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Abstrakt

Selekce spermii je dilezitym procesem ovliviiujicim pribéh oplozeni a kvalitu vzniklych embryi.
Kompetentni spermie mohou byt ze vzorku ejakulatu izolovany dle rtiznych kritérii. Standardni metody
umoziuji selekci spermii na zakladé konvencnich parametrti, predevs§im pohyblivosti a denzity.
Pokrocilymi metodami jsou spermie selektovany dle molekularnich aspektti, zahrnujicich naptiklad
naboj na membrané, pritomnost specifickych receptori, molekul poukazujicich na probihajici apoptozu,
a dalSich. Tyto novéjsi postupy jsou Siroce uplatiiovany zejména v humanni praxi. Ve veterinarni praxi
je jejich vyuziti neekonomicke a k selekci spermii hospodaiskych zvirat jsou tedy vyuzivany predevsim
standardni metody zahrnujici v postupu centrifugaéni krok. Spermie hospodatskych zvitat jsou také
casto selektovany dle toho, zda nesou chromozom X nebo Y. Lze tak ucinné determinovat pohlavi
potomstva za G¢elem zvyseni efektivity zisku zivocisnych produktl. Tato prace piedstavuje nejéastéji
uplatiiované metody selekce spermii pro ucely oplozeni oocyti v humannim i veterinarnim odvétvi

asistované reprodukce a diskutuje jejich vliv na parametry a fertilizacni potencial izolovanych bunék.

Klic¢ova slova: spermie, selekce spermii, asistovana reprodukce, oplozeni, hospodaiska zvifata

Abstract

Sperm selection is an important process influencing the progress of fertilization and the quality of
resulting embryos. Competent sperm cells can be isolated from an ejaculate sample according to
different criteria. Standard methods allow for sperm selection based on conventional parameters,
particularly motility and density. Using advanced methods, sperm cells are selected according to
molecular aspects including for instance membrane charge, presence of specific receptors, molecules
indicating ongoing apoptosis, and others. The latter procedures are widely used particularly in human
practice. Their use is uneconomical in veterinary practice and standard methods including the
centrifugation step in the procedure are primarily used to select the sperm of livestock. Sperm cells of
livestock are also often selected according to whether it carries the X or Y chromosome. Thus, the sex
of the offspring can be effectively determined in order to increase the efficiency of the production of
animal products. This thesis presents the most frequently used methods of sperm selection for the
purpose of oocyte fertilization in human and veterinary sectors of assisted reproduction and discusses

their impact on the parameters and fertilization potential of isolated cells.
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1 Uvod

Snizena fertilita muzli a Zzen je v lidské populaci konstantné rostoucim problémem. V celosvétovém
méfitku se s poruchami v oblasti reprodukce potykaji desitky milionti part, pfiemz ve tieting piipad
je ptic¢inou problémt s pfirozenou koncepci nedostatecna kvalita ejakulatu. Selekce kvalitnich spermii
vhodnych pro nasledné oplozeni oocytu je tedy dilezitym krokem predchdzejicim asistované reprodukci
nejen v praxi humanni, ale také ve veterinarni, kde je zejména u hospodaiskych zvifat vybérem
kompetentnich spermii cilen¢ zvySovana efektivita rozmnozovani jedinct s kvalitnim genotypem.
V humanni i veterinarni praxi jsou rozliSovany tfi techniky umélého oplozeni. Principem prvni z nich,
intrauterinni inseminace (IUI), je zavedeni pfedem vybranych spermii do délohy ovulujici samice.
Fertilizace tak probiha in vivo v reprodukénim traktu. Dalsi technikou je in vitro fertilizace (IVF), pti
niz k oplozeni oocytu dochazi navozenim fyziologickych podminek na kultivaénich miskach.
Béhem obou zminénych technik je vyuzivano vétsiho poctu spermii a ptirozena kompetice tak zlstava
zCasti zachovana. Posledni technikou je intracytoplazmatickd injekce spermie (ICSI), béhem které
embryolog mikromanipulatorem vpravuje spermii piimo do cytoplazmy oocytu. Piestoze je ICSI pro
pacienty s muzskym faktorem neplodnosti nejefektivngjsi variantou z hlediska uspésnosti fertilizace,
kvili absenci pfirozenych selekénich principd, jez in vivo umoziuji oplozeni oocytu nejkvalitnéjsi
spermii, musi byt vybér injikované spermie velmi dikladny. S vyuZzitim novéjsich postupti, pomoci
nichz je mozné odhalovat defekty spermii na molekularni rovni, lze vSak i z ejakulatu pacientd
s vaznymi poruchami plodnosti izolovat geneticky kompetentni spermie, které davaji vzniknout
kvalitnim embryim. Bakalafska prace se zabyva nejen témito pokrocilejSimi metodami, ale diskutuje
také metody standardni, pomoci nichz jsou spermie selektovany dle konvencnich parametrti, predevsim
motility a denzity. Standardni postupy jsou Siroce vyuzivany v praxi veterindrni, a to zejména pro svou
schopnost zpracovat velky objem ejakulatu, jenZ je u mnoha druhti zvitat potfebny k uspésné fertilizaci.
V humaénni praxi jsou standardni postupy uplatiovany hlavné z divodu snadného provedeni a Casové

nenaroc¢nosti selekce.

Cilem selekénich metod je izolace kvalitnich spermii, které prokazuji adekvatni progresivni i celkovou
pohyblivost, disponuji normalni morfologii, neporusenou DNA, stabilnim akrozomem a intaktni
plazmatickou membranou. Mitochondrialni membranovy potencial se u nich pohybuje ve vysokych
hodnotéch a je generovano pouze takové mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS), které nema dopad
na jejich Zivotaschopnost. Tyto parametry maji vliv nejen na uspésnost fertilizace, ale také na nasledny
embryonalni vyvoj. Jejich posouzeni a tudiz zjisténi efektivity provedené metody selekce je tak klicové.
S vyuZzitim pocitacové analyzy spermatu (CASA, zangl. computer-assisted semen analysis) lze
vyhodnocovat pohyblivost spermii. Morfologické parametry jsou pozorovany pod zvétSenim optického
mikroskopu. K urceni miry fragmentace DNA v jadfe slouzi naptiklad TUNEL test detekujici zlomy

DNA pomoci fluorescencné znaceného enzymu terminalni deoxynukleotidyltransferazy, dale pak testy



disperze chromatinu ve spermiich — konkrétné sperm chromatin dispersion (SCD) test, sperm chromatin
structure assay (SCSA), Halosperm test a kometovy test analyzujici pomoci gelové elektroforézy zlomy
DNA na urovni jedné bunky. Pro rozpoznani chromozomalnich abnormalit je vyuZzivana fluorescencni
in situ hybridizace (FISH). Pfitomnost ROS a zmény mitochondridlniho membranového potencidlu
spermii mohou byt posuzovany prutokovou cytometrii. Celkova vitalita spermii a integrita plazmatické
a akrozomalni membrany je hodnocena s vyuzitim fluorescenéné znacenych lektinli z podzemnice
olejné (PNA) a hrachu setého (PSA), fluorescencniho interkalacniho Ccinidla propidiumjodidu,

hypoosmotickym testem (HOS) nebo pomoci barviv eosinu a nigrosinu.

Cilem této bakalaiské prace je predstavit nejvyuzivanéjsi metody selekce spermii pro tcely asistované
reprodukce Clovéka a vybranych druhii hospodaiskych zvirat, diskutovat vyhody a nevyhody pouziti,

jakoz i jejich odlisny vliv na vlastnosti izolovanych spermii.



2 Metody selekce spermii v humanni praxi

2.1 Standardni metody selekce

Standardni metody selektuji spermie na zaklad¢ jejich konvencnich parametrii. Pro jednoduchost jejich
provedeni a také Casovou a finan¢ni nenaro¢nost jsou stale hojné vyuzivany v laboratofich po celém
izolovany spermie s nejlepsi pohyblivosti. Dale pak o metody centrifugacni, zahrnujici kontinudlni
a diskontinudlni denzitni gradientovou centrifugaci. Tato metoda umoziuje vybér nejkvalitngjSich

spermii ze vzorku dle jejich odlisné hustoty.

2.1.1 Swim-up metoda

Swim-up metoda selekce spermii byla prvné popsana jiz v 80. letech minulého stoleti (Mahadevan
a Baker, 1984) a i pfes urCité nedostatky, které budou dale nastinény, patfi tato metoda dodnes
k nejvyuzivangjSim postuptim selekce spermii v lidské asistované reprodukci. Cervikalni hlen funguje
jako sito, jimz projdou pouze spermie s dostateCnou pohyblivosti a normalni morfologii (Katz et al.,
1990). Principem swim-up metody je simulace tohoto fyziologického aktu, kdy do média aktivné
migruji pouze nejpohybliveéjsi spermie ze vzorku. Pro zlepseni Gi€innosti selekce je pouzivané médium
mnohdy obohacovano o lidsky sérovy albumin. V novéjsich postupech je albumin stale Casté&ji

nahrazovan kyselinou hyaluronovou (HA), diky niz je docileno selekce kvalitngjSich spermii s lepsi

morfologii, motilitou, integritou DNA a bez znamek probihajici apoptodzy (Saylan and Duman, 2016).

Existuji dva zptisoby provedeni této metody. Prvni z nich, konvenéni swim-up metoda, spociva
v migraci spermii z nékolikavrstevné pelety bunék ejakulatu do média, kterym je cela peleta piekryta.
Tento zpisob selekce ma vSak mnohé nedostatky. Hlavni nevyhodou je samotné vrstveni bun¢k v peleté,
nebot’ do média pronikaji spermie piedevsim z povrchu vzorku. Kvalitni spermie, jeZ se mohou nachazet
ve spodnich ¢astech pelety, se v dusledku toho vétsinou do kontaktu s médiem vibec nedostanou
(shrnuto v: Henkel a Schill, 2003)*. Kromé toho se zdravé spermie v peleté ocitaji v t€sné blizkosti
nezralych a poskozenych spermii, zbytkt buné€k a také leukocytd, jezZ jsou hlavnimi zdroji nebezpecnych
reaktivnich forem kysliku (ROS; Plante et al., 1994). Pred selekci je za ucelem odstranéni semenné
plazmy vzorek ejakulatu promyt a podroben centrifugaci. Pokud plazma neni ze vzorku eliminovéna, je
pozorovano snizeni integrity jaderné DNA spermii (Tvrda et al., 2018). Pomoci SCD testu bylo zjisténo,
ze pocet spermii s fragmentovanou DNA rapidné vzrastd piedev$im v prvnich hodindch inkubace
vzorkll v pfitomnosti plazmy (Tvrda et al., 2018). Z tohoto diivodu je jeji v€asné odstranéni, nejlépe
bezprostiedné po obdrzeni vzorku ejakulatu, povazovano za krok nezbytny k zachovani kvality
izolovanych bunck. Pisobenim odstiedivé sily vSak dochazi k poklesu Zivotaschopnosti a motility
spermii (Grizard et al., 1999) a vlivem mechanického poskozeni béhem centrifugace také k vyssi
produkci ROS (Aitken and Clarkson, 1988). V souvislosti s timto jevem bylo zjiSténo, Ze semenna

plazma disponuje také protektivnimi Géinky, nebot’ vlivem antioxidantli v ni obsazenych chrani spermie



pred ptisobenim téchto radikali (Twigg et al., 1998; Potts et al., 2000). Je proto dilezité nahradit pted
selekci eliminovanou semennou plazmu vhodnym kultivaénim médiem s potfebnymi antioxidanty, které
simuluji ty, jez jsou v plazmé obsazeny (Twigg et al., 1998). Semennd plazma také mize plnit funkci
kryoprotektantu. Je znamo, Ze kryokonzervace vzorkl za i¢elem jejich pfechovavani po delsi ¢asové
obdobi ma vyrazny negativni dopad predev§im na motilni parametry spermii, vlivem naro¢nych
teplotnich zmén dochazi ale také ke vzniku morfologickych abnormalit a poklesu mitochondriadlniho
membranového potencidlu (O'Connell et al., 2002). Pfidanim semenné plazmy do vzorku pied
zmrazenim mohou byt spermie pred t€mito negativnimi dopady kryokonzervacniho procesu chranény

(Grizard et al., 1999) a jejich fertilizani schopnost tak ziistdva po rozmrazeni zachovana.

Druhy zptisob provedeni, pfima swim-up metoda, jejiz schéma je piedstaveno na obrazku 1, je taktéz
zaloZen na schopnosti aktivni migrace nejpohyblivéjsich spermii. Do zkumavek jsou nejprve umistény
malé vzorky zkapalnéného ejakulatu, které jsou nasledné prekryty médiem. Po inkubaci spermie migruji
do média ptimo ze semenné plazmy (shrnuto v: Henkel a Schill, 2003)*. Doba, po kterou jsou vzorky
s médiem inkubovany, ma vliv na kvalitu selektovanych spermii. Standardni ¢as inkubace ¢ini 60 az 90
minut. Bylo vSak zjisténo, Ze s délkou inkubace stoupd mira poskozeni DNA spermii. Zkraceni této
doby na 30 minut vede kizolaci vice spermii bez znamek apoptdézy a s neporusenou integritou
chromatinu, nez je tomu po 60 a 90 minutich inkubace (Saylan and Erimsah, 2019). Pfima swim-up
metoda je v laboratofich vyuzivana hojnéji, nebot’ je v postupu mozné vynechat centrifugacni krok
a zabranit tak poskozeni spermii. Také je v disledku snizeni objemu zpracovavaného ejakulatu mozné

izolovat vétsi mnozstvi kompetentnich spermii, nebot’ nedochazi k vrstveni bunck, jako je tomu

u konvencéniho provedeni. Spermie tak mohou do média snaze migrovat z celého objemu vzorku.

-

o —

Inkubace 30-90 min, 37°C

Médium

Zivotaschopné motilni

Zkapalnény
apalneny spermie migruji do média

vzorek
ejakulitu

Nezivotaschopné a Spatné pohyblivé
spermie ziistavaji na dné zkumavky

Obrazek 1: Schéma swim-up metody selekce spermii (prevzato a upraveno: Beydola et al., 2013).



2.1.2 Denzitni gradientova centrifugace

Technika denzitni gradientové centrifugace patii mezi nejvyuzivanéjsi zpusoby izolace kvalitnich
savCich spermii. V prvnim kroku selekce je ve zkumavce pomoci média vytvofen hustotni gradient.
Tento gradient mize byt kontinudlni, tedy s postupné se zvysujici hustotou média smérem shora do
spodni Casti zkumavky, ¢i diskontinualni, ve kterém jsou tvofena ostrd rozhrani mezi svrchni fazi s nizsi
hustotou a spodni fazi s vy3§i hustotou. Castéji je vyuzivano diskontinudlni rozlozeni gradientu, jeho
schéma je znazornéno na obrazku 2. Po vytvoreni gradientu je vzorek spermatu navrstven na médium
apo kratkém procesu centrifugace dojde kusazeni komponent ejakulatu v ¢asti gradientu, ktera
odpovida jejich hustoté. Zral¢ spermie bez znamek morfologickych defekti maji zpravidla vyssi
hustotu, nez spermie nezralé ¢i vykazujici urcité abnormality v morfologii (Oshio et al., 1987), a proto
se shlukuji v dolni ¢asti gradientu, kde je médium nejhustéjsi. Na rozhrani oblasti semenné plazmy
a vrchni ¢asti gradientu, kde ma médium nizsi hustotu, se koncentruji leukocyty a zbytky bunék. Mezi

svrchni a spodni fazi jsou pritomny spermie s riznymi morfologickymi abnormalitami a nedostate¢nou

pohyblivosti.

Vzorek
spermatu

Semenna plazma

——— Leukocyty, bunécény odpad

Svrchni fize gradientu s nizsi hustotou Poskozené, hiie pohyblivé spermie

—— Rozhrani fizi média

Spodni fa dient §8i hustot =
e Zivotaschopné, dobi'e pohyblivé spermie

Obrazek 2: Schéma denzitni gradientové centrifugace (prevzato a upraveno: Beydola et al., 2013).

K tvorbé gradientli jsou vyuzivany rizné typy médii, jez se li$i svym sloZzenim. Nejcastéji se jedna
o koloidni roztoky obsahujici ¢astice oxidu kfemicitého. Prikladem je diive plosné pouzivané médium
Percoll®. V soucasnosti jiz toto médium neni pro lidskou asistovanou reprodukci povoleno, nebot’ i pies
promyti zpracovaného vzorku ulpivaji po selekci na spermiich drobné partikule latky
polyvinylpyrrolidon (PVP), jimz jsou koloidni Castice obaleny (Pickering et al., 1989). Tyto partikule
mohou po styku se sliznicemi samiciho reprodukéniho traktu zplisobovat zanétlivou reakcei organismu.
Adekvatni nahradou jsou média obsahujici silanem obalené Castice oxidu kfemicitého (Perez et al.,

1997), z nichz nejlepsi kvality spermii 1ze dosdhnout s médiem PureSperm® (Mousset-Siméon et al.,



2004). Vyhodou separace pomoci tohoto média je zejména rychlost, jednoduchost provedeni a také
snadné udrZeni spermii ve sterilnich podminkach (Brahem et al., 2011). Denzitni gradient vytvoieny
pomoci média PureSperm® umoziuje selekci velkého poctu zralych motilnich spermii, jeZ jsou odolné
vuci fyziologickym zménam odehravajicim se napiiklad béhem kryokonzervace vzorkd (Allamaneni et

al., 2005).

2.1.3 Vyhody a nevyhody standardnich metod selekce

Swim-up metoda je povazovana za velmi G¢inny zpusob izolace velkého poctu spermii s vynikajici
pohyblivosti (Jayaraman et al., 2012). Nazory védcti na udrzeni integrity DNA po provedeni zejména
konvenéniho zptisobu metody se vSak znacné li§i. Dle starSich studii dochazi k produkei vyssiho
mnozstvi ROS, nez je tomu u pfimé migrace spermii do média (Aitken and Clarkson, 1988), nasledkem
¢ehoz se zvySuje pocet spermii s fragmentovanou a poskozenou DNA (Twigg et al., 1998). Z novéjsich
studii naopak vyplyva, ze oproti pfimé swim-up metod¢ a také denzitni gradientové centrifugaci je ve
vysledném vzorku zpracovaném konvencni swim-up metodou pfitomno méné spermii
s fragmentovanou DNA (Volpes et al., 2016). Schopnost konvencni swim-up metody selektovat
geneticky kompetentni spermie s nizkym podilem fragmentované DNA v jadfe byla pozd¢ji prokazana
dalsi skupinou veédct (Kim et al., 2017). Vozdova et al. (2012) ve svém vyzkumu popsali vysokou
ucinnost metody swim-up pro izolaci spermii s kondenzovanym chromatinem v jadie a také uvedli, zZe

ucinkem metody dochazi ke sniZzeni poctu spermii nesoucich chromozomové abnormality.

Celkové mnozstvi spermii v disledku provedeni swim-up metody znacné klesd. V praxi se proto
vyuziva pouze pro vzorky s dostateéné vysokou pocateéni koncentraci spermii (Facio et al., 2016).
V pftipadech pacientl s oligozoospermii, ktera je na zaklad¢ referencnich hodnot stanovenych Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) diagnostikovana, pokud je koncentrace spermii v 1 ml ejakulatu nizsi
nez 15 miliont (dle WHO, 2010), je nasnad¢ vyuziti jiné metody selekce. Swim-up metoda je nejvice
uplatiiovana u normozoospermickych muzi (Younglai et al., 2001), jejichZ pocet, morfologie a procento
progresivné pohyblivych spermii v ejakulatu je v rozmezi stanovenych referen¢nich hodnot (dle WHO,
2010). Spermie ziskané swim-up selekci disponuji vynikajici morfologii (Facio et al., 2016). Z tohoto
diivodu méa metoda vyuziti také u pacientd s teratozoospermii, u nichZ normalni morfologii manifestuje
méné nez 4 % spermii v ejakulatu (dle WHO, 2010). Prave v téchto pfipadech je metodou swim-up
vyrazné redukovano mnozstvi spermii s morfologickymi abnormalitami a fragmentovanou DNA (Xue
et al., 2014). Jeste lepsich vysledki je u teratozoospermickych pacientll dosazeno s vyuzitim metody
denzitni gradientové centrifugace (Xue et al., 2014). Efektivita selekce spermii s neporusenou integritou
DNA metodou denzitni gradientové centrifugace je vSak obdobné jako u swim-up metody velmi
diskutabilni. Z nékterych studii vyplyva, ze metoda aZz dvojnasobné redukuje pocet spermii
s fragmentovanou DNA (Brahem et al., 2011) a abnormalitami ve struktufe chromatinu (Kim et al.,
2017). Dalsi poukazuji na skuteCnost, Ze i pfimym vlivem procesu denzitni gradientové centrifugace

muze dochazet ke vzniku novych poskozeni struktury DNA, ktera vedou ke sniZeni Sance na spé$né



oplozeni technikou IVF a ICSI (Muratori et al., 2016). Hlavni pfi¢inou vzniku novych poskozeni je
pusobeni odstiedivé sily béhem centrifugace, kterd mimo vySe zminéné defekty ve struktute DNA
zpusobuje také Cetné zmeény v ultrastrukturdlni morfologii spermie, jako je poskozeni plazmatické
membrany na hlavicce spermie ¢i fragmentace bic¢iku (Zhu, 2018). Centrifugace vzorku ma vliv také na
proces kapacitace spermii, nebot” destabilizuje membrany, a tim negativné ovlivituje schopnost spermif
reagovat na extracelularni vapnik, jenz slouzi jako kapacita¢ni stimulans (Henning et al., 2015). Tato
skute¢nost mize byt problémem zejména pii nasledné IUIL, nebot spermie v dusledku piedCasné
destabilizace membran ztraci svou Zivotaschopnost a jejich fertiliza¢ni potencial rapidné klesa.
Negativni dopad samotného procesu selekce na spermie byl v mensi mife potvrzen také u metody
swim-up (Muratori et al., 2019). Spermie separované gradientovou centrifugaci vSak oproti swim-up
centrifugace (Allamaneni et al., 2005). Defekty spermii vlivem selekce jsou Casto zplisobovany
nadmérnym vyskytem ROS, jejichz hlavnimi zdroji a tedy ptivodci nadmérného oxidativniho stresu jsou
leukocyty (Saleh et al., 2002). ROS mohou byt ale ve zvySené mife tvofeny také prechodnymi kovy
obsazenymi v médiich vyuzivanych pro tvorbu gradient (Aitken et al., 2014), vlivem nespravného
uspotradani chromatinu a pfitomnosti dal§ich abnormalit spermii (Muratori et al., 2016). Bylo zjisténo,
ze spermie s odliSnostmi ve své struktufe generuji vyss$i hladiny ROS a zaroven maji nizsi
mitochondridlni membranovy potencial. Je to nejspiSe dano tim, ze ROS naruSuji integritu
mitochondrialni membrany, v disledku ¢ehoz dochazi k jejich zvySené produkci (Wang et al., 2003).
ROS jsou vSak v malém mnoZzstvi produkovany také samotnymi spermiemi a jejich pfitomnost ma
v ejakulatu dilezitou fyziologickou 1lohu, nebot superoxidovy radikdl podnécuje spermii
k hyperaktivaci a kapacitaci (Lamirande and Gagnon, 1993). I pfes uvedené negativni ucinky odsttedivé
sily metoda denzitni gradientové centrifugace prokazatelné eliminuje poskozené spermie, a to i ze
vzorku spermatu zhorsené kvality. Toto tvrzeni je podloZeno poznatky recentni studie (Dai et al., 2020),
dle kterych nedochazi ke zhorseni kvality spermii ani po provedeni dvou po sobé nasledujicich separaci.
Vynikajicich vysledka je dosaZeno také kombinaci technik. V ptipad€ denzitni gradientové centrifugace
nasledované metodou swim-up dochazi k preciznéj$imu vyb€ru spermii s progresivni motilitou

a snizenym vyskytem poskozené DNA (Nadalini et al., 2014).

2.2 Pokrocilé metody selekce

Prestoze jsou standardni metody velmi ucinné v selekci spermii bez abnormalit v konvencnich
parametrech, negativni vnitfni procesy ve spermii probihajici na molekularni Grovni pomoci nich ¢asto
neni mozné detekovat. V dnesni dob¢ je proto snaha o vyvoj progresivnéjsich technik, které maji za tkol

tyto procesy rozpoznat a nevhodné spermie v co nejkrat§im ¢ase eliminovat.



2.2.1 Magneticka separace spermii
Hlavnim problémem komplikujicim uspé$né oplozeni oocytu je v soucasné asistované reprodukci
utajena apoptoza spermii. Novéjsimi postupy, napiiklad pomoci magnetické separace spermii (MACS),

1ze takto poskozené spermie detekovat a ze vzorku odstranit.

Spermie podléhajici apoptdze lze rozpoznat na zakladé ptitomnosti urcitych molekul a neobvyklych
déja. Patii mezi n€ predevsim externalizace fosfatidylserinu, aktivace kaspaz, zména mitochondrialniho
membranového potencialu a také vyskyt nékterych proteind, zejména pak apoptdzu indukujiciho faktoru
(AIF), ktery se nachazi nejen ve spermiich, ale také v somatickych buiikach (Taylor et al., 2004).
V ranych stadiich apoptoézy dochazi v odumirajici bunce k pfesmyku molekul fosfatidylserinu z vnitini
vrstvy plazmatické membrany na vrstvu vnéj$i. K rozpoznavani tohoto markeru na povrchu spermii jsou
v laboratorni praxi vyuzivany super-paramagnetické kulicky snavazanym annexinem-V,
intracelularnim proteinem, jenz se k fosfatidylserinu siln€¢ vaze. Tyto kulicky s annexinem-V se
pusobenim magnetického pole navazou na povrch apoptotickych spermii s externalizovanym
fosfatidylserinem a nasledné jsou takovéto spermie v separacni koloné zachyceny. Spermie bez znamek
apoptozy, na néz se kulicky nenavazaly, volné prostupuji skrz kolonu a jsou vyuZzity v asistované
reprodukci (Grunewald et al., 2001). Schéma procesu je znazornéno na obrazku 3. S vyuzitim
fluorescencéni in situ hybridizace (FISH) bylo zjisténo, Ze apoptotické spermie zachytavané
v separacni kolon€¢ vykazuji vys§i procento chromozomélnich aberaci, nez spermie kolonou volné
prochazejici (Esbert et al., 2017). Tento poznatek vede k predpokladu, Ze spermie s abnormalnimi
chromozomy v jadfe manifestuji zvySeny vyskyt fosfatidylserinu na svém povrchu, diky ¢emuz jsou

metodou MACS efektivné odstranovany z ejakulatu (Esbert et al., 2017).

Obrazek 3: Schéma magnetické separace spermii (prevzato: Beydola et al., 2013).



Zvyseny vyskyt markerl apoptozy vykazuji zejména spermie muzi se snizenou fertilitou. V tézkych
pfipadech teratozoospermie a také pii kombinovanych poruchach plodnosti metoda MACS vyrazné
zvySuje Sanci na uspé$né oplozeni (Zahedi et al., 2013; Ziarati et al., 2018), nebot’ dokaze eliminovat
spermie se skrytymi vnitinimi defekty, které mohou ovliviiovat jejich fertiliza¢ni potencial a jsou
moznou piicinou vzniku poskozeni embryi vedoucich k potratu (Sdnchez-Martin et al., 2017). Naopak
ve vaznych ptipadech asthenozoospermie, jez je diagnostikovéana, pokud je procento spermii v ejakulatu
s progresivni motilitou hluboko pod 32 % (dle WHO, 2010), a také pii tézké oligoozoospermii, miize
disledkem selekce metodou MACS dochazet k naruSeni pohyblivosti spermii (Grunewald et al., 2009).

Selekce vyhradné metodou MACS ma za nasledek snizeni celkového poctu spermii ve vysledném
vzorku (Cakar et al., 2016; Esbert et al., 2017) a také dochazi ke zhorSeni jejich morfologickych
parametrd (Tavalaee et al., 2012). Dopad téchto jevli na GispéSnost oplozeni technikou ICSI je minimalni,
pro IVF a IUI viak predstavuje velké omezeni (Cakar et al., 2016). Casto se proto MACS vyuziva ve
spojeni se standardnimi metodami, nejCastéji s denzitni gradientovou centrifugaci (popsanou
v podkapitole 2.1.2). Tento postup je povazovan za velmi uspésny v selekci Zivotaschopnych spermii
s minimalni mirou fragmentace DNA, velmi dobrou progresivni motilitou (Bucar et al., 2015)
a normalni morfologii spermii (Dirican et al., 2008). MACS v kombinaci s denzitni gradientovou
centrifugaci také vyrazné snizuje podil spermii s narusenym mitochondridlnim membranovym
potencidlem (de Vantéry Arrighi et al., 2009), uc¢inn€ odstraiuje nezralé i apoptotické spermie (Said et
al., 2005) a izoluje spermie s neporusenymi akrozomy (Zahedi et al., 2013). Posledni ze zminénych
benefitd metody MACS, tedy zisk spermii s normélni stavbou akrozomu, je dilezitym pfedpokladem
uspésného oplozeni (Nasr-Esfahani et al., 2010), nebot’ akrozom a enzymy v ném obsazené ovliviiuji

interakci spermie se zona pellucida oocytu.

2.2.2 Selekce spermii podle elektrokinetického potencialu

Tento zpisob selekce je Casto oznacovan jako zeta metoda. Principem je separace maturovanych spermii
ze vzorku na zakladé rozdilného elektrokinetického (zeta) potencidlu mezi jejich membranami
a okolnim prostfedim. Elektricky naboj zralych spermii se nachézi v rozmezi -16 az -20 V, pficemz
spermie nesouci Y chromozom vykazuji az o 25% vys§i naboj oproti spermiim s X chromozomem
(Ishijima et al., 1991). Negativni ndboj na spermiich je udrzovan ptitomnosti zbytka kyseliny sialové
v povrchovych glykoproteinech. Béhem kapacitace dochdzi ke ztrat€¢ ne€kterych téchto proteind
z povrchu spermie, v disledku ¢ehoz se naboj na membrané méni a stava se méne negativnim (Focarelli
et al., 1990). Principem separace je tedy zachyceni siln€ zaporn€ nabitych spermii s lepkavym povrchem
na zaklad¢ elektrostatického pritahovani, zatimco spermie s niz§im nabojem jsou spolu se zbytky bunék
odplavovany z kolony ven (Chan et al., 2006). Na obrazku 4 se nachazi zjednodusené schéma postupu

selekce spermii touto technikou.
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Obrazek 4: Schéma selekce spermii podle zeta potencialu (prevzato: Nasr-Esfahani a Marziyeh, 2015).

Vyhody metody spocivaji v rychlosti, finanéni nenaro¢nosti a moznosti selekce spermii s vybornou
morfologii, motilitou a integritou DNA (Chan et al., 2006). Podobn¢ jako u swim-up metody (popsané
v podkapitole 2.1.1) a metody MACS (popsané v podkapitole 2.2.1) vSak celkovy vytézek spermii
zpracovanim ejakulatu klesa. Pro izolaci optimalniho poc¢tu spermii pro oplozeni je tedy nutné, aby
pocatecni koncentrace ve vzorku byla dostatecné vysoka (Razavi et al., 2010). Z tohoto divodu se

nejedna o vhodnou alternativu selekce spermii oligoozoospermickych pacientt (Chan et al., 2006).

Pro lepsi ucinnost je metoda obvykle provadéna v kombinaci s nékterym z dalSich postupti selekce.
V praxi je selekce podle zeta potencidlu nejcastéji aplikovana na vzorky ejakulétu, které byly nejprve
podrobeny denzitni gradientové centrifugaci (popsané v podkapitole 2.1.2). Spojenim metod je docileno
izolace pohyblivéjSich spermii (Chan et al., 2006) s vynikajici integritou DNA (Zahedi et al., 2013).
V disledku toho stoupa procento Uspé$né oplozenych oocyti (Kheirollahi-Kouhestani et al., 2009)
a vznikld embrya jevi zlepSené kvalitativni parametry (Duarte et al., 2017, Karimi et al., 2020).
Zajimavym zjisténim je, Ze tento postup selekce ovliviiuje pomeér pohlavi ve prospéch Zen. Popsany
efekt je nejspise dan vyssi odolnosti spermii nesoucich X chromozom viéi podminkam, kterym jsou

spermie béhem procesu separace vystaveny (Nasr Esfahani et al., 2016).

Oproti metodé MACS dochézi k u¢innéjsi eliminaci spermii s fragmentovanou DNA, pocet spermii
s normalni strukturou akrozomu je vSak nizsi (Zahedi et al., 2013). Redukce fragmentované DNA je
vyraznéjsi také v porovnani s izolaci spermii vazbou na kyselinu hyaluronovou (Razavi et al., 2010),
Siroce vyuzivanou metodou, ktera bude dale predstavena. Taktéz v porovnani s metodou denzitni
gradientové centrifugace se selekce na zéklad¢ zeta potencialu jevi jako efektivnéjsi v zisku zralych

spermii s neporusenou DNA (Khajavi et al., 2009).

PrestoZe je metoda vyuzivana predevSim pro zpracovani Cerstvého spermatu, sva pozitiva prokazuje

i béhem aplikace na spermie ze zmrazenych vzorkd, jez jsou pro UcCely asistované reprodukce
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uchovavany ve spermabankach. Po rozmrazeni a zpracovani ejakulatu dochazi ke zlepSeni morfologie

a poklesu poctu nekrotickych bunck. Je vSak pozorovan znacny pokles progresivni motility spermii,

%

2.2.3 Selekce spermii s vyuZzitim elektroforézy

Podstatou elektroforetické metody je izolace spermii na zéklad¢ jejich velikosti a negativniho naboje na
membran¢. Skrze poéry separacni membrany zafizeni umisténého v elektrickém poli prochazi pouze
velikostné vyhovujici spermie. Prili§ velké spermie a také leukocyty jsou timto zplisobem vylouceny.
Ziskané spermie jsou zivotaschopné, dobie pohyblivé, maji nizky index deformace (SDI) a z toho
vyplyvajici vyssi fertilizacni schopnost. V porovnani s denzitni gradientovou centrifugaci (popsanou
v podkapitole 2.1.2) spermie vykazuji niz§i miru poskozeni DNA, méné abnormalit v morfologii
a snizenou tvorbu ROS. Také je selekce méné ¢asové ndrocna a Setrnéjsi, nebot’ neni nutné vzorek
podrobovat centrifugaci (Ainsworth et al., 2005). Uvedené benefity metody byly zjiStény nejen po
zpracovani Cerstvého spermatu zdravych jedincii, ale také po selekci spermii ze zmrazeného vzorku
pacienti, u nichz ostatni postupy selekce selhaly z divodu velkého posSkozeni struktury DNA

(Ainsworth et al., 2007).

Klasicky typ elektroforetického zafizeni, jehoz schéma se nachazi na obrazku 5, sestava ze dvou
vngjsich a dvou vnitinich komor oddélenych polyakrylamidovymi membranami. Zatimco ve vngjSich
komorach jsou umistény elektrody, vnitini sestavaji z o¢kovaci, do které je vpravovano sperma a sbérné,
jez funguje jako zasobarna roztoku pufru (Ainsworth et al., 2005). Nejkvalitnéjsi spermie s negativnim
nabojem se v tomto ¢tyfkomorovém systému shlukuji v ¢asti, kde je umisténa anoda. Pravé spermie

z této oblasti se dale vyuzivaji pti IVF procedurach (Ainsworth et al., 2011).

Ockm aci komora
Al

Pufrova pumpa Separaéni kazeta
il

Pufr

Obrazek 5: Schéma ctyFkomorového elektroforetického zarizeni pro selekci spermii (prevzato: Nasr-
Esfahani a Marziyeh, 2015).
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Intenzita elektrického pole, kterému jsou spermie v pritbéhu elektroforézy vystaveny, ma piimy dopad
na jejich kvalitu a pocet. Pti ptisobeni silnéjSiho elektrického pole mnozstvi izolovanych spermii stoupa,
déje se tak vsak na tkor jejich motility (Aitken et al., 2011). Je proto dulezité najit urcitou rovnovahu,
aby nedochazelo ke zhorSovani zadného z dilezitych parametrii. Pfestoze nadmérné silné elektrické pole
¢i jeho delsi ptisobeni signifikantné naruSuje pohyblivost spermii, nedochdzi k nardstu oxidativniho
stresu, ktery by vedl k poskozeni DNA (Aitken et al., 2011). Tento poznatek je v souladu s pfedchozi
studii (Ainsworth et al., 2005), ve které byla v elektroforeticky separovaném vzorku spermii pomoci
chemiluminiscence zji§téna minimalni mira kontaminace leukocyty. Praveé leukocyty generuji ROS, jez

jsou za poskozeni DNA zodpovédné (Saleh et al., 2002).

Krom¢ klasického zpiisobu popsaného vyse je elektroforéza vyuzivana v nekolika dalSich obdobach
lisicich se zptisobem provedeni nebo stavbou elektroforetického zafizeni. Fleming et al. (2008) pro svij
vyzkum pouzil zatizeni obsahujici pouze 2 komory, namisto klasickych ctyt. Tento typ selekce spermii
porovnal s denzitni gradientovou centrifugaci a prokazal, Ze ob¢ metody jsou srovnateln¢ efektivni
v izolaci spermii pro ucely IVF a ICSI (Fleming et al., 2008). Simon et al. (2014) popsal vyuziti takzvané
mikro-elektroforézy, kterd pracuje na podobném principu jako klasicky model, dokéaze vSak
v elektrickém poli separovat spermie jednotlivé. Tomuto zpiisobu separace ptedchdzi zpracovani
ejakulatu denzitni gradientovou centrifugaci, ktera zajisti oddéleni spermii od zbytkti bun¢k a poskytne
urcity predvybér spermii s vyhovujici motilitou pro naslednou selekci v elektrickém poli. SlouZzi také
k odstranéni molekul z povrchu spermii, jez jsou zodpovédné za negativni naboj, ktery vSak neni u vSech
spermii v ejakulatu stejné silny. Elektronegativnimi proto zlistanou pouze spermie se silnym zédpornym
nabojem, zatimco pivodné slabé elektronegativni spermie ziskaji naboj pozitivni (Simon et al., 2016).
Béhem nasledného elektroforetického procesu jsou pomoci inverzni faze mikroskopu, jenz se bézné
pouziva pii technice ICSI, posuzovany morfologické parametry jednotlivych spermii a je sledovan jejich
pohyb k elektrodam. Obdobné jako u klasického elektroforetického procesu, elektropozitivni spermie
smétuji ke katodé a spermie se zapornym nabojem se shlukuji u anody. Jak jiz bylo vySe nastinéno,
praveé spermie s nejsilngjsim zapornym nabojem disponuji nejlep§imi parametry pro tcely umélého

oplozeni, a to pfedev§im minimalnim podilem fragmentované DNA v jadie (Simon et al., 2016).

2.2.4 Selekce spermii s vyuZzitim mikrofluidnich systému

Mikrofluidika je védni obor zabyvajici se mechanikou kapalin v malych objemech. Zatizeni pracujici
s malymi objemy, takzvané ,,]laboratote na Cipu®, jsou v soucasné veédée stale popularné;jsi, a to v mnoha
biotechnologickych odvétvich. Vyjimkou neni ani asistovana reprodukce, kde jsou pouzivany pro
posouzeni kvality spermii a jejich naslednou selekcei. Z ditvodu omezeni malymi objemy ejakulatu jsou
tato zafizeni vétSinou vyuzivana k selekci spermii pro nasledné oplozeni ICSI. Existuji vSak také ,,Cipy*
sestavajici ze separa¢nich kanalkl s vys$i propustnosti. Pravé ty umoznuji izolaci vétsiho poc¢tu spermii,
které mohou byt dale pouzity pii IVF ¢&i IUI technikach. Kromé svého vnitiniho uspofadani se

mikrofluidni systémy 1i$i principy, jimiZ jsou spermie selektovany.
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Prvni skupina mikrofluidnich zafizeni vyuzivd hydromechanickych jevi, predev$sim lamindrniho
proudéni kapalin. Separace probihd na zéklad€ aktivniho pohybu spermii, pficemz stabilni pratok
zafizenim je zde udrZzovan ptsobenim gravitacni sily a povrchového napéti kapalin. Vzorek spermatu
protéka zafizenim paraleln¢ s médiem a nedochazi tak k vzajemnému promichavéani. Pouze vysoce
pohyblivé spermie jsou schopny zmény sméru proudéni a migrace do média, zatimco nezralé spermie
a takzvané kulaté buniky (naptiklad leukocyty) zistavaji v pivodnim proudu (Cho et al., 2003). Schéma

tohoto typu zafizeni se nachazi na obrazku 6.
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Obrazek 6: Schéma hydromechanického mikrofluidniho zarizeni (prevzato: Schuster et al., 2003).

S vyuzitim zatizeni, ktera selektuji buiiky na zaklad¢ jejich aktivniho pohybu, lze docilit izolace velkého
mnozstvi spermii s vynikajici motilitou a morfologii, a to bez nutnosti vzorek nejprve podrobit
centrifugaci. Metoda je tak vhodnou alternativou i pro pacienty se snizenym mnozstvim, ¢i narusenou
pohyblivosti spermii v ejakulatu (Schuster et al., 2003). Testem SCSA zaloZzeném na analyze integrity
DNA pomoci pritokové cytometrie bylo zjisténo, Ze oproti metodé swim-up (popsané v podkapitole
2.1.1) a denzitni gradientové centrifugaci (popsané v podkapitole 2.1.2) prokazuji vzorky selektované
hydromechanickymi mikrofluidnimi ,,Cipy* nizsi procento spermii s fragmentovanou DNA (Shirota et
al., 2016). V dusledku toho jsou vhodngjsi alternativou zejména pro ucely techniky ICSI, pii které je
nizka mira fragmentace DNA stéZejnim parametrem pro vybér spermie. Zakont laminarniho proudéni
vyuziva také zafizeni vyvinuté k zachyceni a analyze spermii na trovni jedné buniky (de Wagenaar et
al., 2015). Sestava ze dvou hlavnich kanali, které jsou propojeny dvaceti vedlejSimi. Pokud je vytvoren
tlak v hlavnich kanalech, dochazi ve vedlejSich k zachyceni jednotlivych spermii, které mohou byt déale
podrobeny neinvazivnimu posouzeni parametrti. Novéjsi zafizeni analyzujici jednotlivé spermie jsou
Casto spojeny s fazovymi mikroskopy, diky nimz je posouzeni morfologie spermie urc¢ené k oplozeni

oocytu metodou ICSI dtslednéjsi (Eravuchira et al., 2018).

13



Mnoha mikrofluidni zafizeni jsou sestavovana zaiCelem imitace anatomické stavby samiciho
reprodukéniho traktu a simulace dé€jit v ném probihajicich po proniknuti ejakulovanych spermii. Lze tak
napiiklad navozovat fyziologickou chemotaxi, pti které se spermie in vivo pohybuji ve sméru gradientu
chemickych latek uvolnovanych vajickem. Chemoatraktantem v mikrofluidnich systémech jsou
nejcastéji kumularni buiiky oocytu uvoliujici progesteron (Xie et al., 2010), ¢i vytvofeny koncentracni
gradient progesteronu. Tento hormon kromé ptitahovani kapacitovanych spermii dokaze samotny
proces kapacitace navozovat, a to jak ve vzorcich normospermickych, tak v ejakulatu subfertilnich
jedinct s nizkym procentem kapacitovanych spermii (Gatica et al., 2013). ZvySeni miry kapacitace
v izolovanych vzorcich je pro ucely asistované reprodukce pfiznivym jevem, jelikoz pouze kapacitované
spermie dokdzou proniknout skrz zona pellucida oocytu. Spermie selektované touto metodou jsou
zivotaschopné, dobie pohyblivé, jejich integrita DNA je zachovana a také dochazi k nizsi produkci ROS
(Gatica et al., 2013). Krom¢ chemotaxe je v mikrofluidnich systémech vyuZzivana také termotaxe, ktera
pusobi na vétsi vzdalenost. Zatimco chemickeé signaly vylucované oocytem jsou spermiemi vnimany az
ve vejcovodu, u termotaxe teplotni gradient kontinualné stoupa jiz od délohy a maxima dosahuje
v bezprostiedni blizkosti vajicka. Systémy na principu termotaxe lze izolovat spermie s nizkou mirou
fragmentace DNA (Pérez-Cerezales et al., 2018), v dusledku ¢ehoz je mozné zvysit procento tispéSnych
oplozeni metodou ICSI. Schéma separa¢niho zafizeni pracujiciho na bazi termotaxe se nachazi na
obrazku 7. Nékteré ,,laboratoie na Cipu“ v sobé spojuji oba mechanismy popsané vyse, tedy chemotaxi

s termotaxi, a jsou velmi efektivni v izolaci vysoce motilnich spermii (Ko et al., 2018).
Separacni zafizeni

B 3s50C 38°Cl

i
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Obrazek 7: Schéma zarizeni pro selekci spermii pomoci teplotniho gradientu (termotaxe, prevzato:
Pérez-Cerezales et al., 2018). Dvé kapky média jsou spojeny uzkou trubickou a je mezi nimi vytvoren
teplotni gradient. Do média v prvni kapce je vpraven vzorek spermatu. Nejkvalitnéjsi spermie, které
mayji specificky umisténé termoreceptory na svém povrchu, migruji do druhé kapky média o vyssi teplote.
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Spermie mohou byt selektovany také na principu reotaxe, jez je jejich hlavnim orientacni mechanismem
v genitalnim traktu Zeny. Jedna se o tendenci spermii pohybovat se proti proudu oviduktalni tekutiny,
kterd je zvySen¢ sekretovdna v reakci na pohlavni styk a zajiStuje procisténi vejcovodi od hlenu
a bunécné kontaminace. Zatimco chemotaxe i termotaxe jsou povazovany za aktivni procesy, pii nichz
spermie ucelné reaguji na okolni podnéty, princip reotaxe neni zcela jasny. Nékteré studie predpokladayji,
Ze je umoznén rota¢nimi pohyby bic¢iku a tthlem hlavicky (Miki and Clapham, 2013). Dalsi uvadi, Ze se
jednd o d¢j pasivni, jehoz podstatou je vzajemné hydrodynamické ptisobeni bi¢iku a proudu oviduktalni
tekutiny (Zhang et al., 2016). Podobné jako termotaxe, také reotaxe pusobi na velkou vzdalenost.
Systémy pracujici na bazi reotaxe maji mnoho podob. Zaferani et al. (2018) ve své studii popsali
jednoduchy zpisob izolace spermii, pii které dochazi k pasivni selekci spermii na specidln€ upraveném
zafizeni s ,,ohradkami®, ve kterych jsou po navozeni reotaxe shromazd'ovany pouze ty spermie, jez
vykazuji dostatecnou celkovou i progresivni pohyblivost. Schéma selekce pomoci tohoto ,,Cipu” je
predstaveno na obrazku 8. Spermie mohou byt tfidény po navozeni reotaxe také na difuzorovém typu
zafizeni (Wu et al., 2017; Hwang et al., 2019). Difuzorovymi ,,Cipy* je mozné zpracovat velky objem
ejakulatu za kratky casovy usek. Diky tomu jsou vhodnou alternativou selekce spermii nejen pro tcely
oplozeni ICSI, ale také IVF a IUI. Pfinosem je i skute¢nost, ze v porovnani se standardnimi metodami
selekce, tedy se swim-up a denzitni gradientovou centrifugaci, disponuji spermie izolované difuzorovym

zatizenim lepsi pohyblivosti (Wu et al., 2017).

»Ohradka*
s motilnimi
spermiemi

\._,_ Y

Obrazek 8: Schéma zarizeni pro selekci spermii na bazi reotaxe (prevzato a upraveno: Zaferani et al.,
2018). Cervené jsou znaceny spermie, které se po vytvoreni zony reotaxe pred , ohrdadkou* nedokdzi
pohybovat proti proudu tekutiny. Nejpohyblivejsi spermie, které jsou na obrazku zvyrazneény zelenou
barvou, se po navozeni reotaxe orientuji, prostupuji proudem a nasledné jsou zachytavany v ,, ohradce .
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2.2.5 Selekce spermii vazbou na kyselinu hyaluronovou

Béhem spermiogeneze je plazmatickd membrana samcich pohlavnich bun€k vyznamné preskupovana
a v pribéhu zrani se na spermiich vytvaii vazebna mista, jimiz se poté vazou k zona pellucida oocytu.
Zarovei jsou formovany receptory pro interakci s HA, jez je podstatnou slozkou extraceluldrni matrix
kumuléarnich bunék obklopujicich oocyt (Dandekar et al., 1992). Receptory HA jsou tedy piitomny
pouze na zralych spermiich, u nichz do§lo ke zméné uspotadani plazmatické membrany a jejichz
akrozomy jsou v neporuseném stavu, nebot’ se udava, ze lidské spermie po probehlé akrozomalni reakci
vazebnou schopnost k HA ztraci (Huszar et al., 2003). Spermie schopné vazby k HA také exprimuji
dostate¢né vysoké hladiny chaperonového proteinu HspA2. Tento protein je velmi dtilezity pro spravnou
stavbu genomu, nebot’ nezralé spermie produkuji mensi mnozstvi HspA2, v disledku ¢ehoz jsou
nachylnéjsi ke vzniku chromozomalnich aberaci (Jakab et al., 2005). Vazba spermii na HA in vitro
zajistuje selekci spermii s niz§im poctem téchto aberaci, zejména u pacientll s normalnimi parametry
spermii, ale také u oligozoospermickych muzii. Pocet spermii s abnormalni genetickou informaci diky
selekci klesne na 0,04 % az 0,10 %, tedy na srovnatelnou frekvenci vyskytujici se ve zdravé muzské

populaci (Jakab et al., 2005).

V laboratofich jsou vyuzivany dva zpiisoby provedeni selekce vazbou na HA. Obé¢ varianty spocivaji
v simulaci pfirozené selekce probihajici v zenském reprodukénim traktu, kdy pouze zralé spermie
s parametry popsanymi vyse jsou schopny vazby k HA v matrix kumuldrnich bun¢k oocytu. Prvni
moznosti je aplikace nékolika kapek HA na dno specialnich plastovych misek. Do blizkosti kapek
s hyaluronanem se umisti vzorek spermii, ktery byl pfedem promyt ¢i podroben centrifugaci. Pfi druhém
zpusobu je na misku umistén maly vzorek spermii a kapka média obsahujiciho HA. Jak je znazornéno
na obrazku 9, do kultiva¢niho média, které je vpraveno na dno misky, se pipetou piesune maly vzorek
spermii a média s HA. Tyto dvé varianty provedeni se li§i zptisobem zachyceni zralych spermii. Zatimco
v prvnim piipadé se spermie k HA vazou svymi receptory na hlavi¢kach a bi¢ikem kolem hlavicky
svizné kmitaji, pii druhém zpisobu selekce jsou spermie v dasledku viskoznich vlastnosti pouzitého
média zpomaleny, zachyceny a vyuzity pro oplozeni oocytu (Parmegiani et al., 2010). Po provedeni
ICSI selektovanymi spermiemi nebyly z hlediska fertilizaéniho potencialu, kvality embrya ¢i rizika
potratu po uspésné fertilizaci pozorovany zadné zasadni rozdily ve variantach provedeni selekce

(Parmegiani et al., 2012).
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Obrazek 9: Schéma selekce spermii vazbou na HA (prevzato a upraveno: Parmegiani et al., 2012).
Spermie jsou selektovany pomoci média s obsahem HA. Na obrazku A je metoda zobrazena

schematicky, na obrazku B jsou zndzornény rozdily v pohybu biciku spermie navazané k HA oproti té,
jez se behem selekce nenavazala.

Um¢élé oplozeni oocytu spermii selektovanou vazbou na HA je oznaCovano jako fyziologicka
intracytoplazmaticka injekce spermie (PICSI). Jedna se o obdobu klasické techniky, pii které v disledku
prisného vybéru spermie dochazi ke zlepsSeni kvality embrya a zvySeni Gspé$nosti jeho implantace do
délozni sliznice (Parmegiani et al., 2009). Bylo prokazano, ze riziko samovolného potratu po oplozeni
metodou PICSI je vyrazné niz8i, nez je tomu u standardni ICSI procedury (Miller et al., 2019).
Z poznatkt recentni rozsahlé studie vyplyva, Ze u pacientli s vdznymi ptipady teratozoospermie, u nichz
pocet morfologicky normalnich spermii neptesahuje 1 % (dle WHO, 2010), je metoda PICSI vyrazné

ucinngjsi v poctu uspeésné oplozenych oocytt a kvalité vzniklych embryi (Kim et al., 2019).

2.2.6 Morfologické vysetieni organel motilnich spermii

K odhaleni i téch nejmensich defekti ve struktute, které by mohly mit vliv na spéSnost oplozeni
technikou ICSI, slouzi precizni morfologické vysetfeni motilnich spermii (MSOME) pomoci inverzniho
optického mikroskopu se zabudovanym digitalnim zobrazenim. Zatimco béhem rutinniho vysetfeni ped
provedenim ICSI je embryolog schopen posoudit abnormality v morfologii pouze se zvétSenim 200x az
400, mikroskop vyuzivany béhem MSOME umoziuje v realném cCase zvétsit sledovany objekt az

6300x (Bartoov et al., 2002).

Metodou MSOME jsou posuzovany morfologické parametry péti hlavnich organel spermie, a to
akrozomu, postakrozomalniho segmentu, bi¢iku, mitochondrialni oblasti a predevsim jadra, jehoz
kvalita nejvice ovlivituje tspésnost oplozeni oocytu. Z tohoto diivodu je u jadra sledovan nejen tvar
a struktura, ale také usporadani chromatinu, které je povazovano za atypické, pokud oblast vakuol

presahuje 4 % z celkové velikosti jadra (Bartoov et al., 2002). Za takzvané spermie s velkymi jadernymi
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vakuolami jsou pak povazovany ty, jejichz vakuoly zaujimaji vice nez 50 % jaderného prostoru. Rozdil
ve velikosti vakuol mezi normalnimi spermiemi a témi, jezZ disponuji velkymi jadernymi vakuolami, je
vyznacen na obrazku 10. Pravé neobvykle rozsahla oblast vakuol v chromatinu je dle védct hlavni
pri¢inou zhorSenych morfologickych parametrii spermii (Perdrix et al., 2012) a také zvySeného vyskytu
fragmentace DNA (Oliveira et al., 2010a). Pocet spermii s velkymi vakuolami v jadfe stoupa umeérné
s vékem muze (Silva et al., 2012) a je Casto divodem netspésnych pokust o ptirozenou koncepci.
Metoda MSOME dokéaze tento defekt odhalit a zabranit tak oplozeni oocytu abnormalni spermii, jez by

mohlo vést az ke vzniku atypického ¢i nezivotaschopného embrya.

Jaderné vakuoly

|

Obrazek 10: Srovnani velikosti jadernych vakuol metodou MSOME (prevzato a upraveno: Oliveira et
al., 2010b). Na obrazku A jsou pomoci vysokého zvétSeni zobrazeny spermie se standardni velikosti
oblasti jadernych vakuol, na obrdazku B se nachazi spermie s velkymi jadernymi vakuolami zabirajicimi
vice nez 50 % celkové velikosti jadra.

Proces vybéru morfologicky kompetentni spermie pomoci MSOME a nasledné oplozeni metodou ICSI
je souhrnné oznacovan jako intracytoplazmaticka injekce morfologicky predvybrané spermie (IMSI).
Efektivita selekce metodou MSOME, jeji vliv na fertiliza¢ni potencial spermie a dusledky inkorporace
do protokolu ICSI jsou velmi diskutabilni a dosud provedené studie se ve svych poznatcich zna¢né
rozchazeji. Bartoov et al. (2003) uvedli, ze prave detailni posouzeni morfologie jadra, a tedy i integrity
DNA béhem MSOME, vede az ke zdvojnasobeni poctu tehotenstvi sledovanych Zen v porovnani
s konvencni metodou ICSI, a u subfertilnich part, jez pfedtim opakované neuspé$né podstoupily
standardni oplozeni metodou ICSI, dokonce dochazi jiz po prvnim provedeni IMSI k ispéSnému poceti
u poloviny zen. K podobnym poznatkiim dospél i1 pozde€jsi vyzkum (Wilding et al., 2011), ve kterém
byla metoda IMSI shledana za efektivnéjsi v poctu tispesné€ oplozenych oocytl a nasledné implantaci
a kvalité embryi. Naopak Gatimel et al. (2016) ve své studii dosli k protichlidnému faktu, a to takovému,
7e metody IMSI a ICSI maji srovnatelné klinické vysledky. Zadné benefity metody IMSI nepozorovali

ani u pard, jez v minulosti bez uspéchu absolvovaly oplozeni metodou ICSI (Gatimel et al., 2016).

Prestoze je efektivita selekce spermii metodou MSOME dle védeckych vyzkumi stale rozporuplna, zda

se, ze své vyuziti nachazi zejména u pacientt s vaznymi poruchami plodnosti, a to predevsim
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u oligoasthenoteratozoospermickych muzl, u nichz se koncentrace, pohyblivost a morfologie spermii
nachdzi pod dolnimi limity stanovenymi WHO (dle WHO, 2010). Prave v téchto ptipadech totiz peclivy
vybér spermie pro nasledné oplozeni metodou IMSI vyrazné zvysSuje Sanci na uspésné téhotenstvi

(Goswami et al., 2018; Schachter-Safrai et al., 2019; Mangoli et al., 2019).
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3 Metody selekce spermii ve veterinarni praxi

Asistovand reprodukce je u hospodatskych zvifat na vzestupu predevsim diky tendenci zvySovat
efektivitu rozmnozovani uzitkovych druhti a snaze o zachovavani kvalitni genetické vybavy vybranych
jedinct do dalSich generaci. Z ekonomickych ditvodii také Casto dochazi k cilené produkci potomstva
konkrétniho pohlavi. Selekce spermii dle pfitomnosti X ¢i Y chromozomu je tak dalezitou soucasti
veterindrni praxe. Separacni postupy u zvifat jsou ¢asto velmi podobné metodam humanni praxe, jejich
vliv na parametry izolovanych spermii je vSak odliSny. Divodem je skuteCnost, ze k uspésnému
oplozeni vétSiny druhti hospodatskych zvitat je zapotfebi nékolikanasobné vétSich objemi ejakulatu,
nez je tomu v lidském odvétvi asistované reprodukce. Sperma je také Castéji zmrazovano a uchovavano
po delsi casové obdobi. Pied procesem kryokonzervace je sperma fedéno, a to nejen z diivodu zisku vice
inseminacnich vzorkd, ale také za u¢elem ochrany spermii a snizeni jejich metabolické aktivity béhem
skladovani. Je tedy zcela zasadni zvolit takovou metodu selekce, s niZ je mozné izolovat dostatecny

pocet kvalitnich spermii, a to i ze vzorku, ktery byl vystaven naroénym podminkam.

3.1 Standardni metody selekce

Mezi §iroce vyuzivané postupy selekce kompetentnich spermii patii metody zahrnujici ve svém postupu
centrifugacni krok. V lidské asistované reprodukci je jednou z nejvyuzivanéjSich technik denzitni
gradientova centrifugace (popsana v podkapitole 2.1.2). U hospodatskych zvifat jsou Siroce uplatiiovany
jeji obdoby s jednou, ¢i dvéma vrstvami koloidniho roztoku. Pro ucely jednovrstevné koloidni
centrifugace jsou vyuzivany druhové specifické koloidy, které obsahuji castice oxidu kfemicitého
obalené silanem (Androcoll™, BoviPure™, OviPure™, Equipure™). Gradientu naopak mize byt
dosazeno navrstvenim koloidu s ¢asticemi obalenymi PVP (nejcastéji se jednd o komercné dostupny

roztok Percoll®).

U hiebct lze t€émito postupy izolovat spermie s vynikajici integritou plazmatické i akrozomalni
membrany, vysokym membranovym potencialem, minimalni mirou fragmentace DNA, bez abnormalit
v morfologii a s velmi dobrou pohyblivosti (Johannisson et al., 2009; Morrell et al., 2011; Heutelbeck
etal., 2015; Al-Essawe et al., 2018). V nativnich vzorcich ejakulatu, jez jsou pfechovavany v chladnych
podminkach, s ¢asem rapidné roste procento odumielych spermii. Zpracovanim jednovrstevnou
koloidni centrifugaci je tento jev vyrazné potlacen (Johannisson et al., 2009) a doba pouzitelnosti

spermii pro nasledné oplozeni oocytu tak miize byt zna¢n¢ prodlouzena (Morrell et al., 2011).

Metoda jednovrstevné koloidni centrifugace je vyuZzivana také k selekci bycich spermii. Na rozdil od
spermii hiebctl, kde izolace touto technikou vedla ke zlepSeni jak celkové, tak progresivni pohyblivosti
(Johannisson et al., 2009), u byk tento jev pozorovan neni. Motilita spermii ziistava po zpracovani
nezménéna a s vyuzitim propidiumjodidu bylo zjisténo, ze selekénim procesem nedosSlo ve vzorku

k vyraznému zvySeni procenta zivotaschopnych spermii. Byl vSak pozorovan vyznamny pokles poctu
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spermii s poskozenou DNA v genomu a mitochondridlni membranovy potencial spermii se po selekci
pohyboval ve vysokych hodnotach (Goodla et al., 2014). Dle védct pravé vysoky mitochondrialni
membranovy potencial koreluje s kvalitou selektovanych spermii (Marchetti et al., 2002). VySe uvedené
poznatky byly zjiStény po selekci spermii ze spermatu pfechovavaného v chladnych podminkach.
Spermie tak byly izolovany s ¢asovou prodlevou. Ve studii (Nongbua et al., 2017), ktera méla za cil
posoudit dopad zpracovani Cerstvé odebraného vzorku na vlastnosti spermii po jejich rozmrazeni, byl
zjistén odlisny efekt. Vlivem selekéniho procesu spermie generuji veétSi mnozstvi superoxidového
radikalu, ktery je v umérnych koncentracich zodpovédny za iniciaci procest hyperaktivace a kapacitace
probihajicich ve spermii uvnitt samiciho reprodukéniho traktu (Lamirande a Gagnon, 1993). Pokud vSak
dochazi k jeho nadmérné produkci, zacne se pfeménovat na peroxid vodiku, ktery zptisobuje vdzna
poskozeni spermii. Tvorba peroxidu vodiku spermiemi je v disledku selekce jednovrstevnou
centrifugaci bud’ zcela potlacena, jako je tomu pii bezprostiedni selekci z Cerstvého vzorku (Nongbua
et al., 2017), nebo dochazi k jeho generovani ve sniZzeni mife, coz se déje v ptipad¢ prodlevy mezi
odebranim a zpracovanim spermatu (Goodla et al., 2014). Piestoze v druhém piipad¢ k urcité tvorbé
peroxidu vodiku dochazi, vliv na kvalitu spermii je minimalni. Abraham et al. (2016) ve své studii
popsali selekci bycich spermii také ze vzorku po rozmrazeni. Selekce probihala s vyuzitim tii variant
jednovrstevné koloidni centrifugace lisicich se v objemu pouzitého koloidu, jimz byl Androcoll™.
Dopad jednotlivych variant na spermie byl nasledné porovnan a zjistilo se, Ze snizenim mnozstvi koloidu
stoupa v izolovaném vzorku pocet kvalitnich spermii s vybornou pohyblivosti a integritou membrany
a zaroven nedochazi k poklesu fertilizacniho potencidlu (Abraham et al., 2016). Tyto poznatky jsou
velmi uzitecné pro zjednoduSeni postupli a snizeni financnich nékladt pro selekci bycich spermii

v laboratofich.

Koloidni centrifugace je efektivni metodou selekce spermii také u kozIld, jejichz sperma je Casto
zmrazovano a uchovavano pro ucely pozdé¢jsiho oplozeni. Pfed procesem kryokonzervace je vhodné
odstranit ze vzorku semennou plazmu. V disledku tohoto kroku zlstava kvalita izolovanych spermii,
predevsim jejich pohyblivost, zachovana (Kozdrowski et al., 2007). Odstranéni plazmy je docileno
pravé centrifugaénimi metodami, které jsou u kozli nejéastéji provadény s vyuzitim koloidu
specifického pro by¢i spermie (napt. BoviPure™). Selekce jednovrstevnou koloidni centrifugaci miize
byt provadéna pfed zmrazenim ¢i po rozmrazeni vzorku. Druhou z variant, tedy izolaci spermii
zrozmrazeného vzorku, je mozné odstraiiovat spermie, které byly poskozeny v prub&hu
kryokonzervace. Celkovy vytézek spermii je tak oproti selekci pfed zmrazenim nizsi, kvalita spermii

v izolovaném vzorku je vSak zvySena (Jiménez-Rabadan et al., 2012).

U kancti jsou jednovrstevna a gradientova koloidni centrifugace srovnateln¢ efektivni v izolaci spermii
s vynikajici pohyblivosti (Morrell et al., 2009). Pravé pohyblivost spermii je obdobné jako u hiebcti
a kozld vlivem centrifugace zachovana po delsi Casovy tsek, nez je tomu v nezpracovanych (nativnich)

vzorcich spermatu. PiestoZe se varianty mezi sebou pfili§ nelis$i v dopadu na kvalitativni vlastnosti
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spermii, metoda jednovrstevné koloidni centrifugace je upfednostiovana z diivodu snazsiho provedeni
a také moznosti zpracovat najednou vétsi objem ejakuldtu potfebného k uspésnému oplozeni samice
(Morrell et al., 2009). Béhem jednovrstevné koloidni centrifugace vSak dochézi k oddéleni spermii od
semenné plazmy, ktera obsahuje dilezité bilkovinné slozky. Na povrchu kanc¢ich spermii jsou navazany
spermadheziny PSP-I a PSP-II, které se podileji na zachovavdni mitochondridlni aktivity,
zivotaschopnosti spermii a také jejich pohyblivosti (Centurion et al., 2003). S vyuzitim primarnich
protilatek bylo zjisténo, ze vlivem centrifugace dochézi k odstrafiovani téchto dulezitych proteinti a tim
ke snizovani fertilizaéniho potencialu spermii. Re§enim tohoto problému je opétovna aplikace malého
objemu semenné plazmy do jiz zpracovaného vzorku kancich spermii. V dusledku toho se
spermadheziny znovu navazou a kvalita spermii pro oplozeni tak ziistava zachovana (Kruse et al., 2011).
Se zlepSujicimi se kvalitativnimi vlastnostmi a tedy fertilizacnim potencialem spermii selektovanych
pomoci koloidu vsak u kanct stoupa riziko vzniku polyspermie (Sjunnesson et al., 2013). Polyspermie
je oznaceni pro prunik vice nez jedné spermie do oocytu. Tento jev je Castou pricinou niz§iho poctu
ziskanych blastocyst, tedy zvySené ztraty embryi, a to piedevsim pii vyssi koncentraci spermii a jejich
delsi inkubaci s oocytem béhem IVF. Kvalita embryi vzniklych oplozenim oocytu spermiemi
selektovanymi jednovrstevnou koloidni centrifugaci je vSak i pres zvySené riziko polyspermie na dobré

urovni (Sjunnesson et al., 2013).

Za ucelem selekce spermii beranli je jednovrstevnd koloidni centrifugaci provadéna nejcastéji
s vyuzitim koloidu OviPure™ a gradientova koloidni centrifugace skrze PVP-koloid Percoll® (Bergstein
et al., 2016; Bergstein-Galan et al., 2018). Prestoze jsou ob¢ varianty centrifugacni metody efektivni
vizolaci kvalitnich spermii, bylo zjisténo, Ze skrze jednu vrstvu druhové specifického koloidu
Ovipure™ lze izolovat 1épe pohyblivé spermie (Bergstein et al., 2016), které nejevi znamky probihajici
apoptdzy a zaroven disponuji intaktnimi akrozomy (Bergstein-Galan et al., 2018). Téchto vysledkt bylo
obdobné jako pfi selekci by¢ich spermii (Abraham et al., 2016) dosazeno zejména pii pouziti mensiho
vyse zminény pokles finan¢nich nakladi spojenych se separaénim procesem (Bergstein-Galan et al.,

2018).

I pfes znacné vyhody maji metody zahrnujici v postupu krok centrifugace sva uskali. Stejné jako
v huménni praxi, také ve veterinarni indukuje odstiediva sila zvySenou miru oxidativniho stresu, ktery
je zodpovédny za nevratnd poSkozeni spermii. V poslednich letech byla proto snaha o nalezeni
SetrnéjSich metod, které by minimalizovaly negativni dopad separace na kvalitu gamet. Piikladem je
modifikovana swim-up metoda popsana u koni, pfi které spermie migruji do média skrze Androcoll-E,
tedy koloid specificky pro hiebce (Hidalgo et al., 2017). Ten je bézn€ vyuzivan také pii zpracovavani
ejakulatu beéhem koloidni centrifugace, jez byla popsana vyse. Studie vSak prokazala, Ze i pfes vyuZiti
odstiedivé sily je jednovrstevna koloidni centrifugace stale vyrazné ucinnéjsi v selekci 1épe pohyblivych

spermii s niz§i mirou fragmentace DNA (Hidalgo et al., 2017). Dalsi mozZnosti separace, ktera umoziuje
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centrifugacni krok z postupu vynechat, je zpracovani vzorku ejakulatu vybranych druhti hospodaiskych
zvitat v mikrofluidnich systémech. Ptiklady nekterych mikrocCipii konstruovanych pro veterinarni praxi

budou déle popsany.

3.2 Pokrocilé metody selekce

3.2.1 Mikrofluidni separace
Mikrofluidni systémy umoznuji obdobné jako v humanni praxi precizngjsi separaci spermii zejména pro
oplozeni oocytu technikou ICSI. Vnitini uspotadani ,,Cipti“ a principy, které jsou pro selekci vyuzivany,

se ve veterinarni praxi piili§ nelisi od téch, jez jsou konstruovany pro zpracovani lidského spermatu.

Mikrofluidni separaci koniskych spermii lze provadét napiiklad pomoci konvencéniho ,.Cipu* bézné
pouzivaném v lidské praxi, jehoz separatni membrana je specialné upravena pro pruchod spermii
hiebctl. V porovnani s jednovrstevnou koloidni centrifugaci 1ze pomoci tohoto mikrofluidniho systému
izolovat signifikantn€ vice Zivotaschopnych spermii s normalni morfologii a niz§i mirou fragmentace
DNA (Gonzalez-Castro and Carnevale, 2019). Védci také srovnali efekt obou selek¢nich metod na vyvoj
embrya po oplozeni technikou ICSI. Vyznamné rozdily béhem ryhovani vajicka a tvorby blastocysty

vSak nebyly nalezeny (Gonzalez-Castro and Carnevale, 2019).

Mikrofluidni zatizeni uréené k selekci bycich spermii bylo popsano skupinou védcu Li et al. (2016).
Principem selekce je v tomto systému chemotaxe a jako chemoatraktant slouzi hormon progesteron
uvolnovany kumularnimi buitkami oocytu. Bylo zjisténo, Ze se jedna o velmi Setrnou metodu, nebot’
velké procento izolovanych spermii disponuje akrozomy v neporuSeném stavu a se zachovanou
aktivitou mitochondrii. V diisledku toho stoupa pocet Gspesné oplozenych oocytl a také je vyrazné
zlepsovan embryonalni vyvoj (Li et al., 2016). Dalsim typem mikrofluidniho zatizeni, jeZ se vyuziva
u byki, je difuzorovy separacni ,,Cip* pracujici na bazi laminarniho proudéni. Timto zafizenim Ize
izolovat Zivotaschopné spermie s neporusenou integritou DNA, diky c¢emuz je nasledn¢ dosazeno
uspésné fertilizace i pii vyuziti pouze malého poctu selektovanych spermii béhem asistované reprodukce
(Nagata et al., 2018). Jedna se tak o velmi G¢innou metodu umoziiujici rozmnozovani jedinct nesoucich
vynikajici genetickou vybavu, u nichz je vSak pocet fertilnich spermii v ejakulatu omezeny a jejich
plodnost tedy snizena. Pomoci tohoto mikrocipu Ize izolované spermie rozdé¢lit dle typu jejich pohybu
do dvou skupin. Prvni tvoii spermie s progresivni motilitou a pravidelnym linearnim pohybem biciku.
Druhou skupinou jsou pomalejsi spermie s vychylkami v linearité¢ pohybu. Tento poznatek je velmi
uzitecny v asistované reprodukci, nebot’ indikuje, v jakém Casovém horizontu je proces oplozeni
nejefektivnéj$i. Prvni zminovana skupina spermii ma nejvyssi fertilizaéni potencial v rané fazi
estralniho cyklu (7 az 9 hodin po za¢atku), zatimco u druhé tato chvile nastava az t€$né pied ovulaci

samice, tedy mezi 19. a 27. hodinou po zacatku tije (Nagata et al., 2018).
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3.2.2 Nanopurifikace spermii v magnetickém poli

Dalsi metodou selekce spermii ve veterinarnim odvétvi asistované reprodukce je takzvana
nanopurifikace spermii v magnetickém poli s vyuZzitim nanocastic. Jedna se o modifikaci metody MACS
vyuzivané v huménni praxi (popsané v podkapitole 2.2.1). Na rozdil od paramagnetickych kulic¢ek
pouzivanych pfi metodé MACS, byly pro nanopurifikaci vyvinuty specialni nanocastice, které
v disledku svého zplostélého tvaru poskytuji vetsi plochu pro pfipadné navazani spermii béhem
separace (Odhiambo et al., 2014). U bykt lze pomoci téchto nanoc¢éstic konjugovanych s protilatkami
proti ubiquitinu ¢i snavazanymi lektiny efektivn¢ odstraniovat nezralé, poskozené ¢i predCasné
kapacitované spermie ze vzorku. Chaperonovy protein ubiquitin ma v reprodukci savci velky vyznam,
nebot’ zajistuje znaceni defektnich proteinli spermii pro naslednou degradaci v proteasomech. Kromé
ubiquitinovych znacek jsou na poskozenych spermiich ve vyssi mife exprimovany také sacharidy, jez
je mozné rozpoznavat a vazat pomoci specifickych lektinl. Nejcastéji jsou k detekci vyuzivany lektiny
z podzemnice olejné (PNA) a hrachu setého (PSA), které znaci vné&jsi akrozomalni membranu a jejich
navazanim na spermii je tak mozné rozpoznat nezadouci zmény ve struktuie akrozomu, a to nejen
defekty rizného typu, ale také jiz probéhlou akrozomalni reakci (Cross a Watson, 1994; Odhiambo et
al., 2011). Odhiambo et al. (2014) nanopurifika¢ni metodu ve svém vyzkumu posoudili z hlediska
kvality izolovanych bycich spermii a jejich vlivu na aspé$né oplozeni. Bylo zjiSténo, ze uspésnost
asistované reprodukce se li§i s ohledem na konkrétni postup metody. Zatimco pro ucely IVF je
nejvhodnéjsi moznosti selekce s vyuzitim anti-ubiquitinovych protilatek, v ptipad¢ inseminace in vivo

je nejlepsich vysledki dosaZeno separaci spermii pomoci nanocastic obalenych lektinem PNA.

U kancti byl popsan dvoufazovy postup nanopurifika¢ni metody (Durfey et al., 2019). V prvnim kroku
jsou pouzity nanocastice s navazanym annexinem-V a vlivem magnetického pole dojde nejprve
k redukci spermii vykazujicich zndmky apoptdzy. V druhém kroku se proces opakuje, ale misto
annexinu-V jsou nanocastice obaleny lektiny PNA ¢i PSA, jejichz navazani na akrozomalni membranu,
jak jiz bylo vyse uvedeno, signalizuje poskozeny akrozom. V duisledku tohoto procesu jsou izolovany
zivotaschopné fertilni spermie s vynikajici celkovou i1 progresivni motilitou, které davaji vzniknout

kvalitnim prase¢im embryim (Durfey et al., 2019).

3.2.3 Selekce spermii s vyuzitim pritokové cytometrie

Defektni spermie mohou byt rozpoznavany metodou prutokové cytometrie, ktera s vyuzitim
fluorescencné znacenych protilatek umoznuje ttidit spermie dle pfitomnosti specifickych antigend na
jejich povrchu. Metoda byla popsana napiiklad u prasat, kde takto selektované spermie mohou poté
slouzit pro oplozeni oocytl technikou ICSI. S vyuzitim primarnich a sekundarnich anti-ubiquitinovych
protilatek 1ze znacit extracelularné vazany ubiquitin na povrchu kancich spermii a podle intenzity
fluorescencniho signalu tak posuzovat miru poskozeni jednotlivych spermii (Petelak a Krylov, 2016).
Na obrazku 11 je znazornéna rozdilna intenzita fluorescence spermii, jeZ koreluje s mnozstvim molekul

ubiquitinu pfitomnych na jejich povrchu.
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Obrazek 11: Fluorescencni signdl spermii izolovanych s vyuzitim pritokové cytometrie (prevzato:
Peteldak a Krylov, 2016). Zelené jsou pomoci protilatky znaceny molekuly ubiquitinu na povrchu spermi,
modre chromatin v jadre. Na obrazku A je zobrazena spermie s velkym mnoZstvim vazanych molekul
ubiquitinu, na obrazku B se ubiquitin na spermii témer nevyskytuje.

Touto metodou Ize spermie selektovat nejen v zavislosti na pfitomnosti urcitétho markeru znaciciho
abnormalitu ve struktuie, jez by mohla mit vliv na fertiliza¢ni potencidl, ale také dle toho, zda nesou
chromozom X ¢i Y. Pomoci pratokové cytometrie je tak mozné spermie dle rozdili ve struktufe DNA
ttidit do dvou skupin, a to na chromozom X nesouci a chromozom Y nesouci (Johnson et al., 1987).
Spermie jsou nasledné vyuzity v asistované reprodukci s umyslem uc¢inné determinace pohlavi
hospodaiskych zvifat. Zna¢na nevyhoda procesu spocivd v omezeném poctu spermii, které lze
pratokovym cytometrem najednou izolovat. Tato skute¢nost Cini z metody neekonomickou variantu
sexovani spermii pro ucely konvenéni IUI, jelikoz insemina¢ni davky spermatu vétSiny druht
hospodaiskych zvirat nékolikanasobné prevysuji separacni kapacitu vyuzivanych cytometrd. Metoda je
tedy vhodna zejména pro izolaci spermii uréenych k naslednému oplozeni oocytu technikami IVF, ICSI
¢i hlubokou intrauterinni inseminaci, pii které dochazi k aplikaci snizeného poctu spermii do roht
déloznich (Seidel et al., 1997; Morris et al., 2000; Martinez et al., 2001). Krom¢& nizkého vytézku patii
k nedostatkiim metody také nepfiznivy vliv samotného separac¢niho procesu na kvalitu spermii. Zhor$eni
pohyblivosti vlivem selekce bylo s vyuzitim CASA popsano u bykt (Carvalho et al., 2010) i koni (Mari
et al., 2010; Balao da Silva et al., 2016). U hiebct také dochazi v disledku nardistu oxidativniho stresu
béhem selekce k naruseni integrity DNA spermii a zvySeni poctu spermii s nizkym mitochondridlni
membranovym potencidlem (Balao da Silva et al., 2016). U prasat motilni parametry zhorSeny nejsou,
separacnim procesem vSak dochézi ke sniZeni schopnosti penetrovat oocyty béhem IVF (del Olmo et
al., 2013). Naopak u bykt neni fertilizacni potencial naruSen a pozorovany nebyly ani odchylky ve
vyvoji embryi po provedeni IVF (Carvalho et al., 2010). Z téchto poznatkll vyplyva, ze metoda
pritokové cytometrie nenese potencial pro Sirsi vyuZiti v odvétvi sexovani spermii a v soucasnosti je

tak pozorovana vzristajici tendence o vyvoj rychlejsich, levnéjsich a piedevsim SetrnéjSich postupd.
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4 Zavér

Bakalarskd prace méla za cil popsat nejcastéji uplatinované selekéni metody a s vyuzitim relevantni
literatury diskutovat jejich odlisny vliv na kvalitu izolovanych spermii. Vhodnd metoda je volena
s ohledem na pocatecni parametry spermii a techniku nasledné fertilizace. Ze standardnich postupii jsou
v huménni i veterindrni praxi nejrozsifenéj$i metody centrifugacni. Zatimco v humannim odvétvi tyto
metody Casto slouzi k pfedzpracovavani vzorku ejakulatu pro naslednou selekci nekterou
z pokrocilejsich technik, ve veterinarnim se pro svou efektivitu, prakticnost a finan¢ni nenaro¢nost
vyuzivaji samostatné a spermie jsou jimi izolovany nejcCastéji. Divodem Sirokého uplatnéni
centrifugacnich postupti ve veterinarni praxi je také skutecnost, ze u hospodaiskych zvifat k oplozeni
dochazi nejcastéji in vivo pomoci inseminace spermiemi. Insemina¢ni davky zvirat ¢asto mnohonasobné
prevysuji ty lidské a Sir§i vyuziti pokrocilejSich metod by tak bylo ¢asové i finanéné nevyhodné.

Pokrocilejsi postupy jsou proto doménou spise humanni praxe.

Vyvoj novych a zdokonalovani stavajicich postupt selekce spermii za ucelem zefektiviiovani asistované
reprodukce lidi i hospodatskych zvitat je velmi aktudlnim tématem. V huménni praxi je udrzovana
snaha o alespon ¢aste¢né zachovani pfirozené kompetice mezi spermiemi. Z tohoto divodu jsou IUI
a IVF techniky zpravidla prvnimi moznostmi pfi snaze o koncepci u vétSiny pacientil reprodukénich
klinik. Technika ICSI je pro oplozeni volena po opakovaném selhani fertilizace gamet béhem IUI a IVF,
¢i ve specifickych piipadech, napiiklad pii t€Zzkych poruchach muzské plodnosti, kdy je Sance na
uspésné oplozeni nékterou ze standardngjSich technik velmi nizka. Vybér spermie kompetentni k vyuziti
pii technice ICSI musi byt z divodu naprosté absence selekénich bariér velice precizni. Duraz je kladen
predev§im na neporusenou genetickou informaci a vnitini uspotfaddani spermie bez patologickych
struktur a abnormalnich déji. Velky potencial v tomto sméru nesou mikrofluidni systémy, pomoci nichz
je mozné velice uc¢inn¢ simulovat piirozené procesy odehravajici se v sami¢im reprodukénim traktu po

praniku spermii a izolovat tak bunky, jez by pravdépodobné prosly i selekénimi mechanismy in vivo.

Vyznamnym odvétvim veterinarni praxe je takzvané sexovani spermii. Piestoze selekce pritokovou
cytometrii predstavuje dosud jedinou efektivni moznost sexovani spermii hospodatskych zvitat, vysoké
finan¢ni néklady a snizend kvalita spermii jsou hlavnimi pfi¢inami jejtho omezeného pouziti
v asistované reprodukci. V praxi humanni se selekce spermii dle chromozomu vyuziva jen ve
specifickych pripadech, nebot je znacné zatizena etickymi dilematy. Dochazi totiz k cilenému naruseni
ptirozeného poméru X : Y chromozomu, jenz je v nativnim neselektovaném ejakulatu zhruba 1 : 1.
Metoda ma proto uplatnéni piedevSim u part, u nichz je vysoké riziko dédi¢nosti té¢zkych, geneticky
podminénych onemocnéni vazanych na pohlavi potomka. Rozvoj novych technik sexovani spermii
vedoucich k ucinng&jsi predeterminaci pohlavi potomstva by v budoucnu mohly prispét také ke snaze

o zachranu ohroZenych druhii zvirat.
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