Pro korela¢ni analyzu dvou testll jsem pfipravil sérii smichanych vzorkl spermatu, z
kterych kazdy obsahoval znamy pomér zivych a mrtvych (mrazem poSkozenych) spermii. Pro
tento ucel kapka spermatu v objemu 2 - 4 ul byla aplikovana na podlozni sklicko do kapky
izotonického roztoku Kiev s objemem 20 pl. Po dikladném promichani pomoci automatické
pipety bylo odebrano 10 pl této suspenze, pfenéseno do plastové mikrozkumavky, kterd byla
ponéchana na stole pii pokojové teploté ve tmé po dobu 10 minut. Dalsi ¢ast vzorky (10 pl)
byla pfenesena do plastové mikrozkumavky, kterd byla ponotena do tekutého dusiku (- 196
°C) v polystyrénové nadobé. Po dobé 5 minut byla tato mikrozkumavka vyndana z tekutého
dusika a rozmrazena v ruce. Nasledovn¢, sperma z obou zkumavek bylo smichéno v riznych
znamych pomérech (objem / objem; nezamrazend + zamrazend): 1) 100 % + 0 %, 2) 75 % +
25 %, 3) 50 % + 50 %, 4) 25 % + 75 %, 5) 0 % + 100 %. Nadale tyto smichané vzorky byly

meéfeny obéma typy pritokovych cytometri.

4.2.5 Statisticka analyza dat

V mych experimentech pro ucel statistické analyzy dat jsem pouzival néasledovné
statistické parametre a testy: Smérodatnd odchylka od stfedni hodnoty (SD); Konfidencni a
predikéni interval (95 %); Studentlv t-test (za podminky sparovaného vybéru anebo za
podminky rtiznych rozptyli ve skupinach); ANOVA analyza rozptylu (Tukey-Kramer test);
ANCOVA (analyza kovariance). Uvedené statistické parametry a testy byly vypocteny
pomoci statistického softwaru Microsoft Office Excel 2007 (doplnény balickem XL TB Verze
6.60). Pro vybér statistickych testll a jejich spravné pochopeni jsem pouZzival jako zdroj on-

line knihu ,,Handbook of biological statistics* (McDonald, 2014).

37



4.2.6 Dalsi pouzité programy

Pro tUpravu (tzv. postprocessing) ziskanych mikrofotografii z pfistroje Amnis

ImageStream X byl pouzit voln¢ dostupny software ImageJ.
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5. VYSLEDKY

5.1 Pouziti hypoosmotického testu pro hodnoceni funkcionalni integrity

plazmatické membrany trubcich spermii

5.1.1 Reakce trubcich spermii na hypoosmotické prostiredi

Hypoosmotickym testem hodnotime funkciondlni integritu plazmatické membrany
spermii. Principem testu je fedéni spermatu hypoosmotickym fedidlem. Takovym fedidlem
muze byt destilovana voda.

Reakci trubich spermii na hypoosmotické prostiedi popisuje obrazek 5.1. Po
vystaveni spermii hypoosmotickému prostfedi dochazi ke skrouceni bi¢iku a vytvatreni bud’
pravidelnich anebo nepravidelnich prstencovitych tvart (obr. 5.1 A, B). Tato reakce svéd¢i o
funkcionalni integrit¢ plazmatické membrany spermii. U spermii s poSkozenou membranou (a

to bud’ strukturalné, nebo funkcionalné) k takovéto reakci nedochazi (obr. 5.2).

B.
o3 73 360 56 80 314
K 3 O Y T
( (
F2e2 869 1220 7035 1299 569 |

9, \

2

Obr. 5.1: Znazornéni reakce trubCich spermii na hypoosmotické prostiedi. A. Pravidelni
prstencovity tvar trub¢ich spermii. B. Nepravidelni tvar trubCich spermii. Mikrofotografie
spermii se skroucenymi bi¢iky byly vyhotoveny piistrojem Amnis ImageStream X (obrazovy
prutokovy cytometr). Na obrazku je znazornéna oblast hlavicky (Cerna Sipka) a skrouceny
bi¢ik spermie (bila Sipka). U spermii s nepravidelnim prstencovitym tvarem je hlavicka
vétsinou ukryta v oblasti bi¢iku. Cisla v horni levé &asti obrazkd predstavuji potadi
vyhotovenych snimkd.
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Obr. 5.2: Znazornéni trubich spermii s poSkozenou membranou po jejich vystaveni
hypoosmotickému prostiedi. Na obrazku je znadzornéna oblast hlavicky (¢erna Sipka) a mirné
ohnuty bicik spermie (bila Sipka). Nedochazi k tvorbé prstencovitych tvarG spermii.
Mikrofotografie, Amnis ImageStream X.

Tvorba pravidelnych prstencovitych tvari u spermii reagujicich na hypoosmotické
prostiedi je vzorkové specifické (zavislé od jednotlivych vzorki trubct). Tuto vzorkovou
specificitu popisuje graf 5.1. V grafu je zndzornéno procentudlni zastoupeni spermii
reagujicich na hypoosmotické prosttedi za tvorby pravidelnich prstencovitych tvard. Tyto

pravidelné prstencovité tvary zodpovidaji mikrofotografiim v obr. 5.1 (panel A).
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Graf 5.1: Procentualni zastoupeni populace spermii s pravidelnym prstencovitym tvarem v
ruznych vzorcich. Na ose X jsou znazornéné métené vzorky trub¢iho spermatu (N=4). Os Y
vyjadfuje procentuelni zastoupeni spermii pravidelného prstencovitého tvaru ze vSech spermii
reagujicich na hypoosmotické prostfedi zkroucenim bic¢iku. Podminky hypoosmotického
prosttedi byly nésledujici: hypoosmotickym fedidlem byla destilovana voda. Trub¢i sperma v
1zotonickém tedidle bylo nafedéno destilovanou vodou v poméru 1:19 (sperma : voda). Doba
pusobeni vody byla 3 minuty. Variance v ramci vzorku je znizornéna vypoctem
smérodatnych odchylek od stiedni hodnoty (+SD). Rozdil sttednich hodnot mezi vzorky 2 - 3,
2 - 4 a 3 - 4 nebyl signifikantnim (ANOVA, Tukey-Kramer test, p>0,05; zndzornéno liniemi
pod osou X). Vysledky byly vygenerované pomoci obrazového pritokového cytometru
Amnis ImageStream X. Trojuhelnik znazorfiuje vzorek, ktery byl dodate¢né vyfocen pomoci
automatického pocitaciho piistroje bunck Cellometer Auto T4 (obr. 5.3).
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Obr. 5.3: Fotograficky zaznam zorného pole automatického pocitaciho pfistroje bunck
Cellometer Auto T4. Na obrazku jsou znazornéné trubCi spermie po jejich vystaveni
hypoosmotickému prostiedi. Zelené¢ oznacené objekty v obrdzku piedstavuji piistrojem
seCtené prstencovité spermie pravidelného (zelené Sipky) a nepravidelného tvaru (Cervené
Sipky). Podminky hypoosmotického prostiedi byly stejné, jak je uvedeno v legend¢ grafu 5.1.

5.1.2 Zjistovani praimérni velikosti prstencovitych spermii

S pomoci automatického pocitaciho pfistroje bunck Cellometer Auto T4, ktery

umoziuje méfeni priméru bunék, jsem zjistil primér pravidelnich prstencovitych tvarl. Z

namétfenych vysledkil je ziejmé, ze tento primér zodpovida priméru krevnich bunék savct

~10 mikrometri (znazornéno v histogramovém grafu 5.2).

Toto umoziuje analyzu prstencovitych trubCich spermii s vyuzitim pratokové

cytometrie, kterd je optimalizovana pro méteni objektl s rozmérem savcich krevnich bunék.
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Graf 5.2: Pramér (v mikrometrech) spermii pravidelného prstencovitého tvaru. Sloupec
oznaceny cCervené vyjadiuje nejcetn€j$i hodnotu priméru. Vysledky byly vygenerovany
pomoci automatického pocitaciho piistroje bunék Cellometer Auto T4.

5.1.3 Optimalizace podminek provedeni hypoosmotického testu

Po ponechani spermatu v hypoosmotickém fedidle (roztoku) dochéazi nejdiive k tvorbé
prstencovitych tvari a nasledné k rychlému rozvolnéni a narovnéni spermii. Toto je
zpusobeno prasknutim plazmatické membrany v dusledku intenzivniho nasdvani
extracelularni vody do nitra bungk. Casovou dynamiku tdchto zmén znazortiuji grafy 5.3, 5.4

abs.b.
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Graf 5.3: Dynamika casovych zmén tvaru prstencovitych spermii v hypoosmotickém
prostiedi (destilovana veda). Osa X vyjadiuje ¢as v minutach (logaritmické méfitko; od 0,5
minuty do 40 minut). Na ose Y je zndzornéno mnozstvi prstencovitych spermii v sériich
(opakované meéfeni vzorki v rozdilném case). Pocatecni hodnota kazdé série je
normalizovana na hodnotu 1. Naméfené hodnoty > 1 znamenaji narist mnoZzstvi
prstencovitych spermii; naméfené hodnoty < 1 znamenaji pokles mnoZstvi prstencovitych
spermii. Jednotlivé série umyslné nebyly oznaceny pro ucel zjednodusSeni grafu a pro
znazornéni trendd. PreruSovand cervend svisld cara znazornuje Casovy bod 3 minuty.
Mikroskopicky zdznam dynamiky ¢asovych zmén tvaru prstencovitych spermii v destilované
vodé je znazornén niZe v textu v obr 5.4 (mikroskopicky zdznam je vytvofen ze série, ktera je
v uvedeném grafu znazornéna plnou Cernou linii).
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Graf 5.4: Dynamika casovych zmén tvaru prstencovitych spermii v hypoosmotickém
prostiedi (1 : 19; sperma : voda). Osa X vyjadifuje ¢as v minutach (logaritmické métitko; od
0,5 minuty do 40 minut). Na ose Y je zndzornéno mnoZstvi prstencovitych spermii v sériich
(opakované meéfeni vzorkii v rozdilném case). Pocatecni hodnota kazdé série je
normalizovana na hodnotu 1. Naméfené hodnoty > 1 znamenaji narist mnozstvi
prstencovitych spermii; naméfené hodnoty < 1 znamenaji pokles mnoZstvi prstencovitych
spermii. Jednotlivé série umyslné¢ nebyly oznaceny pro ucel zjednoduSeni grafu a pro
znazornéni trendil. PferuSovana ¢ervena svisla ¢ara znazoriiuje ¢asovy bod 3 minuty.
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Graf 5.5: Dynamika casovych zmén tvaru prstencovitych spermii v hypoosmotickém
prostiedi (1 : 9; sperma : voda). Osa X vyjadiuje ¢as v minutach (logaritmické métitko; od 0,5
minuty do 40 minut). Na ose Y je znazornéno mnoZzstvi prstencovitych spermii v sériich
(opakované méfeni vzorkii v rozdilném case). PocateCni hodnota kazdé série je
normalizovana na hodnotu 1. Naméfené hodnoty > 1 znamenaji ndrGst mnoZstvi
prstencovitych spermii; naméfené hodnoty < 1 znamenaji pokles mnoZstvi prstencovitych
spermii. Jednotlivé série imyslné¢ nebyly oznaeny pro ucel zjednoduSeni grafu a pro
znazornéni trendd. PferuSovana Cervend svisla ¢ara znazoriiuje asovy bod 3 minuty.

Z vySe uvedenych grafli je zfeymé, Ze zmény tvaru prstencovitych spermii (jejich
narovnani) nastdvaji jiz po kratkodobém (minuty) vystaveni spermatu hypoosmotickému
prostiedi, kterym je destilovana voda. To znamend, Ze pokud chceme pocitat procento Zivych
spermii (s funkciondlné intaktni plazmatickou membranou) pomoci pocitani prstencovitych
spermii v hypoosmotickém testu s destilovanou vodou musime pocitani provést v Casovém

intervalu 2 - 3 minuty od pocatku testu. Pokud spermie v hypoosmotickém prostiedi
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ponechame delsi dobu, prstencovité spermie se zacnou narovnavat a tym se sniZuje piesnost
méieni jejich poctu.

Podobné je tomu tak i v pfipadé vystaveni spermatu hypoosmotickému roztoku 1 : 19
(sperma : voda). Avsak, zjistil jsem, ze pfidani trubéiho spermatu smichaného s izotonickym
fedidlem k destilované vodé v poméru 1 : 9 (sperma : voda) vytvofi suboptimalni
hypoosmotické prostfedi. V tomto suboptimalnim hypoosmotickém prostiedi nedochazi k
tvorbé prstencovitych spermii pravidelniho tvaru (~ 90 % spermii tvarem zodpovida tvaru
uvedenému na obr 5.1, panel B).

Pro ucel vytvoreni hypoosmotického prostiedi jsem ve svych experimentech pouzival
hypoosmoticky roztok s pomérem 1 : 19 (sperma : voda). Stoji za pfipominku, ze pfesna
osmolalita pouzitych hypoosmotickych roztokii v mych experimentech nebyla zmétena z
divodu nedostacujiciho pristrojového vybaveni laboratote.

Jako nejvhodnéjsi casovy interval byl vybran ¢asovy interval 3 minuty. Je to z divodu,
ze del$i vystaveni spermatu hypoosmotickému prostiedi neumozZiiuje sledovéani
prstencovitych spermii pomoci pritokové cytometrie (prasknuti membrdny a narovnani
spermii). Prili§ kratkd doba ptsobeni hypoosmotického fedidla (< 2 minuty) taktéZ neni
optimalni nakolik za takovou kratkou dobu nedochazi k vtvofeni prstencovitych spermii

pravidelniho tvaru.
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Obr. 5.4: Fotograficky zaznam zorného pole automatického pocitaciho pfistroje bunék
Cellometer Auto T4. Dynamika ¢asovych zmén tvaru prstencovitych spermii v destilované
vode, A az H. Zelené oznacené objekty v obrdzku predstavuji pfistrojem sectené prstencovité
spermie pravidelniho (zelené $ipky) a nepravidelniho tvaru (Servené Sipky). Zluté oznatené
objekty jsou piistrojem ignorované artefakty (zluta Sipka). Na obrdzku jsou viditelné spermie
narovnavajici se po prasknuti membrany (bila Sipka).
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Z uvedeného obrazku 5.4 je zfejmé, Ze nejvetsi mnozstvi prstencovitych spermii
pravidelniho tvaru bylo pozorovano v dobé po 2 - 3 minutach pasobeni hypoosmotického
roztoku. AvsSak s narlstajicim ¢asem mnozstvi spermii prstencovitého tvaru prudce klesalo

(po 5 minutach byl pozorovéan jejich viditelny pokles).

5.2 Pocitani koncentrace Zivych spermii pomoci automatického pristroje

bunék Cellometer Auto T4

V praxi je koncentrace zivych trubCich spermii bézné pocitdna pomoci
spektrofotometru, ktery musi byt nejdiive kalibrovan ruénim pocitanim zivych spermii pod
mikroskopem. Koncentrace zivych spermii pod mikroskopem je zjistovana pomoci
hypoosmotického testu. Za spermie Zzivé povazujeme ty spermie, které reaguji v
hypoosmotickém prostiedi skroucenim jejich biciku. Vytvofena kalibraéni kiivka je nasledné
pouzivana pro automatické pocitani koncentrace zivych spermii spektrofotometrem. Nicméné
nevyhodou automatického pocitani koncentrace spermii pomoci spektrofotometru (ktery méii
absorbanci resp. zdkal roztoku) je to, Ze nemame moZnost vizualni kontroly pocitanych
objektu.

V mych experimentech jsem porovnal dva pfistupy pro pocitani koncentrace zivych
spermii v tom samém vzorku trub¢iho spermatu. A to pomoci spektrofotometru kalibrovaného
ruénim pocitdnim Zivych spermii pod mikroskopem a automatického pocitaciho pfistroje
bun¢k Cellometer Auto T4 (kterého pocitani je zalozeno na principu analyzy obrazu).

Vysledky porovnani téchto dvou pfistupt jsou znazornény v tabulce 5.1 a grafu 5.6.
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Spektrofotometr Cellometr
,,UV-160" Auto-T4™
Zodpovéda Vypodtena Vyposténo
Mefeni Absorbance koncentrace Koncentrace z celkového poétu
(jednotky) zivych spermii Zivych spermii bunck
(mil / uly* (mil / ul)
1 0,233 4,32 3,65 1580
2 0,262 4,83 3,86 1667
3 3.96 1709
4 4,00 1731
Pramer 0,247 4,57F 3,86%*
Smérodatna odchylka 0.020 0.36 0.156
*Kalibraéni kiivka (Dostal 2006); **Nesignifikantné (p = 0,195)

Tab. 5.1: Méfeni koncentrace zivych spermii pomoci ru¢né kalibrovaného spektrofotometru a
automatického pocitaciho piistroje. Koncentrace zivych spermii v tom samém vzorku
trubéiho spermatu byla pocitdna pomoci spektrofotometru a automatického pocitaciho
pristroje. Variance v ramci méieni je vyjadiena smérodatni odchylkou. Absence statisticky
signifikantniho rozdilu mezi vysledky dvou metod byla ovéfena pomoci Studentova t-testu (za
podminky rGznych rozptyld ve skupindch). Pravy sloupec pifedstavuje mnozstvi bunck
sectenych v zorném poli automatického pocitaciho pfistroje.
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Graf 5.6: Kalibra¢ni kiivka ke spektrofotometru pro pocitani koncentrace Zivych spermii ve
vzorku. Na ose X je znazornénd koncentrace zivych spermii ru¢né vypocétena pomoci
mikroskopu. Na ose Y jsou znazornéné bezrozmérné jednotky absorbance ziskané z méfeni
spektrofotometrem. Z téchto hodnot (znazornéno ¢ernymi teckami) je vypocitana kalibracni
ktivka, pievzato od (Dostal, 2006). PieruSované Sedé ¢ary znazornuji konfidenéni interval (95
%). Cerné teCkové &ary znazoriuji predikéni interval (95 %). Hodnota ozna¢ena &ervenou
teckou je prinik hodnot ziskanych meéfenim téhoz vzorku pomoci spektrofotometru a
automatického pocitaciho piistroje bunék Cellometer Auto T4.

50



Z grafu 5.6 je ziejmé, ze vysledky ziskané pomoci automatického pocitaciho pfistroje
Cellometer Auto T4 pracujiciho na principu analyzy obrazu jsou porovnatelné s vysledky
ziskanymi spektrofotometrickou metodou. Zjistil jsem, ze vysledek koncentrace zivych
spermii ziskany z automatického pocitaciho pristroje Cellometer Auto T4 mize byt
predikovan vysledkem spektrofotometrického méteni s pravdépodobnosti 95 % (Cervena
tecka na grafu 5.6 se nachazi v oblasti 95 % predik¢éniho intervalu). Zavérem, automaticky
pocitaci pfistroj Cellometer Auto T4 mlize byt pouzity pro pfesné pocitani zivych spermii ve

vzorkach trub¢iho spermatu.

5.3 Vyuziti metody priatokové cytometrie pro simultinni hodnoceni
strukturdalni a funkcionidlni integrity plazmatické membrany trubdich

spermii

5.3.1 Optimalizace fluorescen¢niho barveni trub¢ich spermii pro pritokovou cytometrii

Pro hodnoceni strukturalni integrity plazmatické membrany spermii jsem pouzil
fluorescenéni latku barvici jadro bunky s komerénim ndzvem DRAQ?7. Tato latka pronika do
jadra bunék se strukturdln€é poskozenou plazmatickou membranou. U Zivych bunék se
strukturalng intaktni plazmatickou membréanou tato latka do jadra nepronika.

Pro odstranéni necistot (bunééné tlomky a jiny nebunééni ¢astice; Obr. 5.6) z analyzy
jsem pouzil fluorescenéni latku pod komerénim nadzvem Hoechst 33342. Tato fluorescen¢ni
latka pronikd do vSech bun¢k (jak s intaktni tak s poSkozenou membranou) a barvi jejich
jadro. Toto umoziuje analyzu jenom jadernich buné&k ve vzorku.

Kombinace barveni obou latek umoziuje procentualni se¢teni mrtvych (poSkozenych)
bunck ze vSech jadernych bunék daného vzorku.

Spermie obarvené kombinaci téchto dvou fluorescencnich latek, v mych
experimentech byly vystavené hypoosmotickému prostiedi pro ucel analyzy funkciondlni
integrity jejich plazmatickych membran (dle reakce "zkrouceni bi¢ikd"). Analyzu strukturalni

a funkciondlni integrity plazmatickych membran jsem provadél pomoci dvou komercnich
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piistroji: pritokovy cytometr BD FACS Canto II a obrazovy pratokovy cytometr Amnis
ImageStream X.

Graf 5.7 znazornuje optimalizaci koncentrace fluorescen¢nich latek DRAQ7 a Hoechst
33342.
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Graf 5.7: Optimalizace koncentraci fluorescenénich latek DRAQ7 a Hoechst 33342. Na ose
X jsou znazornény jednotky tzv. "indexu barveni" (parametr vyjadiujici rozliSeni mezi
pozitivni a negativni populaci obarvenych bun¢k). Index barveni byl vypocten nasledovné:
median fluorescence pozitivni populace - median fluorescence negativni populace / 2x SD
negativni populace. S ristem hodnoty indexu barveni roste kvalita rozliSeni mezi pozitivni a
negativni populaci obarvenych bunék. Na levé ose Y je zndzornéna Skala koncentraci pro
fluorescenéni latku DRAQ7 (v mikromolech); a na pravé ose Y je zndzornéna Skala
koncentraci pro fluorescencni latku Hoechst 33342 (v mikrogramech na mililitr).
Fluorescen¢ni hodnoty pozitivnich a negativnich populaci byly ziskany z obrazového
cytometru Amnis ImageStream X.
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Z dosazenych vysledka optimalizace koncentraci pro fluorescenc¢ni latku DRAQ7 jsem
se rozhodnul pouzivat v mych experimentech koncentraci 12 uM (nakolik této koncentraci
odpovida index barveni s nejvyssi hodnotou). Avsak pro fluorescenéni latku Hoechst 33342,
koncentraci 5 pg / ml (z divodu mozné cytotoxicity této chemické latky aplikované ve
vysokych koncentracich).

Zjistoval jsem minimalni dobu postacujici k obarveni spermii ve vzorku spermatu
fluorescencnimi latkami DRAQ7 a Hoechst 33342. Zjistil jsem, Ze barveni fluorescen¢nimi
latkami probiha velice rychlo (spermie jsou jiz obarvené za dobu 5 - 10 minut po piidani

fluorescencnich latek). Toto znazoriuje graf 5.8 a 5.9.
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Graf 5.8: Mnozstvi obarvenych spermii v zavislosti od ¢asu ptsobeni fluorescencni latky
DRAQY7. Osa X znézoriiuje Cas (v minutach) ptisobeni fluorescenéni laitky DRAQ7 na vzorek
spermatu. Osa Y znazoriiuje procentudlni mnozstvi spermii obarvenych fluorescenc¢ni latkou
DRAQ7 (vypocteno z celkového poctu Hoechst 33342 pozitivnich jadernych buné€k). Celkovy
pocet Hoechst 33342 pozitivnich jadernich bun¢€k pro kazdy Casovy bod ptedstavuje vysku
bilého a ¢erného sloupce dohromady. Variance v ramci kazdého ¢asového bodu je vyjadiena
smérodatni odchylkou od stiedni hodnoty (N=2 pro kazdy casovy bod). Rozdil v mnozstvi
obarvenych spermii mezi ¢asovym bodem 5 a 10 minut neni signifikantni (Student(v t-test;
p>0,05; za podminky sparovaného vybéru). Data jsou vygenerovana z obrazového
pritokového cytometru Amnis ImageStream X.
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Graf 5.9: Mnozstvi obarvenych spermii v zavislosti od ¢asu ptsobeni fluorescenéni latky
Hoechst 33342. Osa X znazoriuje €as (v minutach) plisobeni fluorescencni latky Hoechst
33342 na vzorek spermatu. Osa Y znazorfiuje procentualni mnozstvi spermii obarvenych
fluorescenéni latkou Hoechst 33342 (vypocteno z celkového poctu analyzovanych udalosti ve
vzorku). Celkovy pocet analyzovanych udalosti ve vzorku pro kazdy ¢asovy bod predstavuje
vysku bilého a Sedého sloupce dohromady. Variance v ramci kazdého casového bodu je
vyjadiena smérodatni odchylkou od stfedni hodnoty (N=2 pro kazdy ¢asovy bod). Rozdil v
mnozstvi obarvenych spermii mezi ¢asovym bodem 10 a 15 minut neni signifikantni
(Studentiv t-test; p>0,05; za podminky sparovaného vybéru). Data jsou vygenerovana z
obrazového pritokového cytometru Amnis ImageStream X.

Z dosazenych vysledki jsem usoudil, Ze minimalné postacujici dobou pusobeni
fluorescencnich latek DRAQ7 a Hoechst 33342 na spermie pro jejich efektivni obarveni je
doba 5 minut. Po této dob¢ jiz nedochazi k Zddnému dalSimu barveni spermii (nedochazi k
tzv. efektu "overstainingu” - piebytenému barveni). V mych dalSich experimentech jsem
pouzival jako standardni dobu ptlisobeni fluorescencnich latek dobu 7 minut (coz zodpovida
dobé s mirnou ¢asovou nadsazkou od minimalné postacujici doby plisobeni fluorescencnich

latek).
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V mych experimentech nebyla zkoumana zavislost vysledkd barveni od rtznych
teplot. V experimentech byla vzdy pouzita pokojova teplota (~ 25 °C) jako standardni teplota
barveni spermii. To je z praktického divodu nakolik jsem se chtél zjednodusit techniku a

vyhnout se pouZiti termostatu.

5.3.2 Hodnoceni strukturalni a funkcionalni integrity plazmatickych membran trubdcich

spermii pomoci pritokové cytometrie

Za pouziti obrazového pratokového cytometru jsem byl schopen poridit
mikrofotograficky zdznam Ctyt populaci spermii vznikajicich kombinaci téchto dvou metodik.
Jedna se o populaci Zivych spermii (se strukturdlné¢ a funkciondlné intaktni plazmatickou
membranou); o populaci mrtvych spermii (se strukturdlné¢ a funkciondlné¢ poskozenou
membranou); o populaci spermii se strukturdln¢ intaktni, ale nefunkéni plazmatickou
membranou a o populaci umirajicich spermii se strukturalné poskozenou membrénou avsak s

funkéni plazmatickou membranou bic¢iku. Tyto Etyfi populace jsou zndzornény v obrazku 5.5.

55



Obr. 5.5: Mikrofotograficky zaznam ¢tyf populaci trubCich spermii vznikajicich kombinaci
fluorescen¢niho barveni a hypoosmotického testu. Panel A zndzorfiuje populaci Zivych
spermii se strukturalné a funkcionaln¢ intaktni plazmatickou membrénou. Panel B zndzoriuje
populaci umirajicich spermii se strukturdlné¢ poskozenou membranou avSak s funkéni
plazmatickou membranou bi¢iku. Panel C zndzorfiuje populaci mrtvych spermii se
strukturdln€ a funkcionalné poskozenou membranou. Panel D zndzortiuje populaci spermii se
strukturalné intaktni, ale nefunkéni plazmatickou membranou. BF (Bright Field):
mikrofotografie byla potfizena v tzv. svétlém poli. Signal fluorescencnich latek Hoechst 33342
(barvici jadro vSech bun¢k) a DRAQ?7 (barvici jadro jen mrtvych a poSkozenych bun¢k) je
znazornén v modré a Cervené barve. Z obrazku je patrna reakce spermii na hypoosmotické
prostredi (panel A a B). Mikrofotografie spermii byly vyhotoveny pfistrojem Amnis
ImageStream X (obrazovy prutokovy cytometr); pocitacova uprava mikrofotografii byla
provedena v softwaru ImageJ.



Procentuélni zastoupeni vyse popsanych ¢ty populaci znézoriuje graf 5.10.
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Graf 5.10: Procentudlni zastoupeni populaci spermii zjisténych pomoci kombinace
fluorescen¢niho barveni a hypoosmotického testu. Osa X znazoriiuje Ctyfi populace spermii:
A. Populaci Zivych spermii se strukturdln¢ a funkcionalné intaktni plazmatickou membréanou);
B. Populaci umirajicich spermii se strukturalné poSkozenou membranou avSak s funkéni
plazmatickou membranou bi¢iku; C. Populaci mrtvych spermii se strukturalné a funkcionalné
poskozenou membranou; D. Populaci spermii se strukturdlné intaktni, ale nefunkéni
plazmatickou membranou. Variance v ramci populace je vyjadiena smérodatnou odchylkou
od stiedni hodnoty (N=5 pro kazdou populaci). Osa Y znazoriiuje procentudlni zastoupeni
mnozstvi uvedenych populaci spermii vypocteno z celkového poctu Hoechst 33342
pozitivnich jadernych bunék. Celkovy pocet Hoechst 33342 pozitivnich jadernych bunék pro
kazdou populaci predstavuje vysSku bilého a Sedého sloupce dohromady. Vysledky jsou
vygenerovany pomoci obrazového pritokového cytometru Amnis ImageStream X.
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Obr. 5.6: Mikrofotograficky zaznam necistot - bunéénych ulomkt a jinych nebunéénych
¢astic (debrisu). Panel zndzoriuje razné typy debrisu, ktery jsem pozoroval ve vzorcich
spermii obarvenych fluorescenénimi latkami DRAQ7, Hoechst 33342 a vystavenych
hypoosmotickému prostfedi. Debris neobsahuje jaderné elementy (neni pozorovatelni signal
fluorescencnich latek Hoechst 33342 a DRAQ7) a neprokazuje specifickou reakci "zkrouceni
bic¢iku". BF (Bright Field): mikrofotografie byly potizené v tzv. svétlém poli. Mikrofotografie
debrisu byly vyhotoveny piistrojem Amnis ImageStream X (obrazovy priutokovy cytometr).
Pocitatova tprava mikrofotografii byla provedena v softwaru ImageJ.

Zavérem uvedenych méfeni je to, Ze kombinaci dvou metodik (barveni
fluorescenénimi latkami a hypoosmoticky test) jsem byl schopen simultdnné vyhodnotit jak
strukturalni tak funkcionalni integritu plazmatickych membran trub¢ich spermii.

Kombinace téchto dvou metodik zvySuje piesnost hodnoceni Zzivotaschopnosti

trubCich spermii. Dlkazem toho je moje pozorovani populace spermii reagujicich na
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hypoosmotické prostiedi zkroucenim bi¢iku (co naznacuje, ze se jednd o populaci zivych
bunék) avSak jiz obarvenych fluorescenéni latkou DRAQ7 (barvici buiky mrtvé anebo
poskozené). Procentudlné tato populace tvoii 5 % z celkového poctu Hoechst pozitivnich
(jadernych) bunék (smérodatna odchylka + 2,59; vypocteno z méfeni péti nezavislych vzorkl
trub¢iho spermatu). Pti pouziti jenom hypoosmotického testu tato pomérné rozsahla populace

umirajicich spermii by byla pfipo¢tena k bunkam Zzivym, coz by zvétsilo chybovost metody.

5.3.3 Analyza korelace mezi testem hodnoticim strukturalni integritu a testem

hodnoticim funkcionalni integritu plazmatické membrany trubcich spermii

Obecné¢ predpokladano, ze dva druhy testl, které jsou zalozeny na riznych principech
a pouzivané pro hodnoceni bud’ strukturdlni anebo funkciondlni integrity plazmatickych
membran spermii by mély byt ve vztahu pozitivni korelace. AvSak jenom simultanni
hodnoceni strukturalni a funkciondlni integrity plazmatickych membran spermii v tomtéz
vzorku spermatu ndm umozni pfesni vypocet zminéné korelace.

V mych experimentech jsem se pokusil o pfesny vypocet korelace mezi testem
hodnoticim strukturdlni integritu plazmatickych membran spermii (zaloZeném na pouziti
fluorescencni latky DRAQ7) a testem hodnoticim funkciondlni integritu plazmatickych
membran spermii (hypoosmoticky test) nakolik jsem mél moznost aplikovat oba tyto testy na
ten samy vzorek spermatu.

Pripravil jsem vzorky spermatu s rliznym zndmym pomeérem zivych a mrtvych
spermii. Spermie usmrcené zamrazenim v tekutém dusiku bez ptidani kryoprotektord (mrtve)
jsem smichal se spermiemi nezamrazenymi (zivé). Kazdy z téchto smichanych vzorkt byl
nasledné zméfen obéma vySe uvedenyma testy za pouziti dvou riznych typu priutokovych

cytometrii. Dosazené vysledky téchto méfeni jsou znadzornéné v grafu 5.11.
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Graf 5.11: Analyza korelace mezi testem hodnoticim strukturdlni integritu a testem
hodnoticim funkciondlni integritu plazmatické membrany trubich spermii. Panel A
znazornuje vysledky dvou testi dosazenych méfenim pomoci konvencniho prutokového
cytometru (¢asovy bod méteni 3 minuty). Panel B znazoriuje totéZ, ale za pouZiti obrazového
pratokového cytometru (Casovy bod méfeni ~7 minut). Levy graf v obou panelech zndzoriuje
vysledky testu strukturdlni integrity (vysledky byly ziskané hodnocenim DRAQ7 negativnich
spermii ve vzorku; ¢erné plné tecky). Pravy graf v obou panelech znazoriiuje vysledky testu
funkcionalni integrity (vysledky tohoto testu byly ziskané hodnocenim mnoZstvi
prstencovitych spermii ve vzorku; prazdni krouzky). DRAQ7 (-) a HOST (hypoosmoticky
test) jsou zkratky nazvi pouzitych test. Osa X kazdého grafu znazorniuje mnozstvi (v
procentech) nezamrazenych spermii pfidanych ke vzorku. Osa Y znazoriiuje mnozstvi (v
procentech) spermii vyhodnocenych obéma testy jako spermie zivotaschopné. Pierusované
Sedé ¢ary znazornuji konfidenéni interval (95 %). "Slope" - smérnice; “intercept” - regresni
konstanta; r - korela¢ni koeficient. Korela¢ni koeficient mezi dvéma testy je vypocten
porovnanim dvou trendd pomoci statistické analyzy ANCOVA (analyza kovariance).
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Zavérem mych experimentd je piesny vypocet korelace mezi testem hodnoticim
strukturalni integritu a testem hodnoticim funkciondlni integritu plazmatickych membran
trub¢ich spermii. Statistickym vypoctem jsem zjistil, Ze tato korelace je pozitivni a vysoka (r

=0,99). Stejné vysledky byly dosazené za pouziti obou typti prutokovych cytometru.
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6. DISKUZE

Prvnim cilem mé diplomové prace bylo potvrzeni védecké hypotézy, ze kvalita
spermatu trubcti véely medonosné mtize byt hodnocena pomoci metody prutokové cytometrie.
M¢ experimentalni vysledky tuto hypotézu plné potvrzuji.

Pod kvalitou trubciho spermatu se obecné rozumi zivotaschopnost spermii, ktera je
rutinné hodnocena testovanim bud’ strukturalni anebo funkciondlni integrity plazmatické
bunétné membrany. To je proto, Ze u trubcti vCely medonosné na rozdil od jinych
hospodaiskych zvitat pohyblivost spermii neni jednoznacnym parametrem hodnoticim jejich
zivotaschopnost. V dnesni dobé¢ je Zivotaschopnost zpravidla testovana na zakladé in vitro
metod vyuzivajicich metodu fluorescencni mikroskopie. Avsak, principielné, pouziti
mikroskopického pozorovani pro ucel hodnoceni kvality spermatu (a to jak u hmyzu, tak i u
savcil) neni vhodnym nakolik je vZzdycky toto pozorovani limitovano malym poctem
pozorovanych bunék. Pak extrapolace vysledkl ziskanych z malého poc¢tu bunék na celkovy
objem ejakulatu nemuize byt diveéryhodny. Dalsi nevyhodou mikroskopie je jeji casova
narocnost, ktera miize byt spojena s urcitou nepiesnosti hodnoceni kvality spermatu.
Kuptikladu v mych experimentech jsem pozoroval pokles v pfesnosti vyhodnoceni
zivotaschopnosti trub¢ich spermii provedeného pomoci hypoosmotického (HOS) testu a to v
pripadé vystaveni vzorku spermatu hypoosmotickému prostfedi delsi dobu. V dusledku
znamé reakce spermii na hypoosmotické prostiedi dochazi nejdiive ke zkrouceni axonémy
biciku (na zdkladé¢ ¢eho vyhodnocujeme zivotaschopnost) a pak v disledku intenzivniho
nasavani extracelularni vody do nitra buiitky dochazi k prasknuti plazmatické membrany a k
narovnani bi¢iku. Narovndni bi¢iku v nckterych mnou analyzovanych vzorkach bylo
pozorovatelné jiz po 3 minutach od pocatku vystaveni spermii hypoosmotickému prostiedi. Z
divodu urcité casové narocnosti manualniho mikroskopického vyhodnocovani spermatu (kdy
doba vyhodnocovani miize trvat i vice nez 3 minuty) mize nastat situace, pii které bude
podcenéno mnozstvi spermii reagujicich na hypoosmotické prostiedi. DalSim moZnym
problémem je vysychdni suspenze spermatu na podloZznim sklicku pifi dlouhém
mikroskopickém vySetfovani vzorku.

Technika pritokové cytometrie umoziuje naopak rapidnu analyzu velkého mnozstvi
spermii ve vzorku v prubéhu nékolika vtefin. BéZna rychlost cytometrické analyzy je 10000

az 20000 spermii za vtetfinu. Toto eliminuje jak problém extrapolace vysledkl ziskanych z
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analyzy frakce ejakulatu na cely ejakulét také 1 problém podcenovani mnozstvi zivych spermii
ve vzorku, ktery je specificky pro mikroskopické vySetieni.

V dne$ni dobé, s prudkym rozvojem elektroniky, optiky, technologie svételnych
zdroju (lasert) a pocitacové techniky, pofizovaci cena prutokovych cytometrii vyrazng klesa a
tyto ptistroje (dfive striktné védecke) se v soucasnosti dostavaji také do oboru zemed¢lstvi.

I pfes vySe zminované vyhody pritokové cytometrie momentalné existuji jenom Ctyfi
prace zabyvajici se hodnocenim Zivotaschopnosti trubCich spermii pomoci priitokové
cytometrie: Chorbinski et al. (2006), Rzymski et al. (2012), Tofilski et al. (2012) a Paynter et
al. (2014). Avsak v téchto pracich zivotaschopnost byla analyzovana jen na zakladé
vyhodnocovéni strukturdlni integrity plazmatické membrany spermii. Na stranu druhou je
znamo, ze pro spravny prib&h nezbytnych reakci procesu oplozeni (kapacitace spermii,
akrosomalni reakce a splynuti pohlavnich bunék) je nutnd plnd funkcénost plazmatické
membrany spermii. V soucasné dob¢ byla jenom ve dvou védeckych pracich vyhodnocena
zivotaschopnost trubc¢ich spermii na zdkladé€ analyzy funkciondlni integrity jejich plazmatické
membrany (Nur et al., 2012; Alcay et al., 2015).

V mé praci jsem se soustfedil na zavedeni testu pro hodnoceni Zzivotaschopnosti
trubCich spermii na zdkladé¢ simultdnni analyzy strukturdlni a funkciondlni integrity
plazmatické membrany pomoci pritokové cytometrie. Test vyuziva vySe uvedené vyhody
pritokové cytometrie a na rozdil od jiz popsanych testl, umozZiiuje vyhodnoceni kvality
trub¢iho spermatu v SirSim fyziologickém meéftitku, nakolik soubézné hodnoti dva parametry
bunécné plazmatické membrany.

Druhym cilem mé prace bylo zavedeni metody pfistrojového pocitani koncentrace
zivych spermii ve vzorku trub¢iho spermatu zaloZenou na principu analyzy obrazu nahrazujici
metodu spektrofotometrickou. Spektrofotometrickd metoda je relativné ptesna (v porovnani s
hemocytometrem), ale jeji nevyhodou je, ze Castice nespermatického pivodu a bunééné
ulomky v analyzovaném vzorku mohou zna¢né ovliviiovat vysledek pocitani koncentrace
zivych spermii. To je proto, Ze pii analyze vzorku na spektrofotometru nemdme moznost
vizualni analyzy poc€itanych objekti. Dalsi nevyhodou konvenéni spektrofotometrické metody
je jeji neschopnost pocitani procentudlniho zastoupeni zivych a mrtvych spermii ve vzorku.

Naopak pfi pocitani koncentraci zivych spermii ve vzorku spermatu pomoci metody
zalozené na principu analyzy obrazu by byla pochopitelné eliminovana nepfesnost spojend s
ovlivnénim vysledka ¢asticemi nespermatického plivodu a bunénymi ulomky. Vyhodou

zavedené metody je relativné nizkéd potizovaci cena piistroje pro automatické pocitani bunck.
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V mych experimentech jsem pouzil bézné dostupny automaticky piistroj k pocitani
bun¢k, ktery je schopen potizovat digitalni obraz pocitanych objektl (fotograficky snimek) a
jeho néslednou analyzu. Ale nevyhodou této metody (podobné jak tomu je u metody
spektrofotometrické) je neschopnost pfistroje odhadnout procentudlni zastoupeni zivych a
mrtvych spermii ve vzorku.

Obrazova prutokova cytometrie (ktera umozinuje jak analyzu obrazu, tak i1 vypocet
procentualni zastoupeni jednotlivych populaci spermii ve vzorku) by byla nejvhodnéjsi
alternativou nahrazujici jak mikroskopickou tak i spektrofotometrickou analyzu spermatu.
Avsak tato technologie je dnes jesté stale malo rozsifenou a to hlavné¢ z divodu vysoké
pofizovaci ceny piistrojového vybaveni. Podobné jak v pfipadé konvencni pritokové
cytometrie, mizeme i u této technologii oc¢ekavat zna¢ni pokles v potfizovaci cen¢ v blizké
budoucnosti. Pak by se tato technologie stala opravdovym ,,zlatym standardem* ve vyzkumu
zaméfenému na studium reprodukce vcely medonosné. V mych experimentech jsem m¢l
moznost tuto technologii vyzkouSet pro ucel vyhodnocovani kvality trub¢iho spermatu.
Zavérem muizu konstatovat jeji nadfazenost nad konven¢ni mikroskopii, spektrofotometrii a

pratokové cytometrii pro vyse uvedeny ucel.
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7. ZAVER

1) Byl zaveden novy test pro vyhodnoceni kvality (Zivotaschopnosti) trub¢ich spermii vcely
medonosné. Test vyuzivd vyhody pritokové cytometrie a simultanné vyhodnocuje

strukturalni a funkcionalni integritu plazmatické membrany spermii.

2) Pro ucel vyhodnocovani strukturdlni integrity bunécné plazmatické membrany trubcich
spermii bylo pouzit¢ nové fluorescencni barvivo pod komerénim nazvem DRAQ7. Toto

barvivo je netoxickou alternativou barviva propidium iodid.
3) Pro ucel vyhodnocovani funkciondlni integrity bunééné plazmatické membrany trubcich
spermii byl pouzity tzv. hypoosmoticky (HOS) test, ktery je rutinné pouzivany pro hodnoceni

kvality spermatu hospodaiskych zvitat a ¢lovéka.

4) Byly optimalizovany podminky simultanniho vyhodnocovani strukturalni a funkcionalni

integrity plazmatické membrany trub¢ich spermii.

5) Byla zavedena novéa metoda automatického pocitani koncentrace Zivych spermii ve vzorku

trubciho spermatu, ktera by mohla nahradit méné piesnou spektrofotometrickou metodu.

6) Pro ucel vyhodnocovani zivotaschopnosti trub¢ich spermii byla optimalizovana technika

obrazové pritokové cytometrie.
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