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Slaba kakovost semena je eden od vzrokov moske neplodnosti. Rutinska temeljna analiza semena
pokaze vecino znalilnosti vzorca, vendar bi bila v dolofenih razmerah primerna tudi uporaba
vrsticne elektronske mikroskopije (VEM). VEM z elektronsko locljivostjo omogoca detajlni pogled
v morfologijo semencice. Predpostavljamo, da tako pridobljeni rezultati dajo pomembno dodatno
informacijo in pomo¢ zdravniku. Namen naloge je bil izbrati in prilagoditi metodo ter izdelati
protokole uporabne v klini¢ni praksi za pripravo vzorcev semencic moskih vkljucenih v postopek
zdravljenja neplodnosti za pregled z VEM. Med obravnavanimi protokoli prilagojeni postopek
fiksacije z aldehidnim fiksativom s postfiksacijo z osmijem, omogoca najboljSe rezultate.
Dehidracijo in suSenje celic tako pri kriti¢ni tocki kot tudi s hexamethyldisilazanom (HMDS) smo
najprej opravili na krovnih stekelcih. Preizkusili smo tudi postopek z dehidracijo v centrifugirkah.
Dehidrirane vzorce smo nanesli na krovna stekelca in jih posusil s HMDS. Pri tem so bile izgube
celic manjsSe, poskodbe pri susenju pa veéje kot pri suSenju pri kritiéni tocki. Zato smo v nadaljnji
fazi postopek priprave preparatov nadgradili s procesiranjem celic na membranskem filtru.
Dehidracija in suSenje s HMDS je potekala v filtrirnem loncku, kontinuirano, brez vmesnega
centrifugiranja in redispergiranja vzorca. S tem smo se izognili izgubam in poskodbam vzorca. Za
pregledovanje morfoloskih znadilnosti semencic je priprava na krovnih stekelcih in suSenje pri
kriti¢ni toCki optimalen postopek. Vzorci pri katerih je razpolozljivi volumen majhen oziroma je
koncentracija semencic nizka, zahtevajo vecjo previdnost. V takih primerih je optimalna priprava
preparatov na membranskem filtru. Razvili in preizkusili smo protokole priprave semenc¢ic za VEM,
ki zagotavljajo ustrezno sliko oblike semencic.
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Poor quality of semen is one of the causes of male infertility. The routine basic semen sample analysis method
shows most of the semen characteristics but in certain critical cases, it is not good enough to detect the cause of
male infertility. The use of scanning electron miscroscope (SEM) examination could give a detailed view of
spermatozoon morphology. The purpose of the thesis was to select, adjust and optimize a method and then
establish the protocol required for use in clinical practice to prepare spermatozoa samples for scanning electron
miscroscope (SEM) examination that would give results with high level of reliability. Among the protocols we
tested, the adapted procedure of fixation with aldehyde fixative and osmium postfixation enabled the best
fixation, reliability, repetability and comparability of results. The dehydration and drying of cells, both at
critical point as well as with hexamethyldisilazane (HMDS), were first performed on coverglass. However,
there were uncontrollable losses of the material due to its not sticking to the surface and frequently being
washed. We were unable to determine why in some cases the cells did and in other did not stick to the surface.
Next, we tested the process of dehydration in centrifuge tubes. We applied HMDS to the dehydrated samples,
placed those samples on coverglass and air-dried them. Such process caused fewer losses of cells but the
damage due to air-drying was worse than with the critical point drying method. To lessen that damage, we
processed the cells on membrane filter instead of coverglass. Dehydration and HMDS drying took place in a
gooch crucible, continuously, whithout any centrifugation or redispergation of the sample. Through such
process we avoided losses and damage to the sample. In general, the best method to investigate morphological
features of spermatozoa is preparation on coverglass and critical point drying method. When samples are small
in size or spermatozoa concentration is low, they require greater care. In such cases the optimal method to use
is the membrane filter preparation. We have developed and tested the protocols for preparation of spermatozoa
for SEM process that ensure a proper image of a spermatozoon appearance.
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1 uvoD

Neplodnost postaja resna tezava sodobne druzbe. Sodoben nacin Zzivljenja ter hiter
zivljenjski slog botrujeta manjsi skrbi za zdravje ter kasnejSemu odloCanju za druzino, s
tem pa se tudi vzroki neplodnosti mnogokrat skrijejo in tezave prepoznavajo prepozno.
Neplodnost je bolezen, opredeljena kot nezmoznost doseCi uspeSno zanositev po 12
mesecih ali ve¢ nezascitenih spolnih odnosov (WHO, 2010). Po statisti¢cnih podatkih je
neplodnih 10 do 14 odstotkov parov; pri 50 do 60 odstotkov neplodnih parov je vzrok za
neplodnost pri moskem (pri 30 odstotkih parov samo pri moskem, pri 20 do 30 odstotkih

parov pri moskem in Zenski) (Zorn, 2014).

Ce se omejimo na vzroke neplodnosti na mogki strani potem so zanimive ugotovitve
zadnjih 40 let, ki kazejo, da se kvaliteta semena slabsa. Moska neplodnost je lahko
pridobljena ali prirojena. Prirojeno neplodnost povzrocijo genetske nepravilnosti zarodka
in vplivi okolja v Casu razvoja spolnih Zlez. Po rojstvu pridobljena neplodnost je lahko
posledica bolezni, S$kodljivih vplivov okolja, strupov itd.. Pogosto so prirojeni in
pridobljeni vzroki prepleteni in jih zato tezko opredelimo (Virant - Klun in sod., 2002).
Pojasnjeni so le redki mehanizmi neplodnosti (npr. pomanjkanje gonadotropinov), ostale
patologije so Se predmet raziskovanj (Zorn, 2014). V nasprotju z Zensko neplodnostjo
vzroki za mosko neplodnost pogosteje ostanejo nepojasnjeni (Nilsson in Hamberger,
2007). Dejavniki tveganja za razvoj neplodnosti pri moskem so lahko slabo spusceno
modo, varikokele, okuzbe (spolno prenosljive bolezni), vnetje moda, nadmodka, secnice,
endokrina obolenja, operacije, onkoloSko zdravljenje, neplodnost v druzinski anamnezi,
genetski dejavniki itd. Genetski dejavniki prispevajo 15 do 30 odstotkov k etiologiji moske
neplodnosti. (Peterlin in Hodzi¢, 2014). Neplodnost pri moskem je lahko povezana s
funkcijo semencic, okvaro zorenja in spro$¢anja semencic v izvodila, motenj v ejakulaciji
ali psihogenimi vzroki neplodnosti (Vlaisavljevi¢ in Knez, 2014). Zelo pogosto je vzrok za
neplodnost prav v Zivljenjskem stilu in vplivih okolja. Moderen in posledicno manj zdrav
nacin Zivljenja ima velik vpliv na kvaliteto semencic. Na plodnost tako vplivajo:
temperatura (tesna oblacila, redno sedenje itd.), kemikalije (pesticidi, herbicidi itd.),

zdravila, prisotnost estrogena v prehrani, sevanje, alkohol, kajenje, debelost, stres, itd..
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Medicina reSuje probleme moske neplodnosti z zdravili, kirurSkimi posegi in s postopki
oploditve z biomedicinsko pomoc¢jo (Virant — Klun in sod.,2002). Mednje Stejemo umetno
osemenitev (intrauterino inseminacijo - IUI) in zunajtelesno oploditev s prenosom zarodka.
Pri umetni osemenitvi - inseminaciji, se seme vnese v maternicno votlino, tako ve¢
semencic doseze jaj¢no celico kar pove¢a moznost oploditve in zanositev (Reljic, 2014).
Postopek je primeren za zdravljenje parov z zmerno poslabSano kakovostjo semena

(Fekonja, 2014 ).

Pri zunajtelesni oploditvi poteka oploditev »in Vvitro«, zunaj telesa. Znana je metoda ICSI
(angl. intracytoplasmic sperm injection), pri kateri se semencico vnese neposredno v
citoplazmo jajéne celice. Postopek se uporabi, kadar je semencic v semenskem izlivu malo,
so slabo gibljive in imajo ocitne strukturne napake. V ekstremnih primerih, ko v izlivu ni
prisotnih semencic, lahko semencice pridobimo iz nadmodka ali moda s punkcijo ali
kirurskimi posegi (Vlaisavljevi¢ in Knez, 2014). Mogoca je oploditev jajcne celice tudi z

nezrelimi, zarodnimi celicami - spermatidami (Virant - Klun in sod., 2002).

Nadgradnja metode ICSI je metoda neposrednega vnosa izbrane semencice po
natan¢nejSem mikroskopskem pregledu semencice, v citoplazmo jajéne celice - IMSI
(angl. intracytoplasmic morphplogically selected sperm injection). Z metodo ICSI in IMSI
se je razSiril tudi kirurski pristop in moznosti zdravljenja moske neplodnosti. Spoznanje, da
lahko semencice pridobljene iz mod ali nadmodka, oplodijo jajéne celice, je eno
najpomembnejSih odkritji na podro¢ju oploditve z biomedicinsko pomocjo. Semencice

pridobijo z aspiracijo ali biopsijo mod ali nadmodka (Virant - Klun in sod., 2002).

Prvi postopek pri zdravljenju neplodnosti je ocena kakovosti semena oziroma
spermiogram. Laboratorijsko oceno kakovosti semena delimo na temeljno (osnovno) in
nadstandardno testiranje (Zorn, 2014). Pri temeljni analizi se oceni viskoznost, barvo, pH
in volumen semenskega izliva ter koncentracijo, Stevilo, gibljivost, vitalnost in morfologijo
(obliko) semencic (Knez, 2009; Virant - Klun in sod., 2002). V¢asih preiskav ne moremo
omejiti le na temeljno analizo semena, ker nam ne nudi dovolj natanéne morfologije. Zato
moramo vkljuciti v temeljno analizo Se nadstandardno testiranje. K nadstandardnemu

testiranju priStevamo elektronsko mikroskopijo, ki vkljucuje transmisijsko (TEM) in
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vrsti¢no elektronsko mikroskopijo (VEM) (Zorn, 2014). VEM nam omogoca vstop v svet
velikih poveCav in nanometrskih locljivosti. VEM omogoca morfolosko preucevanje
povrsin. Slike imajo veliko globinsko ostrino in lo¢ljivost, ki omogoca tridimenzionalno
predstavo (Watson in sod., 1980). Pri pripravi vzorca za VEM moramo upostevati lastnosti
vzorca in uporabiti specificne metode priprave. Osnovne zahteve pri pripravi so: Vzorec
mora biti obstojen v vakuumu in snopu elektronov, zadostna emisija sekundarnih
elektronov (e;), odsotnost mote¢ih nabijanj in ¢istost preiskovane povrsine (Pollak, 2003;
Lutar 2009). Da zadostimo vsem zahtevam je pomembna izbira tehnike priprave preparata

glede na vzorec.

1.1 NAMEN DELA

Glavni namen magistrskega dela je bil izbrati in optimizirati metodo, s katero bo mogoce
hitro, enostavno, zanesljivo in ponovljivo pripraviti preparate semencic za vrsticno

elektronsko mikroskopijo, ki bo uporabna in obenem koristna v klini¢ni praksi.

Glavni cilji naloge so bili:

Izbrati optimalno metodo za pripravo vzorca za VEM,

izbrati in preveriti ustrezen nacin fiksacije semencic,

izbrati in preveriti postopke suSenja preparatov in

izdelati protokol priprave preparatov, ki bo uporaben v medicinski diagnostiki.

Delovne hipoteze:

e dvostopenjska fiksacija z aldehidi in osmijem zagotavlja najboljSe rezultate,
e suSenje pri kriticni tocki daje najboljSe rezultate,
e lepljenje semencic na krovna stekelca je ustrezen postopek in

e VVEM je ustrezen in uporaben postopek za prikaz oblike semencic.
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2 PREGLED OBJAV

2.1  ZGRADBA IN KVALITETA SEMENSKE TEKOCINE

Seme je tekocina, ki se izloci iz spolnega uda pri ejakulaciji. V njem so zrele semencice,
odluscen epitelij genitalnih vodov in semenska tekocina, ki nastaja v pomoznih spolnih
zlezah. V ejakulatu je normalno 1,5 do 5 ml viskozne, rahlo alkalne semenske tekocCine z

okrog 150 do 500 milijonov semencic (Vraspir-Porenta, 2005).

Po merilih Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) mora biti v semenu normalne
kakovosti ve¢ kot 30 odstotkov semendic z normalno obliko. Da se semencica oceni kot

oploditveno sposobna, morajo biti tako glava, vrat in rep normalni.

2.2  ZGRADBA SEMENCICE

Zrela semencica sestoji iz glave, vratu in repa, ki se deli na srednji, glavni in konéni del

(Slika 1).

Obliko semencic se ocenjuje po merilih SZO ali po Krugerjevih merilih. Semencica mora
biti brez nepravilnosti glave, vratu in repa. Ce je kateri od teh parametrov na meji, se

semencica smatra kot nenormalna (Kruger in sod., 1993).
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Slika 1: Zgradba semencice (prirejeno po Kierszenbaum, Tres, 2012).

Glava semencice je obi¢ajno sploscena ali elipsoidna (Slika 2). Po Krugerjevih merilih naj
bi bila dolzina glave normalne semencice 4 do 5 pm in Sirina 2,5 do 3 pum. Prekriva jo
plazmalema. PreteZni del prostora zavzema modificirano jedro (Lentz, 1971). Jedro
vsebuje zgos€en heterokromatin in posamezne vakuole z razprSenim kromatinom (Vraspir-

Porenta, 2005).

Vrat povezuje glavo in srednji del repa semencice. V vratu se nahajata proksimalni in

distalni centriol, preostanek jedrne ovojnice, preostanek citoplazme, proti glavi semencice
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pa sega bazalna plosca, ki je sklepna struktura med glavo in vratom (Bavdek, 1986;
Fekonja, 2014).

Najvecji del vratu zapolnjuje devet segmentiranih stebrickov, ki obdajajo centriol in se
distalno zdruzijo z gostimi vlakni. Eden od striatnih stolpicev se proti glavi semencice

razs§iri in tvori capitellum, ki se zras¢a z bazalno plosco (Slika 2).

TIITTT
= —_ ‘ L1

VRAT
JEDRO

R GOSTA VLAKNA \ APITELLUM - AKROSOM
=5y = SREDNJI DEL BAZALNA PLOSCA
3 <E
WO Wy %

R EEEee
der 2 SEGMENTIRANI

S e L0 STEBRICKI 75“'"“0

AKSONEMA JEDRNA OVOINICA

Slika 2: Shematski prikaz zgradbe Cloveske semencice (prirejeno po Kessel in Kardon,

1982).

Srednji del repa semencice je dolg priblizno 6 do 10 um in debel 1 um. Skozi ves rep
semencice poteka aksonema, ki je skupaj z devetimi zunanjimi gostimi vlakni strukturna
osnova za gibljivost semencice. VzdolZzno potekajoca zunanja gosta vlakna obdajajo
spiralno zviti mitohondriji, ki se koncajo na prehodu srednjega dela repa v glavni del repa.
Tu plazmalema tvori fibrozni prstan, anulus. Anulus prepreCuje zdrs mitohondrijev iz
srednjega dela v glavni del repa (Vraspir-Porenta, 2005). Citoplazemska razsiritev, ki se

nahaja vzdolZ polovice srednjega dela predstavlja rezidualno citoplazmo (Slika 2).

Glavni del repa je najdaljSi odsek semencice, meri priblizno 45 pm in ima premer 0.5 um

(Kruger in sod., 1986). V centralnem delu je aksonemski kompleks. Mitohondrijev ni vec.
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Gosta vzdolzna vlakna, ki se nadaljujejo iz srednjega dela repa, so obdana s Stevilnimi
rebrasto razporejenimi vlakni. Tretje in osmo vzdolzno gosto vlakno v tem delu repa
izgineta, ker se zdruzita z rebrasto razporejenimi vlakni. Na mestu zdruzitve nastane
sprednji in zadnji vzdolzni steber. Stebra razdelita glavni del repa v dva morfolosko in
funkcionalno razli¢na odseka. V enem so tri gosta vzdolzna vlakna, v drugem Stiri. Na ta
nacin nastala asimetrija repa naj bi bila vzrok za valujoCe gibanje semencice (Vraspir-

Porenta, 2005).

Konec repa je dolg od 5 do 7 um in ima premer manjsi od 1 um (Virant - Klun in sod.,
2002). Sestavlja ga samo aksonemski kompleks obdan s celitno membrano (Slika 2)
(Vraspir-Porenta, 2005).

2.3 SPERMATOGENEZA

Semencice nastajajo v procesu spermatogeneze. Spermatogeneza je kontinuiran proces, ki
poteka v semenskem epiteliju zvitih semenskih cevk v modu. Semenski epitelij sestavljajo
zarodne in Sertolijeve celice, ki segajo skozi vso vi§ino semenskega epitelija. V
semenskem epiteliju imajo Sertolijeve celice obrambno, oporno in prehranjevalno
funkcijo. V ugreznitvah plazmaleme Sertolijevih celic pa lezijo zarodne celice v razlicnem

razvoju spermatogeneze (Vraspir-Porenta, 2005).

Spermatogeneza se zacne s spolno zrelostjo in traja do pozne starosti. Proces diferenciacije
semencic zacenja vsak dan priblizno 1.5 milijjona spermatogonijev kar pomeni, da v
reproduktivnem obdobju moskega nastaja priblizno 30 milijonov semencic na dan. Proces
od spermatogonija do zrele semencice traja 64 do 70 dni (Virant - Klun in sod., 2002,
Vraspir-Porenta, 2005).
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Slika 3: Spermatogeneza ali nastanek semencic (prirejeno po spletnem viru:

superagatoide.altervista.org).

Spermatogeneza poteka v ve¢ fazah: loCimo spermatocitogenezo, mejozo in
spermiogenezo. Med spermacitogenezo ali spermatogonijsko fazo, se spermatogoniji
mitotsko delijo. 1z njih nastajajo enake celice - spermatogoniji ali pa iz njih nastajajo
primarni spermatociti. V' fazi mejoze (spermatocitna faza) se primarni spermatociti v
procesu prve mejotske delitve delijo v sekundarne spermatocite, ti pa v procesu druge
mejotske delitve v spermatide. Med spermiogenezo (spermatidna faza) pa se spermatide
preoblikujejo v zrele semencice (Slika 3) (Vraspir Porenta, 2005; Pawlina, 2016).

Mitotska delitev spermatogonijev

Spermatogoniji so zarodne celice semenskega epitelija. Glede na izgled celi¢nega jedra
lo¢imo tri tipe spermatogonijev. Temni spermatogoniji tipa A imajo ovalno jedro z gostim
kromatinom. So rezervne zarodne celice. Z mitotsko delitvijo iz njih nastane par temnih
spermatogonijev tipa A ali par svetlih spermatogonijev tipa A, ki imajo svetlo ovalno

jedro. Po ve¢ zaporednih mitotskih delitvah iz svetlih spermatogonijev tipa A nastanejo
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spermatogoniji tipa B, ki imajo okroglo jedro. Z mitotsko delitvijo spermatogonijev tipa B
nastane primarni spermatocit, ki kmalu po nastanku vstopi v prvo mejotsko delitev.
Primarni spermatociti so najvecje celice v semenskem epiteliju, ki se oddaljijo od bazalne

lamine in se pomaknejo proti notranjosti cevk (Vraspir-Porenta, 2005; Pawlina, 2016).

Mejotska delitev spermatocitov

Mejotska delitev spermatocitov poteka v dveh fazah - kot mejoza | in mejoza Il. Mejoza |
se pri¢ne v primarnih spermatocitih. Po podaljSani profazi prve mejotske delitve nastaneta
dva sekundarna spermatocita, ki imata haploidno Stevilo kromosomov. Po konc¢ani drugi
mejotski delitvi, iz sekundarnih spermatocitov nastanejo haploidne, okrogle spermatide
(Vraspir-Porenta, 2005; Pregl Breznik, 2013).

Spermiogeneza

Spermiogeneza je proces pretvorbe okroglih spermatid v semencice (Slika 4).
Spermatogeneza poteka v Stirih fazah: Golgijeva faza, faza akrosomske kape, akrosomska
faza in faza zorenja. V Golgijevi fazi v Golgijevem kompleksu nastane z membrano obdan
akrosomski mesi¢ek z encimi, potrebnimi za oploditev. Centriola potujeta na nasprotno
stran od akrosomskega mesicka in sprozita nastanek dveh centralnih in devet perifernih
mikrotubulov, ki tvorijo aksonemo. V fazi akrosomske kape akrosomski mes$i¢ek pridobi
polmesecno obliko in se namesti nad sprednjo polovico jedra kot akrosom (Vraspir-
Porenta, 2005; Zivin, 2014). V akrosomski fazi del celice z akrosomom predstavlja
sprednji pol celice, ki je ugreznjen v plazmalemo Sertolijevih celic, nastajajo¢i rep pa moli
v svetlino cevk. V tej fazi se mitohondriji kopicijo od vratu do konca srednjega dela
semencice. V fazi zorenja spermatide odvrzejo ostanke citoplazme, ki jo fagocitirajo
Sartolijeve celice. Semencice se sprostijo iz semenskega epitelija v svetlino semenskih
cevk (Vraspir-Porenta, 2005; Zivin, 2014).
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Slika 4: Spermiogeneza ali diferenciacija mosSkih gamet (prirejeno po spletnem viru:

majordifferences.com).

V modu so semencice zaradi nezrelosti ve¢inoma negibljive ali pa je njihova gibljivost
prostorsko omejena. Ko se sprosc¢ajo iz moda, potujejo skozi nadmodek, kjer se skladisc¢ijo,
pri ¢emer nadalje zorijo in postanejo gibljive (Kierszenbaum in sod., 2012). Dozorevanje
semencic vkljucuje strukturne in funkcionalne spremembe, ki vodijo do postopnega

pridobivanja oploditvene sposobnosti (Virant - Klun in sod., 2002).

Nepravilnosti v spermatogenezi vodijo v nastanek semena slabSe kakovosti, ki je pogosto
povezana z moSko neplodnostjo. Lahko gre za majhno Stevilo semencic
(oligozoospermijo), slabo gibljivost semencic (astenozoospermijo) ali z znizano koli¢ino

semencic z normalno morfologijo (teratozoospermijo) (Kierszenbaum in sod., 2012).
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24  OCENA KAKOVOSTI SEMENA

Ocena kvalitete semena nakazuje oploditveno sposobnost semencice. Pri oceni se
uposteva: koncentracija, gibljivost in oblika semencic (Knez, 2009). Laboratorijsko oceno

kakovosti semena delimo v temeljno (osnovno) in nadstandardno testiranje (Zorn, 2014).

2.4.1 Temeljna analiza semena - spermiogram

Spermiogram je standardizirana preiskava, ki jo doloca in priporo¢a Svetovna zdravstvena
organizacija (WHO, 2010). Zajema makroskopski in mikroskopski pregled ter analizo
semenske tekocine. Makroskopski pregled vklju¢uje meritev volumna in pH ter oceno
barve, utekoCinjenje in viskoznost semenske tekocine. Z mikroskopsko analizo
ugotavljamo koncentracijo semencic, prisotnost levkocitov in drugih celic, ocenimo
njihovo gibljivost, obliko in vitalnost. Pri tej analizi lahko dolo¢imo protitelesa proti

semencicam, ki so lahko vzrok za neplodnost, prisotnost parazitov, gliv in bakterij.

Pri oceni oblike semencice se ocenjujejo nepravilnosti glave, nepravilnosti vratu,
nepravilnosti repa, ostanki citoplazme in pojav nezrelih razvojnih oblik semencic v
semenskem izlivu. V uporabi je ve¢ metod ocenjevanja oblike semencic (Zorn, 2014). V
Androloskem laboratoriju Ginekoloske klinike v Ljubljani se uporablja ocena, ki sloni na
Krugerjevih merilih. Po teh merilih mora biti v semenu plodnega moskega vsaj 14
odstotkov semencic z normalno obliko (Slika 5), stanje pod 14 odstotki normalnih
semencic je povezano s slabSo oploditveno sposobnostjo, 0 do 3 odstotkov normalnih

semencic pa kaze na resne morfoloske nepravilnosti in verjetno nezmoznost oploditve.
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Slika 5: Morfolosko normalna oblika semencice (Zorn, 2014).

Normalna oblika semencice napoveduje zmoznost zanositve v naravnih in umetnih
razmerah (Tittelmann in Nieschlag, 2010). Ob hudi teratozoospermiji sta tako lahko
neuspesni tudi klasi¢na oploditev in vitro in metoda neposrednega vnosa semencice v
citoplazmo jajcne celice (Zorn, 2014). V teh primerih bi prisla v postev dodatna preiskava
semena z VEM, ki nam nudi pogled v morfologijo/obliko semencice. Preiskave za mosko
neplodnost ne smemo omejiti le na analizo semena, pomembna je tudi klini¢na obravnava
(Zorn, 2014).

Za prepoznavanje in klasifikacijo strukturnih in oblikovnih lastnosti semencic se uporablja

svetlobna in elektronska mikroskopija (Sathananthan, 1996).

Med nepravilnostmi glave (Slika 6) se pojavljajo nepravilnosti akrosoma, ki je
najverjetneje najbolj pogost vzrok zmanjSane plodnosti moSkega, kot na primer delna
odsotnost, popolna odsotnost, vkljucki, degeneracija in nerazvitost akrosoma, majhen
akrosom - manj kot 40 odstotkov prostornine glave ali velik akrosom - ve¢ kot 70
odstotkov prostornine glave, vakuoliziran in majhen akrosom, strukturne nepravilnosti kot
so hruskasta glava, amorfna glava, zelo stanjSana glava na mestu, kjer je pritrjen rep, zelo
stanjSana glava po vsej dolZini (podolgovata glava), stanjSana glava po sredini, okrogla
glava - globozoospermija (to je popolna odsotnost akrosoma, ki vodi v spremembo oblike
jedra in se kaze kot sferi¢na glava semencice), vakuolizirana glava (prisotnost ve¢ kot 2

vakuoli), nepravilne dimenzije glave kot so premajhna ali prevelika glava - vsebuje
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diploidni genetski material v jedru, dvojna glava, odsotnost glave in nepravilnosti povrsine

glave (Virant - Klun in sod., 2002).

§ § §

Al A3

O ?s

A4 AS Ab

Slika 6: Najbolj pogoste morfolosko nenormalne oblike semencic z napakami, ki nastanejo
v glavi.: podolgovata glava (Al), glava hruskaste oblike (A2), okrogla glava brez
akrosoma ali z akrosomom z zmanj$ano povrsino (A3), amorfne semencice (A4), glava z

vakuolami (A5), glava z majhno povrsino akrosoma (A6) (Zorn, 2014).

Te okvare strukture semencice so povezane z nesposobnostjo prepoznavanja semencice in

jajéne celice ter vezavo in fuzijo s plazmalemo jaj¢éne celice (Kiipker in sod., 1998).

Med nepravilnosti vratu in srednjega dela repa (Slika 7) se pristevajo kriv rep (vrat in rep
tvorita kot 90°), nezrelost semencice s citoplazemskim ostankom (obdaja bazalni del glave,
srednji del ali glavni del repa) (Slika 8), nepravilni vezni del (brez mikrotubulov,
centriola), asimetri¢na vsaditev srednjega dela repa v glavo, debel ali nepravilen srednji del
repa, nenormalno tanek srednji del repa (ovojnica iz mitohondrijev deloma manjka ali ne
vsebuje mitohondrijev), deformirano ali hipertofirano fibrozno ovojnico (Virant - Klun in
sod., 2002).
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Pt

Bl B2 B3 B4

Slika 7: Najbolj pogoste morfolosko nenormalne oblike semencice z napakami, ki
nastanejo v vratu in v srednjem delu repa: upognjen vrat (B1), asimetri¢no nastavljen vrat
(B2), vrat z zadebeljenim stikom (B3), vrat s tankim stikom (B4) (Zorn, 2014).

$

Slika 8: Morfolosko nenormalne, netipi¢ne oblike semencic z odve¢no rezidualno

citoplazmo (Zorn, 2014).

Nepravilnosti glavnega dela repa (Slika 9) vkljucujejo nepravilno vsaditev repa (rep
izra$¢a iz nepravilnega dela glave), razli¢ne dolzine repa, zvit rep okoli glave ali okoli
celotne celice, rep pod kotom 90° glede na glavo, ve¢ repov, ki izras€ajo iz iste glave,

kratek rep in rep nepravilnih $irin (Virant - Klun in sod.,2002; WHO, 2010).

N

C1 C2 C3
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Slika 9: Najbolj pogoste morfolosko nenormalne oblike, netipi¢ne semencice z napakami,
ki nastanejo v glavnem delu repa: kratek glavni del repa (C1), upognjen glavni del repa
(C2), zvit glavni del repa (C3) (Zorn, 2014).

Osnovna uporabljena metoda ocenjevanja oblike semencic je metoda barvanja po
Papanicoloau (Jesenovac in sod.,1990). V uporabi so Se metode barvanja po Giemsi,
Bryan-Leishmanu, Shorru in Diff Quick barvanje. Metode omogocajo primerljivost med
posameznimi preparati in primerljivost med posameznimi laboratoriji. Preparati
predstavljajo referenéni vzorec, na katerem lahko ocenimo strukturo in obliko (Virant-

Klun in sod., 2002).

Svetlobna mikroskopija omogoca opazovanje in ocenjevanje zivih semencic. Z svetlobnim
mikroskopom ocenimo mobilnost semencic, ki je eden od pomembnih kriterijev
oploditvene sposobnosti. Pri svetlobni mikroskopiji obstajajo fizikalne omejitve pri

lo¢ljivosti pri strukturnih raziskavah celic in tkiv (Goodhew in sod., 2000).

2.4.2 Nadstandardno testiranje semena

Nadstandardno testiranje delimo v izbirne in raziskovalne funkcionalne teste, ki so

namenjeni v diagnosti¢ne in terapevtske namene.

Med izbirne teste uvrS¢amo biokemijsko analizo semena (pokaZe funkcijo semenskih
izvodil in pomoznih spolnih Zlez), postkoitalni test (pokaZe interakcijo med semencicami
in cervikalno sluzjo in dolo¢a koliko semencic prezivi v cervikalni sluzi) ter analizo
gibljivosti semencic s pomocjo racunalnika (program spremlja in prikazuje znacilnosti

gibanja semencic).

Raziskovalni funkcionalni testi vkljuCujejo teste interakcij med semencicami in jajéno
celico, akrosomske reakcije, genetske raziskave semencic, meritve integritete DNK
semencic, meritve kisikovih prostih radikalov in elektronsko mikroskopijo (Zorn, 2014).
Semencice slabe kakovosti (slabe gibljivosti ali slabSih oblik) in polimorfonuklearni

levkociti v semenu sproscajo aktivne derivate kisika (ROS). Ti povzro€ajo peroksidacijo
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poli - nenasi¢enih mascobnih kislin v membrani semencice in z oksidativnim stresom
porusijo integriteto DNK semencice, mocno poskodujejo funkcionalne lastnosti semencice

ter s tem njihovo oploditveno sposobnost (Pasqualotto, 2001).

Elektronska mikroskopija omogoca boljSo locljivost. Sodobni elektronski mikroskopi
omogocajo nanometrske lo€ljivosti in ve¢ tisoCkratne povecave. Z elektronsko
mikroskopijo preiskujemo fiksirana, mrtva tkiva in celice. Specifika elektronske
mikroskopije tako TEM kot tudi VEM je, da preiskava poteka v vakuumu, kar je omejitev
pri raziskavah zivih, praviloma hidriranih vzorcih bioloskega izvora. To zahteva posebno,
relativno dolgotrajno pripravo vzorca in posebne preparativne metode. Pri postopkih
priprave vzorca pa je treba racunati tudi z nastankom artefaktov, nekontroliranih

strukturnih in biokemiénih sprememb vzorca.

S transmisijsko elektronsko mikroskopijo se strukturne znacilnosti preiskuje v rezini, ki
razkriva notranjo organiziranost celice, z visoko locljivostjo. Vendar pa slika prikaze
majhen, praviloma nakljuéen izsek celice. Z razvojem imunocitokemijskih metod na
podro¢ju TEM je mogocCe ugotavljanje polozaja proteinov in dolofenih anorganskih

celi¢nih komponent (Knez, 2009).

Vrsticni elektronski mikroskop omogoca opazovanje povrSine vzorca z nanometrsko
lo¢ljivostjo v Sirokem razponu povecav (Goodhew in sod., 2000). VEM se relativno redko
uporablja v klini¢ni diagnostiki, ¢eprav omogoca poleg prikaza strukturnih detajlov tudi
detekcijo molekulskih markerjev na povrsini. S protitelesi lahko dokazujemo odsotnost ali
prisotnost specifi¢nih receptorjev, ki so zelo pomembni pri vezavi semencice in jajéne
celice. Metoda omogoca pregled in primerjavo velikega Stevila semencic (500-1000

semencic).
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Slika 10: Primerjava slike svetlobne mikroskopije (A) (Fekonja, 2014) in VEM (B)
semencic pri isti pove€avi. VEM omogoca natancnejsi prikaz povrSine semencic, kot ga

vidimo pod svetlobnim mikroskopom.

VEM bi lahko, zaradi vecje lo¢ljivosti, kot jo omogoca svetlobna mikroskopija (Slika 10),
in Sirokega razpona povecav (Slika 11), postala uporabna dodatna preiskava pri diagnostiki

tezkih primerov moske neplodnosti.

Slika 11: Mikrografija pri 5.500 kratni povecavi (A). Slika se nadaljuje.
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Nadaljevanje Slike 11.

X 15,000

nadaljuje
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Nadaljevanje Slike 11.

Sy 2
X 120,000 [+

Slika 11: Prikaz oblike in povrSinskih struktur semencice z vrsti¢no elektronsko
mikroskopijo v Sirokem moznem razponu povecav in lo¢ljivosti (A-D), povrSina akrosoma

pri 120.000 kratni povecavi (D).

2.5 PRIPRAVA PREPARATA ZA PREGLED Z VEM

VEM se uporablja v raziskavah, ki zahtevajo ve¢jo povecavo in locljivost, kot jo lahko
zagotovi svetlobna mikroskopija. Pri pripravi preparata za VEM moramo upostevati
lastnosti vzorca in izpolniti specifi¢ne zahteve za mikroskopiranje z vrsticnim elektronskim
mikroskopom. Vzorec za VEM mora biti obstojen v vakuumu in elektronskem snopu.
Povrsina mora biti Cista, prevodna in mora generirati dovolj sekundarnih (e;) elektronov.

Izpolnitev teh zahtev pogojuje specifi¢no pripravo in obdelavo vzorca.

Osnovni postopki priprave vzorca in izdelave preparata za VEM so: postopek priprave
samega vzorca, ki mu sledi postopek izdelava preparata in zajema fiksacijo, dehidracijo,

suSenje, namestitev vzorca ter naprasevanje.
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2.5.1 Priprava vzorca

Prvi postopek pri pripravi preparata je zagotovitev Cistosti povrSine in dolocitev velikosti
vzorca. Obicajno s spiranjem s primernimi pufri ali z izotoni¢no raztopino pred fiksacijo
odstranimo necistoce, kot so semenska plazma, ostanke gojis¢a in sluz, ki bi morebiti
zakrile pomembne strukture na povrS$ini. Pri tem je pomemben ustrezen pH in ozmolarnost

raztopin ter kompatibilnost med vzorcem, pufri in fiksativom.

Najpogosteje se uporabljajo fosfatni in kakodilatni pufri. Fosfatni pufri so »fizioloski«
pufri in niso prevec toksicni za celice. Primerni so za uporabo s pocasi prodirajo¢imi in/ali
reagirajo¢imi fiksativi. Kakodilatni pufri so stabilni, enostavni za pripravo in kompatibilni
z vecino fiksativov. Vsebujejo arzen in so citotoksi¢ni, zaradi ¢esar moramo z njimi ravnati
previdno (Waterman, 1980; Maugel in sod., 1980; Watson in sod., 1980). Po nasih
izkus$njah dobimo najéistej$o povrSino vzorca pri uporabi Na-kakodilatnega pufra (Rode,
1991).

2.5.2 lzdelava preparata

2.5.2.1 Fiksacija

S fiksacijo ustavimo zivljenjske funkcije. Podobo objekta skuSamo ohraniti tako, da
struktura preiskovanega objekta ¢im manj odstopa od stanja in vivo - ohraniti poskusamo
volumska razmerja, obliko in prostorsko razporeditev organelov in makromolekul. Pri
pripravi hidriranega materiala za VEM sta v rabi kemijska in fizikalna fiksacija. Kemijska
fiksacija stabilizira strukture z uporabo kemijskih agensov. Pri fizikalni fiksaciji se za
stabilizacijo struktur najveckrat uporablja zamrzovanje (Googhew in sod., 2000).

Pri fizikalni fiksaciji vzorce hitro zamrznemo. Pri poCasnem zamrzovanju nastajajoCi
ledeni kristali praviloma poskodujejo celi€no strukturo. Hitrost zamrzovanja mora biti tako
velika, da pride do vitrifikacije vode. Ta metoda je tako primerna za vzorce manjsih
dimenzij. Zamrzovanje lahko poteka pri razlicnih temperaturah in tlakih. (Boyde in
Maconnachie, 1980).
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Pri kemijski fiksaciji je stopnja ohranitve povrSinske strukture odvisna od tega, kako
fiksacijsko sredstvo reagira s celicnimi komponentami, preden se zac¢no avtoliti¢ne
spremembe. Avtoliticne spremembe se zano ob celi¢ni smrti, zato je za pripravo preparata
idealno, da fiksacija sama povzro€i celicno smrt. Fiksativ naj bi hitro prodiral v celico in
omogocal mrezenje proteinov v celici v ustreznih razmerah (Waterman, 1980; Nowell in
Pawley, 1980). V pripravi preparatov za VEM se uporabljajo fiksativi v razlicnih
kombinacijah in koncentracijah, puferskih sistemih, pH obmocjih in razlicnih ¢asovnih
okvirih. Uporablja se fiksacija v dveh stopnjah: fiksacija z aldehidi, ki ji sledi postfiksacija

za utrjevanje struktur in kontrastiranje s tezkimi kovinami in drugimi spojinami.

Organski aldehidi navzkrizno povezujejo amino skupine in s tem koagulirajo beljakovine
ter stabilizirajo strukturo vzorca, kar zmanjSa deformacije med pripravo preparata (Hearle

in sod.,1974).

e

¢ Formaldehid (CH,0) je monoaldehid. Prednost formaldehida je hitro prodiranje.
Reakcija je pocasna in reverzibilna. Permeabilnost celicnih membran po tretiranju s
formaldehidom ni popolnoma ustavljena. Zaradi ekstrakcije proteinov je pomembna izbira
pufra (Watson in sod.,1980).

Formalin je vodna raztopina formaldehida. V uporabi je polimer paraformaldehid. Cist
formalin, brez stabilizatorja, za potrebe v mikroskopiji, pripravljamo z depolimerizacijo
paraformaldehida v alkalnem okolju. Komercialnemu formalinu je dodan metanol, kot
stabilizator, ki prepreCuje polimerizacijo in povzrofa deformacije preparata (Kiernan,

1990; Leicabiosystems, 2016).

£

¢~ Glutaraldehid (CHO(CH,);CHO) je dialdehid, ki stabilizira strukture z navzkrizno
povezavo proteinov ter tako zmanjSa moznost ekstrakcije. Slabo stabilizira lipide. V vodni

raztopini polimerizira. Glutaraldehid se uporablja v kombinaciji s fosfatnim, Na-


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Glutaraldehyde-3D-balls.png
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kakodilatnim ali s-kolidinskim pufrom v ¢asovnem okviru 1 do 24 ur (Watson in sod.,
1980; Kiernan, 1990). Za fiksacijo bioloskega materiala za elektronsko mikroskopijo (EM)
se, zaradi njunih lastnosti uporablja kombinacija obeh fiksativov (glutaraldehida in
formaldehida) z nosilnim pufrom, v obmoc¢ju pH med 7,2 in 7,4; formaldehid prodira hitro

in slabse stabilizira, medtem, ko pocasnejsi glutaraldehid strukture trajneje utrdi (Kiernan,
1990).

V pripravi preparatov za VEM poskusamo s postfiksacijo s tezkimi kovinami in drugimi
spojinami dodatno utrditi strukture celic in s tem dodatno povecati izplen sekundarnih
elektronov ter tako zagotoviti boljSo prevodnost povrSine in termi¢no obstojnost preparata

(Watson in sod.,1980).

Osmijev tetroksid (OsQg4) pri pripravi preparatov za elektronsko mikroskopijo
stabilizira lipide in omogoci boljsi signal ter elektri¢no prevodnost preparata. Brez uporabe
osmija se lahko med dehidracijo ekstrahira do 95% lipidov. Problem fiksacije z osmijem je
njegovo pocasno prodiranje v celice, zaradi Cesar se lahko spremeni struktura, Se preden se
stabilizira, zato osmij uporabljamo bolj za postfiksacijsko tretiranje. Neprijetnost osmija je

tudi njegova toksi¢nost in cena (Nowel in Pawley, 1980).

2.5.2.2 Dehidracija

Dehidracija je postopek s katerim vodo v vzorcu odstranimo in zamenjamo z drugim
medijem. Bioloski materiali vsebujejo veliko vode, zato je dehidracija za vecino bioloSkih
materialov nujna. Za vrsticno elektronsko mikroskopijo mora biti objekt suh. Ko voda v
vakuumu izpari povzro¢i poskodbe vzorca. Brez dehidracije je mozno opazovati le
skeletne dele, hitinske strukture in nekatere dele rastlin (Hearle in sod., 1974). Uspeh
dehidracije je odvisen od lastnosti uporabljanih tekocin pri zmanjSanju sil povrSinske

napetosti (Waterman, 1980).


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Osmium-tetroxide-ED-3D-balls-A.png

Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 23
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Vodo iz vzorca zamenjamo s topili, ki imajo manjSo povrSinsko napetost in izhlapevajo.
Zato so celicne membrane in tkiva manj obremenjena in njihova oblika se manj spremeni
(Braet in sod.,1996). Obicajno dehidracijo opravimo v alkoholni vrsti. Hitrost menjavanja
posameznih koncentracij in preskoki v koncentracijah so odvisni od velikosti in
permeabilnosti vzorca. Najpogosteje sta uporabljena alkohol in aceton v narascajocCih
koncentracijah. Cas inkubacije v posamezni koncentraciji je od 5 do 20 min., odvisno od
velikosti objekta in hitrosti difuzije (Watson in sod.,1980). Za daljSe hranjenje uporabimo
70-odstotni etanol, ker vi§je koncentracije po daljSem casu lahko povzrocajo spremembe
na vzorcu. Postopek dehidracije koncamo pri 100-0dstotni koncentraciji etanola. Obicajno

nadaljujemo dehidracijo s suSenjem (Sarmiento, 2006).

2.5.2.3 SuSenje

Kot nacin susenja se uporablja suSenje na zraku iz medijev, ki imajo majhno povrsinsko

napetost, zamrznjeno suSenje s sublimacijo ledu v vakuumu in suSenje pri kriti¢ni tocki

(CPD).

Susenje na zraku je postopek s katerim iz vzorca odstranimo vodo ali dehidracijski medjij.
Praviloma izberemo medije, ki zaradi manjSih povrSinskih sil povzro¢ajo manjse
deformacije kot suSenje vode (Waterman, 1980). Uporablja se eter, aceton in nekatera
druga topila. Zelo uporaben je hexamethyldisilazane (HMDS). HMDS in drugi intermediji
s podobnimi lastnostmi so enostavnejSa alternativa postopku CPD (Bray in sod., 1993;

Shively in Miller, 2009).

Zamrznjeno suSenje (freeze dryng), je eden od nacinov priprave bioloskih vzorcev za EM.
Pri tem postopku vzorec hitro, globoko zamrznemo pri ¢emer celicna voda zamrzne v
amorfni led. Vzorec prenesemo v vakuum, kjer led sublimira in preparat se posusi. S
prenodom iz trdne v plinasto fazo obidemo sile povrsinske napetosti. (Maugel in sod.,
1980).

Susenje pri kriti¢ni toc¢ki (CPD) je po prevladujoéem mnenju optimalna metoda suSenja

hidriranih bioloskih vzorcev za pripravo preparatov za VEM. Pri kriti¢ni tocki prehaja
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tekocina v plinasto stanje brez fazne meje in z njo povezanih deformacijskih sil povrsinske
napetosti (Atkins, 1990; Watson in sod., 1980). Predhodna dehidracija objekta je potrebna,
ker se voda slabo mesa s tekoCim CO,, ki se veCinoma uporablja pri tem postopku.
(Watson in sod., 1980). Kriti¢na toc¢ka je definirana kot tocka, kjer sta pri dolocenih
pogojih (temperatura, tlak) gostota plina in tekoCine enaka. Izparilna toplota pri in nad
kiti¢no tocko je enaka niC in razlik med dvema fazama ni ve€. Pri in nad kriti¢no to¢ko

obstaja homogeni ravnotezni sistem, ki se imenuje superkriticna tekocCina.

2.5.2.4 Namestitev vzorca

Celice, ki jih Zelimo pregledovati z vrstiénim elektronskim mikroskopom najpogosteje
nanasamo na okrogla krovna stekelca. Za pripravo se uporablja vrsta pritrjevalnih sredstev
(Scott, 1964). Te naneseno na krovna stekelca v tankem sloju ter s tem pove¢amo adhezijo

celic na povrsini (Mazia in sod.,1975).

2.5.2.5 Namestitev in napraSevanje preparatov

Ce zelimo krovno stekelce pogledati z VEM, ga moramo pritrditi na posebni nosilec (Slika
12), ki ga vstavimo v elektronski mikroskop. Kovinski nosilci zagotavljajo veliko toplotno
kapaciteto ter toplotno in elektri¢no prevodnost. Preparate pritrdimo s srebrno pasto. Vecje
preparate pritrdimo kar direktno na nosilec, manjse preparate, kot so na primer posamezne

celice, pritrdimo najprej na krovno stekelce in nato na kovinski nosilec.
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Slika 12: Preparati pripravljeni za mikroskopiranje z VEM. Na kovinskem nosilcu v

ospredju je nalepljeno krovno stekelce, s prilepljenimi celicami (puséica).

Zadnja faza priprave preparata za pregled z VEM je nanos sloja kovine na povr§ino
objekta. S tem zagotavljamo elektri¢no in termi¢no prevodnost povrSine preparata. Za ta
namen se uporablja zlato, zlitine zlata, platina itd. Prevodna povrSina, med drugim,
preprecuje nastanek artefaktov, poznanih kot nabijanje (charging) ter poveca izplen
sekundarnih elektronov in s tem boljsi signal. Nanos kovine na povrsino lahko poteka z
naparevanjem ali naprasevanjem. Pomembno je le, da je debelina naneSenega sloja tanjsa

od lo¢ljivosti mikroskopa, da ne zakrije podrobnosti na povrSini objekta (Echlin, 1978).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

3.1.1 Bioloski material

Uporabili smo 50 vzorcev semena moskih obravnavanih v AndroloSkem laboratoriju
(Oddelka za reprodukcijo, Ginekoloske klinike v Ljubljani). Pripravili smo 150 preparatov
ter posneli 632 mikrografij. Vsi vzorci v nasi raziskavi so bili izbrani za poskus uvajanja

metode priprave preparata ter za pregled z VEM, po presoji, oceni in potrebi zdravnika.

Poleg tega smo 2 nefiksirana vzorca tkiva moda podgane in 2 parafinska preparata mod
podgane dobili na Institutu za patolosko fiziologijo (Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo
in prehrano, Uprava RS za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin $t. 34401-
7/2011/2). Iz omenjenih parafinskih blokov smo izdelali 10 stopniastih serij rezin ter

posneli 30 mikrografij.

3.1.2 Kemikalije

e Aceton (Merck, Nemcija)

e Alcian modro (Alcian Blue 8 GX, Sigma, ZDA)

¢ Bind-Silan 2% (Pharmacia Biotech, ZDA)

¢ Dotite (Silver Print- Srebrova pasta, ZDA)

e Etanol (Sigma, ZDA)

e Glutaraldehid 25 % (EM grade SPI Supplies, ZDA)
HMDS (hexamethyldisilazane) (SPI Supplies, ZDA)

Klorovodikova kislina (Merck, Nemcija)

Ksilen (Carlo Erba, Italija)
Na - kakodilat (Merck, Nemcija)

¢ Ocetna kislina (Merck, Nemcija)

e Osmijev tetroksid 4% (Osmij)(OsOg, SPI Supplies, ZDA)
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e Paraformaldehid (Merck, Nemcija)
e Poly-L-Lysin 0,1% (Sigma Diagnostic, ZDA)

3.1.3 Oprema

e 0,2 p filter (Millipore, ZDA )
e Centrifuga MIKRO 220R (Hettich, Nemc¢ija)

Centrifugirke 1,5 mililitrske (Eppendorf, Nemcija)

Krovna stekelca, ® 10mm (Agar, Austrija)
Mikrotom RM 2235 (Leica, Nemcija)

Millipore Filter Holder - Membranski filtrirni sistem (Analitical Stainless steel Filter

Holder, Millipore glass filtration system) (Millipore, Nem¢ija)
e Naprava za susenje Balzers critical point dryer CPD 030 (Balzers, Finska)
e Naprasevalec Balzers SCD 050 (Balzers, Finska)
e Steklovina
e Vrstiéni elektronski mikroskop JEOL FESEM 7500 (Jeol, Japonska)
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3.2 METODE

Za izbor optimalne metode priprave preparatov za VEM smo preizkusili ve¢ postopkov. Z
ozirom na uteCeno laboratorijsko prakso in predhodne raziskave smo predvideli sledeco

shemo priprave vzorcev in izdelave preparatov.

3.2.1 Priprava vzorca

Vzorci semena so bili pripravljeni po standardnem protokolu AndroloSkega laboratorija
Ginekoloske klinike v Ljubljani z metodo centrifugiranja skozi viskozni gradient (angl.
density gradient centrifugation). Pri tej metodi se vzorce semena centrifugira skozi razli¢no
goste frakcije gojiS¢ kar selekcionira semencice. V najgostejsi frakciji ostanejo semencice,
ki so ocis€ene semenske plazme, bakterij, levkocitov, mrtvih semencic, celi¢nega ostanka,

epitelnih celic itd. (Kovacic, 2014).

Nadaljnja priprava vzorca in izdelava preparata je potekala na Institutu za histologijo in
embriologijo Medicinske fakulteta Univerze v Ljubljani. VVzorce smo centrifugirali 10 min.
pri 1400 obratih na min. (rpm), supernatant smo zavrgli, pelet pa resuspedirali v 0,1 M Na

- kakodilatnem pufru.

3.2.2 lzdelava preparata na krovnem stekelcu

3.2.2.1 Fiksacija

V okviru magistrske naloge smo preiskusili tri nacine fiksacije. Najprej smo Zeleli
preveriti, ¢e dvostopenjski postopek fiksacije (fiksacija z aldehidi in postfiksacija z
osmijevim tetraoksidom) zagotavlja tudi pri fiksaciji semencic, ustrezne rezultate. Protokol
je bil zasnovan in preizkuSen za pripravo preparatov zivalskih tkiv za VEM (Rode 1991;
Andjeli¢, 2015). V nadaljevanju smo zeleli ugotoviti, ¢e je mogoce dvostopenjsko fiksacijo
poenostaviti z enostopenjsko, samo z aldehidnim fiksativom ali samo z osmijem, ne da bi

to vplivalo na kvaliteto preparatov.
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Potek fiksacije in spiranja je potekal po sledecem protokolu:

e Fiksacija I: aldehidni fiksativ 30 min., spiranje 3x5 min., osmij 30 min., spiranje 3x5

min.

Fiksacija Il: osmij 30 min., spiranje 3x5 min.

Fiksacija I1l: aldehidni fiksativ 30 min., spiranje 3x5 min.

Dvostopenjska aldehidna fiksacija (fiksacija I)
1 % glutaraldehid, 0,4 % formaldehid v 0,1% M kakodilathem pufru, pH= 7,2. cca
300 - 400 mOsm. Cas fiksacije 30 min.

postfiksacija z 1 % osmijevim tetroksidom (OsO,4) v 0.1 M Na-kakodilatnem pufru.

Cas postfiksacije 30 min.

Fiksacija z osmijem (fiksacija Il)

1% osmij v 0.1 M Na-kakodilatnem pufru.Cas fiksacije 30 min.

Fiksacija s standardnim aldehidnim fiksativom (fiksacija I11)

1 % glutaraldehid, 0,4 % formaldehid v 0,1% M kakodilatnem pufru. Cas fiksacije

30 min.

Po fiksaciji smo vzorce sprali s kakodilatnim pufrom. Pri vsaki zamenjavi pufra smo odlili

supernatant ter pelet resuspedirali v svezem pufru. Tako smo odstranili ostanke fiksativa.
3.2.2.2 Lepljenje celic na krovna stekelca
Suspenzijo fiksiranih in spranih semencic smo lepili na krovna stekelca. Preizkusali smo

moc prilepljanja na krovna stekelca s prevlekami z Alcian modrim, Poly-L-Lysinom in

Bind-Silanom.



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 30
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Priprava krovnih stekelc z adhezivom Alcian modrim (Alcian Blue)

Pripravili smo 1% raztopino barvila Alcian modrega v destilirani vodi, raztopino smo
centrifugirali (15000g, 15 min.) in supernatant prefiltrirali skozi 0,2 p filter. V' 5 ml
pripravljene raztopine barvila smo dodali 50 ul koncentrirane ocetne kisline. Krovna
stekelca smo o¢istili, razmastili z acetonom in posusili na zraku. V pripravljeni raztopini

smo jih inkubirali 20 min., sprali z destilirano vodo in posusili na zraku.

Priprava krovnih stekelc z adhezivom Poly-L-Lysinom

Komercialno raztopino 0,1% Poly-L-Lysin smo pripravili z destilirano vodo v razmerju
1:10, tik pred nanosom na krovna stekelca. Na razmascena stekelca smo kanili kapljico

pripravljene raztopine in jih posusili v susilniku pri 37°C.

Priprava krovnih stekelc z adhezivom Bind-Silanom

Uporabili smo 2% raztopino Bind-Silan v acetonu. Pripravljena krovna stekelca smo
namakali 20 min. v raztopini Bind-Silana v acetonu. Nato smo jih 2 krat sprali v acetonu, 2

krat v destilirani vodi ter posusili v susilniku pri 37°C.

Po fiksaciji in spiranju smo na krovna stekelca nanesli kapljico spranega vzorca. Po 30

min. inkubacije v vlazni komori na sobni temperaturi smo pribitek vzorca odlili.

3.2.2.3 Dehidracija

Prilepljene celice na krovna stekelca smo dehidrirali v alkoholni vrsti.

= 50-odstotni etanol 5 min.
= 70-odstotni etanol 5 min.
= 80-odstotni etanol 5min.

= 90-odstotni etanol 5min.
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= 96-odstotni etanol 5min.

= absolutni etanol 5min.

3.2.2.4 Susenje

Dehidrirane preparate smo susili na dva nacina. Uporabili smo suSenje pri kriti¢ni tocki in

suSenje s HMDS.

V postopku susenja pri kriti¢ni tocki smo preparate namestili v poseben nosilec za suSenje
in jih posusili pri kriti¢ni tocki s CO,. Uporabljali smo napravo Balzers critical point dryer
CPD 030. V drugem postopku susenja, smo dehidrirane vzorce na krovnih stekelcih spirali

s HMDS in jih posusili na zraku.

3.2.2.5 Pritrditev preparata na nosilec in naprasevanje

Posusene preparate smo s srebrno pasto nalepili na kovinske nosilce in naprasili s platino.
Uporabili smo napraSevalec Balzers SCD 050. Da bi dobili ustrezne debeline nanosa, smo
naprasevali 5-10 min., pri napetosti 1 kV in toku 10mA.

3.2.2.6 Mikroskopiranje in izdelava mikrografij

Tako pripravljene preparate smo pregledovali z vrstiénim elektronskim mikroskopom

JEOL FESEM 7500 (Slika 13).
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Slika 13: Shema poteka priprave preparata s tremi razliénimi fiksacijami (aldehidni
fiksativ, osmij ali dvostopenjska aldehidna fiksacija), lepljenje na krovna stekelca
prevlecena z razlicnimi adhezivi (A: Alcian modrim, P: Poly-L-Lysin, S: Silan), spiranjem,
dehidracijo in susenjem s CPD ali HMDS.
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Pri pregledovanju krovnih stekelc z VEM smo ugotovili, da v fazi spiranja, dehidracije in
suSenja obcasno prihaja do odlepljanja celic in s tem do izgube vzorca. V nadaljevanju

poskusa smo spiranje, dehidracijo in suSenje izvajali v centrifugirkah.

3.2.3 Dehidracija v centrifugirkah in suSenje semencic s HMDS

V dopolnjenem postopku smo spiranje, dehidracijo izvajali v 1,5 ml centrifugirkah (Slika
14). Po fiksaciji smo vzorce sprali s kakodilatnim pufrom. Sledila je dehidracija v
alkoholni wvrsti do absolutnega etanola. Po vsakem koraku postopka smo vzorce
koncentrirali s centrifugiranjem pri 1400 obratih na min. ter dobljeni pelet dispergirali z
visjo koncentracijo etanola. Kot zadnji medij smo uporabili HMDS. Resuspendirane celice
v centrifugirkah smo $ele nato nanesli na krovna stekelca ter jih posusili na zraku.

Preparate smo nalepili na nosilce, naprasili s platino ter pregledali z VEM.
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Slika 14: Shema poteka priprave preparata v centrifugirkah. Uporaba treh razli¢nih fiksacij

(aldehidni fiksativ, osmij ali dvostopenjska aldehidna fiksacija), spiranje, dehidracija in

nato lepljenje celic na krovna stekelca (prevleka z A: Alcian modrim, P: Poly-L-Lysin, S:

Silan) ter susenje s HMDS.



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 35
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Tudi pri tem postopku smo ugotavljali obcasno odlepljanje celic med postopkom. Kot

resitev smo preizkusili pripravo preparatov na membranskem filtru.

3.2.4 Priprava preparatov na membranskem filtru

Za pripravo preparatov smo uporabili improvozirano filtrirno napravo sestavljeno iz
filtrirnega lijaka (Millipore Filter Holder, Millipore glass filtration system), membranskega
filtra in presesalne steklenicke (Slika 15). Po fiksaciji in spiranju v centrifugirkah smo
vzorce nanesli na Millipore membranski filter z 0.2 p porami, vpetim v filtrirni lijak.
Uporabili smo uteceni postopek dehidracije, spiranja in susenja. S podtlakom v posodi pod
lijakom smo zagotovili pretok teko€ine skozi membrano in s tem kontinuirano dehidracijo
z alkoholi in inkubacijo s HMDS. S tem smo se izognili veckratnemu centrifugiranju in

dispergiranju vzorca ter poskodbam in izgubam materiala (Slika 16).

Slika 15: Millipore Filter Holder (A) in improvizirani sistem za filtracijo (B), ki smo ga pri

naSem delu uporabljali za pripravo preparatov za VEM.
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Slika 16: Shema poteka priprave preparata na membranskem filtru. Uporaba treh fiksacij
(aldehidni fiksativ, osmij ali dvostopenjska aldehidna fiksacija), spiranje, nanos vzorca na

membranski filter (M), dehidracija in susenje s HMDS.



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 37
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

3.2.5 Priprava preparatov iz nefiksiranega tkiva mod podgane

Pri pripravi preparatov iz nefiksiranega tkiva smo sledili osnovnemu protokolu (Fiksacija
I). Dobljene koscke tkiva smo 30 min. fiksirali v aldehidnem fiksativu. Delno fiksirano
tkivo smo narezali na 2 mm velike koscke in jih v aldehidnem fiksativu fiksirali e 2 uri.
Po fiksaciji smo preparate sprali s 0,1 M kakodilatnim pufrom. Sledila je postfiksacija z
osmijem, dehidracija v alkoholni vrsti in suSenje pri kriti¢ni tocki. Vzorce smo prilepili s

srebrno pasto na standardne nosilce za preparat in naprasili s platino.

3.2.6 Priprava preparatov iz parafinskih vzorcev

Za pripravo rezin smo uporabili parafinska bloka s tkivom podganjega moda. Tkivo je bilo
fiksirano v 4% formalinu, dehidrirano in vklopljeno v parafin. Z mikrotomom Leica RM
2235 smo iz bloka narezali 10 stopnicastih serij rezin debeline 200um. Rezine smo
deparafinizirali v ksilenu, sprali z absolutnim etanolom in jih posusili pri kriti¢ni tocki.
PosuSene rezine smo s karbonsko folijo prilepili na nosilce za preparat ter naprasili s

platino.

Tako pripravljene preparate smo pregledovali z vrsticnim elektronskim mikroskopom.
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4 REZULTATI

Moja naloga v okviru magistrskega dela je bila razviti in optimizirati metodo priprave
preparatov semencic moskih, vkljucenih v postopke zdravljenja neplodnosti. Med znanimi
postopki smo zeleli izbrati metodo, ki je zanesljiva in ponovljiva, odraza realno sliko

vzorca ter je primerna za rutinsko uporabo.

41  FIKSACUA VZORCEV ZA VEM

Pri nasi nalogi smo preizkusili tri postopke: fiksacijo z aldehidnim fiksativom ter
postfiksacijo z osmijem, fiksacijo samo z osmijem in fiksacijo samo z aldehidnim

fiksativom.
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4.1.1 Fiksacija z aldehidnim fiksativom in postfiksacija z osmijem

Za fiksacijo z aldehidnim fiksativom in postfiksacijo z osmijem smo pripravili 25 vzorcev
semena iz katerih smo naredili 80 preparatov ter pregledali 310 mikrografij. Metoda
dvostopenjske fiksacije z aldehidnim fiksativom ter postfiksacijo z osmijem, ki je bila
predhodno ze veckrat preizkuSena se je tudi pri naSem poskusu pricakovano izkazala za
najboljso (Slika 17). Pri tej kombinaciji fiksacij je struktura celic neposkodovana. Razpok
na povrSini semencic je malo, glava in vrat sta ohranjena. Rep je brez razjed in gladek.

Mikrografije so kontrastne in praviloma brez moteCega nabijanja. Ocenjujemo, da

postopek zagotavlja optimalno ohranitev strukture povrSine semencic.

Slika 17: Slika kaze znacilne mikrografije $tirih razlicnih preparatov. Vzorci so bili
fiksirani po dvostopenjskem protokolu z aldehidi in osmijem. PovrSina glav je intaktna (A,

D) razpoke na repih so neznatne oziroma komaj opazne (B, C).
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4.1.2 Fiksacija z osmijem

V klasi¢nih histoloskih recepturah smo zasledili rabo osmija kot priporocenega fiksativa za
spolne celice, vklju¢no s semencicami (Romeis B. 1968). Metodo fiksacije z osmijem smo
preizkusili na 16 vzorcih semena iz katerih smo pripravili 40 preparatov in posneli 117
mikrografij. lzkazalo se je, da so strukture glave, vratu in repa dobro ohranjene. Na

preparatih ni vidnih vecjih in o€itnih razpok in razjed repa. Ocenjujemo, da so semencice

dobro fiksirane. Raba osmija zagotavlja dober elektronski kontrast (Slika 18).

Slika 18: Slika kaze znadilne mikrografije $tirih razlicnih preparatov vzorcev, fiksiranih
samo z osmijem. PovrSina glav je intaktna, razpoke na repih so ve¢inoma neznatne (B, C,
D). Na povrsini celic je opaziti ve¢ celi¢nega ostanka (puscica), ki bi lahko bila posledica

nezadostnega spiranja vzorca ali hitre in nezadostne fiksacije z osmijem (A, B).
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4.1.3 Fiksacija z aldehidi

Metodo fiksacije z aldehidi smo preizkusili na 28 vzorcih semena iz katerih smo pripravili
30 preparatov in posneli 205 mikrografij. Glede na predhodnje izkusnje se je izkazalo, da
je med izbranimi metodami fiksacija samo z aldehidnim fiksativom (Slika 19) najslabsa.
Opazno je povrSina glave in vratov semencic slabSe ohranjena. Ocitne so razpoke in
globoke razjede pri vseh repih na vseh preparatih. Kontrast pri mikroskopiranju je slab. Na
podlagi teh znakov ocenjujemo, da postopek ne zagotavlja optimalne fiksacije in postopek

ni primeren za rutinsko rabo.

Slika 19: Slika kaze znalilne mikrografije $tirih razlicnih preparatov vzorcev, ki so bili

fiksirani samo z aldehidnim fiksativom. Povr$ina glave je dobro ohranjena (A, B), na sliki
so vidne povrSinske razjede na glavi (C) (puscica), na repih (A, B, C, D) so vidne razpoke

in globoke razjede (puscica).
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4.2  LEPLJENJE SEMENCIC NA KROVNA STEKELCA

V predhodnih poskusih priprave preparatov smo ze dobili uporabne rezultate s
prilepljanjem razli¢nih celic na krovna stekelca (Pollak, 2003). Preizkusili smo tri
protokole lepljenja celic na krovna stekelca, da bi ugotovili katera metoda je najbolj
ustrezna za pripravo preparatov semencic za VEM. Uporabili smo adheziv Alcian modro,

Poly-L-Lysin in Bind-Silan.
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4.2.1 Premaz krovnih stekelc z Alcian modrim

Kot najugodne;jsi nacin se je izkazala priprava krovnih stekelc z Alcian modrim (Slika 20).
Pripravili smo 40 preparatov in posneli 245 mikrografij. Adhezivna prevleka je tanka, kar
omogoca prilepljanje celic v tankem sloju ter daje moznost natanénega pregledovanja
posameznih struktur semencice. Pri vseh preparatih je ozadje Cisto brez motecih struktur.
Priprava krovnih stekelc in celoten postopek je v primerjavi z ostalima postopkoma najbolj

enostaven. Krovna stekelca s suho prevleko so obstojna do dva tedna in so lahko

pripravljena na zalogo.

Slika 20: Nekaj znacilnih mikrografij semencic prilepljenih na krovna stekelca prevlecena
s plastjo Alcian modrega. Prilepljanje celic v tankem sloju (A, B, D) ali v gruci (C). Dobro

prilepljanje in ¢istost ozadja omogoca natancen pregled in preucevanje struktur semencic.
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4.2.2 Premaz krovnih stekelc s Poly-L-Lysinom

Lepljenje semencic s Poly-L-Lysinom je prikazano na sliki $t.21. Pripravili smo 40
preparatov in posneli 105 mikrografij. Prilepljanje celic na krovna stekelca je v vecini
dobro in primerljivo z Alcian modrim in Bind-Silanom. Plast Poly-L-Lysina pogosto ni
dovolj enakomerna in tanka, kar se kaze kot nehomogeno ozadje. Na nekaterih krovnih
stekelcih smo dobili predebelo plast adheziva v katero so se nanesene celice pogreznile.

Priprava krovnih stekelc je daljsa in bolj zapletena, kar podaljsa Cas priprave preparata.

Slika 21: Nekaj znacilnih mikrografij semencic prilepljenih na krovna stekelca prevlec¢ena
s plastjo Poly-L-Lysina. Prilepljanje celic v ve¢ plasteh (A). Nehomogeno razporejeno
adhezivno sredstvo (B, C, D). Predebelo naneseno adhezivno sredstvo povzroca

ugreznjenje celic (puscica) (D).
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4.2.3 Premaz krovnih stekelc z Bind-Silanom

Preizkusili smo tudi pripravo krovnih stekelc z Bind-Silanom. Pripravili smo 40 preparatov
in posneli 110 mikrografij. Polovica preparatov je bila brez ozadja in celice so bile dobro
vezane na povrsino. Ostala krovna stekelca so imela sloj razporejen nehomogeno ali pa so
se vezale druge, verjetno lastne strukture adhezivnega sredstva. Ravno tako kot pri Poly-L-

Lysinu smo imeli tudi pri tej metodi tezavo z nanasanjem predebelega sloja. Na tako

pripravljenih krovnih stekelcih so se celice ugreznile, kar preprecuje pregled morda
pomembnih struktur (Slika 22).

Slika 22: Nekaj znacilnih mikrografij semencic prilepljenih na krovna stekelca prevle¢ena
s Bind-Silanom. Dobro lepljenje z Bind-Silanom (A). Motec¢a zrnatost ozadja (B, C).

Celice so ugreznjene v lepilni plasti (puscica) (D).



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 46
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

4.3  SUSENIJE VZORCEV ZA VEM

V nasi nalogi smo preiskusili dva nacina suSenja: susenje pri kriti¢ni tocki in susenje s

HMDS.

4.3.1 SuSenje pri kriti¢ni tocki (CPD)

Metodo susenja pri kriticni tocki smo preizkusili na 30 preparatih ter posneli 155
mikrografij. Je najbolj pogosta in priporocena metoda za vrsti€no elektronsko
mikroskopijo. Ker pri suSenju pri kriticni tocki prehaja tekoc¢ina v plinasto stanje brez
fazne meje, ni sil povrSinske napetosti, ki sicer poskodujejo strukturo vzorca, kar se vidi na

vseh mikrografijah. Za dolocene namene priprave vzorcev semencic za VEM je CPD

optimalna metoda (Slika 23).
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Slika 23: Stiri mikrografije semenéic, prikazujejo uspesno izpeljan postopek susenja pri
kriti¢ni tocki. Povrsina celic je napeta, artefakti tipi¢ni za suSenje so komaj opazni (B,C,D).
Nedeformiran del preostale citoplazme na repu semencice (D) je znak uspesno izvedenega

postopka.

4.3.2 SuSenje s HMDS

Kot alternativno metodo susenju pri kriti¢ni to¢ki smo uporabili suSenje s HMDS (Slika
24). Pripravili smo 120 preparatov in posneli 477 mikrografij. PoSkodbe na povrSini
semencic, ki nastanejo med suSenjem s HMDS so vecje, bolj opazne, kot to zasledimo pri
suSenju s CPD. HMDS zaradi vecje agresivnosti najeda celi¢no povrsino in s tem povzroca

poskodbe, vendar Se vedno dovolj majhne, da zagotovimo zadovoljiv rezultat.

Slika 24: Znacilne mikrografije semencic, ki so bile posusene s HMDS prikazujejo razjede

in poskodbe struktur na repih (A, B, C, D).
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4.4  DEHIDRACIJA V CENTRIFUGIRKAH IN SUSENJE SEMENCIC S HMDS

Po pregledovanju krovnih stekelc pripravljenih po opisanih metodah smo ugotovili, da se
iz njih nekontrolirano odplavljajo semencice. Tako smo pri nekaterih poskusih izgubili do

polovice preparatov.

Zaradi odplavljanja celic smo postopek dehidracije in suSenja zastavili drugace in ustrezno
prilagodili. Ves postopek priprave preparatov smo izvajali v centrifugirkah. Tako
prilagojen postopek je prepre€il, da bi se celice odplavljale Ze med spiranjem in
dehidracijo. V centrifugirki smo semencice prevedli v HMDS in jih Sele nato nanesli na
krovna stekelca ter jih posusili na zraku. Slabost dela s suspenzijami je, da se s Stevilnimi
centrifugiranji za koncentriranje vzorca in resuspendiranji, celice izgubljajo in
poskodujejo. Ugotovili smo, da je tudi pri tem postopku prihajalo do izgub vzorca zaradi
slabega lepljenja, nekontroliranega odplavljanja ali drugih neugotovljenih vzrokov.

45 PRIPRAVA PREPARATOV ZA VEM NA MEMBRANSKEM FILTRU

Sistem priprave preparatov smo zaradi izgube vzorca pri predhodnih metodah dopolnili
tudi z uporabo membranskega filtra. Pripravili smo 30 preparatov in posneli 172
mikrografij. Prednost postopka je, da smo se izognili veCkratnemu centrifugiranju in
dispergiranju vzorca, saj smo dehidracijo in suSenje izvedli v kontinuiranem procesu. S

tem smo se izognili izgubi materiala in poskodbam celic.

Metoda je zelo primerna za rutinsko uporabo, kjer zelimo hiter rezultat z neznatno izgubo
in poskodbo vzorca. Postopek pokaze svojo uporabnost predvsem pri delu z obcutljivimi
vzorci ali, ko vzporedno potekajo Se drugi testi in je zaradi tega razpolozljivi volumen
semena manjSi ali moc¢no razredCen. Slabost postopka je, da se poleg vzorca na
membranski filter ujamejo razli¢ne necistoce, ki lahko prekrijejo povrsino preparata. Temu
se izognemo, ¢e pri delu zagotovimo visok nivo Cistosti kemikalij, reagentov in poteka dela
(Slika 25).
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Slika 25: Nekaj primerov znaéilnih mikrografij semenc¢ic na membranskem filtru. Zbiranje
semencic na podro¢ju por na podlogi membrane (A). Semencice ujete na nosilcu (B). Fina
struktura filtra prepreCuje izgube materiala Poleg semencice ujete tudi necistoce (C)

(puscica). V ozadju vidna znacilna povrSina membranskega filtra s porami (D).

46  CISTOST VZORCA IN PREPARATOV

Idealna slika preparata, je slika Ciste strukture brez tujkov. (Slika 26). Do necisto¢ na
povrsini prihaja na ve¢ nacinov: iz samega vzorca (ostanki semenske tekocine, sluzi, delci
drugih tkiv) ali pri postopku priprave preparata z necistimi kemikalijami in reagenti ter z

nekorektno izvedbo protokolov (Slika 27).
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Slika 26: Mikrografije semencic iz $tirih razli¢énih vzorcev. Ne na povrsini celic, niti na

ozadju ni onesnazenja (A, B, C, D).
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Slika 27: Mikrografije prikazujejo nekaj primerov onesnazenja na preparatu. Masivno

onesnazenje z delci ki mocno presegajo velikost semencic (A, B) Onesnazenje ozadja z
submikronskimi delci neznanega izvora (C). Delci neznanega izvora prilepljeni na

posamezno semencico (D).
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4.7  PRIPRAVA PREPARATOV NEFIKSIRANEGA TKIVA MODA PODGANE

Na dveh vzorcih nefiksiranega moda podgane smo preverili uporabnost metode priprave

semencic za VEM.

S postopkom dvostopenjske aldehidne in osmijske fiksacije ter susenjem pri kriti¢ni tocki,
ki je standarden za pripravo svezih tkiv, smo dobili mikrografije, ki nam nudijo vpogled na
semenske cevke in semen¢ice »in situ«. Ce primerjamo kvaliteto fiksacije tkiva moda s
semencicami iz suspenzije, se izkaze, da so repi razvijajo¢ih semencic, ki gledajo v
svetlino zvitih semenskih cevk in semencice v svetlini, primerljivi (Slika 28). SuSenje
bloka tkiva kaze dolo¢ene pomanjkljivosti, na primer sesedanje semenskih cevk in
odstopanje semenskega epitelija, kar bi bilo mogoce odpraviti s prilagoditvijo odvzema in

razreza tkiva moda ter druga¢no zasnovo dehidracije in suSenja.
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Slika 28: Mikrografije tkiva moda podgane. Semenske cevke (A, B). Sop repov semenéic

(C). Skupina semencic, ki gledajo v svetlino zavitih semenskih cevk (D, pus¢ica).
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4.8 PRIPRAVA PREPARATOV IZ PARAFINSKIH REZIN

Priprava preparatov tkiva vloZenega v parafinske bloke za pregled z VEM, je v literaturi
malo opisana oziroma nekoliko pozabljena. 1z vzorcev arhivskega materiala smo izdelali
10 stopnicastih serij rezin debeline 200 pm ter izdelali 30 mikrografij. Kljub temu, da
nacin fiksacije in nadaljnja obdelava tkiva ni bila prilagojena za VEM se je pokazalo, da je
mozno razpoznati zile, zvite semenske cevke z zarodnim epitelijem in razvijajo¢imi se

semencicami (Slika 29).

Slika 29: Mikrografije tkiva moda podgane pripravljenih iz parafinskih rezin. Prerez krvne

zile napolnjene s celicami (A), semenske cevke (B), semenska cevka z razvijajoCimi

semencicami (C), semencice (D). Struktura tkiva in semencic je zelo dobro ohranjena.
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3) RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Naloga magistrskega dela je bila ugotoviti, ¢e raziskava semencic z vrsti¢no elektronsko
mikroskopijo lahko prispeva relevantne podatke za klini¢no diagnostiko. VEM omogoca
preucevanje povrsinskih struktur z elektronsko loc¢ljivostjo in veliko globinsko ostrino, ki
omogoca novo prostorsko predstavo preiskovanega vzorca. Zaradi tega, smo nalogo
zasnovali tako, da smo pripravili izbor metode priprave preparatov za VEM, ki bi bila
dovolj enostavna, ponovljiva in uporabna pri nadstandardni analizi in oceni semena. Cilj
priprave bioloskih vzorcev za pregled z VEM je, da dobimo mikrografijo, ki odraza realno

obliko opazovanega objekta.

Metode, ki se uporabljajo za pripravo preparatov za VEM izvirajo iz izkuSenj in znanja
klasi¢ne histologije. Specifi¢ne prilagoditvami za zahteve VEM in preiskovanih celic ter
tkiv omogocajo pripravo Sirokega nabora bioloskih vzorcev (Watson in sod.,1980). Za nase
potrebe smo uporabili prilagojene fiksative z niZjo ozmolarnostjo. Zeleli smo zagotoviti
adekvatno sliko, zanesljivost in primerljivost rezultatov, da bodo protokoli uporabni za

klini¢no prakso.

Preizkusili smo razli¢éne metode fiksacije, razliéne metode priprave stekelc z adhezivnimi
sredstvi ter razlicne metode susenja. Pomembno vlogo ima tudi optimizacija ¢asa trajanja

celotnega postopka v realnih ¢asovnih okvirjih.

Pri ugotavljanju uporabnosti fiksacije za naSe vzorce smo testirali preizkuseni (Rode,
1991) dvostopenjski postopek fiksacije zivalskih tkiv. Kombinacija obeh agensov najbolje
utrdi in ohrani strukturo tako glav, vratov in tudi repov. Aldehidni fiksativ stabilizira
proteine, ki jih osmiranje Se dodatno utrdi ter obenem stabilizira lipide. Spiranje, ki je

potrebno zaradi sosledja razli¢nih fiksativov lahko privede do izgubljanja vzorca.

Ker smo zeleli fiksacijo poenostaviti, smo preverili tudi uporabnost enostopenjske fiksacije

samo z osmijem ali samo z aldehidnim fiksativom. Kot pricakovano, je uporaba osmija
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dala dobre rezultate fiksacije, medtem, ko se je fiksacija samo z aldehidnim fiksativom

izkazala za nezadovoljivo.

Priprava podlage, krovnih stekelc, je pomemben korak priprave vzorcev v suspenziji za
VEM. Glede na pretekle izkuSnje pri pripravi krvnih celic, kvasovk, gliv ipd., je nujna raba
adhezivov. Preizkusili smo uporabo Alcian modrega, Poly-L-Lysina in Bind-Silana, ki
omogocajo prilepljanje celic na podlago. Kot najbolj uporabna metoda priprave podlage se
je izkazala priprava z Alcian modrim. Celice se lepijo v tankem sloju, ozadje je Cisto, brez
lastnih struktur, postopek priprave je enostaven in hiter. Za primerjavo preverjeni metodi
(Pollak, 2003) smo stekelca tretirali s Poly-L-Lysinom in Silanom. Obdelane podlage
enako dobro lepijo celice, vendar pa ob¢asno dajejo nehomogeno ozadje. Ugotovili smo,
da je pri tem kljucen nacin nanosa adheziva in suSenja lepilne plasti. Predebel sloj oblije

celice in jih utopi. Postopek je bolj zapleten, zato so napake pogostejse.

Postopek dehidracije smo sprva izvajali na krovnih stekelcih ter vzorce susili pri kriti¢ni
tocki ali s HMDS. SuSenje pri kriti¢ni tocki predstavlja najbolj zanesljivo metodo susenja
in omogoca posusitev s ¢im manjSimi deformacijami in artefakti. Preizkusili smo tudi
suSenje na zraku s HMDS. Pri tem obcasno prihaja do erozije povrsine celic. V postopkih
priprave vzorcev v centrifugirkah in na membranskem filtru je zaradi tehni¢nih omejitev,

suSenje s HMDS uspeSen kompromis.

Po pregledu Stevilnih preparatov, na katere je bil nanesen vzorec, pripravljen po enakemu
postopku fiksacije, spiranja, dehidracije, priprave krovnih stekelc in suSenja, smo
ugotovili, da se celice lahko ucinkovito prilepijo. V nekaj primerih pa iz nepojasnjenih
razlogov do prilepljanja ni prislo. Predvidevali smo, da se je vzorec odlepil in odplavil med
spiranjem, dehidracijo ali suSenjem pri kriti€ni tocki. V kriticnih primerih je lahko izguba

vzorca usodna.

Protokol smo prilagodili tako, da smo dehidracijo in inkubacijo s HMDS izvedli v
centrifugirkah. Koncentriranja s centrifugiranjem in ponovnim dispergiranjem povzro¢ajo

izgube in poskodbe vzorca. Vzorec smo nanesli na krovna stekelca Sele v fazi susenja.
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Tudi pri tem postopku je prihajalo obcasno in naklju¢no do odplavljanja celic in

izgubljanja vzorca. Tak protokol priprave preparatov zato za klini¢no prakso ni primeren.

Kot resitev omenjenih problemov smo preizkusili metodo z membranskim filtrom. Z
nanaSanjem vzorca v lijak nad membranskim filtrom smo med dehidracijo in suSenjem s
HMDS ohranili celoten vzorec. Metoda se je izkazala kot najboljsa, zlasti je nepogresljiva

v primerih, ko je volumen vzorca majhen, z majhnim Stevilom semencic.

Pri vrednotenju rezultatov preverjanja uspeSnosti posameznih protokolov priprave
preparatov smo naleteli na resno prakti¢no in teoreticno vpraSanje. Vzorci, ki smo jih
dobili v preiskavo so bili zelo razli¢ni, bili so vzorci razlicnih dajalcev, ki so bili v vecini
vkljuceni v zdravljenje moske neplodnosti. Pred prevzemom materiala so §li vzorci skozi
rutinske postopke obdelave v Androloskem laboratoriju. Ta postopek priprave vzorcev v
osnovi ni bil namenjen za pripravljanje preparatov za VEM. Zato je tezko oceniti, kaj je
napaka, ki nastane pri postopku in kaj so individualne napake, pogojene genetsko in s

fizioloski procesi.

Zeleli smo preizkusiti, ¢e protokol dvostopenjske fiksacije in suSenja pri kriti¢ni tocki
lahko uporabimo za pripravo tkiva v modu in razvijajo¢ih semencic, kar bi lahko sluzilo

kot potencialna metoda za preverjanja strukture razvijajo¢ih se semenc¢ic v modu.

Preizkusili smo postopek priprave preparatov za VEM iz parafinskih blokov uporabljenih v
rutinski histoloski praksi. Ugotovili smo, da je mogoc¢e s pomoc¢jo VEM dobiti uvid v
strukturo in razporeditev razvijajo¢ih se semencic v modu iz parafinskih blokov. Tudi to
metodo bi bilo mogoce z prilagajanjem parametrov priprave vzorca in izdelave preparata

optimalno pripraviti za VEM, za kar pa bi bil potreben daljsi ¢as.

Vendar smo se iz prakti¢nih razlogov posvetili predvsem preiskavi semena, ker se je
izkazalo, da je bila izdelava protokola priprave preparatov semena pomembna za aktualno
diagnostiko.



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 58
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

5.2 SKLEPI

Ugotovili smo, da je preizkusena dvostopenjska fiksacija z aldehidi in osmijem optimalen
nacin fiksacije tudi za semencice. Ravno tako smo ugotovili, da pri poenostavitev postopka
fiksacije samo z osmijem, ta relativno dobro ohrani obliko celic. Ugotovili smo, da se je

fiksacija samo z aldehidi izkazala za neprimerno.

Pri vzorcih, ki so namenjeni samo za pregled povrsine semenc¢ic Smo ugotovili, da je
najbolj primeren protokol priprave preparatov z dvostopenjsko fiksacijo, lepljenje celic na

krovna stekelca prekrita z Alcian modrim in susenje pri kriti¢ni tocki.

V skladu s pri¢akovanji, smo ugotovili, da suSenje pri kriti¢ni tocki (CPD) najmanj
poskoduje tkiva in celice. V primerih, kjer zaradi nacina priprave vzorca na membranskem
filtru postopka CPD nismo mogli uporabiti, smo ugotovili, da je susenje s HMDS idealen

kompromis.

5.3 NADALINE DELO

Vrsticna elektronska mikroskopija je odprla nov pogled pri spoznavanju povrSinskih
struktur semencic. Slika pove ve¢ kot tiso¢ besed, zato na ogled in v premislek namesto
obseZnega teksta predstavljamo izbor slik, ki so nastale pri naSem delu. Na zacetku velja
opozorilo. Vsi vzorci, ki smo jih sprejeli v obdelavo v predstavljenem magistrskem delu
prihajajo iz Androloskega laboratorija in so vzorci semena moskih, ki so bili v postopku
zdravljenja ali preverjanja oploditvene sposobnosti. Zaradi tega so odstopanja v sestavi
vzorca in specificnih oblikah semencic pri¢akovano drugacna kot nasploh pri moski
populaciji. Analiza predstavljenih slik, razlaga odstopanj od znaclilne, uc¢beniske oblike
semencice, ugotavljanje oploditvene sposobnosti in razmejitev med normalno in
nenormalno obliko celic, presega koncept in obseg predlozene magistrske naloge in

predstavlja izziv za prihodnost.
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5.3.1 Druge celice in bakterije v vzorcu

Na preparatih pogosto vidimo prisotnost drugih celic ali celi¢nih elementov (Slika 30).

Skoraj mimogrede na VEM mikrografijah s prikazom npr. bakterij, levkocitov itd., dobimo

vzporedno Se namig na potencialne okuZzbe, kar vpliva oziroma odraza kvaliteto semena
(Slika 31).

Slika 30: Na preparatih pogosto vidimo prisotnost drugih celic ali delov celic.
Mikrografije prikazujejo pojavnost, raznolikost in velikost teh elementov pri Stirih

razli¢nih preparatih (A, B, C, D).



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 60
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Slika 31: Mikrografije prikazujejo gruce bakterij (A) ali posamezne bakterije (B, C, D) na

preparatu.
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5.3.2 Napake glave semencice

V literaturi so opisane kategorije, sheme in poimenovanja najpogostejSih morfoloskih
napak na glavi, vratu in repu semencic (Zorn, 2014). Pri nasem delu smo dobili vrsto slik,
ki zaradi vecje locljivosti mikroskopa pokazejo ve¢ podrobnosti in dajejo boljsi vpogled v
strukturo povrSine semencic. Shemam poskuSamo z mikrografijami postaviti vzporednice,

ki bi lahko postale pomembne pri presoji strukturnih in funkcionalnih lastnosti semencic.

Na mikrografijah prepoznamo podolgovato glavo (Slika 32), glavo hruskaste oblike (Slika
33), glavo z akrosomom z zmanjSano povrsino (Slika 34), okroglo glavo ali glavo brez
akrosoma (35), amorfne semencice (Slika 36) , glavo z vakuolami oziroma povrSinskimi

deformacijami (Slika 37).

e Podolgovata glava:

Slika 32: Semencice s podolgovato glavo (A, B, C).
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e (Glava hruskaste oblike

Slika 33: Semencice s hruskasto obliko glave (A, B, C).

e (Glava z majhno povrSino akrosoma

Slika 34: Semencica z majhno povrs§ino akrosoma.
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e Okrogla glava ali glava brez akrosoma

Slika 35: Semencice z okroglimi glavami in glavami brez akrosoma (A-E).
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e Amorfne semendice

Slika 36: Semencice. Deformacije na povrsini glave so lahko zelo raznolike (A-1).
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¢ Glave s povrSinskimi deformacijami (vakuolami)

Vprasanje vakuol v glavi semencice je trenutno aktualno. Na naSih mikrografijah smo
pogosto, pri zelo razli¢nih preparatih, opazali Stevilne neobicajne deformacije na povrSini
glave semencic. Te se kazejo kot raznovrstne in razli¢no oblikovane izbokline ter vecje ali
manjSe ugreznitve povrsine. Ker z VEM praviloma opazujemo povrSinske strukture celic,
celicnih vklju¢kov ne moremo videti. Zato tezko neposredno postavljamo vzporednice

strukturam, ki jih opazajo pri svetlobni in transmisijski elektronski mikroskopiji. V tej

stopnji nase raziskave vprasanje vakuol ostaja do nadaljnjega odprto (Slika 37).

Slika 37: Niz mikrografij semencic kaze kako velika je pestrost oblik - deformacij na

povrsini glave. Vidne so izbokline in ugreznitve (A-1). Slika se nadaljuje.
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Nadaljevanje Slike 37.

Slika 37:. Prikazane strukture na glavi semencic bi lahko ustrezale vakuolam, ki so ocitne
pri TEM.
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5.3.3 Morfoloske napake vratu
Na vratu in v srednjem delu repa semencice se pojavljajo napake kot so: asimetri¢no
nastavljen vrat (Slika 38), upognjen vrat (Slika 39), vrat z zadebeljenim stikom (Slika 40)

in vrat s tankim stikom (Slika 41) (Zorn, 2014).

e Asimetri¢no vstavljen vrat

Slika 38: Semencica z asimetri¢no vstavljenim vratom

e Upognjen vrat

Slika 39: Semencica z upognjenim vratom (A). Slika se nadaljuje.



Nussdorfer P. Vrsti¢na elektronska mikroskopija v tehnologiji oploditve z biomedicinsko pomodjo. 68
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Nadaljevanje Slike 39.

~

Slika 39: Semencice z upognjenimi vratovi (B-E).

e Vrat z odebeljenim stikom

§

Slika 40: Semencice z odebeljenim stikom. Slika se nadaljuje.
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Nadaljevanje Slike 40.

Slika 40: Pri nekaterih preparatih je vrat z odebeljenim stikom znacilen pojav (A-D). Pri
nekaterih semencicah se na prehodu v rep pojavljajo zozitve in ogulitve (E). Mocno

spremenjeni vratovi semencic (F, G).
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e Vrat s tankim stikom

Mikrografije semencic s tankim stikom kazejo precejSno raznolikost, kar odpira vrsto
funkcionalnih vpraSanj. Vrat in srednji del repa je lahko samo stanjSan, celiéna membrana
izgine in razkrije snop golih miofibril in mitohondrije. Na stanjSanem delu se zmanjSa

Stevilo mitohondrijev, kar je verjeten vzrok za slabSo mobilnost ali celo nezmoznost

gibanja semencice (Slika 41).

Slika 41: Semencice s stanjsanim stikom (A, B). Opazni posamezni mitohondriji (C). Slika

se nadaljuje.
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Nadaljevanje Slike 41.
S g

Slika 41: Semencici z razkritima vratovoma in srednjim delom repa ter posamezne
miofibrile (D, E).

e Ostali defekti vratu

Slika 42: Semencice z nenormalnimi vratovi (A-D).
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5.3.4. Morfoloske napake repa

Pogoste morfoloske napake na repu semencice so kratek (Slika 43), upognjen in zvit glavni

del repa (Slika 44).

e Kratek glavni del repa

Slika 43: Semencica s kratkim repom.

e Upognjen in zvit rep

Slika 44: Semencica z zvitim repom (A). Slika se nadaljuje.
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Nadaljevanje Slike 44.

Slika 44: Semencice z upognjenim ali zvitim repom (B-E).
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5.3.5 Semencice z odve¢no rezidualno citoplazmo

Nekatere semencice nosijo v srednjem delu ostanek citoplazme, kar kaze na nenormalno

oziroma nepopolno spermatogenezo in je znacilnost nezrelih semencic (Slika 45).

Slika 45: Semencice z odveéno rezidualno citoplazmo.Ta se lahko pojavlja v delu vratu in

srednjega dela repa (A, D, E) ali v glavnem delu repa (B, C).
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5.3.6 Druge morfoloske nepravilnosti semencic

Slika 46: Mikrografiji prikazujeta dvoglavi semencici. Slika A kaze zdruzitev v delu repa.

Slika B prikazuje zdruZitev v delu glave in vratu.

54  UPORABNOST VEM V KLINICNI PRAKSI

Potrdimo lahko predpostavko, da je VEM uporabna in koristna v klini¢ni praksi. Ze
predhodni poskusi so nakazovali, da v nekaterih primerih temeljne mikroskopske analize
semena skrivajo napake, ki na VEM mikrografijah postanejo ocitne. Pri naSem delu smo,
obravnavali 3 moske iz neplodnih parov, evaluirane z normalno kakovostjo semencic po
kriterijih Svetovne zdravstvene organizacije (WHO, 2010), ki so bili vkljuceni v postopek
diagnosticiranja. Nasprotno pa so mikrografije (slika 47, 48 in 49) pokazale Stevilna
odstopanja, ki jih s standardno mikroskopsko analizo ni bilo mogoce opaziti. Metoda
pokaze uporabnost, ne samo za potrditev, temvec tudi za popravo napacno postavljene
diagnoze. Pri takSnih vzorcih priporo¢amo Se nadaljne preiskave kot so npr. doloCanje

stopnje fragmentacije in membranskega mitohondijskega potenciala.
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Primer §t.1:

Slika 47: Mikrografiji semencic kazejo mocno stanjSan srednji del repa in odsotnost

mitohondrijev (A). Opazni so Stevilni citoplazmatski ostanki in deformacije glave (B).

Primer §t.2:

Slika 48: Mikrografiji semencic s citoplazmatskimi ostanki, deformacije vratu in srednjega

dela repa ter zavit in upognjen rep (A, B).
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Primer §t.3:

Slika 49: Mikrografiji semencic kazejo stanjSan srednji del repa z odsotnostjo ali
zmanjSanjem Stevila mitohondrijev, ogulitvijo in razkritjem miofibril srednjega dela repa,

Stevilne citoplazmatske ostanke in amorfne glave (A, B).
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Kakovost in ocenjevanje semena ter s tem povezane sposobnosti moske plodnosti je
zasidrana v klasi¢ni ocenitvi parametrov kakovosti semena. Temeljna analiza semena je v
dolocenih kriti¢nih primerih nezadostna metoda za odkrivanje vzrokov moske neplodnosti,
kajti Se vedno dolocen odstotek moskih z normalnimi vrednostmi standardne analize
semena ostaja neploden. Raziskovanje morfologije se je izkazalo kot perspektivna
znacilnost, pri ugotavljanju oploditvene sposobnosti (Zorn, 2014). Namen naloge je bil
izbrati, prilagoditi in optimizirati metodo, za rutinsko pripravo preparata. Preizkusili smo
razli¢ne fiksacije med katerimi se je najbolj izkazala aldehidna fiksacija v kombinaciji z
osmijem. Pri pripravi krovnih stekelc smo najboljse rezultate dobili z adhezivom Alcian
modrim. Po pri¢akovanju najmanj deformacij celic dobimo s susenjem pri kriti¢ni tocki.
Najvecji problem s katerim smo se srecali je bilo nekontrolirano in neselektivno
prilepljanje oziroma odplavljanje celic iz krovnih stekelc. Zato smo spiranje in dehidracijo
na krovnih stekelcih prestavili v centrifugirke. Posledi¢no smo tako opustili tudi susenje
pri kritiéni toc€ki ter ga zamenjali s HMDS. Tudi pri tej metodi so se celice nekontrolirano
prilepljale in odplavljale iz krovnih stekelc. Zato smo preizkusili novo metodo lovljenja
celic na membranski filter, ki se nam je izkazala kot najbolj uporabna, saj smo zajeli ves
vzorec. Tako je nepogresljiva pri vzorcih z majhno koncentracijo semencic. Kot dopolnitev
smo prilagojene postopke priprave semena preizkusili za pripravo svezega in v parafin
vklopljenega tkiva moda podgane. Z uporabo dvostopenjske aldehidne fiksacije in
suSenjem pri kriti¢ni tocki smo izdelali uporabne preparate iz sveZega tkiva moda podgane
in pripravili preparate iz parafinskih rezin, za pregled z VEM. Metoda bi tako lahko bila v
pomo¢ za pregled biopsij, oziroma preverjanja strukture aspiriranih semencic iz moda ter
retrogradno analizo parafinskih rezin. Metoda priprave semencic za pregled z VEM, ki
smo jo razvili in optimizirali, je ponovljiva in daje sliko, ki najbolj ustreza naravni obliki
semencice. Primerna je za rutinsko uporabo in lahko sluzi kot dodaten pripomocek pri

odlocitvi zdravnika o nadaljnjih zdravstvenih postopkih.
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6.2 SUMMARY

Quality and evaluation of semen and related ability of male fertility is rooted in the
classical estimation of parameters of quality of the semen. In certain critical cases, the
basic semen analysis method is not good enough to detect the cause of male infertility,
because there remains a certain percentage of men with normal values of standard semen
analysis that remain infertile. Exploring the semen morphology turned out to be the most
promising feature in determining the fertilizing ability (Zorn, 2014). We studied the
surface structure of sperm by scanning electron microscopy. The purpose of the thesis was
to select, adjust and optimize a method for routine sample preparation.Among the
protocols we tested, the adapted procedure of fixation with aldehyde fixative and osmium
postfixation enabled the best fixation, reliability, repeatability and comparability of results.
Initially, samples were applied on a coverglass, dehydrated in a graduated alcohol line, and
dried at the critical point. The biggest problem was uncontrollable loss of the material due
to its not sticking to the surface and frequently being washed away. Preparation of
coverglass with different adhesives gave us similar results, but the spermatozoa cells were
still washed away. Dehydration on the coverglass was then replaced by dehydration in
centrifuge tubes. Consequently, we also abandoned the drying at the critical point, which is
more difficult and time - consuming, and replaced it with HMDS. With this method, the
spermatozoa cells were uncontrollably stuck to the surface or were being washed away
from coverglass. Next we tested a new method of processing the cells on membrane filter
instead of coverglass, which turned out to be most useful because we were able to preserve
the whole sample. This is essential for samples with low concentrations of spermatozoa. In
addition, we wanted to apply the adapted processes on the preparation of fresh and paraffin
embedded tissue of testis of rat, which might help to examine biopsies or check the
structure of the spermatozoa in testis and retrograde analysis of paraffin tissue samples.We
developed and optimized the method of preparing spermatozoa to examine with SEM that
is highly reproducible and gives equivalent image . It is suitable for routine use and can

serve as an additional tool to a doctor deciding on further medical treatment.
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