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ABSTRACT

The purpose of the present study was to monitor chromatin integrity changes in a population
of motile sperm during capacitation of separated sperm non treated and treated with heparin.
In experiment was used 17 young tested bulls which are used forin vitro fertilization.
Immediately after sperm thawing, Percoll separation of motile sperm, 3 and 6 hours’
incubation of sperm non treated and treated with heparin, samples were collected and
analyzed by flow cytometer and there were determined sperm rates with non-detectable and
detectable DNA fragmentation index. In conclusion, the process of separation significantly
increased sperm rate with no chromatin structure damage. During sperm incubation gradually
decreased sperm rate with no chromatin structure damage but this decrease was significant
only in case of sperm treated with heparin. The present study documented that sperm
chromatin integrity changes during their capacitation are considerably individual in tested
bulls. It was determined high variable results of in vitro system aren’t consequence
of negative influence of sperm separation and incubation because non damaged sperm rate
was enough high after 6 hours” heparin effect.
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Abstrakt

Cilem prace bylo monitorovat zmény integrity chromatinu v populaci motilnich spermii
v pribchu kapacitace separovaného spermatu neoSetteného a oSetieného heparinem.
Do experimentu bylo zatazeno 17 mladych bykl provétenych v testaci, ktefi jsou pouzivani
kin vitro fertilizaci. Po rozmrazeni spermatu, separaci motilnich spermii na gradientu
Percollu, 3 a 6-ti hodinové inkubaci spermii neoSetfenych a oSetfenych heparinem byly
odebrany vzorky, které byly vySetfeny na flow cytometru a byl stanoven podil spermii
s nedetekovatelnym a detekovatelnym indexem DNA fragmentace. Prokdzalo se, Ze separaci
spermii se signifikantné zvysil podil spermii s neporuSenou strukturou chromatinu. V pribéhu
inkubace spermii doSlo k postupnému poklesu podilu spermii s neporusenou strukturou
chromatinu, ale tento pokles byl signifikantni pouze v pfipad¢ inkubace spermii oSetfenych
heparinem. Potvrdilo se, ze zmény integrity chromatinu spermii v pritbéhu jejich kapacitace



jsou u sledovanych byki zna¢né individudlni. Bylo zjisténo, ze vysoce variabilni vysledky
z in vitro systému nejsou disledkem negativniho vlivu separace a inkubace spermii, protoze
podil neposkozenych spermii byl dostatecné vysoky i po 6 ti hodinovém ptisobeni heparinu.
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UvVoD

Metody pritokové cytometrie uréené k hodnoceni spermatu se stavaji standardnimi a
objektivnimi metodami, které jsou schopny objektivné zhodnotit kvalitativni a kvantitativni
ukazatele spermatu, 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). K vyhodnoceni integrity chromatinu spermii je pouzivana metoda,
kterou popsal Donald Evenson a Lorna Jost (2000), SCSA (Sperm Chromatin Structure
Assay).

Pro uspésny vysledek ptipravy embryi v podminkach in vitro je nutné ziskat populaci
motilnich spermii s intaktnim akrozomem a DNA, ktera je schopna fertilizovat oocyty. Stale
nevyfeSena vSak zistava otdzka, pro¢ ncktefi byci, kteti dosahuji vybornych vysledka
v inseminaci, nedosahuji adekvatnich vysledki 1 v in vitro systému. Jednim z moznych by
mohlo byt i vysvétleni, Ze v pritbéhu separace motilnich spermii nebo jejich kapacitace, jesté
pied vlastni penetraci oocytii, dochazi k naruSeni integrity DNA spermii, coz ma negativni
dopad na ucinnost procesu in vitro fertilizace. Abychom eliminovali tuto moznost sledovali
jsme prubéh zmén integrity chromatinu spermii po rozmrazeni, separaci a jejich kapacitaci.
Cilem prace bylo srovnat zmény integrity DNA v populaci motilnich spermii inkubovanych
za kapacitacnich a kontrolnich podminek az do doby, kdy penetruji do bovinnich oocytd.

MATERIAL A METODIKA

V experimentu bylo pouzito zmrazené sperma 17 mladych bykia ¢eského strakatého
plemene, s testovanou oplozovaci schopnosti v inseminaci (52,3% - 67,3% biezost) a i
v in vitro systému (5,1% - 32,8% embryi).

Po rozmrazeni insemina¢ni davky ve vodni 14zni o teploté 37 °C po dobu 60 sekund
bylo sperma navrstveno na gradient Percollu a soucasné byl odebran vzorek rozmrazeného
spermatu (PS). Po 30 minutové centrifugaci pii 700G byl supernatant obsahujici mrtvé
spermie a fedidlo odstranén a pelet byl dvakrat promyt v izolaénim médiu pii 200G po dobu
10 minut. Pelet byl resuspendovan ve 100ul Tyrodova fertilizacniho média a po stanoveni
koncentrace spermii byl nafedén fertilizacnim médiem na vyslednou koncentraci 25mil./ml a
byl odebran vzorek separovanych spermii (P0O). Spermie byly inkubovany jak pouze v médiu
tak 1 v médiu doplnéném heparinem (10pg/ml). Po 3 a 6 hodinach inkubace byly odebrany
vzorky spermii jak neoSetfenych (P3, P6) tak i1 oSetfenych heparinem (P3H, P6H). Odebrané
vzorky byly natedény TNE pufrem (0,05M NaCl; 0,0IM Tris; 0,001M EDTA; pH 7,4)
na vyslednou koncentraci 2 mil. spermii/ml, zmrazeny a uchovavany pii —80°C az do jejich
vySetfeni.



Té&sné pied analyzou byly vySetfované vzorky rozmrazeny ve vodni lazni pii 37°C a
bezprostiedné po jejich rozmrazeni byly ulozeny na led +4°C az do jejich vySetieni.
Do plastové zkumavky bylo napipetovano 100ul vzorku a 200ul kyselého roztoku
s detergentem (pH 1,2) a po 30 vtefinach se pridalo 600ul barviva akridinové oranze (AO),
zkumavka byla vlozena do flow cytometru, kde vzorek protékal pritokem piiblizné
300 spermii/vtetinu a po 3 minutach od pridani kyselého roztoku s detergentem byl vzorek
méten.

U kazdého vzorku byla provedena dvé méfeni po 5 tisicich spermii tj. celkem bylo
vyhodnoceno 10 tisic spermii od kazdého byka. Pomoci SCSA-soft softwaru byly ziskany
informace o podilech spermii nachdzejicich se ve spermatu a to podil spermii
s nedetekovatelnym DNA fragmentacnim indexem (non DFI) tj. spermie s nepoSkozenou
strukturou chromatinu a podil spermii s detekovatelnym DNA fragmentacnim indexem
(det DFI) tj. spermie s poskozenou strukturou chromatinu.

Ziskané hodnoty byly statisticky zpracovany v programu STATISTICA pomoci
Wilcoxnova testu.

VYSLEDKY A DISKUZE

Separace motilnich spermii na gradientu Percollu signifikantné¢ zvysila (p < 0,01)
pramémy podil spermii s neporusenou strukturou chromatinu u sledovanych byké. U¢innost

separace motilnich spermii u jednotlivych byka byla tim vyssi, ¢im nizsi byl podil spermii
s neporusenou strukturou chromatinu v jejich spermatu po rozmrazeni (graf 1.).

Graf 1. Vliv separace na primérny podil spermii s neporuSenou strukturou chromatinu
u testovanych byki
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Tab. 1. Srovnani pramérnych podili spermii s neporusenou strukturou chromatinu pfed
a po separaci

PS [%] | PO [%]

Primér 94,91 96,69

Prim.odch. | 3,09 1,36

Minimum |79,37 92,51

Maximum |99,29 99,22

PS — vzorek pted separaci spermatu
PO — vzorek spermatu po separaci

Primérny podil spermii s nepoSkozenou strukturou chromatinu se po separaci spermii
na gradientu Percollu zvysil o 1,8% a minimalni hodnota podilu spermii s neposkozenou
strukturou chromatinu se zvysila z ptivodni hodnoty 79,4% po rozmrazeni spermatu na
hodnotu 92,5% neposkozenych spermii po separaci spermii, tj. v separované populaci spermii
bylo o 13,1% méné poSkozenych spermii nez v insemina¢ni davce.

V pribéhu inkubace spermii neoSetfenych heparinem doslo k postupnému poklesu

prumérného podilu spermii s neporuSenou strukturou chromatinu, ale tento pokles nebyl
statisticky vyznamny (graf 2.).

Graf 2. Zmény prumérného podilu spermii s neporusenou strukturou chromatinu v pribéhu
inkubace heparinem neoS$etfenych spermii
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Tab.2. Srovnani podilu spermii s neporusenou strukturou chromatinu po separaci, po 3 a po
6 hodinach inkubace heparinem neoSetfenych spermii

PO[%] |P3[%] |P6[%]

Primér 96,69 95,73 95,81

Prim.odch. | 1,36 2,35 2,21

Minimum |[92,51 88,6 85,55

Maximum |99,22 99,13 99,18

PO - vzorek po separaci spermatu
P3 - vzorek spermatu po 3 hodinach inkubace heparinem neosetfenych spermii
P6 - vzorek spermatu po 6 hodinach inkubace heparinem neosetfenych spermii

Béhem inkubace spermii neoSetienych heparinem se hodnota primérného podilu
spermii s neporusenou strukturou chromatinu pfili§ nezménila, ale minimalni hodnota podilu
spermii s neporusenou strukturou chromatinu klesla z ptvodnich 92,5% v ¢ase 0 hod.
na 88,6% po 3 hodindch a 85,6% spermii s nepoSkozenou strukturou chromatinu po 6
hodinéch.

V pribéhu inkubace spermii oSetfenych heparinem doslo k signifikantnimu poklesu
podilu spermii s neporusenou strukturou chromatinu (graf 3) a to mezi vzorky po separaci a
po 3 hodinach inkubace heparinem osSetfenych spermii (p < 0,05), po separaci a po 6 hodinach
inkubace heparinem oSetfenych spermii (p <0,01), po 3 hodinach inkubace heparinem
oSetfenych spermii a po 6 hodinach inkubace heparinem oSetienych spermii (p < 0,05).

Graf 3. Vliv inkubace heparinem oS$etfenych spermii na podil spermii s neporusenou
strukturou chromatinu
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Tab. 3. Srovnani podilu spermii s neporusenou strukturou chromatinu po separaci, po 3 a 6
hodinach inkubace heparinem oSetfenych spermii

PO[%] |P3H[%] |P6H [%]

Primér 96,69 95,60 94,65
Prim.odch. |1,36 1,92 1,92
Minimum 92,51 86,61 86,61

Maximum 99,22 99,02 99,12

PO - vzorek po separaci spermatu
P3H - vzorek spermatu po 3 hodinach inkubace heparinem oSetienych spermii
P6H - vzorek spermatu po 6 hodinach inkubace heparinem osetfenych spermii

Primérnd hodnota podilu spermii s neporuSenou strukturou chromatinu se po 3
hodinach kapacitace spermii snizila o 1,1 % ve srovnani s hodnotou v ¢ase 0 hodin, po 6
hodinové kapacitaci spermii byl rozdil mezi hodnotami podilu spermii s neporuSenou
strukturou chromatinu 2,0 %. Minimdlni hodnota spermii s neporusenou strukturou
chromatinu se po 3 i 6 hodinové inkubaci heparinem oSetfenych spermii sniZila 0 5,9 %.

Pfi porovnani podilti spermii s neporuSenou strukturou chromatinu ve vzorcich po 6
hodinové inkubaci heparinem neoSetfenych spermii a heparinem oSetfenych spermii byl
7jistén vysoce statisticky vyznamny rozdil (p < 0,01), pfi¢emz vzorek po 6 hodinach inkubace
heparinem oSetienych spermii vykazoval nizS§i podil spermii s neporuSenou strukturou
chromatinu. Pfisrovnani podili spermii s neporusenou strukturou chromatinu ve vzorcich
po 3 hodinové inkubaci heparinem neoSetfenych spermii a heparinem oSetienych spermii byl
rozdil mezi témito vzorky patrny, ale nebyl statisticky vyznamny a rovnéz vzorek po 3
hodinach inkubace heparinem oSetienych spermii vykazoval vyssi podil posSkozenych spermii.

Vysledky z experimentli, které by se tykaly hodnoceni zmén struktury chromatinu
v prub¢hu separace bovinnich spermii a jejich nasledné inkubace resp. kapacitace heparinem
nebyly dosud publikovany, tudiz vysledky tohoto experimentu nemohou byt porovnany
s vysledky jinych autort.

ZAVER
» Bylo prokazalo, ze separaci motilnich spermii se signifikantn¢ zvysil (p < 0,01) podil

spermii s neporusenou strukturou chromatinu, tj. separace na gradientu Percollu pozitivné
ovliviiuje podil spermii s neporusenou strukturou chromatinu.

» Vprubéhu inkubace spermii neoSetienych a oSetfenych heparinem doslo
k signifikantnimu poklesu podilu spermii s neporuSenou strukturou chromatinu mezi
vzorky po separaci a po 3 hodindch inkubace heparinem oSetfenych spermii (p <0,05),
po separacia po 6 hodinach inkubace heparinem oSetfenych spermii (p <0,01), po 3
hodinach inkubace heparinem oSetfenych spermii a po 6 hodinach inkubace heparinem



osetfenych spermii (p < 0,05), po 6 hodinach inkubace heparinem neosetfenych spermii a
po 6 hodinach inkubace heparinem osettenych spermii (p < 0,01).

» Potvrdilo se, ze zmény integrity chromatinu spermii v prib&hu jejich kapacitace jsou
u sledovanych byka znaéné¢ individualni.

» Bylo zjisténo, ze vysoce variabilni vysledky zin vitro systému nejsou disledkem
negativniho vlivu separace a inkubace spermii, protoze podil spermii s neporusenou
strukturou chromatinu byl dostate¢né vysoky pro potencialni penetraci oocytlli i po 6 ti

hodinovém pusobeni heparinu.
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