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Sledovani funk¢énich parametra spermii po inovaci
kryokonzervaé¢nich médii

Souhrn
Cilem prace bylo hodnoceni kancich spermii v kryokonzerva¢nich médiich po nahradé

glycerolu.

Teoretickd cast prace byla vénovana hodnoceni fyziologickych i patofyziologickych
procest, jimiz se reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species — ROS) podileji
na metabolismu spermatickych bunck. ZhorSend fertilizacni schopnost spermii miize ¢asto
souviset pravé s nadmérnou produkci ROS. Proto je ¢ast prace vénovana také zpiisobiim
vySetieni zatéze bunék volnymi radikaly.

V ramci praktické ¢asti diplomové prace byla na spermiich kanct, bykt a lidi kompletné
nastavena metodika hodnoceni ROS pomoci fluorochromu CellROX Deep Red. Tato analyza
nasledné byla provadéna fluorescenéni mikroskopii a prutokovou cytometrii.

Nov¢ nastavend metodika znac¢eni bunék pomoci sondy CellROX byla aplikovana
pro hodnoceni ROS u spermii kancti, inkubovanych v kryokonzerva¢nich médiich, ve kterych
byla snizena procentualni koncentrace standardné vyuzivaného Kryoprotektantu glycerolu,
za vyuziti polysacharidu dextranu. Paraleln¢ s ROS byla hodnocena také viabilita
rozmrazenych bunék, a to rovnéz pomoci fluorochromu novéjsi generace Zombie Ultra Violet
dye.

V ramci této prace byla potvrzena vyssi pfesnost analyzy zatéze ROS pomoci markeru
CellROX Deep Red oproti castéji vyuzivané sondé¢ H2DCFDA. Déle byl optimalizovan
protokol pro pfipravu vzorkli k hodnoceni ROS pomoci fluorescenéniho mikroskopu
a prutokové cytometrie. Tato metoda by v budoucnosti, diky své piesnosti a moznosti vzorky
fixovat, mohla dosahnout vétsi a tedy praktické vyuzitelnosti pii hodnoceni zatéze ROS
u riiznych zivocisnych druhti. V ramci této prace vsak nebyl prokazan signifikantni vliv vyuziti
glycerolu v kombinaci s 20 kDa dextranem v médiu pro kryokonzervaci ejakulatu kanct
(p<0,05).

Kli¢ova slova: ROS, viabilita, pritokova cytometrie, fluorescen¢ni markery, kryokonzervace



Monitoring of sperm functional parameters after
innovation of cryopreservation media

Summary

Main goal of this theses was to analyse boar semen after substitution of glycerol
in a freezing media.

Theoretical part of this theses was dedicated to evaluation of physiological
and patophysiological processes of ROS (reactive oxygen species) in sperm cells metabolism.
Increase of ROS production may have some connection with impaired male fertility.
Determination methods of oxidative stress in cells were also discussed in this part of the theses.

ROS evaluation methodology by fluorochrome CellROX Deep Red on boar, bull and
human semen was set in practical part of this theses. Analysis of samples was conducted
by fluorescent microscopy or flow cytometry.

The new methodology of cell marking by CellROX was then applied for evaluation
of stress in boar sperm incubated in a freezing media with lowered procentual concentration
of standardly used cryoprotectant glycerol by using dextran polysacharide.

The precision of CellROX Deep Red probe was confirmed in comparison with more
often used fluorochrome H>DCFDA in this thesis. Protocol optimalization of sample
preparation for ROS assessment by fluorescent microsopy and flow cytometry was also
accomplished. This method of ROS assessment could be used more widely and practically
for evaluation of oxidative stress in various species, due to its precision and possibility to fixate
the sample. Experiment performed in this theses didn't confirm significant effect of glycerol

combined with 20 kDa dextran in medium for cryopreservation of boar semen (p<0,05).

Keywords: ROS, viability, flow cytometry, fluorescent probes, cryopreservation
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1 Uvod

Vyuzivani kryokonzervovanych davek spermii kanci bylo v komer¢ni sféfe znamo
jiz od 70. let minulého stoleti. Technologie kryokonzervace spermatu zahrnuje fedéni vzorku,
jeho oSetfeni kryoprotektivy, chlazeni, zmrazeni, uchovavani v tekutém dusiku a také
rozmrazovani (Pursel & Johnson 1975). Tento proces zpracovani vSak zpasobuje znacény
osmoticky i chemicky stres spermiim ve vzorku. Obzvlasté spermie kanct jsou k tomuto stresu
extrémné nachylné. Zhruba 40 % az 50 % vSech spermii ve vzorku neptezije chladovy Sok
pti kryokonzervaci a rozmrazovani davek a hodnoty uspésného zabfezavani samic jsou o 20 %
az 30 % niz8i, nez pfi inseminaci chlazenymi davkami (Saravia et al. 2005). Proto jsou
kryokonzervované davky kanciho spermatu v celosvétovém méfitku vyuzivané pouze z 1 %
oproti davkam chlazenym (Holt 2000). Tato skute¢nost je zasadnim pilifem snah védca
o inovace mrazicich médii. Jiz od poc¢atku vyuziti kryokonzervovanych inseminacnich davek
je vyuzivan glycerol, jako kryoprotektivni médium. Snaha o vylepSeni hodnot parametrt
viability, motility, integrity akrosomuti spermii a s tim souvisejici fertility spermii, vede k tvorbé
inovativnich médii.

Tato diplomova prace bude zaméfena na hodnoceni viability a miry oxida¢niho stresu
pii vyuziti klasického média s obsahem glycerolu a média obohaceného o dextran, tedy
0 glukézovy polysacharid. Mimo extrémné citlivych kanéich spermii bude analyza oxida¢niho
stresu po rozmrazeni davek provadéna na spermiich bycich a lidskych.

Oxida¢ni stres mize byt jednim ze zésadnich problémut doprovazejicich kryokonzervaci
spermatu a negativné ovliviiujicich parametry spermii ve vzorku. Diky vysoké produkci
volnych kyslikovych radikalt (Reactive Oxygen Species - ROS) mohou byt naruSeny integrity
plazmatickych membran, coz ve svém disledku mize mit dopad na oplozovaci schopnost
spermii, jejich pohyb i viabilitu (de Lamirande et al. 1997). Proto bude teoreticka ¢ast vénovana
hlavné¢ metabolismu volnych kyslikovych radikald, popisu fyziologickych i patologickych
procest bunék souvisejicich s ROS a postuptim, kterymi jsou ROS v laboratofich vysetfovany.

Laboratorni vysetieni oxidac¢niho stresu bun¢k je mozné provadét na prutokovém
cytometru pomoci fluorescen¢nich sond, které¢ oddéli populaci stresovanych bun€k a populaci
bunék s fyziologickou hladinou volnych radikald. Nejcastéji je k hodnoceni oxida¢niho stresu
momentalné vyuzivana sonda H.DCFDA (2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat). Jsou vSak
vyrabéna novéjsi fluorescenéni proby, které maji oproti H.DCFDA i znaéné vyhody (Langoni
et al. 2017). Experimentalni ¢ast prace se proto mimo hodnoceni oxidac¢niho stresu a viability
bunék po rozmrazeni kryokonzervovanych insemina¢nich davek, bude zabyvat vyhodou
vyuziti pomérné nové na trhu dostupného fluorochromu CellROX Deep Red, a to v porovnani
s vysledky ziskanymi ze vzorkl barvenych sondou Ho.DCFDA.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace bylo analyzovat hodnoty viability a oxida¢niho stresu na vzorcich kanc¢ich
spermii po nahrad¢ glycerolu v médiich pro jejich kryokonzervaci.

Hlavni hypotéza prace tvrdi, Ze insemina¢ni davky kancd, kryokonzervované
v mrazicim médiu 2% glycerolu a 1% 20 kDa dextranu, tedy nepermeabilniho kryoprotektantu,
budou po rozmrazeni vykazovat mén¢ spermii zatizenych oxida¢nim stresem, nez referencni
inseminaéni  davky  kryokonzervované v médiu s penetrujicim  kryoprotektantem
3% glycerolem.

Zaroven bude v praci zkoumana hypotéza tikajici, ze CellROX Deep Red je diky
moznosti fixace paraformaldehydem oproti nefixovatelnému fluorochromu H.DCFDA sonda,
ktera bude zarucovat presnéjsi vysledky hodnoceni ROS zatéze spermatickych bunék.



3 Literarni reSerse

Spermatické buiiky vyprodukované ve varleti nejsou schopny oplodnit vajicko. Schopnost
oplozeni ziskavaji az prichodem skrz vyvodné cesty pohlavni a mocové. Zrani a maturace
bunék jsou podminény chemickymi latkami prostiedi a zménami, které probihaji
na membranach i v cytoskeletu bun¢k (Bedford 1975).

Zékladnim ptfedpokladem metabolickych zmén probihajicich ve spermiich je produkce
energie mitochondriemi ulozenymi ve strednim segmentu bic¢iku spermii. Molekuly reaktivnich
forem kysliku (Reactive Oxygen Species - ROS) vznikaji jako vedlejsi produkt této reakce.
Ve fyziologickych procesech bun€k funguji jako mezibunééni i vnitrobunééni poslové.
Podporuji proliferaci, diferenciaci, migraci i riist bunék (Dymkowska 2016). Pozitivni vliv vSak
maji pouze ve chvili, kdy je udrzena homeostaza. Pfi naruseni oxidoredukéni rovnovahy
organismu dochazi ke zvyseni produkce ROS. Tim, ze télo nestaci vzniklé radikaly odbouravat,
jako i stavbu DNA. Podporuji zanétlivé reakce a snizuji Zivotaschopnost bunék. V koneéném
stadiu mohou pfispét az k bunééné smrti (Agarwal et al. 2006). Ackoliv zatim nebylo
potvrzeno, ze by ROS ovliviiovaly samotnou schopnost fertilizace, jejich ptisobenim vznikaji
morfologické abnormality, které nepiimo mohou ovlivnit i schopnost oplozeni (Wagner
et al. 2017).

Z plemenaiského hlediska nas zajima, jak mohou ROS ovlivnit zivotaschopnost
a oplozenischopnost spermii hlavné kvili biotechnologickym postupim vyuZivanym
pii skladovani a transportu spermii. Kryokonzervované inseminac¢ni davky jsou praktické
z hlediska vyuziti kvili dlouhé dobé skladovani a moznosti inseminovat samice spermatem
samce ze druhého konce svéta (Rozeboom 2000). Nicméné pravé kryokonzervace znacéné
zvySuje stresovou zat¢z, které jsou buiky vystaveny. S mirou stresu se zvysuje také mnozstvi
produkovanych radikald, které mohou mit na spermie jiz vySe zminéné negativni uc€inky
(Barbas & Mascarenhas 2008). Pro vytvafeni kvalitnich inseminacnich davek je tedy nutné
porozumét metabolismu ROS a ziskané poznatky aplikovat do praxe pfi jejich vytvareni.

V experimentalnich podminkach se dnes vyuziva velké mnozstvi postupt k detekci
oxidativniho stresu bun¢k. V plemenaiské praxi se vSak pti hodnoceni ejakulatu ptistupuje
hlavné k vySetfeni morfologickych a pohybovych schopnosti gamet (Quintero-Moreno
et al. 2004). Technik pro zjist&jni koncentrace ROS v buiikdch se vyuziva az ve chvili,
kdy sperma nedosahuje pozadované kvality pii oplozeni, i pfes dobré makroskopické
i mikroskopické hodnoceni (Barbas & Mascarenhas 2008).

3.1 Volné radikaly a Reactive Oxygen Species (ROS)

Volné radikaly jsou castice schopné samostatné existence, které ve svych orbitalech
obsahuji alesponi jeden nesparovany elektron. Takova struktura jim zajist'uje vysokou reaktivitu
s lipidy, mastnymi kyselinami a karbohydraty. Piimou oxidaci téchto struktur muze dojit
k zasadnim porucham morfologie i metabolismu bunék (Bansal & Bilaspuri 2011). Nizké
hladiny ROS naopak vedou k vycerpani zasob ATP a nizké fosforylaci membranovych



proteinti. Ve svém disledku tedy nedostatek ROS v bunkach vede k docasné ztraté motility
spermii (Griveau et al. 1995).

Termin ROS se vyuziva pii popisu vSech kyslikovych radikala (Halliwell & Gutteridge
1999). Radime mezi n& superoxidové aniony (+*O2—), peroxylové (\ROO-) a hydroxylové (*OH)
radikaly a peroxid vodiku (H202). Technicky k ROS nejsou fazeny molekuly oxidu dusnatého
(NO) a peroxynitridového anionu (ONOO-). Jedna se o zastupce reaktivnich forem dusiku
(RNS). Interakce téchto molekul s ostatnimi ROS v8ak vyznamné piispiva k sam¢i infertilité,
proto jsou zde také zminény (Sies 1997).

Superoxidové aniony vznikaji redukci molekuly kysliku pfi metabolickych dé&jich
v mitochondriich nebo endoplazmatickém retikulu bunék. Piivodni relativné stabilni struktura
kysliku, kdy oba atomy obsahuji jeden nesparovany elektron, je redukci naruSena a vznika
zna¢né nestabilni molekula superoxidu. V ur€itém mnozstvi jsou tyto molekuly zasadni
pro spravny vyvoj saméich gamet (Halliwell & Gutteridge 1999). Podileji se na prvotnim
naruseni stability membréany, kterd pfedchdzi zménadm v jeji stavbé. Stalé hladiny téchto
radikalli jsou potiebné k vyvolani kapacitacni reakce a nésledné hyperaktivaci spermii
(de Lamirande & Gagnon 1993). Dale ze superoxidi redoxnimi reakcemi vznikaji dalsi
reaktivni formy kysliku.

Dismutaéni reakci superoxidu vznika v mitochondriich peroxid vodiku. Volné elektrony
obou atomt kysliku jsou vyuzity pro vazbu s atomy vodiku. Peroxid vodiku neni pro buiiku tak
toxicky jako superoxidové radikaly (Alvarez et al. 1987). Jelikoz nenesou zadny naboj, snadno
pronikaji ptes plazmatické membrany bunék, a ackoliv se nejedna o radikaly, vykazuji jeho
molekuly vysokou reaktivity s bunéénymi strukturami. Tyto molekuly slouzi buitkam hlavné
K pfenosu signalu mezi jednotlivymi kompartmenty a k formovani struktury molekul DNA
v jadie (Halliwell & Gutteridge 1989).

Reakcei peroxidu vodiku a superoxidu, katalyzovanou atomy kovi, vznikaji hydroxylové
radikaly. Ty jsou ze vSech ROS nejvice reaktivni a pro bunky tim padem i nejvice toxické.
Jejich reaktivita je vS8ak omezena velmi nizkou stabilitou molekuly a kratkym poloCasem
rozpadu. Hydroxylové radikaly ovliviiuji vSechny bunécné struktury. Zasadni je jejich role
ptenaSeci eletrond pii redoxnich reakcich v buiikach (Halliwell & Gutteridge 1999). Do nich
patii naptiklad iniciace peroxidace membranovych lipidd. V piipadé, ze radikaly proniknou
do jadra, maji schopnost navazat se na guanin zabudovany v DNA S$roubovici a vytvofit
hydroxyguanin (Helbock et al. 1998).

Peroxylovy radikal je vytvafen v aerobnim prostiedi pii rozpadu molekul peroxidu vodiku.
V bunce peroxyl oxiduje nikotinamid adenosin dinukleotid (NADH) a hraje dutlezitou roli
pti extrakci vodiku z nenasycenych mastnych kyselin membran. Lipidova peroxidace ptisobi
v membrané¢ snizeni fluidity, inaktivaci membranovych receptorti i enzymu a zvySeni
nespecifické permeability membrany pro ionty, cozZ je dulezité¢ pro metabolické zrani spermii.
Peroxylace membran vsak probiha pouze do doby, kdy spolu zreaguji dva peroxylové radikaly
(de Lamirande & Gagnon 1993).

Zastupci RNS jsou oxid dusnaty (NO) a peroxynitrid (ONOO-). Oxid dusnaty podobné
jako superoxidy podporuje kapacitacni a akrosomalni reakci spermii. Snizuje také hladinu
nebezpeénych hydroxylovych radikalt v organismu (Herrero et al. 2001).

Reakci oxidu dusnatého s hydroxylovym radikalem vznika peroxynitrid. Zaporny naboj
vzniklého peroxynitridu urychli jeho reakci s NADH. Ten slouzi v organismu jako pienasec



elektront. Timto reakénim mechanismem zanikaji volné radikdly a jsou ochranény bilkovinné
struktury, které s peroxynitridem reaguji méné ochotné nez NADH (de Lamirande et al. 1997).

V organismu musi byt zachovana rovnovaha koncentraci mezi témito reaktivnimi
Casticemi a molekulami antioxidanti, které zabranuji oxidaci bunécnych struktur tim,
7e podporuji reakce radikalti a navozuji opét stabilni strukturu molekul (Sies 1997).

3.2 Antioxida¢ni mechanismy

Antioxida¢ni ochrana organismu spociva ve snaze minimalizovat pocet volnych radikala
v bunikach. Nékteré antioxidanty zabranuji tvorbé radikald, jiné indukuji reakce preménujici
radikaly na stabilni molekuly. Posledni formou obrany jsou opravy poskozenych struktur
bunék. Diky témto mechanismim se netvoii dalsi molekuly ROS, které by mohly zvysit
oxidativni stres bun¢k (Sies 1997). Volné radikdly =zanikaji napiiklad zachycenim
na molekulach, takzvanym quenchingem. Dal§im zpisobem zaniku jsou vzajemné reakce dvou
radikald. ROS jsou také z téla vylucovany moci, stolici, nebo i potem a hnisem. Zasadni roli
antioxidacni ochrany hraji chemické latky schopné snizit hladinu ROS v téle nebo piimo
potlacit jejich tvorbu (Halliwell & Gutteridge 1999).

Antioxidanty mohou byt enzymatické ale i neenzymatické povahy. Latky enzymatické
povahy jsou hojn¢ zastoupeny v semenné plazmé i v tekutiné nadvarlete. Mezi neenzymatické
antioxidanty fadime napiiklad vitaminy piijimané v potravé (Sies 1997). Pii sestavovani
krmnych davek by chovatel nemél zapomenout pravé na esencialni vitaminy, nezbytné
i pro udrzeni hladiny ROS v organismu (Puppel et al. 2014).

3.2.1 Antioxidanty enzymatické povahy

V buiikach existuji reakéni mechanismy, které jsou schopné diky enzymim preménit
radikalové molekuly opét na molekuly kysliky a vody (de Lamirande et al. 1997).

Dulezitymi katalyza¢nimi antioxidanty jsou enzymy SOD (superoxid dismutaza),
GPX (glutathion peroxidaza) a CAT (katalaza).

20, +2H*> H,0,+0,
2H,0,>2H,0+0,

Obrazek 1 : Reakce katalyzované antioxida¢nimi enzymy
Zdroj: https://www.thermofisher.com

Prvni reakci na Obrazku 1. katalyzuje enzym SOD. Reakce superoxidi pro pieménu
na peroxidy vodiku by bez tohoto enzymu probihala pouze velmi pomalu. Jelikoz je tento
zpusob jedinym zdrojem pro ziskani peroxidi vodiku ve spermiich, je tento enzym nezbytny
pro ziskani spermii s fertilizacni schopnosti (Alvarez et al. 1987). Pfeménou superoxidu
se sniZzuje mira naruSeni membran i1 poSkozovani DNA bunék. Velké koncentrace SOD byly
objeveny v Sertoliho buikach, které poskytuji podporu a vyzivu germinalnim bunikam v ramci
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spermatogeneze (Guerriero et al. 2014). Dale je SOD ptitomna v epididimalni tekuting a také
v semenné plazmée (Wagner et al. 2017).

Druha reakce pfemény peroxidu je katalyzovana enzymem katalazou. CAT je enzym
peroxisomdu, ktery urychluje preménu H202 na H2O a O». Peroxid vodiku je nejcastéjsim ROS,
ktery je zodpovédny za ztratu funkce spermie. Kataladza je jediny antioxidant, ktery peroxidy
v pohlavnim traktu selektivné vychytava. V aerobnich podminkach vSak katalaza naopak
peroxid produkuje (de Lamirande et al. 1997). Jelikoz ma tento enzym vysokou molekularni
vahu, nedostane se skrz membranu do buiiky a rozklada peroxidy pouze v extracelularnim
prostoru.

Zatim nebyl objeven mechanismus, kterym peroxidy zahajuji akrosomalni reakce.
Jak jiz bylo feceno, jsou schopné pronikat skrz membranu, ale i v pfipad€, Ze by pro zahajeni
reakce byly potifebné peroxidy uvnitt bunék, je kataldza schopna ovliviiovat jejich koncentraci
(Bize et al. 1991).

GPX katalyzuje oxidaci glutathionu preménu H20> na vodu. Velké koncentrace GPX jsou
v Sertoliho burikach i ve vystelce hlavy nadvarlete. Tento enzym chrani hlavné plazmatické
membrany pied ucinky ROS. V piitomnosti kovového kationtu vSak peroxidy vodiku davaji
vzniknout reaktivnéjsim hydroxylovym radikalim, jak vidime na obrazku nize (El-Osta &
Circu 2016).
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Obrazek 2: Pfeména ROS piisobenim enzymiu
Zdroj: El-Osta & Circu (2016)

Dle obrazku 2. si miZeme piedstavit, Ze disbalance zpiisobend velkym mnoZstvim
antioxidantt vede k nadmérné produkci vody a nedostate¢né koncentraci ROS. Naopak
se buika dostava pfi nadmife produkce ROS do oxidativniho stresu. Také proto je dilezité,
aby byla v okoli bun¢k zachovana rovnovaha mezi prooxidanty a antioxidanty (Agarwal
et al. 2006).

3.2.2 Antioxidanty neenzymatické povahy

Neenzymatické antioxidanty mohou byt syntetizovany samotnymi bunikami,
nebo piijimany s potravou (Sies 1997). Asi nejvyznamngj$im antioxidantem je glutathion
slouzici jako koenzym pro GPX pti preméné peroxidu vodiku na vodu. Jeho koncentrace jsou
vysoké hlavné ve vyvijejicich se spermatozoich. Bylo dokazano, ze glutathion mé zasadni vliv
pro zachovani motility u kryokonzervovanych a opét rozmrazenych vzorkt spermii (Uysal &
Bucak 2007).



Jak spermie putuje pohlavnim traktem, koncentrace glutathionu v jejim okoli postupné
Klesaji. Po penetraci spermie do zralého vajicka spousti nartist koncentrace glutathionu kolem
spermie dekondenzaci chromozomu, kterou zacind tvorba samciho prvojadra (Rodrigues
et al. 1985).

V tuku rozpustny vitamin E je povaZzovan za hlavni obranu proti ROS v membranach
bunék. Zabrafnuje v nich fetézové reakci tvorby lipidovych radikala (Sies 1997). Reakci
vitaminu E s lipoperoxidovym radikdlem membrany dojde k pfesmyknuti volného elektronu.
Z vitaminu E je vytvofen tokoferolovy radikal, ktery je nasledné rozlozen dalsimi antioxidanty,
jako napftiklad ve vodé rozpustnym vitaminem C (Bansal & Bilaspuri 2011). Mimo neutralizace
radikali v membranach chrani vitamin C spermie pied oxidaci guaninu v DNA (Wagner
et al. 2017). Nedostatek téchto vitaminti méa za nasledek snizenou zivotaschopnost spermii
(Sies 1997).

Nékteré chemické prvky také maji antioxida¢ni G¢inky. Zinek se vaze na vazebna mista
plazmatické membrany misto kovi, které by podporovaly pienos elektronti a nasledny nartst
koncentrace ROS. Manganové kationty zmirfiuji oxidativni stres a tim podporuji motilitu
a viabilitu spermii a po¢atek kapacitace i akrosomové reakce (Bansal & Bilaspuri 2011).

Ubiquinol nachazejici se v semenné plazmé pomaha v redukci ROS a ma pozitivni efekt
na pocCty spermii a jejich motilitu (Wagner et al. 2017).

3.3 Vznik ROS v ejakulatu

Bunééna slozka ejakulatu se skldda z bunck razného stddia vyvoje spermii, ovalnych
bunék, leukocyti a epitelialnich bunék. Aktivované leukocyty a nezralé spermatocyty jsou
hlavnimi zdroji ROS v ejakulatu (Evenson & Melamed 1983).

3.3.1 Vznik ROS ve spermatickych buiikich

Nejvyssim producentem ROS ve spermiich jsou déje probihajici v mitochondriich,
nachazejicich se ve stfednich segmentech bi¢ik bunék (Aitken & Clarskson 1988).

Energie ziskana oxidativni fosforylaci na membranach mitochondrii vzniké diky pfenosu
elektrontl z donort na akceptory. Dulezitym akceptorem elektronii je molekularni kyslik, jehoz
redukci na obrazku nize symbolizuji Cervené Sipky (Halliwell & Gutteridge 1999).
Na obrazku 3. je také vidét, ze producenty elektronti v ramci elektronového transportniho
fetézce jsou komplexy NADH dehydrogenazy a oxidoreduktazy cytochromu C. Enzymatické
systémy na membranach mitochondrii v rdmeci tvorby jedné molekuly ATP emituji 4 elektrony,
které prispivaji k vytvoreni ROS ve formé superoxidi (de Lamirande et al. 1997).

Na obrazku 3. dale vidime na vné&j§i membrané mitochondrii umistény NADPH oxidazovy
systém (NOX). Stejny systém najdeme i v membranach spermii. NOX pracuje podobné jako
enzym semenné plazmy superoxid dismutdza, kterd pfemcnuje nestabilni superoxidy
na stabilnéjsi peroxidy vodiku. Superoxidy maji velmi kratkou Zivotnost a kviili svému naboji
nejsou schopné dostat se pfes membranu. Peroxidy vsak nemaji elektricky naboj, a mohou tedy
pronikat plazmatickou membranou bez naruSeni jeji struktury. Mitochondridlni produkce ATP
I stala hladina peroxidd v buiice jsou dulezité pro nastartovani fyziologickych déju, kterymi
spermie musi projit pfed splynutim s vajickem (Aitken & Fisher 1997).
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Obrazek 3: Enzymatické systémy oxidativni fosforylace na membranach
mitochondrii
Zdroj: Dymkowska (2016)

Zdravé spermie vyprodokuji timto zptisobem pouze velmi malé mnozstvi ROS. Jejich
hladiny se 1isi dle stupné vyvoje a prostfedi, ve kterém se spermie nachazeji. Vyssi produkce
ROS maji na svédomi hlavné spermie s patologickou morfologii nebo zanétliva onemocnéni
vyvodnych pohlavnich cest (Sies 1997). Pfi zaznamenani neopravitelnych zmén v metabolismu
bun¢k muze byt v mitochondriich zahajen pomoci tvorby cytochromu ¢ proces programované
bunécné smrti. Timto zplisobem tedy mtize dojit k apoptoze bunky kvili vysokému oxida¢nimu
stresu (Cai et al. 1998).

3.3.2 Vznik ROS v leukocytech pohlavnich vyvodnych cest

Aktivované leukocyty produkuji az 1000x vice ROS nez mitochondrie ve spermiich.
Takové mnozstvi reaktivnich molekul je pro né€ zésadni, jelikoz jim umoziiuje znieni patogeni
ve fagocytujicich vesikulech (Wagner et al. 2017). Pti uvolnéni obsahu ROS do vnéjsiho

Diky hemato-testikularni bariéfe ve varleti se spermie setkaji s prvnimi supresorovymi
lymfocyty az ve vyvodnych cestach varlete. Mnozstvi leukocyti zde souvisi hlavné
se zdravotnim stavem jedince. Pii infekcich dochazi ke zvyseni jejich poctu, coz miize u samcti
s poruchami tvorby spermii vést ke zjisténi Spatnych hodnot parametrii souvisejicich
s plodnosti jedince (Henkel 2010).

Infekce i1 zanéty znaéné zvySuji pocty leukocyti vyplavenych do semenné plazmy.
Z pocatku se jedna hlavné o buiiky nespecifické imunity. Ve vyvodnych cestach varlete jsou
to makrofagy. Z ptidatnych pohlavnich zlaz jsou vyplavovany hlavné neutrofily. Cytotoxické
T lymfocyty se nachazeji hlavné mezi epitelidlnimi bunkami vystelky vyvodnych cest.
Za fyziologického stavu se tedy pifimo se spermiemi nesetkavaji. Pii infekci jsou sice
vyplavovany do lumen kanalkd, ale jejich aktivita je regulovana supresorovymi T lymfocyty
(el Demiry et al. 1985).



Ackoliv se v souvislosti s lymfocyty v pohlavnich cestach zminuji hlavné patologické
stavy, i jejich zvysena pritomnost miize mit pozitivni vlivy na koncetraci spermii, jejich motilitu
1 navozeni akrosomalni reakce. Fagocyty nici patologické spermie a tim chrani ostatni buiiky
pred vysokou produkci ROS. Lymfocyty d€lozniho kréku samice jsou zase podstatné
pro indukci motility a zahéjeni kapacitace spermii. Prili§ velké koncentrace lymfocyt vSak
vedou K respiratornimu vzplanuti a vyplaveni velkého mnozstvi ROS, které maji negativni
ucinky na kvalitu ejakulatu (Henkel 2010).

3.4 Vliv ROS na spermiogenezi a maturaci spermii

Spermie vznikaji v semenotvornych kanalcich varlete. Vyvoj germinalnich bunék mizeme
rozlozit do faze rozmnozovaci, ristové a faze zrani. Cely tento proces je pomérn€ naro¢ny na
spotiebu kysliku v dychacim fetézci bunék a navozuje produkci velkého mnozstvi ROS.
Obranu pied nadprodukci prooxidantt v této tkani piedstavuje hemato-testikularni bariéra,
zajistujici pomérné nizkou saturaci tkané kyslikem (Guerriero et al. 2014).

Germindlni bunky se mitotickym délenim diferencuji na spermatogonie, primarni
a sekundarni spermatocyty a nasledné na spermatidy, ze kterych vznikaji spermiogenezi
spermie. V prubéhu diferenciace jsou vechna stadia vyvijejicich se bunék obklopena Sertoliho
buiikami, zajist'ujicimi ochranu a vyZzivu téchto vyvojovych stadii spermii. Do lumen kanélkt
by mély byt uvoliiovany pouze zralé spermie, které jsou nachystany na maturaéni zrani. Je vSak
vylucovano i malé mnozstvi nezralych bunék, které nasledné jsou producenty vyssiho mnozstvi
ROS v ejakulatu (Hossain et al. 2011).

3.4.1 Spermiogeneze

Fyziologicka hladina ROS je dilezita pro spravny prubéh spermiogeneze, kdy dochazi
ve hlaviéce spermie k zahust'ovani genetické informace jadra a tvorbé akrosomu nad jadrem
(Hossain et al. 2011).

Ve spermiich jsou syntetizovany vysoce bazické proteiny protaminy. Ty v pribéhu
spermiogeneze a nasledné maturace spermii v nadvarleti nahradi vétSinu histont, které
stabilizuji DNA v somatickych jadrech bun€k. Histony jsou nejprve nahrazeny takzvanymi
tranziénimi proteiny. Nasledné dochazi k protaminaci genetické informace v jadie. Diky
chemickym vlastnostem protaminli je zajiSténa vysokd kompaktnost spermatické DNA
(Calvin & Bedford 1971).

Faze zrani je také obdobim, kdy dochdzi ke tvorbé biciku a odvrhovani cytoplazmy
spermie. Nezralé spermie tak pod mikroskopem mohou byt patrné diky viditelné
cytoplazmatické kapce ve stiednim segmentu bic¢iku. Tato kapka obsahuje pomérné velké
mnozstvi SOD a glukdza-6-fosfat dehydrogenazy. Dehydrogenaza je dulézita pro produkci
NADPH v pentézovém cyklu. NADPH redukuje oxidovany glutathion, ktery slouzi jako
substrat pro GPX pii pfeméné peroxidu vodiku na vodu (Uysal & Bucak 2007). Pii pfili$ velké
koncentraci NADPH v buiice tedy neni umoznéno odbouravat vznikajici peroxid vodiku
a je navozena disbalance v koncentracich ROS a antioxidantd. Diky tomu se stale zvysuji
koncentrace ROS v buikach.



K posunu ke konci bi¢iku a naslednému vstebani cytoplazmatické kapky by mélo dojit
maximaln¢ v ocasu nadvarlete. Ve vyprodukovaném ejakulatu by takto nevyzralé spermie
nemély byt zastoupeny ve vice, nez v 15 % (Rozeboom 2000).

3.4.2 Priuchod nadvarletem

Z vyvodnych kanalkl varlete se spermie dostavaji do nadvarletniho kanalu, kde probiha
jeji maturace. U jednotlivych druht se 1isi oblast, kde maturace probiha. Do ocasu nadvarlete
vsak vzdy doputuji jiz maturované spermie, které by byly schopny oplodnit vajicko. Maturaéni
zmény spocivaji hlavné ve zméné struktury membran a jiz zminénych zménach v jaderném
uspotadni spermii (Bedford 1975).

V jadie dochazi kuplnému nahrazeni tranzi¢nich proteint, vznikajicich v procesu
spermiogeneze, za protaminy. Kladny naboj stavebnich aminokyselin protaminti zarucuje
silnou vazbu se zdporné nabitymi molekulami DNA. Protaminy také obsahuji ve své struktuie
cysteiny, mezi jejichz molekulami siry se vytvaii disulfidické mustky (Calvin & Bedford 1971).
H>0> funguje jako substrat pro peroxidazu, ktera tvorbu téchto struktur podporuje (Guerriero
et al. 2014). Vysokd koncentrace spermatické DNA ndsledné¢ chrani paterndlni genom
pfi prichodu sami¢im pohlavnim traktem i pfi oplozeni. Pfi spravném procesu maturace jadra
je snizen vyskyt chromozomalnich aberaci, které mohou byt zpGsobeny ROS. Spravna
protaminace ma tedy zasadni vliv na vznik a vyvoj zdravého jedince (Nasr-Esfahani
et al. 2005).

Plazmatickd membréna spermie se podobné jako uspofadéani jadra liSi od somatickych
bunék. Obsahuje velké mnozstvi fosfolipidd, sterolt, nasycenych i polynenasycenych mastnych
kyselin. Prav€ polynenasycené mastné kyseliny mohou za to, Ze membrany jsou citlivé
k ptisobeni ROS (Sanocka & Kurpisz 2004). P#i pruchodu nadvarletem jsou spermie obklopeny
epidimalni tekutinou, ktera vytvari prosttedi pro zrani spermii. Nékteré jeji proteiny se také vazi
do plazmatickych membran bunck. Postupnou fosforylaci a glykosylaci membranovych
struktur dochazi k ziskani motility a aktivaci receptorit zodpovédnych za splynuti spermie
s vajickem. Vysoka produkce ROS muze proces fosforylace membrany narusit, a tak prispét
K infertilité¢ samct (de Lamirande et al. 1997).

3.4.3 Kapacitace a hyperaktivace spermii

Kapacitace je d&j probihajici na membranach spermii po ejakulaci v sami¢im pohlavnim
traktu. U hospodatskych zvifat probiha kapacitace spermii ve chvili, kdy jsou spermie
imobilizované v rezervoaru spermii ve vajeéniku. De Lamirande et al. (1997) svymi
experimentalnimi pokusy na mysich spermiich zjistil, ze k indukci kapacitace i hyperaktivace
jsou nutné peroxidy vodiku i superoxidy. Peroxidy jsou pro tento proces zasadnim spoustééem,
nicméné superoxidy po reakci s NO mohou vytvofit vysoce reaktivni peroxynitrid, ktery
u nékterych druhti vyznamné podporuje kapacitacni reakci (Herrero et al. 2001).

ROS pusobi na pocatku procesu kapacitace a hyperaktivace jako sekundarni poslové
pfi transdukeci signalu po membrang. Podporuji funkei enzymu adenylyl cyklazy a tim tvorbu
cyklického 37,5 -adenosinmonofosfatu (CAMP). Nasledné také pozitivné stimuluji protein
kinazu A, ktera se zapojuje do fosforylace a otevieni kalciovych kanald. ROS naopak zabranuji

10



funkci tyrosinové fosfatazy. Hraji roli pti oxidaci cholesterolu v membranach, jehoz naslednym
efluxem dochazi k naruSeni propustnosti membrany a otevirani kalciovych kanali zavislych
na napé¢ti (Aitken 2017). Pravé masivni nartist hladiny intracelularniho vapniku je dalSim
stimulem podporujicim tyrosinovou fosforylaci proteini membrany, kterd je nezbytna
pro dosazeni kapacitovaného stavu (Griveau et al. 1995).

V pribéhu  kapacitace dochazi diky fosforylaci proteint  biciki  spermii
k jejich hyperaktivaci. Koncentrace ROS v buiice maji vliv na iniciaci tohoto procesu. Mrskani
biciku je po hyperaktivaci nepravidelné s velkou amplitudou. To spermii umoznuje nelinearni
pohyb, nutny k uvolnéni zrezervoaru spermii a pohybu vejcovodem smérem k vajicku.
Uvolnéni z povrchu vejcovodu do lumen je také umoznéno diky fosforylaci proteinti hlavicky
spermie, kterd zaru¢i rozvolnéni vazby povrchovych receptorti spermie a glykoproteinové
vystelky vejcovodu (de Lamirande & Gagnon 1993).

3.4.4 Akrosomalni reakce

Spermie na zakladé termotaxe a chemotaxe doputuje do horni tfetiny vejcovodu,
kde dochazi kjejimu stietnuti s vajickem. Pouze kapacitovené spermie proniknou
pres expandovany cumulus oophorus obklopujici vajicko. Pomoci enzymu hyaluronidazy
v akrosomové oblasti membran spermii Se spermie dostavaji skrz kumularni bunky
ke glykoproteinovému obalu zona pellucida. Vazba povrchu spermie s timto obalem nasledné
vyvolava akrosomalni reakci (Cross et al. 1986).

Navazani spermatickych receptort s proteiny zona pellucida je signalem k otevieni kanala
pro vapenaté kationty. ZvySeni jejich koncentrace ve spermii vede ke spusténi signalni kaskady,
popsané pii kapacitatnim procesu. Experimentdlné bylo zjiSténo, Ze na tomto procesu
se zasadné podili peroxidy vodiku, ackoliv superoxidy maji v tomto procesu také svoji roli
(Bize et al. 1991). Signalni kaskada kon¢i tyrosinovou fosforylaci vnéjsi membrany akrosomu
I membrany spermie a vede ke splynuti obou membran a vyliti akrosomalniho obsahu vné
bunky. Pusobenim hydrolytickych enzymi, proteinaz a glykosidaz se spermie po akrosomalni
reakci dostava skrz zonu pellucidu vajicka a mize jej oplodnit (de Lamirande
et al. 1997).

Aby akrosomalni reakce probéhla a spermie byla schopna proniknout glykoproteinovym
obalem vaji¢ka, musi se integrita akrosomalni membrany zacit naruSovat pravé ve chvili,
kdy spermie pfichazi do kontaktu s vajickem. V pfipad¢, Ze k akrosomalni reakci dojde jesté
pred kontaktem se sami¢i gametou, neni spermie schopna oplozeni. Spermie, u kterych
probéhne akrosomalni reakce pii prichodu sami¢im pohlavnim traktem, vSak mohou pomoci
enzymd, které vylouci do svého okoli, pozitivné stimulovat ostatni spermie pii cesté k vajicku
(Bize et al. 1991).

3.45 Fuze gamet

Caste¢na lipoperoxidace membréan je dilezita jak pro vazbu spermie na zona pellucida
vajicka, tak pro fuzi samci a samici pohlavni buiiky (de Lamirande et al. 1997). V prub¢hu
kapacitacni i akrosomalni reakce se diky ROS zvysuje fluidita membrany. Po kapacitaci spermii
jsou ROS dulezité pri inaktivaci tyrosin fosfatazy. Ta dale nemuze zabranit fosfolipaze vazat

11



mastné kyseliny na plazmatickou membranu spermie. Pravé timto mechanismem je dosazeno
potiebné fluidity membrany, ktera nasledné umoznuje splynuti obou gamet (Khosrowbeygi &
Zarghami 2007).

3.5 Patofyziologie a vliv ROS na sam¢i infertilitu

Zmeény v morfolofii a fyziologii spermii zplsobené oxidativnim stresem piedstavuji
idiopatické pric¢iny snizené plodnosti samcii. Kvuli své vyssi citlivosti ke kyslikovym radikalam
maji spermie oproti somatickym bunkam odliSnou strukturu plazmatické membrany i extrémné
kompaktn¢ zabalenou genetickou informaci v jadie (Saleh & Agarwal 2002). Kdyz je narusena
rovnovaha mezi prooxidanty a antioXidanty v organismu, dochazi ke zvyseni lipoperoxidace
membran a nasledné i zméné struktury cytoskeletu, jadra i dalSich organel (Agarwal
et al. 2006). V predchozich kapitolach byl vysvétlen princip ovlivnéni metabolismu spermii
pomoci ROS. Snizena kvalita spermatu se mtize projevovat na poklesu poc¢tu spermii, jejich
snizené motilité, morfologickych abnormalitach hlavic¢ky i kr¢ku spermii nebo ztraté schopnosti
spermii kapacitovat, projit akrosomalni reakci a nasledné oplodnit vajicko a vést k uspé§nému
vyvoji plodu (Rodriguez-Martinez 2003).

Mira projevu patologie muze byt zavisla na fad¢ faktorii. Naptiklad na tom, jakému
mnozstvi ROS je burika vystavena a na jak dlouho, nachazi-li se v okysli¢eném prostiedi
a jsou-li v jejim okoli piitomny naptiklad leukocyty. Dal§im faktorem je mnozstvi antioxidantt
obsazené v okolni tekutin¢ a také jejich tvorba uvnitt bunky (Aitken & Clarskson 1988).

3.5.1 Plazmaticka membrana spermie

Plazmatickd membrana spermie obsahuje velké mnoZstvi polynenasycenych mastnych
kyselin, coz ji déla velmi nachylnou k pisobeni ROS (Guerriero et al. 2014). Peroxidace
membranovych lipidii je autokatalyticky dé&j. Spociva v uvolnéni vodikového kationtu
Z nenasycené mastné kyseliny a vzniku lipidového radikalu. Po zreagovani tohoto radikalu
s molekulou kysliku vznika peroxylovy radikal. Okolni nenasycené mastné kyseliny ochotné
uvolni vodik z dvojné vazby a vytvari tak lipidovy radikal a lipidovy hydroxyperoxid
(Sanocka & Kurpisz 2004). Vznikla fetézova reakce je ukoncena az vzajemnou reakci dvou
radikalt. Nez k ni vSak dojde, mlize byt oxidovano jiz vice nez 50 % lipidi plazmatické
membrany spermie. Vznikajici lipidové radikaly se navic hromadi pod povrchem membrany
a snizuji tak fluiditu fosfolipidové dvojvrstvy. Efektivita pohybu membrany se snizuje
a Vv oblasti bic¢iku tak ptispiva ke snizeni motility spermie (Wagner et al. 2017).

Peroxidaci membran mitochondrii miZe byt naruSena produkce adenosintrifosfatu (ATP).
Dochazi tedy ke sniZeni energetickych zasob bun€k a omezeni pohybu spermii skrz samici
pohlavni soustavu. Nedostatecna fosforylace membranovych proteinti mize nasledné vést
k naruseni axonemalni struktury bi¢iku a zhorSeni pohybu spermii (Barbas & Mascarenhas
2008).

Zména struktury mebrany akrosomu zase mize vést k naruseni prub&éhu akrosomalni
reakce. Aktinova vlakna, vytvarejici podptrné struktury pfi splyvani akrosomalni membrany
s vnéjsi membranou bunky, nemuseji spravné polymerizovat a umoznit tak akrosomalnim
vackim, aby se spojily a cely obsah akrosomu byl vylit vn¢ bunky. | v piipadé, ze by se spermii
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povedlo dostat az k plazmatické membrané vajicka, pfili§ peroxidované membrany by nemély
na svém povrchu vystavené dostate¢né mnozstvi receptorti a gamety by tak nemohly splynout
(Hossain et al. 2011).

Lipidova peroxidace pusobi v membran¢ snizeni fluidity, inaktivaci membranovych
receptorti a enzymu a zvyseni nespecifické permeability membrany pro ionty. Z peroxidovych
radikali vznikaji vedlejsi produkty této reakce, a to malondialdehyd (MDA)
a 4-hydroxynonenal (Alvarez et al. 1987). Hydoxynonenal zpasobuje i ve velmi malych
koncentracich zastavu proliferace bunky a je také mutagenni (Sanocka & Kurpisz 2004).

3.5.2 Jadro spermie

Oxidativni stres mize mit negativni ucinky na integritu jaderné i mitochondrialnd DNA.
Z ROS vykazuji mutagenni aktivitu hydroxylové radikaly i superoxidy. Mohou reagovat ptimo
S purinovymi a pyrimidinovymi bazemi, nebo ptsobit nepfimo v fetézci nukleotidi. Pfima
reakce s nukleotidy je dokazana nalezem 8-hydroxydeoxyguanosinu ve struktufe chromatinu.
Neptimé reakce muize vést ke zZlomim molekularni DNA a chybnému parovéani nehomolognich
bazi. Tvorba oxidovanych nukleotidi silné koreluje s nalezy zlomi jednochromatinovych
i dvouchromatinovych molekul DNA (Helbock et al. 1998).

Vysoka produkce ROS a chromozomalni aberace maji také negativni uc¢inky na metylaci
DNA. Cytosiny sousedici s oxidovanymi puriny nemohou navazat metylovou skupinu.
Dusledkem toho je naruSeni epigentického ovliviiovani exprese genti, které vede napiiklad
ke zhorsené vitalité a oplozovaci schopnosti spermii. Se stoupajici oxidaci DNA stale klesa
uroveil metylace chromatinu. Pozitivni vliv na metylaci maji naopak antioxidanty, které¢
ve spravném mnozstvi zajist'uji spravny prubéh oplozeni (Tunc & Tremellen 2009).

3.5.2.1 Dekondenzace chromatinu

V prubéhu migrace bun€k skrz pohlavni cesty maji ROS moznost reagovat v jadie
s dekondenzovanym chromatinem ve chvili, kdy nedoSlo ke spravné protaminaci v priabéhu
spermiogeneze a maturace bunék. Protaminace miuze byt naruSena napiiklad reakci enzymu
s thiolovymi skupinami cysteind. V piipad¢, Zze nedojde k vytvoreni disulfidickych mustka,
protaminy nezaujimaji kompaktni strukturu a chromatin se rozvolinuje, nasledkem ¢ehoz mohou
byt vySe zminéné patologické stavy (Calvin & Bedford 1971).

Dalsim divodem pro rozvolnéni chromatinu a naruSeni struktury DNA muze byt
ve spermatické buiice zahajeni procesu fizené smrti (Agarwal et al. 2006). NaruSenim vniténich
1 vnéjSich mitochondridlnich membran spermii je aktivovan komplex cytochromu c, ktery
aktivaci kaspaz spousti signalni kaskadu vedouci k naruseni jadernych struktur, zastavé vSech
biosyntetickych procest, tvorb& apoptotickych télisek a findln€ k zaniku bunky. Tento proces
se uplatnuje pi1 optimalizaci poctu germinalnich bunék ve varlatech 1 vyvodnych cestach
mocovych a pohlavnich. M¢l by byt aktivovan také ve chvili, kdy jsou zjistény poruchy v jadie
spermie, nicméné se tak nemusi dit vzdy (Cai et al. 1998).

Pro spravny prabéh oplozeni a vyvoje embrya je nutnd dekondenzace samciho prvojadra

Cvwr

na prunik do vajicka, 1 kvlili vySe zminéné moznosti apoptodzy. Vajicko, které bylo oplodnéno
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spermii s jadernymi defekty vSak obsahuje reparacni systémy, které mohou do jisté miry tyto
defekty zmirnit i zcela opravit. V piipadé, ze je z vajicka a defektni spermie presto vytvorena
zygota, zavisi na mife poskozeni genetické informace, zdali dojde k spésnému dé€leni zygoty,
implantaci blastocysty a vyvoji embrya (Moustafa et al. 2004).

3.5.3 Vnéjsi faktory pusobici na produkci ROS

V lidské populaci ma na produkci ROS v pohlavnim traktu velky efekt Zivotni styl jedince,
stres a Casto 1 vysoky vek otce. Je napiiklad dokazano, ze koufeni i pozivani alkoholu ma efekt
na zvysenou produkci ROS (Evenson & Melamed 1983).

Hospodaiska zvirata sice nejsou ohrozena témito civilizatnimi navyky, nicméné jsou
vétsinou chovana v umélych vysokoprodukcénich chovech, kde vznika velké mnozstvi
stresovych situaci. V ptfipad¢€, ze v takovém chovu nejsou dodrzena pfisna zoohygienicka
opatieni, mohou se mezi zvifaty §ifit zanétliva onemocnéni. Vyssi pocty bilych krvinek mohou
Vv takovém piipad¢ pretrvavat i po konci 1é¢by a mit tak vliv na snizenou fertilitu zvifat (Puppel
et al. 2014).

Dalsim spousté¢em produkce ROS mize byt chov Vv nevyhovujicich teplotnich
podminkach, nevhodné sestavena krmna davka, nebo v pfipad¢ vnéjsich chovil i chemikalie
a toxiny obsazené v pudé (Evenson & Melamed 1983).

3.5.3.1 Veék samce

Vyssi vek samcti a jeho souvislost s tvorbou ROS v ejakulatu se studuje hlavné v lidské
populaci. U hospodaiskych zvitfat jsou samci po uplynuti doby idedlni pro rozmnozovéni
vyfazeni z chovu. V piipadé, Ze je plemenny samec s dobrymi uzitkovymi vlastnostmi poslan
na jatka, mohou mu byt odebrana varlata. Z varletni tkan¢ se nasledné ziskavaji sice nezralé,
stres vzorku (Amann & Veeramachaneni 2007).

S v€kem otce se zvysSuje mnozstvi prirozenych potrati. Mize to souviset s vyssi Cetnosti
chyb replika¢niho aparatu a tim padem i S vétS§im mnozstvim vzniklych mutaci. Mutace jsou
mimo replikacnich chyb podporovany pravé zvySujicim oxidativnim stresem pii starnuti
organismu. Bylo také dokazano, ze s vékem se zhorSuje kvalita protaminace chromatinu. Jeho
rozvolnéni zhorSuje oxidativni poskozeni DNA, jak bylo popsdno v predchazejici kapitole
(Rybar et al. 2004).

3.5.3.2 Obezita

Pii nespravném slozeni krmné davky samcii se mohou nevyuzité Ziviny ukladat ve formeé
tukovych bunék. Velké mnozstvi tukové tkdn€ muize u samct vést ke zméndm hormonalni
regulace steroidnimi hormony. Zvyseni produkce ROS u téchto jedincl je pravdépodobné
zpusobeno hlavné vys$S§imi metabolickymi naroky organismu a vyssi teplotou varlat. Ta ma
negativni efekt na funkci enzymu v nadvarleti i na proces spermiogeneze (Sabeti et al. 2016).
U samci, vyuzivanych v reprodukci, je tedy zasadni pfizpusobovat krmné davky jejich
vyvojovému stadiu tak, aby byly co nejefektivnéji vyuzity pro tvorbu bilkovin a zvitata nebyla
pretuc¢néla (Puppel et al. 2014).
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3.5.3.3 Morfologické patologie

U lidskych samct je varikokéla nejcastéjsi morfologickou vadou, vedouci ke zvySené
produkci ROS. Jedna se o dilataci zil v zilnim pletenci Sourku, odvadéjicich krev ze Sourku.
U této diagndzy se zvySuje produkce ROS, coz souvisi se zvySenim teploty v Sourku
(Evenson & Melamed 1983).

U hospodaiskych zvitat je vyssi teplota v Sourku a snizend spermatogeneze ve varlatech
spojovana s Kryptorchismem. Jedna se 0 genetické autozomalné recesivni onemocnéni, kdy
varlata v pribéhu embryonalniho vyvoje dokonale nesestoupi varletnim kanalem z bfiSni
dutiny do Sourku. Tato choroba je ¢asta hlavné u koni, kancti a kozli. Z varlat kryptorchidi
jsou produkovany spermie s morfologickymi vadami v menSim mnoZstvi neZz u zdravych
samcl. I v pfipad¢, ze varlata sestoupi do Sourku V postembryondlnim vyvoji, mize byt
do budoucna narusena schopnost tvorby fertilizace schopnych spermii. Jelikoz se jedna
o geneticky pfenosnou vrozenou vadu, jsou samci s touto diagndzou vyfazovani z plemenitby
(Amann & Veeramachaneni 2007).

3.5.3.4 Stres

Zatim nebyla provedena studie, ktera by pfimo zkoumala u¢inky psychologického stresu
na kvalitu spermatu. Stres zptisobeny $patnymi podminkami ustajeni i $patné slozenou krmnou
davkou vSak ovliviiuje fyziologické vlastnosti organismu. Vime, Ze kdyz je organismus delsi
dobu vystaven stresoru, zvysi se aktivita enzymu NO syntetazy (NOS). Ta pfeménuje L-arginin
na oxid dusnaty (Puppel et al. 2014). ZvySenim koncentrace NO v semenné plazmé
nad fyziologickou hranici je negativné ovlivnéna morfologie, a hlavné motilita spermii. NO
inhibuje v bunkach glykolyzu a déje oxidativni fosforylace na membranach mitochondrii.
Snizuje tedy tvorbu ATP v bunkach (Eskiocak et al. 2006). Se snizenim koncentrace
antioxidanti v semenné plazmé¢ je také potlacena obranyschopnost proti oxidativnimu stresu
(Sabeti et al. 2016).

Oxid dusnaty reaguje se superoxidovym radikalem a vytvaii peroxinitrid (NOe). Ten
je schopen cestovat na pomérn¢ velké vzdalenosti a snadno pronika plazmatickymi
membranami. Velmi ochotn¢ také reaguje s proteiny, lipidy i DNA (Eskiocak et al. 2006). Ma
dulezitou roli jako spousté¢ kapacitace u nékterych druht zvifat, nicméné mize zpusobovat
znacné patologie v morfologii i metabolismu produkovanych bunék (Herrero et al. 2001).

Stresovany organismus vykazuje vysSi miru morfologickych 1 fyziologickych zmén
spermii v ejakulatu. K témto zménan piispiva i oxidativni stres a déje popsané v této kapitole.

3.5.3.5 Infekce a zanéty

V kapitole 3.3.2. jiz byla zminéna produkce ROS leukocyty, které se v ejakulatu vyskytuji
1 za fyziologickych podminek. V ptipadé, Ze dojde k infekci vyvodnych pohlavnich cest nebo
pridatnych zlaz, zvysi se produkce téchto leukocytt (leukocytospermie) i hladina ROS
Vv ejakulatu. Infekce ptidatnych pohlavnich Zlaz mohou byt ¢asto asymptomatické. U zvifat
s vysokou produkci semindlni plazmy nas na ni miiZze upozornit zména barvy ejakulatu
(el Demiry et al. 1985).
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a cytokiny jimi produkované ovliviiuji vyssi produkci ROS polymorfonukleary. Viry naopak
napadaji pfimo bunky vystelky vyvodnych cest a zplisobuji tak zmény metabolismu bun¢k
véetné vyssi produkce ROS (Henkel 2010).

Leukocytospermie, vyvolana nadprodukci bilych krvinek v prabéhu infekce, tak prispiva
k vyraznému navySeni produkce ROS a sniZeni funkce antioxidantli V semenné plazmé.
Zanétliva onemocnéni mohou mit dlouhodoby efekt na kvalitu spermatu a jsou ¢asto spojovana
s infertilitou u samci (Sabeti et al. 2016).

3.5.3.6 Enviromentalni faktory

ZnecCisténi prostiedi urcitymi polutanty muze vést ke snizené fertilit¢ samct. Toxiny
mohou zvySovat vyskyt oxidativnich poruch bun¢k i DNA fragmentaci. Mezi chemické latky
ovlivilujici reprodukéni schopnosti samce mizeme fadit nékteré plyny (NO), tézké kovy (olovo,
rtut’, kadmium), pesticidy, rozpoustédla a uhlovodiky (Puppel et al. 2014).

Olovo a oxid dusnaty jsou do atmosféry vylu¢ovany pii spalovani ropnych produkti
motorovymi vozidly. Olovo a kadmium maji negativni i¢inky na morfologii a zivotaschopnost
spermii. Bylo také dokéazédno, Ze vysoké zneciSténi ovzdusi vede ke zvySenému vyskytu
preimplanta¢nich  potratd, zplUsobenych vysokou fragmentaci paterndlniho DNA
(Evenson &Wixon 2005).

Ftalaty obsazené v plastech maji negativni efekt na hladinu testosteronu v séru a ptisobi
toxicky na tkan varlete. Butyl benzyl ftalat zpisobuje zvysSeni produkce ROS v organismu
a snizeni antioxida¢ni ochrany (Eskiocak et al. 2006).

Chemické latky zminéné vySe nemaji negativni disledky pouze na parametry fertility
samce. Ovliviiuji metabolismus celého organismu a mohou mit teratogenni i karcinogenni
ucinky. Proto je dilezité, aby se v oblasti chovu hospodatskych zvifat provadély testy zeminy
i vody na toxické latky (Sabeti et al. 2016).

3.5.3.7 Kryokonzervace spermatu

Procesy vyuzivané pro uchovavani spermii a arteficidlni inseminace vyrazné zvySuji
produkci ROS v ejakulatu a zpisobuji bunéénou smrt velkého poctu spermii (Hossain
et al. 2011). Komparativni mezidruhové studie ukazaly, ze vétsi velikost hlavicky spermii
negativné ovlivituje snasenlivost spermii ke kryokonzervaci. Lidské spermie obsahuji
v hlavi¢ce nejméné cytoplasmy, a proto jsou nejodolné;jsi vici kryokonzervaci. Kan¢i spermie
naopak obsahuji ve své cytoplasmé velké mnozstvi tukovych kapének, a proto jsou
Kk teplotnimu Soku extrémné nachylné (Gao et al. 1997).

Pti piipravé inseminacnich davek jsou spermie izolovany ze semenné plazmy pomoci
swim-up metody, gradientové separace, nebo u napiiklad u kanct pouze frakénim odbérem
spermatu. Spermie tak ztrdci ochranu antioxidantl, obsaZenych v semenné plazmé,
a dochazi v ni ke zvySeni produkce hlavné hydroxylovych radikald. Nasledné jsou bunky
smichany s médiem, obsahujicim vyzivujici latky i kryoprotektiva. K vyzivé bun¢k se dodnes
Casto vyuziva vajecného zloutku. Nejcastéji vyuzivanym kryoprotektivem mrazicich médii je
glycerol. Ten po ptfidani do isotonického média prostupuje spermatické buiiky, aniz by narusil
jejich strukturu (Barbas & Mascarenhas 2008). Diky své nizké molekulové hmotnosti pronika
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glycerol do bunék skrz plazmatické membrany. Ochranu bunky pi#i kryokonzervaci
pravdépodobné zajistuje tvorbou vodikovych miustkl s koncovymi fosfaty plazmatickych
membran. Takto vytvofena ochranna vrstva zabranuje vytvareni krystalti v blizkosti membrany.

Kryokonzervaci inseminacnich dévek je zvySena osmolarita média vici spermiim.
Intracelularni voda diky tomu difunduje vné buiky a uvnitf spermie nezistava v priabéhu
mrazeni vétsi mnozstvi vody (Kundu et al. 2002). V buiice tedy nedochazi ke tvorbé vétsich
krystali. Pfi rozmrazeni davky naopak hyperosmotické prostiedi uvnitt spermie zajistuje
hydrataci bunécnych struktur.

Stale se zvySujici naroky na produkci a UspéSnost zabieznuti udavaji trendy ve vyvoji
kryoprotektivnich ¢inidel. Glycerol méa chranit bunéény skelet pii vysoké osmotické zatézi
souvisejici s kryokonzervaci a rozmrazovanim vzorkt. Nicméné je sim o sob¢ hlavné pro ptaci
spermie toxicky (Gloria et al. 2019). Jeho vyuziti je problematické také u kancich spermii, které
po rozmrazeni davky nedosahuji pozadovanych kvalit (Kundu et al. 2002). Z tohoto divodu
jsou zkoumana alternativni mrazici média s pfidanim etylen glykolu, dimethyl sulfoxidu
(DMSO) nebo nepermeabilnich kryoprotektanti (Barbas & Mascarenhas 2008).

Glycerol ve vhodnych koncentracich pro kryokonzervaci vzorku prostupuje zhruba
do 30 % bunek (Gloria et al. 2019). Dextran, tedy o-D-1,6-glukdézovy polymer,
je nepermeabilni kryoprotektant, s vy$si molekulovou hmotnosti v porovnani s glycerolem. Ta
mu nedovoli penetrovat skrz membrany do bunék. Podobné jako glycerol vytvaii vodikové
mustky s koncovymi fosfaty vnéjSich pold membran. Jelikoz ma ve své struktufe znacné
mnozstvi koncovych OH skupin, mlZe vytvofit kompaktni vrstvu kolem bunééné membrany
spermii. Diky své velikosti také zabraiiuje formovani sekundarnich krystald, které by mohly
mechanicky narusit buiiky pifi zmrazovani vzorku. Dle studie na spermiich kozlt se vSak
mechanismus funkce glycerolu a dextranu pravdépodobné lisi. Pti vyuziti obou kryoprotektanti
byla po rozmrazeni vzorki zjisténa celkova motilita az u 50 % spermii ve vzorku. Tato hodnota
se jeSté zvysSila pfi mrazeni vzorku s glycerolem, DMSO a dextranem zaroven (Kundu
et al. 2002).

Po rozmrazeni vzorku by mél byt ejakulat vySetien, aby se urcila jeho kvalita. Métenim
progresivni i celkové motility odhadneme energeticky stav bunék i jejich funkéni integritu.
(Quintero-Moreno et al. 2004). U kazdého druhu jsou stanovena kritéria, kdy muze byt
insemina¢ni davka pouZzita k umélému oplodnéni samic. Pouze v ptipadé, Ze se jedna 0 samce
se skvélymi uzitkovymi vlastnostmi a Spatnym spermatem, vyuziva se u hospodaiskych zvirat
k oplodnéni moznosti in vitro fertilizace (IVF) nebo intracytoplazmatické injekce (ICSI)
(Waberski et al. 2019).

3.6 Hodnoceni ROS v ejakulatu

V laboratofich asistované reprodukce i testacnich stanicich se pfistupuje hlavné
k zdkladnimu  makroskopickému a  mikroskopickému  vyhodnoceni  ejakulatu
(Rodriguez-Martinez 2003). Metody vyuzivané pro méteni ROS jsou pro bézny provoz piilis
zdlouhavé a nakladné. Nicméné urcité parametry zdkladni analyzy mohou indukovat vysoky
oxidacni stres ve vzorku. V ptedchozich kapitolach jiz byla popsana leukocytospermie,
abnormalni morfologie spermii s cytoplazmatickou kapkou v oblasti bi¢iku a zmény ve stavbé
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plazmatické membrany. ROS dale mohou mit vliv na snizenou pohyblivost spermii
(asthenozoospermii) a vysokou viskozitu semenné plazmy (Aydemir et al. 2008). Na zakladé
zjisténi téchto piiznaki laboratofe mohou pristoupit k detailngjsi analyze ROS.

Laboratorni techniky pro stanoveni oxida¢niho stresu spermii délime na piimé a nepiimé.
Piimé metody méfi obsah oxidanti v ejakulatu, zatimco nepiimé techniky se vyuzivaji
ke stanoveni oxidovanych produkti ROS (Agarwal et al. 2018). Mezi piimé techniky fadime
analyzu chemiluminiscence, nebo fluorescence barevnych sond, které nam odhali miru
oxida¢niho stresu bunék. Mezi nepfimé metody fadime méfeni leukocytospermie v ejakulatu
(Endtziiv test), lipidové peroxidace, celkové antioxidacni kapacity (TAC) nebo diagnostiku
poruch DNA. Dale se mnozstvi ROS v ejakulatu d4 odhadnout meétenim koncentraci
chemokinli, antioxidantli, markerii oxidacnich reakci a nékterych vitamint (Agarwal
etal. 2017).

3.6.1 Neprimé metody stanoveni ROS v ejakulatu

V tabulce nize jsou pro piehlednost zobrazeny techniky nepiimého stanoveni ROS
Vv ejakulatu spole¢né s vyhodami i nevyhodami jejich vyuziti.

Tabulka 1: Vyhody a nevyhody vyuZiti nepfimych metod pro méieni ROS
Zdroj: Agarwal et al. 2017, Hossain et al. 2011

Test Vyhody Nevyhody

Stanoveni leukocytt Rozpoznani granulocytti od | Nelze testovat produkci

Vv ejakulatu nezralych spermatogonii ROS sam¢imi zarodecnymi

buiikami
Mira lipidové peroxidace Lze méfit i malé koncentrace | Nevyuziva se v klinické
barevného malondialdehydu | praxi

Celkova antioxidacni Rychla kolorimetricka Draha. NerozliSuje mezi
kapacita ejakulatu (TAC) metoda enzymatickymi a jinymi

(vitaminy) antioxidanty
Diagnostika poruch DNA Vice technik méticich DNA | Malo standardizované

fragmentaci (SCSA, metody. Ptipravou vzorku
TUNEL) miizeme zpusobit DNA
oxidaci
Akrosomalni integrita Lze kombinovat s analyzou | Mozna nespecifita vazani
dal$ich vlastnosti bunék lektinti na bunééné struktury

3.6.1.1 Stanoveni leukocytt v ejakulatu

Stanoveni poctu leukocytl v ejakulatu patfi mezi nepifimé metody stanoveni ROS
(Agarwal et al. 2017). Tyto testy se vyuzivaji ve chvili, kdy neni jasna pfi¢ina snizené plodnosti
u samcu. ZjiSténim mnozstvi leukocytl v ejakuladtu vSak nelze pfesné méfit mnoZstvi
vyprodukovanych ROS. T pii odhaleni aktivovanych leukocytli ve vzorku neni mozné urcit,
jaké mnozstvi ROS budou produkovat samotné spermie. V klinické praxi tyto metody mohou
napovédéet, co napomaha k niz$i plodnosti samce, nicméné nejsou urceny k pfesnému meéteni
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ROS v experimentalnich podminkach (Wolff & Anderson 1988). K diagnostice ovalnych
bunék v ejakulatu Ize vyuzit Endtziv test nebo méfeni mnozstvi seminalni elastazy.

Endtzlv test, nebo také myeloperoxiddzovy test, se provadi ve chvili, kdy je v ejakulatu
samce pii mikroskopickém vySetfeni objeveno velké mnozstvi ovalnych bunék.
Myeloperoxidaza obsazena v granulech lymfocyta katalyzuje redukci peroxidu vodiku pomoci
izolace vodiku z molekul benzidinu. Benzidin je soucasti inkuba¢niho roztoku a po Vlastni
redukci vytvari tmaveé hnédou slouceninu. Ta je vidét svételnym mikroskopem (Endtz 1974).
Dle zabarveni bun¢k jsme nasledné schopni odlisit ovalné buniky nezralych spermii od bilych
krvinek. Poc¢itanim bun¢k v Maklerové komiirce nasledné miizeme vztahnout pocet obarvenych
neutrofilti a makrofagu na cely ejakulat (Agarwal et al. 2016).

Jelikoz benzidin je rakovinotvorna sloucenina, vyuziva se ke stanoveni mnozstvi
aktivovanych polymorfonukleard v ejakulatu také studium dalSich enzymu. Elastaza funguje
jako enzym, ktery by mél pti fagocytoze slouzit k natraveni télu nevlastnich ¢astic. V semenné
plazmé jsou nicméné piitomny inhibitory elastaz, jako al-antitrypsin inhibitor. Tyto komplexy
jsme nasledné schopni identifikovat diky ELISA testovani (Zorn et al. 2000).

Na druhové specifické anti-elastazové protilatky navazené na povrchu testacni zkumavky
se po inkubaci ze semenné plazmy navazi al-antitrypsin inhibitory. Ty nasledné zreaguji se
sekundarnimi protilatkami anti-ol-antitrypsin inhibitory, které¢ ve své struktufe maji uméle
zabudovanou alkalickou fosfatazu. Po nasledné inkubaci s nitrofenylfosfatem, fungujicim jako
chromofor, jsme pomoci spektrofotometru schopni detekovat miru barevného signalu
ze zkumavky (Wolff & Anderson 1988).

Testovanim mnozstvi leukocytil v ejakulatu v§ak nejsme schopni urcit, jaké mnozstvi ROS
je produkovano samotnymi spermiemi (Agarwal et al. 2017). Jelikoz se jednd o pomérné starou
techniku s nizkou vypovidajici hodnotou, u hospodaiskych zvifat se tato diagnostika standartné
neprovadi.

3.6.1.2 Mira lipidové peroxidace

Meéteni miry lipidové peroxidace se cCasto vyuzZiva k analyze oxidativniho stresu
spermatickych bunék. Vedlej§imi produkty peroxidace membranovych nenasycenych
mastnych kyselin jsou malondialdehyd (MDA) nebo hydroxynonenal. Pravé tyto slouc¢eniny
slouzi jako markery pro hodnoceni miry peroxidace. Mnozstvi MDA je mozné méfit
v semindlni plazmé a ve velmi malych koncentracich 1 uvnitf spermatickych bunék
(Sanocka & Kurpisz 2004). MDA je mutagenni latkou, zatimco hydroxynonenal ma toxické
ucinky pro buiiky (Wagner et al. 2018). Je tedy mozné, ze dojde k apoptdze bunék i v piipadé,
ze je reakce peroxidace membran jiz ukoncen.

Mnozstvi malondialdehydu ve vzorku je mozné zméfit po jeho reakci s Kyselinou
thiobarbiturovou (TBA). S tou vytvaii MDA pii reakci v poméru 1:2 barevnou substanci, jejiz
mnozstvi ve vzorku lze nasledné zméftit pomoci fluorometrie nebo spektrofotometrie (Aitken
et al. 1993).

3.6.1.3 Celkova antioxida¢ni kapacita ejakulatu

Celkova antioxidac¢ni kapacita ejakulatu je méfena z €isté seminalni plazmy po odstranéni
veskerych bunéénych komponent plazmy. Tato metoda je pomérné nakladna kvili nutnosti
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poftizeni laboratornich kit pro kolorimetrické hodnoceni antioxida¢ni kapacity. Jeji princip
spociva v oxidaci 2,2'-azino-di-[3-ethylbenzthiazolinesulfatu] (ABTS) na ABTS+. Oxidovana
forma je barevnou substanci, jejiz koncentraci miizeme zméfit spektrofotometrem (Agarwal
et al. 2017). Antioxidanty plazmy naopak tuto reakci brzdi. Timto zpisobem je mozné odedist
koncentrace antioxidantii v plazmé. Ackoliv se jedna o rychlou kolorimetrickou metodu,
Vv klinické praxi se standartné¢ nevyuziva hlavné kviili nemoznosti analyzy enzymatickych
antioxidant (Agarwal et al. 2006).

3.6.1.4 Diagnostika poruch DNA

Vysetfeni integrity DNA spermie je dualezité¢ pro zajisténi spravného vyvoje zygoty
po splynuti obou gamet (Rodriguez-Martinez 2003). Mutace DNA nemusi byt vyvolany pouze
vysokou koncentraci ROS, nicméné se Vv praxi také vyuzivaji pro hodnoceni oxida¢niho stresu
spermii. Nejcastéji vyuzivanymi metodami jsou hodnoceni stuktury chromatinu u spermii
(sperm chromatine structure assay — SCSA) a hodnoceni dle mnozstvi fluorescencné
oznacenych volnych konct DNA (terminal deoxynucleotidyl tranferase dUTP nick end
labeling-TUNEL) (Rybat et al. 2004). Oba testy jsou vyhodnocovany pomoci pritokové
cytometrie, ale metoda TUNEL je vice standardizovana z hlediska vyuziti v riznych
laboratotich (Evenson & Wixon 2005). K tomu pfispiva i fakt, ze TUNEL testovani je mozné
provadét také za pomoci fluorescenéni mikroskopie (Agarwal et al. 2018).

SCSA je metoda, ktera méti poskozeni v DNA struktufe nepfimo pies nachylnost DNA
k denaturaci, vyvolané kyselinou v laboratornich podminkach. Naslednym obarvenim
fluorescenéni akridinovou oranzi a vyhodnocenim vystupniho bodového diagramu je mozné
urcit pomér bunék s denaturovanou DNA ve vzorku (Bungum et al. 2011).

Metoda TUNEL vyuziva enzymu terminalni deoxynukleotidyl transferazy, ktera pfipoji
fluorescenéné znacené nukleotidy k volnym 3’-OH konctim DNA vldken. Cim vice zlomi
se ve vzorku nachazi, tim vyssi je tedy intenzita signalu (Bungum et al. 2011).

Pomoci SCSA 1 TUNEL je mozné analyzovat zlomy jednoho i obou vlaken
dvousroubovice DNA. Tyto metody vsak neslouzi k ur€eni patologii, kterymi bylo tohoto
poskozeni dosazeno (Agarwal et al. 2018). V piipad¢ stanovovani hodnot ROS je tedy potieba
vyuzit k témto testim také nékterou z metod ptimého stanoveni ROS ve vzorku.

3.6.1.5 Stanoveni integrity akrosomalni membrany

Volné radikaly mohou narusit strukturu akrosomalni membrany a vést k predcasné
akrosomalni reakci. Analyza integrity akrosomalni membrany se provadi pomoci pritokoveé
cytometrie, jejiz princip bude vysvétlen v nasledujici kapitole. K hodnoceni se vyuziva
rostlinnych lektint Pisum sativum lektinu (PSA) a Arachis hypogaea agglutininu (PNA),
znacenych fluorescencnim markerem FITC. PNA lektin se vaZe na vnéjs$i pdl akrosomalni
membrany a pomoci jeho analyzy je mozné urcit, zda jiz prob&hla akrosomalni reakce (Cross
et al.1986). PSA se pravdépodobné castéji nespecificky vaze na dals§i bunééné struktury. Proto
je nutné pod fluorescen¢nim mikroskopem odlisit kompartmenty spermii, které emituji svételny
signal (Graham 2001).

Pomérné nové se modifikovany PNA lektin vyuziva v kombinaci s fluorescenénimi
markery pro znaceni DNA bunék a integrity plazmatické membrany spermie. Diky tomu
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je v ramci jedné analyzy mozné uréit pouze zivé spermie s nenarusenym akrosomem (Hossain
etal. 2011).

3.6.2 Primé metody stanoveni ROS v ejakulitu

Diky piimym metodam stanoveni ROS v ejakulatu jsme schopni identifikovat koncentraci
samotnych oxidantd v ejakulatu. Na rozdil od neptimych metod tedy nemusime stanovovat
miru poskozeni bunék pomoci vedlejsich produktii oxidativnich reakci (Agarwal et al. 2017).

3.6.2.1 Chemiluminiscence

Me¢teni ROS pomoci chemiluminiscence vyuziva schopnosti chemickych latek luminolu,
lucigeninu nebo dichlorfluororesceinu (DCF) vyzafit v excitovaném stavu piebyte¢nou energii
ve form¢ fotonti. Tento signal je nasledné pieveden na elektricky signdl a je méfen pomoci
luminometru jako pocet vyzarenych foton za minutu (Aitken et al. 2004).

Luminol pii oxygenac¢ni reakci uvnitt buiiky v excitovaném stavu vyzatuje zelené svétlo.
JelikozZ je tato reakce v buiice zprostiedkovand peroxidazami, miizeme detekovat oxidacni stres
bunck v laboratornich podminkach pravé inkubaci spermii s peroxidem vodiku. Lucigenin
je naopak oxidovan v extracelularnim prostoru pomoci superoxidovych aniont (Aitken &
Clarskson 1988).

Meéfeni pomoci chemiluminiscence vsak je diky technologickému pokroku zastaralé. Ma
pomérné vysokou senzitivitu i specifitu, kdyz odhlédneme od moznosti kontaminace vzorku
semennou plazmou nebo leukocyty. Technika je vSak poméné draha a vyzaduje kK hodnoceni
velké mnozstvi vzorku (Aitken et al. 2004).

Méfeni intraceluldrnich ROS v Zivych spermiich je zna¢né€ presnéjsi pii vyuziti derivati
DCF a hodnoceni pomoci pratokové cytometrie (Rodrigues 2015). Technika pratokové
cytometrie je tak zakladem pro analyzu ROS pomoci pfimych metod.

3.6.2.2 Pratokova cytometrie

Metodicka ¢ast diplomové prace byla vénovana praveé hodnoceni ROS v ejakulatu pomoci
pritokové cytometrie. Diky této metod€ je mozné urcit velké mnozstvi parametrii bunck
za jednotky minut. Hodnoceni miry fluorescence tak slouzi naptiklad k méfeni velikosti i tvaru
bungk, intracelularniho pH i redoxniho potencialu a ve svém disledku také viability Spermii.
Diky hodnoceni zrnitosti bunék jsou identifikovany také vnitrobunééné komponetnty od DNA
ptes proteiny, lipidy, mnozstvi vnitrobunéénych iontd vapniku i povrchovych receptort
a antigentl bun¢k (Rieseberg et al. 2001). Ackoliv je prutokova cytometrie vysoce efektivni
pfi hodnoceni velkého mnoZzstvi bunéénych parametra v kratkém Case, pofizovaci cena pfistroje
neumoziuje toto testovani vyuzivat bézné v klinické praxi. Zjisténé hodnoty také mohou byt
zkreslovany chybami pii ptipraveé vzorku a §patnou obsluhou cytometru (Agarwal & Deepinder
2009).

Fluorescen¢ni cytometr funguje na principu tfech dil¢ich systémi, jak mizeme vidét
na obrazku niZe. Prutokovy systém je sestaven tak, aby vzdy byla analyzovana pouze burika,
ktera je v danou chvili osvicena laserem. Jedna se o takzvanou hydrodynamickou fokusaci
vzorku. T¢é je dosazeno naplnénim kapilary vedouci do prutokové komory solnym roztokem,
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ktery proudi rychleji nez testovana tekutina. PO nasati vzorku z testaéni zkumavky prochazi
vzorek testaéni komorou prave tak rychle, aby byla vzdy osvétlena pouze jedina buika vzorku.
Timto zpisobem lze dosahnou zhodnoceni az 10 000 bun¢k za sekundu (Hossain et al. 2011).
Prochéazejici builkky jsou vtomto zafizeni snimany CCD kamerami misto klasickych
fotodetektord. Mame tedy k dispozici také fotodokumentaci prochazejicich bunék
(Martinez-Pastor at al. 2010).

Opticky systém se sklada z laseru a optiky slouzici k zachyceni excitovanych elektronti
ve form¢ barev. Na obrazku 4. vidime zjednoduSeny model této techniky. Ve skute¢nosti jsou
V pristroji instalovany jesté sady Cocek, které pomoci odrazu svétla poméhaji pii zaméteni
laserového paprsku do pratokové komory, i pii smérovani odrazenych paprski dale k optickym
zrcadlim (Rowley 2012). Z obrazku je ziejmé, ze opticka zrcadla slouzi k odrazu svétla urcité
vinové délky k optickym detektorim. Spole¢né s optickymi filtry pro rizné vinové délky tak
zrcadla zajist'uji, ze ke kazdému detektoru bude odraZzena pouze mala ¢ast vinového spektra,
na obrazku symbolizovadna riznymi barvami. Aby byl svételny signdl dostate¢ny pro zachyceni
elektronickym systémem, jsou na zacatku optickych drah instalovany multiplikacni systémy,
které slouzi k zesileni svételnych stimult (Rieseberg et al. 2001).

Fluidic System

Optic System -
= ~ |
% 5

AANGD

Laser(s)

Electronics

Obrazek 4: ZjednodusSeny pohled na funkéni systémy fluorescenéniho cytometru
Zdroj: Rowley T. 2012

Diky elektrickému systému jsou nasledné zesilené svételné signaly pievedeny
na elektricky proud, ktery vytvoii napétovy pulz. Tento pulz dosahuje svého maxima ve chvili,
kdy bunka prochazi stfedem laserového paprsku a dochazi tedy kodrazu nejsirsi Skaly
svételnych paprskil. Nasledn€ jsou zmény napéti v Case prevedeny na digitalni signal, ktery
je prepsan do graft, slouzicich jako vystupy pro hodnoceni experimentu (Davey et al. 1999).

Na obrazku vyse je patrné, ze svétlo je ze vzorku odrazeno piimo ve formé jednoho
svételného paprsku a do strany, kde je diky filtrim rozkladano na rizné vinové délky. Sila
odrazu piimého paprsku (forward scatter — FSC) nam urcuje velikost bunky, ktera prochazi
pod laserem. Naopak odraz paprsku bo¢niho (side scatter — SSC) a intenzity jednotlivych
vlnovych délek slouzi k uréovani vnitrobunéénych parametri, jako je granularita cytoplasmy,
tvar jadra a sloZeni membran bun¢k (Rieseberg et al. 2001).
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Na obrazku 5. je vyobrazen vystup analyzy, ktery nam umozni vyhodnotit pocet bun¢k
pozadovanych rozmérl a granularity vzorku. Tato analyza nam pii hodnoceni ejakulatu
umoznuje eliminovat chyby v testovani tim, Zze vybereme k dalSimu hodnoceni pouze bunky
odpovidajici svo velikosti spermiim (Evenson & Melamed 1983). Nehodnotime tedy necistoty,
které se do vzorku mohly dostat i pti zpracovani a odpada nam také potieba slozité¢ho barveni
bilych krvinek v ejakulatu. V opera¢nim systému cytometru je mozné ohraniéit Si pouze urcitou
populaci z grafu nize (McKinnon 2018).
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Obrazek 5: Diagram pro analyzu velikosti a granularity bunék
Zdroj: Rowley (2012)

Vybranou populaci nasledné vyhodnocujeme z hlediska plochy, vysky a Sifky napétovych
impulzl jednotlivych bunék. Timto zpisobem jsme schopni populaci spermii ocistit naptiklad
o aglutinované spermie. Pfi registraci dvou neoddélenych pulzl, pomoci navratu kiivky grafu
k nulovému napéti nebo vys$simu pulzu, prochazi pod laserem vice bunék najednou. Tyto buiky
jsou na bodovém grafu posunuté od populace bun¢k dle hodnot, které zvolime na osu X a Y
(Martinez-Pastor et al. 2010). Singlety jsme tedy schopni odlisit naptiklad z grafu, kde si
na osu X zvolime hodnotu plochy napétového pulzu z FSC a na osu Y vysku napét'ového pulzu
z FSC. Pro dalsi analyzu je nasledné zvolena populace samostatnych bunék (Rowley 2012).
Na téchto bunkach jsou provadény dalsi analyzy, zaloZené na hodnoceni fluorescence bunék.

3.6.2.3 Fluorescencni sondy

Fluorescence je jev, pii némz jsou latky schopné dostat se do excitovaného stavu diky
pfijmu energie napiiklad ozafenim nebo piijmutim volnych elektronti. Nasledné piebytecnou
energii vydavaji ve formé fotont a tim se dostavaji zpét do zakladni energetické hladiny. Takto
mohou byt tyto latky stimulovany opakované do doby, nez dojde k naruseni jejich struktury
(Evenson & Melamed 1983).

Z definice fluorescence vyplyva, ze pii zvySeni koncentrace ROS v okoli sond dojde
k zesileni signalu téchto latek po ozafenim laserem Vv cytometru. Vyrobci sond vzdy definuji
rozsah vinovych délek, ve kterych jsou markery excitovany a ve kterych emituji prebytecnou
energii. Diky témto informacim je mozné nastavit cytometr pro detekci signalu spravnych
vlnovych délek (Zhang et al. 2018).
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Fluorescencni markery jsou nezbytné pro rychlé a pfesné hodnoceni tisici spermii
ve vzorku pomoci prutokové cytometrie (Hossain et al. 2011). Pro vyzkum kvality ejakulatu
se vyuziva fada fluorescencnich sond detekujicich stav akrosomu, kapacitacni status spermit,
mitochondrialni aktivitu buné€k, stav chromatinu, apoptotické zmény bunék i oxidativni stres
bunék. V ramci jednoho testu jsme tedy oproti vySe popsanym nepiimym metodam schopni
ziskat komplexni hodnoceni odebraného spermatu zjediného vzorku (Martinez-Pastor
et al. 2010).

V metodické casti prace budeme vyuzivat dvé sondy pro hodnoceni oxidac¢niho stresu
bunék. Jedna se 0 2,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetat (H.2DCFDA) a CellIROX Deep Red.

3.6.2.3.1 HDCFDA

H2DCFDA patii k nejstar§im a nejvice pouzivanym sondam pro hodnoceni produkce ROS
v buiikdch. Sonda H,DCFDA se vyuziva k intraceluldrnimu méfeni koncentrace ROS. Marker
se po inkubaci se spermiemi dostava skrz membranu do bun¢k a pomoci esteraz se navaze na
acetatové konce membranovych fosfolipidd. Po navdzani na membranu vznika
dichlorodihydrofluorescein (H2DCF). V piitomnosti hydrogen peroxidu v buice je H.DCF
oxidovan pomoci peroxidaz na fluorescen¢ni 2',7'-dichlorofluorescein (DCF) (Langoni
et al. 2017). Ac¢koliv neni citlivy na pfitomnost superoxidl v buiice, mize je detekovat nepiimo.
Kyslikové radikaly zapocnou v buiice déje, vedouci ke vzniku peroxidii a peroxylovych
radikald, které vedou k oxidaci meziproduktu H2DCF na fluorescen¢ni DCF. Ty vyzatuji zelené
fluorescencni svétlo. Dle intenzity svételného signalu jsou vzorky vyhodnoceny pomoci
fluorescenéni pritokové cytometrie nebo fluorescenéni mikroskopie. Maximalni excitaéni
vinova délka HoDCFDA je 494 nm a jeho emita¢ni maximum je 512 nm (Martinez-Pastor
et al. 2010). Barva musi byt skladovéna v -5 °C az - 20 °C. Kromé¢ teploty je také tieba
Ji skladovat ve tmé. Na rozdil od CellROX neni tato barva fixovatelna, proto je nutné testy
provést ihned po ptipraveé vzorku.

3.6.2.3.2 CellROX Deep Red

Jelikoz se fluorescen¢ni sonda CellROX Deep Red zacala vyrabét pred nekolika lety,
nebyla zatim pouzita ve veétsi mnozstvi studii detekce ROS na spermiich zvitat. Ze ziskanych
dat vSak zatim vypada, jako spolehlivy marker oxida¢niho stresu. Celeghini et al. (2019)
potvrdila, ze vyssi hladiny ROS byly pomoci tohoto markeru zjistény u malo plodnych byki.
Velkou vyhodou této metody je také moznost analyzovat vzorky kromé pritokové cytometrie
také fluorescen¢ni mikroskopii nebo spektrofotometrii (Rodrigues 2015)

CellROX v redukovaném stavu vykazuje nulovou nebo pouze velice nizkou miru
fluorescence. Barva po inkubaci s buiikami pronika pfes membranu a zistava v cytoplazmé.
Ve chvili, kdy dojde k oxidaci produktu, stava se siln¢ fluorescencnim. Excitacni maximum
této sondy je 644 nm a emisni maximum je 665 nm. Sonda detekuje soucasné superoxidové
1 hydroxylové radikaly, které ¢asto mohou za poskozeni membran bun€k i DNA, a tim padem
i za snizenou schopnost oplozeni spermii (Celeghini et al. 2019). Superoxidové radikaly jsou
produkovany hlavné mitochondriemi. CellROX vSak vykazuje vétsi citlivost k hydroxylovym
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radikalim, které vznikaji v cytoplazmé bunck reakci superoxidil a peroxidi vodiku (Rodriguez
2015).

Aby nedoslo k vycerpani fluorescen¢niho potencialu sondy, musi vzorky co nejméné piijit
do kontaktu se svétlem. CellROX je vSak fixovatelny pomoci paraformaldehydu, diky cemuz
je zvySena vypovidajici hodnota vysledkid i po Casové prodlevé. Musi vSak byt skladovan
Vv — 20 °C. Analyzu miry oxida¢niho stresu mizeme provadét spolecné s testovanim viability
bunék. Dobré vysledky maji jak vzorky, které vykazuji vy$$i koncentraci ROS in vivo,
tak 1 vzorky, u nichz byl oxidativni stres navozen v laboratofi napiiklad pomoci tert-butyl
hydoperoxidu (TBHP). Ten katalyzuje reakci peroxidu vodiku s kationtem kovu za vzniku
hydroxylovych radikalti (Lanconi et al. 2017).
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4 Material a metody

V experimentu byly vyuzity vzorky bycich, kancich i lidskych spermii. Odbér byc¢iho
ejakulatu byl proveden v insemina¢nim centru byka ISB Zasmuky CRV (Kolin, CR). Huménni
vzorky byly ziskany na zakladé spoluprace s IVF klinikou. Odbéry kanc¢iho ejakulatu byly
zajistény V chovu piestickych Cernostrakatych prasat ve Vyzkumném ustavu zivocisné vyroby
v Kostelci nad Orlici (VUZV v.v.i., Kostelec nad Orlici, CR).

Pro hodnoceni koncentrace a motility spermii ve vzorku byl vyuzit systém pocitacem
fizené analyzy spermii (computer assisted sperm analyzer — CASA , ISAS Proiser). Pro pilotni
experimenty scilem vybéru spravnych koncentraci fluorescencénich sond bylo pouzito
hodnoceni vzorkl pod fluorescenénim mikroskopem. Hodnoceni efektu dextranu v mrazicim
médiu nasledn¢é bylo provadéno na experimentalné vyrobenych ID spermii kancli v ramci
projektu TACR.

4.1.1 Pouzité reagencie a chemikalie

V experimentu byl k promyvani vzorku pouzit 1X koncentrovany fosfatem pufrovany
fyziologicky roztok PBS o koncentracich 10 mM PO4 %, 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI
(BP66110, Thermo Fisher Scientific, USA), a také 1x koncentrovany molarni roztok PBS
s polyvinilalkoholem 0,1 % (PVA) (9002-89-5, Thermo Fisher Scientific, USA). Vzorek
pozitivni kontroly byl inkubovan s roztokem 250 puM Tert-butyl-hydroperoxidu (TBHP)
(158127, Sigma-Aldrich, Némecko). Jako markery pro hodnoceni ROS byly zvoleny 2.5 mM
roztok CellROX Deep Red v dimethylsulfoxidu (DMSQ) (C10422, Thermo Fisher Scientific,
USA) a H.DCFDA (D399, Thermo Fisher Scientific, USA). K fixaci vzorki znac¢enych pomoci
CellROX Deep Red byl pouzit 2% paraformaldehyd (PFA) natedény ze 4% PFA (158127,
Sigma-Aldrich, Némecko). K vizualizaci jader bunék byl pouzit
4',6-diamidin-2-fenylindol  spole¢n¢ sbarvou VECTASHIELD (H-1200-10, Vector
laboratories, USA). Pro ziskéani dat o viabilit¢ bunék se pouzilo fluorochromu Zombie Ultra
Violet dye (Zombie UV™ Fixable Viability Dye, 423108, Biolegend, USA).

4.1.2 VzorKky spermii vyuZité v experimentu a jejich priprava

V experimentu byly vyuzity vzorky by¢ich a lidskych spermii, kryokonzervované v mrazicim
médiu obsahujicim glycerol, a kanc¢i spermie, na kterych byl testovan pozitivni efekt média
obohaceného o dextran na parametry spermii po rozmrazeni.

Vzorky byc¢ich spermii byly kryokonzervovany standardni metodou zavedenou na ISB.
Minimaélni koncentrace spermii v erstvych vzorcich byla po odbéru 0,7 x 10%ml a podil
motilnich spermii ve vzorku pfesahoval 70 %. Davky byly nasledné nafedény
kryokonzervaénim médiem Andromed (Minitiibe) na koncentraci 120 x 10° spermii ve vzorku.
Takto pfipravena suspenze byla plnéna do pejet o objemu 0,25 ml. Nasledné byly pejety
ekvilibrovany po 2 hodiny v 5 °C. Samotna kryokonzervace davek byla zajisténa pocitacovym
systtmem DigitCool® (IMV Technologies, L’Aigle, France). Pejety byly ihned
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po kryokonzervaci ulozeny do tekutého dusiku a jejich analyza probihala nejdfive po osmi
dnech (Simonik et al. 2019).

Vzorky huménnich spermii byly kryokonzervovany pomoci ptipravku CryoSperm™
(11010010, Cooper Surgical, Dansko), které se do koncentrovaného vzorku spermii piidavalo
po kapkach a zahiaté na pokojovou teplotu. Po kazdém nafedéni byl vzorek promichan. Tento
postup byl opakovan, dokud vzorek nebyl nafedén v poméru 1:1. Smés se nasledné nechala
inkubovat v pokojové teploté po dobu 10 minut a po této dobé byla plnéna do vialek o objemu
5 ml. Ty byly vlozeny do duté trubice ponofené v tekutém dusiku a po dobu 30 minut
inkubovany v rovni pod hladinou tekutého dusiku. Nakonec byly zkumavky ponoifeny
do tekutého dusiku (CryoSperm ORIGIO, 2020).

Analyza modifikaci kryokonzervac¢nich médii byla provedena na kanéich spermiich
ptestického Cernostrakatého plemene. Po odbéru byla pomoci centrifugace odstranéna semenna
plazma a ejakulat byl nafedén v médiu Androhep (fedidlo na kané¢i semeno, 0547c, Selko Praha
s.r.o., CR) a inkubovan po dobu 18-20 hodin pfi teploté 17°C. Po odmyti média pomoci
centrifugace 300 x g po dobu 10 minut byly vzorky nafedény kryokonzervaénim médiem
obsahujicim 20 g fuktozy, 0,352 g hydrogenuhli¢itanu sodného, 0,035 g L-cysteinu, 80 ml
plazmy vaje¢ného Zloutku, 3 976 g detergentu Equex STM, antibiotika Penicilin,
Spectinomycin, Streptomycin a 272 ml purifikované MilliQ vody. Toto kryokonzervacni
médium bylo modifikovano dle experimentalniho schématu. Ptipravena suspenze poté byla
plnéna do pejet o objemu 0,5 mL (006926, IMV Technologies, Francie) a ekvilibrovana
po dobu 2 hodin ve 4 °C. Nasledn¢ byly vzorky 20 minut horizontalné krykonzervovany
v parach tekutého dusiku 4 cm nad jeho hladinou v upraveném polystyrenovém boxu, ktery byl
pfedem vytemperovan.

Na téchto davkach byl hodnocen efekt dextranu v mrazicim médiu na viabilitu a zmirnéni
oxidac¢niho stresu rozmrazenych davek spermii. Analyzovany byly vzorky pochézejici od Sesti
kanct prestického Cernostrakatého plemene. Prvni sada Sesti ID byla pied ulozenim do tekutého
dusiku inkubovana v mrazicim médiu, obsahujicim kryoprotektant 3% glycerol. Druha skupina
vzorki byla kryokonzervovana ve 2% glycerolu s pfidavkem 1% 20 kDa dextranu. V ramci této
skupiny bylo hodnoceno 16 pejet. Referenéni vzorky, i vzorky s modifikovanym
kryoprotektantem Vv mrazicim médiu, byly testovany pro kazdého odebraného samce
a pfi inkubaci s obéma fluorescencnimi sondami pro hodnoceni ROS.
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4.1.3 Priprava a zpracovani vzorki

Pro zjednoduSeni je na obrazku 6. vyobrazena posloupnost jednotlivych kroku
experimentu. Protokol pro piipravu vzorku ke hodnoceni pratokovym cytometrem je ptilozen
V samostatné piiloze 1.

Design experimentu

CellROX H,DCFDA ‘_—l Fluorescenéni

2% glycerol wzarky varky cytometrie
- (fixované) (nefixované) . i P
3% glyceroll 194 20kDa ‘ |
dextran h ‘ |

N - Al

Rozmrazeni a I ! Barveni (stejny —_— .

promyti X &as plipravy A Analyza

I Y ] v;m!ku"; ; markeni pro mrazicich
' detekei ROS médii

kb

Analyza koncentraci
markerii pro barveni
—— | ROS

Fluorescenc¢ni
mikroskopie

Aunalyza CASA : I

Obrazek 6: Design experimentu

Vzorky spermii byku a kanci v pejetach byly po vyjmuti z mraziciho kontejneru
rozmrazeny inkubaci ve vodni 14zni o teploté 37 °C po dobu 30 sekund. ID lidkych spermii
byly zmrazeny ve vétsich objemech. K jejich rozmrazeni byl vyuzit inkubator, ve kterém
se vzorky nechaly ve 37 °C po dobu 10 minut. Po rozmrazeni byly vzorky centrifugovany
pii pokojové teploté na 300 x g po dobu 5 minut. Nasledné byly vzorky nafedény PBS o teploté
37 °C. Tento oplach byl dvakrat opakovan. Po odsani supernatantu po druhém stoceni byl
ze vzorku koncentrovanych spermii odebran alikvot, ze kterého byla zjisténa koncentrace
amotilita spermii. Nasledné byly vzorky, dle ziskanych hodnot z CASA, nafedény pomoci PBS
na vyslednou koncentraci 5 x 10°az 10 x 10° spermii/mL.

Takto vytvofeny kontrolni vzorek negativni kontroly byl vyuzit k analyze, jako referen¢ni
hodnota k sondami zna¢enym vzorkiim pro ptipad, ze by doslo k jejich znecisténi. Také bylo
timto zpuisobem vyfiltrovano zafeni zptisobené autofluorescenci, ktera vznika ptirozenym
vyzafovanim svétla nékterych bunéénych struktur (Martinez-Pastor et al. 2010). U piipravy
pozitivni kontroly byly po promyti a stoceni vzorka spermie nafedény 200 ul 250 uM TBHP.
Ten je stabilnéjsi, nez napiiklad peroxid vodiku (Fatemi et al. 2012; Celeghini et al. 2019).
Takto ptfipraveny vzorek byl inkubovan ve 37 °C po dobu 10 minut. U pozitivni kontroly byl
predpokladan vysoky oxidacni stres spermii. Zkumavky nasledné byly opét dvakrat
centrifugovany a dvakrat fedény PBS do 500 pl, aby byl vzorek ocistén od zbytkt TBHP.
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Nasledné byly vSechny vzorky inkubovany s fluorescenénimi probami. Pro piipravu
vzorkl ke svételné mikroskopii znacenim pomoci HoDCFDA byly testovany roztoky suspenze
PBS a spermii o rizné koncentraci barevného markeru (1 uM, 5 uM, 20 uM, 100 uM, 200 uM
a 700 uM). Podobné¢ byly testovany také vzorky znacené sondou CellROX (1 uM, 2 uM, 4 uM,
5 uM, 10 uM, 20 uM a 50 pM). Pii nasledné analyze na pratokovém cytometru
se po vyhodnoceni analyze vysledkt z mikroskopu pracovalo jiz pouze z Koncentracemi 5 uM,
10 uM, 20 uM a konec¢na analyza efektu dextranu v mrazicim médiu byla testovana na vzorcich
5 uM roztokt pro ob¢ fluorescencni sondy.

Pii hodnoceni pratokovym cytometrem byla spolecné s témito markery inkubovana
100x nafedéna Zombie UV dye, ktera je diky své afinité k DNA schopna penetrovat do bunék.
Déje se tak ale pouze pfi naruSeni jejich plazmatické membrany. Obarvené bunky tedy diky
ztraté integrity membrany byly povazovany za mrtvé spermie (Warnes 2016). Pro pfipravu
vzorkti 0 500 pl a 5 uM koncentraci barevnych sond ve vzorku byly ptipraveny roztoky:

448.5 ul vzorku s PBS + 2,5 ul H2DCFDA + 49 ul Zombie UV dye
450 ul vzorku s PBS + 1 pl CellROX + 49 pl Zombie UV dye

Inkubace vzorkti s H-DCFDA pro pozorovani mikroskopem nasledné trvala 15 minut
pii pokojové teploté a bez ptistupu svétla. Vzorky H,DCFDA se Zombie dye a vzorky
CellROXu, vyuzité k pratokové cytometrii, se pii pokojové teploté bez pristupu svétla nechaly
inkubovat po dobu 30 minut. Nasledné byly zkumavky opét dvakrat centrifugovany a dvakrat
promyty. Po odstranéni supernatantu byly vzorky obsahujici CellROX fixovany pomoci 200 pl
2% PFA. Suspenze se opét nechala inkubovat pii pokojové teploté a bez ptistupu svétla po dobu
15 minut. Po uplynuti doby pro fixaci byl paraformaldehyd ze vzorku odmyt opét
dvounasobnym stoenim a dvounasobnym promytim. Fixované vzorky byly promyvany
roztokem PBS/PVA, diky kterému bylo zabranéno slepovani bunék po fixaci.

4.1.4 Analyza vzorki fluorescenénim mikroskopem

Pro hodnoceni fluorescenénim mikroskopem bylo na podlozni sklicko pfipraveno 9 pl
vzorku a 3 pl roztoku DAPI a VECTASHIELD. DAPI je fluorescenéni barva s excitaci UV
svétla do hodnoty 358 nm a emisnim maximem 461 nm. Je schopnd proniknout bun&cnou
membranou a vaze se na DNA v oblasti s vice AT pary. DAPI byla fixovana pomoci PFA, nebo
v nefixovatelnych vzorcich aplikovana spole¢né s barvou VECTASHIELD, ktera zabranuje
masivnimu vysvécovani této sondy ve vzorku (Warnes 2016).

Po pfidani téchto prob se vzorek piikryl krycim sklickem a zafixoval bezbarvym lakem
po okrajich kryciho sklicka. Takto pfipravené vzorky nasledné byly hodnoceny
pod fluorescencnim mikroskopem.

Nejprve se pod svételnym mikroskopem zaméfila vrstva spermii pod desetinasobnym
zvétsenim. Nasledné se uzaviela clona pro svétlo a vzorek byl sledovan pies filtr UV-2A. Tento
filtr ma excita¢ni vinové délky mezi 330-380 nm a emisni vinovou délku v rozmezi 400-420
nm. Diky barvé DAPI byly na tomto filtru pozorovany modfe znac¢ené hlavicky spermii.
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Nasledné byly sledovany pouze spermie zna¢ené HoDCFDA s patologickou produkci
ROS pres filtr propoustéjici zelené vinové délky svétla B-2A s excitaénimi vinovymi délkami
v rozmezi 450-490 nm a emisni vinovou délkou Vv rozmezi 500-515 nm. Na filtr ¢ervené¢ho
svétla CY-5 s excita¢ni vinovou délkou v rozmezi 450-490 nm a emisni vlnovou délkou mezi

672-712 nm, byly snimany ve dvacetinasobném az Sedesatinasobném zvétSeni vzorky znacené
pomoci CellROX Deep Red. Vzorek musel byt analyzovan pomoci PC programu, jelikoz
mikroskop nebyl schopen promitnout snimanou oblast do okularu. Ke snimani vzorku byla
vyuzita zavérka 70 ms v programu NIS-Elements AR, ktery umi skladat obraz zaznamenany
pod filtrem UV-2A a pod filtrem CY-5. Na obrazku 7. vlevo vidime vystup z mikroskopu,
kdy byla patrna vSechna modic obarvena jadra bunék a zaroven Cervené a zelené znacené
spermie pod oxidacnim stresem.

Obrazek 7: Vystupni fotografie z méfeni fluorescenénim mikroskopem
Vlevo:barveno CellROX Deep Red (emita¢ni maximum 665 nm) 20 uM + DAPI (emita¢ni
maximum 455 nm), zvétSeni 60x —DAPI znaci vSechny hlavicky spermii. Spermie na
obrazku pod oxida¢nim stresem maji pomoci CellROX ¢ervené znacené ocasky. Vyssi
intenzita signalu znaci spermie s vétsi zatézi ROS.

Vpravo: barveno H.DCFDA (emitaéni maximum 512 nm) 200 uM + DAPI, zvétSeni 60 X;
Na obrazku je vidét nezrala spermie s odlucujici se cytoplazmatickou kapkou na ocasku se
zatézi ROS. H.DCFDA zeleng barvi celou hlavicku i ocasek spermie.

Dle vysledkt z mikroskopu bylo vyhodnoceno, ze idealni koncentrace obou barev
pro znaceni vzorku jsou 5 uM, 10 uM, 20 uM a maximalné 50 uM. Ve vyssich koncentracich
barviva byl zachycen pfili$ intenzivni signal pozadi vzorku, jak vidime na obrazku 7. vpravo
u vzorku barveného 200 uM H2DCFDA. Zaroven je z obrazku 7. patrna selektivita markert pro
znaceni pouze bun¢k podléhajicich oxida¢nimu stresu. Na pritokovém cytometru jsou buiky
vzdy osviceny ve velmi kratkém cCase, proto bylo potieba ovérit mechanismus znaceni pomoci
sond na fluorescen¢nim mikroskopu.
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4.1.5 Analyza vzorki pritokovou cytometrii

Vzorky pro prutokovou cytometrii byly nachystané dle kapitoly 4.1.2. Z kazdého
vzorku bylo odebrano 200 ul suspenze. Roztok byl cytometrem nasavan do doby, nez bylo
analyzovano 30 x 10° objektii ve vzorku.

Analyza vzorkl byla provadéna pomoci pritokového cytometru BD LSR Fortessa™
(BD Biosciences, USA). V DIVA softwaru bylo pied méfenim provedeno standardni nastaveni
cytometru. Mimo meéfeni parametri FSC a SSC se nastavila také analyza kanalem pro
Fluoresceinisothiokyanat (FIT-C) s excitanim vInovou délkou 494 nm pro analyzu
H,DCFDA, kanalem Pacific Blue s excita¢ni vinovou délkou 410 nm a emisni vlnovou délkou
455 nm pro hodnoceni barvy Zombie dye a Allophycocyaninovym kanalem (APC) s excitacni
vlnovou délkou 630 nm a emisni vlnovou délkou 661 nm pro hodnoceni vzorkti znacenych
sondou CellROX.

Nasledné byla namérenda data vyhodnocena ve FlowJo (FlowJo LLC, USA)
a exportovana K dal§imu hodnoceni. Exportované tabulky obsahovaly data o poctech
analyzovanych spermii a procentualnim zastoupeni spermii V jednotlivych kvadrantech, dle
hodnoceni signdlu jednotlivych sond. Z téchto dat byly programem vytvofené histogramy
I bodové grafy, diky kterym bylo zjednoduseno hodnoceni vysledkd.

4.1.6 Statisticka analyza

Statisticka analyza dat byla vypracovana v programu STATISTICA 12 CZ (StatSoft
CR s.r.0.). Pro oba markery byla vypoctena jednofaktorova ANOVA, kdy ttidicim faktorem
bylo vyuzité mrazici médium a zavislymi faktory procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych
kvadrantech dle viability bun¢k a jejich zatéze ROS. Jako statisticky vyznamné byly brany
rozdily v datech, kdy P < 0,05.
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5 Vysledky

Samotnému hodnoceni vzorki pomoci priitokové cytometrie predchazelo po rozmrazeni
ptislusnych vzorkli hodnoceni motility spermii pomoci CASA. Data ziskana o koncentraci
inseminaénich  davek  slouzila k vytvofeni vzorki o podobné  koncentraci
(1 — 10 x 10° bunék/mL) pro nasledujici analyzu. Nasledné byly ziskané hodnoty motility
spermii vyuzity K hodnoceni kvality vzorkd po rozmrazeni.

Po zpracovani vzorkiu vySe popsanou metodikou byla pomoci prutokového cytometru
provedena simultanni analyza viability a zatéze ROS u spermii. Takto ziskana data byla vyuzita
K hodnoceni rozdili ve vyuziti fluorescenénich markerd i rozdilt v médiich modifikovanych
dle experimentalniho designu.

5.1 Hodnoceni CASA

V tabulce nize jsou shrnuta data, ziskana z méfeni jednotlivych vzorki po jejich
rozmrazeni a odmyti mrazicich médii.

Tabulka 1: Vysledky hodnoceni motility spermii

Druh Jedinec Redidlo Progresivni moftilita| Celkova motilita
3% glycerol 2% 3%
L. %4 X %
2% glycerol+ 1% 20 kDa 0% 4%
dextran
3% glycerol 0% 7%
2. 2% glycerol+ 1% 20 kDa
0% 2%
dextran
3% glycerol 1% 10%
3. 2% glycerol + 1% 20 kDa 3% 8%
K anec dextran
3% glycerol 1% 2%
4. 2% glycerol+ 1% 20 kDa
0% 0%
dextran
3% glycerol 0% 0%
5. 2% glycerol+ 1% 20 kDa _
0% 0%
dextran
3% glycerol 0% 2%
6. 2% glycerol+ 1% 20 kDa .
0% 0%
dextran

* statisticky signifikantni rozdily mezi v motilité samci na hladiné vyznamnost p = 0,05 jsou v tabulce

vyznaceny indexy
Vzorky spermii kancti dosahovaly obecné velmi nizkych hodnot celkové i progresivni

motility. U kontrolni varianty fedidla s obsahem permeabilnich kryoprotektantd byla
v nékterych ptipadech naméfena vyssi motilita nez u média s dextranem. Mezi naméfenymi
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hodnotami motility vzorkd kryokonzervovanych v obou médiich vSak nebyl zaznamendm
na hladin€ vyznamnosti p 0,05 statisticky vyznamny rozdil.

5.2 Hodnoceni pritokovym cytometrem

Grafickymi vystupy z hodnoceni pratokového cytometru byly cytogramy a histogramy.
Obrazek 8. zobrazuje primarni vystupy obdobné pro vSechny analyzované vzorky.
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Obrazek 8: Dot ploty pro selekci jednotlivych spermii

Vlevo: Cytogram FSC-A/SSC-A zachycuje veskeré objekty, které pii méfeni prosly
cytometrem. Zakreslena brana ohranicuje buiiky, které velikosti odpovidaji spermiim.;
Vpravo: Cytogram FSC-A/FSC-H se zakreslenou branou pro selekci jednotlivych
spermatickych bung¢k.)

Cytogram na obrazku 8. vlevo zobrazuje veskeré objekty, které byly cytometrem
zaznamenany pii prichodu flow cell. Dle velikosti bunék a jejich granularity byla do obrazku
zakreslena oblast, pomoci které byly selektovany burky, velikosti odpovidajici spermiim,
k dal$i analyze. Dle hodnoceni plochy a vysky signalu z pritokového cytometru byly
na cytogramu na obrazku 8. vpravo vybrany pouze samostatné spermie. Tato selekce byla
pocatecnim krokem vSech hodnoceni pritokového cytometru.

5.2.1 Nastaveni metodiky pro by¢i spermie

Referen¢ni vzorky by€ich spermii po rozmrazeni vykazovaly 59 % pohybujicich
se spermii a 33 % spermii s progresivni motilitou.

Pro optimalizaci metodiky hodnoceni vzorkll na pratokovém cytometru bylo dulezité
vyhodnoceni vzorki pozitivni a negativni kontroly. Vzorky pozitivni kontroly byly inkubovany
s TBHP. Ten mél vyvolat vin vitro podminkach oxidacni stres pievazné vétSiny bunek.
Na obrazku 9. vlevo lze pozorovat pozitivni signal stresovanych bun¢k po znaceni bunék
sondou CellROX. Na obrazku 9. vpravo je zobrazen cytogram vzorku spermii, které nebyly
inkubovany s Zddnou fluorescenéni probou.
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Obrazek 9: Vzorky pozitivni a negativni kontroly spermii bykd po barveni
sondou CellROX

Vlevo: Cytogram APC-A/FSC-A zobrazuje pozitivni signal sondy CellROX u vétsiny bunék
ve vzorku. Svislou ¢arou jsou oddéleny butiky bez oxidaéniho stresu.; Vpravo: APC-A/Pacific
Blue-A zobrazuje neobarvené buriky negativni kontroly bez svételného signalu odpovidajiciho
sondami zna¢envm buiikam.

Kde bylo k detekci ROS vyuzito H.DCFDA, byly vysledky pozitivni kontroly provedené
na bycich spermiich podobné, jako pti znac¢eni bunék sondou CellROX. Takto byla ovérena
jejich spravnost. Dle vyhodnoceni pozitivni kontroly spermii kanct vSak vétSina bunék nebyla
zat¢zovana ROS. Porovnani dvou vyhodnoceni pozitivnich kontrol, zna¢enych H.DCFDA
je zobrazeno na grafu obrazku 10.

Pozitivni kontrola - H,DCFDA
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Obriazek 10: Porovnani H.DCFDA barvenych vzorkii pozitivnich kontrol byka
a kance na hladiné vyznamnosti p < 0,05

r w7

Vzorek pozitivni kontroly bycich spermii na obrazku 10. obsahoval dle hodnoceni
pomoci H:DCFDA vice jak 90 % ROS zatézovanych bun¢k. Pozitivni kontrola na referencnich
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vzorcich kanc¢ich spermii vSak vykazovala témét stejné procento ROS nezatizenych bunck
I po inkubaci s TBHP. Jednalo se tedy o signifikantni rozdily mezi vzorky (p < 0,05).

Po vyhodnoceni pozitivni i negativni kontroly byly analyzovany vzorky zna¢ené sondami
pro hodnoceni viability bunék a zatéze ROS. Na obrazku 11. je zobrazen vystupni cytogram
méfeni a histogramy intenzity signalu v jednotlivych kanalech cytometru.
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Obrazek 11: Vystupy analyzy cytometru pro viabilitu a zatéz ROS byc¢ich
spermii

Vlevo: cytogram APC-A/Pacific Blue A; Q1- mrtvé spermie bez zatéze ROS, Q2 — mrtvé
spermie se zat€zi ROS, Q3 — zivé spermie bez zatéze ROS, Q4 — Zivé spermie se zatézi ROS.;
Vpravo: Histogramy intenzity svételného signalu bunék pro viabilitu (Pacific Blue) a zatéz
ROS (APC).

Cytogram na obrazku 11. je pomoci miizky rozdélen na Ctyfi kvadranty. Mrtvé spermie
bez zatéze ROS tvoii 49,5 % jednotlivych spermii vzorku, zatimco zivé spermie se zatézi ROS
24,6 % vzorku. Polovinu vzorku tedy tvofi mrtvé spermie, jejichz signal ma vyssi intenzitu
nez signal zaznamenany od zivych spermii, jak mizeme vidét na histogramu na obrazku 11.
vpravo nahofte. Z histogramu pro zatéz ROS na obrazku 11. vpravo dole je patrné, Ze stresované
spermie tvoii pouze 30 % vSech spermii ve vzorku. Intenzita signalu vétSiny bunck
zde odpovida zatazeni do kvadrantu Q3, kde jsou spermie nezatézované oxida¢nim stresem.

Analyza viability a zatéze ROS bycich spermii byla, s5 uM koncentracemi markert
pro oxidac¢ni stres i sondy Zombie dye, tiikrat opakovana s obdobnymi vysledky.
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5.2.2 Nastaveni metodiky pro humanni spermie

Referen¢ni vzorek rozmrazenych humannich spermii dle hodnoceni CASA vykazoval
59 % pohybujicich se spermii a 30 % spermii s progresivni motilitou.

V ramci metodiky byly opét nejprve vyhodnoceny vzorky negativni a pozitivni kontroly.
Negativni kontrola, fedéna PBS, opét neemitovala signaly o intenzité svétla, ktera by byla
zaznamenana nami vybranymi kanaly. Tento vzorek vsak slouzil k ujisténi, ze jsou skutecné
hodnoceny vzorky spermii. Dle negativni kontroly tvofily jednotlivé spermatické bunky 77 %
vSech objektli v hodnoceném vzorku.

Analyza zatéze ROS a viability lidskych spermii ve vzorku je zobrazena na obrazku 12.

Pacific Blue-4
Pacific Blue-A

10°

0 0
FITC-A APC-A

Obrazek 12: Hodnoceni viability a zatéZe ROS lidskych spermii po barveni
H2DCFDA (vlevo) a CellROX Deep Red (vpravo)

Vlevo: Cytogram FITC-A/Pacific Blue-A zobrazuje populaci mrtvych bunék bez zatizeni
ROS a zivych buné¢k bez i se zatizenim ROS.

Vpravo: Cytogram APC-A/Pacific Blue-A, dle kterého neni rozdéleni bunék do jednotlivych
kvadrantl tak jednoznacné.

Z obou cytogramil na obrazku 12. jsou patrné podobné vysledky z hlediska hodnoceni
viability spermii. V obou piipadech bylo hodnoceno 35 % mrtvych bunék s vyssi intenzitou
signalu pro kanal Pacific Blue. Dle analyzy pfi zna¢eni H2DCFDA vSak bylo vyhodnoceno
46 % spermii zatizenych ROS, z ¢ehoz 45 % tvorily Zivé spermie. Analyza po znaceni CellROX
oproti tomu ukazuje pouze 29 % stresovanych spermii, z ¢ehoz tvoii 22 % zivé spermii.

5.2.3 Nastaveni metodiky pro kanci spermie a jeji aplikace na hodnoceni rozdili v
modifikovanych médiich pro kryokonzervaci

V ramci nastaveni metodiky byly opét nejdiive provedeny negativni i pozitivni kontroly
referenénich vzorkt kancich spermii s glycerolem. VVzorek negativni kontroly vzdy ukazoval,
ze vice jak 70 % hodnocenych objektl ve vzorku je tvofeno jednotlivymi spermiemi. VVzorek
pozitivni kontroly, znaceny sondou CellROX ukézal, ze 93,8 % bun¢k ve vzorku je tvofeno
mrtvymi spermiemi pod zatézi ROS. Z hlediska oxidacni zatéze se tedy shodovala s pozitivnimi
kontrolami na spermiich byku. Pozitivni kontrola H.DCFDA je v porovnani s vysledky byc¢ich
spermii hodnocena na obrazku 10. v kapitole 5.2.1.
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Grafy hodnoceni ROS a viability spermii byly zpracované na zaklad¢ dat procentualniho

zastoupeni bun¢k v jednotlivych kvadrantech cytogrami, ziskanych z pritokové cytometrie.

% mrbwych spermil

% mrbwych spermii

Samec 1.- 3% glycerol Samec 1. - 3% glycerol
0% 100%¢
100% Ebez oxidacniho - : bez axidalniho
20% stresy £ B0% stresy
60% W s oxidainim o 0% = s oxidafrim
stresem - stresem
40% g 40% :
=
20% 20% J
®
0% 0% S—
DCF- CR- DCF- CR-
nefixovany fxovany nefocovany  Tiovany
vzorek vzorek vzorek vzorek

Fluorescence barvy Fluorescence barvy
Obrazek 14: Grafy hodnoceni ROS a viability spemii pFi inkubaci se
sondami H2DCFDA a CellIROX Deep Red u standardniho média
Variabilita vysledkt po znac¢eni vzorkt jednotlivymi sondami byla hodnocena na
hladingé vyznamnosti p<0,05 jako signifikantni.

Samec 5. - 2% glycerol, Samec 5. - 2% glycerol,
1% dextran 1% dextran
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Obrazek 13: Grafy hodnoceni ROS a viability spemii pri inkubaci se sondami
H2DCFDA a CellROX Deep Red u modifikovaného média

Variabilita vysledkii po znaceni vzorktl jednotlivymi sondami byla hodnocena na hladiné
vyznamnosti p<0,05 jako signifikantni.

Na obrazku 13. a 14. jsou zobrazeny graficky zpracované vystupy hodnoceni dvou

fluorescen¢nich markerti, vyuzitych v této studii pro hodnoceni ROS, u referen¢niho
amodifikovaného média. Grafy nalevo uvadi pocty spermii, které emitovaly signal pfi oznaceni
sondou Zombie dye. Grafy napravo naopak zobrazuji spermie, u nichz signal zaznamenan

neby

l.
Ackoliv se v kazdém z piipadi na obrazku 13. a 14. jednalo vzdy o stejny vzorek, pouze

inkubovany s riznymi sondami, vysledky pozitivity spermii se dle vyuzitého fluorescen¢nicho
markeru zna¢né lisily. Pfiprava obou vzorkd byla casové shodna, av$ak vzorky znacené
H2DCFDA nebyly fixované. V piipadé, ze byla porovnavana data z obou médii, znacena vzdy
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stejnym markerem, se mezi sebou v tomto ptipadé signifikantné nelisilo (p < 0,05) procentualni
zastoupeni bunék v jednotlivych kvadrantech.

Na obrazku 15. jsou zpracovany krabicové grafy variability vysledkt pro hodnoceni Sesti
kancd, jejichZ insemina¢ni davky byly kryokonzervovany v médiu se 3% glycerolem.

CellROX - 3% glycerol H,DCFDA - 3% glycerol
100% 100%%
0% 0%
B80% B30%
F0% 70%
60% B0%
50% 50%
40% 40%
30% 30%
20% 205
10% 105
0% 0%
f0+RO5- ZD+ROS+ ZD-ROS+ ZD-ROS5- Z0+RO5- ZD+RO%+ ZD-ROS+ ZD-ROS5-

Obrazek 15: Grafy variability naméienych hodnot fluorescen¢ni sondy
CellROX a H2DCFDA (ZD — Zombie dye; + pozitivni signal; - bez signalu)
Variabilita vysledki po znaceni vzork jednotlivymi sondami byla hodnocena na hladiné
vyznamnosti p<0,05 jako signifikantni.

V obou ptipadech hodnoceni referen¢nich vzorki na obrazku 15. byla zaznamenana
pomérné vysoka variabilita ve vysledcich méfeni viabilty a ROS zatéze spermii. U hodnoceni
bun¢k znacenych pomoci CellROX vSak vysoka variabilita byla patrna pouze u skupin zivych
a mrtvych spermii bez zatéze ROS. Méfeni naopak bylo pomérné presné v ptipad€ skupin,
kde byl zachycen pozitivni signal fluorescen¢ni sondy CellROX. Maximalni a minimalni
hodnoty se v téchto skupinych lisi pouze 0 20 %, a to se jedna o extrémni hodnoty v ramci
namé&fenych dat. Smérodatné odchylky, zahrnujici 95 % naméfenych hodnot vzorku, vsak byly
V tomto piipadé€ v rozsahu niz§im nez 10 %.

Variabilita vysledki vzorki zna¢enych HoDCFDA byla vyssi ve vSech sledovanych
parametrech. Rozdil mezi maximalni a minimalni naméfenou hodnotou je u skupiny mrtvych
spermii zatizenych vysokou produkci ROS 90 %. I ve skupinach Zivych a mrtvych spermii
bez signalu sondy hodnotici ROS, dosahovala variabilita naméfenych vysledki v ptipadé
znaceni HoDCFDA signifikantné vysSich hodnot nez v ptipadé znaceni sondou CellROX
(p<0,05).

Variabilita vysledkll vzorki zna¢enych H2DCFDA v médiu s 3% glycerolem dala
vzniknout ptedpokladu pro vysledek matematického hodnoceni analyzy rozptylu. Rozptyl
hodnot v ramci hodnoceni skupin vzorka byl velmi vysoky, a proto by mohlo dojit k chybnému
vyhodnoceni matematického testovani ANOVA a vyvraceni platici nulové hypotézy.

5.2.4 Statisticka analyza efektu kryoprotektanta

K hodnoceni dat namétenych u obou fluorescenénich sond bylo vyuzito jednofaktorové
ANOVY. Na hladin¢ vyznamnosti 0,05 tedy byla testovana nulova hypotéza tikajici, ze pocet
spermii, zastoupenych v Q1, Q2, Q3 a Q4, je pro obé mrazici média stejny. Alternativni
hypotéza tvrdila, ze alespon jedna dvojice hodnot poc¢tu spermii zastoupenych ve ¢tyfech
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kvadrantech se od sebe v obou médiich lisi. Jelikoz analyzovana data pochazela ze skupin
vzorki kryokonzervovanych s 3% glycerolem i s 2% glycerolem a 1% 20 kDa dextranem, bylo
by k potvrzeni pozitivniho efektu média s pfidavkem dextranu tieba vyvratit nulovou hypotézu.
Pro analyzu byl pouzit Wilkstv test.

Tabulky vyhodnoceni ANOVY jsou k dispozici v samostatné Ptiloze 2. Grafické
vyhodnoceni jednofaktorové ANOVY pro analyzu médii vzorki barvenych H>DCFDA
je prilozeno v samostatné piiloze 3. Z vyhodnoceni dat bylo dle hodnoty p (p < 0,046)
pii znaceni sondou HoDCFDA ziejmé, ze se S 5% moznosti chyby potvrdila alternativni
hypotéza, ktera tvrdila, ze alespont mezi dvéma skupinami spermii v jednotlivych kvadrantech
je signifikantni rozdil v poétech spermii mezi médii. Uz pfi vyhodnocovani ptedchozich
vysledkt vSak bylo predpokladdno, ze u ANOVY by mohla byt zamitnuta platnd nulova
hypotéza.

Jelikoz se vysledky testd pro hodnoceni rozptylu pro obé sondy signifikantné lisily, bylo
pro analyzu vyuzito pouze hodnoceni vzorkd zna¢enych pomoci sondy CellROX. Tyto vzorky
byly totiz fixované. Ve vysledcich by tedy neméla byt promitnuta proménlivost zpisobena
¢asem piipravy vzorkl. Graficky vystup z hodnoceni vidét na obrazku 16.

CellROX Deep Red, Jednofaktorova ANOVA

Wilksovo lambda= 78133, F(4, 14)=,97955, p=,44986
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obrazek 16: Jednofaktorova ANOVA vzorki zna¢enych CellROX pro hodnoceni
pozitivni efektu dextranem modifikovaného média
(Popis varinta: A = 3% glycerol; B = 2% glycerol a 1% dextran)

Z obrazku 16. je patrné, ze i vzorky znacené CellROX vykazovaly vysokou variabilitu
vysledki. Jelikoz p hodnota Wilksova testu vysla 0,45, byla s 5% pravdépodobnosti chyby
potvrzena nulova hypotéza, ktera nepfedpokladala vyznamné rozdily v parametrech viability
a zatéze ROS u spermii, kryokonzervovanych v riznych médiich.

I pfes vysokou variabilitu vysledkli spermii kanci, hodnoceni pomoci jednofaktorové
ANOVY neprokézalo statisticky vyznamnou zavislost mezi vyuZitim standardniho
a modifikoveného kryoprotektantu a parametry viability a zatéze ROS.
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6 Diskuze

Volné kyslikové radikaly maji dilezitou roli pro iniciaci a fyziologicky pribéh déji
kapacitace, hyperaktivace, akrosomalni reakce a vazby spermii na zonu pellucidu
(de Lamirande et al. 1997). Proces kryokonzervace vSak spermiim zptuisobuje znaény osmoticky
i chemicky stres, vedouci k vysoké produkci ROS. Ta mize vést Vv extrémnich piipadech
az k apoptdze bun¢k (Cai et al. 1998).

H2DCFDA byl vyuzit v mnoha studiich, hodnoticich oxida¢ni stres a také inovovana
mrazici média (Guthrie & Welch 2006; Martinez-Pastor et al. 2010; Kim et al. 2011). V téchto
studiich byla v pfipadé Cerstvého spermatu vyhodnocena 4% pozitivita spermii pro zatéz ROS
(Guthrie & Welch 2006; Kim et al. 2011). Kim et al. (2006) ve své praci také publikoval, ze
zatéz ROS se u kryokonzervovanych spermii po rozmrazeni u zivych bunék zvedla. V nasi
studii byla vSak data, ziskana po 0znaceni vzorku sondou HoDCFDA, zna¢n¢ nekonzistentni.
Hodnoty jednotlivych vzorku pro Zivé spermie zatizené ROS, vykazovaly az 90% rozptyl.
Pro kone¢né zamitnuti vyuziti HoDCFDA ke znaeni vzorki byl zasadni vysledek testu
pozitivni kontroly, provedeného na spermiich kanct. Diky inkubaci s TBHP by m¢la vétSina
bun¢k vykazovat pozitivitu k zatézi ROS, nicméné dle naseho vysledku bylo nad 92 % spermii
ve vzorku nezatizeno oxida¢nim stresem. Ackoliv tedy statisticka analyza ukazala, v piipadé¢
znaceni pomoci H2DCFDA, rozdil ve zkoumanych hodnotach, nebyla kviili vySe popsanym
divodim brana za prukaznou.

Znac¢nou variabilitu naméfenych hodnot si mizeme vysvétlovat individualitou jedinct
nebo inkubaci spermii v riznych mrazicich médiich (Yeste 2016). V&tsi piesnosti vsak vzdy
dosahovaly vzorky, znacené pomoci CellROX. Tato sonda byla na spermiich poprvé vyuzita
v roce 2015 pii experimentu, zkoumajicim hladiny ROS pfi zvySeni teploty varlat berant
(Rodrigues et al. 2015). V ramci této studie byla prokazana efektivita sondy pro méfeni ROS
in vivo a in vitro. Z téchto davodu byl CellROX vyhodnocen jako signifikantné lepsi pro
naslednou analyzu inovace mrazicich médii (p<0,05). Dalsi hodnoceni se opiralo o data ziskana
ze vzorkl jim znacenych.

Kryokonzervace spermii je jiz dlouho znamy proces. Poji se s ni v$ak cela fada véci, které
musi byt vyfeseny. Nejlepsich vysledkt dosahuji po kryokonzervaci u hospodarskych zvifat
spermie bykd, u nichz je tento zplsob uchovani ID nejvice rozSifen. I pfesto je vSak
po rozmrazeni poskozeno 50 % - 60 % spermii ve vzorku (Barbas & Mascarenhas 2008).
Vzorky bycich spermii byly nicméné zpracovany dle zavedeného protokolu, ktery je vyuzivan
k piipravé kryokonzervovanych ID po celém svété (Simonik et al. 2019).

Spermie kanci jsou diky velkému obsahu polynenasycenych mastnych kyselin
nejnachylnéjsi ke zménam probihajicim v priibéhu kryokonzervace vzorkl. Ackoliv jiz nékolik
desitek let probih4 vyzkum metodiky kryokonzervace spermii kancii, dosud se nepodafilo tento
postup optimalizovat (Yeste 2016). Proto jsou tyto ID u prasat vyuzivany pouze sporadicky
(Holt 2000).

Ve dnes$ni dobé je také kladen diraz na vylepSeni kryokonzerva¢nich médii u malo
proslechténych druhd, které nedosahuji reprodukéniho potencialu zvifat ve velkochovech
(Rozkot et al. 2010; Sichtat et al. 2019). Proménlivost vysledki v nai studii mohla byt
zpusobena praveé tim, ze byly testovany vzorky spermii piestickych Cernostrakatych kanct.

40



Toto plemeno tvoii ceskou genovou rezervu, coz znemoziuje jeho intenzivni Slechténi a miize
mit dopad na rozmnozovaci potencial a potazmo také na individualni kryotoleranci samct,
zakodovanou v DNA jedince (Thurston et al. 2002; Rozkot et al. 2010). Oproti standardné
chovanym plemenim je také mozné testovat pouze malé mnozstvi samci. Studie kvality
rozmrazenych spermii jinych plemen kanct vsak také ukazuji na vysokou variabilitu vysledkt
mezi jedinci i u riznych odbéri jednoho samce (Medrano 1998; Hernandez et al. 2007).

V praci Harder (2018), ktera zkoumala ke kryokonzervaci relativné odolnéjsi humanni
spermie, bylo pfi inkubaci s dextranem dosazeno nulové hodnoty motility spermii
po rozmrazeni. To vSak pravdépodobné nesouviselo s efektem dextranu, ale zvoleného
kryokonzerva¢niho protokolu. V nasi studii nedoslo po rozmrazeni k iplné ztraté pohyblivosti
ve vSech vzorcich spermii kanctli, nicméné vzorky odebrané bykiim dosahovaly pfi podobné
zatézi ROS 1 srovnatelnych hodnotach viability, vyrazné vyssi motility. Nizké hodnoty motility
kancich vzorkt mohly byt zpisobeny mimo procesu kryokonzervace rozebiraného vyse, také
nizkymi hladinami antioxidanti ve vzorku. V pribéhu kryokonzervace se zveda hladina
peroxidl vodiku ve vzorku (Guthrie & Welch 2006). Kanci vSak v ejakulatu maji pouze malé
mnozstvi kataldzy, a ta nesta¢i k neutralizaci vysSich hladin peroxidu vodiku v bunce
(Kim et al. 2011).

Gloria et al. (2019) ve své studii na vzorcich spermii dribeze prokazala, ze pii Gplné
nahradé¢ glycerolu dextranem je mozné dosadhnout lepsi integrity membran bunék
po rozmrazeni. Také studie Viudes de Castro et al. (2021) se zabyvala pozitivnim efektem
dextranu na krali¢ich spermiich a dokazala zlepSenou integritu akrosomu spermii oSetfenych
dextranem. Nezaznamenala vSak zasadni zménu v motilité spermii.

Dextran, oproti nizkomolarnimu glycerolu, nemtize penetrovat do bunék, a proto neni
schopen zabranit tvorbé intracelularnich krystald v prubéhu kryokonzervace. Jako
nepermabilni kryoprotektant naopak tvori vodikové mistky s koncovymi fosfaty vnéjsi vrstvy
plazmatické membrany. Jelikoz ma ve své struktufe hodné koncovych -OH skupin, vytvaii
timto zptisobem ochranny obal kolem bunky. Pfi kombinaci permeabilniho a nepermeabilniho
kryoprotektantu v mrazicim Ringerové roztoku tak byla zaznamenana vyssi motilita i integrita
membran spermii ve vzorku (Kundu et al. 2002).

Referencni vzorky kancii byly v nasi studii kryokonzervované ve 3% glycerolu. Jedna
se nejvice vyuZivanou koncentraci tohoto permeabilnicho kryoprotektantu pro ziskani
nejvetsSiho procenta prezivsich spermii po rozmrazeni vzorki u proslechténych plemen prasat
(Hernandez et al. 2007). K analyze modifikovanych vzorkt byl pouzit 20 kDa dextran, ktery
by oproti men$im molekuldam nemél pronikat do bunék a negativné ovliviiovat jejich
metabolismus a potazmo i motilitu a viabilitu bunék (Kundu et al. 2002; Gloria et al. 2019).
Néami provedené statistické Setfeni na spermiich kanct v§ak neprokazalo signifikantni rozdily
mezi referen¢nimi vzorky a vzorky kryokoznevovanymi i s2% glycerolem a 1% 20 kDa
dextranem (p<0,05).

Efekt na vysledky studie mohla mit mimo nami vyuzité koncentrace dextranu, také jeho
ke kryokonzervaci kmenovych bun¢k (Pasha et al.2017). Gloria et al. (2019) ve své studii tento
produkt vyuzila a potvrdila s nim pozitivni piinos dextranu v mrazicich médiich spermii
krocand.

41



Dalsim faktorem, ktery mohl ovlivnit vysledky studie byl vysoky pocet centrifugaci,
ktery byl vyuzivan pti zpracovani vzorkl. Kanci spermie byly centrifugovany jiz pti ptipraveé
pejet insemina¢nich davek ke kryokonzervaci. Aitken & Clarkson (1988) ve své studii potvrdili
negativni efekt staCeni na produkci ROS pii zpracovani ¢erstvého ejakulatu. Zpracovani vzorka
po jejich rozmrazeni tak mize dale zvySovat koncentrace produkovanych ROS a negativni efekt
na buiikky ve vzorku. Vyuziti centrifugace se vSak pfi ptiprave vzorkii k hodnoceni nelze
vyhnout.

Pro optimalizaci analyzy ROS pomoci CellROX, a také pro rozsifeni metodiky na dalsi
druhy, a tim podpofeni experimentalni prace na paralelnich i budoucich projektech, byly
vyuzity Vzorky spermii bykt a lidi. Celeghini et al. (2019) prokédzala pomoci CellROX Deep
Red pravdépodobny efekt patologické hladiny ROS spermii byki na schopnost zabtezavani
samic. By¢i spermie jsou k poSkozeni, zpusobenému teplotnim Sokem vice nachylné nez
spermie lidské. Ani kvalita lidskych spermii vSak po rozmrazeni nedosahuje uspokojivych
hodnot (Agarwal & Said 2005). Pravé vysoka produkce ROS je ptitom jeden z faktort, které
mohou zpisobit idiopatickou infertilitu samct (Agarwal & Deepinder 2009).

Oxidac¢ni zatéz ejakulatu lidi je nyni testovana napiiklad technologii OxiSperm
(Halotech), ktera analyzuje mnozstvi superoxidovych radikalt v ejakulatu pomoci pfemény
chloridu nitro blue tetrazolium (NBT) na modré krystaly nerozpustné ve vodé (Halotech 2021).
CellROX Deep Red je vsak schopen detekovat superoxidové aniony i hydroxylové radikaly
ptimo Vjednotlivych bunkach (Celeghini et al. 2019). V porovnani s technikou
OxiSperm/Halotech by tedy vyuziti sondy CellROX zarucovalo piesnéjsi a v prepoétu na pocet
hodnocenych bunck také levné;si analyzu.

Jelikoz je k hodnoceni patofyziologickych procesii bunék UspéSsné mozné vyuzit
fixovatelny marker, mohla by se metoda hodnoceni ROS pomoci fluorescenéniho mikrosopu
a prutokové cytometrie zacit standardné vyuzivat pro hodnoceni reprodukénich vlastnosti
riznych ZzivociSnych druht i v centrech asistované reprodukce (Celeghini et al. 2019;
ThermoFisher Scientific 2020).
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[ Zavér

V ramci této diplomové prace byly Vv €asti literarni reSerSe detailné predstaveny
fyziologické 1 patofyziologické procesy, kterymi ROS ovliviiuji metabolismus
spermatickych bun¢k. Rovnovaha koncentraci ROS a antioxidantd je brana
za nezbytnou pro udrzeni homeostazy organismu, a tedy 1 zdravého rozmnozovaciho
potencialu. Naruseni této rovnovahy vnéj$imi 1 vnitinimi vlivy miize vést ke snizené
fertilit¢ samce. Proto byly v praci piedstaveny nékteré ze zpusobl piimych
1 nepfimych metod pro testovani koncentrace ROS. NejefektivnéjSim zptsobem
detekce oxidacni zatéze je pritokova cytometrie. Tento zpiisob hodnoceni byl vyuzit
také v ramci experimentalni ¢asti prace.
V experimentu byla zahrnuta analyza vyhod vyuziti CellROX Deep Red oproti
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (H.DCFDA). Diky moznosti fixovat sondu
CellROX ve vzorku, byly vzorky hodnoceny s vyssi ptesnosti. Vypovidajici hodnota
vysledku pro testovani ROS tak byla signifikantné vyssi nez pfi zna¢eni H.DCFDA.
Tato metoda hodnoceni oxida¢ni zatéze bun€k by mohla mit potencial rozsifit
se i do center asistované reprodukce.
Hlavnim cilem této prace bylo prokazat pozitivni efekt média obohaceného 0 dextran
na zvySenou viabilitu a fyziologickou produkci ROS ve spermiich. Nebyl vsak zjistén
signifikantni rozdil téchto parametrii pfi kryokonzervaci riznymi médii. Nicméné
se podafilo ustanovit metodiku, ktera bude vyuzita Vv dalSich experimentech
soucasnych i1 budoucich projekti.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ANOVA - Analysis of variance

ATP - Adenosintrifosfat

CAMP - cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat
CASA - Computer Assisted Sperm Analysis

CAT - Katalaza

DAPI - 4',6-diamidin-2-fenylindol

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay
FITC - Fluorescein isothiokyanat

FSC - forward scatter

GPX - Glutathion peroxidaza

H2DCFDA - 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
ID — inseminac¢ni davka

MDA - malondialdehyd

NADPH - Nikotinamidadenindinukleotid

NOS - NO syntaza

NOX - NADPH oxidazovy systém

ROS - Reactive Oxygen Species

SCSA - sperm chromatine structure assay

SOD - Superoxid dismutaza

SSC - side scatter

TACR — Technologické agentura Ceské republiky
TBHP - tert-Butyl hydroperoxid

TUNEL - terminal deoxynucleotidyl tranferase dUTP nick end labeling
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10 Samostatné prilohy

Priloha 1

Protokol pro pripravu vzorkii pro vyzkum zatiZeni ROS a viability bunék

Vzorky:
1. Volny vzorek spermii nafedény PBS
2. Vzorky znacené HoDCFDA byly piipraveny v poméru:
448,5 ul vzorku s PBS + 2,5 ul H.DCFDA + 49 ul Zombie UV dye
3. Vzorky znacené CellROX Deep Red byly piipraveny v poméru:
450 pl vzorku s PBS + 1 ul CellROX + 49 ul Zombie UV dye

Zpracovani vzorki:
1. Rozmrazeni pejet ve vodni lazni (37 °C, 30 s) a vyliti do zkumavek
2. Centrifugace 300 rcf, 5 minut (2x opakovat promyti PBS zahtatym na 37 °C)
3. Po odsani supernatantu kontrola motility a koncentrace spermii pomoci CASA
4. Naredéni vzorkl zahtfatym PBS do 500 pl

Znadeni sondami Cellrox, H.DCFDA:
7. Zahtani barviva na pokojovou teplotu a jeho zvortexovani
8. Znaceni vzorkl

450 pl vzorku s PBS + 1 ul CellROX + 49 ul Zombie UV dye
448.5 ul vzorku s PBS + 2,5 ul H2DCFDA + 49 ul Zombie UV dye

9. Inkubace vzorki v pokojové teploté ve tmé po dobu 30 minut
10. Centrifugace 300 rcf, 5 minut, dofedéni PbS do 500 pul (opakujeme 2x)
11. Vzorky znagené H2DCFDA jsou takto pfipravené k analyze

Fixace vzorku znacenych CellROX:
12. Odsani supernatantu po centrifugaci a piidani 200 pl 2% paraformaldehydu zahiatého
na pokojovou teplotu
13. Inkubace vzorkl v pokojové teploté a ve tmé po dobu 30 minut
14. Centrifugace 300 rcf, 5 minut, odsani supernatantu a nafedéni PBS do 500 pl
(opakovani 2x)
15. Vzorky znacené CellROX jsou takto pfipravené k analyze



Priloha 2

Tabulky vysledkii jednofaktorové ANOVY

Tabulka 1: Wilksiiv test pro hodnoceni stiednich hodnot proménnych pii barveni

H2DCFDA
Vicerozmérné testy vyznamnosti (H2DCFDA)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Efekt |Chyba
Efekt |Test Hodnota | F SV SV p
Abs.
Clen Wilksuv | 0,00004 |106337,9| 4 17 0
Redidlo-
varianta | Wilksuv | 0,581792| 3,1 4 17 10,045603

Tabulka 2: Wilksuv test pro hodnoceni stfednich hodnot proménnych p¥i barveni

CellROX
Vicerozmérné testy vyznamnosti (CellROX)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
Efekt Chyba
Efekt Test Hodnota |F SV SV p
Abs. ¢len| Wilksiv [0,000016|214672,5 4 14 0
Redidlo-
varianta | Wilksuv |0,781332 1 4 14  ]0,449869




Priloha 3

Vysledek hodnoceni jednofaktorové ANOVY vzorki inkubovanych s riiznymi médii pri
barveni H.DCFDA

2 T'dichlorodihydrofluorescein diacetat, Jednofakiorova ANOWA
Wilksovo lambda=_58150, F{4, 17)=3,0587, p=.04543
Wertikalni sloupce oznatuji 0,85 intervaly spolehlivosti
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Obrazek 1: Jednofaktorova ANOVA vzorki znac¢enych H2DCFDA pro hodnoceni
pozitivni efektu dextranem modifikovaného média
(Popis varinta: A = 3% glycerol; B = 2% glycerol a 1% dextran)



