Andrologie

Sona Kloudova
sona.kloudova@med.muni.cz
28.3.2023



* Pouhé vysetreni spermiogramu mnohdy neni dostatecné pro posouzeni plodnosti
muze

* | pres velky posun v technikach IVF je narust PR a IR nizky

e Bylo vyvinuto mnoho funkcnich testl zamérujicich se na ruzné funkéni vlastnosti
spermii nebo procesy spojené s fertilizaci

-spermii musi byt dostatecny pocet a i jejich funkcni kvalita musi byt
dostatecna (kvalita membran, funkce akrozomu, funkce mitochondrii, vhodné
kondenzovana a intaktni DNA)

-spermie musi dostavat patricné ziviny ze semenné plasmy
-spermie musi byt chranény pred ucinkem RMK

* Volba metody oplozeni



Vitalita spermii
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* Eosin —v kombinaci s nigrosinem (podbarveni)

* Roztér, svetelna mikroskopie

e Propidium lodide (&asto v kombinaci se )

» Suspenze, fluorescencni mikroskopie




Hypoosmotic sweeling test (HOS)
* Integrita membran spermii

* Transport tekutiny pres intaktni membranu probiha v
hypoosmotickém prostreni dokud neni dosazeno
rovnovahy

* Bunka se roztahne

e Zmeény lze pozorovat na biciku (svinuti) ve svételném
mikroskopu

* Bunky s poskozenou membranou nereaguiji

* Drive vyuzitiiv klinické praxi, dnes neexistuje
certifikované hypoosmotické médium




Detekce Casnych apoptickych zmén (presun fosfatidylserinu
z vnitfni na vnéjsi stranu membrany)

Annexin V, propidium iodid
Zivé spermie (annexin V-negativni and Pl-negativni);

Mrtvé spermie —pozdné apoptické, nekrotické(annexin V-
pozitivni and Pl-pozitivni);

Bunky se zhorsenou integritou membrany —€asné apaoptické

(annexin V-pozitivni and Pl-negativni)

Pratokovy cytometr/ fluorescenéni mikroskop
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Poruseni integrity DNA spermii — nejcastéji jedno nebo dvojretézcove zlomy
Chybna kondenzace DNA béhem vyvoje spermii, apoptoza, oxidacni stres
Schopnost spermie fertilizovat oocyt z(istdva nenarusenal!

Negativni vliv na vyvoj embryi, implantaci nebo pribéh téhotenstvi in vivo i in
vitro

Jedno z nejpouzivanejsich doplnkovych vysetreni

TUNEL test (Terminal deoxynucleotidyl transferase nick and
labelling)

Comet assay (Single cell ge electrophoresis)
SCSA (Sperm chromatine structure assay)
SCD Sperm chromatine disperion test



DAPI BASELINE NORMAL

detekce zlomu retézce DNA in situ oznacenim
fluorochromy nebo sondami s biotinem (nasledna
konjugace se streptavidinem-HRP (kfenovd
peroxiddza) a chromogennim substratem HRP)

POSITIVE CONTROL

Principem je znaceni zlomu v DNA s deoxynukleotidy
(obvykle dUTP, deoxyuridinfosfat), ten je prfimo
znacen fluorescencnim barvivem nebo znacen
biotinem

3’-OH konce zlomu slouzi jako primery, jsou znaceny
bromodeoxyuridinem (Brd-U) v reakci katalyzované

terminalni deoxynukleotidyl transferazou (TDT, DNA

polymeraza nezavisla na templatu)
Komercni kity

Pratokovy cytometr, fluorescenéni mirkoskop




Sperm cromatine dispersion test

» Svételna mikroskopie-moznost proveést v .

andrologické laboratofri = A
- 4§

Hodnoti se nachylnost DNA spermii ke kyselé
denaturaci

* Expanze smycek DNA nasledujici po
denaturaci a extrakci jadernych proteinu v

pripadée intaktni DNA
Komercné dostupny, snadno

V pripadé fragmentované DNA je tato oroveditelny test —Halosperm
expanze minimalni nebo zadna nebo Gold Cyto

Kolem hlavicek s intaktni DNA spermii se po '

expozici kyselému a nasledné lyzacnimu
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roztoku v agaru tvofi tzv. halo — svatozare TR g & & ‘
(odpovidaji smyckam relaxované DNA 2 - ‘ '. -
pripojenym ke zbytkovym jadernym o= 2 §

strukturam a uvolnénym po odnéti jadernych
proteinu)



akridinova oranz — metachromaticka
(zelena vs. Cervena)

prutokovy cytometr

populace nezralych spermii - nizka
kondenzace chromatinu

Software —vysoka mira standardizace
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Sperm with intact DNA
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Sperm with damaged DNA
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Native DNA Stainability
(green fluorescence)

Fragmented DNA (red fluorescence)
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* Principem je rozdilna migrace zlomenych retézcl DNA pod vlivem elektrického pole
zavisejici na naboji a velikosti retézc

* Fragmenty DNA spermii v agaroze jsou oddéeleny od hlavicky spermie
elektroforetickym pohybem—-> vzhled komety

* Fluorescencni mirkoskop,

abnormalni normalni




Svételna mikroskopie, zralost spermii
Rozdily ve sbaleni chromatinu spermii
Neprimo méri pomér histon/protamin(
Anilinova modr ma vyssi afinitu k histonim

VysSi pocet aniline blue pozitivnich spermii indikuje poruchy v
kondenzaci chromatinu

modré spermie povazujeme za nezralé, nicméné existuje
mnoho skal zabarveni a vysledky neni snadné interpretovat

Fluorescencni mikroskopie, zralost spermii
Urovef protaminace a sbaleni chromatinu

CMA3 se vaze specificky k regionim bohatym na G-C
(soucasné jde o misto vazby protaminu)

ot
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Immature sperm

Mature sperm

> Immature
»




* Dominuji polymorfonulkealni leukocyty
(neutrofily)

, , — tvar a velikost
jadra, zabarveni cytoplasmy

* U ostatnich barveni bohuzel hrozi zamena
s degenerujicimi spermatidami

(G) Neutrophil (G1). (H) Two small neutrophils (H1,
H2). (J) Spermatid (J1), possible degenerate/damaged
neutrophil (J2), neutrophil (J3), possible degenerate
monocyte (J4). (K) Neutrophils (K1, K2), spermatid
(K3). (L) Cytoplasmic remnant (L1), spermatocyte
(L2). (M) Spermatocyte (M1), spermatids (M2).
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Barveni cytoplasmatické peroxidazy pomoci ortho-toluidinu

#
* peroxidaza-enzym typicky pro granulocyty s
* Jednoducha histochemicka metoda, ktera ale: , ®
nedetekuje aktivované (degranulované) granulocyty e mmes s e

are peroxidase-positive. ¢ used for testing conveniently.

nedetekuje ostatni typy leukocytu

Imunocytochemické znaceni antigenu

CD45 R
N
* VSechny leukocyty .. N ;
+ Casové ifinanéné narotnéjsi 2. o VU’ |
* Fluorescenéni mikroskop/ pratokovy
cytometr

* Sperm Flow Ex Kit- informace o poctu
spermii, poctu leukocytd, viabilité a
integrité akrozému




Oxidacni stres

Luminol

* Chemiluminiscence pri kontaktu s volnymi
radikaly

* Luminometr, pocel RLU (relative light units)
na milion spermii

* Neakreditované pro laboratorni diagnostiku

Oxidoredukcni potencial
* Celkové meéritko oxidacniho stresu

Viioxsys rychly IVD prostredek ke
kvantitativnimu méreni (milivolty) statického
oxidoredukcniho potencialu v ejakulatu za
vyuziti elektrochemické technologie



Oxisperm

* -méri redoxni aktivitu pomoci Nitrotetrazoliové modri ( v pritomnosti oxidoreduktaz tvori
modré nerozpustné krystalky)
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Castleton et al. 2022 — nebyl potvrzen potencial predikovat funkci spermie nebo
oxidacni stres v ejakulatu (ani u MiOxsys ani u Oxisperm)




Aglutinace — motilni spermie, hlavi¢ka/hlavicka, bic¢ik/bic¢ik nebo mix

Mohou se vyskytovat i bez aglutinaci a stejné tak aglutinace muze byt zplsobena
necim jinym

Pouha pritomnost protilatek proti spermiim neni dostatecna pro diagnozu
autoimunitni reakce proti spermiim

Narusuji interakci s cervikalnim hlenem, ovliviuji vazbu na ZP a akrozomalni
reakci

IgA a IgG, velmi zridka IgM

IgA jsou klinicky vyznamné;jsi

Detekce primo na spermiich nebo v télnich tekutinach
Mixed antiglobuline reaction, Immunobead test, Elisa
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* Levny, rychly, senzitivni
. Protivlétkl proti IgG nebo IgA konjugovaneé s latexovymi casticemi -, beads”
(kulicky/koralky)

* Primy test: ejakulat smichan se suspenzi latexovych castic konjugovanych s anti-
human IgG/IgA - konjugaty

* Poditaji se spermie s navazanymi ¢asticemi IgG/IgA — podil
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e v soucasné dobé neni stanovena , evidence-based” referencni hodnota



Interakce spermii s cervikalnim hlenem

e Postkoitalni test

* Cervikalni hlen je pro spermie dobre prichozi po omezeny ¢as v obdobi pfed ovulaci (vliv
estrogenu), délka tohoto obdobi se u zen lisi

* Cilem je urcCeni poctu pohyblivych spermii v cervikalnim hlenu a vyhodnoceni preziti
spermii

* Imunologicky faktor ze strany zeny

* Nacasovani styku — bézna deélka cyklu, ultrazvuk, bazalni telesna teplota, hormonalni
screening

* Hlen musi byt vysetren 9-14 hodin po styku-cervikalni hlen (zivé spermie, vaginalni hlen —
mrtvé spermie), svetelny mikroskop

Cervikalni hlen: spermie nenalezeny - negativni
T W NS e progresivni spermie - neni imunologicky faktor
2 pohyb na mist& = imunologicky faktor




Funkce pridatnych pohlavnich zlaz
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ZINCO NEL LIQUIDO SEMINALE

 Abnormalni sekrece pfidatnych pohlavnich Zlaz maze
mit negativni efekt na funkce spermii
ZINCIN SPERM

* DocCasné zmény v sekreci mohou byt zpusobeny infekci, , e
v nekterych pripadech jsou zmeény ireverzibilni e EE
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* Funkce Zlaz mUze byt kontrolovana mérenim jejich SERESES Lo amcd

sekrece: = EA

_prostata: kyselina citronova, zinek a kysela
fosfataza

nadvarlata: L-carnitin, glyceofosfocholin (GPC),
neutralni a- glukosidaza

semenne vacky — fruktoza

* Spektrofotometrie, kolorimetrie




e Pisum sativum aglutinin (PSA) —FITC
* Fluorescencni mirkoskop

* Lze i indukovat akrozomalni reakci (ionofor, progesteron)

Fig. 4.1 Examples of FITC-PNA-stained acrosome-intact and acrosome-reacted, viable and unviable spermatozoa
Unviable sperm Viable sperm

l l Kombinace s HOS ( hypoosmotic sweeling test)

viable acrosome-intact sperm

viable acrosome-reacted sperm




* Mitochondrialni oxidoredukéni enzymaticky aparat

modry nerozpustny pigment
kolem stredni ¢asti spermie, svetelna mikroskopie

» Korelace s motilitou spermii

— fluorescencni karbokyaninové barvivo
—>zlutooranzova fluorescence- vysoka mitochondrialni
aktivita (vysoky membranovy potencidl), zelena
fluorescence —nizka mitochondrialni aktivita

* Tvori agregaty pri vysokém membranovém potencialu




* MitoTracker Green — zelena fluorescencni latka selektivné se
akumulujici v matrix mitochondrii. Kovalentné se vaze k
mitochondrialnim proteinim reakci s volnymi thiolovymi skupinami
cysteinovych residui-pouze detekce mitochondrii, nikoli jejich aktivity

MitoTracker MitoTracker
composite

MitoTracker green + DAPI

https://www.mdpi.com/2076-3921/10/8/1204



Pokusné promyti spermii

e Pred IVF, doplnkové vysetreni k
SPG . . ’

Centrifugation for 20 minutes !

l- at 1600 rpm l-

* Vhodnost  pouziti metodiky O&
zpracovani spermii i OO ‘.

Semen ’ ’ Seminal Plasma

Sample =
1bé d | , T — & wm=—— White blood cells, debris (a: raft
. .
Vyber metoay oplozeni Unperiphiase z Abnormal
40% 2 non-motile sperm

Interphase (b: raft)

* Hodnoti se zisk spermii (pocet) Lower phase —
a funkcni kvalita po zpracovani / 80% | ot et
(pohyb)




Hyaluronan binding assay - HBA

Vazba spermii k hyaluronanu

=

Place 7-10p! of well mixed semen

Jednoducha metoda, svételna mikroskopie ont th cenire f the sdechaoer

Zralost spermii v ejakulatu

HBA skore (%)- pocet navdzanych spermii/celkovy pocet
motilnich spermii

Vazbu vykazuji spermie maturované, s intaktni DNA,
intaktnim akrozomem a lepsi morfologii, nizsi podil
aneuploidii

HA receptor CD 44- spermie s lepsim fertilizacnim
potencialem, lepsi struktura plasmatické membrany,
lepsSi mitochondrialni aktivita

(princip metody PICSI)



Testy interakce s oocytem

Sperm penetration assay (SPA)

* lidske spermie x oocyt krecka zbavené ZP — kapacitace, akrozmalni
reakce, penetrace, dekondenzace —rutinne se nepouziva, nizka
vypovidaci hodnota

Sperm zona pellucida binding test

* HZA Hemizona assay nebo Competitive intact zona sperm binding
assay - primarnim vystupem je pevna vazba spermie na ZP oocyt,
vysoka prediktivni hodnota

* HZA: spermie fertilniho muze jako kontrola ->hemizona index (HZI:
pocet navazanych spermii testovaného/pocet spermii kontrolniho
fertilniho muze x 100)

* HZI < 30 —signifikantne nizsi pregnancy rate po Ul (intrauterinni
msemmace%

Test Control



 Chromozomy X, Y, 13, 18 and 21 (Klinefeltertv
syndrom [XXY-XXXXY], Turnertv syndrom [XO],
Pataullv syndrom [trisomy 13], EdwardsUv
syndrom [trisomy 18] and Downuv syndrom
[trisomy 21]).

(ale vysoké
naklady)

* Geneticka konzultace (predchozi selhani,
astenozoospermie, tézké oligozooseprmie)




Table 3.3 Basic levels of sperm chromosome disomy of healthy fertile men

Chromosome # Templado et al. Neusser et al. Chromosome # Templado et al. Neusser et al.

1 0.08 0.16 13 0.12 0.13
2 0.09 0.09 15 0.10 0.10
3 0.20 0.20 16 0.07 0.12
4 0.08 0.10 18 0.06 0.10
6 0.04 0.07 20 0.12 0.12
7 0.06 0.10 21 0.17 0.21
8 0.03 0.18 22 0.47 0.41
9 0.16 0.13 XY 0.27 0.21
12 0.14 0.0% (WHO 2021, 6th edition)




