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Integrita DNA spermii byki ve vztahu Kk jejich
kryokonzervaci

Souhrn

Pii kryokonzervaci spermii dochazi k fad¢ nezadoucich procest, které mohou zpusobit
zménu mimo jiné i na jejich DNA. K poskozeni integrity DNA vSak muze dojit jesté
pted procesem kryokonzervace. Jedna se naptiklad o vliv pfitomnosti cytoplazmatické kapky,
vy$si teploty v nadvarleti a véku. Mimo tyto uvedené vlivy je to rovnéZz laboratorni
zpracovavani spermii, dale typ pouzitého kryoprotektantu, rychlost zmrazeni a rozmrazovani.
Hodnoceni integrity DNA se ukazuje velmi objektivnim diagnostickym a prognostickym
ukazatelem reprodukéniho potencialu, jelikoz az 15 % plemeniki nema konvenéni analyzu
v potadku, ovSem hodnoceni integrity DNA neni jednoduché zatadit do konvenéniho
hodnoceni kvilli nadkladim na pofizeni. Cilem prace bylo vyhodnotit vliv kryokonzervace
na integritu DNA spermii bykt a stanovit miru korelace dvou vybranych metod pouzitych
pro jeji hodnoceni, jelikoZz se V ptipadé¢ postupu vyuZivajici toluidinovou modf jedna
o finan¢né dostupnou metodu s potencialem vyuziti v praxi.

Ejakulat byl odebiran standardnim zplisobem péti byklim na inseminac¢ni stanici. Poté
byl transportovan do laboratofe, kde byl nafedén a zpracovan pied a nasledné
po kryokonzervaci. Hodnoceni integrity DNA probihalo pomoci metody zalozené na principu
barveni pomoci toluidinové modii (TB) a pomoci fluorescencni metody zaloZzené
na metachromatickych vlastnostech akridin oranz (AO), jejichz souvztaznost byla
vyhodnocena korela¢ni analyzou.

Vliv kryokonzervace na integritu DNA byl prokdzan. Primérna hodnota pozitivnich
spermii pied kryokonzervaci pomoci AO byla 1,375 % a spermii po kryokonzervaci 15,1 %.
Pii barveni pomoci TB bylo procento pozitivnich spermii pied kryokonzervaci 9,2 %
a spermii po kryokonzervaci 16,08 %. Dale byla zjiSténa korelace metod AO a TB, pficemz
Pearsontiv koeficient korelace vysel 0,64, coz znaci silnou zavislost. Dale byla pfi porovnani
byktl potvrzena individualni variabilita.

Ob¢ hypotézy byly potvrzeny. Kryokonzervace méla vliv na integritu DNA spermii
byki. Pouzité metody spolu korelovaly, coz pfedstavuje potencidlni moznost pouziti méné

nakladné metody zalozené na barveni toluidinovou modfi v praxi.

Klic¢ova slova: DNA, kryokonzervace, reprodukce, spermie



DNA integrity of bull sperm in relation to their

cryopreservation

Summary
During the cryopreservation of sperm, a number of unwanted processes may occur,

which can cause, among other things, changes in their DNA. However, damage of DNA
integrity may occur before the cryopreservation process. These include, for example,
the influence of cytoplasmic drops, higher temperature in epididymis and age. In addition
to these effects, it is also laboratory sperm processing, the type of cryoprotectant used, the rate
of freezing and thawing. DNA integrity assessment is a very objective diagnostic and
prognostic indicator of reproduction potential, as up to 15 % of breeding males do not have
conventional analysis all right, but the DNA integrity assessment is not easy to include in a
conventional evaluation due to high costs. The aim of the thesis was to evaluate the effect of
cryopreservation on the integrity of bovine sperm DNA and to determine the correlation
between the two selected methods, which were used for its evaluation., since When the
toluidine blue procedure is a financially available method with potential for use in practice .

Ejaculate was collected in a standard way from five bulls at the insemination centre.
Then, it was transported to a laboratory, where it was diluted and analyzed before and after
cryopreservation. DNA integrity assessment was performed using a toluidine blue (TB)
staining based method and a fluorescent method based on the metachromatic properties
of acridine orange (AO). Their relationship was evaluated by correlation analysis.

The impact of cryopreservation on DNA integrity has been demonstrated. The mean
value of positive sperm before cryopreservation with AO method was 1,375 % and 15,1 %
after cryopreservation. For method using TB, the percentage of positive sperm before
cryopreservation was 9,2 % and 16,08 % after cryopreservation. Furthermore, the correlation
between AO and TB was found, with the Pearsons coefficient of correlation being 0,64,
indicating a strong correlation. In addition, individual variability was confirmed when bulls
were compared.

Both hypotheses have been confirmed. Cryopreservation had an effect on the integrity
of bovine sperm DNA. The used methods correlated, suggesting the potential of using

a cheaper method based on toluidine blue staining in practice.

Keywords: DNA, cryopreservation, reproduction, sperm
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1 Uvod

Umeéla inseminace skotu je nejcastéji provadéna pomoci kryokonzervovaného semene.
Jedna se o reprodukéni biotechnologii, kterd ptispéla k efektivnimu vyuziti genetického
potencialu plemeniku, ke zlepSeni genetické kvality chovnych stad, dale umoZznila pouzivani
spermatu bez pfimého kontaktu mezi samici a samcem a tim zabranila Sifeni pohlavné
ptenosnych chorob. Kryokonzervace umoziuje dlouhodobé uchovavani spermii, transport
po celém svéte do ur€ité miry se zachovanim oplozovaci schopnosti. AvSak kryokonzervace
pfinasi i nevyhody. Jako to, Ze chlazeni, zmrazeni a rozmrazovani obecné poskozuji struktury
spermii, coz vede K ovlivnéni jejich funknénich parametrt jako je mimo jiné integrita DNA.

K poskozeni integrity DNA muze dojit v prub&hu celého procesu kryokonzervace. Mezi
hlavni negativni faktory piisobici na spermie v pribéhu procesu krykonzervace jsou: chladovy
Sok, tvorba intracelularnich a extracelularnich ledovych krystalkl, dehydratace bunék
a zmény osmotického tlaku. Tyto vlivy déale vedou k nevratnym zmendm na strukturdch
spermii, ke zméné morfologie a metabolickych procesti. Za zménami v integrit¢ DNA stoji
zejmeéna apoptotické zmény a oxidativni stres.

Konvenéni metody hodnoceni kvality spermii zahrnuji omezeny soubor funké&nich
parametrl, ukdzalo se, Ze i pfes to, Ze vzorek spliioval parametry konvenéni analyzy,
tak samec mize mit problém s fertilitou. Hlubsi analyza spermii odhalila problémy s DNA,
jelikoz ptiblizné 15% neplodnych samcli mé& konvenéni analyzu spermatu v potadku.
Stanoveni integrity DNA spermii lze provést pomoci riiznych postupid napf. pouZiti
chemikalie akridin oranz a sperm chromatin structure assay (SCSA), dale metoda TUNEL
a reagencie toluidinova modf. Existuji rizné trovné proveditelnosti a finan¢ni naroc¢nosti,
pti¢emz mezi metody méné naroc¢né co se tyce nakladu i pfistrojového vybaveni patii akridin

oranz a toluidinova modf.



2 Cil prace a hypotézy

Cilém prace bylo vyhodnotit vliv kryokonzervace na integritu DNA spermii byku
a stanovit miru korelace dvou vybranych metod pouzitych pro jeji hodnoceni
Hypotézy
» Kryokonzervace bude mit vliv na integritu DNA spermii byka
» Vysledky metody zalozené na principu barveni pomoci toluidinové modii budou
korelovat s fluorescencni metodou vyuzivajici specifické znaceni poskozeni DNA

akridinovou oranzi



3 Literarni reSerse

3.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je biologicky proces tvorby a vyvoje spermii, ktery probiha
v semennych kanalcich varlat a nadvarlat (Xiao et al., 2013). Cilem Spermatogeneze je tedy
zajisténi denni tvorby spermii, jejichZ pocet se u byka pohybuje okolo 2 - 3 miliard za cely
zivot (De Jonge et Barratt, 2006). Samotna Spermatogeneze se sklada ze dvou procesi —
spermatocytogeneze a na ni navazujici spermiohistogeneze. Spermatocytogeneze zahrnuje
tvorbu spermatidy ze spermatogonie a trva u byka piiblizné 45 dni (Hafez et Hafez, 2000),
spermiohistogeneze zahrnuje tvorbu spermie ze spermatidy a trva pfiblizn¢ 9 dni (Jelinek et
al., 2003). Kontinualni produkce spermii je zajiSténa diky trvalé obnové spermatogennich
kmenovych bunék a udrzuje se po celou reprodukéni dobu ptiblizn€ ve vysi stovek miliond
denné. Takova masivni proliferace a diferenciace vyzaduje urcity stupeii kontroly kvality,

ktery je zajistén programovanou buné&¢nou smrti (Sinha Hikim et Swerdloff, 1999).

3.1.1 Spermatocytogeneze

Spermatocytogeneze je prvnim vyvojovym stddiem samcich pohlavnich bunék,
ve kterém dochazi k déleni bun€k od téch nejméné diferencovanych (Chenoweth et Lorton,
2014). Zahrnuje fazi rozmnozovani, ristu a zrani (Jelinek et al., 2003).

Zaklad spermatocytogeneze je polozen jiz v prvnich dnech embryonéalniho vyvoje
jedince. V této dobé¢ za¢nou primarni zarode¢né bunky migrovat z epiblastu do zadniho stieva
(Clark et Eddy, 1975). K pokracovani vyvoje dochazi po narozeni, kdy se zarode¢né buiky
diferencuji na spermatogonie typu A, které jsou mitoticky inaktivni aZz do ptedpubertalniho
obdobi (Hafez et Hafez, 2000). V dob¢ puberty zvysena produkce gonadotropnich hormont
indukuje  masivni  proliferaci  spermatogonii typu A a jejich  diferenciaci
na spermatogonie typu B pomoci mitézy. K produkci spermatogonii typu A dochazi neustale
a jenom cast z nich se dale diferencuje (Xiao et al., 2013). V prvni fazi se spermatogonie B
podrobuji sérii replikacnich cykli DNA a mitézy, nejprve se spermatogonialni bunky
dostavaji do metafaze, kde dochazi k bunétnému ristu a syntéze DNA. S faze je
kdy se dv¢ vlakna rodi¢ovské DNA uvoliiuji enzymy nazyvanymi DNA helikazy a nasledné
dochazi k replikaci. Replikacni sekvence vytvafi replikac¢ni vidlici ve tvaru Y. Dale se

navazuji proteiny na jednofetézcovou DNA, aby se zabranilo reformovani dvojité Sroubovice.



Vysledkem procesu replikace DNA jsou dva identické fetézce (Champe et al.,, 2005).
Bez dalsi syntézy DNA se vysledné sekundéarni spermatocyty znovu rozdéli, aby se vytvoftily

haploidni buiiky znamé jako spermatidy (Orthwein et al., 2015).

3.1.2 Spermiohistogeneze

Na spematocytogenezi navazuje spermiohistogeneze, kterd se sklada ze Ctyr fazi:
Golgiho faze, faze kaudalni manzety, akrozomalni faze a faze zrani. Pfed Golgiho fazi
dochazi k fad¢ progresivnich morfologickych zmén a fyziologickych zmén, pii¢emz mezi tyto
zmény patii zejména kondenzace nuklearniho chromatinu (Jelinek et al., 2003).

Golgiho faze je charakterizovana tvorbou proakozomalnich granuli v Golgiho aparatu.
Proximalni centriol migruje nejblize k jadru (Hafez et Hafez, 2000), kde se piedpoklada,
Ze tvorii zaklad pro pfipojeni bi¢iku k hlavicce (Meistrich et al., 2003).

Pii fazi kaudalni manzety dochazi k alokaci, pfesunu a navazani akrozomalnich
granuli na povrch spermatidového jadra (Chenoweth et Lorton, 2014). Tento proces
pokracuje, dokud nejsou téméf dvé tietiny piedni Casti kazdého spermatidového jadra kryté
tenkym (Hafez et Hafez, 2000), dvojvrstvym membranovym obalem, ktery tésné piiléha
k jaderné membran¢. Behem této faze se dale vyviji axonemalni sloZky biciku, které se tvari
z prvki distalniho centriolu (Haraguchi et al., 2005).

Treti je akrozomalni faze, kterd je charakterizovdna vyraznymi zménami v jadru
buniky (Kierszenbaum, 2002). Jaderné zmény zahrnuji kondenzaci chromatinu do hustych
granuli a pfetvafeni jadra do prodlouzené, zplostélé struktury. V této fazi je vétSina jadernych
histonti postupné nahrazovana prechodnymi proteiny (Meistrich et al., 2003). Akrozom, ktery
tésné priléhd k jadru, se také kondenzuje a prodluzuje, aby odpovidal tvaru jadra. Tyto
modifikace jsou pravdépodobné vytvaieny okolnimi Sertoliho buiikami. Zmény v jaderné
morfologii jsou doprovazeny vytésnénim cytoplazmy do kaudalni ¢asti jadra, kde obklopuje
proximalni ¢ast vyvijejiciho se bic¢iku (Kierszenbaum, 2002, Haraguchi et al., 2005).

Posledni faze zrani zahrnuje findlni pfeménu prodlouzenych spermatid do bunék, které
maji byt uvolnény do lumenu nadvarlete (Guraya, 1995). V jadie pokracuje kondenzace
chromatinovych granuli. Pfechodné proteiny jsou nahrazeny protaminy. Dale se vytvoii

vlaknity plast, ktery pokryva axonem (Kuster et al., 2004).



3.2 Spermie

Spermie se tvofi uvniti stén semennych kanalkd, které obsahuji komplexni fadu
vyvijejicich se zarode¢nych bunék pochazejicich ze samé¢ich gamet (Hafez et Hafez, 2000),
komplexnim a ¢asové naroénym procesem znamym Spermatogeneze. Po transformaci a po
uvolnéni do lemenu semennych kanalki a nasledném prichodu do nadvarlete se spermie
podrobi dalsSim zménam, napft. ziskaji schopnost byt pohyblivé. V sami¢im pohlavnim traktu
podstupuji dalsi fyziologické a biochemické zmény, aby ziskaly svou konecnou schopnost
oplodnit vajicko. Jedinecné morfologické vlastnosti spermii jsou pro bunécnou funkci
nezbytné (Garner et Hafez, 2000). Vn¢jsi vlivy, napif. genetika, teplota, hormonalni
modifikace, vnéj$i chemikalie a modifikace DNA mohou negativné ovlivnit produkci
normalnich spermii (Chenoweth et Lorton, 2014).

By¢i spermie se jako u ostatnich druhd skladaji z hlavicky, spojovaciho oddilu
a biciku. Hlavicka je dlouha 9,11 um a Sirokd 5,05 um, bicik ma spojovaci ¢ast dlouhou
14,8 um a hlavni ¢ast 45 — 50 pm. Délka celé spermie je tak 68,9-73,9 um (Véznik a kol.,
2004). Zatimco hlavicka obsahuje latky potfebné pro oplodnéni vajicka a otcovskou DNA,
bicik obsahuje latky potfebné pro produkci a motilitu spermii (Johnson et al., 2011). Oba
oddily jsou pokryty plazmatickou membranou neboli plasmolemou. Hlavicka hlodavca je
hacek (Olson et al., 2002), zatimco kopytnici & masozravci maji hlavicky spermii ve tvaru
Spachtle (Hazzouri et al., 2000). Vyznamnym rozdilem mezi spermii kopytniki a hlodavct je
uplna absence centrozomu a centriolu u hlodavcd, na rozdil od redukované formy centrozomu
s jedinym proximalnim centriolem u kopytnik (De Jonge et Barratt, 2006). Spojovaci oddil
neboli kréek spojuje hlavicku spermie s bi¢ikem a je rozdélen na stiedni, hlavni a koncovou

cast (Hafez et Hafez, 2000).

3.2.1 Hlavi¢ka

Hlavicka savc¢ich spermii je ovalna, zplosStéla a je rozdélena na dva segmenty na piedni
akrozém a postakrozomovou cast (Eddy, 2006), ptficemz zakladem ptfedniho akrozomu je
jadro (Chenoweth et Lorton, 2014). Tyto dva segmenty jsou obklopené stiednimi castmi
cytoskeletalnich slozek a cytoplazmy. Akrozomovy uzavér piredniho konce jadra
a cytoskeletalnich slozek lezi v izkém prostoru mezi akrozomem a jadrem a mezi akrozomem

a plazmatickou membranou (Brewer et al., 2002).



3.2.1.1 Jadro

Hlavnim rysem hlavicky je ovalné, zplostélé jadro pokryté perinuklearnim obalem
oznacovanym jako "perinuklearni matrice", tvorici tuhou skotapku slozenou ze strukturalnich
proteint stabilizovanych disulfidovou vazbou (De Jonge et Barratt, 2006), obsahujici vysoce
kondenzovany  chromatin.  Kondenzovany  chromatin  se  skladd  predevSim
z deoxyribonukleové kyseliny (DNA) na kterou je navazana specialni téida zakladnich
proteint, znamé jako protaminy (Hafez et Hafez, 2000). Tento kondenzovany stav DNA
charakterizuje bunku jako nerozdé€lujici a transkripéné inaktivni (Chenoweth et Lorton, 2014)
a obsah DNA spermiového jadra je haploidni (Hafez et Hafez, 2000). Pies vétsinu jadra chybi
jaderné pory a vnitini a vnéj$i membrany nuklearniho obalu jsou od sebe vzdéaleny 7 - 10 nm,
zatimco ve veétSing ostatnich bunék jsou jaderné pdry bohaté a ob¢ jaderné membrany jsou
vzdaleny 40 - 60 nm (Neill, 2006).

Perinuklearni matrice (PT) se déli na tii segmenty: Subakrozomalni vrstva je zakladem
pro akrozomalni segment hlavi¢ky a slouzi k ukotveni akrozomu. Golgiho vezikuly, které
tvofi koncovou Cast na proximalni polokouli a obsahuji protedzy a receptory potiebné
pro interakci spermii se zonou pellucidou (ZP). Vnitini a vnéjsi akrozomalni membrany (IAM
a OAM) drzi uvniti husté akrozomalni matrice obsahujici vySe uvedené proteazy potiebné
pro Stépeni fertiliza¢ni §térbiny v zoné pellucidé (ZP). Subakrozomalni vrstva je fazovana
s IAM a pravdépodobné stabilizuje receptorové molekuly na IAM, které jsou nezbytné
pro sekundarni vazbu hlavicky spermii na oblast zony pellucidy po akrozomalni exocytdze.
Pti oplodnéni ziistava IAM, zatimco OAM se ztraci béhem akrozomalni exocytézy vyvolané
vazbou spermie - plazma - protein ZP3 (Yoshinaga et Toshimori, 2003). Ekvatorialni segment
je komplex skladajic se z PT, OAM a IAM, ktery nese receptorové molekuly zapojujici se
do pocate¢ni vazby hlavicky spermii na membranu vaje¢né plazmy a obalu (Toshimori et al.,
1992) a postakrozomalni plast’ (PAS) se povazuje za komplex signaliza¢nich proteint, které
jsou spole¢né oznacovany jako SOAF (sperm oocyte activating factors) nebo spermie nesouci
faktory aktivujici oocyty. Po spojeni spermii s obalem se nékteré molekuly SOAF disperguji
pifes membranu, aby spustili signalizacni drdhu vedouci k aktivaci oocytii a zahdjeni
zygotického vyvoje, zatimco uvolnéné PAS molekuly mohou ziistat spojené se spermiovym

jadrem, protoze se pfeménuji na prvojadro (De Jonge et Barratt, 2006).



3.2.1.2 Cytoskelet

Cytoskeletalni struktury jsou umistény ve tfech oblastech hlavicky savcich spermii.
Subakrozomalni cytoskelet je lokalizovdn mezi akrozomem a jadrem, cytoskelet
postakrozomalni lezi mezi jadrem a plazmatickou membranou a paraakrozomalni cytoskelet
se nachazi mezi piedni Spickou a konvexnim povrchem akrozomu a plazmatickou membranou
(Dvorakova et al., 2005). Subakrozomalni a postakrozomalni cytoskelety mohou byt
dohromady oznacovany jako prenuklearni theka (Seligman et al., 2004). Tento komplex
pokryva externi povrch jaderného obalu a sklada se z vice proteini (Kazemie et Oko, 1996).
Subakrozomalni cytoskelet je sloZzen z amorfniho, elektronové hustého materidlu a zabira
uzky prostor mezi vnitini akrozomdlni membranou a vnéj$i membranou jaderného obalu
(Seligman et al., 2004). Postakrozomalni cytoskelet se oznacuje jako postakrozomalni plast
(Oko, 1998), rozvijici se po prodlouzeni a zplosténi hlavi¢ky spermatidy, poskytuje zpevnéni
a podporu pro zadni ¢ast hlavicky spermii, aby se zabranilo jeho ohybu béhem pohybu
spermii (Dvorakova et al., 2005). Dalsi tloha perinuklearni theky je spojeni a stabilizace
akrozomu, jadra a postakozomalni plazmové membrany (Neill, 2006).

Cytoskeletalni proteiny obecné zahrnuji aktin, proteiny vazajici aktin, jako je spektrin,
rizné tubuliny a dal$i (Brener et al., 2003). Existuje také ¢len rodiny proteini spojenych
s membranou, které maji vice domén spojenou s kindzovou aktivitou interakce protein -
protein a ¢len rodiny proteinii spojujicich aktiny. Proteiny, o kterych se uvadi, ze jsou
lokalizovany do subakrozomalni oblasti, zahrnuji proteiny vazajici mastné kyseliny a variantu
histonu (Seligman et al., 2004). Soucasti cytoskeletu maji strukturalni roli pii definovani tvaru
hlavicky spermii a funkéni roli pfi proniknuti spermii do vajicka (Moore, 2001). Avsak
jednotlivé ¢asti perinuklearni theky mohou mit rizné role (Camatini, 1989). Perforatorium se
vyviji jako samostatna struktura na samém konci spermatogeneze. Vzhledem k tomu,
ze spermie v té dobég ziskaly svou kone¢nou podobu, perforatorium pravdépodobné nevytvaii
falciformni tvar, ale mize poskytnout strukturalni vyztuz pro stabilizaci tohoto tvaru (Neill,

2006).

3.2.1.3 Akrozom

Pifedni konec spermiového jadra je pokryt akrozomem, tenkym, dvojvrstvym
membranovym vakem (Hafez et Hafez, 2000). Sklada se z vnitini, vnéjs§i membrany a matrice
naplnéné proteazou (Schill et al., 1988). U savci akrozom prekryva ptiblizné 60% apikalni

oblasti spermiového jadra a hlavicky. Akrozomalni membrana, ktera lezi pod plazmatickou



membranou, je zndma jako vnéjsi akrozomalni membrana, zatimco ¢ast nad jadrem se nazyva
vnitini akrozomalni membrana. Zadni oblast akrozomu se nazyva jaderny krouzek neboli
rovnikovy segment (Ellis et al., 2002). Zadni oblast hlavicky spermii (postakrozomalni oblast)
prochazi zménami béhem dozravani v nadvarleti (Berruti et Paiardi, 2011). Tyto zmény hraji
vyznamnou roli ve vazb¢ spermie a fuzi plazmatickou membranou oocytd poté, co spermie
pronikly pies corona radiata a zona pellucida po akrozomové reakci (Chenoweth et Lorton,
2014). Enzymy, 0 nichz se uvadi, Ze jsou pfitomné v akrozomu, zahrnuji: hyaluronidazu,
proakrosin, akrosin, esterdzy, neuraminidasu, kyselou fosfatazu, fosfolipazy, arylfosfatasu,
arylamidazu, kolagenazu a koronovy penectratni enzym (Hafez et Hafez, 2000).
Hyaluroniddza se uvoliluje z akrozomu a hraje roli pii dispergovani nebo traveni
extracelularni matrice oumaforu (hrbolek vy¢nivajici do dutinky Graafova folikulu) v oocytu.
Akrosin je ptitomen v akrozomu jako proakrosin. Je spojen s vnitini akrozomalni membranou
a je pfeménén na akrosin. Akrosin je enzym podobny trypsinu, ktery umoznuje proniknuti
spermii pfes zonu pellucidu béhem fertilizace. Neuraminidaza také zjevné zlepSuje prichod

spermii pies oblast zona pellucida (Hirohashi, 2016).

3.2.2 Bi¢ik

Bic¢ik se sklada ze ¢tyt segmentl: krc¢ku (spojovaci Casti), stiedni Casti, hlavni casti
a koncové Casti. Kazdy z téchto Ctyf segmentl je obklopen béZnou bunéénou membranou,
jejichz primarni strukturni Casti jsou axonema, mitochondrialni plast, vngjsi husta vlakna
a vlaknity plast (Eddy et al., 2003). Centralné¢ umisténd axonema se sklada z deviti
rovnomérné rozmisténych dvojitych mikrotubull a centrdlniho paru elementarnich
mikrotubulti (Smith et Yang, 2004), které se rozkladaji po celé délce bic¢iku (De Jonge et
Barratt, 2006). Vné&jsi hustd vldkna sav€ich spermii maji velmi pozoruhodnou cytoskeletalni
strukturu, sestavajici se z deviti vlaken, které obklopuji axonemu a prochéazeji krékem, sttedni
a hlavni casti (Jelinek et al., 2003). Defekty vné&jSich hustych vldken vedou k abnormalni
morfologii spermii. Sikmo uspofadany mitochondrialni plast’ obklopuje vn&jsi husta vldkna
v prostiedni ¢asti, zatimco vlaknity plast obklopuje pouze vné&jsi husta vldkna v hlavni ¢asti.

V koncové €asti se nachazeji pouze mikrotubuly (Chenoweth et Lorton, 2014).

3.2.2.1 Krcek (spojovaci ¢ast)

Kréek je kratky spojovaci segment mezi hlavickou a bi¢ikem spermie, jSou propojeny
bazalni deskou na kaudalnim konci jadra. Kréek a axonema jsou tvofeny dvojici centrioli,

které se skladaji z deviti kruhove usporadanych mikrotubularnich tripletd (Kelly et Transler,



2004). Tyto dvé centrioly jsou pfitomny ve spermatidé v dob& tvorby spermii. Distalni
centriol tvofi axonemu, zatimco proximalni centriol je spojen s hlavickou (Chenoweth et
Lorton, 2014).

3.2.2.2 Stiedni ¢ast

Jedna se o oblast mezi krckem a Jensencovym prstencem. Prstenec je konstrukénim
prvkem koncové ¢asti savéich spermii, ktery spojuje stfedovou a hlavni ¢ast. Stiedni oddil je
pokryt mitochondridlnim plastém v podobé Sroubovice (De Jonge et Barratt, 2006).
Mitochondrie vytvaii energii ve form¢ ATP, ktera je dulezita pro pohyb spermii (Inaba,
2003). Energie ve formé ATP se syntetizuje na vnitini mitochondrialni membrang. (De Jonge
et Barratt, 2006). Kazdd mitochondrie spermie také nese nékolik kopii samciho
mitochondridlniho genomu. Z divodi mutagenniho oxidativniho stresu, ktery se vyskytuje
pfi zrani a oplozeni, dochazi k eliminaci sam¢i mitochondridlni DNA proteolyzou uvniti

oplodnéného vajicka (Chenoweth et Lorton, 2014).

3.2.2.3 Hlavni ¢ast

Je nejdelsi ¢asti spermie, rozklada se od prstence a piiléhd ke konci bic¢iku (Hafez et
Hafez, 2000). Je centralné slozena z axonemy a pfidruzenych hrubych vlaken. Vlaknity plast,
slozeny ze dvou podélnych piliit probihajicich rovnobézné s vnéjSimi hustymi vldkny (tfemi
a osmi), spojenymi na obou strandch fadou pficnych zeber, zajiStuje stabilitu kontrakénich
prvki (Miki et al., 2002). Proteiny ve vlaknitém plasti uzaviraji proteinové kinazy, které jsou
nezbytné pro proces kapacitace spermii a hyperaktivace pred oplodnénim (De Jonge et
Barratt, 2006).

3.2.2.4 Koncova ¢ast

Posledni ¢ast spermie navazuje na distalni konec vlaknitého plasté a obsahuje pouze

centralni axonemu pokrytou plazmatickou membranou (Hafez et Hafez, 2000).

3.3 Chromatin

Chromatin je vysoce organizovana, kompaktni struktura sestavajici se z DNA
a heterogennich nukleovych proteinti. Tato struktura je kondenzovana a nerozpustna, chrani
genetickou integritu a usnadiiuje pienos otcovského genomu v saméim 1 sami¢im
reprodukénim traktu (Manicardi et al., 1998; Wu et Chu, 2008). Geneticka informace spermii

se podrobuje replikaci a remodelovani béhem mitotického a meiotického procesu bunécného



déleni - spermatogeneze. Pied vznikem spermatidy je DNA obalena kolem somatickych
histont (H1, H2A, H2B, H3, H4), postupné jsou histony nahrazeny ptfechodnymi nuklearnimi
proteiny (Rajender et al., 2011), které jsou nasledné nahrazeny protaminy v procesu zvaném
protaminace a stabilizovany pomoci vodikovych mistka (Grootegoed et al., 2000). Protaminy
jsou hlavni jaderné proteiny spojené s DNA (Shamsi et al., 2009). Jedna se o relativné malé,
vysoce bazické proteiny, které jsou bohaté na arginin a cystein, dale na pozitivné nabité
argininové zbytky neutralizujici negativni naboj fosfatového fetézce DNA a na cysteinové
zbytky, které poskytuji jeste vyssi urovenn kondenzace DNA a tim ji chrani pied poSkozenim.
Vétsina savcll ma pouze jeden aktivni protaminovy gen, ale napiiklad mysi a 1lidé maji dva
(Dadoune, 2003). Existuji dva obecné modely pro asociaci protamini s DNA. Obecnéji
uznavany model naznacuje, Ze protaminy jsou piitomny v rozsifené formé, coz zplsobuje,
ze DNA se zabali do toroidnich smy¢ek. Druhy model naznacuje, zZe protaminy jsou zabaleny
do Sroubovice typu a — helixu (Sutovsky et al., 2003). Pro integritu DNA je protaminace
zasadni, protoze dochazi k reorganizaci chromatinu na kompaktni formu a ¢ini ji tak odolnou
na nukledzové Stépeni (Fortes et al.,, 2012). VSechny tyto interakce ¢ini ze savéi DNA
nejkoncentrovanéjsi eukaryotickou DNA (Ward et Coffey, 1990). OvSem ne vSechny histony
se pfeméni v protaminy, u savct zustane 1 az 15 % jaderného proteinu jako histonti (Van der
citlivd na degradaci nukledzovou aktivitou. Po penetraci spermii do oocytu se protaminy
nahrazuji matetskymi histony (Fortes et al., 2012).

JelikoZ jsou spermie piiblizn€ 10x mensi nez somatické bunky (Miller et al., 2010),
musi byt genomova DNA kondenzovana do mnohem mensiho objemu (Rajender et al., 2011).
Proto je organizovana specidlnim zplisobem, ktery udrzuje chromatin v jadfe kompaktni
a stabilni. V roce 1991 navrhli Ward et Coffey tii urovné organizace pro strukturu DNA:
chromozomalni ukotveni, které se tyka ptipojeni DNA k jadernému prstenci; vytvofeni DNA
smyckovych domén, kdy se DNA piipojuje k nové ptidané nuklearni matrici a nahrazeni
histoni protaminy, které kondenzuji DNA na kompaktni formu (Ward et Coffey, 1991).
Ovsem Fuentes-Mascorro et al. (2000) tvrdi, Zze chromatin je zabalen se specialnim typem
malého bazického proteinu do tésného, témér krystalického stavu, ktery je kompaktnéjsi
na rozdil od mitotickych chromozomii, zatimco DNA béZznych somatickych bun¢k je zabalena
do nukleozomu (Pienta et Coffey, 1984). Tyto struktury se skladaji z bilkovinného jadra
tvofeného histony a nukleozomy jsou dale navinuty do pravidelnych Sroubovic nazyvanych

také solenoidy (Finch et Klug, 1976).
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3.3.1 Defekty chromatinu

Defekty chromatinu jsou spojeny s piirozenymi reproduk¢énimi poruchami, jako je
spontanni potrat a selhani asistované reprodukce (Cebesoy et al., 2006). Tyto defekty zahrnuji
naruseni integrity DNA zplsobené genetickymi mutacemi, apoptdzu, fragmentaci nebo
vystavenim vlivu prostiedi a volnych radikalt (Andrabi, 2007). Ztrata integrity DNA spermie
se mize vyskytnout V jakékoliv fazi spermatogeneze, od transformace spermatogonalnich
zarode¢nych bun¢k az po ejakulované spermie (Boissonneault, 2002; McLay et Hugh, 2003;
Tarozzi et al., 2007; Aitken et al., 2009).

Integrita genomu spermie je nezbytnym piedpokladem pro vznik zdravého potomstva
a hodnoceni spermatu by tak mélo zahrnovat jeji analyzu. Analyza integrity DNA je velmi
objektivnim diagnostickym a prognostickym ukazatelem reproduk¢niho potencialu spermii
(Evenson et Jost, 2000; Spano et al., 2000; Larson-Cook et al., 2003; Saleh et al., 2003), nez
konvenéni analyza spermatu, zahrnujici po odbéru koncentraci spermii, objem, motilitu
ptipadné je doplnéna morfologie €i viabilita. Ptiblizn€ 15 % neplodnych samcti ma konvenéni
analyzu spermatu v pofadku (Guzick et al., 1998). Poskozena DNA je uzce spojena s mnoha
indikétory reprodukéniho zdravi, vCetné oplozeni, kvality embryi, implantace, spontdnniho
potratu, vrozenych malformaci a nemoci potomka (Agarwal et Allameneni, 2004; Fernandez-
Gonzalez et al., 2008; Shamsi et al., 2008), proto test integrity DNA ma velky potencial jako
test predikce oplozeni schopnosti pro in vitro i in vivo koncepci (Aitken et De luliis, 2010).

Nékteré postupy piipravy spermii a kryokonzervace zpusobuji sniZeni integrity
chromatinu (Donnelly et al., 2001). Bylo prokdzano, Ze velmi rychlé zmrazeni (v tekutém
dusiku) zptisobuje béhem kryokonzervace nejmensi poskozeni DNA (Duty et al., 2002; Revel
et al., 2005). Mnoho 1¢ékti jak komerc¢nich, tak bylinnych muze také ovlivnit kvalitu spermatu
a zvysit poSkozeni spermii DNA, naptiklad vysoka davka tfezalky byla dana do souvislosti se
zvySenym poskozenim reprodukénich buné€k (Ondrizek et al., 1999). V nedavné studii bylo
prokazano, ze zvysend teplota v nadvarleti nejen snizuje kvalitu parametrti spermatu, ale také
ohrozuje integritu spermii chromatinu (Perez-Crepso et al., 2008). Déle byl prokézan vliv
cytoplazmatické kapky (Fortes et al., 2012) a vyssiho véku (Rubes et al., 2005). Studie
Bungum et al. (2004) ukézala, Ze 30 % samc v umélé inseminaci ma vysoké procento
spermii s poskozenou DNA. Ve studiich Shamsi et al. (2010) bylo pozorovano, Ze u samic,
které prod¢laly potrat, mélo 47,7 % spermii vysoké poskozeni DNA. Také tito plemenici méli

vysoké hladiny volnych radikalti (reaktivni druhy kysliku, ROS). Studie Greco et al. (2005)
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ukézala, ze poSkozeni DNA je vyssi u ejakulovanych spermii ve srovnani se spermiemi

vzatych biopsii z varlete.

3.3.1.1 Leukocytospermie

Mnoho faktori muze indukovat poSkozeni spermii, coz miize vést az k samci
neplodnosti. Jednim z téchto faktorid je leukocytospermie (Tomlinson et al., 1992). Jedna se
0 nartst poctu leukocytii u spermatu v disledku genitalni infekce nebo zanétu (Sigman et
Lopes, 1993). Leukocytospermie, ktera muze zpusobit tvorbu zanétlivych cytosini je
nasledovana nadprodukei reaktivnich kyslikovych druhtd (ROS), coz pfispiva ke zvySeni
poskozeni DNA spermii (Fraga et al., 1996; Reichart et al., 2000). OvSem studie Venkatesh et
al. (2009) a Lewis et al. (2008) ukazala, ze neexistuje korelace mezi zvySenou tvorbou ROS

a poskozenim DNA.

3.3.1.2 Apoptdza

Zarode¢né bunky v savCich varlatech podstupuji mnoho procesii déleni predtim, nez
dojde k jejich deferenciaci, ktera vede az ke zralym spermiim. Dé&leni téchno zarode¢nych
bunck je vSak tak intenzivni, Ze je zapotfebi mechanismus, jakym je apoptoza, ktery by
redukoval jejich pocet (Sinha Hikim et Swerdloff, 1999). Apoptoza je geneticky zalozeny
mechanismus bunécné smrti, ktery indukuje sled morfologickych a biochemickych zmén
vedoucich az k zaniku buniky (Nagata, 1997). Apoptodza je zprosttedkovavana membranovym
proteinem Fas (Lee et al., 1997), ktery se vaze na poSkozenou DNA a dochazi tak k pocatku
apoptické kaskady, ktera vede ke smrti spermie, jenz se nasledné oznacuje Fas pozitivni.
Apoptoza zacina nejprve od bic¢iku spermie, kdy dojde ke snizeni motility, aby nemohlo dojit
k oplozeni vajicka touto spermii s poSkozenou DNA, a poté dojde ke smrti bunky (Aitken et
Koppers, 2011). U samct S poskozenou DNA mize byt procento Fas pozitivnich spermii az
50% (Huszar et al., 1997).

3.3.1.3 Oxidativni stres

V poslednich letech byl zaméfen vyzkum na tvorbu reaktivnich druht kysliku (ROS) v
sam¢im reproduk¢nim traktu. Je to proto, Ze ROS jsou na vysoké urovni potencialné toxické
pro kvalitu a funkci spermii (Saleh et Agarwal, 2002). ROS jsou vysoce reaktivni oxidaéni
¢inidla, mezi které patfi peroxid vodiku a superoxid (Warren et al., 1987). Pfitomnost
vysokych hladin ROS byla zaznamenana u spermii v rozmezi 25 az 40 % U neplodnych samcti

(Padron et al., 1997). Za normalnich podminek chrani DNA spermii dva faktory
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pted poskozenim — tésny obal DNA a antioxidanty pfitomné v semenné plazmé (Twigg et al.,
1998). Ovsem oxidativni stres (OS) vznika jako dusledek nerovnovahy mezi generaci ROS
a antioxidacnimi aktivitami (Sikka, 2001). Obecné plati, Ze DNA baze a fosfodiesterové
vazby jsou velmi nachylné k peroxidaci (Aitken et Krausz, 2001). Kromé toho jsou spermie
obzvlasté citlivé na poskozeni vyvolané OS, protoze jejich plazmatické membrany obsahuji
velké mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin a jejich cytoplazma obsahuje nizké
koncentrace enzymu (Sharma et Agarwal, 1996).

Vysoké hladiny ROS zprosttedkovavaji zvySeni poskozeni DNA ve formé& modifikace
vSech bazi, tvorb¢é mist bez bazi, deleci, posunii rdmcti a kiizeni DNA (Duru et al., 2000).
Jako biomarker pro tato poskozeni je povazovana tvorba 8-hydroxy-2-deoxyguanosinu (Ames
et al., 1993; Barroso et al., 2000).

3.3.14 Veék

I kdyz produkce gamet u samcid probiha az do vysokého véku, tak jejich kvalita
postupné klesa a snizuje se u nich plodnost (Wyrobek et al., 2006). Kone¢nym vysledkem
tohoto procesu je, ze spermie produkované samci ve starSim véku vykazuji primérnou troven
poSkozeni DNA, ktera je tiikrat vyssi nez u mladSich jedincii, ovSem vyuzivani mladych
jedinct, kteti nedosdhli pohlavni zralosti je také spojena s vy$§im vyskytem poskozeni DNA
spermii (Singh et al., 2003; Wyrobek et al., 2006). V&ék samce ma zasadni dopad
na zivotaschopnost embrya a zdravi potomstva, dale je spojen s mirou spontanniho potratu
(Slama et al., 2005) a amrtim plodu (Nybo Anderson et Hansen, 2004), dale s fadou

vrozenych vad, véetné roz§tépu rti a St€pného patra (Bille et al., 2005).

3.3.1.5 Varikokéla

Jak jiz bylo tfeceno, béhem konec¢nych stadii spermatogeneze jsou histony nahrazeny
protaminy bohatymi na cystein (Saleh et al., 2003), spermiova DNA se stava odolngjsi vuci
poskozeni zprostiedkovanému tepelnym stresem a dal§imi faktory, zejména ROS. Varikokéla
muze ovlivnit zavére¢né stavy spermatogeneze a vést ke zménam U funkénich spermii
(Barratt et al., 2010). Varikokéla je rozsiteni zil v oblasti Sourku, ktera vznika vétSinou na
levé strané skrota kvuli uspofadni krevniho fecisté (Cockett et al., 1984). Teorie vzniku tohoto
onemocnéni zahrnuji vliv retrogradniho proudéni, zvySené teploty nadvarlete a poSkozeni
zpusobené reaktivnimi kyslikovymi druhy (ROS) (Will et al., 2011). Po vzniku varikokély
dochazi k méstnani krve v cévach, které zasobuji varle (Cockett et al., 1984). Spermie samct

s varikokélou vykazuji prodlouzené a ztencené hlavicky, coz se nazyva stresovy model
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spermie. Neékolik skute¢nosti prokazalo vztah mezi varikokélou a neplodnosti a nedavné

studie zvlasté zdiiraznily vyrazné poskozeni DNA spermii (Wang et al., 2012).

3.4 Hodnoceni inegrity DNA spermii

Kvalita ejakuladtu je hlavnim predpokladem uspésné fertilizace. Pro stanoveni
oplozovaci schopnosti spermii byka se pouziva fada zkouSek, dohromady umoznujicich
komplexni vySetfeni odebraného e¢jakulatu a zhodnoceni jeho vhodnosti pro vyrobu
insemina¢nich davek. Nejdiive se provadi makroskopické zhodnoceni ejakulatu, které
zahrnuje zhodnoceni objemu, konzistence, barvy a pachu. Nasleduje mikroskopické
hodnoceni, jenz je zaméfené¢ predev§im na kvalitu spermii. Mikroskopické hodnoceni
ejakulatu zahrnuje stanoveni motility spermii, morfologické vySetfeni spermii, biologické
a biochemické zkousky (Hafez et Hafez, 2000). Podrobngji bude dale popsano
z mikroskopického hodnoceni motilita a integrita DNA, které jsou podstatné k praktické Casti

prace.

3.4.1 Integrita DNA

V ejakulatu vSech druhli savci je pfitomna fada strukturdlnich modifikaci spermii
(Wiltbank et Parish, 1986) jako jsou morfologické tvary nebo velikost spermii, které se 1isi
od normalni struktury, ktera je charakteristicka pro jednotlivé druhy (Saacke, 2008). Zda se,
ze struktura a morfologie spermatu maji velky vliv na uspéSnost oplodnéni a casny vyvoj

embrya (Borini et al., 2006).

Jiz vice nez 70 let existuji rozsahlé¢ studie zahrnujici identifikaci abnormalni
morfologie spermii a jeji vztah k reprodukci, avsak az v poslenich n¢kolika letech je
morfologie spojena s integritou DNA (Hauser et al., 2001; Enciso et al., 2010). Analyza
morfologickych abnormalit spermii v ejakulatu byka se stala béznou veterinarni praxi pied
prodejem byka, pfirozenou plemenitbou a umélou inseminaci (Calogero et al., 2001).
V soucasné dobé existuje 25 rozpoznanych odliSnych abnormalit morfologie spermii bykl
(Kubo-Irie et al., 2005). Zatimco hlavni abnormality (teratoidni hlavicky, zmeéna
mitochondrialniho oddilu, napuceni, roztrZzeni, uvolnéni akrozomu a hlavicky) byly
korelovany s poSkozenou fertilitou (Sun et al., 2006), malé vady (tvarové zmény biciku,
roztrhany a torzni bi¢ik) nemusi nutné¢ znamenat naruseni spermatogeneze a nasledné
oplozovaci schopnosti, pfesto by mohly zplsobovat snizeni plodnosti, pokud by byly

v ejakulatu ptitomny ve velkych pomérech (Celik-Ozenci et al., 2004).
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Pii vzniku defekti spermii se uplatiiuje vliv mnoho Cinitell: toxicko-infekéniho,
fyzikéalné-chemického, alimentarniho a genetického. V zavislosti na intenzit¢ mechanismu
dochazi k aplné nebo pouze k castecné neplodnosti (Agarwal et Said, 2003). Pro naruSeni
DNA jsou nejpodstatnéjsi zmény hlavicky. U mladych byka se nejvétsi procento abnormalit
projevuje jiz na pocatku spermatogeneze (Fortes et al., 2012), jejichz vysledkem mize byt
napiiklad zména tvaru a uspotfaddani akrozomdlniho systému nebo zména tvaru a pfi
nerovnomérném rozdéleni DNA i vznik abnormalni velikosti hlavicky, jenz je bud’ mala,
nebo naopak obrovska. Pii nckterych virovych infekcich lze pozorovat vyssi % podil
zdeformovanych hlavicek spermii — ovalné, ztizené, hruskovité (Gamcik et al., 1984). Nekteré
abnormality spermii, jako jsou dvojité formy, uzké zakladové hlavicky, malé hlavicky,
zkracené bic¢iky a proximalni cytoplazmatické kapky, byly spojeny pouze se spermiemi
vykazujicimi fragmentovanou DNA (Agarwal et Said, 2003).

Morfologie spermii a integrita jejich DNA, mezi nimiz existuje silny biologicky vztah,
maji vliv na plodnost byka (Evenson et Wixon, 2006). Hodnoceni morfologie spermii
a fragmentace DNA potencél zlepsit zlepSit uc¢innost hodnoceni kvality spermii u tohoto
druhu (Agarwal et Said, 2003; Erenpreiss et al., 2006; Enciso et al., 2010) a proto pii zjisténi
vétStho mnozstvi morfologickych abnormalit hlavicky nasleduje analyza integrity DNA.
V soucasné dobé¢ je k dispozici mnoho testl integrity DNA spermii. Mezi nejcastéji pouzivané
metody  patii akridin  oranz  (Morris et al., 2002), TUNEL (terminalni
deoxynukleotidyltransferazou zprostifedkovany dUDP koncovym znacenim) (Gorczyca et al.,
1993), Toluidinova modf a analyza struktury chromatinu spermie (SCSA) (Evenson et al.,
2002). Tyto testy obecné vyuzivaji rozdil ve vlastnostech fragmentované a nefragmentované
DNA (Erenpreisa et al., 1988). Pro praktickou cast diplomové prace z divodu dostupnosti
a Casové narocnosti budou pouzity metody akridin oranz a toluidinova modf, jejichz vysledky

budou nasledné porovnany.

3.4.1.1 Akridin oranz

Akridinova oranz je fluorescen¢ni kationtové barvivo specifické k nukleové kyseling.
Interaguje s jednovlaknovou DNA. Pfi vazbé na DNA ma excitatni maximum pii 502 nm
a emisni maximum pii 525 nm. KdyZz se spoji s jednovldknovou DNA produkovanou
jednovldknovymi zlomy DNA, excita¢ni maximum se posune na 460 nm (modré) a emisni
maximum se posune na 650 nm (Cervend). Tento metachromaticky posun je vyuzit v testech
integrity DNA pro kvantifikaci poSkozeni DNA (Giwercman et al., 2003). Akridinova oranz

se vaze na ds (double-stranded) DNA (nedenaturovany) a vznikne zelena fluorescence,
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zatimco pii vazbé na oblasti jednovlaknové DNA vzikne Cervena fluorescence. Tato technika
vyuziva fluorescencni mikroskop a je rychla, jednoducha a nendkladnd. Na druhé strané
heterogenni zbarveni sklicka a snizeni intenzity fluroscence barvy kratce po obarveni jsou
nevyhody této techniky. Dalsi nevyhodou této barvici techniky jsou nezietelné barvy, jelikoz

jsou vidét i pfechodné barvy mezi ¢ervenou a zelenou (Morris et al., 2002).

3.4.1.2 SCSA

SCSA je jednou z analyz struktury chromatinu spermie. Jednd se o variantu barveni
akridin oranzi. Oproti vizudlnimu po¢itani ¢ervenych a zelenych bunék v testu AO je v SCSA
detekovana cervenozelend fluorescence pomoci prutokového cytometru. Vyhodou tohoto
testu je vysoka statistickd presnost, ale vyzaduje jisté technické vybaveni v podobé
pratokového cytometru a softwaru. Pomér Cervené fluorescence k celkové (soucet Cervené
a zelené fluorescence) udava index fragmentace DNA vzorku spermatu (Boe-Hansen et al.,
2006). SCSA provadi vzdy dvé nezavisla méfeni kazdého vzorku, aby bylo mozné vyloucit

ucpani pratokového kanalu nebo artefakt laserového driftu (Evenson, 2016).

3.4.1.3 TUNEL

TUNEL (Terminal deoxy nucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling
assay) je metoda detekce apoptotické fragmentace DNA, Siroce pouzivana k identifikaci
a kvantifikaci apoptotickych bunck nebo ke zjisténi nadmérného rozpadu DNA v jednotlivych
bunikach (Guzick et al., 2001). Test se opira o pouziti terminalni deoxynukleotidyltransferazy
(TdT), enzymu, ktery katalyzuje navdzani deoxynukleotidd, zna¢enych fluorochromem nebo
jinym markerem, na 3'-hydroxylové skupiné pii zakonceni dvojitého fetézce DNA (Shamsi et
al., 2011).

3.4.1.4 Toluidinova modft

Toluidinova modt je zékladni barva, kterd ma afinitu k nukleové kyselin€, a proto se
vaze na jaderny material. Obarvuje fosfatové zbytky DNA spermie s volné balenym
chromatinem a fragmentovanymi konci (Guzick et al., 2001). Intenzivné fialové zbarveni se
objevuje, kdyz se obarvi oblast bohatd na histony, zatimco svétle modra barva se vytvari
interakci s protaminy v chromatinu. TB ma ortochromaticky vrchol (modré monomerni
zabarveni) pfi 630-660 nm a metachromaticky vrchol (fialové oligopolymerni zabarveni) pfi

520-550 nm (Marcon et Boissonneault, 2004). Vzorek lze analyzovat pomoci b&zného
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mikroskopu, déale také pomoci pratokové cytometrie. Vysledky dobie koreluji s SCSA
a TUNEL (Lewis et al., 2008).

Metoda je jednoduchd, ekonomicka a neni ndro¢nd na cas. Nebyhoda této metody je
Vtom, Ze se Casto objevuji spermie, které jsou na hranici TB pozitivni a TB negativni.
Nejcastéji se objevuji svétle fialové a tmavé modré bunky. Je dilezité stanovit hranici mezi
TB pozitivni a TB negativni Spermiemi. Stanoveni Spatné hranice muize velmi ovlivnit
vysledky (Marcon et Boissonneault, 2004).

Motilita

Dulezitym faktorem pro integritu DNA je motilita, ktera hraje zasadni roli
v reprodukéni schopnosti. Spermie ziskavaji motilitu neboli pohyb a fertilitu tedy oplozovaci
schopnost v lumenu nadvarlete (Cornwall, 2014). Aktivace spermii neni Uplné dokoncena
po uvolnéni z nadvarlete, ale je dile modifikovana az po opusténi nadvarlete vlivem zmén
okolniho prostiedi a pfedevsim diky semenné plazmé (Liillmann-Rauch, 2012; Kunkitti et al.,
2015). V pohlavni soustavé samice se pohyb spermii méni v dasledku pusobeni sekretd
samiciho aparatu (Suarez et Pacey, 2006). Pohyb spermii je umoznén kmitanim by¢iku, ktery
tvoii vice nez 90 % délky spermii savct (Rajender et al., 2010). Paoli et al. (2011) popsali
motilitu jako vysledek Sifeni pficnych vin podél biciku v proximalnim az distdlnim sméru
vytvarejici hydrodynamicky impuls, ktery tla¢i spermii pies samii genitalni trakt, aby
pronikly k oocytu. VétSina savéich spermii vykazuje dva typy fyziologické motility:
aktivovanou motilitu, ktera je u Cerstvé ejakulovanych spermii, a hyperaktivovanou motilitu,
ktera je patrna u vétSiny spermii ziskanych z mista fertilizace (Suarez et Ho, 2003; Turner,
2003). Jakmile se spermie vétSiny druhti stanou hyperaktivnimi, rytmus bi¢iku se stava
asymetrickym a s vys$i amplitudou, coz vede ke kruhové trajektorii (Ishijima et al., 2002).

Motilita je zdaleka nejpouzivanéj$im méfitkem kvality spermatu (Louda et al., 2008).
Hodnoceni je velmi subjektivni a ovlivnéno fadou faktoru, jako je typ fedidla, vybaveni
(sklenéné nadobi, pipety atd.), pfitomnost prostatické tekutiny, semenné pH, slozeni iont
a teplota. Je dulezité pouzivat vybaveni zahfaté na teplotu 37 °C, aby se zabranilo
chladovému Soku, ktery poskozuje spermie a nasledn¢ zkresluje odhad motilit (Memon et al.,
2007). Lze ji bézné hodnotit vizualnim odhadem procentniho podilu pohyblivych bunék
pomoci mikroskopu. Mald kapka spermatu se umisti na podlozni sklicko, pfenese na
vyhievnou desticku na 37 °C a zkouma se pii zvétSeni 200x nebo 400x (Rasul et al., 2001).
Ve vzorku spermatu mohou existovat odchylky ve stupni progresivniho pohybu bunék a v
lateralni dislokaci hlavy spermii (Celeghini et al., 2008). Subjektivni posouzeni pohyblivosti

spermii pomoci standardni mikroskopie muze byt velmi variabilni, a to 1 u vysoce
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kvalifikovanych pracovnikti (Utt, 2016), proto ve snaze eliminovat tyto odchylky byly
vyvinuty mnohé objektivni techniky pro hodnoceni motility spermii. Tyto techniky zahrnuji
pocitacovou  analyzu  (CASA), cCasosbérnou  mikrofotografii,  videomikrografii
a spektrofotometrii (Farrell et al., 1998). Nejvice pouzivana CASA analyzuje pohyb velkého
poctu spermii a z toho urcuje fadu parametri véetné procenta pohyblivych spermii, procenta
progresivné pohyblivych spermii, primérné rychlosti pohybu a kiivkové rychlosti, dale
CASA poskytuje rychlou, pfesnou a ovéfenou objektivni charakteristiku pohybu spermatu
(Holt et Palomo, 1996).

3.5 Kryokonzervace

Umeéla inseminace skotu je nejcastéji provadéna pomoci krykonzervovaného semene
zahrnujici fedéni, chlazeni, zmrazeni a rozmrazovani (Holt, 2000; O’chninger et al., 2000;
Andrabi, 2009). Jedna se o techniku, ktera umoznila pouzivani spermatu bez piimého
kontaktu mezi samici a samcem a tim zabranila $ifeni pohlavné pienosnych chorob, dale
ptispéla ke zlepSeni genetické kvality chovnych stdd. Umoznuje piedev§im dlouhodobé
uchovavani spermii se zachovanim ur¢ité miry viability a dobré oplozovaci schopnosti.
kryokonzervuji v PVC pejetach (Bailey et al., 2000; Barbas et Mascarenhas, 2008; Layek et
al., 2016). Béhem tohoto procesu spermie prodélavaji chemické, osmotické, tepelny
a mechanicky stres, které pisobi na spermie ve vSech fazich procesu riznou intenzitou (Tahir

etal., 1981; Andrabi et al., 2006).

3.5.1 Redéni a chlazeni

Redénim se vytvafeji podminky pro piezivani spermii mimo organismu. Proces musi
byt zahajen do 15 minut po odbéru spermatu. Teplota fedidla by méla byt stejna jako je
teplota ejakulatu kvili zabranéni chladovému Soku. Chladovy Sok zvysit piijem vapnikovych
inotll spermii, ktery hraje zasadni roli v bunééné signalizaci. Diky tomu muze byt zpuSténa
pfed¢asna kapacitace, naruSena termotaxe a nasledna signalizace mezi oocytem a spermii
(Benson et al., 2012). Bylo zjisténo, ze chlazeni spermii byki z télesné teploty na 5 °C
rychlosti 10 °C/h je nejvhodnéjsi k zabranéni chladovému Soku (Parks, 1997). Redidla maji
za ukol nejen zvétSovat objem spermatu (Mutalik et al., 2014), ale hlavné vytvaret vhodné
podminky pro pieziti spermii (Benson et al., 2012). Zajist'uji spermiim zdroj energie (Rasul et
al., 2000) a stabilizuji jejich plazmatickou membranu tim, Ze do ur€ité miry zabranuji

zménam ve slozeni fosfolipidi v membrané béhem kryokonzervace (Justice et Christensen,
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2013; Mutalik et al., 2014). Redici roztok by idealné¢ mél mit pH v rozmezi 6,8 - 7,5, co
nejvyssi rozpustnost ve vodé a minimalni rozpustnost ve vSech ostatnich rozpoustédlech,
minimalni G¢inky soli a chemickou stabilitu (Andrabi, 2009). Kryokonzervac¢ni fedidla dale
obsahuji organické pufry (Layek et al., 2016) a sacharidy, které¢ zajist'uji energii (Purdy, 2006;
Justice et Christensen, 2013; Holt et Penfold, 2014). Dalsi slozkou fedidel jsou antibiotika,
kterd zpomaluji vyvoj moznych infekci a déle zabranuji mnozeni bakterii (Varner et al.,
1998). Viedidlech se také nachazeji Kkryoprotektanty, coz jsou latky, které vyrazné
napomahaji spermiim vyrovnat se s procesem zmrazovani, ptezit mimo pohlavni aparat (Holt
et Penfold, 2014), ovliviiuji membranu, dé&je uvniti bunky (Ciani et al., 2012), Castecné
zabranuji k tvorbé ledovych krystalki (Holt et Penfold, 2014) a znacné ovliviuji jejich
fyziologicky stav po rozmrazeni (Biiylikleblebici et al., 2014). Kryoprotektanty délime podle
mechanismu ucinku na permeabilni a nepermeabilni (Layek et al., 2016). Permeabilni latky
prochdzeji do spermie skrze plazmatickou membranu a ovlivituji butiku intra i extracelularné
(Ciani et al., 2012). Dochazi ke zvySeni membranové fluidity diky pteskupeni lipida
a proteini (Holt, 1997). Nevyhodou je negativni plisobeni na plazmatickou membranu
spermie, diky tomu mize dochazet k jeji destabilizaci a nasledné denaturaci proteint (Ciani et
al., 2012). Nepermeabilni latky neprochazeji skrze membranu a pulsobi tedy pouze
extracelularng, ale i pfes to dokaZou stabilizovat vnitini prostfedi spermii, tzv. obali ledové
krystalky a tim zabrani poskozeni membrany (Holt et Penfold, 2014).

Nejbézné€ji pouzivanym permeabilnim kryoprotektantem u byka je glycerol
v koncentraci 7 - 8 % (Justice et Christensen, 2013), ktery chrani spermie, napomaha
stabilizovat plazmatickou membrdnu a omezuje tvorbu ledovych krystali béhem
kryokonzervace (Purdy, 2006). Ovsem miize na membrang pUsobit i negativné a zpusobovat
poruchy fluidity. Proto se knému pfidavaji dalsi kryoprotektanty, které pusobi pouze
extracelularné jako vajeCny zloutek nebo sojovy lecitin (Amirat et al., 2004; Akhter et al.,
2011).

Po zfedéni nasleduje zchlazeni, kdy se sperma ochladi na teplotu 4 nebo 5 °C. Sperma
je ochlazovano pomalu z divodu zabranéni chladového Soku. Piedpoklada se, Zze ten ma
za nasledek naruSeni funkce membranovych proteind, které jsou nezbytné pro strukturalni
integritu nebo iontovy metabolismus. Chladovému Soku je mozné zabranit pouzitim
vhodného fedidla, dodrZzenim spravného postupu (Purdy, 2006; Benson et al., 2012). Hlavni
zmény U spermii bykd béhem zchlazovani vznikaji v rozmezi teplot 15 az 5 °C a nedochazi
k nim pod 0 °C (Watson, 2000). Rychlé chlazeni snizuje St€peni fruktdzy, absorpci kysliku

a syntézu ATP u spermii, coz vede ke ztrat¢ energie a motility.
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3.5.2 Mrazeni

V kryokonzervaci spermii se predevS§im pouzivaji dvé konvenéni techniky zmrazeni:
pomalé a rychlé mrazeni (Di Santo et al., 2012). Zmrazovanim jsou pozastaveny metabolické
funkce spermii. Pokles teploty pod 4 °C pouze zpomaluje metabolickou aktivitu bunky, aby
doslo k uplnému zastaveni metabolickych funkci spermii, musi byt zmrazeny na -196 °C
(Medeiros et al., 2002). Pti -196°C neprobiha z4dna biochemicka aktivita, protoZe neni
k dispozici dostate¢né mnozstvi tepelné energie pro chemické reakce a neni pfitomna kapalna
voda, ktera je nezbytna pro metabolické procesy (Watson, 2000).

Béhem procesu mrazeni se mohou vytvaret extracelularni a intracelularni ledové
krystalky (Benson et al., 2012). Extracelularni ledové krystalky se tvofi z extracelularni vody.
Tyto ledové krystaly zvySuji koncentraci rozpusténych latek v fedidle, vytvafi osmoticky
gradient na membrané a dochazi k bunééné dehydrataci (Watson, 2000). Proto je dulezité
dodrzovat optimalni pribéh mrazeni, ¢im je prubéh pomalejsi, tim dochazi k vyssi bunécné
dehydrataci (Layek et al., 2016). Naopak pii pfili§ rychlém zmrazeni dochazi k tvorbé
intracelularnich krystalkt (Tapia et al., 2012), pfi nichZz dochazi k zamrznuti vnitrobunécné
tekutiny. Intracelularni krystaly mohou naruSovat bunécné struktury (Glrler et al., 2016),

coz muze vést az k bunééné smrti (Hammerstedt et al., 1900).

3.5.2.1 Pomalé zmrazeni

Technika pomalého zmrazovani navrZzena Behrmanem a Sawadou se sestava
z progresivniho chlazeni spermii po dobu 2 az 4 hodin ve dvou nebo tfech krocich, a to bud’
ruéné nebo automaticky pomoci programovatelného mraziciho zatizeni (Behrman et Sawada,
1966). Manualni metoda se provadi souCasnym snizovanim teploty spermatu a postupného
ptidavani kryoprotektantu. Nasleduje ponofeni vzorkti do kapalného dusiku (Said et al.,
2010). Bylo prokazano, ze optimalni pocate¢ni rychlost ochlazovani vzorku z pokojové
teploty na 5 °C je 0,5 - 1°C.min™ (Mahadevan et Trounson, 1984). Vzorek se pak zmrazi z
5 °C na -70 °C rychlosti 1 - 10 °C.min™. Vzorek je nasledn& ponofen do kapalného dusiku,
ktery ma teplotu -196 °C (Thachil et Jewett, 1981). U semiprogramovatelného maziciho
zafizeni se kapalny dusik vnese do naddrZze a po naprogramovani zafizeni se pomoci
softwarového zdznamu zaznamenava chlazeni od 20 °C do -70 °C pii rychlosti 1,5 °C.min™

a poté pii 6 °C.min. Po ukongeni zmrazeni jsou spermie pieneseny do kapalného dusiku

pti -196 °C (Holt, 2000).
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Pomalé zmrazeni ma své klady i1 zépory. Zvysuje se koncentrace cukrii, soli
a kryoprotektantu (naptiklad glycerolu), zatimco objem nezmrazené frakce klesd. ZvySeni
osmotického tlaku zplGsobuje dehydrataci bunék, dochézi ale k minimalni tvorbé

intracelularnich ledovych krystalka (Woelders, 2009).

3.5.2.2 Rychle zmrazeni

Rychlé zmrazeni bylo jako prvni navrzeno Shermanem. Tato technika vyzaduje piimy
kontakt mezi pejetami a parami tekutého dusiku po dobu 15 — 30 minut a naslednym
ponofenim do kapalného dusiku pii -196 °C. Vnitini dusikové vypary maji tepelny gradient
v zavislosti na vzdalenosti a objemu kapaliny (Sherman, 1990). Vzorek se nejprve po kapkach
smisi se stejnym objemem studeného kryoprotektantu. Smés se ptenese do pejety a necha se
inkubovat pii 4 °C po dobu 10 minut. Pejety se pak umisti ve vzdalenosti 15 - 20 cm nad
hladinu kapalného dusiku (-70 °C) na 15 minut. Po této fazi jsou pejety ponoieny
do kapalného dusiku. Béhem chlazeni je vhodné umistit pejety ve vodorovné poloze, aby se
minimalizoval rozdil tepla mezi obéma konci (Fabbri et al., 2004).

I rychlé zmrazeni ma své klady a zapory. Casto dochazi ke zméné membranovych
lipid a proteind. Membranové lipidy, které jsou normalné v kapalném krystalickém stavu,
mohou ztuhnout, a nasledné¢ dochazi ke zméné jejich funkce. Zacinaji procesy, jako je
kryokapacitace a produkce reaktivnich kyslikovych druht (Woelders, 2009). Naopak nékteii
autofi uvadégji, ze rychlé zmrazeni omezuje tvorbu ledovych krystalkii a dochazi k mensimu
poskozeni DNA (Lin et Tsai, 2012).

V praxi je vice vyuZzivana technika rychlého mraZeni z diivodu lepsi motility, viability

a oplozovaci schopnosti spermii po rozmrazeni.

3.5.3 Rozmrazovani

Faze rozmrazovani je stejn¢ dulezita pro pieziti spermii jako faze zmrazeni (Sukhato et
al., 2001). Praktické rozmrazovani spermatu skotu probiha ve vodni lazni pfi teploté 37 °C
po dobu nejméné 30 s (Bhosrekar et al., 1994). Vysledek po rozmrazeni zavisi na tom, zda
byla rychlost chlazeni dostate¢né vysoka, aby nedoslo k dehydrataci bunék nebo naopak pfilis
nizka, aby neindukovala tvorbu intracelularnich ledovych krystalkti. Dehydratace a vysoka
koncentrace soli muze vést ke ztraté stability v membranach nebo k denaturaci bilkovin
(Woelders, 2009). Je dulezité dodrzovat spravny postup rozmrazovani (Rasul et al., 2000),

aby se zabranilo rekrystalizaci jakéhokoli intracelularniho ledu pfitomného ve spermiich.
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Nespravny postup zptsobuje rychly pokles objemu bun¢k piiblizné na 50 % jejich pivodniho
objemu, coz vede ke strukturalni deformaci bun¢k (Woelders, 2009).

3.6 VIliv kryokonzervace na integritu DNA

I kdyz je kryokonzervace neocenitelnou technikou pro chov, pfinasi také fadu nevyhod.
Velkou piekazkou pii vyuzivani kryokonzervovaného spermatu mnoha druht je to,
ze chlazeni, zmrazeni a rozmrazovani obecné poskozuji struktury spermii, coz vede ke snizeni
Zivotaschopnosti a pohyblivosti spermii az o 50 % (Hammerstedt et al., 1990). V disledku
toho je kvalita spermii po kryokonzervaci niz$i nez u cerstvého spermatu vétSiny druht
(Salamon et Maxwell, 1995; Watson, 1995). Ne¢kolik faktort, jako je typ pouzitého
kryoprotektantu, rychlost zmrazeni a rozmrazovani, hladina antioxidantt a fyzikalni vlastnosti
spermie mohou ovlivnit kryokonzervaci spermii. Slozeni lipidt je spojeno s toleranci spermii
na kryokonzervaci a pro druhy, u kterych je molarni pomér cholesterolu k fosfolipidim
a stupenn nasycenych mastnych kyselin vysoky (Watson et Morris, 1987), byla zjisténa vétsi
rezistence savéich spermii k chladovému Soku, u byki je ovSem nizsi obsah cholesterolu a tak
jsou spermie nachylnéjsi na chladovy Sok (Lin et Tsai, 2012).

Nejcastéji k poskozeni spermii dochdzi béhem zmrazovani a rozmrazovani, kdy se
muze objevit nékolik negativnich procest, jako je chladovy Sok s tvorbou intracelularnich
a extracelularnich ledovych krystalkd, dehydratace bunék a osmoticky Sok (Stanic et al.,
2000). V téchto fazich také dochazi k morfologickym zménam hlavicky, které maji dale
za nasledek poskozeni DNA (Lin et Tsai, 2012). Dale bylo prokazano, Ze DNA byla vyrazné
poskozena rychlym zmrazenim a néaslednym pomalym rozmrazenim. Naproti tomu rychlé
zmrazeni, po némzZ nasledovalo rychlé rozmrazovani, pomalé zmraZeni nasledované pomalym
rozmrazenim nebo pomalé zmrazeni a nasledné rychlé rozmrazeni, nezpisobilo poskozeni
DNA (Lewis, 2003).

Pii kryokonzervaci tedy dochazi k mnoha nezadoucim procestim, které mohou ovlivnit
napt. morfologii, metabolismus a také zménu na DNA. Za zménou DNA stoji

zejména nezadouci apoptoza, oxidativni stres a chybna kondenzace chromatinu.

3.6.1 Apoptéza

Apoptdza je piirozeny proces, ktery se vyskytuje po celou dobu spermatogeneze,
avSak nezédouci apoptoza, pfi které nejsou bunky zcela zniceny, se podili na tvorbé spermii,
které vykazuji poskozenou DNA v ejakulatu (Sakkas et al., 2003). Kryokonzervace zvysuje

aktivaci konkrétnich cysteinovych protedz fizenych kyselinou aspartovou. Tyto protedzy
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indukuji markery pro apoptotickou kaskadu, jak u lidskych (Paasch et al., 2004; Wundrich et
al., 2006), tak u bycich spermii (Martin et al., 2004). Kaspazy, zvlasté kaspazy 1, 3, 8 a 9,
hraji klicovou roli v bunééné apoptické kaskadé a nasledné buné¢né smrti (Thornberry et
Lazebnik, 1998). Diky vysoké kondenzaci chromatinu nedochazi k pfimému poskozeni DNA
pomoci apoptotickych endonukleaz jako u somatickych bunék, ale dochéazi ke zvyseni ROS
v mitochondriich jako nasledek indukce apoptotické kaskady, nasledn¢ ROS indukuji
poskozeni chromatinu (Aitken et Koppers, 2011), napf. tvorbou mist bez bazi, deleci
a kiizenim DNA (Duru et al., 2000).

3.6.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres predstavuje dal$i potencialni mechanismus, kterym muze byt
u spermii indukovana fragmentace DNA (Aitken et al., 2009). Proces kryokonzervace zvySuje
uroven tvorby reaktivnich kyslikovych druht (ROS) u spermii (Mazzilli et al., 1995; Wang et
al., 1997; Irvine et al., 2000; Baumber et al., 2003; Peris et al., 2007). Ke zvySené tvorbé
dochazi kvuli zvySené produkci superoxidového aniontu (De Iuliis et al., 2006), ktery je
schopen byt bud’ spontanné¢ nebo enzymaticky pietvofen na peroxid vodiku (H20,).
Vzhledem k vysoké oxidacni aktivité je H,O, povazovan za zvlasté cytotoxicky (Alvarez et
al., 1987). Superoxid a H,O, mohou také vytvaret extrémné $kodlivy hydroxylovy radikal,
ktery je schopen narusitt témét vSechny bunééné komponenty (De Lamirande et al., 1997).

Nadprodukci ROS muze pozitivné ovlivnit fytoestrogen genistein, ktery se nachazi
v pomérné vysokych koncentracich v s6ji (Zielonka et al., 2003) a byl v posledni dob¢ uvadén
jako potencialni antioxidant u spermii (Bennetts et al., 2008). Také bylo prokazano,
ze poskytuje nejen ochranu bunék pred oxidativnim stresem a lipidovou peroxidaci, ale také
snizuje vyslednou fragmentaci DNA. Vzorky oSetfené genisteinem také vykazuji vyssi

motilitu a viabilitu po rozmrazeni (Liang et al., 2008).

3.6.3 Chybna kondenzace chromatinu

Neposlednim vyznamnym problémem, ke kterému muze dojit vlivem kryokonzervace
je chybna kondenzace chromatinu. Za normalnich podminek je chromatin spermie
nejkoncentrovanéjsi z celé eukaryotické DNA. Zejména proces zmrazeni — rozmrazovani ma
vliv na kondenzaci chromatinu. Za optimalnich fyziologickych podminek je podil protaminu
P1 a protaminu P2 1:1, ovSem nahld zména teploty z -196 °C na 37 °C miZe tento pomér
narusit. Pokud dojde k naruSeni poméru P1 a P2 ku prospéchu P2 dochazi ke snizeni stability

DNA, ovsem pokud se zméni pomér ve prospéch P1, dochazi ke zvySeni stability DNA,
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pravdépodobné kviili vétsimu zhutnéni DNA chromatinu. Castéji oviem dochdzi k navy3eni
protaminu P2 a to ze 72 % ptipadt (Gosalvez et al., 2011).

Déle miize behem kryokonzervace vlivem hyperosmotického stresu dochazet
k fragmentaci DNA nebo K inhibici repara¢nich mechanismt, jenz vedou Kk S$irSim
genomovym aberacim (Kiiltz et Chakravarty, 2001). Hyperosmoticky tlak je zpiisobovan
ttemi mechanismy. Prvni jsou mechanické deformace genomu vlivem zvysené¢ho iontového
tlaku na pevny chromatinovy obal vzniklého kvuli bunéénému smrsténi (Kopeika et al.,
2014). Druhy mechanismus je na principu vzniku oxidativniho stresu, ktery muize zpusobit
preruseni Sroubovice DNA (McCarthy et al., 2010) a tfeti, pii kterém dochazi k produkci
dvojitych fetézch, kvili naruseni rovnovdhy mezi opravou a poskozenim DNA nebo
zvySenym ukladanim nukledz ¢i volnych radikala do urcitych oblasti genomu (Kopeika et al.,
2014). Dochazi ke snizeni fertilizace, kvalité¢ embrya a vyssi incidenci potratu.

K chybné kondezaci chromatinu mtize také dojit vlivem pH, kdy extrémy vysokého
nebo nizkého pH destabilizuji a helix DNA (Williams et al., 2001). Neutralni nebo kyselé¢ pH
zpusobuje vice chromozomalnich defekti béhem kryokonzervace nez pH alkalické (Kaneko
et al., 2003). Na strukturu chromatinu mohou negativné pisobit i nekteré latky. Napt.
Dimethyl sulfoxid zptisobuje methylaci DNA nebo konformaéni zmény v DNA (Nelson et
Johnson, 1970), mutze tak narusit dvojity zlom DNA pomoci ptipadné konformace
heterochromatinu (Kashino et al., 2010). Glycerol mize také narusit konformaci DNA a ma
destabilizujici u€inek (Nakanishi et al., 1974).

3.6.4 Endogenni systém ochrany

Semeno byka ma sviij endogenni systém ochrany sestavajici se z enzymatickych
(katalaza, glutathionperoxiddza, superoxiddismutdza) a neenzymatickych (vitamin C,
glutathion, cystein) antioxidantd proti molekulam ROS (Andrabi, 2009). Jak vitamin C, tak
katalaza redukuji tvorbu ROS (Li et al., 2007; Taylor et al., 2009). Vlivem kryokonzervace
vSak dochazi k nadmérné produkci molekul ROS (Kadirvel et al., 2009) a snizuji se hladiny
endogennich antioxidantii (Stradaioli et al., 2007) u by¢ich spermii. Tento systém endogenni
ochrany se tak stava nedostatecny (Kadirvel et al., 2009). Z tohoto divodu se zkouma
piidavani vhodnych antioxidanta pro zlepseni kvality a plodnosti kryokonzervovaného byciho
spermatu (Ansari et al., 2010, Ansari et al., 2011). Podle Bucak et al. (2010) vsak piidani
antioxidanti ke zmrazenym spermiim nema vliv na tvorbu ROS ani na celkovou antioxidacni
aktivitu, ale ma pozitivni vliv na integritu plazmatické membrany. Doporucuje se pouziti

glutathionu a cysteinu, jelikoz mohou zlepsit Zivotaschopnost spermii a funk¢ni integritu.
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Cystein je aminokyselina obsahujici siru, ktera se pfirozené vyskytuje v semenné plazmé
a spermiové nukleové kyseling€, kterd udrzuje integritu DNA a také pisobi jako antioxidant
pfimo nebo i nepfimo prostfednictvim intracelularnich antioxidanti, které chrani nezadouci

ucinky zprostfedkované ROS (Perumal et al., 2011; Topraggaleh et al., 2014).
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4 Material a metody

By¢i ejakulatu byl odebiran na inseminacnich stanicich apoté transportovan
do laboratofe, kde byl zpracovan a kryokonzervovan. Hodnoceni integrity DNA bylo
provadéno v raznych fazich procesu - pifed nafedénim semene a nasledné po rozmrazeni.

Pro hodnoceni integrity DNA spermii bylo vyuzito dvou odliSnych postupd. Prvni
funguje na fluorescenénim principu za vyuziti akridinové oranzi. Druhé hodnoceni tohoto
kvalitativniho parametru spermii je zaloZzeno na specifickych vlastnostech toluidinové modfi
a hodnoceni probihalo pomoci svételného mikroskopu. Mimo integritu DNA spermii byla

pro kontrolu vseobecné kvality vzorki hodnocena motilita spermii.

4.1 Odbér ejakulatu a jeho zpracovani

Ejakulat byl odebiran 1 byku na inseminacni stanici Natural s.r.o., Hradistko
pod Mednikem a 4 bykiim na inseminacni stanici CRV Czech Republic s.r.o., Zasmuky
standardnim zptUsobem. Kazdy ejakulat byl podroben zakladnimu posouzeni vysSkolenym
laborantem inseminacni stanice. Byly hodnoceny tyto parametry: objem ejakulatu,
koncentrace spermii a procento pohyblivych spermii. K experimetnu byl pouzit pouze
ejakulat, ktery spliioval limit koncentrace spermii > 0,7x10%/ml a procento pohyblivych
spermii > 70 %.

Poté byl ejakulat transportovan pii teploté 5°C do laboratore KVD CZU, kde byl
nasledné nafedén na koncentraci 10x10%ml a zpracovan. Ejakulat, ktery nebyl pouzit
k okamzitému zpracovani, byl rozdélen na objemové shodné dily a nafedén fedidlem
Optixcell (IMV Technologies, L'Eigle, Francie) na kone¢nou koncentraci 30x106/pejeta
(0,25 ml) a ekvilibrovan v pejetach pfi teploté 5 °C po dobu 2 hodin. Po uplynuti této doby
byl ejakulat naplnén do pejet. Pejety byly nasledné ponechany 20 minut nad parami tekutého
dusiku LN2 a poté ponofeny piimo do kapalného dusiku (-196 °C) a uchovavany

v kontejneru Cryo diffusion 49 (Lery — Francie).

4.1.1 Hodnoceni nativniho ejakulitu

Hodnoceni bylo provadéno po ptivezeni ejakulatu z inseminacni stanice. Ejakulét byl
zahtan v inkubatoru (Incucell 55, BMT Medical Technology s.r.o., Brno) na teplotu 37 °C
po dobu 10 minut. Nésledn& nafedén na koncentraci 10x10°/ml pomoci DPBS (Dulbecco's
phosphate-buffered saline, slozeni - 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH;POy, 136.9 mM NaCl, 8.9 mM
Na;HPO4*7H,0) (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha, Ceské republika) a podroben hodnoceni.
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4.1.2 Hodnoceni kryokonzervovaného ejakulatu

Pejety byly rozmrazeny standardnim zptisobem ve vodni lazni (Memmert, Unimed,
Praha) pii teploté 37 °C po dobu 30 vtetin. Nasledné byl ejakulat nafedén DPBS (Dulbecco's
phosphate-buffered saline) (Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, Ceska republika) na koncetranci

10x10%ml a podroben hodnoceni.

4.2 Vlastni hodnoceni

4.2.1 Motilita

Motilita spermii byla hodnocena pomoci syst¢ému CASA (Computer Assisted Sperm
Analysis), ktery se skladal z téchto ¢asti - stereo mikroskopu Nikon Eclipse E600 (Nikon,
Tokyo, Japonsko) s vyhievnou desti¢kou (TokaiHeat, Japonsko), kamery DMK 23UM021
(Imaging Source, Brémy, Némecko) a pocitacového softwaru - NIS Elements Ar 4.50
(Laboratory Imaging, s.r.o., Praha, Ceska republika).

Rozmrazné vzorky spermii byly pfeneseny do zkumavek o objemu 1,5 ml a natfedéné
pomoci DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline, slozeni - 2.7 mM KCI, 1.5 mM
KH,PO,, 136.9 mM NaCl, 8.9 mM Nay,HPO,*7H,0) (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha, Ceska
republika) na koncentraci 20x10%ml, nasledn& inkubovéany po dobu 10 minut pii teploté
37 °C. Po uplynuté dobé& a Setrné homogenizaci bylo pfeneseno 5 ul vzorku do komurky typu
Makler® (SefiMedical, Haifa, Izrael) o hloubce 20 um. Pohyb spermii byl snimén objektivem
10x s negativnim fazovym kontrastem v Sesti riznych zornych polich. Zaznam probéhl
pomoci kamery o frekvenci 60 snimka za sekundu.

V experimentu bylo hodnoceno pouze celkové procento motilnich spermii na zakladée
prahu pohyblivych spermii VAP (primé&rna rychlost) > 10 pm/s, kteréd slouzila jako orientacni
hodnota pro dalsi zpracovani. K experimentu byl pouzit vzorek s vice nez 30 % pohyblivych

spermii.

4.2.2 Integrita DNA

Metodika hodnoceni integrity DNA pomoci akridin oranz a toluidinové modii musela
byt po nékolik mésict testovana. Zaklad obou technik byl sestaven z védeckych clanka
a Z teoretické a praktické konzultace na oddéleni Reprodukéni biologie, Biotechnologicky
Gstav, Akademie véd CR, v.v.i. OvSem obé& techniky musely projit mnoha modifikacemi

behem dvou mésictl, aby podavaly hodnoceni zpisobilé vysledky.
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Akridin oranz

Z20 pl nafedénych (koncentrace 10x106/ml) a homogenizovanych spermii byl
vytvofen roztér na podlozni sklicko a nechal se zaschnout na vzduchu pii pokojové teploté.
Po zaschnuti byl pomoci PAP PEN (Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, Ceské republika) vytvoten
obdélnik o rozméru cca 3x2 cm. Nasledné byla provedena fixace vzorku 70 pl Carnoy’s
roztoku (1 dil kyseliny octové:3 dily metanolu) (Sigma-Aldrich s.r.o., Praha, Ceska republika)
ve vlhké komirce pfi teploté 4 °C po dobu minimalné¢ dvou hodin. Po fixaci nasledovalo
oplachnuti pomoci PBS (Phosphate Buffered Saline, 0,01M, Sigma-Aldrich s.r.0., Praha,
Ceska republika) 2x1 ml. Vlastni barveni vzorku bylo provedeno 200 ul akridin oranz (50 pg
na ml barviciho pufru*) po dobu 10 minut pti pokojové teploté. Opét nasledovalo oplachnuti
pomoci PBS (Phosphate Buffered Saline, 0,01M, Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, Ceska
republika) 2x1 ml. Finalni hodnoceni (500 bun¢k) probihalo pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu Nikon Eclipse E600/Nikon Eclipse TI (Nikon, Tokyo, Japonsko) — fluorescenéni
filtr pro vinovou délku 488 nm, zvétSeni 400x. Jako pozitivni byly hodnocené oranzové

a Cervené spermie, jako negativni spermie zelené.

*na 100 ml, pH6

0.2M Na,HPO, 2,8392 ¢
1mM EDTA 0,0372 g
0.15 M NaCl 0.8766 ¢
0,1 M citric acid monohydrate 2,101 ¢

Toluidinova modf

Z20 pl natfedénych (koncentrace 10x10% ml) a homogenizovanych spermii byl
vytvoren roztér na podlozni sklicko a nechal se zaschnout na vzduchu pii pokojové teplote.
Po zaschnuti byla provedena fixace Cerstvé pripravenym roztokem ethanolu 96 % a acetonu
(Sigma-Aldrich s.r.0., Praha, Ceska republika) v poméru 1:1 po dobu 30 minut v kyvetd pii
teploté 4 °C. Po 30 minutach nasledovala inkubace 0,1 N HCI (1,2 ml) (Sigma-Aldrich s.r.o.,
Praha, Ceska republika) po dobu 10 minut ve vlhké komiirce opédt pii teploté 4 °C.
Po inkubaci byl vzorek promyvan v kyveté na tiepacce (SK-L-180-E, Analog linear shaker)

pomoci demi H,O 3x po dobu 2 minuty. Barveni vzorku bylo provedeno 0,1 % toluidinové
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modfi vV Mcllvaine* (pH 4,0, 1,2 ml) po dobu 10 minut pii pokojové teploté. Po obarveni byl
preparat oplachnut H>O. Findlni hodnoceni (500 bungk) bylo provadéno pomoci svételného
mikroskopu Nikon Eclipse E200 (Nikon, Tokio, Japonsko) pod zvétsenim 400x. Kde jako
pozitivni byly hodnoceny tmavé modré spermie a jako negativni svétle modré spermie.

* Mcllvaine, Mix A+B (7,71 : 12,29 ml), pH7

Roztok

A 5,068 g NaH2PO4xH20/100 ml
Roztok

B 1,9212 g Kyselina citronova/100 ml

4.3 Statistické hodnoceni

Ziskana data byla statisticky analyzovana pomoci softwaru SAS 9.3 (Statistical Analysis
Systém). Ke statistickému hodnoceni nebyl pouzit byk z insemina¢ni stanice Natural s.r.o.,
Hradistko pod Mednikem, jelikoz se jednalo o vyfazeného byka, ktery byl pouZzit pouze
pro kontrolu ostatnich vzorkli. Do statistického hodnoceni byli tedy zahrnuti 4 byci z
inseminacni stanice CRV Czech Republic s.r.0., Zasmuky.

Hodnoceni vlivu kryokonzervace na integritu DNA bylo vyhodnoceno vicefaktorovou
analyzou rozptylu — ANOVA. Jako zavisle proménné byly hodnoceny parametry Procento
pozitivnich spermii, jako nezavisle proménné nativni a kryokonzervované vzorky.
Pfed samotnym testovanim byla ovéfena normalita dat a homoskedasticita. Hladina
vyznamnosti p = 0,001.

K hodnoceni korelace metod akridine oranz a toloudinové modii byla pouzita
korela¢ni analyza. Sila zavislosti byla vyjadiena korela¢nim koeficientem.

Dale byl hodnocen rozdil integrity DNA po kryokonzervaci mezi jednotlivymi byky
z inseminacni stanice CRV Czech Republic s.r.o., Zasmuky. K hodnoceni byla pouzita
vicefaktorovd analyza rozptylu — ANOVA. Pfed samotnym testovanim byla ovéfena
normalita dat a homoskedasticita. Jako zavisle proménné byly hodnoceny parametry procenta

pozitivnich spermii, jako nezavisle proménné byk 2, 3, 4, 5. Hladina vyznamnosti p = 0,001.
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S5 Vysledky

5.1 Motilita

Motilita spermii nativniho ejakulatu byla hodnocena u 5 byku, ovSem byk cislo 1 byl
mimo standardni limity, a tak jsou v grafu uvedeni ti, ktefi byli dale podrobeni statistickému
hodnoceni na integritu DNA. Motilita ejakulatu byla po odbéru > 80 %. Po kryokonzervaci
bylo hodnoceno pouze celkové procento motilnich spermii pomoci CASA, kterd slouzila
pouze pro kontrolni Géely, aby byl pouzit k dal§imu zpacovani vzorek s motilitou > 30 %.
U kazdého byka bylo hodnoceno 8 vzorki, ptfi¢emZ primérné hodnoty vyjadfuje graf 1.
Nejvyssi % celkové motility po kryokonzervaci vykazoval byk ¢islo 3 — 49,75 %, naopak
nejnizsi byk Cislo 2 — 34 %. Byci 4 a 5 vykazovali hodnoty podobné a to okolo 36,5 %.

100%

90%

80%

70%

60%

50%
Nativni

40% Po kryokonzervaci

30% — — — —
20% — — — —

10% — — — —

0%

Byk

Graf 1: Procentualni zastoupeni motilnich spermii pted a po kryokonzervaci

5.2 Integrita DNA

5.2.1 Nativni vs kryokonzervované spermie

Porovnani integrity DNA nativnich a kryokonzervovanych spermii znazoriiuje graf 2
metodou akridin oranz (AO) a graf 3 metodou toluidinova modf (TB). Rozdil mezi nativnimi

a kryokonzervovanymi spermiemi byl statisticky prukazny (ANOVA, p < 0,001).
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Primérna hodnota pozitinich nativnich spermii metodou AO byla 1,375 % a spermii
po kryokonzervaci 15,1 %, rozdil mezi t€émito hodnotami byl tedy signifikantni a to 13,725 %
(graf 2). Primérna hodnota pozitivnich nativnich spermii metodou TB byla 9,2 % a spermii
po kryokonzervaci 16,08 %, rozdil mezi témito hodnotami byl opét signifikantni a to 6,88 %
(graf 3).
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Graf 2: Rozdil pozitivnich spermii metodou AO pied a po kryokonzervaci v %
ab Hodnoty oznacené riznymi indexy v ramci skupiny byly statisticky vyznamné rozdilné
(ANOVA, p <0,001)
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Graf 3: Rozdil pozitivnich spermii metodou TB pied a po kryokonzervaci v %
%5 Hodnoty oznadené riznymi indexy v ramei skupiny byly statisticky v§znamng rozdilné
(ANOVA, p <0,001)

5.2.2 Porovnani metod AO vs TB

Porovnani metody AO vs TB znazoriuje graf 4 u nativnich spermii a graf 5
u kryokonzervovanych spermii. Statistické vyhodnoceni bylo pomoci korela¢ni analyzy. Tato
analyza pfinesla zajimavé vysledky a to, ze tyto metody maji Silnou korelaéni zavislost
tabulka 1 (r > 0).

I kdyz podle grafu 4 u nativnich spermii je rozdil mezi metodou AO a TB 7,825 %
a u kryokonzervovanych spermii 0,98 % graf 5. Zejména tedy u nativnich spermii je rozdil
metod vyznamngj$i. Minimalni hodnota metodou AO byla 5,6 % a metodou TB 7,8 %,
naopak maximum bylo metodou AO 24,2 % a metodou TB 23,5 %.
Tabulka 1: Pearsontv koeficient korelace metod AO a TB

Pearsoniiv koeficient korelace (r)
Metoda Pozitivni b. TB (%)
Pozitivni b. AO (%) 0.63503
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Graf 4: Rozdil metod AO a TB u nativnich spermii v %
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5.2.3 Vysledky analyz integrity DNA a individualni rozdily byku

Dale byly porovnany vysledky pozitivnich spermii po kryokonzervaci mezi
jednotlivymi byky, pficemzZ procento pozitivnich spermii metodou AO a TB je znazornéno
v grafu 6. Statisticky prukazny rozdil nebyl mezi byky 2 a 3 (ANOVA, p = 0.1661), naopak
statisticky prukazny rozdil byl mezi byky 2, 4 a 5, dale 3, 4 a 5 a mezi byky 4 a 5 (ANOVA,
p < 0,001). Nejvétsi rozdil byl mezi byky 2 a 4 metodou AO a u bykd 4 a 5 metodou TB
(ANOVA, p <0,001).

25%

20%

15%

u Pozitivni AO
10%

B Pozitivni TB

5%

0%

Byk

Graf 6: Porovnani vysledkl pozitivnich spermii u jednotlivych bykt v %
acdibeded Hodnoty oznadené indexy v ramei skupiny U obou metod byly statisticky v§znamné
rozdilné (ANOVA, p < 0,001)

5.2.4 Vyrazeny byk

Ke statistickému hodnoceni nebyl pouzit byk z inseminaéni stanice Natural s.r.o.,
Hradistko pod Mednikem, jelikoz se jednalo o vyfazeného byka, ktery byl pouzit pouze
pro kontrolu ostatnich vzorkl. Motilita ejakuldtu byla po odbéru < 80% a koncentrace spermii
1,45x10%/ml. Procentualni zastoupeni pozitivnich bunék nativnich spermii a spermii
po kryokonzervaci metodou AO a TB ukazuje graf 7. Metodou AO bylo procento pozitivnych
spermii u nativniho ejakulatu v priméru 6,15 % a u kryokonzervovaného ejakulatu 34,7 %.
Metodou TB bylo procento pozitivnich spermii u nativniho ejakulatu v praiméru 10,75 %
a u kryokonzervovaného ejakulatu 55,7 %. Rozdil mezi nativnim a kryokonzervovanym
ejakulatem vysel tedy u metody AO je 28,55 % a u metody TB 44, 95 %.
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Graf 7: Procentudlni zastoupeni pozitivnich bunék nativnich spermii a spermii po

kryokonzervaci metodou AO a TB
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6 Diskuze

Poskozena DNA je tzce spojena s mnoha indikatory reprodukéniho zdravi, jako je
oplozeni schopnost, kvalita embryi, jejich schopnost implantace, riziko spontanniho potratu
a vrozenych malformaci (Agarwal et Allameneni, 2004; Fernandez-Gonzalez et al., 2008;
Shamsi et al., 2008). Zjistovani a hodnoceni integrity DNA ma vyznamny potencial
z hlediska stanovovani potencialni fertilizaéni schopnosti spermii (Aitken et De luliis, 2010),
coz potvrzuje studie Bungum et al. (2004), ktera ukazala, ze az 30 % samci v umélé
inseminaci ma zvasené procento spermii s poSkozenou DNA. Dale ve studii Shamsi et al.
(2010) bylo pozorovano, ze u samic, které prodélaly potrat, melo 47,7 % spermii samci
vysoké poskozeni DNA. Tito plemenici mé&li rovnéz vysoké hladiny volnych radikala (ROS).
Ovsem autofi studii Lewis et al. (2008) a Venkatesh et al. (2009) netvrdi, Ze existuje spojitost
mezi zvySenou tvorbou ROS a poskozenim DNA. Dale studie Greco et al. (2005) ukazala,
ze poskozeni DNA je vyssi u ejakulovanych spermii ve srovnani se spermiemi pochézejicich
z biopsii varlete. Ve studii Perez-Crepso et al. (2008) bylo dale zjisténo, Ze zvySena teplota
v nadvarleti nejen sniZzuje kvalitu zakladnich parametri spermatu, ale také zvySuje procento
poskozeni chromatinu. Dale byl prokazan vliv cytoplazmatické kapky (Fortes et al., 2012)
a vySsiho veéku (Rubes et al., 2005). Analyza integrity DNA je velmi objektivnim
diagnostickym a prognostickym ukazatelem reprodukéniho potencidlu spermii (Evenson et
Jost, 2000; Spano et al., 2000; Larson-Cook et al., 2003; Saleh et al., 2003) v porovnani
s konvencni analyzou spermatu, zahrnujici po odbéru hodnoceni koncentrace spermii, objem,
motilitu, pfipadné je doplnéna 0 morfologii ¢i viabilitu (Guzick et al., 1998). Kdy napiiklad
Guzick et al. (1998) dale uvadéji, ze pfiblizné 15 % neplodnych samcti mélo konvenéni
analyzu spermatu v potfadku.

Mimo tyto uvedené vlivy je to rovnéZ laboratorni zpracovavani spermii, které muze
ovlivitovat integritu jejich DNA (Donnelly et al., 2001). Neékolik faktoru, jako je typ
pouzitého kryoprotektantu, rychlost zmrazeni a rozmrazovani, hladina antioxidanth
v ejakulatu a fyzikdlni vlastnosti spermii mohou ovlivnit integritu DNA spermii. Bylo
prokdzano, ze velmi rychlé zmrazeni zplisobuje béhem kryokonzervace nejmensi poskozeni
DNA (Duty et al., 2002; Revel et al., 2005). Dale Hallap et al. (2004) studovali morfologii
spermii a integritu DNA po kryokonzervaci u bykl ve v€ku 11-13 meésicl a nasledné
po 4 letech. Zjistili, Ze motilita spermii a integrita membrany se zlepsila s vékem. Tomuto

tvrzeni odporuji Singh et al. (2003); Rubes et al. (2005) a Wyrobek et al. (2006), jelikoz tvrdi,
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ze
k vétsimu procentu poskozeni DNA dochazi s vyssim vékem (nad 6,5 roku).

Jako prvni parametr byla v experimentalni ¢asti hodnocena motilita spermii, jelikoz
patii k vyznamnému ukazateli, ktery je po rozmrazeni standardné v praxi hodnocen, nebot’
fada poskozeni spermii se ¢asto odrazi praveé na jejim pohybu (Thun et al., 2002; Giirler et al.,
2016). Motilita byla primarné hodnocena pro kontrolu vzorku tak, aby nebyly v dal$i analyze
pouzivany vzorky nespliiujici vSeobecné standardy. Hodnoceno bylo celkové procento
motilnich spermii na zakladé¢ prahové hodnoty VAP (Average Velocity Path - rychlost
po prumérné draze) 15 um/s prostfednictvim pocitatem asistované analyzy spermii - CASA
(Verstegen et al., 2002). Nejvyssi procento celkové motility po kryokonzervaci vykazoval
byk ¢islo 3 - 49,75 %, naopak nejnizsi byk ¢islo 2 - 34 %. Byci 4 a 5 vykazovali hodnoty
podobné a to okolo 36,5 %. Jelikoz vSechny vzorky byly odebrany a zpracovany stejnym
zpusobem, tak lze piedpokladat, ze timto byly do ur¢ité miry redukovany vlivy, jako je
zpracovani, transport, fedidlo ¢i technika zmrazeni. OvSem ukézala se jistd mira individualni
variability v ramci jednotlivych plemeniki, coz je uvadéno také ve studii Khalifa et al. (2008).
Primérné hodnoty se dobie shoduji s vysledky Nava-Trujillo et al. (2013) a Mahmoud et al.
(2014). Dale se shoduji s vysledky Celeghini et al. (2008), ktefi ovSem pouzili fedidlo
Bioxcell a ejakulat byl ziskan elektroejakulaci. Naopak Tasdemir et al. (2012) pouzili fedidlo
Tris a motilita se po kryokonzervaci pohybovala na hodnotach 27 %. Vys8i procento
motilnich spermii uvadeji Serafini et al. (2015), a to 48 %, ejakulat byl ovSem ziskdvan
elektroejakulaci a jako fedidlo bylo pouZito sojové mléko. Tyto vysledky potvrzuji tvrzeni,
ze motilita je pravdépodobné ovlivnéna hlavné individualitou plemenika nez volbou fedidla ¢i
kryoprotektantu nebo technikou ziskani a zpracovani (Khalifa et al., 2008).

Experimentalni ¢ast byla vénovana ptredevSim vlivu kryokonzervace na integritu
DNA. Analyzy probéhly pomoci metody zalozené na principu barveni pomoci toluidinové
modii (TB), kde jako pozitivni buiiky (s porusenou integritou DNA) byly hodnocené tmavé
modré spermie a jako negativni svétle modré spermie. A pomoci fluorescenéni metody
zalozené na metachromatickych vlastnostech akridin oranz (AO), pfi¢emz jako pozitivni
buiiky (s porusenou integritou DNA) byly hodnocené oranzové a Cervené spermie, jako
negativni spermie zelené.

Primérnd hodnota nativnich spermii metodou AO byla 1,375 % a spermii
po kryokonzervaci 15,1 %, rozdil mezi témito hodnotami byl tedy 13,725 %. Primeérna
hodnota nativnich spermii metodou TB byla 9,2 % a spermii po kryokonzervaci 16,08 %,

rozdil mezi t€émito hodnotami byl tedy 6,88 %. Rozdil mezi nativnimi a kryokonzervovanymi
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spermiemi byl statisticky prikazny (p < 0,001). NaSe vysledky se shoduji se studii
Mukhopadhyay et al. (2010), ktefi také porovnavali integritu DNA nativnich spermii
a spermii po kryokonzervaci, navic citlivéj$i metodou comet assay, coz ukazuje vysokou miru
presnosti a vypovidajici hodnoty naSich vysledkl. Procento pozitivnich nativnich spermii
u plemenikt vyslo 2,83 % a po kryokonzervaci 10,62 %. Celeghini et al. (2008) také testovali
procento pozitivnich nativnich spermii metodou AO, i kdyz se metodicky postup lisil, nase
vysledky jsou velmi obdobné. V piipadé pouziti fedidla Bioxcell 1,02 % a fedidla Botu-Bov
1,2 %, ¢imz vyvratili tvrzeni Benson et al. (2012) a Purdy (2006), ze typ pouzitého fedidla ma
vliv na integritu DNA. Nase vysledky se naopak 1i8i v porovnani s Kumaresan et al. (2017),
v jejich experimentu vySlo metodou AO procento pozitivnich spermii po kryokonzervaci
pouze 4,65 %. Tento rozdil mohl byt patrn¢ zptisoben vlivem pouzité¢ho fedidla Andromed,
dale zpisobem kryokonzervace spermii, které probihalo pomoci poloautomatického
zmrazovaciho zafizeni (Lymberopoulos et Khalifa, 2010). Vysledky se dale 1isi s Mahmoud et
al. (2014), kteti také testovali procento pozitivnich spermii pied a po kryokonzervaci metodou
AO. Procento pozitivnich spermii pied kryokonzervaci vySlo pouze 0,75 %
a po kryokonzervaci 2,5 %. OvSem studie neuvadi typ fedidla, ani informace o testovanych
jedincich. Integritu DNA pomoci barveni toluidinovou modii testovali Nava-Trujillo et al.
(2013), jejich vysledky vysly obdobné jako vysledky nasi prace. Dale zjistili, Ze spermie
s poskozenou DNA mély §irsi hlavicky. Coz potvrzuje fakt, ze morfologické abnormality maji
vliv na integritu DNA (Saacke, 2008). Dale se potvrdil efekt jedince (byka), jelikoz
individualni variabilita vysla jak u motility, tak u integrity DNA. Casto vyuZivany test je
SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay), vysledky tohoto testu jsou v praméru o 5 % nizsi
V porovnani s nasimi vysledky. | kdyZz oba metodické pfistupy vyuzivaji charakteristické
vlastnosti AO, odliSnost mize byt zplisobena stylem hodnoceni, jelikoz metoda SCSA je
vyhodnocovana pomoci pritokového cytometru (Hu et al., 2009; Fortes et al., 2012;
D’Occhio et al., 2013; Korkmaz et al., 2017).

Dale byly v praci porovnany vysledky pozitivnich spermii po kryokonzervaci mezi
jednotlivymi byky (byk 2-5). Statisticky prukazny rozdil nebyl mezi byky 2 a 3 (p = 0.1661),
coz mohlo byt patrné zplisobeno napt. podobnym procentem morfologickych abnormalit ¢i
konven¢nim spermiogramem. Naopak statisticky pritkazny rozdil byl mezi byky 2, 4 a 5, déle
3,4 a5 amezi byky 4 a 5 (p < 0,001). Tito byci by se nejspiSe mohli 1iSit procentem
morfologickych abnormalit, propustnosti membrany pro fedidlo a kryoprotektivum nebo
citlivosti bunék na kryokonzervaci (Hauser et al., 2001; Saacke, 2008; Ensico et al., 2010).
Pti¢emz nejvétsi rozdil byl mezi byky 2 a 4 metodou AO a u byki 4 a 5 metodou TB
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(p < 0,001). Dale Ize podle vysledkii motility po kryokonzervaci s porovnanim procenty
pozitivnich spermii u jednotlivych bykl zfejm¢ vyloucit spojitost mezi motilitou
a integritou DNA, jelikoz nejvyssi procento celkové motility po kryokonzervaci vykazoval
(2018). V jejich studii byla prokazana negativni korelace meze motilitou a integritou DNA.
Dale 1ze vyloudit vliv véku, jelikoz Hallap et al. (2005) testovali byky ve véku od 1 roku
do 7 let a rozdil pozitivnich spermii metodou AO mezi bykem starym 1 rok a 7 let byl pouze
1,43 %.

Pro kontrolu vzorkii byl pouzit vyfazeny byk (byk 1). Tento byk tento byk byl vyrazen
na zakald¢ nizké motility, ktera nedosahovala standardnich hodnot vstupniho hodnoceni
70 %. Metodou AO bylo procento pozitivnich spermii na integritu DNA u nativniho ejakulatu
V priméru 6,15 % a u kryokonzervovaného ejakulatu 34,7 %. Metodou TB bylo procento
pozitivnich spermii u nativniho ejakuladtu v priméru 10,75 % a u kryokonzervovaného
ejakulatu 55,7 %. Rozdil mezi nativnim a kryokonzervovanym ejakuldtem u metody AO je
28,55 % a u metody TB 44, 95 %. V porovnani s plemeniky nasi studie (byk 2,3,4,5) je
procento pozitivnich spermii jak nativniho tak kryokonzervovaného ejakulatu vyssi. Lze tedy
pfedpokladat, ze niz8i motilita spermii nativniho ejakuldtu méla vliv na integritu DNA, coZz se
ukazalo také ve studii Serafini et al. (2016), kde procento pozitivnich spermii bylo hodnoceno
metodou SCSA, ovSem vysledky jsou obdobné snasi metodou AO, coz nasvédcuje
ve vzajemnou korelaci téchto metod i mozné zéastupnosti metodickych ptistupti. Plemenici
jejich studie méli procento pozitivnich spermii po kryokonzervaci 8,1 % a vyfazeni plemenici
43 %. Studie dale uvadi, ze vyfazeni jedinci méli vysoké procento abnormalit na hlavickach,
proximalni kapky a abnormalit stiednich ¢asti. Vliv proximalni kapky na integritu DNA byl
potvrzen (Fortes et al., 2012).

V naSem experimentu byla dal§im sledovanym parametrem korelace dvou vybranych
metod pro testovani. Korela¢ni analyza pfinesla zajimavé vysledky. Ukdzalo se, Ze tyto
metody maji vzajemnou silnou korelac¢ni zavislost (r=0,64). I kdyz u nativnich spermii je
rozdil mezi metodou AO a TB 7,825 % a u kryokonzervovanych spermii 0,98 %. Zejména
tedy u nativnich spermii je rozdil metod vyznamnéjsi. OvSem fakt, ze tyto dv€é metody spolu
koreluji, je velmi pozitivni. JelikoZ se jedna o levné, rychlé metody a velmi dobie dostupné
metody z hlediska chemikalii a vybavenosti laboratoie, zejména metoda TB, pro kterou je
zapotiebi pouze svételny mikroskop a i samotna toluidinova modi je levnéjsi nez akridin
oranz. Silnou zavislost téchto metod zaznamenali také Ajina et al. (2017) a Erenpreisa et al.

(2003), kteti ovSem testovali tyto metody u spermii muzi. Dale korelaci téchto metod
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testovali také Kamimura et al. (2010) na ejakulatu kozli. Zde ovSem dosli k zavéru, ze byla
vhodnéjsi metoda TB, jelikoz metoda AO neukazovala objektivni vysledky, coz je pro praxi
velmi pozitivni, jelikoz metoda TB nevyzaduje fluorescencni mikroskop na vyhodnoceni

vysledki a je tedy vice dostupna pro andrologické laboratoie.
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[ Zavér

Prace se zabyvala vlivem kryokonzervace na integritu DNA spermii byki a stanoveni
miry korelace dvou vybranych metod (akridin oranz a toludinova modf) pouzitych pro jeji
hodnoceni.

Podle vysledki nasich pokusi byl prokdzan vliv kryokonzervace na integritu DNA
spermii bykt. Dale vysledky metody zaloZené na principu barveni pomoci toluidinové modii
korelovaly s fluorescenéni metodou vyuzivajici specifické znaCeni poskozeni DNA
akridinovou oranzi, jelikoz korelacni koeficient dvou vybranych metod pouzitych
pro hodnoceni prokézal silnou zivislost. Hypotézy byly potvrzeny a na zéklad€ potvrzenych
hypotéz byl splnén cil vyhodnotit vliv kryokonzervace na integritu DNA spermii byki
a stanovit miru korelace dvou vybranych metod pouzitych pro jeji hodnoceni.

Pti testovani je velmi dilezitd optimalizace protokolu v kazdé laboratofi, pouzivani
Cerstvych  chemikalii, pfesné navazky, dodrzovani a kontrola pH roztokd
a dodrzovani casovych sledi. Pficemz vramci laboratote KVD byla modifikovana
a nastavena metodika hodnoceni u obou metod a je tedy pfipravena pro vyuzivani dalSimi
vyzkumnymi tymy.

Z nasi prace je patrné, Ze by bylo vhodné zaradit hodnoceni integrity DNA do béZného
hodnoceni bykt, jelikoz standardné hodnoceny zakladni parametry ejakulatu nemusi zcela
odrazet potencidlni fertilizacni schopnost. Navic jak ukazaly naSe vysledky lze ji GspéSné
hodnotit i pomoci jednoduchého barveni pomoci toluidinové modii a svételného mikroskopu.
Nase vysledky poskytly dulezit¢ informace jak zhlediska poskozeni spermii
po kryokonzervaci tak pro potencionalni rozSifovani metodik do zakladniho hodnoceni

ejakulatu bykl v nativnim stavu ¢i po kryokonzervaci.
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10 Pilohy
Piiloha €. 1: Protokol akridin oranz podrobny

1. Vytvoftit z 20 pl roztér na podlozni sklicko a nechat zaschnout na vzduchu (zkousela
jsem i na vyhtaté desticce a je to lepsi — rychlejsi)

2. Pomoci PAP PEN vytvofit obdélnik cca 3x2 cm — ne mensi, pak nevydrzi

3. Fixace: 70 ul Carnoy’s (1 dil kyseliny octové:3 dily metanolu — namichat si do zasoby
a nechat v ledni¢ce) roztokem minimalné dvé hodiny ve vlhké komurce pii 4 °C — po
hodiné¢ zkontrolovat zda se roztok neodpafil a zda vydrzel PAP PEN

4. Oplach: pomoci PBS (1x — 0,01 M) - 2x 1 ml

5. Barveni: akridin oranz (50 pg na ml staining buffer* - 1ze opét si pripravit dopiedu na
vice pokust, zamrazit) 200 pl ptidani na preparat

6. Nechat 10 minut pii pokojové teploté, ale musi byt ve tm¢, nechat tedy ve vlhké
komtrce, ale zakryt alobalem

7. Oplach: pomoci PBS - 2x 1ml, nechat oschnout, ale opét ve tmé

8. Hodnoceni fluorescenéni mikroskop — fluorescenéni filtr 488 nm, objektiv 40x

*STAINING BUFFER

na 100 ml

0.2M Na,HPO, 2,8392 g
1mM EDTA 0,0372 g
0.15 M NaCl 0.8766 g
0,1 M citric acid monohydrate 2,101 g

pH 6 — dtlezité, zkontrolovat!
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Priloha €. 2: Protokol toludinova modf podrobny

1.

Vytvoftit z 20 pl nafedénych spermii pomoci DPBS na 10x10%/ml roztér na podlozni
sklicko a nechat zaschnout na vzduchu (zkousela jsem 1 na vyhtaté desticce, je to sice

rychlejsi, ale dé€laji se shluky spermii)

. Fixace: Cerstvé pripraveny roztok 1:1 (96% ethanol/aceton), dulezité je presné odmérit

a poté nechat promichat, dat vychladit na 15 minut do 4°C, poté 30 minut 4°C
Vv kyveté

Inkubace: 0,1 N HCI 10 minut 4°C ve vlhké komirce — 1,2 ml na skli¢ko, pomoci
PAP PEN vytvortit obdélnik 3x2 cm, nechat zaschnout a nanaSet HCI opatrné, pokud
se da rychle, tak PAP PEN nevydrzi (zkouselo se i 0,2-0,5 N HCI -> bunky byly
obarveny vSechny stejn¢)

Promyvani: 3x demi H,O — 2 minuty v kyvet¢ na tiepacce

Barveni: 0,1% toluidinové modfi v Mcllvaine — 1,2 ml na sklicko — 10 minut RT,
velmi dulezité je zkontrolovat pH po namichédni Mcllvaine — je nizsi a tak ho chce
doupravit, pokud se pH nezkontroluje, metodika nefunguje

Oplach demi H,O

Hodnoceni: svételny mikroskop 40X nebo imerzni olej a mikroskop 100x (pod
imerznim olejem, jsou lépe vidét rozdily, ovSem najit buiiky je né€kdy opravdu

nemozné, pro¢ se nezjistilo)

* Mcllvaine, Mix A+B (7,71 : 12,29 ml), pH7 — dulezité zkontrolovat!

Roztok

A 5,068 g NaH2P0O4xH20/100 ml
Roztok

B 1,9212 g Kyselina citronova/100 ml
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Priloha €. 3: Pohled do svételného mikroskopu metoda TB

Priloha ¢. 4: Pohled do fluorescen¢niho mikroskopu metoda AO
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