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Specialni metody selekce spermii

Metody zaloZzené na koncentraci spermii, na zménach v napéti spermii, morfologii, motilité,
integrité membran nebo integrité DNA

Vyvoj navazuje na pokroky v andrologické diagnostice
Vyssi 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); HFEA ,semafor”
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MACS

Magnetic activated cell sorting

- umoznuje selekci spermii na zakladé povrchovych antigent

MACS ART Annexin V system

* kit k odstranéni apoptickych spermii (fosfatidylserin — annexin V — drobnd kovova

nanocastice/kulicka = prichod zmagnetizovanou kolonkou) = zisk neapoptickych spermii

* lepsi funkcni kvalita, nizsi fragmentace DNA
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Magnetic labeling of
PS-exposing spermatozoa
with MACS ART Annexin WV
Reagent
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Separation

Magnetically labeled
spermatozoa are retained
wiithin a MACS Column.

\Viable spermatozoa
are collected in the
flow-through.



MACS Ize kombinovat s predchozi
gradientovou centrifugaci nebo se swim-

up

Pozor na viskdzni vzorky a Zelatinové
inkluze -existuje moznost ucpani kolony

Nevhodné na nizké koncentrace (pod
milion/ml)



Mikrofluidni systémy

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

* \/ysSSi 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 Xa Y na
zakladé rozdilného obsahu DNA)



Pasivni mikrofluidni selekce

selekce na zakladé velikosti a hustoty
bunék pfi prichodu spirdlovym
mikrokanalkem, kdy vétsi bunky maji
tendenci migrovat k vnéjSimu okraji
kanalku, mensi bunky zustavaiji blize
stfredu kanalku

spiSe experimentalni, vyvinuto na
spermie potkana
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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 primo na Cipu- 3D zobrazovani 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

https://static.horiba.com/fileadmin/Horiba/Application/Health _Care/Li
fe_Sciences/Genomics/Raman_Analysis_of Sperm_Nuclear DNA_Inte

grltypdf Figure 4: Overfay of human sperm showing the locations of spectra found to be
indicative of intact (purple) and damaged (aqua) DNA.



Fertile(850 ul) Sperm Separation Device

850 pul ejakulatu se umisti pomoci tuberkulinky do
spodni komory Cipu, odkud spermie migruji pres
membranu s mikropdry 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 nizSim podilem
spermii s fragmentovanou DNA a s nizSim podile
aneuploidii

- rutinné v praxi

-vyhodou je, ze se vzorek necentrifuguje!




Fertile ICSI

Cip obsahuje 5 kanalk(i — kanalky naplnime , mensim
otvorem” 15 pl média a dalsi kapku média umistime do
vetsiho otvoru“

Do mensiho otvoru nasledné vpravime 2 ul ejakulatu a
ponechame 30 minut inkubovat v 37°C (v petriho misce).
Nasledné odebereme z vétsiho otvoru médium se
spermiemi pro ICSI

- rutinné v praxi




Vazba spermie k hyaluronanu

* Vazba spermie na hyaluronan — zralost spermie, funkcnost
akrozomu, funkcni kvalita, DNA fragmentace, fyziologicky
princip (hyaluronan je hlavni slozkou ECM kumularnich
bunék)
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* zdlouhavéjsi pro embryologa — selekce spermii probiha po
bézné priprave vzorku na andrologii az na specialni misce v

embryologické laboratori tésné pred ICSI Physiological intracytoplasmic
sperm injection (PICSI) — in use for
* PICSI a SpermSIow patients having ICSI treatment for male

factor infertility
srutinne v praxi

*kombinovatelné s ruznymi druhy zpracovani spermii, pouze

je tfeba dostateény zisk spermii On balance, the evidence from

moderate/high quality evidence shows
that this add-on has no effect on the
treatment outcome.



*PICSI = (physiological itracytoplasmic sperm injection) specialni hyluronanem potazena miska, spermie
prilnou a vykazuji 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

MEE 10942000A
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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 dobrou morfologii a s velmi nizkym
poctem vakuol

https://fertilitypedia.org/edu/therapies/msome
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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 provést
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



Zpracovani testikularni tkané
Z varlete je vzorek nejcastéji ziskavan otevrenou biopsii.

Ziskany vzorek je kontaminovan rlznymi bunkami a krvi.
V pribéhu zpracovani je nutné rozvolnit semenotvorné kandlky a uvolnit vazby elongovanych spermatid

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

DalSi mozny pfistup je pouzit sterilni sitko s trenkou, kterou rozvonime tkan na sitku a vytlacime obsah
semenotvornych kanalkUl, pres sitko pak provedeme oplach malym mnozstvim média a ziskame tak suspenzi
bunék prostou vétsich kusu 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 vySetfeni sedimentu



http://brazjurol.com.br/september_october_2011/Esteves_570_583.htm
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Zpracovani aspiratu z nadvarlete

* K aspiraci spermii z nadvarlete se pristupuje zejména pri obstrukéni azoospermii

* Umoznuje ziskat vzorek —aspirat- s relativné velkymi pocty spermii, ktery je sou¢asné minimalné
kontaminovan jinymi burikami a krvi.

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

* Pokud se ve vzorku spermii vyskytuje malo, volime prostou centrifugaci vzorku

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



Retrogradni ejakulace

Stav kdy pfi ejakulaci dojde k vypuzeni ejakulatu z pohlavnich cest Retrograde Ejaculation
do mocové trubice, odkud je ejakulat zpétné vypuzen do mocového
méchyre.

Semen ex =t
Into bladd‘;rd

U muze se tento stav projevuje jako aspermie (absence ejakulatu),
pripadné velmi nizky objem ejakulatu (v radu nékolika set
mikrolitru).

External urethrs
sphincter contracts

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




Zpracovani vzorkl pfri retrogradni ejakulaci:

Pred odbérem je tfeba provést alkalizaci moci pomoci bézné dostupné jedlé sody — zvyseni pH moci zvysi
sanci spermii na uchovani pohyblivosti a ostatnich funkci. Pacient by mél vypit roztok s hydrogen uhli¢itanem
sodnym vecer a rano pred odbérem vzorku.

Pred odbérem ejakulatu by se mél pacient ,,castecné” vymocit, ihned po masturbaci se pacient vymoci do
ejakulatem, pokud byl néjaky ziskan). Vzorek moci je pak centrifugovan 500g /8 minut, sediment je nafedén

a dal zpracovan prostou centrifugaci vzorku nebo gradientni centrifugaci.



Zpracovani vzorkda odebranych ,,asistovanou ejakulaci®

- muzi s poruchou ejakulace (typicky pfi poranéni michy)

- penilni vibrostimulace nebo rektalni elektricka stimulace

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

-efektivni je zejména gradientova centrifugace




Vybeér zivych spermii u imobilnich vzork{

Laser Assisted immotile sperm Sellection

- Laserovy vystrel je aplikovan do blizkosti Spicky biciku
spermie — zZiva spermie reaguje zkroucenim biciku , tzv.
,curling”

Chemicka aktivace pohybu
- teofylin, pentoxifylin, papaverin

Sperm Mobile — teofylin — inhibice fosfodiesterazy -
zvyseni koncentrace cAMP - stimulace pohybu

Dead Live
sperm sperm

https://fertilitypedia.org/edu/therapies/laser-assisted-
immotile-sperm-selection-1
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* HOS test — hypo-osmotic swelling test —zivé spermie v

hypoosmotickém prostredi ,,nabobtnaji“, diky cemuz svinou
bicik

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

* PLM — polarizaCni mikroskopie- hlavicky zivych spermii jsou
pfi pruchodu polarizovaného svétla dvojlomné

Fertility and Sterility

Volume 90, Issue 1, July 2008, Pages 104-112

ELSEVIER

Male factor

Sperm head's birefringence: a new criterion
for sperm selection
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Figure 2. The ICSI procedure is performed under the polarizing light. A birefringent
spermatozoon is selected and immobilized (A), aspirated (B), injected (C), and released in
the ooplasm (D). The birefringence of the head is evident at every step of ICSIL.



Ke shlédnuti :

(131) SpermSlow™ - Approaching physiological ICSI — YouTube

(131) MACS: Getting good quality sperm for ICSI..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

