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Selekce spermii in vivo

* In vivo, spermie pri své cesté k oplozeni oocytu zdolavaji nékolik prirozenych
bariér — vaginou se pres cervix dostavaji do delohy a nasledné do ampuly
vejcovodu, kde mohou setrvat az 6 dnl a vyckavat na ovulaci, ndsledné spermie
musi zdolat dalsi prekazky v podobé ECM kumularnich bunék a ZP
oocytu...béhem této cesty vyuzivaji mnoha fyziologickych vlastnosti —
pohyblivost, chemotaxe, kapacitace a akrozomalni reakce, funkcni receptory
(vazba k ZP,k oolemé)...

» 7a 40 let praxe se zpracovavanim spermii pro IVF se zda, ze lepsi metoda vybéru
spermie jesté nebyla nalezena ©

* Soudobé metody selekce spermii jsou zalozeny nejcastéji na pohyblivosti
spermii nebo na nékteré konkrétni funkcni vlastnosti spermie



Separace spermii pro ART

* oddéleni spermii od semenné plazmy (latky blokujici kapacitaci a fertilizaci)
e zisk optimalniho poctu motilnich spermii pro fertilizaci

* oddéleni spermii nizké kvality a ostatnich bunék (vyvojové prekurzory,leukocyty,
bakterie)

 eliminace toxickych a bioaktivnich latek (napf. ROS)
* efektivni, rychlé, jednoduché a ekonomické

* vzorek Cerstvy vs. vzorek rozmrazeny

Vysledkem separace spermii je vzorek o urcitém ,,zisku spermii”“ vypocteném z
absolutnich poctu spermii nebo z celkového poctu motilnich spermii. Nejvyssi zisk ma
metoda prosté centrifugace ejakulatu, nizsi gradientni centrifugace spermii a jako

e VV/



* VV ejakuldtu se vyskytuje kromé spermii jesté mnoho dalsSich slozek a faktoru, které musi byt
odstranéeny.

e Zpracovani spermii by mélo byt zahajeno nejpozdéji do 1 hodiny po odbéru (prevence poskozeni
membran v dusledku plsobeni produktl ostatnich bunécnych elementu, véetné ROS)

* VV dusledku pusobeni dekapacitacnich faktort v semenné plazmeé s Casem klesa vitalita a motilita
spermii

* | malé mnozstvi semenné plazmy muze zabranit kapacitaci spermii (pozor u klasické fertilizace)
e Spravna separacni technika by méla poskytovat co nejlepsi zisk prfi minimalnim poskozeni spermii.

* Pozor na vykyvy teplot a nadbytecné centrifugace

e VV/

zaroven pri ni vznikalo co nejméné ROS
* Pozor na nastaveni centrifugy (RCF vs RPM)

* Metodu zpracovani idealné volime podle orientacniho zhodnoceni kvality vzorku (koncentrace,
pohyblivost, objem vzorku, viskozita)



Zakladni metody:

 Centrifugace spermii —Simple washing (dobré vstupni parametry, vhodné napr.
pro inseminace; nebo se vyuziva u vzorkl o velmi nizkych koncentracich spermii,
kde by ostatni metody nezarucily dostatecny zisk)

* Gradientova centrifugace spermii ( vzorky s nizkyou pohyblivosti, nizkou
progresi, vysokym podilem necistot, protilatkami proti spermiim)

* Swim-up (dobra az vysoka koncentrace a pohyblivost)

WHO laboratory manual for the
examination and processing of

human semen

Postupy zakladnich metod Cerpany z WHO manualu 2021 Sixth Edition




Ejakulat musi byt odebran do vhodné sterilni nadobky a stejné tak v pribéhu
zpracovani musi byt pouzity vhodné netoxické materialy (certifikace/vlastni

validace).

Pro zpracovani spermii pouzivame certifikovana média k tomu ucelu urcena.

Quality System Approval Certificate
Medical Devices Directive 93/42/EEC

Postup prace si do urcité miry laborator optimalizuje sama, vzdy vsak v
souladu s doporucenim vyrobce pouzivanych médii (pfipadné vlastni validace).

— RUzni vyrobci médii = rzné pufracni systémy, rlizna doporuceni vztahujici
se k teploté uchovani vzorku..



bsi.

EC Certificate - Production Quality Assurance

Directive 93/42/EEC on Medical Devices, Annex V

No. CE 575680

Issued To: BIRR Biosciences B.V.
Bergseweg 4
3633 AK Vreeland
The Netherlands

In respect of:

The manufacture of sterile micro-pipettes and puncture needles and sets for assisted
reproductive technology and obstetrics; sterile foetal blood sampling kits; sterile pipettes,
containers, tubes, dishes and serological pipettes for in-vitro fertilization procedures.

Those aspects of Annex V concerned with securing and maintaining the sterility of laboratory
medical devices and catheters for assisted reproductive technology and obstetrics; and
operating theatre equipment covers.

on the basis of our examination of the quality assurance system under the requirements of Council Directive
93/42/EEC, Annex V. The quality assurance system meets the requirements of the directive, For the placing on the
market of dass IIb and dass III products an Annex III certificate Is required.

For and on behalf of BSI, a Notified Body for the above Directive (Notified Body Number 2797);

(o C-Raelc

Gary E Slack, Senior Vice President Medical Devices

First Issued: 2016-05-16 Date: 2021-05-07 Expiry Date: 2024-05-26

..making excellence a habit”
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Pro redéni a centrifugaci ejakulatu se pouzivaji média HEPES pufrovana (nebo
podobnym pufrem), 37°C,

Pro naredéni vyseparovanych spermii v zavislosti na metodach laboratore je
mozné pouzit média pufrovana HEPES nebo bikarbonatovym pufrem (37°C, 6%
CO,) (nebo podobnymi pufry)

Teplota — uchovani a zpracovani vzorku je mozné pfri pokojové teploté nebo pri
37°C - nazory se ruzni

Je tfeba predchazet vykyvim teploty

Bylo prokazano, ze pri pokojové teploté dochazi k nizSimu poskozeni spermii
ROS, existuji vSak studie s protichUdnymi zavéry

Turk J Obstet Gynecol. 2015 Mar; 12(1): 6-10. PMCID: PMC55538408
Published online 2015 Mar 15. doi: 10.4274/tjod. 31644 PMID: 28913033

The effect of preserving prepared sperm samples at room
temperature or at 37 °C before intrauterine insemination (IUl) on .
clinical pregnancy rate 9 no d|ffe rence

Tayfun Cok, 1" Pinar Caglar Aytac,? Erhan Simsek,! Billent Haydardedeoglu, ' Hakan Kalayci,! Halis Ozdemir," and
Esra Bulgan Kilicdag'




Centrifugace spermii —=Simple washing
* Jednoducha separacni technika, poskytuje nejvyssi zisk spermii

* Vhodna pro vzorky o dobré kvalité a nebo pro vzorky ouplné Spatné kvalite, kdy
zcentrifugovani obsahu do pellety je jedinou moznosti jak ziskat dostatek spermii

* Spociva v prostém naredéni ejakulatu promyvacim médiem a nasledné centrifugaci vzorku

* Silu a ¢as centrifugace volime podle vstupnich parametru ejakulatu, v dvahu bereme i
viskozitu)

* Dochazi ke koncentraci vsech bunék, vcetné bunécnych ulomku, nezvysuje sg mii
Metoda dle WHO 2021: naredit ejakulat s promyvacim médiem 1+1 -
(1:2) = rozdélit po 3 ml do zkumavek - centrifugace 5-10 minut 300-
500 g - odstranit supernatant - pridat 1 ml média a resuspendovat
sediment - centrifugace 3-5 minut pri 300-500g - odsat supernatant a

sediment naredit promyvacim médiem na potfebnou koncentraci




Gradientova centrifugace spermii

* Centrifugace ejakulatu skrz hustotni gradient

* Koloidni oxid kremicity pokryty silanem — typicky dvouvrstvy diskontinualni hustotni
gradient (napr. 80%(v/v) jako spodni vs. 40% (v/v) jako horni vrstva gradientu)

* Separace bunék na zakladé prichodu hustotnim gradientem + aktivni pohyb spermii

* Dobra separace spermii od semenné plazmy, ostatnich bunék a bunécnych ulomkau,
bakterii, plisni i vird

* Médium pro pripravu hustotniho gradientu —bud prfimo naredéné na pozadované
koncentrace a nebo koncentrované s nutnosti nasledného redéni

* Pro gradientni centrifugaci vzdy pouzivame konickou zkumavku

* Po priprave kolony gradientu je nutna vizualni kontrola existence gradientového
rozhrani



Metoda dle WHO 2021: pripravit hustotni
gradient opatrnym navrstvenim 40% (v/v)
gradientniho média na 80% (v/v) médium -
umistit 1ml vzorku na kolonu gradientu -
centrifugace 300-400g 15-30minut - odstranit
supernatant - sediment resuspendovat v 5 ml
promyvaciho média - centrifugace 200 g 4-10
minut - stahnout a zopakovat resuspendaci v
5ml média s naslednou centrifugaci -
sediment resuspenovat v malém mnozstvi
média, vyhodnotit a naredit na patficnou
koncentraci

IJ ' Centrifugation for 20 minutes ' '

at 1600 rpm
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Manual of Sperm Retrieval and Preparation in Human Assisted Reproduction, 2021)



Efektivni metoda zvysujici podil motilnich spermii i podil spermii s normalnim
tvarem

Modifikace metody:
Uprava hustotnich gradientd umoZzfuje zisk vy$§iho poctu spermii nebo zisk spermii
s vyssi motilitou
napr. gradient 90%/40 % - nizsi pocet spermii o vyssi motilité v porovnani's
gradientem 80%/40%

Uprava doby centrifugace —prodlouzeni-vyssi zisk spermii (viskdzni vzorky)

Uprava vyiky kolony gradientu
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Schematics of sperm preparation by density gradient separation. One... | Download Scientific Diagram (researchgate.net)



https://www.researchgate.net/figure/Schematics-of-sperm-preparation-by-density-gradient-separation-One-microliter-of_fig3_315592970
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Eurasia | Biosci 14, 2385-2390 (2020) _

Gender selection by Percoll® gradients by using
intraperitoneal insemination in mice: as a model of humar

llaf Hassan Hadi !, Hayder A. L. Mossa %

Table 2. Effect of Percoll® gradients centrifugation method
on Pregnancy Rate and Gender Selection in Mice

Groups Pregnancy Total No. No. of No. of
Rate of Births Males Females
Percoll® gradients method
Treated Group 21 110 30
(30 female mice) (70%) (72.7%) (27.3%)
Direct Sperm Activation ~—
Technique 17 85 45 40
Control Group (56.7%) (52.9%) (47.1%)
(30 female mice)
P-Value P<0.05 P<0.05 P<0.05 P<0.05

Conclusions: Percoll® gradients method was founded 72.7% effective for male selection, despite of

sperm X:Y ratio was unchanged after procedure, furthermore the pregnancy rate 70% was
significantly more than using Direct Activation Technique.



SwWim-up

* Metoda zalozena na aktivnhim pohybu spermii a jejich schopnosti vycestovat ze
semenné plazmy do média

* Ejakulat je umistén pod médium, do kterého spermie volné vycestuji

* Sikmé ulozeni zkumavek zvysi plochu, skrze kterou je umoznéno vycestovani
spermii

* VVidealnim pripadeé by sperma pred swim-up nemelo byt fredéno a
centrifugovano, protoze muze dochazet k uvolnovani ROS a poskozovani
membran spermii

* Preferuje se tzv. primy swim-up, pri kterém je bud primo na ejakulat naneseno
meédium a nebo je ejakulat pod médium podvrstven

e Zisk spermii je sice nizsi, ale dochazi ke zvyseni podilu pohyblivych spermii



Postup podle WHO 2021: 1ml ejakulatu umistime do konické centrifugacni
zkumavky = opatrné navrstvime

1,2 ml média - zkumavku naklonime do Uhlu 45°C a inkubuje 1 hodinu pfri
37°C - opatrné odebereme vrchni 1ml média a umistime do Cisté
zkumavky - naredime 1,5 -2 ml média a centrifugujeme 300-500g 5 minut
— supernatant stahneme a sediment se spermiemi naredime 0,5 ml média
— zhodnotime koncentraci a pohyblivost spermii, provedeme redéni na
prislusnou metodu oplozeni

HTF+ _|
medium

Liquified
semen —
sample

S |1 HTFt
Incubate at 37 °Cfor 1 h \| ia\i%/ | medium
P4 with motile
/ T — sperm cells
Semen
Sy Ly — with immotile
oeo cells

—

https://www.researchgate.net/figure/Swim-up-purification-of-motile-human-sperm-cells-Left-
Tube-with-HTF-medium-and-an_figl 331470103



Modifikace metody:

e Sekundarni swim- up: jedna se o swim up spermii ze sedimentu ziskaného
metodou prosté centrifugace nebo gradienti centrifugace spermii, cilem je
zvyseni podilu motilnich spermii ve vzorku, pri této metodé je 1 ml média
nanesen primo na sediment spermii a naklonéna zkumavka je opét na
hodinu umisténa do 37°C

* V pripadé vzorkl o vysoké kvalité Ize ¢as inkubace zkratit-celkova doba
inkubace doba by vsak nemeéla presahovat 1 hodinu

e Potrebujeme-li zvysit zisk, lze pro swim-up pouzit vice zkumavek

* Lze upravit objem ejakulatu/média



* Metoda separace spermii by mela byt volena také podle planované metody
fertilizace (napr. planujeme-li konvencni metodu oplozeni, rozhodné neni
vhodnd metoda prosté centrifugace vzorku)

* \/lyseparovany vzorek spermii je vzdy lepsi naredit a neponechavat jej po
separaci vysoce koncentrovany - v takovém pripadeé je produkovano mnoho
metabolitu, v€etné ROS a dochazi k rychlejSimu poklesu kvality vzorku

*Pro metodu konvencniho oplozeni je kromé dostatecné koncentrace spermii
dulezity i dostatecny podil morfologicky normalnich spermii a vysoky podil
progresivnich spermii, sasmozrejmosti je také schopnost vazby k ZP, penetrace,
fuze s oolemou,aktivace oocytu a formace pronuklea a funkcni proximalni
centriol (pozor na morfologické defekty v oblasti krcku)



/pracovani kryokonzervovaneho vzorku

* vzorek rozmrazime v souladu s doporucenim vyrobce meédia
(fedéni vzorku po rozmrazeni musi byt velmi pomalé a

plynulé)

 po jeho promyti muzeme zakoncentrovyny vzorek zpracovat
jakoukoliv zminénou metodou

* |[dealné, za ucelem zvyseni kvality vzorku volime swim-up
(sekundarni swim —up) nebo gradientni centrifugaci
(rozmrazeny a promyty vzorek lehce naredime a naneseme
na kolonu)

* O volbé metody muze rozhodovat i vstupni kvalita vzorku
pred a po rozmrazeni



/pracovani serologicky pozitivnich pacientu

* Pacienti pozitivna ha HIV, hepatitidu B nebo C, HTLV

Epithelial cell lymphocyte

e Zabranéni kroskontaminaci a vertikalnimu prenostu
infekce

*kombinace gradientni centrifugace nasledovana
metodou swim-up (WHO 2010), v soucasné dobé
dostupnych studiich, za pouziti této metody, dosud
nedoslo k prenosu viru

Virus

* stanoveni virové naloze v kombinaci se zamrazenim rlasma
ejakulatu - pokud negativni, lze vzorek zpracovat
normalnim zpusobem

semen after density gradient after swim up

https://www.semanticscholar.org/paper/Separation-of-human-
immunodeficiency-virus-type-1-a-Kuji-
Kato/a57b2e0bfcf693a470264e550b8eb575a996902¢e/figure/0



Dékuji za pozornost



