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Zastosowania technik przygotowania nasienia

< Przygotowywanie plemnikow do terapeutycznej

INnseminacjl .

Inseminacja do szyjkowa

Inseminacja domaciczna
“0cena ejakulacji wstecznej
< Inseminacja komorek jajowych in vitro - IVF
“*Mikro chirurgiczne wspomagane zaptodnienia

ICSI/IMSI

“*Traktowanie p
przeciwciatami:
przeciwplemni

emnikoéw pokrytych
Proby zmniejszania przeciwciat
Kowych (ASA) zwigzanych z

powierzchnig plemnikow - proby uzyskania

plemnikow wo

nych od przeciwciat



Kryteria wyboru roznych metod
selekcji plemnikow

< Liczba plemnikow ruchliwych

“Stosunek miedzy ruchliwymi a nie
ruchliwymi plemnikami

<+ Objetosc¢ ejakulatu

<+Obecnosc przeciwciat, leukocytow lub

innych komodrek w nasieniu oraz
aglutynaciji plemnikow



Mozliwe miejsca pobrania wydtuzonych
spermatyd lub plemnikow

Masturbation

Coitus interruptus
Nontoxic condom
Nocturnal emission
Urine following
retrograde ejaculation

\

T~

Vibroejaculation

Electroejaculation
emission

Spermatocele aspiration

Percutaneous epididymal
Prostatic cyst or aspiration
Seminal vesicle aspiration

far ejaculatory duct obstruction

Needle aspiration biopsy of testis

Open surgery
Epididymal tubule aspiration

Vas aspiration

Testicular biopsy




Metody selekcji plemnikow (1)

% Proste ptukanie

< Techniki migracyjne
Swim - Up z nasienia
Swim - Up z osadu ptukanego nasienia
Swim - Up z zawiesiny spreparowanych plemnikow
Swim - Down
Sperm select — Select Medical Systems USA (hialuronan)
Migracja - Sedymentacja

< Techniki selektywnego ptukania nasienia
Stopniowy gradient gestosci
Percoll

koloidalna zawiesina czgsteczek krzemionki pokrytych
silanem



Metody selekcji plemnikow (2)

<+ Techniki przylegania plemnikow

Filtracja przez kolumne wypetniong watq szklang

Filtracja przez kolumne wypetniong szklanymi
kulkami

Filtracja przez zele - SpermPrep



Wybor metody

Wybdr metody obréwki nasienia podyktowany jest charakterem
probki nasienia. Na przyktad, Swim-Up jest technikga do wyboru
czesto, gdy probki nasienia sgq uwazane za normalne

W przypadku ostrej oligozoospermi lub Teratozoospermi,
asthenozoospermi, gradienty gestosci sg zazwyczaf korzystne
ze wzaledu na W|kazq liczbe catkowicie ruchliwe plemniki
odzyskane

Gradienty gestosci mogg b};c zmieniane w celu optymalizacji
procedury dla specyficznych wtasciwosci poszczegdlnych
probek: catkowita wielkos¢ gradientu moze by¢ zmniejszona co
ogranicza odl%g’rosu migracji plemniki i maksymalizuje
catkowitego odzysku ruchliwych plemnikéw lub czas wirowania
moze byc¢ zwiekszony dla probek o wysokiej lepkosci.

Kazde laboratorium powinno ustali¢ site odsrodkowa i czas
wirowania niezbednego do uzyskania wtasciwego osadu
plemnikow.

Gdy liczba plemnikéw jest bardzo niska, moze byc¢ konieczne
modyfikowanie lub sity odsrodkowej lub czas odwirowania, w
celu zwiekszania szanse na odzyskanie maksymalng I|csz
plemnikow.

Modyfikacje zalecanych czasow i sit odsrodkowych nalezy
testowac rygorystycznie przed klinicznym ich zastosowanie .



Metody przygotowania nasienia do ART
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Plemniki, mogg by¢ oddzielone od plazmy nasienia

Plazma nasienia pomaga plemnikom wnikac przez sSluz szyjkowy,
jednak niektore z jego sktadnikéw (np. prostaglandyny, cynk)
ujemnie wptywajg na osiggniecie cigzy, gdy naturalne bariery sq
pomijane przy pomocy ART., takie jak inseminacja domaciczna
(IUI) lub in-vitro (IVF).

Oddzielenie plemnikow od plazmy nasienia uzyskujgc zawiesine
zawierajqcg wysokg liczbe morfologicznie normalnych i ruchliwych
plemnikow , wolne od zanieczyszczen, mikroorganizmow |
martwych plemnikdw, jest istotne dla praktyki klinicznej.

Rozcienczenie nasienia z pozywkami i odwirowywanie jest nadal
uzywany do przygotowania probek normozoospermicznych do IUI.

Jednak wirowanie probki nasienia na gradiencie gestosci na ogot
wptywa korzystnie na probki z jednym lub wiecej nieprawidtowosci
w parametrach nasienia

Kolumny waty szklanej sq tak skuteczne, jak gradienty gestosci do
separacji plemnikow z nasienia w wykazujace suboptymalne cechy



Skutecznos¢ metody oddzielenia plemnikow od
plazmy nasienia i od czynnikow zakaznych

Skutecznos¢ techniki selekcji plemnikéw jest zwykle wyrazana jako
bezwzgl?dny

numer plemnikow, catkowita liczba ruchliwych plemnikow lub liczba
odzyskiwania

morfologicznie normalnych ruchliwych plemnikow.

Swim-up na ogot daje nizszy odzyskiwania ruchliwych plemnikéw (<20%)
niz wirowanie w gradiencie gestosci (> 20%)

Swim- UF | odwirowanie w gradiencie gestosci rowniez dajg rozne poziomy
pozostatosci réznych substancji w zawiesinie przygotowanych plemnikow.

Przy uzyciu metody do okreslenia poziomu cynku z prostaty jako marker
rozpuszczalny w nasieniu wykazano , zalezny od czasu dyfuzji cynk od
nasienia do wyzszej warstwy pozywkl w swim-up . Ostateczne stezenie
cynku w swim- up byto wigksze niz po przygotowaniu w gradiencie
gestosci.

Probki nasienia moze zawierac szkodliwe czynniki zakazne , co personel
przygotowujace go powinien obstugiwac nasienie jako biohazard z
wyjatkowq ostroznoscia.

Techniki przerdbki nasienia nie mogg osigga¢ 100% skutecznosci usuwania
czynnikoéw zakaznych od nasienia .

Wytyczne dotyczace bezpieczenstwa, jak przedstawiono w zaleceniach
WHO 2010 powinni byc¢ scisle przestrzegane.

Dobra praktyka Iaboratorgjna jest podstawg bezpieczenstwa
laboratoryjnego (WHQO, 2010).



Proste ptukanie

“Ta prosta procedura ptukania ejakulatu
zapewnia najwyzszg wydajnos¢ w postaci
liczby ruchliwych uzyskanych plemnikow

robki

% Procedura ta jest odpowiednia jesli V
L * A




Resuspend the
semen with

Centrifuged
for 10min at
400 g

(T

Centrifuged for
10 min at 400 g

WM to a total
volume of 10mL

Resuspend the
pellet with WM

to a total volume
of 0.5-0.7mL and
specimen is ready
for 1UI

SM=same as initial ?

Figure 6.2 Sperm preparation using the
standard sperm wash (SSW) procedure.
SM, sperm motility (96); WM, wash media.




J

&

J

.0

.0

0

BezposSredni swim-up

Plemniki mozna wybra¢ na podstawie ich zdolnosci do ptywania od
0soczu nasiennego do podtoza hodowlanego . Jest to znane jako
techniki "swim-up"

Nasienie lepiej nie powinno by¢ rozcienczone przed odwirowaniem do
swim-up, poniewaz moze to spowodowac w uszkodzenia btony i
plemnikow przez dziatanie nadtlenkow.

Tak wiec, bezposredni swim-up plemnikéw z nasienia jest preferowang
metodg oddzielania plazmy od ruchliwych plemnikoéw.

Technika bezposredniego swim-up moze by¢ wykonana albo przez
nawarstwianie pozywki uptynnione nasienie lub przez umieszczenia
nasienie uptynnianego pod pozywka.

Ruchliwe plemniki nastepnie przeptyng do pozywki hodowlanej.
Procedura ta daje nizszg wydajnos¢ niz ptukanie plemnikow, ale
uzyskanie plemnikéw przez ich wtasng ruchliwosc¢ jest uzyteczny w
przypadku, kiedy

procent ruchliwych plemnikéw w nasieniu jest niski, na przyktad do
IVF i ICSI.
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Figure 6.3 Sperm preparation using the swim-up (SWU) procedure. SM, sperm motility (96); WM, wash media.



TABLE !

Resuits of artificial insemination with fresh
sperm and with sperm after swim-up and
washing, in two groups of human subjects.

Sperm After
Nontreated Swim-up
Semen and Wash Total

Number of cases i) 27 49
Number of cycles

of AIH 112 36 175
Congception 3* 7t 10
Conception

rate 13.6% 25.9% 20.4%

*1 conception for 37.3 treatment cycles
1 conception for 9.0 treatment cycles



Wolne rodniki przed i po swim-up

ROS(mV/s/billion spz)

25 1
B rAw
50 - L4-FILTERED
i (] swim-uP
15
) Te ko
535 ’ /

ALL SUBJECTS PATIENTS DONORS

FIGURE 1 Levels of reactive oxygen species (ROS) in unprocessed, 1 4-filtered, and Swim-up semen
specimens from patients with suspected subfertility and from donors with normal fertility. Each bar
shows the mean of actual ROS values; spz, spermatozoa; *p < .02 and °p < .01 vs. value for unpro-
cessed specimens.
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Let the motile sperm
swi‘ndonnintoi's%
HSAM for 10—-30min
Resuspend 1.0 mL of
semen with 1.0mL
of WM and gently
layer on top of Debris and dead sperm
HSM_) SM is about 15%
_—
Place 1.5mL of —
7.5% HSAM S % SMls:»95%a
* &

Resuspend the pellat
with WM to a total
volume of 0.5-0.7mL,
and the specimen is
ready for 1UI

<

RA. Pyrzak 2009

Figure 6.5 Sperm preparation using swim-down procedure, with or without centrifugation. HSA, human serum albumin; SM, sperm
motility (96); WM, wash media.




TABLE | Comparison Between the Swim-up and Swim-down Methods to Select Motile Spermatozoa

M

Sperm Motility
Method © Medium Grades Il + Il Sperm Recovery (%)
—_——-———————-——-_-—-—-ﬂ
Swim-up T 1495 262 %88
Swim-down Serum 84.8 £ 3.4° 53886

———-——-——-—d
Note, Date represent means % SEM of 59 samples. Sperm motilty grades I1I+11 were defined as forws
progression.

% < .05 with fespect to values obtained using the swim-down method and pure serum as culture medium,
by < 07 with fespect to values obtained using the swim-up technique.

w



TABLE2 HOS Test, Sperm Motility, and Sperm Recovery Percentage in Fresh Semen and After
Swim-down Selection

“

HOS Sperm Motility
Treatment Medium Score (%) Grades II + Ill Sperm Recovery (%)
None Semen 60.0 £ 6.0 59.1 £6.2 | 100
Swim-down  Serum 7.5 5.1 84.3 £ 34° 465 + 8.8
Swim-down FF 87.9 £ 3.1° 814 % 3.8° 2. ¢ 0.8
Swimdown  Semen %04 £ 3.6 216 £ 2.4° 370 £ 9.7

“ ]

| Note, Data represent means £ SEM of 12 samples. Sperm motility grades 11411l were defined as forw:
~ progression,

“ < 0l
"p < 001 with respect to values in intact semen (paired 1 test).
p < .05 with respect to values obtained sclecting spermatozoa with serum medium,




Stopniowy gradient gestosci

< Stopniowy gradient gestosci moze zapewnic najlepszy
wybor dobrej jakosci plemnikow, daje on dobrg
odseparowania plemnikow od innych typow komorek i
resztek.

< katwiej jest standaryzowac te metode niz swim-up , a tym
samym wyniki sq bardziej powtarzalne.

% Technika ta jest stosowana w celu odzyskania i
przygotowanie plemnikow do wykorzystania w IVF i ICSI.

< Metoda ta wykorzystuje wirowanie plazmy nasienia nad
gradientami gestosci skfadajacych sie z koloidalnej
krzemionki pokrytej silanem, ktéra oddziela komorki na
podstawie ich gestosci i wielkosci.

<+ Ponadto, ruchliwe plemniki potrafig ptywac aktywnie przez
materiat do tworzenia gradientu do miekkiego osadu na
dnie probowki.
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Stopnowy gradient gestosci

Prosty dwuetapowy skokowy gradient gestosci jest najczesciej
stosowany, zazwyczaj w 40% (v / v), gestosci gorna warstwa i
80% (v / v) gestos¢ dolnej warstwy.

Przygotowanie plemnikow przy wirowaniu w gradiencie gestosci
pozwala zazwyczaj na uzyskanie bardzo ruchliwg frakcje
plemnikdw, wolnych od zanieczyszczen, kontaminujgcych
leukocytow, komorek spermatogenezy i degenerujacych
komorek rozrodczych.

Liczba produktéw handlowych dostepnych do wytwarzania
gradienty gestosci jest znaczna i nadajq sie do obrdbki nasienia.
Produkty te sq stosowane zgodnie z zaleceniami producenta.
Wszelkie odstepstwa od zalecen proceduralnych powinny by¢
oparte na uprzednio przeprowadzonych testach.

Wiekszos¢ mediow, gradient gestosci zawierajq sktadniki o
wzglednie wysokiej masy czasteczkowej ktore majq naturalnie
niskg osmolalnos¢, a wiec zazwyczaj wytwarzajg srodowisku
izoosmotyczny podobne do tego panujgce w zenskim ukfadzie
rozrodczym.
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Semen
45% DGM——>

20% DGM ——>

S

Add WM to
total volume
of 4mL

Gently remove
the top fraction

Dead sperm
Cells & debris

MS=85% —=

@

Centrifuged for
10min at 300 g

Resuspend the pellet with
WM fo a total volume of
0.5—0.7 mL, specimen is
ready for U1

pd—Fo <l |

Centrifuged for Gently remove
20min at 500 g the top fraction

©
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R. Pyrzak 2009

Figure 6.8 Sperm preparation using
density gradient centrifugation (DGC)
procedure. DGM, density gradient media;
SM, sperm motility (36); WM, wash media.




Before centrifugation After centrifugation

Fig 5.4 Appearance of gradient tubes with overlaid semen
prior to and after centrifugation. CSDG, colloidal silica density
gradient.
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Odsetek odzysku, ruchliwosc i morfologia
(nasienie o0 normalnych parametrach)

Modizn (range) of samplos prepared by indicated mathod

Variable Raw Percoll Isolate [xaprep
Recovery rate (%) - 6.7* 10.6* 15.7*
(2.7-17.6) (5.2-212) (8-33.4)
Matile recovery rate (%) - 1087 6.5 16.9
(4-24.7) (8.8-41) (10.3-43)
Progressive motility (grades A and B) (%) 57 87t 864 041
(40-73) (73-95) (69-95) (30-85)
Normal morphology (World Health Organization criteria) (%) 36 49 49 38t
(30-48) (38-60) (40-62) (30-53)
Normal morphology (strict criteria) (%) 14 18 214 14}
(10-23) (12-34) (13-32) (8-27)

*I'<U5 {Isolatc vorsus iaaprop vorsus 1'crcoll within the samc row).

1 P<.05 (Isolate and Ixaprep versus Percoll within (he same row),
} P<.05 (Isolate and Percoll versus Ixaprep within the same row).

Makkar. Sperm separation media. Fertil Steril 1999.



Odsetek odzysku, ruchliwosc¢ i morfologia
(nasienie o nienormalnych parametrach)

Median (range) of samples propared by indicated method

Variable Raw Percoll [solate Ixaprep
Recovery rate (%) — ch 5.6* 9.5¢
(0.7-8.6) (1.2-12.5) (2.8-20.6)
Matile recovery rate (%) — 5.5% 1027 .57
(1.2-15.9) (2.1-20.3) (3.2-22.6)
Progressive motility (grades A and B) (%) 36 693 673 431
(24-67) (44-91) (30-39) (13-74)
Normal morphology (World Health Organization criteria) (%) 22 32¢ 301 23t
(4-32) (9-48) (11-52) (6-41)
Normal morphology (strict criteria) (%) 7 13% 124 ()
(0-13) (3-21) (3-23) (1-14)

* I'<U5 (Isolatc vorsus lxapicp versus 1'crcoll within the same row).
 P<.05 (Isolate and Ixaprep versus Percoll within the same row).
t P<.05 (Isolate and Percoll versus Ixaprep within the same row).

Makkar. Sperm separation media. Fertil Steril 1999.



Odsetek odzysku i ruchliwych
plemnikow po odwirowaniu

Percent of Sperm Recovered (-)
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Gradient/Swim-up Method

Discontinuous
Density Gradient| |——

Seminal
Plasma

47% Separation
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J e - %..,“a" Overlay 2 ml medium
1 mi semen/peliet
37°C
45-80 min
2-3 mi medium or equal volume and
1 ml semen (or all sampie for oligozoospermia) Swim-up
Allow to settle and transfer supernatant
g to new tube
8 Centrifuge 300 -1800g \
) 10 min )
Przygotowanie
m ] _
supematant
nasienia do .
} Direct use for ICSI l Mix 2-3 mi
of medium
Centrifuge
300-1800g E
10 min
- 1.0 ml resuspend pellet/semen U i
1.0 ml 40% density gradient solution %
1.0 mi 80% density gradient solution
Centrifuge 200-400g
10-15 min
Discard upper layers, resuspend pellet
Centrifuge 300-1800g/5 min ‘ |
Repeat wash (for IVF) —
Resuspend pelletin 0.3-1ml Discard supernatant
Assess motile sperm concentration and
inseminate oocytes or place in droplets wm
for ICSI Assess motie sperm
concentration and
l l place in droplets
for ICSI

Fig 5.3 Methods of sperm preparation for ART. CSDG, colloidal silica density gradient; ICSI, introcytoplasmic sperm injection; IVF, in
vitro fertilization.




Metoda sedymentacji i migracji plemnikow
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Filtracja na kolumnie zawierajqca
szklane kulki

Ejakulat
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Zavos Diagnostic Laboratories, Inc.

SpermPrep ™

»SpermPrep ™ |- Oligospermiczne i
odmrozone prébki: SpermPrep ™ |
jednorazowe kolumny filtracyjne znaczaco
poprawija odzyskania ruchliwych plemnikéw w
poréwnaniu do tradycyjnej techniki swim-up .
Stosuje sie do przygotowania nasienie do Ul
u kobiet , ktore zostaty poddane stymulac;ji
hormonalne; .

“»SpermPrep ™ Il - Normozoospermiczne ,
asthenozoospermiczne i teratozoospermiczne
probki : jest przeznaczony do stosowania z
nasieniem o normalnych parametrach oraz do
tych probek wykazujgcych normalng liczbe
plemnikéw , ale z nieprawidtowymi
parametrami ruchu. Ten system skutecznie w
szybki sposob usuwa martwe komorki, inne
plemniki z fragmentowanym DNA jak i
plemniki optaszczone przeciwciatami.



Table 2 Results of Manipulation of
Oligoasthenozoospermic Semen

“Motility (%) Yield of

Treatment motile

(n = 21) Original Treated Sperm
ﬂ SpermPrep 31.5 * 4.1 55.2 + 4.8 42.7 + 46
Percoll 37.2 * 3.4 56.7 + 4.2 22.1 = 3.1+
~ Swim-up 28.7 + 3.7 61.1 + 5.1 13.8 + 3.5+




Przygotowanie zakazonych probek nasienia z HIV

Jesli HIV jest obecny w nasieniu , RNA wirusa i DNA wirusowy moga sie
znalez¢ wolne w plazmie nasienia i w komodrkach nie bedacych plemnikami.

Poniewaz receptory na HIV (CD4, CCR5, CXCR4) sg wyrazane tylko przez
komorki nie bedgcymi plemnikami plemnikéw komodrek system taczacy
wirowanie materiatu na gradiencie gestoscig nastepnie przeprowadzenie
swim-up zostat zaproponowany.

System ten umozliwia w sposdb skuteczny zapobieganie infekcji u
niezainfekowanych partnerek

Procedura ta zostata opracowana w celu oddzielenia zainfekowanych
komorek nie plemnikowych zakazonych wirusem (bedacych w
supernatancie gradientu gestosci) od wolnych od wirusa HIV ruchliwych
plemnikow w swim-up (z osadu gradientu gestosci)

Przygotowane prébki powinny by¢ badane przez reakcje odwrotnej
transkrypcji tancucha polimerazy (RT-PCR) przed uzyciem, a tylko prébki
wolne od HIV mogg by¢ wykorzystywane do ART.

Wyniki tej procedury sq zachecajgce, ale nie ma jeszcze wystarczajgcych
dowodow eliminacji

ryzyka zakazenia HIV, przez przygotowanie plemnikéw.

Uwaga: Technika ta powinna byc tylko w wykonana w izolowanych
pracowniach w urzadzeniach zapewniajacych bezpieczng prace z
materiatem zakaznym (biohazard) aby zminimalizowac¢ ryzyko
kontaminacji probki wolna od HIV.
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Przygotowanie plemniki od jgader i najadrza

Plemniki odzyskane z tkanki jadra i najagdrza wymagajq specjalnego
przygotowania.

Typowe wskazanie do aspiracji najadrza jest azoospermia obstrukcyjna
raczej niz dysfunkcja jader. W konsekwencji, stosunkowo duza liczba
plemnikow mogq byc¢ zbierane w celach terapeutycznych.

Aspiraty najgdrza mogq czesto zosta¢ uzyskane przy minimalnym
zanieczyszczeniu krwinkami czerwonymi i komdrkami nie bedgcymi
plemnikami , co izolacja i selekcja ruchliwych plemnikow najadrza jest
stosunkowo prostg procedura.

Jezeli otrzymujemy duzg liczbe plemnikéw z najgdrza, wirowanie w
gradiencie gestosci jest skuteczng metoda przygotowania ich do
pOzniejszego uzycia .

Jesli liczba plemnikow jest niska, proste ptukanie moze by¢ wykonywane .
Plemniki z jader mogq byc pobierane przez otwartg biopsje lub przezskornej
biopsji iglowej. Probki z jader sg niezmiennie zanieczyszczone z komorkami
nie bedacymi plemnikami i licznymi czerwonymi krwinkami, wiec dodatkowe
etapy sq potrzebne do przygotowania czystej zawiesiny plemnikow.

W celu uwolnienia wydiuzonych spermatyd z kretych kanalikow nasiennych
metody enzymatyczne lub mechaniczne sq potrzebne.

Plemniki sg przygotowane w ten sposob jedynie do ICSI, poniewaz liczba
plemnikéw uzyskanych jest niska, a ich ruchliwosc jest staba



Metody izolacji plemnikow

% Metoda enzymatyczna

Inkubowac tkanka jadra kolagenaza (np. 0,8 mg
Clostridium histolyticum, typu 1A na ml pozywki)
przez 1,5 - 2 godzin w temperaturze 37°C,
mieszajqc zawiesiny co 30 minut przy pomocy
worteksu.

Odwirowac przy 100g przez 10 minut, a zbadac¢
osad

2 Metoda mechaniczna

Macerowac tkanki jader w pozywce stosujac
szkietka nakrywkowe lub igiet do jednorazowych
strzykawek insulinowych do momentu uzyskania
drobng zawiesine zdysocjowanej tkanki.






Table6.1. Principal sperm preparation procedures compared

Procedure Standard sperm
wash (SSW)

Number of centrifugations 2-3

Speed of centrifugation (g) 300-500

Spin time (min) 10

Processing time® 60-90

Total motile sperm (TMS) recovery (%)  90-95

Cost¢ Low

Swim-up
(SWU)
ot
300-400
10-15
70-150
10-25

Low

Density gradient
centrifugation (DGC)

2
300-650
10-20
70-90
30-45
High

9 Centrifugation is required only in cases when the specimen for Ul needs to be ready in a short time.
® Processing time does not include sperm collection and liquefaction time.

¢ Includes only materials and disposables.
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Figure 6.1 Flow chart for selecting the sperm preparation method depending on the total motile sperm (TMS) in the initial semen
specimen.
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