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SÚHRN

V súčasnosti sa mužský faktor podieľa takmer na polovici prípadov neplodnosti pá-
ru. Základné štandardné vyšetrenie plodnosti muža, spermiogram, nedokáže odha-
liť všetky príčiny sterility. Nové vyšetrenia umožňujú objasniť doposiaľ idiopatické 
formy neplodnosti, medzi ktoré patrí aj poškodenie DNA v spermiách či imunolo-
gické poruchy. Zistenie príčin ich vzniku prispeje k zefektívneniu diagnostiky a lieč-
by neplodného páru.
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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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ÚVOD

V súčasnosti sa mužský faktor podieľa takmer na po-
lovici prípadov neplodnosti párov(1). Medzi známe príči-
ny stále stúpajúceho počtu prípadov mužskej neplodnosti 
sa radia civilizačné faktory, ako je nesprávny životný štýl, 
stres a znečistené životné prostredie. Viaceré štúdie potvr-
dili pokles počtu spermií a zhoršenie ich kvality(2,3,4,5). Zá-
kladným diagnostickým vyšetrením muža je spermiogram. 
Týmto jednoduchým vyšetrením sa môže odhaliť porucha 
plodnosti. Až 40 % mužov s normálnymi hodnotami sper-
miogramu je neplodných(6). Ide o mužskú idiopatickú steri-
litu. Dnes je k dispozícii už viacero možností detailnejšie-
ho vyšetrenia ejakulátu, ktoré môžu odhaliť skryté príčiny 
andrologického faktora neplodnosti.

SPERMIOGRAM

Základným vyšetrením plodnosti muža je vyšetrenie 
spermií – spermiogram. Podľa odporúčaní WHO 2010 
spermiogram hodnotí nasledujúce parametre: objem a pH 
ejakulátu, počet všetkých spermií, počet pohyblivých sper-
mií, druh pohybu a jeho zastúpenie a podiel morfologic-
ky patologických foriem spermií vo vyšetrovanej vzorke. 
Na hodnotenie sa používa Maklerova komôrka (obrázok 
1). Vyšetrenie spermiogramu dokáže odhaliť 90 % prí-
padov mužskej neplodnosti(7) a je považované za základ-
né vyšetrenie muža, nedokáže objasniť iné príčiny súvi-
siace s poškodením DNA spermií alebo s imunologickými  
poruchami. 
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mi počas migrácie spermií zo semenotvorných kanálikov 
do nadsemenníkov, aktiváciou kaspáz a endonukleáz sper-
mií, poškodením vplyvom chemoterapie či rádioterapie, ale 
aj vplyvom toxínov z prostredia (znečistený vzduch, pes-
ticídy ako DDT, fajčenie...)(8,14). Poškodenie DNA spermií 
môžu ovplyvniť aj infekcie urogenitálného traktu(15), vari-
kokéla(16), chromozomálne prestavby v karyotype muža(17), 
onkologické ochorenie(18) a podľa štúdie Vargesa a kol.(19) 
fragmentácia DNA v spermiách súvisí so zvýšenou patoló-
giou spermií.

Na našom pracovisku používame HaloSperm test (Pen-
tagen, CZ) založený na princípe SCD (sperm chroma-
tin dispersion) testu(20). Neporušené spermie sú rozptý-
lené v agarózovom mikrogéli na sklíčku. Sú inkubované 
v kyslom roztoku, ktorý denaturuje DNA iba tých spermií, 
ktoré obsahujú fragmenty. Následne je vzorka spracovaná 
s lyzačným pufrom na degradáciu membrán a proteínov. 
Po odstránení nukleárnych proteínov sa stávajú viditeľné 
nukleoidy s centrálne umiestneným jadrom a periférnym 
halo efektom (z angl. halo – svätožiara, kruh) rozptýle-
ných DNA slučiek. Použitím fluorescencie možno detego-
vať jadrá spermií so zvýšenou fragmentáciou DNA, ktoré 
vytvárajú veľmi malý alebo žiadny halo efekt rozptýlenej 
DNA (obrázok 2A) a spermie s nízkym stupňom fragmen-
tácie DNA, ktorých slučky DNA vytvárajú veľké halo efek-
ty (obrázok 2B).

OXISPERM

Reaktívne formy kyslíka (ROS) môžu zapríčiniť po-
škodenia živých buniek prostredníctvom proteínov, lipi-
dov alebo DNA(21). Najznámejšou príčinou fragmentácie 
DNA v spermiách je práve prítomnosť ROS a oxidačné-
ho stresu(22). Ak nadmerný oxidačný stres zasiahne mužské  
zárodočné bunky, má priamy vplyv na mužskú plodnosť 
prostredníctvom poškodenia membrány spermií, čím zníži 
ich pohyblivosť a schopnosť splynúť s vajíčkom – porucha 
motility a aktivácie akrozómovej reakcie(23). DNA spermií 
poškodená vplyvom oxidačného stresu môže zapríčiniť ne-
správny vývin embrya a následné samovoľné potraty(11,12). 

VYŠETRENIE FRAGMENTÁCIE DNA SPERMIÍ

Na základe viacerých štúdií zameraných na koreláciu 
neplodnosti a vysokej koncentrácie fragmentovanej DNA 
v hlavičkách spermií sa integrita chromatínu považuje 
za dôležitý parameter určenia kvality spermií a potenciál-
ny predpoklad plodnosti(8,9,10). Fragmentovaná DNA (ob-
sahujúca množstvo zlomov) v spermiách znižuje pravde-
podobnosť oplodnenia oocytu, správneho vývinu embrya 
a zvyšuje incidenciu abortov(11,12). Navyše, predpokladalo 
sa, že stav fragmentácie DNA je konštantný parameter kva-
lity spermií, nemeniaci sa v čase, čo vyvracajú štúdie doka-
zujúce vplyv dĺžky manipulácie so vzorkou spermií v pro-
cese asistovanej reprodukcie na fragmentáciu ich DNA(13). 
Existuje niekoľko techník detekcie DNA fragmentácie 
spermií (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). 

Zvýšená fragmentácia DNA spermií môže byť spôso-
bená apoptózou epitelových buniek semenotvorných ka-
nálikov, defektmi v remodelácii chromatínu počas procesu 
spermiogenézy, poškodením DNA kyslíkovými radikál-

Obrázok 2 A) Spermie bez halo efektu – fragmentovaná DNA, B) Spermia s halo efektom – nefragmentovaná DNA (zdroj: Gyn-Fiv)

Obrázok 1. Hodnotenie spermiogramu v Maklerovej komôr-
ke. Na obrázku je mriežka, v ktorej sa vyhodnocujú spermie; 
100x zväčšenie (zdroj: Gyn-Fiv)
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K poškodeniu hematotestikulárnej bariéry môže dôjsť pri 
testikulárnom poranení napr. pri vazektómii, pri varikoké-
le, pri zranení chrbtice alebo kongenitálnej aplázii seme-
novodov(31).

Protilátky proti spermiám nájdené u neplodných párov 
často patria do triedy imunoglobulínov IgG, ale i IgA a IgM. 
Môžu účinkovať niekoľkými spôsobmi: imobilizovať sper-
mie, a tak im znemožniť pohyb, môžu ovplyvniť kapaci-
táciu a akrozómovú reakciu, a tým aj prienik spermie do  
oocytu a môžu mať embryotoxický účinok(31,32,33). Protilát-
ky proti spermiám boli detegované u mužov aj u žien a ich 
výskyt bol zaznamenaný u 9 – 36 % neplodných párov, 
pričom u neplodných mužov sa vyskytujú u 8 – 21 %(29,30). 
Zároveň sa vyskytujú aj u 12,5 % plodných mužov, pre-
to nemožno tvrdiť, že všetky protilátky spôsobujú neplod-
nosť(30).

Riešením pre páry s touto imunologickou príčinou nep-
lodnosti je dnes rutinne využívaná metóda fertilizácie oo-
cytov v rámci asistovanej reprodukcie – ICSI – intracyto-
plazmatická injekcia spermie. Ďalší výskum a objasnenie 
mechanizmov pôsobenia týchto protilátok by mohlo lepšie 
určiť pacientov, u ktorých výskyt protilátok proti spermiám 
skutočne spôsobuje neplodnosť oproti tým, ktorých prítom-
nosť protilátok nemá vplyv na ich reprodukciu(34).

Na zistenie prítomnosti protilátok proti spermiám v eja-
kuláte sa používa viacero testov: rádioimunologické ana-
lýzy, ELISA, prietoková cytometria, aglutinačný test či 
immunobead test(35). V našom laboratóriu vyšetrujeme prí-
tomnosť protilátok pomocou SpermMAR testu (Pentagen, 
CZ). Test sa vykonáva na natívnom likvifikovanom ejaku-
láte, ktorý obsahuje pohyblivé spermie. Vzorka sa na sklíč-
ku zmieša s latexovými partikulami a IgG alebo IgA antisé-
rom. Po 3 minútach inkubácie vyhodnocujeme prítomnosť 
zhlukov imobilizovaných spermií s naviazanými protilát-
kami (obrázok 4). 

VITAL TEST

Nepohyblivá spermia môže byť živá. Ak sa v ejakuláte 
nenachádza žiadna pohyblivá spermia, príčinou môže byť 
nekrozoospermia (spermie sú neživé), ultraštruktúrne de-
fekty alebo metabolická nezrelosť spermií – spermie sú ne-
pohyblivé ale vitálne(36). Z diagnostického hľadiska je veľ-
mi dôležité rozoznať živé nepohyblivé spermie od mŕtvych. 
Existuje viacero typov testov na hodnotenie vitality spermií,  

Odhaduje sa, že 25 – 50 % neplodných mužov vykazuje 
zvýšené koncentrácie ROS vo svojom tele. Pacienti s diag-
nostikovanou varikokélou môžu vykazovať dokonca vyššie 
hodnoty nameraných ROS v tele v porovnaní s inými nep-
lodnými mužmi(24).

Na kvalitu spermií môže vo veľkej miere vplývať aj oxi-
dačný stres prostredníctvom exogénnych zdrojov z pros-
tredia, napríklad znečistením ťažkými kovmi. Aj fakto-
ry životného štýlu – obezita, fajčenie, alkohol či niektoré 
ochorenia (varikokéla, infekcie urogenitálneho traktu) mô-
žu zvýšiť množstvo ROS pôsobiace na plodnosť mužov(25). 
Tiež bol zistený vplyv veku na oxidačný stres spermií, pre-
tože bola dokázaná zvýšená produkcia ROS v seminálnej 
plazme u mužov starších ako 40 rokov(26).

Laboratórne testy na zistenie hladiny oxidačného stre-
su sa dajú rozdeliť do troch základných skupín: 1. tech-
niky založené na detekcii zmeny farby vrátane použitia 
malondialdehydu (MDA-testy) pri ELIZE, hodnotenie li-
pidovej peroxidácie alebo použitie NBT (nitro blue tetrazo-
lium) molekuly na determináciu prítomnosti superoxidov, 
2. techniky založené na detekcii flourescencie alebo emi-
sie svetla po reakcii s látkami, ako je asluminol a 3. techni-
ky na báze paramagnetickej rezonancie(27).

V našom laboratóriu hodnotíme superoxidový disbalans 
(Pentagen, CZ) použitím NBT – nitro blue tetrazolium,  
ktorý je rozpustený v pufrovacom géli. Gél obsahujúci kit 
je rozpustený pri teplote 90 °C počas 5 minút. Následne sa 
gél nechá ochladiť späť na 37 °C a zmieša sa s vyšetrova-
nou vzorkou spermií. Po 45 minútach inkubácie pri 37 °C 
sa hodnotí výsledná farba roztoku (obrázok 3).

STANOVENIE PRÍTOMNOSTI PROTILÁTOK PROTI 
SPERMIÁM V EJAKULÁTE

Ďalšou príčinou neplodnosti, ktorú bežné vyšetrenie 
spermií neodhalí, môže byť nesprávna funkcia imunitné-
ho systému muža. Najrozšírenejšou poruchou imunitné-
ho systému je tvorba protilátok proti pohlavným bunkám – 
spermiám. Bolo dokázané, že spermie na svojom povrchu 
obsahujú antigény(28). Keďže spermia ako bunka sa až do 
puberty nevyvíja, dospelý imunitný systém muža nedokáže 
rozpoznať vlastné antigény naviazané na spermii, preto vy-
volá proti nim imunitnú odpoveď. Tejto reakcii bránia me-
chanizmy anatomické (hematotestikulárna bariéra Sertoli-
ho buniek) a fyziologické (imunosupresívne faktory)(29,30). 

Obrázok 3. Príklady výsledkov testu na zistenie hladiny prítomnosti superoxidov: a) nulový stupeň prítomnosti superoxidov, 
b) nízky stupeň prítomnosti superoxidov, c) stredný stupeň prítomnosti superoxidov, d) vysoký stupeň prítomnosti superoxi-
dov (upravené podľa(27))
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ktoré sú založené prevažne na priepustnosti membrány 
spermie, napr. HOS test (hyperosmotické napučanie bičí-
ka živej spermie)(37).

Na našom pracovisku používame test, ktorého princíp 
spočíva v eozínovo-nigrozínovom farbení(38) (Pentagen, 
CZ). Vyšetrovaná vzorka ejakulátu sa premieša s činidlom 
a spolu so zmesou farbiaceho roztoku sa v silnej vrstve na-
nesie na podložné sklíčko. Po zaschnutí preparát vyhodno-
cujeme pod svetelným mikroskopom. Odumreté spermie 
majú priepustnejšiu membránu, preto farbivo preniká do 
vnútra bunky, ktorú sfarbí, zatiaľ čo živé spermie ostáva-
jú nesfarbené (obrázok 5). Tmavé sfarbenie pozadia nig-
rozínom umožňuje lepšiu pozorovateľnosť odlišnosti sfar-
benia.

ZÁVER

Základné vyšetrenie ejakulátu – spermiogram – je zla-
tým štandardom pri hodnotení mužskej plodnosti, ale 
v mnohých prípadoch je nepostačujúce. Nové vyšetrenia 
umožňujú objasniť idiopatické formy neplodnosti a príči-
ny ich vzniku, čím prispievajú k zefektívneniu diagnostiky 
a liečby neplodnosti. 
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je obvykle spermiogram. Je však spermiogram dostačující? 
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Které jsou další metody vyšetření spermií? 
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