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POUZITI OBRAZOVE CYTOMETRIE K ODHADU ZIVOTNOSTI

DVOJITE BARVENYCH RYBICH SPERMII
THE APPLICATION OF IMAGE CYTOMETRY TO VIABILITY ASSESSMENT IN DUAL

FLUORESCENCE-STAINED FISH SPERMATOZOA

(Rozsireny abstrakt prace Flajshans, M.; Cosson, J.; Linhart, O., 2004. The application of image cytometry for
viability assessment of dual fluorescent - stained fish spermatozoa. Cell Biology International. 28(12):955-959)

FLAJSHANS M., COSSON J., RODINA M., LINHART O.

Zivotnost spermii se stanovuje s pouzitim fluorescenénich barviv SYBR 14 ke znaéeni
DNA zivych bunék a propidium jodidu (PI) ke znaceni DNA degenerovanych bunék. Této
techniky je hojné pouzivano ke stanoveni zivotnosti spermii u ¢lov€ka, laboratornich i1
hospodaisky vyznamnych druhii savci, ptakt i hmyzu, dosud vSak s hodnocenim pomoci
pritokové cytometrie. U ryb se stanovenim Zivotnosti spermii pomoci priitokové cytometrie
zabyvaly dosud jen dvé prace: Segovia a kol. (2000) u tilapie nilské, Oreochromis niloticus a
Riley (2002) u chnapalt Lutjanus campechanus a L. griseus. Cilem této prace bylo ovéfit
hodnoceni Zivotnosti spermii s pomoci epifluorescence a obrazové cytometrie, tedy technik
fadove levnéjsSich a dostupnéjsich pro vétsinu laboratoti, zabyvajicich se biologii ryb. Dvojné
barveni bylo provedeno u spermii ¢tyf druhl ryb (jeseter sibifsky, Acipenser baerii; kapr
obecny, Cyprinus carpio; lin obecny, Tinca tinca a sumec velky, Silurus glanis; Tab. 1) a
podily zivych/mrtvych spermii byly stanoveny epifluorescenéni mikroskopii (Olympus BX60,
100W rtutova vybojka Ushio, Sirokopasmovy filtr Olympus MWB, objektivy Plan 20x nebo
UPlanFl 40x) a obrazovou cytometrii (Olympus Microlmage v. 4). U kazdého vzorku bylo
zaznamenano 10 obrazi ve fazovém kontrastu a v epifluorescenci, odpovidajici snimky byly
ptelozeny pies sebe a u pielozenych snimk byly sledovany zZivé/mrtvé spermie
piedstavované zelenymi/Cervenymi fluorescennimi signdly (Obr. 1). Pocet a podil
zivych/mrtvych spermii byl stanoven po dvojim prahovani softwarem analyzy obrazu, ktery
spocital absolutni pocty objektli a vypocital jejich Cetnosti (Obr.2). Bylo zjisténo, ze vSechny
hlavicky spermii v jedné rovin€ ostrosti byly oznacené a emitovaly bud’ zelené nebo cervené
svétlo. Primérny pocet spermii v 1 snimku u jesetera sibifského, kapra obecného, lina
obecného a sumce velkého byl v rozsahu 32-113, 61-105, 48-104 a 29-91. Odpovidajici
podily Zivych spermii u téchto druhii byly v rozsahu 83.56-94.59%, 93.92-97.02%, 76.14-
97.76% a 79.45-83.76%. Smeérodatnd odchylka neptesahla 5% priiméru. Systém obrazové
cytometrie, pouzivajici dvojné barveni SYBR 14 a PI byl shledan vhodnym ke stanoveni
zivotnosti spermii sladkovodnich druh ryb.
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Tab. 1: Koncentrace spermii v nativnim spermatu jesetera sibiiského (Acipenser baerii), kapra obecného
(Cyprinus carpio), lina obecného (Tinca tinca) a sumce velkého (Silurus glanis), slozeni druhové
specifickych imobiliza¢nich roztokl a pouzita fedéni spermatu.

Druh Pocet Koncentrace Redéni Slozeni imobiliza¢niho roztoku Odkazy
ryb nativnich spermii spermatu (IR)
(n) (10% (sperma:IR)
Acipenser 4 0.005-0.01 1:25 150 mM NaCl
baerii
Cyprinus 6 14-17 1:10000 128.3 mM NacCl, Kurokura et al.
carpio 2.7 mM KCl, (1984)
1.4 mM CaCl,+2H,0,
2.4 mM NaHCO;
Tinca tinca 6 7-10 1:5000 180 mM NaCl, Rodina et al.
2.7 mM KCl, (2002)
1.4 mM CaCl,+2H,0,
2.4 mM NaHCO;
Silurus 6 0.5-1 1:500 200 mM NaCl, Linhart et al.
glanis 30 mM Tris-HCI, pH 7 (2002)

Obr. 1: Prelozeny snimek spermii kapra obecného (Cyprinus carpio), ve fazovém kontrastu a ve fluorescenci po
dvojném barveni SYBR14 a PI k rozliSeni zivych (a) a mrtvych (b) spermii. Zamlzeny cerveny signal
(c) nalezi mrtvé spermii mimo rovinu ostrosti; Ziva spermie mimo rovinu ostrosti (d) nesviti. Obraz byl
sejmut s pouzitim mikroskopu Olympus BX 60 s objektivem Olympus UPlanFl 40x pomoci 3CCD
barevné kamery Sony DXC-9100P a zpracovan softwarem Olympus Microlmage v. 4.0. M¢titko10 pm.
Obrazek dokumentuje nutnost nechat buiikky sedimentovat na povrch skla, aby se dostaly do jedné
roviny ostrosti.
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Obr. 2: Vysledek stanoveni Zivych (Ttida 1, Zlutd maska) a mrtvych spermii (Tfida 2, modra
maska) lina obecného (7Tinca tinca) v absolutnich poctech objektli a vypoctenych
relativnich Cetnostech. Objekty leZici na hranici snimku nebyly zahrnuty. Obraz byl
zpracovan softwarem Microlmage v. 4.0 pomoci dvojiho prahovani a funkce ,,Ranges
Statistics®.
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	Životnost spermií se stanovuje s použitím fluorescenčních barviv SYBR 14 ke značení DNA živých buněk a propidium jodidu (PI) ke značení DNA degenerovaných buněk. Této techniky je hojně používáno ke stanovení životnosti spermií u člověka, laboratorních i hospodářsky významných druhů savců, ptáků i hmyzu, dosud však s hodnocením pomocí průtokové cytometrie. U ryb se stanovením životnosti spermií pomocí průtokové cytometrie  zabývaly dosud jen dvě práce: Segovia a kol. (2000) u tilapie nilské, Oreochromis niloticus a Riley (2002) u chňapalů Lutjanus campechanus a L. griseus. Cílem této práce bylo ověřit hodnocení životnosti spermií s pomocí epifluorescence a obrazové cytometrie, tedy technik řádově levnějších a dostupnějších pro většinu laboratoří, zabývajících se biologií ryb. Dvojné barvení bylo provedeno u spermií čtyř druhů ryb (jeseter sibiřský, Acipenser baerii; kapr obecný, Cyprinus carpio; lín obecný, Tinca tinca a sumec velký, Silurus glanis; Tab. 1) a podíly živých/mrtvých spermií byly stanoveny epifluorescenční mikroskopií (Olympus BX60, 100W rtuťová výbojka Ushio, širokopásmový filtr Olympus MWB, objektivy Plan 20x nebo UPlanFl 40x) a obrazovou cytometrií (Olympus MicroImage v. 4). U každého vzorku bylo zaznamenáno 10 obrazů ve fázovém kontrastu a v epifluorescenci, odpovídající snímky byly přeloženy přes sebe a u přeložených snímků byly sledovány živé/mrtvé spermie představované zelenými/červenými fluorescenčními signály (Obr. 1). Počet a podíl živých/mrtvých spermií byl stanoven po dvojím prahování softwarem analýzy obrazu, který spočítal absolutní počty objektů a vypočítal jejich četnosti (Obr.2). Bylo zjištěno, že všechny hlavičky spermií v jedné rovině ostrosti byly označené a emitovaly buď zelené nebo červené světlo. Průměrný počet spermií v 1 snímku u jesetera sibiřského, kapra obecného, lína obecného a sumce velkého byl v rozsahu 32-113, 61-105, 48-104 a 29-91. Odpovídající podíly živých spermií u těchto druhů byly v rozsahu 83.56-94.59%, 93.92-97.02%, 76.14-97.76% a 79.45-83.76%.  Směrodatná odchylka nepřesáhla 5% průměru. Systém obrazové cytometrie, používající dvojné barvení  SYBR 14 a PI byl shledán vhodným ke stanovení životnosti spermií sladkovodních druhů ryb. 

