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Umeéla aktivace pohybu spermii in vitro

Artificial activation of sperm motility in vitro
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Souhrn: Cil studie: Metoda aktivace spermii je moderni metodicky pfistup, ktery se v praxi pouziva stale vice. Neustéle pfibyvé novych studif
zamérenych na metody umélé aktivace motility lidskych spermii. Standardni metody vybéru spermii mohou v nékterych pfipadech selhat mimo
jiné i proto, ze jsou izolovany spermie velice mladé, které jesté nedokoncily svij vyvoj. V téchto piipadech maze mit uméld stimulace jejich
pohybu pozitivni efekt a velice usnadnit a urychlit proces vybéru vhodnych spermii. Jako aktivacni ¢inidla se nejcastéji vyuzivaji methylxanthiny.
Nazory na bezpecnost pouziti téchto latek na spermie viak nejsou jednotné. Cilem prace je prezentovat soucasné poznatky o umélé aktivaci
motility spermii na in vitro fertilizaci a nasledny embryonalni vyvoj. Metodika: Reserse relevantni literatury v databézich Web of Science, Scopus,
PubMed/Medline. Vysledky a zavér: Z literarni analyzy vyplyva, ze je tato metoda bezpecnd a Gcinna pfi vybéru nepohyblivych spermii. Byly
provedeny védecké studie zaméfené na ovéreni bezpecnosti a spolehlivosti této metody. Zavérem téchto studii je pozitivni dopad tohoto
zpusobu vybéru predevsim u pfipadl spermii ziskavanych z varletni tkané po metodé TESE (testicular sperm extraction). V téchto pfipadech
metoda umélé aktivace spermii usnadnila a zrychlila vybér spermii pfed intracytoplazmatickou injekci spermie. Aktivovany byly spermie
neposkozené, které jsou nepohyblivé z divodu nedokonceni své maturace.

Klicova slova: spermie - in vitro fertilizace - motilita - teofylin

Summary: Aim: The sperm activation method is a modern methodological approach that is used more and more often in practice. The number of
studies focused on methods of artificial activation of human sperm motility are constantly increasing. Standard sperm selection methods can fail in
some cases, among other things, because very young sperm are isolated that have not yet completed their development. In these cases, artificial
stimulation of their movement can have a positive effect and greatly facilitate and faster the process of selecting suitable sperm. Methylxanthines are
most often used as activating agents. However, opinions on the safety of using these substances on sperm are not uniform. The aim of the thesis is to
present current knowledge about artificial activation of sperm motility for in vitro fertilization and subsequent embryonic development. Methodology:
Research of relevant literature in Web of Science, Scopus, PubMed/Medline databases. Results and conclusion: The literature analysis shows that this
method is safe and effective in the selection of immotile spermatozoa. Scientific studies have been conducted to verify the safety and reliability of this
method. The conclusion of these studies is the positive impact of this method of selection, especially in cases of sperm obtained from testicular tissue
after method testicular sperm extraction. In these cases, the method of artificial sperm activation facilitated and accelerated the selection of sperm
before intracytoplasmic sperm injection. Undamaged spermatozoa, which are immobile due to incomplete maturation, were activated.
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Uvod capovanych spermii metoda aktivace  ziti aktivace pohybu spermii ve spo-
Jednou z metod, kterd slouzi ke zvy-  pohybu spermii v podminkéch in vitro  jeni s metodami asistované reprodukce
$eni ucinnosti oplozeni a podpore dal-  ve spojeni s intracytoplazmatickou in-  se datuji do zac¢atku 90. let minulého

$iho vyvoje embryi, je v pfipadé handi-  jekci spermie (ICSI). Pocatky pou-  stoleti[1-3].
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Obr. 1. Obrazek zndzorinuje mechanizmus aktivace pohybu spermie.

A - Proteinkinaza A (PKA) je aktivovana cyklickym adenosinmonofosfatem
(3,5"-cAMP). Aktivni enzym spousti kaskadu fosforylace kindz (K1, K2, ...), kdyZ akti-
vuje dalsi kinazy vazbou fosfatové skupiny (PO,*) na tyrosin neaktivnich enzymd
za Ucasti adenosintrifosfatu (ATP) a tim je aktivuje.

B - Proces aktivace kindz antagonizuje odstépenim fosfatové skupiny (PO,*)

enzym serin-tyrosin fosfataza.

Fig. 1. The figure shows mechanism of sperm motility activation.

A — Protein kinase A (PKA) is activated by cyclic adenosine monophosphate
(3'5'-cAMP). The active enzyme triggers the cascade of kinase phosphorylation

(K1, K2, ..) when it activates other kinases by binding a phosphate group (PO,*)

to the tyrosine of inactive enzymes with the participation of adenosine triphosphate

(ATP) and thereby activates them.

B —The process of kinase activation antagonizes the serine-tyrosine phosphatase
(STP) enzyme by splitting off the phosphate group (PO,*).

Vztah mezi pohyblivosti
spermie a kvalitou oplozeni
Spermie z jednoho ejakuldtu pred-
stavuji znacné heterogenni populaci,
jen ¢ast z nich ma schopnost oplodnit
oocyt [4,5]. Pfirozend selekce spermii
je zalozena na prichodu spermie laby-
rintem zenskych pohlavnich cest, tedy
na preferenci pohyblivych spermii [6].
Motilita je zdkladni vlastnost spermii,
ktera je ¢asto vyuzivana i pfi jejich se-
paraci pred pouzitim pro in vitro fertili-
zaci (IVF). Nicméné bylo prokazano, ze
nejen prirozené pohyblivé spermie maji
lepsi schopnost oplodnit a zajistit kva-
litni vyvoj embrya, ale Ze selekci vhod-
nych spermii umoznii pohyb uméle akti-

vovany, dovolujici odlisit vitaIni spermie
schopné oplodnit vaji¢ko a zajistit jeho
normalni vyvoj [7].

Pokud jsou naptiklad spermie izolo-
vany pfimo z varletni tkané (pfi metodé
TESE - testicular sperm extraction), jsou
izolovany ¢asto nezralé spermie, které
maji Spatny pohyb a vétsina takto ziska-
nych spermii je nepohyblivych [8]. Ab-
sence pohybu v tomto pfipadé ale neni
zplUsobena poskozenim spermie, ale jeji
nedostate¢nou maturaci.

Fyziologie pohybu spermie

Pohyb biciku spermii je pohénén fosfory-
laci axonemalnich zevnich dyneinovych
ramének spojenou s hydrolyzou adeno-

sintrifostatu (ATP), kterd dodava energii
potfebnou pro posouvani mikrotubulo-
vych dublet v axonemé, jehoz vysled-
kem je ohybani biciku [9,10] podminujici
dopfedny rotacni pohyb spermie.

Centrdlni ulohu v regulaci této akti-
vity maji zejména kalciové ionty a na cy-
klickém adenosinmonofosfatu (cAMP)
zavisld cesta proteinkindzy A (PKA)
(obr. 1). Bylo prokazéno, ze cAMP je pri-
marnim signdlem pro nastup motility
spermii [11-14].

Dal3imi ¢initeli jsou kalciovy kanél Cat-
Sper pfitomny na membrané biciku sper-
mie, ktery je fizen napétim a pH, které
je zase fizeno draslikovymi a sodiko-
vymi kanaly a ligandami ze sekretu vej-
covodu [15]. Vzestup koncentrace kalcia
v cytoplazmé spolecné se vzrlstem kon-
centrace hydrogenkarbondtového iontu
vede k aktivaci atypické solubilni adeny-
latcyklazy (sAC), kterd syntetizuje cAMP.
To vede k aktivaci PKA a nasledné kas-
kady fosforylace protein(i vyvolané ty-
rosinkindzami a vyvazované serin/tyro-
sin fosfatazami, které spolecné reguluji
motilitu [16].

Antagonisty sAC syntetizujici CAMP
jsou fosfodiesterazy, které cAMP odbou-
ravaji za vzniku 5-AMP. V lidskych sper-
miich jsou pfitomné jejich izoenzymy
PDE1A a PDE3A[17].

Mechanizmus umélé aktivace
pohybu
K aktivaci pohybu lidskych spermii byla
vyzkousena fada latek [3,18-20].
Nejcastéji uzivanymi slouc¢eninami pro
podporu pohyblivosti spermii in vitro
jsou inhibitory fosfodiesterazy [21]. Prin-
cipem umélé aktivace pohybu spermii je
zvyseni koncentrace cAMP v cytoplazmé
spermii inhibici fosfodiesterdz, které
cAMP odbourévaji, neni tedy ovlivnéna
syntéza cAMP (obr. 2). Velice casto se
k témto ucelim pouziva teofylin (1,3-di-
methyl-7H-purin-2,6-dion; 1,3-dimethyl-
xanthin) patfici podobné jako kofein ¢i
teobromin do skupiny alkaloidG methyl-
xantind. Methylxantiny jsou Siroce rozsi-
fené latky, které se ¢asto pouzivaji jako
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Obr. 2. Na obrazku je znazornén mechanizmus zvysovani koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu v biciku

spermie.

A - Schéma biciku spermie s aktivni fosfodiesterazou. Solubilni adenylatcyklaza (sAC) syntetizuje cyklicky adenosinmonofos-
fat (3,5'-cAMP), pfitom utilizuje adenosintrifosfat (ATP). Soucasné fosfodiesteraza (PDE) pfeménuje cyklicky adenosinmono-
fosfat na neaktivni adenosinmonofosfat (5'-AMP). Timto mechanismem je udrzovéna stabilni koncentrace aktivniho cyklic-
kého adenosinmonofosfatu.

B — Schéma biciku spermie s inhibovanou fosfodiesterazou. Solubilni adenylatcyklaza (sAC) syntetizuje cyklicky adenosinmo-
nofosfat (3;5-cAMP). Fosfodiesterdza (PDEi) je inaktivovand vazbou inhibitoru (i) a cyklicky adenosinmonofosfat (3,5'-cAMP)
neinaktivuje a ten se hromadi, coz stimuluje pohyb spermie.

Fig. 2. On the figure is demonstrated the mechanism of increasing the concentration of cyclic adenosine monophosphate in
the sperm flagellum.

A - Diagram of a sperm flagellum with active phosphodiesterase. Soluble adenylate cyclase (sAC) synthesizes cyclic adenosine
monophosphate (3;5'-cAMP), while utilizing adenosine triphosphate (ATP). Simultaneously, phosphodiesterase (PDE) converts cy-
clic adenosine monophosphate to inactive adenosine monophosphate (5'-AMP). Stable concentration of active cyclic adenosine
monophosphate is maintained by this mechanism.

B — Diagram of a phosphodiesterase-inhibited sperm flagellum. Soluble adenylate cyclase (SAC) synthesizes cyclic adenosine
monophosphate (3,5'-cAMP). Phosphodiesterase (PDEI) is inactivated by binding of inhibitor (i) and cyclic adenosine monophos-
phate (3,5'-cAMP) does not inactivate and accumulates, stimulating sperm motility.

|éciva pii astmatu a dalSich respiracnich
onemocnénich.

Pomoci umélé aktivace dojde k akti-
vaci pohybu u nezralych spermii, které
se po izolaci z varlat nehybou. Tyto po-
hyblivé spermie jsou nasledné pou-
zity pro IVF. Aktivace pohybu spermii
je vyrazné zviditelni a usnadni jejich
vybér ze vzorku (a zkrati tak dobu vy-
béru spermii). Navic u mnoha vzorku
krvavé varletni tkané s pouze malym
poctem spermii byly spermie identifiko-
vany az po aktivaci. Z tohoto divodu se

nékdy aktivace spermii pouziva i v dia-
gnostickych vzorcich TESA (testicular
sperm aspiration) [22].

Indikace k pouziti aktivace
pohybu
Indikaci umélé aktivace pohybu sper-
mii je TESE [23,24]. O3etieni testikular-
nich spermii ziskanych TESE teofylinem
vedlo ke zvyseni klinické pregnancy rate
223 % na 53 % [25].

Dalsi indikaci pouziti aktivace po-
hybu jsou pfipady tézké asthenozoo-

spermie [26], pfipadné nekrozoosper-
mie [27]. Velice efektivni je také tato
metoda pfi manipulaci s rozmrazenymi
spermiemi po TESE [25].

Potencialni rizika pouziti
metody

Do souc¢asné doby nebyl publikovan pfi-
pad vrozené vady v souvislosti s pou-
Zitim umélé aktivace pohybu spermii.
Aydos a Aydos poukazali na potencidlni
riziko teratogenniho Ucinku dimetylxan-
thint [29] s odkazem na publikaci o vy-
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Obr. 3. Obrazek znazoriuje postup aktivace pohybu spermii pomoci inhibitoru

fosfodiesterazy.

A — Petriho miska umisténa na vyhfivané desce obsahuje kapku suspenze spermii
(2) a kapku ¢istého media (3). Do kapky suspenze spermii je pipetou (1) odméren
roztok inhibitoru, ktery je aplikovan k jedné strané kapky suspenze.

B — Po aktivaci spermie jsou pohyblivé spermie sbirany ICSI pipetou (43, b) a pfe-

neseny do kapky cistého media.

Fig. 3. The figure shows procedure for activating sperm movement using a phos-

phodiesterase inhibitor.

A — Petri dish placed on a heated plate contains a drop of sperm suspension (2) and
a drop of clean medium (3). Inhibitor solution is measured into a drop of sperm sus-
pension with a pipette (1), which is applied to one side of the drop of suspension.

B — After sperm activation, motile spermatozoa are collected with an ICSI pipette (43,
b) and transferred to a drop of clean medium.

skytu vrozenych vad u mysi vystavenych
vysokym davkam (stovky miligraml na
kilogram a den) paraxanthinu (1,7-di-
methylxantin) v pribéhu brezosti [29].
Pfi pouziti této metody je dullezité ne-
vystavovat oocyty témto latkdm a pec-
livé odstranit methylxanthin z kultiva¢-
niho média, ve kterém se ¢asnd embrya
vyviji [27]. Novéjsi publikace zjistila, ze
paraxanthin neni mutagenni ani geno-
toxickou latkou [30]. Pro bezpecnost ap-
likace latek ze skupiny dimetylxanthin(
piny v humanni mediciné bez teratogen-
nich G¢inkd. Pro umélou aktivaci pohybu
spermie se navic vyuzivaji nizké koncen-
trace aktivni latky a jejich pUsobeni na
spermie je velmi kratkodobé, vyuziva se

casové omezeného efektu pfechodného
vzestupu cAMP.

Doporuceny postup
V soucasné dobé je dostupny preparat
GM501 SpermMobil (PLANER LIMITED,
GYNEMED Medizinprodukte GmbH & Co.
KG), zalozeny na Ucinku inhibitoru fosfo-
diesterazy teofylinu [31], ktery se jinak
pouziva také pro lé¢bu astmatu [32]
a prirozené se nachdzi napf. v kakaovych
bobech [33] nebo ¢ajovych listcich [34].
Roztok GM501 SpermMobil je zahiat
na 37 °C, naekvilibruje se v atmosfére se
zvySenou koncentraci oxidu uhlicitého.
Na topnou desku (37 °C) je umisténa Pe-
triho miska s kapkou suspenze spermif
v médiu pro pfipravu spermii o objemu

cca 30-40 pl. Pfida se 3-4 ul zahtatého
roztoku GM501 SpermMobil, a to z jedné
strany, opacné, nez ze které maji byt na-
savany spermie. Po 10 min je mozno na-
birat aktivované spermie (aktiva¢ni uci-
nek nastoupi po nékolika minutach
a trvd az 1 hod). Nabrané spermie jsou
preneseny s minimem tekutiny do kapky
¢istého media (obr. 3).

Zaveér

Umeéla aktivace pohybu spermii pred-
stavuje Ucinny a bezpecny postup pro
selekci vitalnich spermii schopnych
oplodnit oocyt a umoznit vyvoj em-
brya v pfipadech, kdy neni mozno ziskat
spontanné pohyblivé spermie.
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