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Navrh uzivatelu, pro které je vysledek stanoven jako doporuceny k vyuziti v praxi

Metodika byla vytvoiena na zdklad¢ vysledkt analyzy energetického metabolismu a vlivu
testikularniho germinalniho tumoru (Testicular Germ Cell Tumour - TGCT) na zmény
v oxidativni fosforylaci spermii a variabilitu efektu inhibitori komplexti dychaciho fetézce.
Metodika byla optimalizovana pro vzorky spermii po rozmrazeni, ma slouzit jako nastroj pro
rutinni klinické zpracovavani vzorka a byt vyuzita pro standardizované nastaveni k hodnoceni
parametrtl vzorkd spermii u pacienti s TGCT.

Metodika je planovana byt implementovana do diagnosticko-lé¢ebného managementu pacientti
s TGCT, se zamétfenim na zachovani fertility ve tiech subjektech (VEN, FTN, FN Motol).
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Nazev metodiky: Analyza bioenergetického metabolismu spermii muzii

1. Cil: Standardizace metodiky pro hodnoceni energetického metabolismu spermii muza
pomoci Extracellular Flux (XF) analyzatoru

2. Uvod

Spermie jsou k oplozeni specializované buiiky a pro svoji funkci potiebuji stabilni a nenaruseny
prisun energie, ktera vznika ptredevsim prostfednictvim oxidativni fosforylace (OXPHOS) a
glykolyzy. Mira vyuziti téchto bioenergetickych drah ve spermiich je druhove specificka a 1isi
se v ruznych vyvojovych a fyziologickych stadiich. Bylo prokazano, ze u lidskych spermii je
OXPHOS dominantni metabolickou drahou pro tvorbu ATP v procesu diferenciace tzv.
spermiogeneze, béhem zrani (maturaci) a v pohyblivosti (motilité) spermii. Zatimco glykolyza,
je prednostné vyuzivana k podpote specifickych funkci jako je kapacitace (finalni stadium
maturace) a akrozomalni reakce spermii (nutné k priniku spermie obaly vajicka), které vyzaduji
vetsi mnozstvi energie dostupné v urcitych Casovych intervalech (du Plessis et al., 2015;
Tourmente et al., 2022). Navic se ukazalo, ze ve fyziologii spermii hraje dtlezitou roli také
metabolickd draha oxidace mastnych kyselin (Kuang et al., 2021). Navzdory nizkému poctu
mitochondrii (Hirata et al., 2002) a snizenému obsahu cytoplazmy (Irigoyen et al., 2022) jsou
spermie vysoce metabolicky aktivni buniky. To potvrzuje i1 skute¢nost, Ze nejhojnéji jsou
v proteomu spermii zastoupeny proteiny souvisejici s energetickym metabolismem (Amaral et
al., 2013). Je ziejmé, ze dysregulace bioenergetickych drah ve spermiich mtlize pfimo narusovat
muzskou plodnost. Snizena plodnost je globalnim problémem a celosvétoveé v soucasné dobé
trpi neplodnosti kazdy Sesty par (“Infertility Prevalence Estimates, 1990-2021). Z téchto
ptipadl nelze u 72 % identifikovat pomoci souc¢asnych diagnostickych néstroji pficinu a jsou
klasifikovany jako tzv. nevysvétlitelna (idiopaticka) neplodnost (Schubert et al., 2019).

Je znamo, ze hlavni pfic¢iny muzské neplodnosti souviseji s poruchami tvaru (morfologie) a
pohyblivosti spermii, pficemz snizena pohyblivost spermii mize byt spojena az s 60 % piipada
idiopatické muzské neplodnosti (Tiittelmann et al., 2006). Motilita spermii je pfimo zavisla na
ptisunu energie ve formé ATP, ktery vznika pfi vySe jmenovanych metabolickych procesech.
OXPHOS a glykolyza mohou byt analyzovany napiiklad pomoci Extracellular flux analyzer
Seahorse (Agilent). Tato technologie je diky fungovani v redlném case, vyuziti nativnich
vzorkil bez nutnosti aplikace fluorescencnich znacek a vysoké citlivosti pfedstavuje nastroj
vyuzitelny v klinické praxi. Jednou zindikaci muzské neplodnosti mize byt diagndza
testikularniho germinalniho tumoru (Testicular Germ Cell Tumour — TGCT). Incidence tohoto
nadoru je ve vétSiné zemi na vzestupu (“Cancer Over Time,” n.d.; Gurney et al., 2019) a
vzhledem k zésadnimu vlivu této patologie na funk¢ni parametry spermii (Marchiani et al.,
2023) je tteba komplexni analyza spermii v€etné méteni energetického metabolismu. I kdyz je
tato technologie rozsifena v oboru imunologie i vyzkumu rakoviny, v reproduk¢ni biologii neni
tento analyticky pfistup doposud standardizovan a vyuzivan.

Hlavnim cilem metodiky pro bioenergetickou analyzu lidskych spermii bylo nastavit parametry
za ucelem rozsiteni portfolia diagnostickych piistupt v klinické andrologii. Aktudln¢ se tento
piistup v praxi nepouzivd, proto byla metodika testovana na riznych urovnich: i) efekt



pouzitého méticiho média na kvalitativni parametry spermii; ii) efekt pouzitého méticiho média
na spotfebu kysliku jako ekvivalentu miry OXPHOS; iii) definovani vhodné koncentrace
inhibitort ETC; iv) komparativni analyza miry OXPHOS a glykolyzy (zdravy darce —
normozoospermic vs. pacient TGCT). Pfedkladané komplexni nastaveni protokolu pro méteni
dopInéné o detailni navod pro korektni piistup ke zpracovani dat pfindSi novy nastroj pro
diagnostiku a personalizovanou lécbu neplodnosti.

3. Popis metodiky

Nastaveni standardniho ,,work-flow* pro hodnoceni bioenergetického metabolismu spermii
Analyza spermii pomoci ,.extracellular flux“ (XF) analyzatoru probiha ve specialnich
mikrotritra¢nich destickach dodavanych vyrobcem piistroje. Spermie at’ v nativnim stavu nebo
po rozmrazeni musi byt promyty a preinkubovany v manipulacnim médiu, které poskytuje
spermiim vhodné extracelularni prostiedi. To je pak dale vyuzito i pro méfeni. Dle pokynt
vyrobce v médiu nesmi byt pfitomen hydrogenuhli¢itan sodny a dalsi pufrovaci slozky typu
HEPES musi byt omezeny na polovinu puvodni koncentrace. V souoCasné¢ dobé se
v laboratofich nevyuziva pouze jedno standardni médium pro zpracovani spermii. Vybér média
pro manipulaci se spermiemi je pfitom zassadni, nebot’ pouzivana média mohou ovlivnit
funk¢ni parametry spermii jako je viabilita a mitochondrialni aktivita. Tento negativni efekt
muze mit dopad na vysledky samotného méfeni. Vysledky testovani vlivu tfi dale
specifikovanych médii na parametry spermii v pre-analytické casti méfeni energetického
metabolismu jsou uvedeny v grafu €. 1A. Pro Gcely metodiky bylo testovano 1. XF médium
doporucované vyrobcem XF analyzatoru; 2. HTF (human tubal fluid) medium pouzivané pro
praci s humannimi spermiemi v in vitro podminkach; a 3. Sp-TALP medium (modifikovany
Tyrodlv roztok) vyuzivany pro manipulaci se savéimi spermiemi obecn¢. Shodné parametry
(motilita, viabilita a mitochondrialni aktivita) u testovanych médii byly analyzovany v post-
analytické Casti (graf ¢. 1B). Spermie jsou béhem analyzy vazany na dno jamek desticky
pomoci vodného roztoku konkanavalinu A (viz ptiloha — Protokol), coz je lektin vazajici
galaktozové a mandzové zbytky glykoproteinti nachazejicich se na hlavi¢ce spermii. Efekt
vazby spermii na konkanavalin A, ktery by mohl zasahovat do vysledkt vlastniho méteni, nebyl
prokézan jako signifikantni, stejné jako efekt nasledného vyplachu pomoci manézového pufru
(graf ¢. 1C). Findlné byla jednotlivda média testovana béhem analyzy energetického
metabolismu a ziskané bazalni hodnoty spotieby kysliku (Oxygen Consumption Rate — OCR)
spermii béhem analyzy v jednotlivych médich jsou specifikovana v grafu €. 1D.

Z divodu zvyseni efektivity méteni bioenergetického metabolismu spermii bylo piivodni HTF
médium modifikovano, aby byla sniZzena jeho pufracni kapacita. Této vlastnosti média bylo
docileno snizenim koncentrace HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonové
kyseliny) na 5 mM, coz je dilezit¢ z hlediska principu fungovani XF analyzatoru, a tim
presnosti dosazenych vysledkil. Vystupem bylo inovativni sloZeni modifikovaného (mHTF)
media, které se prokazalo jako nejvhodnéjsi pro ptipravu i analyzu spermii pomoci XF
analyzatoru a bylo dale pouzivano v experimentalni ¢asti, kde byl zjistovan vliv patologie —
TGCT na energeticky metabolismus spermii.
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Graf ¢. 1. Testovani vlivu pouzitych médii (Sp-TALP, HTF, XF) na funkcni parametry spermii
v podminkach in vitro v pre-analytické (A) a post-analytické (B) fazi méreni energetického metabolismu
pomoci XF analyzatoru. VIiv vazby spermii pomocit konkanavalinu A a vyplachu spermii pomoci methyl-
manaozového pufiru na mitochondrialni membranovy potencial spermii (C). Viiv testovanych médii na
hodnoty bazalniho hodnoty spotieby kysliku (OCR) (D).

Vzhledem k inovativnimu charakteru metody, vysoké citlivosti a absenci v klinické humanni
andrologii byly testovany tfi nasledujici koncentrace rozptfahovace protonového gradientu
v mitochondriich — FCCP (1; 1,5 a 2 uM) pouzivaného pii MitoStress protokolu. Graf ¢. 2
doklada, ze optimalni koncentrace FCCP je 1 uM, kterd byla nasledné vyuzivana ve vSech
dalsich métenich. Vzhledem k vSeobecné nejvyraznéjsi reakei spermii na tuto latku byla dana
titrace nejzasadng;jsi.



Oligomycin FCCP Rot/AA

-~ 1 uM FCCP
= 1,5 .M FCCP
— 2 uM FCCP

50+

40+

304;
204

10

OCR [pmol/min/1x10® sperm]

Time [min]

Graf'¢. 2. Titrace koncentrace mitochondrialniho rozprahovace FCCP ve vztahu k OCR.

Standardné vyuzivany protokol pro Mitostress test byl rozSifen o findlni pfidavek
2-deoxyglukézy, tzv. kombinovany protokol, coZz umoziuje analyzu acidifikace média
(extracelullar acidification rate — ECAR) a z n¢ho derivovanych parametrti jako glykolyticka
aktivita, glykolyticka kapacita a glykolyticka rezerva (Graf €. 3). Tato modifikace pfinasi oproti
hodnoceni ECAR béhem MitosStress test protokolu relevantni vypocet uvedenych parametri,
coz je v souladu s aktualnim doporuceni vyrobce (Romero et al., 2021). Nas postup piedstavuje
novy a specificky pfistup pro paralelni hodnoceni OXPHOS a glykolyzy na jednom vzorku a
v jedné jamce coz pfinasi praktické vyznam pro vzorky spermi o nizké koncentraci jak
u ejakulati normozoospermiki tak pacientti s TGCT patologii.
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Graf ¢ 3. Reprezentativni priklad kombinovaného protokolu spolu s derivovanymi parametry
glykolytickeé aktivity.

V dalsim kroce byl hodnocen mitochondridlni bioenergeticky stav kryokonzervovanych
spermii pacienti s TGCT a porovnan s kontrolni skupinou normozoospermikii, aby byla
zjisténa role mitochondrialni dysfunkce v souvislosti se sniZzenou mirou pieziti
kryokonzervovanych spermii u pacienti s TGCT. Vliv patologického stavu u TGCT pacientt
nebyl u prubéhu kiivky OCR signifikantni (p >0,05), ale u parametri pocitanych ze



specifickych bodu kiivky byl statisticky vyznamny rozdil prokdzan u maximalni respirace a
zbytkové kapacity (spare respiration) (viz. vysvétleni v ptiloze — Protokol) (Graf ¢. 4A, B).
Tyto parametry byly v obou piipadech nizsi u TGCT pacienti, coz ukazuje na sniZeni
schopnosti reagovat na stresové podminky jako je kryokonzervace, ktera je jedinym nastrojem
jak uchovat spermie a zachovat plodnost pacienta do budoucna. Navic se u vzorkll pacientd
prokédzala vyssi interindividudlni (mezi jedinci) variabilita (Graf ¢. 4C, D). U parametrt
kalkulovanych z ECAR byly hodnoty obdobné u pacientt a zdravych darci tzv.
normozoospermikt tedy bez statistické signifikance. U kiivky ECAR je vidét snizena bazalni
hodnota u TGCT pacienti s obdobnym prubéhem méteni v dalSich usecich protokolu (Graf ¢.
5A, B).
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Graf ¢. 4. Porovnani pritbéhu OCR hodnot behem Mitostress test protokolu u pacientii s TGCT a
normozoospermickych darcii (4). Derivované parametry z méreni OCR Mitostress test protokolem
u pacientit a normozoospermickych darcii (B). Interindividalni variabilita OCR derivovanych
parametrii normozoospermikit a TGCT pacientii reprezentovand heatmapou (C, D).
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Graf ¢. 5. Porovnani pribéhu ECAR hodnot mérenych pri vyuzZiti kombinovaného protokolu pro
Mitostress test u pacientit s TGCT a normozoospermickych darcii (A). Derivované parametry z ECAR
hodnot u pacientit a normozoospermickych darcii (B).

Vzhledem k relativné vysokému vyskytu idiopatickému snizeni plodnosti je vhodné zaradit do
metabolismu. V poslednich letech je brano na zietel hodnoceni vajicek tzv. oocytl a embryi.
Tento trend jde paralelné s velkym nartistem intracytoplazmatické injekce spermii (ICSI), kdy
pro tuto metodu je za potfebi minimum spermii. AvSak recentni metaanalyza ukazala, Ze
klinické vysledky metod ICSI versus oplozeni v kultivaéni jamce, tzv. IVF (in vitro fertilizace)
jsou na podobné trovni (Wang et al., 2024) avsak je doloZeno, Ze spermie se vyznamné podili
na uspésnosti fertilizace a kvalité¢ embrya (Vallet-Buisan et al., 2023). Bohuzel, aktudlni stav,
kdy je k oplozeni vyuzivana ve vétSing piipadi metoda ICSI, upozadil analyzu spermii a vyvoj
novych metod hodnoceni funkénich parametrt.

4. Srovnani novosti postupt

Nedostatek studii energetického metabolismu lidskych spermii pfinasi prostor pro zavedeni
sjednocené metodiky zakladniho méfeni energetického metabolismu jak u zdravych
(normozoospermickych) darcii tak u pacientil zatizenych patologickymi stavy jako je TGCT.
XF analyzator je uZzivatelsky vstficnym feSenim pro meéfeni energetického metabolismu fady
typt bunc¢k a tkani. VétSina studii v oblasti reprodukéni biologie sleduje energeticky
metabolismus pievazné mySich spermii, ovS§em XF analyzator je uZivan pii analyze dat
neplnohodnotné ¢i chybné. Navic u mysiho modelu jsou hodnoceny spermie z nadvarlete tzv.
epididymalni nikoli ejakulované, a tim padem je ignorovan vliv semenné plazmy. Protokoly
pro analyzu energetického metabolismu se lisi podle typu bunék i cile pozorovani. Vzhledem
k absenci standardizovaného protokolu pro lidské spermie piredlozena metodika pfinasi novou
optimalizaci méfeni energetického metabolismu lidskych spermii za vyuziti XF analyzatoru.



S vyuzitim pfedlozeného kombinovaného protokolu, optimalizovaného slozeni méficiho
média a koncentrace jednotlivych inhibitori je umoznéno paraleln¢ sledovat kapacitu
OXPHOS i glykolyzy. Vzhledem k tomu, ze XF analyzator piedstavuje metodu pro méteni
spotieby kysliku a zmén pH v médiu s pfisedlymi buitkami, pfedlozena metodika predklada
zplsob imobilizace a pfichyceni spermii na analyzovanou desticku pomoci konkanavalinu A.
Tato metoda zaroven neinterferuje s méfenim ani s funkénimi parametry spermii. Soucasti
metodiky je i vyplach imobilizovanych pfichycenych spermii pomoci manézového pufru, ktery
ucinné a bez negativnich vlivii umoznuje uvolnéni spermii zpét do média. Tim je zajiSténa
moznost nasledné analyzy vzorku po provedeni méfeni energetického metabolismu. Tento
metodicky postup a méteni funkcnich parametr spermii (motility, viabilita, mitochondrialni
aktivita) nebyl doposud publikovan, a proto nami ptedloZzeny metodika je unikatni a piinasi
novy nastroj ke standardizaci protokolu méteni energetického metabolismu spermii muZza.

5. Popis uplatnéni metodiky

Varianta XF analyzatoru — XFp pro 8 jamkové desticky je nejmenSim typem s integrovanym
displejem. Predstavuje vhodnou alternativu pro instalaci a pouziti v klinické laboratofi.
Plivodni protokol trvajici hodinu a pil byl vramci piedloZené metodiky modifikovan a
otestovan. Pfinosem modifikace je zkraceni délky meéfeni na 45 minut, coz je zvysuje
zivotaschopnost (viability) spermii v in vitro podminkach a potencidl klinického vyuziti.
Uzivatelsky manual, ktery zahrnuje detailni popis piipravy médii, vzorku spermii, inhibitort a
praci s naméfenymi daty predstavuje nové feseni pro analyzu metabolického stavu spermii na
zakladé méreni OXPHOS a glykolyzy. Post-analyticka faze tvofi vyznamnou cast vhodné
diagnostiky (Salek et al., 2016) a pro porovnani vysledki jednotlivych pacientil a stanoveni
,»zdravé® skupiny pacientl je potfeba zavést normalizovany protokol, ktery bude nasledovat
stejny postup a podminky meéteni. Vzhledem k tomu, Ze kombinovany protokol v pfedlozené
metodice piinasi moznosti paralelniho méteni OXPHOS a glykolytické aktivity u spermii,
zajiStuje plnohodnotny obraz energetického metabolismu spermii se snizenym mnoZstvim
vzorku na minimum, coZ je vyznamné zvlast¢ u vzorkll pacienti s TGCT. S vyuZzitim
jednoduchého vypoctu jednotlivych parametri je mozné stanovit celkovou metabolickou
hodnotu vzorku a porovnat individualné pacienty v métfené skupiné ¢i v pribéhu lécby.
Vysledné parametry, jako jsou bazalni respirace, glykolyticka rezerva ¢i maximalni respirace,
tak poukazuji na realny stav vzorku spermii a reflektuje jejich funk¢i kavlitu a fertilizani
schopnost. Defekty v energetickém metabolismu jedné nebo obou metabolickych drah tak
prispéje k odhaleni souvisejicich pficin neplodnosti.

6. Socio-ekonomické aspekty metodiky

K tspésnému oplozeni vajicka musi spermie vynalozit znacné mnozstvi energie a pokryti
energetické potieby je klicovym parametrem jejich funkcnosti. Sledovani metabolického
profilu spermii pfedstavuje elegantni a U€inny prostfedek pro odhaleni ptfipadnych poruch
v mitochondridlnim i cytosolickém metabolismu, ktery mtize byt pfi¢inou snizené fertilizani
schopnosti jedince. Vyuziti XF analyzatoru piinasSi moznosti zavedeni standardizovaného
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protokolu pro analyzu parametr definujicich u spermii respiraci (OXPHOS) a glykolytickou
aktivitu. Nmi piedlozeny kombinovany protokol umozituje méteni obou téchto metabolickych
déju zaroven, ¢imz je umoznéno mefeni vzorkll s malym poctem spermii. Naslednd analyza dat
je Casove€ nendroc¢na a piindsi rychly a snadny nastroj pro odhaleni pfipadnych metabolickych
poruch spermii a sledovani kvality spermii v zavislosti na prubéhem lécby a rekonvalescence
u pacientd s TGCT.

Obecny charakter parametri spermii, danych WHO manualem a hodnocenych v ramci
spermiogramu, se v fad€ piipadu jevi jako nedostate¢ny z hlediska predikce realného funkéniho

ey oee

misto pokrocilé metody hodnoceni kvality spermii jako je analyza integrity DNA ¢i stanoveni
biochemickych markert. Predkladand metodika pfinasi novy piistup do palety nastrojii pro
hlubsi analyzu spermii s vysokou informativni hodnotou a vyuziti pro personalizovany pfistup
k feSeni a 1écbé muzské neplodnosti. Personalizovany pfistup ma pozitivni dopad na feseni
idiopatické infertility a patologickych stavli u onkologickych pacientl s presahem do metod
uzivanych pro zachovéani jejich reprodukcniho potencialu do budoucna.
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