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Uvop

1 Uvod

Prakticka cviCeni z andrologie jsou zaméfena na realny obraz v klinické praxi a

zaroven nabizeji vhled do specializovanych oblasti andrologické diagnostiky.

V ramci cviCeni se studenti naucCi zpracovani ejakulatu, stanoveni a vyhodnoceni
spermiogramu. Dale budou seznameni s nékterymi specialnimi metodami stanoveni
kvality spermii (DNA fragmentace, stanoveni apoptézy, test na pfitomnost protilatek
proti spermiim a dalsi).

Po absolvovani pfedmétu budou studenti schopni zhodnotit morfologickou a funkeni
kvalitu spermii dle WHO kritérii, provadét bézné diagnostické testy a zpracovat

ejakulat pro pouziti in vitro.



2 Zakladni analyza ejakulatu

Ukol: Provedte zakladni posouzeni kvality ejakulatu, zhodnotte objem,
zabarveni, viskozitu, zméfte pH vzorku, posudte pfitomnost kulatych bunék,
epitelialnich bunék a buné&nych ulomkul, posudte pfitomnost
agregace/aglutinace spermii

Pomucky: rukavice, podlozni skla se zabrusem/bez zabrusu, kryci skla, Spicky na
pipety, pocitacka, kalkulacka, barvici sada DipQuick, pH Stitky

Pristroje: pipety, mikroskop, digestof

Postup:

e Zkapalnéni hodnotime prohlédnutim vzorku v nadobce za souasného jemného
promichani krouzivym pohybem ruky. Zkapalnény ejakulat je homogenni a v nadobce
se preléva soumérné. Vzorek by mél zkapalnit do 60 minut po odbéru, muze
obsahovat zelatinové inkluze, které nemaji klinicky vyznam nebo mukodzni viakna
zpUsobujici agregace, jejichz pfitomnost by méla byt sledovana

o Viskozita se hodnoti pomoci Pasteurovy pipety. Nasajeme vzorek do Pasteurovy
pipety a pomalu jej vypoustime zpét do nadobky. Vzorek by mél plynule odkapavat.
Viskozita se oznaéi jako abnormalni, pokud se pfi odkapavani tvofi vlakno delsi nez
2 cm.

e Pomoci Pasteurovy pipety nebo pipety Eppendorf se nanese kapka ejakulatu na
indikatorovy papirek pro hodnoceni pH a zhodnotime vysledek podle barevné
stupnice na Stitku. Jako abnormalni pH se oznacuje pH < 7.2.

e Priprava nativniho preparatu: Jemnym promichanim kelimku krouzivymi pohyby
ruky se provede homogenizace vzorku. Pomoci pipety Eppendorf se nanese 10 ul
ejakulatu na mikroskopické podlozni sklo a pfekryje se krycim sklem o velikosti

22 x 22mm. Dba se na to, aby nedoSlo k vytvofeni bublin. Pokud se tak stane,
zhotovi se novy preparat. Protoze ejakulat je velmi variabilni, zhotovime nativni
preparaty vzdy 2 (na jednom podloznim skle). Na preparatu se nasledné hodnoti
shlukovani spermii, pfitomnost ostatnich bunécnych elementd a pohyblivost spermii
podle postupu nize.

e Shlukovani spermii pozorujeme na nativnim preparatu pod zvétSenim 200x. Pokud
je v ejakulatu pozorovano shlukovani spermii, zaznamena se, zda se jedna o
agregaci nebo o aglutinaci. Jako agregace spermii se oznaci stav, kdy jsou
v ejakulatu pozorovany shluky nemotilnich spermii nebo adherence motilnich
spermii na mukozni vlakna, ostatni buriky ¢i bunééné ulomky. Jako aglutinace
spermii se oznaci stav, kdy jsou v ejakulatu pozorovany shluky motilnich spermii.

e Prfitomnost ostatnich bunéénych elementl se pozoruje na nativnim preparatu pod
zvétSenim 400x nebo 200x. Z nativniho preparatu se odecte pfitomnost kulatych
bunék, erytrocytl, epitélii a bunéénych ulomkul. Ve vyjimecnych pFipadech mohou



byt pozorovany bakterie nebo protozoa, jejich pFitomnost se zaznamena
v poznamce v protokolu a rovnéz se uvede ve vysledkove listiné.

e V pfipadé vyskytu kulatych bunék se stanovuje jejich koncentrace.

Pokud je v zorném poli pfi zvétSeni 400 x pfitomno 4 a méné kulatych bunék, uvadi se
vysledna koncentrace jako < 1 x 108 kulatych bunék/ml.

Pokud je pfi zvétSeni 400x nalezeno vice nez 4 kulatych bunék na zorné pole, stanovuje
se pfesna koncentrace kulatych bunék pomoci Neubauerovy komurky (dnes
neprovadime).

Zapis:
Datum:
Zkapalnéni: normalni / abnormalni
Viskozita: normalni / abnormalni
pH:
Agregace: ano/ ne
Aglutinace: ano/ ne
Ostatni bunécné elementy:

Koncentrace kulatych bunék: <1 x 106 / >1 x 106

Poznamky:

Otazky:
Jaké bunky zahrnujeme do kategorie kulatych bunék? Lze je od sebe rozeznat

v nativnim preparatu?

Jaky je rozdil mezi zkapalnénim a viskozitou?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):



3 Hodnoceni koncentrace spermii

Ukol: Provedte hodnoceni koncentrace spermii pomoci Neubauerovy komurky
Pomuicky:

Rukavice, pfifezy, Spi¢ky na viskdzni vzorky

Pristroje:

Neubauerova komrka, pipeta na viskézni vzorky, vortex, mikroskop, pocitacka

Postup:

e Po ddkladném promichani ejakulatu odeberte 10 pl vzorku a pfipravte nativni
preparat Zhodnotte pocCet spermii na zorné pole pfi zvétSeni 20x nebo 40x a podle
tabulky €. 1, se zvoli vhodné fedéni ejakulatu. Ejakulat v mikrozkumavce nafedte
fedidlem pro vypocet koncentrace a koncentrace spermii se z takto pfipraveného
preparatu hodnoti ve svételném poli v Neubauerové komrce.

Tabulka 1: Vybér vhodného fedéni ejakulatu pro vypocCet koncentrace spermii
v Neubauerové komirce.

Pocet spermii na | Pocet spermii na | Pozadované | Ejakulat |Fixativum th;IIerce k,
zorné pole 400x zorné pole 200x fedéni (ul) (ul) odnoceni
> 101 > 404 1:20 50 950 Ctverce 5,4, 6
16 -100 64 - 400 1:5 50 200 Ctverce 5,4, 6
2-15 8 -60 1:2 50 50 Ctverce 5,4, 6
<2 <8 1:2 50 50 vS§ech 9 &tvercl

¢ |hned po nafedéni mikrozkumavku se vzorkem po dobu 10 sekund vortexujte

e Povrch Neubauerovy komurky se lehce navlhéi ,dychnutim® a na mfizky se umisti
kryci sklo, kryci sklo se jemnym tlakem prsty pevné usadi.

e Po vortexovani vzorku, pipetou Eppendorf ihned odeberte 10 pl vzorku, ktery
nasledné naneste do horniho oddilu Neubauerovy komdarky.

e Stejnym zpusobem pfipravte druhy vzorek pro vypocet koncentrace a naneste do
druhé, dolni, ¢asti Neubauerovy komurky. Komdlrka se umisti na 4 - 7 minut do
vihkého prostifedi. VIhké prostfedi se vytvofi umisténim navlihéené buni¢iny do
plastové dozy s tésnym vikem.

e Vypocet se provadi pfi zvétSeni 200x nebo 400x. Za€ina se hodnocenim centralniho
Ctverce (viz obr. €. 1, Ctverec €. 5) a postupuje se z leva doprava, po jednotlivych
fadcich.

Obrazek 1. Schéma Neubauerovy komUrky.



Neubauerova komUrka se sklada z 9 mrizek, centralni mfizka ¢. 5 se sklada z 25-ti
velkych &tverc(, z nichz kazda se stava z 16 malych &tverct. Radkem se pfi vypodtu
rozumi kazdy tu¢néji odliSeny vodorovny fadek. Mfizka 5, 4 a 6 tedy obsahuje 5 fadkul
(kazdy po péti ¢tvercich, z nichz kazdy &tverec obsahuje 14 malych ¢tvercu). MFizky 1
- 3 a7 -9 obsahuji fadky 4.
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o Pocitaji se pouze celé spermie (s hlavickami a bi€iky), pocCitaji se hlavi¢ky, orientace
biCiku pfitom nenl' podstatné Hranice c":tverce je déna stfedm’ Iini|' (viz obrazek €. 1
étverce Pokud c¢ast hIaV|cky spermie lezi na prostiedni linii, poCitaji se pouze
spermie na levé a spodni linii (tvar pismene L). PoCet spermii se zaznamenava na
elektronické pocitacce.

e V pfipadé fedéni 1:20 a 1:5 (a 1:50) se hodnotni v mfizkach 5, 4 a 6. V prvni
komdlrce se pocita po jednotlivych fadcich, dokud neni napocitano minimalné 200
spermii. Ve druhé komUrce se pocita stejny pocet fadkl nezavisle na vysledném
poctu spermii (muze jich byt méné nez 200). Vzdy se dokonéi vypocet radku a do
pracovniho listu se poznamena pocet radkl pouzitych pro vypocet a pocet
zhodnocenych spermii.

e V pfipadé fedéni 1:2 s doporuéenim vypoctu v mrizkach 5, 4 a 6, se pocita po
jednotlivych fadcich, dokud neni napocitano minimalné 200 spermii, dokoncéi se
vypocet celé mrizky. Ve druhé komurce se pocita stejny pocet mfizek jako v prvni
komurce, nezavisle na vysledném poctu spermii (muze jich byt méné nez 200).
Vzdy se dokonc¢i vypocet celé mrizky a poznamena se pocet mrizek pouzitych
k vypoctu a pocet zhodnocenych spermii.

o V pfipadé fedéni 1:2 s doporuc¢enim vypocétu ve vSech 9 mrizkach se pocita po
jednotlivych mfizkach, vzdy se dokonci vypocet vSech deviti mfizek. Stejné se
spocita druha replika.

e Vypocte se rozdil obou vypocltll a porovna se s tabulkou ¢. 2. Pokud je rozdil

akceptovatelny, Ize pokracovat ve vypoctu. Pokud neni, vypocet koncentrace se
provede znovu (v€etné Fedéni).

Tabulka 2. Akceptovatelné rozdily mezi dvéma opakovanimi pro soucet obou opakovani



Soucet Akceptov’atelny Soucet Akceptov’atelny Soucet Akceptov?telny
rozdil rozdil rozdil
35-40 12 144-156 24 329-346 36
41-47 13 157-169 25 347-366 37
48-54 14 170-182 26 367-385 38
55-62 15 183-196 27 386-406 39
63-70 16 197-211 28 407-426 40
71-79 17 212-226 29 427-448 41
80-89 18 227-242 30 449-470 42
90-98 19 243-258 31 471-492 43
99-109 20 259-274 32 493-515 44
110-120 21 275-292 33 516-538 45
121-131 22 293-309 34 539-562 46
132-143 23 310-328 35 563-587 47

e Pokud ani tfeti opakovani vypoctu koncentrace spermii neni adekvatni, zprameéruji
se v8echny zjisténé hodnoty.

e Pokud po zhodnoceni vSech doporu¢enych c&tverci nedosahneme poctu 200

e KvypoC€tu koncentrace spermii se pouZivaji vzorce, kdy koncentrace spermii
v ejakulatu je jejich pocet, déleny objemem, ve kterém byly nalezeny, za
souCasného zohlednéni fediciho faktoru.

e V pfipadé fedéni 1:5, 1:20 a 1:50 se pouZije vzorec
C = (N/n) x (1/20) x fedici faktor

kde C je koncentrace v 10%/ml, N je celkovy pocet spermii (soucet obou replik) a n
je celkovy pocet fadku (soucet fadkd obou replik), fedici faktor ma hodnotu 5 pro
fedéni 1:5, 20 pro fedéni 1:20 a 50 pro fedéni 1:50

V pfipadé fedéni 1:2 s hodnocenim mrizek 5, 4 a 6 se pouzije vzorec
C =(N/n) x (1/100) x 2

kde C je koncentrace v 10%/ml, N je celkovy pocet spermii, (soucet obou replik) a n je
celkovy pocet mfizek (soucet mrizek obou replik), fedici faktor ma hodnotu 2

e V pfipadé fedéni 1:2 s hodnocenim celé plochy komUrky se pouzije vzorec
C= (N/1.8)x2

kde C je koncentrace v 103/ml, N je celkovy pocet spermii (soucet obou replik),
objem obou ploch Neubauerovy komurky tvofi 1.8 pl, fedici faktor ma hodnotu 2

Pokud je pfi fedéni 1:2 v kazdé Casti Neubauerovy komurky nalezeno méné nez 25

spermii (tedy celkem v obou vypocetnich plochach Neubauerovy komurky méné nez 50
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spermii), zaznamena se vysledna koncentrace jako < 56000 spermii/ml. Do zavéru se
uvede poznamka, ze pro presny vypocet koncentrace spermii byl nalezen pfili§ nizky pocet
spermii.

Zapis:
Datum:
KONCENTRACE fedéni: miizek k hodnoceni: soucet vysledna
replika radkl/mtizek|pocet spermii|soucet replik |rozdil replik |akceptovano |fadkl/mftizek] koncentrace
1.
2.
3.
4.
5.
6.
Pradmérna koncentrace(repliky 1-6) pfi nakcept. opakovanich:
Poznamky:

vrw

Nakres: zakreslete Ctverec €. 5 (prostfedni) mfizky Neubauerovy komurky,
vyznacte do néj spermie a oznacte ty, které se do vypoctu ,nepocitaji“

Otazky:
Jakym zpUsobem pfi pocitani spermii zajistime, abychom jednu spermii
nezapocitali vicekrat?

11



Pro€ je nutné spermie pfe vypoCtem koncentrace imobilizovat?

Je mozné provadét hodnoceni koncentrace v neubauerové komurce
v embryologické laboratofi? Pro¢?

Z jakého duvodu pfi stanoveni koncentrace spermii pouzivame na ejakulat
specialni pipety na Spi¢ky s vnitfnim pistem?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):

12



METODY GENETICKE ANALYZY

4 Hodnoceni motility spermii

Pomlucky:

Rukavice, pfifezy, podlozni skla bez zabrusu, kryci skla, 8pi¢ky, instruktazni video

Pristroje:

Pipeta, mikroskop, pocitacka

Postup:

Hodnoti se mikroskopicky ve svételném poli v nativnim preparatu pfi zvétSeni 200x
nebo 400x.

Hodnoceni se provadi na vyhfevné ploténce pfedem vyhfaté na 37 °C.
Pfipravi se nativni preparat a vycka se, nez v preparatu ustane proudéni.

Hodnoti se minimalné 5 mm od okraje kryciho sklicka, aby pohyb nebyl ovlivnén
vysychanim preparatu.

Hodnoti se nasledujici kategorie pohybu spermii:

Progresivni spermie: aktivné se pohybujici spermie, nezavisle na sméru pohybu,
v&etné pohybu ve velkych kruzich.

Neprogresivni spermie: vSechny ostatni stupné pohybu (pouhé kmitani biciku,
pohyb v malych krouzcich nebo stav, kdy je hlavicka silou biCiku jen “ztézka
posunovana®).

Nepohyblivé spermie: Zadny pohyb.

Mikroskopicky preparat se mikroskopem projizdi systematicky tak, aby zadné zorné
pole nebylo zhodnoceno dvakrat. Zorna pole se Casto stfidaji, bez ohledu na pocet
motilnich spermii v zorném poli.

Motilita spermii se hodnoti na definované plose zorného pole. Nejdfive se pocitaji
progresivni spermie a poté na stejné plose zorného pole sou¢asné neprogresivni a
nepohyblivé spermie. Vysledek se zaznamenava na elektronickou pocitacku.

Prohlizi a pocita se rychle, aby se pfedeSlo nadhodnoceni progresivnich spermii,
pocitaji se spermie plvodné pfitomné v hodnocené &asti zorného pole, nepoditaji
se spermie, které do hodnocené ¢asti zorného pole pfiplavou v pribéhu hodnoceni
(nevracime se v hodnoceni do jiz zhodnocené plochy).

Spendlikovité hlaviéky (pohybuijici se bigik bez hlaviéky) se nezapogitavaji, neceka
se, az spermie do zorného pole pfiplave.

13



METODY GENETICKE ANALYZY

o Pocita se minimalné 200 spermii na minimalnim poctu 5 zornych poli.

e Vzdy se dokon&i hodnoceni vybraného useku zorného pole pro kategorii
progresivnich, neprogresivnich i nepohyblivych spermii

e Hodnoceni se provadi ve 2 opakovanich, pro druhé opakovani se pfipravi novy
preparat.

o Pocty spermii v jednotlivych kategoriich se pfepocitaji na procentualni podily.

e Procentualni hodnoty ziskané obéma hodnocenimi se zprimeéruji. Nasledné se
vybere pocCetné nejvice zastoupena kategorie pohybu spermii, vypocte se rozdil
mezi obéma hodnocenimi pro tuto kategorii, a zhodnoti se, zda rozdil prvniho a
druhého hodnoceni motility je v ramci této kategorie akceptovatelny (viz tab. 3).
Pokud je rozdil hodnoceni pfili§ vysoky, zhotovi se nové preparaty a hodnoceni se
zopakuje. Pavodni hodnoceni pfitom jiz neni brano v ivahu a zaznam do protokolu
je uveden pouze z vysledk hodnoceni s akceptovatelnym rozdilem.

e Pokud nebylo moZné hodnotit 200 spermii, neprovadi laborant hodnoceni
akceptovatelnosti rozdili a poznamena skute¢nost do protokolu.

e Souctem podilu progresivnich a neprogresivnich spermii je zjistén podil motilnich

14

spermii.
Tabulka 3. Akceptovatelny rozdil mezi dvéma procenty pro dany pramér

Primér | Akceptovatelny o x Akceptovatelny
(%) vzl FOITE (76 rozdil

0 1 66-76 9

1 2 77-83 8

2 3 84-88 7

3-4 4 89-92 6

5-7 5 93-95 5

8-11 6 96-97 4

12-16 7 98 3

17-23 8 99 2

24-34 9 100 1

35-65 10




TECHNICKE ASPEKTY PROVADEN( BIOPSIE

Zapis:

e Datum:
MOTILITA pocet spermii pramérny podil (%) nejzastoupenéjii kategorie | akcept.
replika progres. [neprogres. |[nepohyb. |celkem |progres. |neprogres.|nepohyb. |rozdil primér ANO/NE)
1.
2.
3.
4.
5.
6.

primér dvou akceptovanych replik: celkova motilita (%) :

Poznamky:

Otazky:

Jaky je rozdil v pohyblivosti spermii hodnocené pfi pokojové teploté a pfi 37°C?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):

15



TECHNICKE ASPEKTY PROVADEN( BIOPSIE

5 Hodnoceni morfologie spermii

Pomlucky:

Rukavice, pfifezy, podlozZni skla, roztérova skla se zkosenymi hranami, pipety,
barvici sada

Pristroje:

lednice, inkubator, teplomér, minutky

Postup:

Pipetou Eppendorf se nanese 10 pl vzorku ejakulatu na podlozni sklo se zabrusem,
pomoci roztérového skla se provede roztér (viz obrazek) a vzorek se necha
oschnout na vzduchu. Stejnym zpusobem se pfipravi druhy roztér.

4

Pokud se spermie na roztéru vzajemné prekryvaji, vzorek se opatrné po kapkach
za stalého promichavani nafedi promyvacim médiem. Pokud se provedlo fedéni
vzorku, poznamena se tato skuteénost do poznamky v protokolu.

Po zaschnuti se mikroskopicky preparat pfenese do digestore, kde se fixuje a obarvi
pomoci barvici sady Dip Quick:

PFi barveni barvici sadou Dip Quick se roztér ponofi 3x do fixaéniho roztoku, 1x
do roztoku €. | a 2x do roztoku €. Il, nakonec se provede oplach skla destilovanou
vodou ze stficky.

Po zaschnuti se na kazdém preparatu hodnoti minimalné 200 spermii pod imerzi pfi
zvétSeni 1000x, vzdy se dokoncCi hodnoceni celého zorného pole

Na pocitacce se zaznamenavaji se nasledujici kategorie:
o pocet spermii s normalnim tvarem
o pocet spermii s jakymkoliv defektem

o pocet spermii s defektem hlavicky

16



TECHNICKE ASPEKTY PROVADEN( BIOPSIE

o pocet spermii s defektem stfedni casti (v€etné spermii s nadmérnym
cytoplasmatickym residuem)

o pocet spermii s defektem biCiku
Morfologicky normalni spermie:

Hlavi¢ka je hladka, pravidelné tvarovana, spiSe ovalného tvaru, akrozomaini region
je dobfe patrny a zabira 40-70 % plochy hlavi¢ky; akrozom nema obsahovat velké
vakuoly a nema obsahovat vice nez 2 malé vakuoly, které nemaiji zabirat vice nez
20% plochy hlavi¢ky, postakrozomalni region nema obsahovat vakuoly. Tvar

Stredni ¢ast je tenka, s pravidelnym obrysem a ma pfiblizné stejnou délku jako
hlavicka. Hlavni osa stfedni ¢asti by méla byt zarovnana s hlavni osou hlavicky,
muze obsahovat cytoplazmatickou kapénku, ktera vSak nesmi byt vétsi nez 1/3
hlavicky spermie (v takovém pfipadé se jedna o nadmérné cytoplasmatické
residuum).

Bicik je pfiblizné 45 ym dlouhy (tato velikost odpovida pfiblizné desetinasobku délky
hlavicky spermie), je tenci nez stfedni €ast a ma stejny primér po celé své délce,
muze byt ohnuty (i do smycky), ale nesmi na ném byt patrny zlom.

Ciselné hodnoty jednotlivych kategorii se prevedou na procentuélni podily a
vysledky obou vypoctd se zpraméruji. Zhodnoti se, zda je podil obou hodnoceni
v ramci kategorie morfologie normalnich spermii akceptovatelny (viz tabulka €. 3).
Pokud je rozdil pfilis vysoky, hodnoceni se zopakuje. Pokud nebylo mozné zhodnotit
2x 200 spermii, poznamena se skute¢nost do protokolu a neprovadi se hodnoceni
akceptovatelnosti rozdili obou hodnoceni.

Do protokolu se zapiSi primérné podily spermii s normalnim tvarem a pramérny
podil spermii s defektem hlaviCky, stfedni ¢€asti, biCiku a s cytoplazmatickou
kapénkou z celkového poc¢tu hodnocenych spermii.

Vysledky hodnoceni morfologie: vysledek se uvadi jako podil spermii s
normalnim tvarem, dale se ve vysledkové listiné uvadi podil spermii s defektem
hlavi¢ky, podil spermii s defektem stfedni ¢asti a podil spermii s defektem biciku.

Z obarveného natéru ejakulatu se provadi kontrolni odeéet pfitomnosti jinych
bunék (provede se i pfi azoospermii/kryptozoospermii):

o Vyvojové bunky spermii (spermatogeneze) - spermatogonie, spermatocyty,
spermatidy (viz atlas morfologie spermii). Nezralé zarode¢né buriky spermii
se Casto zaméniuji za bunky leukocytd, jsou si velmi podobné, muzeme je
rozlisit podle jejich velikosti bunék a barvou cytoplazmy.

o Leukocyty - predevSim neutrofilni segmenty, monocyty, lymfocyty,
makrofagy (viz atlas morfologie spermii), pfi nadmérném mnozstvi = 1 x
108/ml PMN leukocytt = leukocytospermie - (leukospermie, pyospermie, viz
0290 SOP A Detekce PMN leukocytl barvenim cytoplazmatické peroxidazy)
— po domluvé s lékafem odeslat ejakulat na mikrobiologické vySetfeni do
laboratofe Aeskulab.
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TECHNICKE ASPEKTY PROVADEN( BIOPSIE

o Bakterie, protozoa - po domluvé s lékafem odeslat ejakulat na
mikrobiologické vySetfeni do laboratofe Aeskulab.

Norma: 4% a vice spermii s normalnim tvarem
Abnormaini: pod 4% spermii s normalnim tvarem - TERATOZOOSPERMIE

Nakres:

Zakreslete pro kazdou ¢ast spermie 2 typy defektu, které jste pozorovali:

Zapis:
Datum
MORFOLOGIE defekt % % normalnich
replika [normdlnl |abnormdin/celkem hlavitka |stF. &8st |bifk normal . |rozdil primér |akoeptovand
1
2
1
2
1
2
% defektnich 1 replika Pozn:
2. replika
spermil -
primeér
Poznamky:
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TECHNICKE ASPEKTY PROVADEN( BIOPSIE

Otazky:

Vypiste, jaké defekty jste v preparatu pozorovali.
Hlavicka:

Stredni ¢ast:

Bicik:

Které defekty jsou nejcastéjsi?

Vypiste, které typy ostatnich bunék jste méli moznost na obarveném
preparatu pozorovat:

Jakych rozdilu jste si vSimli pfi pozorovani pfipravenych instruktaznich
roztérd spermii?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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6 Prace s Maklerovou komurkou

Pomiucky:
Rukavice, pfifezy, Spicky, Maklerova komurka Do““:}s“:“ ch;?%

|I: _t'
Pristroje: L\ |
Mikroskop W{
Postup:

Ejakulat se dobfe promicha a odebere se 10 ul vzorku, ktery se kapne na Maklerovu
komurku (bez bublin a jinych artefaktt, pokud jsou pfitomny bubliny a artefakty, je nutné
provést nové naneseni vzorku).

Hodnotime 10 &tvercich (1 fada) nebo ve 100 ¢&tvercich (10 fad) podle pocétu spermii ve
CtvereCku Maklerovy komUrky (horizontalné nebo vertikalné), nebo ve 100 &tvercich (do
5 mil), do poctu se nezahrnuji spermie, co maiji Spendlikovou hlavi¢ku.

Konecny pocet spermii se ziska sectenim poctu vdech spermii v hodnocenych ¢&tvercich.

Hodnoti se podle poc¢tu odectenych &tverca:

V 10 &tvercich c=nx1x10%ml
Ve 100 ¢&tvercich c=n/10x10 &/ml

PFi vysoké koncentraci se muze vzorek ejakulatu nafedit mediem pro spermie (ejakulat
se nefedi, pokud je porucha zkapalnéni). Redéni je nutné zaznamenat a kalkulovat s nim
pfi kone¢ném vypoctu koncentrace (pfi fedéni 1:1, se vysledna koncentrace nasobi
dvéma)

Naneseni kapky a zhodnoceni zopakujeme 3x, vysledné hodnoty zprimérujeme.

Hodnotime nejdfive progresivni spermie — zapiSeme Cislo, nasledné pfi¢itame spermie
pohybujici se na misté- zapiSeme Cislo a nakonec pfi¢itame nepohyblivé spermie —
zapiSeme Cislo; hodnoty zapisujeme zprava do leva. Jednotlivé vypocty (Ctverce nebo

fadky) zapisujeme pod sebe, nakonec hodnoty pod sebou seéteme a vypolteme tak
kone€nou koncentraci spermii a motilitu spermii.
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Zapis:
Datum:

Vypocet provadime v: 10 &tvercich / deseti fadcich

1) 2) 3)

Poznamky:

Otazky:
Ktera z komuarek — Maklerova vs Neubauerova- je pfesnéjsi pro vypocet
koncentrace spermii a pro¢?

Jaka je vyhoda Maklerovy komurky?

Cim gistime Maklerovu komuirku?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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7 Vitalita spermii, protilatky proti spermiim,
fragmentace DNA spermii

Pomlucky:

zkumavky, Pasteurovy pipety, 0,5 ml pejety, médium na fedéni spermii,
kryokonzervacni meédium, vodni lazen, polystyrenovy box, tekuty dusik,

Pristroje:

lednice, tavicka na pejety, teplomér, minutky

Postup:

o Pfipravime si zkumavku, popiSeme identifikatorem vzorku a datem, Pasteurovou
pipetou do zkumavky umistime 0,5 ml suspenze spermii

e Pasteurovou pipetou se odebere stejny objem vytemperovaného mraziciho média,
jako je objem kryokonzervovaného ejakulatu a toto médium se po kapkach za stalého
jemného promichavani krouzivymi pohyby zapésti pfidava k suspenzi spermii.

e Po smichani celého objemu pfidavaného mraziciho média s ejakulatem, se necha
odbérova nadobka stat pfi laboratorni teploté 3 minuty, nasleduje plnéni pejet.

o Pfipravi se 0,5 ml pejety, jejichZ pocet zavisi na objemu smési ejakulatu a mraziciho
meédia, popiSeme straws jednoznaénym identifikatorem a na kazdou pejetu nasadime
sterilni plnici nasadec (nozzle).

o Narfedény ejakulat se pres sterilni nasadec nasaje pomoci injekéni stfikacky do straws,
na konci straw, kde neni vatova zatka, se ponecha vzduchova bublina asi 1-0,5 cm.
Oba konce straw se zatavi pomoci ultrazvukové tavicky na pejety.

e Straws se vlozi do nadobky s vodou o pokojové teploté (asi 250 ml) a umisti se na 30
minut do lednice.

e Pfipravime polystyrenovy box s tekutym dusikem a drzaky na pejety umisténymi asi
10-12 cm nad hladinou tekutého dusiku.

e Po 30 minutach vyjmeme pejety pinzetou z vody, osuSime je gazou a pfemistime na
30 minut do par tekutého dusiku (10-12 cm nad hladinou dusiku). Po 30 pejety
ponofime do tekutého dusiku a ulozime na patfi¢né misto do Dewarovy nadoby (mapu
ulozeni zapiSeme pro pristi rozmrazeni).
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Zapis:

Datum:

Objem kryokonzervovaného vzorku:
Motilita spermii pfed kryokonzervaci:
Teplota vodi 1azné:

Teplota v lednici:

Pocet zamrazenych pejet:

Oznaceni kryokonzervovanych pejet

UloZeni kryokonzervovanych pejet

Nacrt pejety s kryokonzervovanym materialem:

Poznamky:

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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8 Vliv externich faktorl na funkéni viastnosti spermii

Ukol: Zjistéte jaky efekt ma na ejakulat teplotni stres. Provedte farmakologickou
aktivaci pohybu spermii pomoci teofylinu.

Pomiucky:

mikrozkumavky, Pasteurovy pipety, médium na fedéni spermii, SpermMobil

Pristroje:

lednice, inkubator, teplomér, minutky

Postup:

e Prfipravime si 4 mikrozkumavky a popiSeme identifikatorem vzorku a datem a oznacime
Cisly 1-4.

e Vzorek spermii rozdélime pipetou po 50 ul do pfipravenych zkumavek.

e Ve zkumavce €. 1 spoCitame pohyblivost spermii a vlozime ji do inkubatoru (37°C) —
tento vzoreCek nam bude slouzit jako kontrola. Po 30 minutach stanovime motilitu
spermii.

e Zkumavku Cislo 2 nechame inkubovat 30 minut pfi pokojové teploté, poté stanovime
motilitu spermii.

e Zkumavku ¢€islo 2 nechame inkubovat 30 minut v lednici, poté stanovime motilitu
spermii.

o Do zkumavky €. 4 pfidame 5ul média SpermMobil a vlozime do inkubatoru na 10 minut.
Poté stanovime motilitu spermii.

24



Zapis:
Datum:

Motilita spermii v kontrolnim vzorku v €ase tO0:
Motilita spermii ve vzorku s pfidavkem média SpermMobil po inkubaci:
Motilita spermii ve vzorku inkubovaném 30 minut pfi pokojové teploté:

Motilita spermii v kontrolnim vzorku inkubovaném 30 minut pfi 37°C:

Poznamky:

Otazky:
Jaky efekt ma teplota na kvalitu spermii?

Popiste rozdil v pohyblivosti spermii ve vzorku inkubovaném pfi 37°C a ve vzorku
inkubovaném pfi laboratorni teploté.

Mél pfidavek teofylinu efekt na pohyblivost spermii? Jaky je mechanizmus
aktivace pohybu teofylinem?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):

25



9 Separace spermii — gradientova centrifugace

Ukol: provedte zpracovani ejakulatu nebo rozmrazeného vzorku pomoci metody
gradientové centrifugace

Pomilcky: rukavice, pfifezy, zkumavky, Spicky, podlozni a kryci skla, zkumavky

Pristroje: inkubator, centrifuga, mikroskop

Postup:

Gradient Isolate (Irvine) se pfipravuje ihned po odbéru ejakulatu.

V8echny pouZité zkumavky musi byt nalezité oznaceny Stitkem s identifikacnimi udaji
pacienta.

Pfipravte kénickou zkumavku a na jeji dno umistéte Pasteurovou pipetou 2 ml 90 %
ISolate lower layer (Irvine), na tuto vrstvu opatrné navrstvéte novou Pasteurovou pipetou
2 ml 40 % ISolate (Irvine) upper layer, pfesvédcte se vizualné, Ze je pfitomno rozhrani
v gradientu. Gradient se v pevné uzaviené zkumavce vlozi na 30 minut k zahfati do
inkubatoru (37 °C).

Na gradient se opatrné navrstvi 1-2 ml ejakulatu a provede se centrifugace (20 minut,
200-300 g).

pomoci Pasteurovy pipety se odsaje zbyly ejakulat i obé vrstvy gradientu az po sediment.

Pellet se nafedi pomoci Pasteurovy pipety v malém mnozstvi média (do 0,5 ml) , nafedi
se 2 ml média na fedéni spermii a provede se centrifugace (5-10 minut, 300 -600 g).

Pomoci Pasteurovy pipety se odsaje médium az na sediment a pfida se as 200 yl média.
Provede se zhodnoceni motility a koncentrace spermii v Maklerové komurce.

Provede se vypocet zisku spermii: stanovime kolik motilnich spermii bylo ve vstupnim
vzorku uréeném k separaci a kolik motilnich spermii jsme ziskali po separaci, zisk
nasledné vyjadfime procentualné (tj procento vyseparovanych motilnich spermii
z celkového poctu motlinich spermii pouzitych pro separaci)

Nakres: Zakreslete schéma kolony Swim up
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Zapis:

Datum:

Identifikator vzorku:

Motilita a koncentrace vzorku pfed zpracovanim:
Motilita a koncentrace vzorku po separaci:
Objem zpracovavaného vzorku:

Objem vzorku ziskany po separaci:

Zisk spermii:

Poznamky:

Otazky:

Popiste, kterymi faktory muze byt ovlivnén celkovy zisk spermii.

Pro které vzorky je / neni vhodna metoda Swim up?

Kontrola vyucujicim (datum, podpis):
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10 Separace spermii- metoda Swim up

Ukol: provedte separaci spermii pomoci metody Swim up. Vypoctéte
procentualni zisk spermii.

Pomilcky: rukavice, pfifezy, zkumavky, Spicky, podlozni a kryci skla, zkumavky

Pristroje: mikroskop, centrifuga, inkubator

Postup:

Do oznacgené konické zkumavky se pomoci Pasteurovy pipety pfenese 2ml separacniho
meédia, Pasteurovou pipetou se nabere 0,5 - 1 ul ejakulatu (podle kvality vzorku) a
opatrné se ponofi na dno zkumavky a podvrstvi pod médium. Pfipadné |ze obracenym
postupem navrstvit ejakulat na médium.

Zkumavka se vlozi do kovového stojanu pod Uhlem 45° a vilozi do inkubatoru Labotect
(6% CO2 / 37 °C) a spermie se nechaji 30-60 minut vycestovat (Do protokolu pacienta
se zapiSe Cas zaCatku zpracovani, metoda zpracovani a pouzité médium.

Po uplynulé dobé se opatrné z inkubatoru vyjme stojan.

Ze zkumavky se pomoci pipety se Spickou stahne shora 1,5 ml média s vycestovanymi
spermiemi, pfenese se do druhé centrifugacni zkumavky. Kterou centrifugujeme 5 minut
pfi 400g

Po stazeni vzorku peletu nafedime 200 ul média

V mikroskopu se hodnoti na Maklerové komurce koncentrace a celkova pohyblivost
spermii.

Provede se vypocet zisku spermii: stanovime kolik motilnich spermii bylo ve vstupnim
vzorku uréeném k separaci a kolik motilnich spermii jsme ziskali po separaci, zisk
nasledné vyjadfime procentualné (tj procento vyseparovanych motilnich spermii
z celkového poctu motlinich spermii pouzitych pro separaci)
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Nakres: Zakreslete schéma kolony Swim up

Zapis:

Datum:

Identifikator vzorku:

Motilita a koncentrace vzorku pfed zpracovanim:
Motilita a koncentrace vzorku po separaci:
Objem zpracovavaného vzorku:

Objem vzorku ziskany po separaci:

Zisk spermii:

Poznamky:

Otazky:
Popiste, kterymi faktory mize byt ovlivnén celkovy zisk spermii.

Pro které vzorky je / neni vhodna metoda Swim up?

Kontrola vyucujicim (datum, podpis
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11

Prakticky nacvik kryokonzervace ejakulatu

Ukol: provedte kryokonzervaci ejakulatu v parach tekutého dusiku. Spoctéte
motilitu spermii pfed kryokonzervaci.

Pomucky: zkumavky, Pasteurovy pipety, 0,5 ml pejety, médium na fedéni spermii,
kryokonzervacni médium, vodni lazen, polystyrenovy box, tekuty dusik,

Pristroje: lednice, tavicka na pejety, teplomér, minutky

Postup:

Pfipravime si zkumavku, popiSeme indentifikatorem vzorku a datem, Pasteurovou
pipetou do zkumavky umistime 0,5 ml suspenze spermii

Pasteurovou pipetou se odebere stejny objem vytemperovaného mraziciho média,
jako je objem kryokonzervovaného ejakulatu a toto médium se po kapkach za stalého
jemného promichavani krouzivymi pohyby zapésti pfidava k suspenzi spermii.

Po smichani celého objemu pfidavaného mraziciho média s ejakulatem, se necha
odbérova nadobka stat pfi laboratorni teploté 3 minuty, nasleduje pInéni pejet.

Pripravi se 0,5 ml pejety, jejichz poCet zavisi na objemu smési ejakulatu a mraziciho
média, popiSeme straws jednoznac¢nym identifikatorem a na kazdou pejetu nasadime
sterilni plnici nasadec (nozzle).

Nafedény ejakulat se pres sterilni nasadec nasaje pomoci injekéni stfikacky do straws,
na konci straw, kde neni vatova zatka, se ponecha vzduchova bublina asi 1-0,5 cm.
Oba konce straw se zatavi pomoci ultrazvukové tavicky na pejety.

Straws se vlozi do nadobky s vodou o pokojové teploté (asi 250 ml) a umisti se na 30
minut do lednice.

Pripravime polystyrenovy box s tekutym dusikem a drzaky na pejety umisténymi asi
10-12 cm nad hladinou tekutého dusiku.

Po 30 minutach vyjmeme pejety pinzetou z vody, osuSime je gazou a pfemistime na
30 minut do par tekutého dusiku (10-12 cm nad hladinou dusiku). Po 30 pejety
ponofime do tekutého dusiku a ulozime na patficné misto do Dewarovy nadoby (mapu
ulozeni zapiSeme pro pristi rozmrazeni).
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Zapis:

Datum:

Objem kryokonzervovaného vzorku:

Motilita spermii pfed kryokonzervaci:
Teplota vodi lazné:

Teplota v lednici:

Pocet zamrazenych pejet:

Oznaceni kryokonzervovanych pejet
Ulozeni kryokonzervovanych pejet

Nacrt pejety s kryokonzervovanym materialem:

Poznamky:

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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12

Prakticky nacvik rozmrazeni ejakulatu

Ukol: Rozmrazte sviij diive zamrazeny vzorek, vyseparujte spermie,
vS§imnéte si rozdil( v pohyblivosti spermii po rozmrazeni a po zpracovani,
porovnejte i s pohyblivosti pfed zamrazenim (informace z pfedeslého cviceni).
Provedte nafedéni vyseparovaného vzorku na 1 x 10% spermii/ml

Pomilcky: nuazky, zkumavky, Pasteurovy pipety, pipety a Spicky, médium na
fedéni spermii, médium na fedéni spermii, Maklerova komurka

Pristroje: vodni lazen, inkubator, centrifuga, minutky

Postup:

Rozmrazeny vzorek spermii pfenese pomoci jednorazové 3 ml Pasteurovy pipety
(ejakulat) do oznacené 11ml konické zkumavky oznacené datem a identifikatorem.

Pejeta je dikladné osusena, k otevieni jsou pouzity nizky a obsah je vytlaten
pomoci inzulinky (pipeta) se sterilni Spickou do zkumavky.

K rozmrazenému vzorku se pomoci jednorazové silné Pasteurovy pipety pfidaji po
kapkach 2 ml média na fedéni a vzorek se dikladné promicha nasatim do
Pasteurovy pipety a opétovnym vypusténim.

Odebereme 10 yl vzorku, umistime na podlozni sklo, pfekryjeme krycim sklem a
zhodnotime pohyb spermii (staci orientacné)

Zkumavka se uzavie a vlozi do centrifugy a centrifuguje se 600 g (1,4-2,0 rpm) /5
min.

Tenkou Pasteurovou pipetou se odstrani supernatant az po sediment.

pomoci automatické pipety se sterilni Spickou se na sediment pomalu po sténé
zkumavky navrstvi — 200 ul equilibrovaného separacniho meédia

zkumavka se vlozi do kovového stojanu pod uhlem 45° a vlozi do inkubatoru
Labotect (6% CO-/ 37 °C) a spermie se nechaji 30 minut vycestovat

Po uplynuti této doby se 200 pl pipetou odebere svrchni supernatant do malé 5mi
zkumavky a pomoci automatické pipety se umisti 5-10ul vzorku na Maklerovu
komurku, ve které se vycestované spermie zhodnoti.

Hodnoti se koncentrace a celkovy pohyb spermii.

Zjistéte objem vyseparovaného vzorku a pomoci zjisténé koncentrace spermii
nafedte pomoci média na spermie vzorek na koncentraci 1 x 10° spermii/ml
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Zapis:

Datum:

|dentifikator vzorku:

Motilita vzorku po rozmrazeni:

Motilita a koncentrace vzorku po separaci:
Objem vzorku po rozmrazeni:

Koncentrace vzorku po nafedéni:

Poznamky: (popiste prubéh fedéni)

Otazky:

Co se stalo s motilitou vzorku po rozmrazeni?

Co se stalo s motilitou vzorku po separaci?

Proc je dulezité po rozmrazeni médium ke vzorku spermii pfidavat pomalu?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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13 Navstéva andrologické laboratore

Pomiticky:

Plast, pfezlvky, zapisnik

Zapis:

Otazky:

Jaké pfistroje jsou kliCové pro chod andrologické laboratofe?

Pro¢ je vhodné mit provoz andrologické laboratofe oddéleny od provozu embryologické
laboratore?

Co jsou nejvétsi obavy IVF laboratofi a jaké opatfeni lze zavést, aby se tato rizika
minimalizovala?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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EXKURZE - CASA

14 Exkurze — CASA

Pomucky:

Plast, prezlivky, zapisnik

Zapis:

Otazky:

Jaky typ pfistroje jsme vidéli na exkurzi?

Jaké jsou vyhody pocitacové analyzy ejakulatu?

Kontrola vyuéujicim (datum, podpis):
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