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SUHRN

V suéasnosti sa muzsky faktor podiel’a takmer na polovici pripadov neplodnosti pa-
ru. Zakladné Standardné vySetrenie plodnosti muZza, spermiogram, nedokaze odha-
lit’ vS§etKky priciny sterility. Nové vySetrenia umoziiuju objasnit’ doposial’ idiopatické
formy neplodnosti, medzi ktoré patri aj poSkodenie DNA v spermiach ¢i imunolo-
gické poruchy. Zistenie pricin ich vzniku prispeje k zefektivneniu diagnostiky a liec-
by neplodného paru.
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SUMMARY

Currently, a male factor participates in almost a half of cases of couple infertility. Ba-
seline standard examination of male fertility, semen analysis, fails to detect all infer-
tility causes. Novel examinations enable to specify idiopathic forms of infertility, inc-
luding DNA damage in sperm or immunologic disorders. Finding the causes of their
development will contribute to better effectiveness of establishing diagnosis and tre-
atment of infertile couples.
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UvoD

V sucasnosti sa muzsky faktor podiel'a takmer na po-
lovici pripadov neplodnosti parov). Medzi zname prici-
ny stale stapajuceho poctu pripadov muzskej neplodnosti
sa radia civilizacné faktory, ako je nespravny zivotny Styl,
stres a znecistené Zivotné prostredie. Viaceré Studie potvr-
dili pokles poctu spermii a zhorSenie ich kvality®*+%. Za-
kladnym diagnostickym vySetrenim muza je spermiogram.
Tymto jednoduchym vySetrenim sa moze odhalit’ porucha
plodnosti. Az 40 % muzov s normalnymi hodnotami sper-
miogramu je neplodnych®. Ide o muzsku idiopatick steri-
litu. Dnes je k dispozicii uz viacero moznosti detailnejsie-
ho vySetrenia ejakulatu, ktoré mézu odhalit’ skryté priciny
andrologického faktora neplodnosti.

SPERMIOGRAM

Zakladnym vySetrenim plodnosti muza je vySetrenie
spermii — spermiogram. Podl'a odporti¢ani WHO 2010
spermiogram hodnoti nasledujuce parametre: objem a pH
ejakulatu, pocet vSetkych spermii, pocet pohyblivych sper-
mii, druh pohybu a jeho zastipenie a podiel morfologic-
ky patologickych foriem spermii vo vySetrovanej vzorke.
Na hodnotenie sa pouziva Maklerova komorka (obrazok
1). VySetrenie spermiogramu dokaze odhalit’ 90 % pri-
padov muzskej neplodnosti” a je povazované za zaklad-
né vySetrenie muza, nedokdze objasnit’ iné priciny stvi-
siace s poskodenim DNA spermii alebo s imunologickymi
poruchami.



VYSETRENIE FRAGMENTACIE DNA SPERMII

Na zéklade viacerych studii zameranych na korelaciu
neplodnosti a vysokej koncentracie fragmentovanej DNA
v hlavickach spermii sa integrita chromatinu povazuje
za dolezity parameter urcenia kvality spermii a potencial-
ny predpoklad plodnosti®®!?. Fragmentovana DNA (ob-
sahujiica mnozstvo zlomov) v spermiach znizuje pravde-
podobnost’ oplodnenia oocytu, spravneho vyvinu embrya
a zvySuje incidenciu abortov"!?. Navyse, predpokladalo
sa, Ze stav fragmentacie DNA je konStantny parameter kva-
lity spermii, nemeniaci sa v ¢ase, ¢o vyvracaju Studie doka-
zujice vplyv dizky manipulacie so vzorkou spermii v pro-
cese asistovanej reprodukcie na fragmentaciu ich DNA®).
Existuje niekol'ko technik detekcie DNA fragmentacie
spermii (TUNEL assay — terminal deoxynucleoridyl trans-
ferase-mediated nick end labelling, ISNT — in situ nick
translation, SCSA — sperm chromatin structure assay, com-
et assay — SCGE - single-cell gel electrophoresis).

ZvySena fragmentacia DNA spermii méze byt sposo-
bend apoptdzou epitelovych buniek semenotvornych ka-
nalikov, defektmi v remodelacii chromatinu pocas procesu
spermiogenézy, poskodenim DNA kyslikovymi radikal-
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Obrazok 1. Hodnotenie spermiogramu v Maklerovej komor-
ke. Na obrazku je mriezka, v ktorej sa vyhodnocuji spermie;
100x zvidsenie (zdroj: Gyn-Fiv)

mi pocas migracie spermii zo semenotvornych kanalikov
do nadsemennikov, aktivaciou kaspaz a endonukledz sper-
mii, poskodenim vplyvom chemoterapie ¢i radioterapie, ale
aj vplyvom toxinov z prostredia (znecisteny vzduch, pes-
ticidy ako DDT, fajéenie...)®". Poskodenie DNA spermii
mozu ovplyvnit’ aj infekcie urogenitalného traktu', vari-
kokéla"®, chromozomalne prestavby v karyotype muza”,
onkologické ochorenie!'® a podl'a studie Vargesa a kol.("”
fragmentacia DNA v spermiéach suvisi so zvySenou patolo-
giou spermii.

Na nasom pracovisku pouzivame HaloSperm test (Pen-
tagen, CZ) zalozeny na principe SCD (sperm chroma-
tin dispersion) testu®”. Neporusené spermie s rozpty-
lené v agar6zovom mikrogéli na sklicku. St inkubované
v kyslom roztoku, ktory denaturuje DNA iba tych spermii,
ktoré obsahuju fragmenty. Nésledne je vzorka spracovana
s lyzaénym pufrom na degradidciu membran a proteinov.
Po odstraneni nuklearnych proteinov sa stavaju viditeI'né
nukleoidy s centralne umiestnenym jadrom a periférnym
halo efektom (z angl. halo — svitoziara, kruh) rozptyle-
nych DNA sluciek. Pouzitim fluorescencie mozno detego-
vat’ jadra spermii so zvySenou fragmentaciou DNA, ktoré
vytvaraji vel'mi maly alebo ziadny halo efekt rozptylenej
DNA (obrazok 2A) a spermie s nizkym stupiiom fragmen-
tacie DNA, ktorych slucky DNA vytvaraji vel'ké halo efek-
ty (obrazok 2B).

OXISPERM

Reaktivne formy kyslika (ROS) mézu zapri€init’ po-
Skodenia zivych buniek prostrednictvom proteinov, lipi-
dov alebo DNA®Y. Najznamej$ou pri¢inou fragmentacie
DNA v spermiach je prave pritomnost ROS a oxida¢né-
ho stresu®. Ak nadmerny oxida¢ny stres zasiahne muzské
zarodocné bunky, ma priamy vplyv na muzska plodnost’
prostrednictvom poskodenia membrany spermii, ¢im znizi
ich pohyblivost’ a schopnost’ splynut’ s vajickom — porucha
motility a aktivacie akrozomovej reakcie®. DNA spermii
poskodena vplyvom oxida¢ného stresu moze zapri€init’ ne-
spravny vyvin embrya a nasledné samovol'né potraty!'"12.

Obrazok 2 A) Spermie bez halo efektu — fragmentovania DNA, B) Spermia s halo efektom — nefragmentovana DNA (zdroj: Gyn-Fiv)



Odhaduje sa, ze 25 — 50 % neplodnych muzov vykazuje
zvySené koncentracie ROS vo svojom tele. Pacienti s diag-
nostikovanou varikokélou mézu vykazovat’ dokonca vyssie
hodnoty nameranych ROS v tele v porovnani s inymi nep-
lodnymi muzmi®@®.

Na kvalitu spermii moze vo vel'kej miere vplyvat aj oxi-
dacny stres prostrednictvom exogénnych zdrojov z pros-
tredia, napriklad znecistenim tazkymi kovmi. Aj fakto-
ry zivotného $tylu — obezita, fajcenie, alkohol ¢i niektoré
ochorenia (varikokéla, infekcie urogenitalneho traktu) mo-
zu zvysit mnozstvo ROS pdsobiace na plodnost muzov®?.
Tiez bol zisteny vplyv veku na oxida¢ny stres spermii, pre-
toze bola dokédzand zvysena produkcia ROS v semindlnej
plazme u muzov starSich ako 40 rokov©®,

Laboratorne testy na zistenie hladiny oxida¢ného stre-
su sa daju rozdelit’ do troch zakladnych skupin: 1. tech-
niky zalozené na detekcii zmeny farby vratane pouzitia
malondialdehydu (MDA-testy) pri ELIZE, hodnotenie li-
pidovej peroxidacie alebo pouzitie NBT (nitro blue tetrazo-
lium) molekuly na determinéaciu pritomnosti superoxidov,
2. techniky zalozené na detekcii flourescencie alebo emi-
sie svetla po reakcii s latkami, ako je asluminol a 3. techni-
ky na baze paramagnetickej rezonancie®”.

V naSom laboratériu hodnotime superoxidovy disbalans
(Pentagen, CZ) pouzitim NBT — nitro blue tetrazolium,
ktory je rozpusteny v pufrovacom géli. G¢l obsahujuci kit
je rozpusteny pri teplote 90 °C pocas 5 minut. Nasledne sa
g¢l nechd ochladit’ spit’ na 37°C a zmieSa sa s vySetrova-
nou vzorkou spermii. Po 45 minttach inkubacie pri 37°C
sa hodnoti vysledna farba roztoku (obrazok 3).

STANOVENIE PRITOMNOSTI PROTILATOK PROTI
SPERMIAM V EJAKULATE

Dal$ou pri¢inou neplodnosti, ktora bezné vysetrenie
spermii neodhali, m6ze byt nespravna funkcia imunitné-
ho systému muza. NajrozSirenejSou poruchou imunitné-
ho systému je tvorba protilatok proti pohlavnym bunkam —
spermiam. Bolo dokédzané, Ze spermie na svojom povrchu
obsahuju antigény®. Ked’ze spermia ako bunka sa az do
puberty nevyvija, dospely imunitny systém muza nedokaze
rozpoznat’ vlastné antigény naviazané na spermii, preto vy-
vola proti nim imunitnu odpoved’. Tejto reakcii brania me-
chanizmy anatomické (hematotestikularna bariéra Sertoli-
ho buniek) a fyziologické (imunosupresivne faktory)®-39.

a .

K poskodeniu hematotestikularnej bariéry moze dojst’ pri
testikularnom poraneni napr. pri vazektomii, pri varikoké-
le, pri zraneni chrbtice alebo kongenitalnej aplazii seme-
novodov®h.

Protilatky proti spermidm najdené u neplodnych parov
Casto patria do triedy imunoglobulinov IgG, ale i I[gA a IgM.
Mo6zu tcinkovat’ niekol'’kymi sposobmi: imobilizovat’ sper-
mie, a tak im znemoznit’ pohyb, mézu ovplyvnit’ kapaci-
taciu a akrozoémovu reakciu, a tym aj prienik spermie do
oocytu a mozu mat’ embryotoxicky G¢inok®!#23, Protilat-
ky proti spermiam boli detegované u muzov aj u zien a ich
vyskyt bol zaznamenany u 9 — 36 % neplodnych parov,
pricom u neplodnych muzov sa vyskytujiiu 8 — 21 %9,
Zaroven sa vyskytuju aj u 12,5 % plodnych muzov, pre-
to nemozno tvrdit, ze vSetky protilatky sposobuji neplod-
nost?,

Riesenim pre pary s touto imunologickou pric¢inou nep-
lodnosti je dnes rutinne vyuzivana metoda fertilizacie oo-
cytov v ramci asistovanej reprodukcie — ICSI — intracyto-
plazmaticka injekcia spermie. Dalii vyskum a objasnenie
mechanizmov posobenia tychto protilatok by mohlo lepsie
urcit’ pacientov, u ktorych vyskyt protilatok proti spermiam
skuto¢ne sposobuje neplodnost’ oproti tym, ktorych pritom-
nost’ protilatok nema vplyv na ich reprodukciu®?.

Na zistenie pritomnosti protilatok proti spermiam v eja-
kulate sa pouziva viacero testov: radioimunologické ana-
Iyzy, ELISA, prietokova cytometria, aglutinacny test ¢i
immunobead test®>. V nasom laboratériu vySetrujeme pri-
tomnost’ protilatok pomocou SpermMAR testu (Pentagen,
CZ). Test sa vykonava na nativnom likvifikovanom ejaku-
late, ktory obsahuje pohyblivé spermie. Vzorka sa na sklic-
ku zmiesa s latexovymi partikulami a IgG alebo IgA antisé-
rom. Po 3 minutach inkubacie vyhodnocujeme pritomnost’
zhlukov imobilizovanych spermii s naviazanymi protilat-
kami (obrazok 4).

VITAL TEST

Nepohybliva spermia moze byt ziva. Ak sa v ejakulate
nenachddza ziadna pohybliva spermia, pri¢inou méze byt
nekrozoospermia (spermie su nezive), ultrasStruktirne de-
fekty alebo metabolicka nezrelost’ spermii — spermie st ne-
pohyblivé ale vitalne®®. Z diagnostického hl'adiska je vel-
mi dolezité rozoznat’ zivé nepohyblivé spermie od mftvych.
Existuje viacero typov testov na hodnotenie vitality spermii,

Obrazok 3. Priklady vysledkov testu na zistenie hladiny pritomnosti superoxidov: a) nulovy stupei pritomnosti superoxidov,
b) nizky stupeii pritomnosti superoxidov, c) stredny stupeii pritomnosti superoxidov, d) vysoky stupeii pritomnosti superoxi-

dov (upravené podl'a®”)



Obrazok 4. Zhluk imobilizovanych spermii s naviazanymi
protilaitkami (zdroj: Gyn-Fiv)

Obrazok 5. Test vitality spermii: sfarbené hlavicky — nezivé
spermie (modra Sipka), biele hlavi¢ky — Zivé spermie (biela
Sipka) (zdroj: Gyn-Fiv)

ktoré st zalozené prevazne na priepustnosti membrany
spermie, napr. HOS test (hyperosmotické napucanie bici-
ka Zivej spermie)©?.

Na nasom pracovisku pouzivame test, ktorého princip
spo¢iva v eozinovo-nigrozinovom farbeni®® (Pentagen,
CZ). VySetrovana vzorka ejakulatu sa premiesa s ¢inidlom
a spolu so zmesou farbiaceho roztoku sa v silnej vrstve na-
nesie na podlozné sklicko. Po zaschnuti preparat vyhodno-
cujeme pod svetelnym mikroskopom. Odumreté spermie
maju priepustnejSiu membranu, preto farbivo prenika do
vnutra bunky, ktort sfarbi, zatial’ o zivé spermie ostava-
ju nesfarbené (obrazok 5). Tmavé sfarbenie pozadia nig-
rozinom umoziuje lepsiu pozorovatel'nost” odlisnosti sfar-
benia.

ZAVER

Zakladné vySetrenie ejakulatu — spermiogram — je zla-
tym Standardom pri hodnoteni muzskej plodnosti, ale
v mnohych pripadoch je nepostacujuce. Nové vysetrenia
umoziuju objasnit’ idiopatické formy neplodnosti a prici-
ny ich vzniku, ¢im prispievaju k zefektivneniu diagnostiky
a lie¢by neplodnosti.
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VYSETRENI PRO MUZE,
KTERI CHTEJI UDELAT

S o erm PaCk VICE PRO OBA

Rychlé a hlavné spravné zjisténi priciny muzské infertility umozni paru
zvolit vhodnou metodu asistované reprodukce.

o g Prvnim krokem zjisStovani pri¢iny muzské neplodnosti
a je obvykle spermiogram. Je vSak spermiogram dostacujici?
V mnoha pfipadech neni.

= test fragmentace DNA spermif
= Test oxidativniho stresu
= Imunologicke vySetrfeni spermif
= Test na rozliSeni Zivych a nezivych spermif

Pouziti nadstandardniho vysSetireni
je cesta spravnym smérem...
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