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Specialni metody selekce spermii

Metody zalozené na koncentraci spermii, na zménach v napéti spermii,
morfologii, motilite, integrité membran nebo integrité DNA

Vyvoj navazuje na pokroky v andrologické diagnostice

VyssSi cenové naklady, vyssi naroky na vybaveni laboratore a na ¢as nutny ke
zpracovani vzorku

Moznost indikace nejvhodnéjsi techniky selekce spermii

Diskutabilni vysledky — obvykle neni jednoznacné prokazan pozitivni vliv na
THBR (take home baby rate)



MACS

Magnetic activated cell sorting

- umoznuje selekci spermii na zakladé povrchovych antigen(

MACS ART Annexin V system

* kit k odstranéni apoptickych spermii (fosfatidylserin — annexin V — drobn3a
kovova nanocastice/kulicka = prichod zmagnetizovanou kolonkou) = zisk

neapoptickych spermii

* lepsi funkcni kvalita, nizsi fragmentace DNA
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* MACS lze kombinovat s predchozi
gradientovou centrifugaci nebo se
Swim-up

* Pozor na viskozni vzorky a
zelatinové inkluze -existuje
moznost ucpani kolony




Napodobeni prirozenych bariér, kterymi spermie pronikaji in vivo
Neobsahuji krok centrifugace spermii, setrné ke vzorku
Rychlé, pohodIné zpracovani

VysSi cena nez u bézného zpracovani

Selekce na zakladé motility spermii (kanalky, membrany s pory) — praktické
vyuziti v IVF (mikrofluidni Cipy)

Selekce na zakladé termotaxe, chemotaxe, rheotaxe
Pasivni selekce (na zakladé velikosti a hustoty bunék)

Selekce na zakladé pohlavi (vyuziva fotonické technologie rozlisujici spermie
nesouci X a Y na zakladé rozdilného obsahu DNA)



Pasivni mikrofluidni selekce

- Selekce na zakladé velikosti a hustoty bunék
pri pruchodu spirdlovym mikrokanalkem, kdy
vetsi bunky maji tendenci migrovat k vnéjsimu
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Microfluidics for sperm sorting: a review - Microfluidic Reviews - Elveflow



https://www.elveflow.com/microfluidic-reviews/microfluidics-for-cell-biology/microfluidic-for-sperm-sorting-a-review/

Kombinace mikrofluidiky s Ramanovou spektroskopii

- dynamické vysokorychlostni zobrazovani

- rozliseni spermii s intaktni DNA

- digitalni zobrazovani pfimo na Cipu- 3D
zobranovani bez pouziti barveni —vyuziti
digitalniho optoelektronického senzoru

- Principem digitalni rekonstrukce 3D obrazu je
zaznam rozdilu interferencniho vzoru mezi
referencni svételnou vinou a svételnou vinou
rozptylenou vzorkem

- Zatim experimentalné




Mikrofluidni Cipy

ZyMot (850 pl) Sperm Separation Device

850 pl ejakulatu se umisti pomoci
tuberkulinky do spodni komory Cipu,
odkud spermie migruji pres membranu s
mikropory do média (750ul) naneseného
nad membranu. Cip se umisti v petriho
misce na 30 minut do 37°C. Nasledné je
tuberkulinkou stazeno médium s
vyselektovanymi spermiemi

-zisk populace motilnich spermii s nizsSim
podilem spermii s fragmentovanou DNA a
s nizsim podile aneuploidii

- rutinné v praxi



ZyMot ICSI

Cip obsahuje 5 kanalk(i — kandlky naplnime
,mensim otvorem® 15 ul média a dalsi kapku
meédia umistime do ,vétsiho otvoru®

Do mensiho otvoru nasledné vpravime 2 ul
ejakulatu a ponechame 30 minut inkubovat v
37°C (v petriho misce).

Nasledné odebereme z vetsiho otvoru médium
se spermiemi pro ICSI

- rutinné v praxi




Vazba spermie k hyaluronanu

* Vazba spermie na hyaluronan — zralost spermie,
funkénost akrozomu, funkéni kvalita, DNA
fragmentace, fyziologicky princip (hyaluronan je
hlavni slozkou ECM kumularnich bunék)

* zdlouhavejsi pro embryologa — vlastni provedeni
metody po predchozi pripravé vzorku probiha az
na embryologii

* PICSI a SpermSlow

*- rutinné v praxi
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Physiological intracytoplasmic sperm injection (PICSI)

Traffic light rating: Red .

—>no evidence in
radnomized controlled
trials



*PICSI - specialni hyluronanem potazena miska, spermie prilnou a vykazuiji specificky pohyb

* SpermSlow — imobilizacni médium obsahujici hylaluronan, pridava se primo na ICSI misku

v blizkosti PVP (médium ke zpomaleni spermii) a nasledné pomoci ICSI jehly jsou obé média
propojena a embryolog vybira spermie zachycené v médiu s hyaluronanem
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IMSI

Intracytoplasmic morphologically selected sperm
Injection

6000x

MSOME- motile sperm organelle morphology
examination

Kombinace vysokého zvétseni a Nomarskiho
interferencniho kontrastu — vybér spermii s velmi
nizkym poctem vakuol

https://fertilitypedia.org/edu/therapies/msome
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Intracytoplasmic morphologic sperm injection (IMSI)

Traffic light rating: Red .



Selekce spermii pomoci Zeta potencialu

* Membrana spermii je negativné nabita (silné —
negativné nabity povrch-maturované spermie s vyssi
pravdépodobnosti intaktni DNA)

* Principem metody je bud prilnuti nabité spermie ke
sténé zkumavky a nebo migrace v elektrickém poli

*V/ obou pripadech dochazi k selekci spermii s vyssi
integritou DNA (v porovnani s gradientovou
centrifugaci nebo i s metodou MACS)

* Pro aplikaci metody do bézné klinické praxe je
nutné proveést dalsi studie

Figure 7. Sperm selection using zeta test. (A) Negatively char-
ged mature sperm will move to the positively charged tube

surface. (B) Immature spermatozoa will be discarded

Kizilay at Altay 2017



/pracovani testikularni tkané

Z varlete je vzorek nejCastéji ziskavan otevrenou biopsii.
Ziskany vzorek je kontaminovan rtznymi burikami a krvi.

V prubéhu zpracovani je nutné rozvolnit semenotvorné kanalky a uvolnit vazby elongovanych
spermatid

* Mechanické rozvolnéni (WHO 2010): Ize pouzit k vytlaceni bunék ze semenotvornych
kanalkl tenké injekcni jehly, méné Casty pristup je pak pouzit k rozvolnéni tkané v médiu
kryci sklicka- treme tkan, dokud nevytvorime jemnou hmotu

Dalsi mozny pristup je pouzit sterilni sitko s trenkou, kterou rozvonime tkan na sitku a
vytla¢ime obsah semenotvornych kanalkl, pres sitko pak provedeme oplach malym
mnozstvim média a ziskame tak suspenzi bunék prostou vétsich kust tkané

* Enzymatické rozvolnéni (WHO 2010): vzorek se inkubuje 1,5-2 hodiny v médiu s
kolagenazou (37°C) a kazdych 30 minut je vortexovan, nasleduje centrifugace vzorku 100g/10
minut a vySetreni sedimentu
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/pracovani aspiratu z nadvarlete

K aspiraci spermii z nadvarlete se pristupuje zejména pri obstrukcéni azoospermii

* Umoznuje ziskat vzorek —aspirat- s relativné velkymi pocty spermii, ktery je soucasné
minimalné kontaminovan jinymi bunkami a krvi.

* Pokud se ve vzorku nachazi relativné vysoké pocty spermii, je mozné vzorek zpracovat
gradientni centrifugaci.

https://www.hindujahospital.com/hindujaivfcentre/services/surigal-retrieval-sperm.html



Retrogradni ejakulace

Stav kdy pfri ejakulaci dojde k vypuzeni ejakulatu z
pohlavnich cest do mocové trubice, odkud je ejakulat
zpétneé vypuzen do mocového meéechyre.

U muze se tento stav projevuje jako aspermie (absence
ejakulatu).

Priciny mohou byt vrozené i ziskané. Stav se potvrzuje
vysetrenim pritomnosti spermii v moci po ejakulaci.

Retrograde Ejaculation

Semon expelled_|
lmobludd%rd

External urethrs
sphincter contracts



Pred odbérem je treba provést alkalizaci moc¢i pomoci bézné dostupné jedlé sody —
zvyseni pH moci zvysi sanci spermii na uchovani pohyblivosti a ostatnich funkci. Pacient by
meél vypit roztok s hydrogenem uhlicitanem sodnym vecer a rano pred odbérem vzorku.
Pred odbérem ejakulatu by se mél pacient , castecné” vymocit, ihned po masturbaci se
odevzda odbérovou nadobku s ejakulatem, pokud byl néjaky ziskan). Vzorek moci je pak
centrifugovan 500g /8 minut, sediment je nafedén a ddl zpracovan prostou centrifugaci

vzorku nebo gradientni centrifugaci.
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/pracovani vzorku odebranych ,asistovanou ejakulac

- muzi s poruchou ejakulace (typicky pri poranéni michy)
- penilni vibrostimulace nebo rektalni elektricka stimulace

- muzi s poruchami michy maji casto vysoké koncentrace spermii, nizkou
pohyblivost a vzorek byva infiltrovan cervenymi a bilymi krvinkami

-efektivni je zejména gradientova centrifugace




Vybéer zivych spermii u imobilnich vzorku

* Laser Assisted immotile sperm Sellection

- Laserovy vystrel je aplikovan do blizkosti Spicky
biciku spermie — ziva spermie reaguje zkroucenim
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C . https://fertilitypedia.org/edu/therapies/laser-assisted-
‘ ChemICka aktlvace pohybu immotile-sperm-selection-1

- teofylin, pentoxifylin, papaverin

Sperm Mobile — teofylin — inhibice fosfodiesterazy ‘;?
— zvyseni koncentrace cAMP - stimulace pohybu
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* HOS test — hypo-osmotic swelling test —zivé spermie v
hypoosmotickém prostredi svinou bicik

* MTT — mechanical touch test —pfi lateralnim dotyku jehlou
by mél byt bicik zivé spermie pruzny

* PLM — polarizacni mikroskopie- hlavicky zivych spermii
jsou pri prichodu polarizovaného svétla dvojlomné



Ke shlédnuti :

(131) SpermSlow™ - Approaching physiological ICSI — YouTube

(131) MACS: Getting good quality sperm for ICSl..Live demo — YouTube

(131) HOS - Hypo Osmotic Swelling is a Sperm Function Test / Measure of Sperm's Fertility Potential — YouTube

(131) HOS test for identifying live sperms in testicular tissue - YouTube



https://www.youtube.com/watch?v=pS-Dj_dCG1Q
https://www.youtube.com/watch?v=qkL05Zen2ac
https://www.youtube.com/watch?v=8LcxSEiYOWI
https://www.youtube.com/watch?v=sKnyXkq9GkM

