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Mrazeni spermii
-od té doby, co byla uspésné predstavena technika in vitro fertilizace, se ukazalo
vhodné pouzivat kryoprezervované sperma
-u darcu vyhradné mrazeni - pro pfijemkyni je tak zaru¢ena minimalizace rizik

prenosu infekci a virovych nakaz jako je zloutenka typu B nebo C

Béhem let byly rozvinuty rozmanité metody pro kryoprezervaci spermatu:
kontrolované pomalorychlostni mrazeni
* mrazeni v suchém ledu
* mrazeni v pare tekutého dusiku
* vitrifikace
cely proces kryoprezervace spermatu se spoléha na efektivni metody fedéni spermatu

Kryoprotektivy, vlastni mrazici proceduru a bezpecné uskladnéni kryoprezervovaneho
materialu

kazdy krok zavisi na presném pouziti specifického vybaveni a materialu dle manualu M U Il T
vyrobce |\/| E D
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Mrazeni spermii - indikace

A o

pred léCbou malignich onemocnéni (chemoterapie, radioterapie)

pro skladovani spermii darce

pred vasektomii €i chirurgickou lé€bou neplodnosti

u azoospermickych pacientu, kdy byly ziskany spermie po MESA/TESE

po vibrostimulaci pfi poruSe ejakulace (invalidé po poranéni patere)

pred lIéCbou IVF, kdy se nemUze pan dostavit vden OPU nebo ma problémy s
odbérem na klinice - z logistickych dlivodu je potfeba provést odbér spermii drive
nez v den odbéru oocytu

pokud z duvodu poruchy kvality spermatu Ci rizika selhani odbéru je indikovana
preventivni kryokonzervace

u muzu s progresivnim zhorSovanim kvality spermatu, které je zplsobeno
onemocnénim spojenym s rizikem nasledného vzniku neplodnosti (Klinefertav
syndrom)

social freezing (u muzu pracujicich v rizikovém prostfedi, kde jsou toxické latky, |\l| U N I

které mohou ovlivnit spermatogenezi) |\/| E D
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Russian State to Fund Sperm

Freezing for Mobilized Soldiers

The{ Moscow Times

HOME > MILITARY & DEFENSE

A fertlllty clinic is offering Ukrainian soldiers free sperm freezing in
case they are killed or suffer severe injuries while fighting

Joshua Zitser Mar 13,202 (A] f =)

IDF will offer soldlers the optlon of
‘harvesting’ their sperm 1n case of death

This was decided by the Knesset Health Committee on Monday in preparation of th
law for using the sperm of a deceased person for procreation.
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Israel freezing sperm of soldiers killed in Gaza

Belween 7 Oclober Lo 15 November Israel has retrieved Lhe sperm of 39 soldiers killed in ils war on Gaza. Posthumous sperm relrieval is a conlroversial
issue and a number of counlries ban the praclice. bul recenl evenl in Israel have seen the Health Minislry ease rules Lo make il quicker Lo carry oul.



Podminky uchovavani

— podminkou dlouhodobého uschovani vzorku v tekutém dusiku je vySetreni
infekci pfenosnych krvi a pohlavnim stykem (hepatitidy B a C, HIV, syfilis...) v
dobé odbéru spermii a ulozeni séra k pripadnym dalSim vySetfenim

— dokud neni prokazana negativita téchto infekci, musi byt vzorky skladovany v
karanténé oddélené od vysetfenych vzorku

— v pfipadé pozitivniho vysledku nékterého z testl musi byt vzorky ulozeny v
nadobé urcené pro infekcni vzorky (samostatné nadoby — hep B, hep C,

HIV...) T

MED



Slow-freezing (SF)

— optimalni po€atecni rychlost ochlazeni vzorku z pokojoveé teploty na 5 °C je
0,5-1 °C/min

— vzorek se poté zmrazi z 5 °C na —80 °C rychlosti 1-10 °C/min, nasledné se
ponofi do kapalného dusiku pfi teploté —196 °C

— programovatelné zmrazovace, které beéhem 60 min vzorek zamrazi

— konvenéni pomalé zmrazovani, nékdy zpusobuje rozsahlé chemicko-fyzikalni
poskozeni spermii, pravdépodobné kvuli ledovym krystaliim

Vitrifikace spermii

- velky objem kapaliny — Spatné skokové zamrazeni

- riziko kontaminace, otevieny systém

- prace s malymi objemy 20ul (pro cooling rate 2000-10000 °C/min)

MUl
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| Nitrogen Vapor |
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Rapid-freezing (RF) ==l

Liquid Nitrogen

— nejprve se smicha po kapkach se stejnym objemem kryoprotektiva za
studena; smés se naplni do slamek (0,25 ml) a necha se 4 min
inkubovat pfi 10 °C

— slamky se pak umisti na 15 minut do vzdalenosti 1-3 cm nad hladinu
kapalného dusiku (pary kapalného dusiku —80 °C)

— po této fazi jsou slamky ponorfeny do kapalného dusiku

— béhem chlazeni je vhodnegjSi umistit slamky do vodorovné polohy, aby
se minimalizoval tepelny rozdil mezi obéma konci
— oproti SF lepsSi motilita a preziti spermii, stejna morfologie a DNA

integrita U1
MED



Kryoprotektiva

— existuji 4 znama kryoprotektiva pro spermie: glycerol, ethylenglykol, DMSO a
1,2-propandiol

— snizuji bod tuhnuti, snizuji mnozstvi soli a latek pfitomnych v kapalné fazi
vzorku a snizuji tvorbu ledu ve spermiich

— glycerol je permeabilni kryoprotektivum, které pasobi na membrany,
propustnost a stabilitu lipidové dvojvrstvy, asociaci povrchovych proteinu a
bunécny metabolismus

— dale so pouziva jesté DMSO (Skodlivé ucinky pfi vysSich teplotach)

— 1,2-propandiol a ethylenglykol se pro kryo spermii pouzivaji zfidka

MUl
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Kryoprotektiva

— v souCasnych postupech mrazeni spermii se pouzivaji pouze 2 typy
zfedovacich medii:

— a) zloutkovy citrat v glycerolu

— b) modifkované Tyrodovo medium obsahuijici glycerol a sacharozu

Preferovany jsou preparaty zaloZzené predevSim na Tyrodové mediu + pfidavaji
se glycin cholesterol a dalsi latky

Kryoprotektivni Cinidla jsou obvykle pfidavana k ejakulatu pfi pokojove teplote,
pomalu a pfi konstantnim vifenim smesi.

- to se provadi z toho davodu, aby se zabranilo potencionalnimu poskozeni
spermii pfi zméné jeho objemu nebo vlivem samotného kryoprotektiva

- smés se necha vifit 10 minut, ¢imz se ziska pfiméreny Cas pro pronikajici
kryoprotektiva ke vstupu do bunék a pro dokon€eni zmeén v objemu spermii\lI NI

MED



Kryokonzervace spermii

— kryokonzervace v puvodnim ejakulatu nebo po promyti

— po promyti vetSi reprodukovatelnost a odstranéni
balastnich latek

— nejprve nechat ejakulat zkapalnit

— po smichani s kryoprotektivy, rozplnime do pejet a 500 ul a
zatavime

—vhodné v zatavenych pejetach umoznuijici tesne uzavreni

— kryotuby se Sroubovacim uzavérem — nutné opatrit
zatavitelnym obalem

U1
MED
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3. Leave in room temperature

— ekvilibrace pfi RT, 2h —

4. Load vials

Mark cryovials with
patient ID and load
the semen mixture

Freezing e sotaan
2. Add SpermFreeze Solution Eﬁfyrévmi;ilgﬁu?:p?;:ﬂy
pe

Q ﬂ- g Q. SpermFrasze™
= - Dilute with equal

;e Solution
violume of semen
and SpermFreseze

to allow for expansion.

6. Store in Nx(l)

Solution. Add
1. Assess the semen sa I'I'IP|! SparmFreeze l||""_ I'!'rar.-l:felz the cr:,r-:r;ialts quictkl:.' into the
. Solution slowl 4 5. Freezing {oie nifrageEn snd stare 2
Ensure that both liquified semenand  _, drupwiseﬁu
SoermFresze Salution are at b Place the cryovials upright on a 1-3 =186 °C
P the semen 3"":'_ II cm Styrofoam board in a liquid nitro-
then carefully tilt I gen bath. Leave for
ambient temp after each drop .
added. Close | g 30 min
; the lid tighthy f =
Measure the total | a""_;”r; thetube ‘B ™
volume of semean and | IR IR I'." -
CEITY out semen | 20 timexs, being r
besi ired | careful not to 1-3cm
analysis as reguired. | create bubblas. I- . I
[ - -
|
|
I
lr_ Optional, this step can be performed
using a slow-freeze machine pro- I\ll U N I

grammed for sperm freezing.*

MED



CryoSperm

Pokyny pro pouZiti
Zamrazovini

1. Pfedehfivejta pfipravek CryoSparm™
rinimaln Ep?i pokojove
taplois.

2. Po zkapalnéni zméfte celkovy objemn
ajakulatu a podle patieby provedie
analyzu.

4. Vazorek sparmalu a pfipraviku
CryoSparm™ musl mit pokojovou
teplotu, Dhdile nafedte sperma
piipravkem CryaSperm™ v poméru
1:1 {obj./obj.). M&dium j& tFeba do
spermatu pfidaéval kapku po kapce a
smés g8 musl po kaidém pFidavku
opatrnig zamichat,

4. Ponechte smés minimalne I minutlei
pokojova teplotd.

5. MWaplile nafed&né semeno do pajal
nebo do kryoskopickych zkumavek
a uidsnite podle doparufeni jejich
Wyrobce.

Je diledité ponachat ve spodnl Casti
lpdinky volny prostor pro alésnéal

a umadnit expanzi rozioky béhem
Frmrazoviani

6. Ponechte tytinkyEQ minut]

v horizontalni poloze tésné nad
povrchem kapalného dusiku (LN_}.
Zhumavky pro hluboké zmrazovdn je
tfeba pfipojit k trubici a ponechat na
stejnou dobu nad povrchem LN,

¥. Ma zavér pfenaste tyéinky nabo
kryaskapicke zkumavky do LM, a
uskladnéte pfi-196 °C,

" 1 I

CryoSperm™
11

Ma/-196°C

LiM2/-186°C

MUl
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Evidence vzorku — popis zkumavky

Stitek (samolepici) zahrnuijici:

* jmeéno a pfijmeni

 rodné Cislo

e pracoviste

« datum

- doba expirace (v CR 28 let)
« SEC kdd u darcu

. Ze se jedna o spermie

* Na kryozkumavky Casto barevné markery, pejety barevné odliSené

* Informované souhlasy: obsahuji upozornéni jak bude se vzorky
nakladano v pripadé neuhrazeni skladovani

* Onkologicti pacienti skladovani 10 let hradi pojisStovna — povinnost
pacientu dolozit zahajeni onkologické terapie WU



Evidence vzorku — kryoprotokol
Kryoprotokol zahrnujici:

* Jméno a prijmeni

* rodné Cislo

e pracoviste

 datum

 doba expirace

» doba uhrazeni skladovani

« SEC kdéd u darcu

* vysledky serologii — HIV Ag/Ah, HBsAg, aHBc, antiHCV, SYPH
(RRR)

u darcu navic: TPHA (Syph), chlamidie (moc€), Connexin, CFTR,

karyotyp...

e ulozeni vzorku

« Sarze kryo média

 karanténa-presun z karatény

« Kontaktni udaje !!! mail i telefon, Cim vice tim Iépe

MUl
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Materialy pro uchovavani smeési ejakulatu a
spermii

— obvykle jsou pouzivany pouze dva typy obalu pfi kryoprezervaci lidského
spermatu:
— kryozkumavky

— pejety

NN\

— kryozkumavky Ize lehce sterilné naplnit a udrzi 1,0 ml -1,5 ml smési spermatu
s kryoprotektivy

— Sroubovaci zkumavky nemaji pfrilis tésné uzavery tekuty dusik pronika do
nadob a béhem ohrivani hrozi roztrzeni bunék

— pejety 0,25-0,5 ml - uskladnéni v nadrzich s kapalnym dusikem je objemné a
tato technika se da proveést pouze s Casti spermatu

MUl
MED



Kryozkumavky
Sroubovaci - zatavitelné

€ @

o —a

0=

S ¢ tectant E i
saenl’:']pelre] ryoprotectants reezing : |\/| E D



Kryopejety — maly objem
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Osmotic stress:

e Glycerol moving through
the cell

o Cell shrinks and swells,

Oxidative stress and
DNA damage:
e Removal of seminal

Kryokonzervace spermii -

poskozeni

Formation of intracellular
and/or extracellular ice
crystals causing disruption

| of cellular organelles

Cryoprotectant toxicity:
Glycerol is toxic to
intracellular components

— prestoze maji spermie idealni tvar na mrazeni tak jejich
kryoprotekce neni prilis efektivni co do poctu bunéek (50-90%
preziva)

— poSkozeni struktury bunécné membrany, bunécny metabolismus a
mitochondrialni bioenergetické procesy

— po rozmrazeni ¢asto degradace proteinu

—tyto zmeény maji vliv na parametry spermii: snizeni pohyblivosti
nebo zména morfologie

— mitochondrialni poSkozeni, zhorseni motility, morfologie a muze U1
byt beéhem kryokonzervace ovlivnena i integrita DNA spermii WED
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Rozmrazovani spermii

Existuje nékolik technik:

1. rozmrazovani pfi pokojové teploté po dobu 10 minut a nasledny prichod
termostatem pfi 37 °C po dobu dalSich 10 minut

2. rozmrazovani v termostatu a vodni lazni pri teploté 37 °C po dobu 10
minut

3. rozmrazovani pfi pokojové teploté po dobu 15 minut

- jakmile je sperma rozmrazeno, oddéli se od kryokonzervacniho média

promytim v kultivanim médiu a odstfedéni

MUl
MED



Kryokonzervace spermii- romrazeni

— bezprostrednée po roztati obsah zpracujeme

— pejetu dezinfikujeme a sterilnimi ndzkami odstfihneme oba konce

— pokud jsou spermie kryokonzervovany v kryotubé&, tubu vybavime z
obalu a otevieme

— smes spermii a kryoprotektiva zfredime promyvacim roztokem a
centrifugujeme

— vnikla peleta spermii miuze byt bud resuspendovana nebo podrobena
swim-up

U1
MED



SpermFreeze - rozmrazeni

1. Remove cryovials from N2(l)

Remove cryovials from 196 *C and
place them in 3 water bath at

Wipe the cryovials S
dry with a clean
paper towel

2. Duute with G-IVF PLUS

Trarafer semen mict.re
10 Cwan st bes
anad dANe mth

o Ut /
o wasttred I/
O-1vF PLUS.

G-1vE PUS

Whousd te

10 e Lerren
mitae ang
Hhe solton

Careluy meed
W%t each aition

3 Gradwent soparation

Cortinue Win Qratmst separanon
sccordng 1o the G- Seres mancel

G womone
M o mus
| B
A A

Eb b ScemOras BTY

WUNI
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Sperm selection

procedures

|
| [ [

Conventional
techniques (swim up
and density gradient

centrifugation)

Migration-
sedimentation
technique

Glass wool filtration

Microfluidic devices

Magnetic activated
cell sorting

Fluorescence
activated cell sorting

s Electrophoresis

Zeta method

= Microfluidic devices

Binding properties

Hyaluronic acid
binding assay

Zona pellucida
binding assay

= Microfluidic devices

Membrane integrity
and normal
morphology

Motile sperm
organelle

morphology
examination

Birefringence

= Microfluidic devices

Immeotile population

Hypo-osmotic
swelling test

Motility-activating
substances

Laser assisted
immotile sperm
selection

Sperm tail flexibility
test

Microfluidic devices

MED




Zakladni separacni techniky spermii

« puvodné vyvinuty pro klasické IVF ne pro ICSI
* U kryokonzervovanych spermii polovicni

koncentrace a nizky objem

Zakladni separace motilnich spermii
swim-up — klasicky
- direct swim-up
hustotni gradient (DGC)

sekundarni swim-up

 selekce vitalnich a progresivnich spermii
» swim-up oproti DGC vyraznéji snizuje poCet

spermii s poSkozenou DNA ve vzorku

Densitygradients

Seminal Plasma =

e Dl
/ Q}‘Js\l
Lymphocytes,
epithelialcells,
weakspermatozoa
\ ~ Nt
IAPAC

Mobile
spermatozoa —F
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Swim-up

Spermatozoaforthe
reproductivetechnique
(HIV-free)

AN
SN

I

e
RS

https.//europe-ivf-life.com/how-is-life-created-in-an-ivf-lab/

MUl
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Swim — up (konvencni)

* na promyti pouzivat izotonické roztoky

« swim-up medium, do kterého spermie vycestuji je vhodné pouzivat fertilizacni
médium obsahujici glukézu, Ca ionty a dalSi latky podporujici maotilitu
spermii

» poskozeni spermii po kryo nejCasteji pres ROS

» centrifugace neoddéli od sebe dobre Ci Spatné spermie a leukocyty

navzajem, po poslednim promyti peletu opatrné prevrstvime fertilizacnim
mediem — vhodné sledovat dobu swim-up

« pokud prilis kratce — malo spermii
» pokud pfrilis dlouho — vysoka koncentrace, ale horsi motilita

* vhodné je Sikmé ulozeni zkumavek v inkubatoru

@



Direct swim-up (primarni swim-up)

* pfimy swim-up - bez centrifugace

* |ze ejakulat podvrstvit po fertilizaCni medium nebo vrstvu ejakulatu opatrné
prevrstvit fertilizaCnim médiem

* pote v inkubatoru 37 °C, 5% CO,, 1h

* prodlouzeni ¢asu nad 1h nevhodné — postupné starnuti spermii

» spermie stahneme pouze ze svrchni vrstvy

 do oplozeni nechame suspenzi v popsane zazatkované zkumavce

* potfeba dobra koncentrace — neprilis vhodné pro kryo spermie

T —

czmc:

U MUl

Semen or Drupavl,‘(-fpullcwd |\/| E D
spe




Hustotni gradient (denzitni gradient)

LU (T

* nejCasteji dvouvrstevny gradient
 oddéleni spermii od bakterii, plisni a CasteCné
virt ‘ "

 vhodna u pozitivhich pacientu

 doporucovano po kryo - Vitrolife \/

Priklad: do centrifugacni zkumavky napipetujeme 1 mi
hustSiho roztoku (napf. 80 %) na néj opatrné
navrstvime 1 ml fidSiho roztoku (napf. 40 %)
a nahoru navrstvime 1 ml ejakulatu

» centrifugujeme 15-20 min pri 400g

MUl
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Sekundarni swim-up

« kombinace klasického swim-up a hustotniho gradientu

* vyhody obou pfistupu — odstranéni patogenu a peclivy vybér pouze Zivych
spermii

* po centrifugaci pfipravime ziskanou suspenzi pro swim-up jako u swim-up a
nechame 1h v inkubatoru

 opatrné stahneme svrchni vrstvu

» doba swim-up by se neméla prodluzovat déle nez 60 min

* po kryo problém u nizké koncentrace

c) Density
Gradient-Swim Up
(DG-SU)

MUl
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Pokrocilé separacni metody

» separace morfologicka — IMSI (naro¢née, drahé, pouze
morfologické parametry) uz se pfiliS nepouziva
nejefektivngjSi u OAT

* pozitivni selekce pomoci vazby na hyaluronan — PICSI
(spojené s redukci aneuploidnich spermii)

-jedna z nejrozSirenéjSich metod vyberu spermii

-spermie s vysokou afinitou k hyaluronanu jsou
zralejSi vhodnéjsi pro fertilizaci

-HFEA Human Fertilisation and Embryology
Authority (2019) — klasifikace red

FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

ICSI IMSI

MUl
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Mikrofluidni chipy: Zymot (Fertile)

« 5 kanalkd
o délka 15 mm Inlet Port
*  hloubka 50 pm

B Outlet Port

 objem 15 p

NOW

« simulace cervikalniho hlenu

tunel vysoky 5 m a dlouhy 1,5 km
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Mikrofluidni chipy: Zymot Multi (Fertile Plus)

«  semipermeabilni membrana o velikosti
port 8 um

« objem 0,85 ml ejakulatu

« 37 °C po dobu 30 minut

e U kryo vhodné a efektivni

« u oligo mdze byt problém

&
1 = ejakulat
vyseparované spermie b NS R AL ‘ ,
semipermeabilni \ \ \t \ zzt,! ? t?t "
membréna FARE IO R LA NN )
FETOR AL GBI San-adl Oy
spermie pred separaci E’%‘\.}zﬁﬁ},g;:'k:%}:: "'._‘,’._,) R/Ill lEj %l I




Mikrofluidni chipy CAO/CA1l

firma LENSHOOKE

 polykarbonatova membrana s pory 5
UM rozdeéluje prostredi na 2
konpartmenty

* snadna manipulace

» bez centrifugace

*objem 1 ml ejakulatu

FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Side view:

e =/

Place

lower chamber \




FAKULTNI

Selekce spermii: lab-on chip L ot

pruchod specialni komurkou
vybrany jsou nejpohyblivéjSi spermie

MICROFLLIDICS SPERM SORTING OUALIS

Separacni ¢ip vyuzivajici pratoku média C =l B

Oy rezdmal
ol e e

* kratka manipulace gl

Chamsibar C

LARIIMAR FLOW
A—=D
—

* eliminace poskozeni spermii
* pouze 65 ul ejakulatu, dobré DFI
 vyborna motilita a morfologie e

=oats Maorpnokagicsd onmal Mot Spenm {Leas DMA fra pmentatio r.]

from immadile spermes (High DHA fragmeniation)

Separacni €ip McGill
* 500 radialnich mikrokanalku, viskozni médium, selekce 10 - 20 min
* Sitka 100 pm, spermie s nizkou mirou poskozeni DNA — nejrychlejsi

A Removable top seal B

Top layer - J/Injection ring (
N\ / Outlet N
PX = g
g 7 S g Y
unnel-shape /




+ lepsSi motilita, morfologie
+ nizSi DFI

Parameters

Concentration

Total motility

Motile sperm count

Progressive motility

Rapid progressive
motility

Slow progressive
motility

MNormal
morphology rate

DFI

AR

vcL

ALH

LIN

Median (IQR) (M/mL)

Change to neat (%)

Normozoospermic (n=34)

FAKULTNI
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Srovnani DGC x CA0 x Zymot

Journal of Assisted Reproduction and Genetics (2023) 40:1855-1864
https://doi.org/10.1007/510815-023-02838-4

GAMETE BIOLOGY m

Check for
updates

Live motile sperm sorting device for enhanced sperm-fertilization
competency: comparative analysis with density-gradient
centrifugation and microfluidic sperm sorting

Cheng-Teng Hsu' - Chun-1. Lee?**° . Fong-Sian Lin' - Fang-Zong Wang' - Hui-Chen Chang’ - Tse-En Wang' -
Chun-Chia Huang?® . Hui-Mei Tsao? - Maw-Sheng Lee>*** . Ashok Agarwal®”®

Change to neat (%)
Median (IQR) (M)
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Srovnani swim-up/CAOQO

* vysledky nasi laboratore

» z hlediska koncentrace (vzestup na
113%) ani motility (pokles na 95 %)
nebyl zjistén statisticky vyznamny
rozdil

* Z hlediska integrity DNA byl zjisten
statisticky vyznamny rozdil pfri
srovnani relativnich hodnot pokles ze
100% na 72,09% (hladina P 0,0017)

Koncentrace DFI index Motilita
Swim-up CAD Swim-up CAD Swim-up CAD
100 20.0 100 65.6 100 S4.7
100 #9.3 100 42.9 100 100
100 58.5 100 37.5 100 102.2
100 rNi 100 1.9 100 88.9
100 125.3 100 &0.5 100 105.5
100 50.0 100 106.2 100 88,9
100 134.7 100 49.4 100 105.5
100 124.5 100 029 100 28.9
100 106.6 100 a0, 2 100 94,1
100 25371 100 23.8 100 29.4

Integrita DNA — DFl index
Oznadeni vzorku pied po zpracovani

zpracovanim Swim-up CAD
CADL 18 12.5 8.2
CADZ2 18 15.6 6.7
CAD3 a7 16.8 6.3
CAD4 23 11.2 10.3
CADS 21 15.2 9.2
CADGE 16 11.3 12.0
CAD7 20 15.8 7.8
CADS 16 14.2 13.2
CADS 35 18.4 B LN v E——
CAI1D 14.5 7.4 6.2




Vyhody a nevyhody metody mikrofluidnich
metod pri separaci po kryokonzervaci

Vyhody

*rychlé a jednoduché, opakovatelné

* bez centrifugace

* konzistentni vysledky, dobra Cistota vzorku
* maly podil spermii s fragmentaci DNA

* spermie s normalni stavbou akrozomu

Nevyhody

* snizuji mnozstvi pouzitelnych spermii (malé objemy)
« zpravidla nevhodny pred klasickym IVF cCi [UI

* nevhodné pro pacienty s tézkou oligozoospermii
 vysoké naklady na material
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L CEwthce
MACS — Magnetic Activated Cell
Sorting

* spermie s poSkozenou DNA vstupuji do
apoptozy

 vazba magnetickych partikuli (50 nm) (diky
Annexinu V) na fosfatidylserin, ktery je u
apoptotickych spermii na povrchu

» selekce pomoci specialniho magnetu

* |ze kombinovat s dalSimi metodami selekce
spermii

» velice dobré vysledky u spermii po
kryokonzervaci

* neoznacuji se neapoptotické spermie !!
* u vzorku po kryo snizuje podil spermii s
fragmentaci DNA — vhodné po kryo




FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Nase zkusenosti s metodou MACS

Efekt zplisobu separace spermii na podil

spermii s poskozenou DNA
35 -

30 -

25 -

20 -
15 -
10 -

poskozené spermie (%)

Ejakulat bez MACS MACS/swim-up  swim-up/MACS

separace

* spermie kazdého pacienta (n = 16) separovany 3 zpusoby

* pouziti MACS sniZilo podil poSkozenych spermii ve vzorku

* nejefektivnéjSi zpusob je pouziti metody MACS na odseparované MUNT
spermie (ovéfeno metodou HALOSPERM) WED



Kryokonzervace materialu z varlete a
nadvarlete

— kryokonzeravce materialu ziskaného po punkci nadvarlete nebo
varlete je nedilnou soucéasti postupl u azoospermie

— synchronizace odbéru oocytu a spermii pfinasi logistické problémy
a pouziti kryokonzervovanych spermii prinasi velmi dobré vysledky

— vlastni kryokonzervace je stejna jako u spermii

— pokud primo izolované spermie, tak je vhodné pouzit
modifikované kryokonzervace malého mnozstvi

— ke kapce spermii pfidame stejnou kapku kryo roztoku a
zamichame poté nasajeme do malé pejety primér 1 mm dlouhé
10-20 mm a zatavime

—to zatavime do normalni pejety

U1
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Kryoprezervace materialu z varlete a
nadvarlete

'P" Kryokonzervace malého
mnozstvi materialu

* A - kapka smési spermii a
roztoku kryoprotektiva
* B - tenka plastova pipeta

» C - zatavena pipeta se
Bf_{{,;/’f“ sloupeCkem kryoprotektiva
yd obsahujiciho spermie

| * D - Pejeta se zatavenou
pipetou




FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Kryoprezervace testikularni tkane

* behem poslednich nékolika desetileti se stale zvySuje pocet déti, které
prezivaji zhoubny nador

* pozdéjSimi zdravotnimi nasledky IéCby, nejzavaznéjsi je neplodnost

» klé¢bé zhoubnych nadoru se Casto pouzivaji gonadotoxické terapie

» kryoprezervace testikularni tkane je pravdépodobné jediné mozné

vychodisko pro prepubertalni chlapce, s timto typem IéCby

* sSpermatogeneze (spermarche) zac€ina az v pubertalnim véku nejdrive od
12 let

* nemaji sperma ani zralé spermie pro kryoprezervaci

« podobné Ize postupovat v pripadech pokud se nepodari ani

vibroejakulaci Ci elektroejakulaci ziskat spermie
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Chirurgicke ziskani spermii

TESA (testicular sperm aspiration) — lokalni A, malo pouzivany pfistup biopsie
varlat

PESA (percutaneous epidydimal sperm aspiration) lokalni A, nejméné
invazivni u muzul, kde je obstrukéni azoospermie

MESA (microsurgery epididymal sperm aspiration) celkova A

« aspirat dame do sterilni misky a zkontrolujeme pfritomnost spermii

« pokud jich je malo, tak se vyberou pipetou do kapky fertilizaéniho média
« pokud jich je hodng, tak se pouzije centrifugace v hustotnim gradientu

« pokud nejsou, tak se déla TESE
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Chirurgicke ziskani spermii

TESE (testicular sperm extraction)

TESE

tkan proplachneme v promyvacim roztoku a dame do sterilni misky tak aby
byla tkan pod hladinou media
Ize nyni izolovat spermie z varletni tkané 3 zpusoby:
« pomoci zahnutych sterilnich jehel
* pomoci sitka tfrenky
» desintegrace tkdané pomoci kolagenazy (muze dojit k poSkozené
spermatid)
 poté hledame spermie pod mikroskopem
« pokud jich je malo, tak je vybereme pipetou, pokud hodng, tak Ize pouzit
separacni techniku

* varletni tkan Ize uchovavat v mediu az 3 dny pfi 4C
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FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Selekce nepohyblivych spermii

Immotile spermatoza

_-— .
HOS test Activating Mechanical LAISS
Substances Technique (STFT)

f

T L /

# )

\ \

-ziskané spermie mohou byt nepohyblivé a je dulezité rozlisit nepohyblivé
Zivé a mrtvé

« pouziti Theofilinu (aktivator spermii) — u hlodavcli detekovano naruseni
vyvoje, nutné promyti spermii
* mechanicka technika (STFT) — sperm tail flexibility test — naro¢na, pouze
pro zkusené, nevhodna po rozmrazeni R/l: lEj l[\]l I



LAISS — |laser asissted immotile sperm selection

velice efektivnhi metoda

pozitivni selekce viabilnich spermii
laserem

vhodna jak pro pacienty po TESE, e
tak i pro pacienty s primarni ciliarni sperm sper
diskinezi/Kartegenerovym

syndromem — ktefi maji pouze

nepohyblivé spermie

nezbytné je mit invertovany

mikroskop s laserem




FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Kryoprezervace testikularni tkane

» peclivé zvazit, zda Ié€ba opravdu zpusobi neplodnost

* az bude chtit zalozit rodinu, tato tkan bude rozmrazena a zarodecné
bunky zpétné implantovany do pacientovych varlat, kde by pokracovalo
jejich zrani

* invitro zrani implantovanych bunék - pro ICSI nebo pro implantaci zpét

do varlat

v oblasti kryoprezervace testikularni tkané byl proveden vyznamny pokrok

ve zvifecim vyzkumu WUNI
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Kryokonzeravce testikularni tkane

_ N

University of
Pittsburgh \
\\\ =

%

<

Grady, the first primate baby born using cryopreserved

Kyle Orwig, Ph.D.

tissue from immature testes, at two weeks old. OHSU

— tato technika je povazovana za experimentalni, dosud nebylo mozné produkovat
zralé spermie (s reprodukCnim potencialem) z lidskych spermatogonii

— narozeni samice makaka (2019) po autotransplantaci kryokonzervované nezralé
tkané varlat predstavuje vyznamny krok k podpore konzervace testikularni tkané
u prepubertalnich a dospivajicich chlapcu nunI
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Technika mrazeni

— kryokonzervaci Ize provadét pomoci ruznych protokolu, véetné pomalého
zmrazovani nebo vitrifikace (Casteji slow freezing)

— protokoly jsou vSak stale ve vyvoiji, aby se optimalizovaly vysledky

— na mySim modelu je kryokonzervace testikularni tkané ucinnéjSi nez
kryokonzervace testikularni bunecné suspenze

— obnoveni spermatogeneze u lidi (a nepochybné i u nehumannich modelovych
systému) je stale naroCna a Zivotaschopni potomci byli dosud popsani pouze
v systémech zvifecich modelu
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Kryoprotektivni média

— slozena z roztoku HSA nebo séra (pouziti séra muze vést ke kfizové
kontaminaci)

CPA: DMSO nebo Glycerol

 jako kryoprotektivni Cinidlo se pouziva nejcastéji DMSO o koncentraci 0,7
mol/l, doplnény sacharozou o koncentraci 0,1 mol/l a lidskym sérovym
albuminem o koncentraci 10 mg/mi

kousky tkané jsou umistény v 1 ml mraziciho media pfi 4 °C ve 2 ml

mrazicich ampulkach, mrazeni se provadi v programovatelném mrazicim
zafizeni

U1
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Kryokonzervace testikularni tkane
- case report

— po prijezdu do laboratofe (do10 minut), byla biopsie pfenesena
do Petriho misky umisténé na ledu (4 °C)

— byla rozdélena na 1-2 mm? fragmenty, které byly poté umistény
do kryozkumavek obsahujicich 1 ml roztoku kryoprotektiva
(sachardéza 0,1 ml/l, DMSO 0,7 mol/l, HSA10 mg/ml)

— jakmile byly kryozkumavky zapecetény (SYMS lll, CBS), bylo
provedeno pomalé zmrazovani pomoci programovatelného
mraziciho boxu (FREEZAL, Air Liquide, Carbagas, Suisse)

— na konci mraziciho programu byly kryotrubice skladovany pfi
teploté —196 °C v kapalném dusiku
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Kryokonzervace testikularni tkane - postup

— metoda kryokonzervace podle protokolu Katolické univerzity v Lovani: pokud
byly pozorovany haploidni bunky, polovina vzorku byla kryokonzervovana
podle protokolu o zmrazeni zraleé tkané varlat a druha polovina podle
protokolu o zmrazeni nezralé testikularni tkane, aby se zvysila Sance na
nasledné obnoveni plodnosti

— fragment extrahované tkaneé na histologické vySetreni
— imunohistochemické barveni — detekce pfitomnosti spermatogonii pomoci

specifickych markertu (SALL4 a CD117) a k detekci nadorovych bunék
(protilatky podle zakladniho onemocnéni)




— v USA za 8 let na 14 univerzitach 189

pacien 0] (2 01 9) .f.;l'.’,‘l'f:."m...‘lfiﬁ. /’ s T
— kryokonzervace testikularni tkané s K g / il -
naslednou in vivo nebo in vitro ‘ -
spermatogenezi ~ % t/ - 7 %(,\,
— tkanové fragmenty nebo spermatogonialni | e
kmenové buriky (SSC) w ) '&'
g | |
— po izolaci spermatogonialnich kmenovych .ﬁ.
bunék po kryokonzervaci - in vitro '
proliferaci/spermatogenezi, transplantaci A 4
SSC nebo techniky IVF (ROSI) “« W
MUNI
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ROSI - injekce kulatych spermatid do
oocytu

Fig 1: Testicular cells after treatment Sertoli cell (green SEmEROcCA
arrows); round spermatids (yellow arrows); -
A

Primary spermatocyte Round Spermatid
spermatogonia with or without pseudopodia

w ST
(red arrows), and primary spermatocytes (blue

arrows), erythrocytes (purple arrow). B 4 O ;@

N~ Round spermatid
~m N

¥

The procedure of ROSI. (A) Immediately before picking up one spermatid. (B) A spermatid aspirated into the
injection pipette, the plasma membrane being broken. The white arrowhead indicates the spermatid nucleus. (C-

F) Oocytes before, during and after injection of spermatid. Arrowhead indicates the spermatid nucleus.
(Magnification: A-F, 400x.)
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biopsie tkané varlat prepubertalnim chlapcu pfed zahajenim gonadotoxické
|éCby

mrazeni SSC nebo testikularni tkane

po rozmrazeni organ model, 3D model nebo in vivo model

metody in vitro spermatogeneze k indukci spermatogeneze pomoci
organové/tkanove kultury nebo 2D nebo 3D systému bunécnych kultur (pfed i
po rozmrazeni)

ziskavani biopsii varlat je nabizena jako experimentalni moznost v nékterych
onkologickych/reprodukcénich centrech

S

> ¢ ! e
pr— e _)»
In vit tion of SSC - \\,/
= nvroplopagaono S 3{ o

Testicular biopsy In vitro spermatogenesis. N [ ™
8% @ = |

—r ® (Organ culture model) % ' ,\_/}: ‘
g;’ \’_?/ — \_j_,/ AT R ]

male gemm cells  ROS!or ICS!

ey | i

SSC isotation

2 (R
e After recovery U
- 2 ( L
\._\.:_ . —_— el = “ i \ ” Q/,
Testicular bi —
g ) SSCs In vitro spermatogenesis
Cryopreservation (2D or 3D cell culture Oftspring
s

o A "

Pre-pubertal boy Intercourse

(Undergoing gonadotoxic treatment) SSC auto-transplantation

(Patient after recovery)



Autotransplantace fragmentu tkané varlat

— do varlete, Sourku, ¢i ektopicky pod kuzi

— zatim pouze u mysSi, kralikd, makaku

— U pacienttl s malignim onemocnénim je vySetfeni tkané molekularnimi
technikami povinne, aby se vyloucCilo opétovne zavedeni malignich buneék,
zatimco u nemalignich onemocnéni, jako jsou Klinefert. syndrom Ci CF toto

riziko nehrozi
normalniho vyvoje bylo dosazeno po ICSI se spermiemi prasecich a opicich

xenostépu

ﬁoﬁ
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Spermatogonial sterm cells

— uchovani spermatogonialnich kmenovych bunék (SSC) a obnoveni
gametogeneze, at uz in vivo nebo in vitro, pro pozdegjsi IéCbu

— transplantace nebo kultivace izolovaného SSC by mohla zabranit remisi
malignich bunék a byla by lepSi volbou pro pacienty s metastazujicimi
malignitami nebo hematologickym karcinomem

— autotransplantace SSC navic umoznuje (zatim pouze v systémech zvifecich
modell) obnoveni spermatogeneze in vivo (v€etné prirozeného poceti bez
nutnosti technik IVF)

— na rozdil od tkanového Stépovani vyzaduje izolace SSC enzymaticke stépeni
pomoci kolagenazy a trypsinu nebo mechanickou dezagregaci bunék
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Transplantace zarodecnych bunék u mysi

— zdrojem darcovskych bunék je testikularni = isolation of Germ Cell
bunééna suspenze, in vitro kultivované . DE""'“" - XX - ———————> ' . —
igestion
bunky obohacené o spermatogonialni T (
kmenove bunky nebo bunky frakcionované w
. . , vr yv _r v Y 3 - '«b,, “l Tran splantalon
magneticky aktivovanym tridenim bunek — — R
e.g. i-gal ulture TN o (il £ NS
(MACS) (e.g. f-gal) @jp 5
‘x ?&? jnlhs
, . . . v _ Nas o' P \( S
— markerovy gen pro vizualizaci (napf. B :t‘\\y‘&,f; Seh< $’
galaktosidazu, ktera se v pritomnosti 24 e .
su bStrétU X_gal barVI' mod‘r'»e) Evaluation of Spermatogenic Colonies
— 8 tydnu po transplantaci Ize spermatogenezi
ziskanou od darce snadno detekovat ve
varlatech pfijemce jako modré kolonie MUNT
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Autotransplantace SSC

—injekce SSC (do rete testis) je povazovana za nejslibnéjSi nastroj
pro obnoveni plodnosti

—je potfeba SSC izolovat a in vitro proliferovat (cca 5% bunék vede
k tvorbé kolonii)

— lidské prepubertalni SSC byly in vitro kultivovany

— mysi byli po transplantaci schopné plodit ziva mladata

— 2012 prokazana funkéni spermatogeneze u Makaku po
transplantaci

i
:
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i
/
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In vitro spermatogeneze

— zabrani riziku prenosu maligni tkane

— produkce spermii in vitro je predmétem intenzivnino vyzkumu, ktery v
poslednich letech uspésné realizoval nékolik kroku

— probiha vyzkum s cilem vyhodnaotit idealni kultivacni médium a podminky
nezbytné k dosazeni trvalé architektury a funkce varlat

— 3D kultura — zarodecCné bunky disociovany od somatickych bunék, v médiu s
35 a 50% agaru — kokultivace se somatickymi burikami

— v roce 2018 byla prokazana proveditelnost generovani haploidnich
zarodecCnych bunék z nezralé tkané varlat

— organova kultura — §tép neporusen a navrstven na vrstvu agaru

|
Q@
\ ‘. :‘2 \ :‘:"
|
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\ \ IED

A. Organ Culture B. cell Culture
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