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Muzska neplodnost z pohladu centra
asistovanej reprodukcie

Martin Pustaj, Gabriela Kanova, Peter Harbulak

V sucasnosti sa muZsky faktor sterility podiela pribliZzne na polovici pripadov neplodnosti paru. Zakladné vysSetrenie
plodnosti muZa, spermiogram, nedokaZe odhalit vSetky priciny sterility. RozSirené vySetrenia umoZriuju objasnit’ do-
posial idiopatické formy neplodnosti, medzi ktoré patri aj oxidacny stres, poskodenie DNA v spermiach alebo imuno-
logické poruchy. Zistenie priCin ich vzniku prispeje k zefektivneniu diagnostiky a lieCby neplodného paru.
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Male infertility from the perspective of the assisted reproduction. Consensus in pair management with man

fertility disorders

Currently, the male factor participates in about half of cases of couple infertility. Basic examination of male fertility, se-
men analysis, cannot identify all causes of infertility. Extended examinations enable to specify idiopathic forms of in-
fertility, including oxidative stress, DNA damage in sperm or immunologic disorders. Finding the causes of their devel-
opment will contribute to better effectiveness of diagnosis and treatment of infertile couples.

Keywords: andrological factor, semen analysis, oxidative stress, DNA fragmentation, anti-sperm antibodies

Gynekol. prax 2020; 18 (3): 140-144

Uvod

Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) definuje par ako
neplodny v pripade, ak nie je schopny pocat dieta ani napriek
pravidelnému nechranenému pohlavnému styku poc¢as minimal-
ne jedného roka®. Neplodnost je teda problémom paru, nie jed-
notlivca. V sucasnosti sa muzsky faktor podiela priblizne na po-
lovici pripadov neplodnosti parov®. Medzi zname pri€iny stale
stipajuceho poctu pripadov muzskej neplodnosti sa radia civi-
lizacné faktory, ako je nespravny zivotny Styl, stres a zneciste-
né Zivotné prostredie®®. Zakladnym diagnostickym vySetrenim
muza je spermiogram, ktorym mozno odhalit' poruchu plodnosti.
Az 40 % muZzov s normalnymi hodnotami spermiogramu je ne-
plodnych®. Ide o muZsku idiopatickd sterilitu. Dnes je k dispo-
zicii viacero moznosti detailnejSieho vysSetrenia ejakulatu, ktoré
mo&zu odhalit’ skryté priciny andrologického faktora neplodnosti.

Epidemiolégia

Asi 25 % parov nedokaze spontanne pocat potomka do 1
roka, 56 % parov vyhladava lekarsku pomoc pre neplodnost,
40 % parov opusta lieCbu a nakoniec iba 10 % dosiahne Uspech
v liecbe®9, Neplodnost tvori Statisticky v 30 % Zensky faktor,
30 % muzsky faktor, v 25 % je priCina neplodnosti v pare a 15 %
tvoria nevysvetlitelné priciny. Pomer zenskej a muzskej neplod-
nosti je priblizne 50 : 50, pricom aj v nasej populacii zacina po-
maly prevaZzovat muzska neplodnost®.,

Spermiogram

Zakladnym vySetrenim plodnosti muza je vySetrenie sper-
mii — spermiogram. Podla odportc¢ani WHO 2010 spermiogram
hodnoti nasledujuce parametre: objem a pH ejakulatu, pocet
vSetkych spermii, pocet pohyblivych spermii, druh pohybu a je-
ho zastupenie, podiel morfologicky normalnych foriem spermii
vo vySetrovanej vzorke®™. Na vizualne hodnotenie spermiogra-
mu sa pouziva Maklerova komérka (obrazok 1) a na digitalne
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hodnotenie plne automaticky pristroj LensHooke (obrazok 2),
ktory generuje dynamické obrazky vo vysokom rozliSeni a vy-
sledky aj v podobe videa®V.

Za poslednych 50 rokov klesla kvalita spermii v populéacii tak
vyrazne, Ze sa referenc¢né hodnoty podla WHO niekolkokrat
upravovali® (tabulka 1).

VySetrenie spermiogramu dokaze odhalit 90 % pripadov
muZskej neplodnosti®, nedokaze vSak objasnit iné priciny stvi-
siace s poSkodenim spermii alebo s imunologickymi poruchami.

Oxidacny stres

Oxidacny stres (OS) je nerovnovaha medzi antioxidacnou ka-
pacitou bunky a mnozstvom volnych radikalov. Za vznik OS su
zodpovedné reaktivne formy kyslika (ROS), ktoré mézu zapri-
¢init' poskodenie Zivych buniek®. ROS zohravaju kltcova Ulo-
hu pri kondenzacii chromatinu, normalnom vyvoji, dozrievani

Obrazok 1. Hodnotenie spermiogramu v Maklerovej komorke. Na
obrazku je mriezka, v ktorej sa vyhodnocuji spermie; 100x zvac-
Senie
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Obrazok 2. Hodnotenie spermiogramu semen quality analyzérom LensHooke®?

Tabul'ka 1. Porovnanie referenénych hodn6t z r. 1999 a z r. 2010

Rok 1999 2010
Objem 2ml 1,5ml
Koncentracia/ml 20 miliénov 15 miliénov
Progresivna pohyblivost’ 50 % 32%
Zivotnost’ 75 % 58 %
Normaélna morfolégia 15 % 4%

a akrozomovej reakcii spermii aj v samotnom procese oplod-
nenia. Na druhej strane vSak naruSuju rovnovahu medzi oxi-
dantmi a antioxidantmi, a tym poSkodzuju spermie. Ak nadmer-
ny OS zasiahne muzské zarodocné bunky, ma priamy vplyv
na muzskd plodnost poskodenim membrany a mitochondrif
spermii, ¢im znizi ich pohyblivost a schopnost' splynat' s va-
jickom®14_ NajznamejSou pricinou fragmentéacie (poskodenia)
DNA v spermiach je prave pritomnost nadmerného OS®®. DNA
spermii poSkodena vplyvom OS méze zapriCinit nespravny vy-
voj embrya a nasledné samovolné potraty@617,

Odhaduje sa, ze 25 — 50 % neplodnych muzov vykazuje zvy-
Sené koncentracie ROS vo svojom tele. Faktory zivotného Stylu,
sedavy spOsob zivota, obezita, stres, fajcenie, alkohol, nadmer-
né cviCenie Ci niektoré ochorenia (varikokéla, infekcie urogenital-
neho traktu) m6zu zvysSit mnozstvo ROS pdsobiace na plodnost’
muzov. V laboratériu sa hodnoti superoxidova nerovnovaha,
ktora sa prejavi intenzitou zafarbenia roztoku (obrazok 3).

ROS pritomné vo fyziologickych hladinach spustaju zasadné
fyziologické procesy a prijem antioxidantov tymto procesom za-
brafuje. Hodnotenie OS meranim oxidacno-redukéného potenci-
alu (OrP), ktory predstavuje rovnovahu medzi oxidantmi a antioxi-
dantmi, je novym biomarkerom v diagnostike neplodnych muzov.

ROS pritomné vo fyziologickych hladinach spustaju zasad-
né fyziologické procesy a prijem antioxidantov tymto procesom
zabranuje. Hodnotenie OS meranim oxida¢no-redukéného po-

tencialu (OrP), ktory predstavuje rovnovahu medzi oxidantmi
a antioxidantmi, je novym biomarkerom diagnostiky neplodnych
muzov. VySetrenie OS prostrednictvom pristroja MiOXSYS, kto-
ry meria prijem a vydaj elektronov, dokaze ur€it mnozstvo oxi-
dantov a redukénych Cinidiel. Vzorka ejakulatu sa nanasa po-
mocou pipety na aplikacny port senzora MiOXSYS (obrazok 4)
a vysledky OrP su vyhodnotené v milivoltoch (mV).

VysSetrenie fragmentacie dna spermii

Na zaklade viacerych stadii zameranych na korelaciu neplod-
nosti a vysokej koncentracie fragmentovanej DNA (obsahujlcej
mnozstvo zlomov) v hlavickach spermii sa integrita chromatinu
povazuje za dblezity parameter urenia kvality spermii a poten-
cialny predpoklad plodnosti. Chromatin chrani genetickd infor-
maciu spermie pocas jej transportu urogenitalnym traktom9-21,
Fragmentovana DNA v spermiach zniZzuje pravdepodobnost
oplodnenia oocytu, spravneho vyvoja embrya a zvysSuje inciden-
ciu abortov®2??, Navyse, predpokladalo sa, Ze stav fragmenta-
cie DNA je konsStantny parameter kvality spermii nemeniaci sa
v Ease, o vyvracaju Studie dokazujlce vplyv dizky manipula-
cie so vzorkou spermii v procese asistovanej reprodukcie na
fragmentaciu®?19, Zvysena fragmentacia DNA spermii méze byt
spbsobena apoptézou epitelovych buniek semenotvornych ka-
nalikov, defektmi v remodelacii chromatinu v procese spermio-
genézy, poskodenim DNA kyslikovymi radikalmi po¢as migra-
cie spermii zo semenotvornych kanalikov do nadsemennikov,
poskodenim vplyvom chemoterapie alebo radioterapie, ale aj
vplyvom toxinov z prostredia (znecisteny vzduch, pesticidy, faj-
cenie...)?*?, Poskodenie DNA spermii mozu ovplyvnit' aj infek-
cie urogenitalného traktu®, varikokéla®), chromozomalne pre-
stavby v karyotype muza®®, onkologické ochorenie®” a podla
Studie Vargesa a kol.?” fragmentacia DNA v spermiach suvisi
so zvySenou patolégiou spermii. Az 25 % muzov s normalnymi

Obrazok 3. Vysledky testov na pritomnost’ superoxidov: a) nulovy stupen, b) nizky stupen, c) stredny stupen, d) vysoky stupen pritom-

nosti superoxidov®®

a ' b
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hodnotami spermiogramu ma vysoké hodnoty DNA fragmenta-
cie (DFI nad 30 %)@829,

Na stanovenie DNA fragmentacie sa pouziva HaloSperm test
G2 zalozeny na principe SCD (sperm chromatin dispersion) tes-
tu®, Pouzitim fluorescencie mozno detegovat' jadra spermii so
zvySenou fragmentaciou DNA, ktoré vytvaraju velmi maly alebo
Ziadny halo efekt (z angl. halo — svatoziara, kruh) rozptylenej DNA
(obrazok 5 A) a spermie s nizkym stupfiom fragmentacie DNA,
ktorych slucky DNA vytvaraju velké halo efekty (obrazok 5 B).

Stanovenie pritomnosti protilatok proti spermiam
v ejakulate

DalSou pric¢inou neplodnosti, ktorti Standardné vySetrenie
spermii neodhali, méze byt tvorba protilatok proti spermiam. Bo-
lo dokazané, Ze muzské pohlavné bunky na svojom povrchu ob-
sahuju antigény®t32, KedZze spermia ako bunka sa az do puber-
ty nevyvija, dospely imunitny systém muza nedokaze rozpoznat’
vlastné antigény naviazané na spermiach, preto vyvola proti nim
imunitnd odpoved. Tejto reakcii brania anatomické (hematotes-

Obrazok 4. MiOXSYS poskytuje najpresnejSie meranie oxidac-
no-redukéného potencialu - poskytuje Gplny obraz o stave oxidac¢-
ného stresu

Date Time
Insert sensor J
-
B - -

tikularna bariéra Sertoliho buniek) a fyziologické mechanizmy
(imunosupresivne faktory)®&33), K poskodeniu hematotestikular-
nej bariéry mdze déjst pri testikularnom poraneni, pri varikoké-
le, priinfekciach, pri zraneni chrbtice alebo kongenitalnej aplazii
semenovodov®, Protilatky proti spermiam mozu imobilizovat
spermie, ovplyviuji kapacitaciu a akrozémovu reakciu, prienik
spermie do oocytu®®, Ich vyskyt bol zaznamenany u 8 — 21 %
neplodnych muzoves3,

RieSenim pre pary s touto imunologickou pri¢inou neplodnos-
ti je dnes rutinne vyuzivana metoda fertilizacie oocytov v ram-
ci asistovanej reprodukcie — ICSI (intracytoplazmaticka injekcia
spermie), ako aj uzivanie antioxidantov, preparatov na podporu
imunity i ¢revnej mikrofléry a pravidelna ejakulacia®=9,

Vital test

Z diagnostického hladiska je velmi délezité rozoznat' zZivé ne-
pohyblivé spermie od mitvych. Existuje viacero typov testov na
hodnotenie vitality spermii, ktoré su zaloZené prevazne na prie-
pustnosti membrany spermie®”. V praxi sa ¢asto pouziva test,
ktorého princip spociva vo farbeni preparatu spermii®®, Nezi-
vé spermie maju priepustnejSiu membranu, preto farbivo preni-
ka do vnutra bunky, ktora sfarbi, zatial ¢o zivé spermie ostava-
ju nesfarbené (obrazok 6).

Microfluidic sperm sorting

Vyber kvalitnych spermii vyznamne ovplyviuje Sancu na
UspesSné otehotnenie. Pri prirodzenom oplodneni st kvalit-
né spermie od ostatnych oddelené v Zenskom vajickovode.
V procese lieCby neplodnosti metédami IVF je tento prirodze-
ny mechanizmus ludského organizmu simulovany pomocou
mikrofluidnych cCipov®®. Prostrednictvom cCipov sa selektuje
koncentrat spermii s niz§im oxidacnym stresom a nizSou frag-
mentaciou DNA. Spracovana vzorka spermii je takmer 100 %
pohybliva a méa vyssiu kvalitu z hladiska morfologie ako Stan-
dardne spracovana vzorka spermii. Pri muzskom faktore nep-
lodnosti tato metdda zvySuje az o tretinu Uspesnost’ otehotne-
nia a vyznamne znizuje riziko potratov®?.

Tato metdda selekcie spermii sa odporUca pri zvySenej frag-
mentacii DNA spermii a zvySenom stupni intenzity oxidacné-
ho stresu, pri opakovane neuspesSnych inseminaciach, pri niz-
Sej UspesSnosti oplodnenia vajicok, pri opakovane neluspesnych
embryotransferoch aj pri opakovanych potratoch.

Obrazok 5. A: Spermie bez halo efektu - fragmentovana DNA, B: Spermia s halo efektom — nefragmentovana DNA
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Obrazok 6. Test vitality spermii: sfarbené hlavicky — nezivé spermie
(Cierna Sipka), biele hlavi€¢ky - Zivé spermie (biela Sipka)

Zaver

Zakladné vysSetrenie ejakulatu — spermiogram — je v mno-
hych pripadoch nepostacujuce. VySetrenie spermiogramu spo-
lu s oxida¢no-redukénym potencidlom predstavuje zaklad pre
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diagnostiku kvality spermii, pretoze vyhodnotenie intenzity ROS
indikuje, ale aj kontraindikuje uzivanie antioxidantov. Uzivanie
antioxidantov mdze zvysit kvantitativne parametre spermiogra-
mu, v neindikovanom pripade znizit' jeho kvalitu navodenim re-
dukéného stresu. VySetrenie OrP nam umoziuje identifikovat
kvalitu prostredia, v ktorom sa spermie nachadzaji. Désledkom
nizkej kvality tohto prostredia je zvySena Uroven fragmentova-
nej DNA spermii. Nové vySetrenia umoZziuju objasnit idiopatické
formy neplodnosti a pri¢iny ich vzniku, zistit' potrebu selekcie
kvalitnych spermii pomocou MSS, ¢im prispievaju k zefektivne-
niu diagnostiky a lie€by neplodnosti. Neplodnost je problémom
paru, nie jednotlivca, preto je pri diagnostike a lieChe muzskej
neplodnosti nevyhnutné prihliadat na vek partnerky aj na jej ova-
ridlnu rezervuo,
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