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ABSTRACT

The purpose of the present study was to standardize Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA) method and to employ it in monitoring DNA integrity changes in a population of
motile spermatozoa capacitation in heparin used for in vitro fertilization. Immediately after
sperm thawing, Percoll separation of motile spermatozoa, 3 and 6 h incubation of
spermatozoa without/with heparin, samples were collected and analyzed using Becton
Dickinson flow cytometer (Evenson et al 2000). Mean percentages of spermatozoa with non-
detectable (non-DFI) and detectable (det-DFI) DNA fragmentation index were determined by
SCSA-software. The data obtained were evaluated statistically using Student t-test. The
process of separation did not cause any decrease in percentages of spermatozoa with
unimpaired chromatin integrity in any of the four tested bulls, moreover, significant increase
was observed in one bull. During capacitation, the percentage of spermatozoa with
unimpaired chromatin integrity gradually decreased in all investigated bulls, and statistically
significant differences between sperm populations incubated with and without heparin were
recorded in two of them. The SCSA method was confirmed to be suitable for monitoring of
chromatin structure alterations in sperm used for in vitro fertilization. The present study
documented that motile sperm separation did not adversely affect the percentage spermatozoa
with unimpaired DNA integrity. High variability in chromatin integrity in spermatozoa
capacitated with heparin was detected amongst the tested bulls.
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ABSTRAKT
Cilem prace bylo standardizovat metodu Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) a vyuzit



ji pro monitorovani zmén integrity DNA v populaci motilnich spermii kapacitovanych
heparinem, které¢ jsou pouzivany k in vitro fertilizaci. Bezprostfedné po rozmrazeni spermatu,
separaci motilnich spermii na gradientu Percollu, 3 a 6-ti hod. inkubaci spermii bez nebo v
ptitomnosti heparinu byly odebrany vzorky, které byly vySetfeny na Becton Dickinson flow
cytometru (Evenson et al 2000). Pomoci SCSA-softwaru byly stanoveny primémé podily
spermii s nedetekovatelnym (non-DFI) a detekovatelnym (det-DFI) indexem DNA
fragmentace. Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-testu.
Separace nesnizila podil spermii s neporusenou strukturou chromatinu u zadného ze
Ctyt testovanych byki, u jednoho byka jej signifikantné zvysila. V pribéhu kapacitace doslo
k postupnému poklesu podilu spermii s neporuSenym chromatinem u vSech sledovanych
bykti, u dvou z nich byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi populaci spermii
inkubovanych bez nebo v pfitomnosti heparinu. Bylo potvrzeno, Ze metoda SCSA je vhodna
pro monitorovani zmeén struktury chromatinu spermii pouzivanych k in vitro fertilizaci. Bylo
prokazano, ze separace motilnich spermii neovliviiuje negativné podil spermii s neporusenou
strukturou chromatinu. Bylo potvrzeno, ze zmény integrity chromatinu spermii
kapacitovanych v pfitomnosti heparinu jsou u bykti vysoce variabilni.

Kli¢ova slova: spermie, integrita DNA, prutokova cytometrie, SCSA

UVOD

Vysetieni spermatu pomoci prutokové cytometrie patii mezi metody umoziujici
objektivni vySeteni kvalitativnich ukazatelll ejakulétu, jako jsou viabilita spermii, intaktnost
akrozému, mitochondridlni aktivita spermii a integrita DNA. (Nagy, et al. 2004; Watson, et
al. 2002; Evenson, et al. 2000; Graham, et al. 1990). Pro vyhodnoceni integrity chromatinu
spermii ve spermatu byla vypracovana metoda SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay).
Tuto metodu popsal Donald Evanson a Lorna Jost (2000).

Pro tspésny priibéh fertilizace v podminkéch in vitro je potfena populace viabilnich,
motilnich spermii, kterou je mozno ziskat pomoci ucinnych separacnich technik
z rozmrazeného spermatu. Stale zlstava nevyfeSena otazka, pro¢ nékteti byci dosahujici
vybornych vysledki v inseminaci maji Spatné vysledky vin vitro systému. V prubéhu
separace dojde nejen
k odstranéni fedidla a nemotilnich spermii, ale sou¢asné¢ mize byt naruSena integrita DNA

motilnich spermii .



Cilem prace bylo standardizovat metodu Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)
a vyuzit ji pro monitorovani zmén integrity DNA v populaci motilnich spermii separovanych

a kapacitovanych za standardnich podminek v pfitomnosti heparinu.

METODIKA

V experimentech bylo pouzito zmrazené sperma 4 mladych byka (A, B, C, D),
ceského strakatého plemene, s testovanou oplozovaci schopnosti v inseminaci (60,2%-66,4%
biezost)
a in vitro systému (8,02%-32,8%embryi ). Po rozmrazeni inseminacnich davek ve vodni
lazni
o teploté 37 °C po dobu 60 sekund byl odebran vzorek a sperma bylo navrstveno na gradient
Percollu. Po 30 minutové centrifugaci pii 700 G byl supernatant obsahujici mrtvé spermie
a fedidlo odstranén a pelet byl dvakrat promyt médiem pomoci cenrifugace po dobu 10 minut
pii 200 G. Nasledné byl resuspendovan ve 100ul Tyrodova fertilizacniho média a nafedén na
koncentraci 25 mil. spermii/ml. Soucasn¢ byl odebran vzorek spermii po separaci (PO).
Suspenze spermii byla rozdélena na dva alikvoty, k jednomu z nich byl ptfidan heparin.
(10pg/ml). Po 3 a 6 hodinach inkubace byly odebrany vzorky spermii inkubovanych bez (P3,
P6) a s heparinem (P3H, P6H). Odebrané vzorky byly nafedény TNE pufrem (0,05M NaCl;
0,01M Tris; 0,001M EDTA; pH 7,4) na vyslednou koncentraci 1,5mil./ml a byly zamrazeny a
uchovavany pti —80°C az do jejich vySetieni. Bezprostiedné pred analyzou byly vySetfované
vzorky rozmraZzeny ve vodni lazni pfi 37 °C a ulozeny na led az do vySetieni. Do plastové
zkumavky bylo napipetovano 100ul vzorku a 200ul kyselého roztoku s detergentem pH 1,2
po 30 vtefinach se piidalo 600ul akridinové oranze (AO), zkumavka byla vloZena do
flowcytometru, kde vzorek protékal pritokem cca 200 spermii/sekundu, po 3 minutach od
ptidani kyselého roztoku s detergentem byl vzorek méten.. U kazdého vzorku byly provedeny
dvé meéfeni po 5000 spermii. Pomoci SCSA softwaru byly ziskdny podily spermii s
nedetekovatelnym indexem DNA fragmentace (non DFI), tj. s neposkozenou strukturou
chromatinu a spermii s detekovatelnym indexem DNA fragmentace (det DFI) tj.s poSkozenou
strukturou chromatinu. Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany pomoci Studentova t-

testu a vyjadreny jako prumérné hodnoty se smérodatnymi odchylkami.



VYSLEDKY A DISKUZE

Separace motilnich spermii na gradientu Percollu zvysila podil spermii s neporusenou
byl podil spermii s neporusenou DNA ve spermatu po rozmrazeni (tab.1). K nejvyraznéjSimu

zvyseni podilu spermii s neporusenou strukturou chromatinu doslo u byka B, u kterého byl

zjistény rozdil statisticky vysoce vyznamny (P<0,001).

Tab. 1: Charakteristika struktury chromatinu spermii byki pred a po separaci

, Pfed separaci Po separaci
Byk Podil spermii s non DFI Podil spermii s dec DFI | Podil spermii s non DFI | Podil spermii s dec DFI
A 95,88 4,13 98,13 1,87
B 80,15 19,86° 93,26 6,74"
C 95,13 4,87 97,15 2,86
D 97,84 2,16 98,19 1,81

Rozdily hodnot v fadach s odliSnym indexem jsou statisticky vyznamné (P<0,01)

V pribéhu inkubace spermii bez heparinu byly zjistény rozdily v podilu spermii s non
DFI mezi jednotlivymi byky. U 2 ze 4 testovanych bykl byly prokazany signifikantni rozdily
(P<0,05) v podilu spermii s non DFI inkubovanych bez heparinu ve srovnani se spermiemi
inkubovanymi v pfitomnosti heparinu.

Podily spermii s neporusenou a porusenou strukturou chromatinu u byka A v prubéhu

inkubace bez a v ptitomnosti heparinu jsou shrnuty v tabulce 2.

Tab. 2: Charakteristika struktury chromatinu spermii byka A v prubéhu inkubace

Podil spermii s non DFI Podil spermii s det DFI
Vzorek
n % n %

PO 4906,50 98,13? 93,50 1,87°
P3 4728,75 94,58" 271,25 5,43°
P3H 4658,00 93,16 342,00 6,84
P6 4767,00 95,34 233,00 4,66
P6H 444525 88,91 554,75 11,10

Rozdily hodnot ve sloupcich s odlisnym indexem jsou statisticky vyznamné (P<0,05)

Béhem inkubace spermii bez heparinu a s heparinem nebyl u byka A prokazan
statisticky vyznamny rozdil v podilu spermii s non DFI, i kdyz spermie inkubované bez
heparinu (P3 a P6) vykazovaly nizs§i poSkozeni struktury chromatinu nez spermie inkubované

s heparinem (P3H a P6H). V priibéhu inkubace motilnich spermii bez heparinu (PO, P3, P6)



byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) v podilu spermii s non DFI mezi ¢asovymi

intervaly 0 a 3 hodin (graf 1).

Graf 1: Zméeny struktury chromatinu spermii byka A v prubéhu a inkubace
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Podily spermii s neporusenou a porusenou strukturou chromatinu u byka B v pribéhu

inkubace bez a v pfitomnosti heparinu jsou shrnuty v tabulce 3.

Tab. 3: Charakteristka struktury chromatinu spermii byka B v prubéhu inkubace

Podil spermii s non DFI Podil spermii s det DFI

Vzorek o o
n % n %

PO 4663,00 93,26° 6,74 6,74°
P3 4441,00 88,82 11,18 11,18
P3H 4341,00 86,82° 13,18 13,18¢
P6 4294.75 85,90 14,11 14,11
P6H 4090,25 81,81 18,20 18,20'

Rozdily hodnot ve sloupcich s odlisnym indexem (a-b, c-d, e-f) jsou statisticky vyznamné (P<0,05)

U byka B byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) v podilu spermii s non
DFI, v prabéhu inkubace motilnich spermii bez a v pfitomnosti heparinu, pfi¢emz spermie
inkubované bez heparinu (P3 a P6) vykazovaly nizsi miru posSkozeni struktury chromatinu
nez spermie inkubované v pfitomnosti heparinu (P3H a P6H). V pribéhu inkubace motilnich
spermii bez pfitomnosti heparinu (PO, P3, P6) byly rovnéz prokazany statisticky vyznamné

rozdily (P<0,05) v podilu spermii s poskozenou strukturou chromatinu (graf 2).



Graf 2: Zmeny struktury chromatinu spermii byka B v pritbéhu inkubace
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Podily spermii s neporusenou a porusenou strukturou chromatinu u byka C v prubéhu

inkubace bez a v pfitomnosti heparinu jsou shrnuty v tabulce 4.

Tab. 4: Charakteristka struktury chromatinu spermii byka C v priibéhu inkubace

Podil spermii s non DFI Podil spermii s det DFI
Vzorek o o
n % n %o

PO 4857,25 97,15 142,75 2,86
P3 4753,75 95,08 246,25 4,93
P3H 4794,00 95,88 206,00 4,12
P6 4736,50 94,73 263,50 5,27
P6H 4833,50 96,67 166,50 3,33

V prubehu inkubace populace motilnich spermii bez i s heparinem nebyly u byka C
zjiStény statisticky vyznamnné rozdily v podilu spermii snon DFI. Charakter pribéhu
poskozeni chromatinu spermii byl u tohoto byka téméf na stejné urovni po celou dobu
inkubace a po 6 hodinové inkubaci bez 1 s heparinem se jevila jako mirné lepsi varianta

s heparinem (graf 3).

Graf 3: Zmény struktury chromatinu spermii byka C v priubéhu inkubace
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Podily spermii s neporusenou a porusenou strukturou chromatinu u byka D v prubéhu

inkubace bez a v ptitomnosti heparinu jsou shrnuty v tabulce 5.

Tab. 5: Charakteristika struktury chromatinu spermii byka D v priibéhu inkubace

Podil spermii s non DFI Podil spermii s det DFI
Vzorek o o
n % n %

PO 4909,50 98,19° 90,50 1,81
P3 4881,00 97,62 119,00 2,38°
P3H 4827.75 96,56 172,25 3,45°
P6 4869,25 97,39 130,75 2,62°
P6H 4734,50 94,69¢ 265,50 5,31¢

Rozdily hodnot ve sloupcich s odlisnym indexem (a-b, c-d) jsou statisticky vyznamné (P<0,05)

U byka D byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) v prabéhu inkubace
motilnich spermii bez a s heparinem pouze u vzorki P6 a P6H, pficemz vzorek P6H
vykazoval vyssi podil poskozeni chromatinu nez vzorek (P6). V pribéhu inkubace motilnich
spermii bez pfitomnosti heparinu (PO, P3, P6) byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
(P<0,05) v poskozeni struktury chromatinu az mezi vzorky PO a P6 u vzork PO a P3 nebyl
jeste rozdil statisticky vyznamny (graf 4).

Graf 4: Zmeny struktury chromatinu spermii byka D v priibehu inkubace
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ZAVER

Bylo potvrzeno, ze metodu SCSA Ize pouzit pro vySetieni struktury chromatinu
motilnich spermii byki pouzivanych k fertilizaci v in vitro systému.
Bylo prokazano, ze separace motilnich spermii na gradientu Percollu neovlivnila

negativné podil spermii s neporusenou strukturou chromatinu u Zadného z testovanych byku



Mezi testovanymi byky byly v pritbéhu inkubace spermii bez heparinu zjistény rozdily
v podilu spermii s neporusenou strukturou chromatinu a byly prokdzany signifikantni rozdily

mezi spermiemi inkubovanymi bez a v pfitomnosti heparinu.
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