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* 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

* Dulezity ukazatel v pripadé snizené
pohyblivosti spermii

* Integrita bunécneé membrany -membrana
Zivé bunky nepropusti barvivo

* Eosin —v kombinaci s nigrosinem
(podbarveni)

* Roztér, svetelna mikroskopie

* Propidium lodide (Casto v kombinaci se

)

» Suspenze, fluorescencni mikroskopie




Hypoosmotic sweeling test (HOS) O O
* Integrita membran spermii; viabilita - Zivotaschopnost

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

* Bunka se roztahne

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

* Bunky s poskozenou membranou nereaguiji
* Spermie zustavaji neposkozene, vhodné k pouziti pro ICSI

e Drive vyuziti i v klinické praxi, dnes neexistuje certifikovane
hypoosmotické médium
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Testing for necrozoospermia

Indication: if total sperm motility is less than 4004

Importance: in order to distinguish whether the immotile spermatozoa are dead
(necrozoospermia) or are alive but with abnormal motility (asthenozoospermia), as this will

have clinical implications in terms of approach and management

Methods:

+ Eosin-nigrosin staining: dead sperm heads are stained dark pink or red - all tested sperm

are damaged and can no longer be used for ART

Observe: 1,000x (oil)

Count 100 sperm on each slide twice
+ Count vital sperm (unstained)

- Count non-vital sperm (stained)

« HOS test: live sperm tails become swollen - sperm is not damaged and can be used for ART

Causes and risk factors of necrozoospermia

* Genital tract infections - the most common cause

Record results in replicate
- Report average percentage of
vital sperm

PMCID: PMCB8987132

PMID: 34666422

Sperm Vitality and Necrozoospermia: Diagnosis, Management, and Results of a Global
Survey of Clinical Practice

« Testicular hyperthermia - local or systemic (such as fever)

+ Varicocele

* Hyperthyroidism

* Spinal cord injury

» Polycystic kidney disease

* Antisperm antibodies

+ Advanced male age

+ Toxic substances - such as: tobacco, cannabis, pesticides

+ [diopathic

Note: Should always rule out false results due to lubricant use or contamination of semen

sample with antiseptic solution, soap, or water

Management of necrozoospermia

« Avoiding and treating underlying risks and conditions

« Frequent ejaculation

+ Absolute asthenozoospermia: consider the diagnosis of flagellar dyskinesia - perform HOS

test or use enhancers of sperm motility and select viable sperm for IC5I

+ Absolute necrozoospermia: consider SDF testing if ejaculated live sperm are to be used in
ICSL, testicular sperm extraction followed by ICSI



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

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

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

Bunky se zhorsenou integritou membrany —€asné apoptické (annexin
V-pozitivni and Pl-negativni)

Pratokovy cytometr/ fluorescenéni mikroskop
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Fragmentace DNA spermii

Poruseniintegrity DNA spermii — nejcastéji jedno nebo dvojretézcové zlomy
Chybna kondenzace DNA béhem vyvoje spermii, apoptdza, oxidacni stres
Schopnost spermie fertilizovat oocyt zlistava nenarusena!

Negativni vliv na vyvoj embryi, implantaci nebo prubéh téhotenstvi in vivo i in vitro
Jedno z nejpouzivanéjsich 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



Vysoce senzitivni metoda detekce zlomu retézce DNA in
situ oznacenim fluorochromy nebo sondami s
(nasledna konjugace se  (kfenova peroxiddza) a
chromogennim substratem HRP

Principem je znaceni zlomu v DNA s deoxynukleotidy
(obvykle dUTP, deoxyuridinfosfat), ten je primo znacen
fluorescencnim barvivem nebo znacen biotinem
3°-OH konce zlomu slouzi jako primery, jsou znaceny

v reakci katalyzované
terminalni deoxynukleotidyl transferazou (TDT, DNA
polymerdza nezavisla na templatu)
Komercni kity
Pritokovy cytometr, fluorescenéni mirkoskop
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Sperm cromatine dispersion test

e Svételna mikroskopie-moznost provést v andrologické o
laboratofi A -
* Hodnoti se nachylnost DNA spermii ke kysele -
denaturaci
* Expanze smycek DNA nasledujici po denaturaci a - =

extrakci jadernych protein( v pripadé intaktni DNA
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— metachromatické barvivo —
odlisSné znaci dvouvlaknové a jednovlaknové
nukleové kyseliny (zelena vs. Cervena)

e prutokovy cytometr

- nizka kondenzace
chromatinu

» Software —vysoka mira standardizace
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Principem je rozdilnd migrace zlomenych retézcll DNA pod vlivem elektrického pole zavisejici na naboji
a velikosti retézcll —jednobunécnd gelova elektroforéza

Fragmenty DNA spermii v agardze jsou oddéleny od hlavicky spermie elektroforetickym pohybem—-
vzhled komety

Fluorescencni mirkoskop,

abnormalni normalni




Svételna mikroskopie,

Rozdily ve sbaleni chromatinu spermii
Neprimo méri

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,

se vaze specificky k regionUm bohatym
(soucasné jde o misto vazby protaminu)
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Immature sperm

Mature sperm

> Immature
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Hodnoceni leukocytu v ejaku

* Dominuji polymorfonulkealni leukocyty (neutrofily)

* Papanicolauovo barveni —tvar a velikost jadra,
zabarveni cytoplasmy

* U ostatnich barveni bohuzel hrozi zameéna 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

W
e peroxidaza-enzym typicky pro granulocyty S
* Jednoduchad histochemicka metoda, ktera ale: ® =
nedetekuje aktivované (degranulované) granulocyty B e <oon- el
. The cells that.:lvere stai'nbed bro:wnt— Wt aRdks _rea ction A is directly
nedetekuje ostatni typy leukocytu N e vl freing comeniont

Imunocytochemicke znaceni antigenu CD45
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 Viechny leukocyty Crys i :
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v . o . Wi Se, MW
* Fluorescencni mikroskop/ pritokovy = * ;

cytometr

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




Oxidacni stres

Luminol
e Chemiluminiscence pfri kontaktu s volnymi radikaly

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

* Neakreditované pro laboratorni diagnostiku

Oxidoredukcni potencial
* Celkové meéritko oxidacniho stresu

Mioxsys rychly IVD prostredek ke kvantitativnimu
meéreni (milivolty) statického oxidoredukcniho
potencialu v ejakulatu (rovnovaha mezi celkovou
oxidacni a celkovou redukcni aktivitou)

- vyuziti elektrochemické technologie (méreni
predavani a prijimani elektron()




Oxisperm

* -méri redoxni aktivitu pomoci nitrotetrazoliové modri ( v pfitomnosti 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)

e Nazory odbornikl se ruzni



Aglutinace — motilni spermie, hlavicka/hlavicka, bi¢ik/bic¢ik nebo mix
Mohou se vyskytovat i bez aglutinaci a stejné tak aglutinace mulze byt zpusobena nécim jinym

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

Narusuji interakci s cervikalnim hlenem, ovlivauji vazbu na ZP a akrozomalni reakci
IgA a IgG, velmi zridka IgM

IgA jsou klinicky vyznamnéjsi

Detekce primo na spermiich nebo v télnich tekutinach

Mixed antiglobuline reaction, Immunobead test, Elisa
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Levny, rychly, senzitivni, komercné dostupny kit , s
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MAR test (Mixed antiglobulin reaction test)

Protilatky proti |gG nebo IgA konjugované s latexovymi casticemi -, beads” (kulicky/koralky)

PFimy test: ejakulat smichan se suspenzi latexovych ¢astic konjugovanych s anti-human 1gG/IgA -
konjugaty

Pocitaji se spermie s navazanymi ¢asticemi 1gG/IgA — podil

e vsoucasné dobé neni stanovena ,evidence-based” referencni hodnota



e Postkoitalni test

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

* Cilem je uréeni poctu pohyblivych spermii v cervikalnim hlenu a vyhodnoceni preziti spermii
(schopnost spermii prezivat v cervikalnim hlenu)

* Imunologicky faktor ze strany zeny ?
* Nacasovani styku — bézna délka cyklu, ultrazvuk, bazalni télesna teplota, hormonalni screening

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

) CerV|kaIn| hlen sveteln mikroksop: permie nenalezeny - negativni vysledek testu

progresivni spermie = neni imunologicky faktor

pohyb na misté - imunologicky faktor

- vyuziva se zridka, jeho predikéni hodnota nikdy nebyla potvrzena



Funkce pridatnych pohlavnich zlaz

* Abnormadlni sekrece pridatnych pohlavnich Zlaz mize mit negativni efekt na
funkce spermii

* Docasné zmény v sekreci mohou byt zplsobeny infekci, v nékterych pripadech
jsou zmeény ireverzibilni

* Funkce Zlaz mUze byt kontrolovana mérenim jejich sekrece:
prostata - kyselina citronova, zinek a kysela fosfataza
nadvarlata - L-carnitin, glyceofosfocholin (GPC), neutralni a- glukosidaza

semenne vacky - fruktdza

e Spektrofotometrie, kolorimetrie

ZINC IN SPERM
colorimetrica delio Zinco rel liquido seminale
Colorimetric determination of Zinc in sperm
AT41.908 T ot oo Coopmt L e
¢l Bandars 2 g o~
50 TESTS ~
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(PSA) —FITC
* Fluorescencni mirkoskop —spermie s intaktnim nebo reagujicim akrozomem

* 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
stfedni ¢asti spermie (mitochondrie), svételnd mikroskopie

NBT se redukuje volnymi kyslikovymi radikaly za vzniku modrocerné
slouceniny, formazanu

Korelace s motilitou spermii

— fluorescenéni 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 mitochondridlnim proteiniim reakci s volnymi thiolovymi skupinami
cysteinovych residui-pouze detekce mitochondrii, nikoli jejich aktivit

MitoTracker MitoTracker
composite

MitoTracker green + DAPI

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



Pokusné promyti spermii

Pred IVF, doplnkové vysetfeni k SPG

Vhodnost pouzZiti metodiky zpracovani
spermii

Vybér metody oplozeni

Hodnoti se zisk spermii (pocet) a funkcni
kvalita po zpracovani (pohyb)

Semen

Sample = -

1

2

4

_ Centrifugation for 20 minutes _

&

{1

at 1600 rpm

=P

Upper phase
40%

Lower phase
80%

Seminal Plasma

— & ame——- White blood cells, debris (a: raft)

Abnormal
non-motile sperm

Interphase (b: raft)

Viable motile
sperm



Hyaluronan binding assay - HBA

* Vazba spermii k hyaluronanu
* Zralost spermii v ejakulatu

@/®E

Place 7-10pl of well mixed semen

* Jednoducha metoda, svételna mikroskopie onts the kiR B S i

* HBA skore (%)- po€et navazanych 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, lepsi
mitochondrialni aktivita

* (princip metody PICSI)



Testy interakce s oocytem

Sperm penetration assay (SPA)

* lidské spermie x oocyt kreCka zbavené ZP — kapacitace, akrozmalni reakce,
penetrace, dekondenzace —rutinné 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
navdzanych spermii testovaného/pocet spermii kontrolniho fertilniho muze x 100)

* HZI < 30 —signifikantné nizsi pregnancy rate po Ul (intrauterinni inseminace)

Test Control



Chromozomy X, Y, 13, 18 and 21 (KlinefelterGv syndrom [XXY-XXXXY],
Turnertuv 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)

U normozoospermikl prevazuji nulizomie, ndsledované dizomiemi a
diploidiemi.

Chromozomalni abnormality jsou signifikantné zvySeny u muzd, jejichz
partnerky prodélaly opakovanou téhotenskou ztratu

ZY1517

2Y1818




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)




