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SOUHRN

Novotna B, Svobodova L, Cechové M, Jaro-
Iim L, Chocholaty M, Bagryantseva Y, Macek M
Sr, Macek M Jr. Nase prvni zkusenosti s vyuzitim
kometového testu pfi hodnoceni integrity DNA
ve spermiich.

Hlavni stanovisko prace: Na zakladé literar-
nich Udajl autofi upozoriuji na vyznam hodnocenf
integrity DNA ve spermiich pfi vysetfovani pficin
neplodnosti. Informace je doplnéna vlastnimi ex-

perimentalnimi vysledky ziskanymi kometovym
testem a komercnim kitem Halosperm.

Cil: Abnormality v uspofadani chromatinu a/
nebo struktufe DNA spermii mohou vyrazné sni-
7ovat fertiliza¢ni potencidl jedince i pfi normal-
nim spermiogramu. Pfi identifikaci pficin muzské
neplodnosti je proto v poslednich letech kladen
ddraz i na hodnocenf integrity DNA ve spermiich.
Na nasem pracovisti jsme se rozhodli k témto Uce-
ldm pouzit kometovy test a komer¢né dostupny
test Halosperm s cilem porovnat obé metody pfi
vysetfovani kontrolnich jedincl a pacientl s po-
ruchami plodnosti.

Soubor pacientli a metody: U 32 kontrol-
nich jedincl, 24 muz s neplodnosti a 26 muzU
s cévnimi poruchami muzskych pohlavnich organd
(MPO) byla provedena konvencni analyza semene
a nasledné vysetreny hladiny fragmentace DNA ve
spermiich pomoci kometového test a Halospermu.

Vysledky: Korela¢ni analyza potvrdila dobrou
shodu mezi vysledky obou metod (Pearsondv
korela¢ni keficient r=0,241; p<0,05), na rozdil od
kometového testu viak vysledky Halospermu
korelovaly i s motilitou (r=0,4365; p<0,001). Na-
proti tomu pfi hodnoceni kometovym testem
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obé skupiny pacientl vykazovaly vyrazné vyssi
poskozeni DNA ve spermiich nez kontroly (t-test,
v obou pfipadech p<0,001), zatimco s pomoci
Halospermu se podafilo prokazat zvyseni hla-
din fragmentované DNA oproti kontroldm pouze
u skupiny muzd s neplodnosti (p < 0,001). Z hod-
not kometového testu v kontrolnim souboru byla
stanovena hladina poskozeni 32 % Tail DNA jako
horni mez toleran¢niho intervalu indikujici snizeny
fertiliza¢ni potencial.

Zavér: Kometovy test se osveédcil jako vhod-
na doplnkova metoda ke standardnimu vysetfeni
kvality spermatu.

KLICOVA SLOVA
Fragmentace DNA, Halosperm, kometovy test, ne-
plodnost, spermie.

SUMMARY

Novotna B, Svobodové L, Cechova M, Jarolim L,
Chocholaty M, Bagryantseva Y, Macek M Sr,
Macek M Jr. Our first experience with the comet
assay in the study of sperm DNA integrity.

Major statement: Based on published data,
the authors highlight the importance of assess-
ment of sperm DNA integrity in the investigation of
causes of infertility. Information is complemented
by our own experimental results obtained by com-
et assay and commercial kit Halosperm.

Aim: Abnormalities in chromatin arrangement
and/or structure of the sperm DNA can signifi-
cantly reduce the fertilizing potential of individuals,
even in cases with normal results of conventional
sperm analysis. Therefore, evaluation of sperm DNA
integrity is currently emphasized in identifying
the causes of male infertility. For this purpose, we
decided to use comet assay and a commercially
available test Halosperm with the aim to compare
the two methods in the investigation of control
subjects and patients with fertility disorders.

Patients and Methods: Conventional semen
analysis was performed in 32 control subjects,
24 men with infertility and 26 men with vascular
disorders of male genital organs, and then the
levels of DNA fragmentation in the sperm were
examined using the comet assay and Halosperm.
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Results: Correlation analysis confirmed good
agreement between the results of both methods
(Pearson coeficient r=0.241; p < 0.05); unlike the
comet assay, the results of Halosperm correlated
well with sperm motility (r=04365; p <0.001). While
comet assay showed significantly higher sperm
DNA damage in both groups of patients than in the
controls (t-test, both p<0.001), Halosperm dem-
onstrated increased levels of fragmented DNA
over control values only in the group of men with
infertility (p < 0.001). From the results of comet as-
say in the control group, 32% of fragmented DNA
per sperm was determined as the upper limit of
the tolerance interval indicating a reduced fertiliz-
ing potential.

Conclusion: The comet assay has proven to be
a useful complementary method to the standard
examination of sperm quality.

KEY WORDS
Comet assay, DNA fragmentation, Halosperm, in-
fertility, sperm.

UvoD

Uvadi se, ze priblizné 10-15 % parQ v reproduke-
nim véku ma problémy s pocetim potomka, pfi-
Cemz muzsky faktor je zodpovédny za témeéf 50 %
pfipadt neplodnosti (1, 2). Lze pfedpokladat, ze
toto procento se bude dale zvySovat v dusledku
nepfiznivych zmeén v zivotnim stylu a oddalovani
reprodukce do vyssiho veéku. Konvencni analyza
semene, tj. stanoveni koncentrace, pohyblivosti
a morfologie spermif v ejakuldtu, umoznuje od-
halit nékteré zasadni pficiny muzské neplodnosti.
Nicméné normalni spermiogram jesté nemusi ga-
rantovat dostatecny fertiliza¢ni potenciél, nebot
zhruba 15 % neplodnych muz nevykazuje pfivy-
Setfeni zakladnich parametrl semene odchylky od
normy (3, 4). V poslednich letech pfibyva dikazd,
7e kreprodukénimu nelspéchu mohou vyznamné
pfispivat poruchy v organizaci genetického materi-
alu spermii (5, 6). BEhem zranf spermatickych bunék



dochédzf k extrémni kondenzaci chromatinu a ztraté
nukleosomalni struktury typické pro somatické
burky za vzniku vysoce stabilniho a transkrip¢né
inertniho komplexu. Pfi téchto dramatickych pre-
stavbach je a7 85% histonl nahrazeno pfechodny-
mi proteiny a nasledné protaminy, které kfizovymi
vazbami prostfednictvim disulfidickych mstkd
stlacuji chromatin do vysledného tvaru amerického
koblizku (,doughnut” shape). Zbylych 15 % histont
vazanych na DNA je lokalizovano v oblastech gene-
ticky vyznamnych pro vyvoj ¢asného zarodku (napf.
promotorové oblasti, lokusy kontrolované imprin-
tingem nebo lokusy kodujici mikro-RNA). Kompakt-
ni struktura a nerozpustny charakter chromatinu
spermii chrani otcovskou genetickou informaci
pfi pfenosu muzskym a Zenskym reprodukénim
traktem (7). Zmeény v jakékoliv fazi reorganizace
chromatinu mohou negativné ovliviiovat funkci
spermif (8). Pfesné mechanizmy vedouci k abnor-
malitdm chromatinu ve spermiich dosud nebyly
zcela objasnény, ale uvazuje se, Ze duileZitou roli
muze hrat (1) defektni kondenzace chromatinu
v pribéhu spermatogeneze, (2) selhani apopto-
tické kontroly, které umoznuje preziti defektnich
spermii, (3) oxidacni stres, (4) fragmentace vyvolana
aktivitou endogennich kaspadz a endonukleaz a (5)
dalsi patologické vnitfni a environmentalni faktory
zahrnujici nddorova onemocnéni, cytostatika, va-
rikokélu, dlouhodobé horecky, leukocytospermii,
profesiondlni expozici toxickym latkam, pokrocily
vek, apod. U infertilnich muzd s predispozici k frag-
mentaci DNA ve spermiich se mohou uplatfhovat
i genetické faktory jako polymorfizmus v genech
kontrolujicich integritu genomu, meiotickou re-
kombinaci, gametogenezi, opravné drahy DNA,
detoxika¢ni drahy a antioxida¢ni ochranu (5, 6, 9).

Ve svétle téchto poznatkl a s rozvojem techno-
logif asistované reprodukce je zjevné, Ze dosavadni
diagnostika muzské infertility zaloZena na konvenc-
ni analyze spermii je nedostatecna. Prikaz zvysené
fragmentace DNA ve spermiich m{ze byt vyznam-
ny nejen pro posouzen/ fertilizatniho potencidlu
spermif in vivo, ale i pfi hodnocenf kvality spermif
pred jejich vyuZitim pro intrauterinni oplozeni (IU)),
fertilizaci in vitro (IVF) nebo intracytoplazmatickou
aplikaci spermie (ICSI). V poslednich letech je proto
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vénovana znacna pozornost metodam umoznuji-
cim posouzeni rliznych aspektl poskozeni spermii,
vcetné poskozeni DNA. K dispozici jsou jak metody
detekujici pfimo zlomy v DNA, tak metody nepfi-
mé, umoznuijici stanoveni fragmentace DNA na
zakladé pradkazu poruch v kondenzaci chromatinu
(10). Do prvni skupiny patfi zejména kometovy
test (Comet assay) neboli jednobunécna gelova
elektroforéza a TUNEL [terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated 2’-deoxyuridine 5-triphos-
phate (dUTP)-nick end-labeling]. Nejcastéji vyuZziva-
nou nepfimou metodou je tzv. ,sperm chromatin
integrity assay” (SCSA) a v posledni dobé i ,sperm
chromatin dispersion test” (SCD).

Kometovy test umozriuje kvantifikovat zlomy
v DNA na Urovni jednotlivych bunék. Po rozmichani
v agardze jsou buriky naneseny na podlozni sklo
a ovlivnény detergentem s vysokou koncentraci
solf k extrakci bunécnych proteinC a membran.
Nasleduje denaturace DNA v alkalickém prostredi
a elektroforéza, pfi které dochazi v mistech zlomd
k migraci rozvolnénych smycek a fragmentt DNA
z jadra ke kladné elektrodé, zatimco intaktni DNA
zUstava v jadre (nukleoidu). Mnozstvi vycestované
DNA tak odrazi stupen jejiho poskozeni (podrobné
viz. 11). Na rozdil od somatickych bunék jsou sper-
mie chranény membranou bohatou na disulfidic-
ké vazby a DNA je v nich mnohem kompaktnéji
kondenzovana, coz brani bunécné lyzi. Lyzacni
proces je proto pfi zpracovani spermif kombinovan
s expozici silnému antioxidantu, jako je dithiothrei-
tol (DTT) (12) nebo dlouhodobym enzymatickym
plsobenim napf. proteindzou K (13).

TUNEL

Metoda kvantifikuje inkorporaci znaceného deoxy-
uridin trifosfatu (dUTP) do jedno- a dvouretézco-
vych zlom DNA v reakci katalyzované terminalni
deoxynukletidyl-transferdzou. MnoZstvi inkorpo-
rovaného dUTP pak mUze byt kvantifikovano jak
pritokovym cytometrem, tak fluorescenénim nebo
svételnym mikroskopem (14). Zejména hodnoceni
FACSem poskytuje klinicky vyznamné vysledky, po-
dobné jako u kometového testu viak zatim u této
metody nebyla stanovena obecné uzndvana hra-
nice vymezujici snizeny fertiliza¢ni potencial.
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Test na integritu chromatinu ve spermiich
(SCSA)

Metoda méfi citlivost DNA spermif k denaturaci v ky-
selém prostiedi. Po obarveni akridinovou oranZi (AO)
je na pritokovém cytometru s pomoci specialniho
softwaru stanoven rozsah denaturace DNA in situ
meéfenim posunu barevného spektra od zelené
fluorescence (AO interkalovana do dvoufetézcové
intaktni DNA) k Cervené fluorescenci (AO asociovana
s denaturovanou jednofetézcovou DNA). Procento
Cervené obarvenych spermif neboli fragmentaéni
index DNA (DFI) pak vyjadfuje mnozstvi spermii
s fragmentovanou DNA a/nebo defekty protamin(i
(5, 10). Uvadi se, ze DFI>30% znamena velmi nizky
fertilizacni potencial a pfedurcuje pacienta pro tech-
niky asistované reprodukce (14).

Test disperze chromatinu ve spermiich
(SCD, Halosperm)

Halosperm je jednoduchy test, ktery umoznuje
urcit fragmentaci DNA spermif bez naro¢ného
laboratorniho vybaveni. Metoda je zalozena na
disperzi chromatinu spermif v kyselém prostredi.
Po odstranéni jadernych protaminC v lyzacnim
roztoku a obarveni vykazuji spermie s intaktni DNA
rozsahlé rozvolnéni smycek DNA, které pronikaji
poskozenou membranou na povrch bunky, kde
vytvareji tzv. ,halo efekt” kolem hlavicky spermie.
Fragmentovana DNA se zobrazuje s malym nebo
Zadnym halo efektem, jelikoZ nepronikd membra-
nou a zUstdva uzaviena v hlavi¢ce spermie (15).
Pokud vice jak 309% spermii vykazuje fragmentova-
nou DNA, vzorek je povazovan za abnormalni (16).

Cilem nasi studie bylo (1) zavést kometovy test pro
hodnocenf integrity DNA ve spermiich, (2) stanovit
touto metodou hladiny poskozeni DNA ve spermiich
kontrolnich jedinct a pacientt s poruchami plodnosti
a (3) porovnat vysledky ziskané kometovym testem
a komer¢né dostupnym kitem Halosperm.

MATERIAL A METODY

Vzorky semene

Vzorky semene poskytli muzi vysetfovani v Centru
reprodukeni mediciny a reprodukeni genetiky Usta-
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vu biologie a Iékafské genetiky 2. LF UKa FN Motol
a na Urologické klinice 2. LF UK a FN Motol. Vzorky
byly ziskdny masturbaci po tfidenni abstinenci a po
zkapalnéni pfi pokojové teploté byly dale vysetfeny
standardnimi postupy, jako je objem ejakulatu, kon-
centrace, morfologie, vitalita a motilita spermif (17,
18), a metodami na stanoveni fragmentace DNA ve
spermiich, tj. kometovym testem a Halospermem.
Vsichni Ucastnici studie podepsali informovany
souhlas se zafazenim do studie a vyplnili dotaznik
zameéfeny na faktory, které by mohly ovlivnit kvalitu
semene (19). Jak informovany souhlas, tak dotaznik
byly schvéleny Etickou komisf FN v Motole.

Celkem bylo vysetfeno 98 muzd, kteff byli roz-
déleni do tif skupin. Kontrolni skupina zahrnovala
muze vysetiované pro infertilitu paru s prokazanym
Zenskym faktorem infertility nebo s normalnimi
hodnotami vsech sledovanych parametrd pfi kon-
vencni analyze semene a jedno vysetieni na vlastni
zadost. Druhou skupinou byli muzi vysetfovani
pro infertilitu. Do tfeti skupiny byli zafazeni mu?i
s cévnimi poruchami muzskych pohlavnich organd
(MPQ) — varikokélou.

Kometovy test

K pripravé preparatl jsme modifikovali alkalickou
verzi kometového testu podle Schmida a kol. (12),
tj. po pusobeni lyza¢niho roztoku (1 hod.) byly
preparaty ovlivnény DTT v lyza¢nim roztoku (0,154
g DTT/100 ml lyza¢niho roztoku) po dobu 10 min.,
nasledovala alkalické denaturace v elektroforetic-
kém pufru (20 min. pfi 4°C), desetiminutové elek-
troforéza (1,2 V/cm, 300 mA), 2x neutralizace 1T ml
Trisu po 5 min., barveni 100 pul roztoku GelRed (1 pl
GelRed/3 mIH,O; 30 min.) a promyti destilovanou
H,O (6 min.). Po fixaci 50 pl methanolu se prepa-
raty nechaly uschnout na suchém, tmavém misté.
/ kazdého vzorku byly pfipraveny dva preparaty
podle jiz dfive popsaného postupu (20). Pred hod-
nocenim byly preparaty zvihéeny destilovanou H,0
a pfikryty krycim sklem.

Méfeni poskozené DNA bylo provadéno po-
moci fluorescencniho mikroskopu BX51 (Olympus,
Japonsko) propojeného s kamerou CCD-13008B (VDS,
Vosskuhler, Némecko) a obrazovou analyzou Lucia
Comet Assay 7,00 (Laboratory Imaging, CR). Stupen



poskozenf DNA byl v kaZzdé burice stanoven jako
procento vycestované DNA z celkového mnoz-
stvi DNA v jadre (Tail DNA). Z kazdého vzorku bylo
zmeéfeno 500 bunék a z naméfenych hodnot byl
spocitan median, ktery charakterizoval kvalitu DNA
ve spermiich vysetfovaného jedince. Obrazek 1 do-
kumentuje vzhled ,komet" pfipravenych ze spermii.

Halosperm

K pfipravé preparatl jsme pouzivali komercné do-
stupny kit (HalotechDNA, Spanélsko) a pi zpraco-
vani vzorkl jsme postupovali podle pokynU vy-
robce. Po oschnuti preparatl bylo pod svételnym
mikroskopem hodnoceno procentudlni zastoupent
zdravych spermif (H), tj. spermif s intaktni DNA,
dale fragmentovanych spermif (F), tj. spermii s frag-
mentovanou DNA a/nebo poruchou kondenzace
chromatinu, a degenerovanych spermif (D) v 500
bunkach/osobu (Obrazek 2).

Obr. 2. Spermie zpracované testem na disperzi
chromatinu — Halosperm. Bild Sipka ukazuje zdra-
vou spermii (H) s rozptylenym chromatinem kolem
hlavicky (,halo” efekt), cernd sipka ukazuje spermii
s fragmentovanou DNA (F), cerny trojuhelnik spermii
degenerovanou (D)

Fig. 2. Sperm processed by chromatin dispersion
assay (Halosperm). The white arrow indicates healthy
sperm (H) with a dispersed chromatin around the head
(,halo”effect), the black arrow indicates the sperm with
fragmented DNA (F) and the black triangle shows the
degenerated sperm (D)
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Obr. 1. Spermie zpracované kometovym testem.
Sipka ukazuje nukleoid spermie s neposkozenou DNA,
trojuhelnik nukleoid spermie s vysokym stupném frag-
mentace DNA a hvézdicka nukleoid somatické buriky,
pravdépodobné leukocytu

Fig. 1. Sperm processed by comet assay. The arrow
indicates the nucleoid of sperm with intact DNA, the
triangle shows the sperm with a high degree of DNA
fragmentation and the asterisk shows the nucleoid of
somatic cells, presumably leukocyte

VYSLEDKY

Porovnani vysledku ziskanych
kometovym testem a Halospermem

Korela¢nf analyza potvrdila dobrou shodu mezi
vysledky obou metod, tj. narlst v poctu spermif ka-
tegorie F v Halospermu korespondoval s narlistem
hodnot Tail DNA v kometovém testu (Obrazek 3).
Vysledky Halospermu navic korelovaly s matilitou,
tj. se stoupajicim procentem pohyblivych sper-
mif (kategorie a+b) stoupalo i procento spermif
s intaktni DNA (Obrazek 4a). Mezi vysledky kome-
tového testu a motilitou se ndm podobny vztah
prokazat nepodafilo (Obrazek 4b).

Porovnani integrity DNA ve spermiich
v jednotlivych skupinach

Vysledky hodnocenf integrity DNA v jednotlivych
skupinach pacientl shrnuje tabulka 1. Pfi hodno-
ceni kometovym testem obé sledované skupiny
pacientl vykazovaly vyrazné vyssi poskozeni DNA
ve spermiich nez kontroly, zatimco s pomoci Ha-
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Comet assay vs. Halosperm
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Obr. 3. Korelace mezi vysledky kometového testu
a testu na disperzi chromatinu (Halosperm), r = Pear-
sondv korelacni koeficient

Fig. 3. Correlation between the results of comet as-
say and chromatin dispersion assay (Halosperm), r =
Pearson correlation coefficient
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Obr. 5. Srovndni vysledki kometového testu a Ha-
lospermu u kontrolnich jedincd, pacientd s infertilitou
a cévnimi poruchami muZzskych pohlavnich orgdndl.
SD - smérodatnd odchylka; ***p < 0,001; ¢isla ve sloup-
cich uvddeéji pocet vysetienych jedincdl

Fig. 5. Comparison of the results between the comet
assay and chromation dispersion assay (Halosperm)
in the control subjects and the patients with infertility
orvascular disorders of the male reproductive organs.
SD - standard deviation; *** p < 0.001; numbers in the
columns indicate the number of analyzed subjects
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Obr. 4. Korelace mezi pohyblivosti spermii a vysledkd
testu na (a) disperzi chromatinu — Halosperm a (b)
fragmentaci DNA — kometovy test; r = Pearsontv ko-
relacni koeficient

Fig. 4. Correlation between the sperm motility and
the results of test on (a) chromatin dispersion — Halo-
sperm and (b) DNA fragmentation — comet assay; r =
Pearson correlation coefficient

lospermu se podafilo prokazat statisticky vyznam-
né zvyseni fragmentované DNA oproti kontrolam
pouze u infertilit (Obrézek 5).

Z hodnot kometového testu v kontrolnim sou-
boru byla se spolehlivosti 0,9 stanovena hladina
poskozeni 32% Tail DNA jako horni mez jednostran-
ného 95% toleranéniho intervalu (21). Ve skupiné
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Tab. 1. VWsledky vysetieni spermif u kontrol a pacientt s neplodnosti a cévnimi poruchami muzskych pohlav-

nich orgdndi (MPO).

Tab. 1. The results of sperm examination in the control subjects and the patients with infertility or vascular

disorders of the male reproductive organs (MRO)

Skupina N Vék (roky) Kometovy test Halosperm Motilita
- . o
Priimér = SD ;zrl‘lllnl?glrﬁ(sﬁg H (%) F (%) (a+b)

- Primér+SD | Prdmér+SD | Primér+SD
kontroly 32 343+£82 20,84 £5,79 87,61 590 996 +4,98 52,26 £13,70
neplodnost 24 359+82 34,26 596 72,70 + 21,88 19,56 = 11,62 43,21 £1397
cévni poruchy MPO 26 288+59 26,98 £ 6,29 8292 + 12,38 12,63 9,40 43,65+ 12,52
N — pocet vysetrenych jedincl, SD — smérodatnd odchylka, H — spermie s intaktni DNA,

F — spermie s fragmentovanou DNA a/nebo narusenou strukturou chromatinu

infertilit tuto hranici prekracovalo 14 z 22 jedincd,
u cévnich poruch MPO to byli pouze Ctyfi jedinci
ze 26, ale dalsich deset mélo hodnoty na horni
hranici toleran¢niho intervalu (28-31,95 % Tail DNA).

DISKUZE

V nasi kontrolni skupiné dosahla prdmérna hod-
nota Tail DNA detekovana ve spermiich kome-
tovym testem zhruba 21 %, zatimco hodnoty
zjisténé u neplodnych muz a muz s cévnimi
poruchami MPO byly vyrazné vyssi. K podobnym
zavérlim, pokud jde o fertilni a infertilni jedince,
dospéli také Irvin a kol. (22). Naproti tomu jini auto-
fi pomoci této metody nezjistili zZadné rozdily mezi
fertilnimi a infertilnimi muZi s normozoospermif
a infertilnimi muzi s astenozoospermif, u vsech
skupin prmérné hladiny fragmentované DNA
dosahovaly 20% (13).

Na zakladé vysledkd kometového testu jsme
spocitali hodnotu 32 % Tail DNA jako horni mez
toleran¢niho intervalu vymezuijici jedince s vysoky-
mi hladinami fragmentované DNA, cozZ je hodnota
témér identicka s limitem DFI 30 %, stanovenym
pro zatim nejpouzivanéjsi metodu k hodnoceni
integrity DNA ve spermiich — SCSA. Zatimco ve
skupiné infertilit tuto hranici prekrocilo vice jak
60 % vysetienych jedinc(, u cévnich poruch MPO
to bylo jen 15 %. Ackoliv korela¢nf analyza proka-
zala dobrou shodu mezi vysledky kometového
testu a Halospermu, pomoci Halospermu se ndm
rozdily ve fragmentaci DNA spermif mezi kontrolnf

skupinou a skupinou s cévnimi poruchami MPO
nepodafilo prokazat. Pfitom u téchto pacientl byla
popsana zvysena instabilita DNA v ddsledku zvy-
seného oxidac¢niho stresu (23). K objasnéni téchto
rozdilli je nezbytné rozsifeni vysetfovanych skupin,
zptesnéni diagndz a hlubsi analyza anamnézy pa-
cientl. Uvadi se, ze se stoupajicim vékem stou-
pd i poskozeni DNA ve spermiich, nebot spermie
muzl mezi 36 a 57 lety vykazovaly vyrazné vyssi
hladiny fragmentované DNA neZ spermie muz{
mezi 20 a 35 lety (24). Nelze tedy zcela vyloucit,
Ze urcitou roli v rozdilech mezi nasimi skupinami
mohl sehrat i rozdilny vék, protoze kontrolni a ze-
jména neplodni muzi v praméru jiz patfili spise do
starsi vékové kategorie (34+8 a 3648 rokU), zatimco
vetsina pacientd s cévnimi poruchami MPO nepfre-
krocila tficaty rok Zivota (29+6 roka). | v kometovém
testu tito pacienti méli nizsi hodnoty Tail DNA nez
infertility, stale se ale statisticky vyznamné lisili od
kontrol. V tomto pfipadé se ndm kometovy test
osvedcil jako citliveéjsi metoda nez Halosperm.

Uvadi se, Ze zvysend fragmentace DNA je spo-
jena se zhorsenou pohyblivosti spermif (16, 25).
V nasem souboru skute¢né vysledky Halospermu
korelovaly s motilitou. Naopak pomoci kometo-
vého testu se nam podobny vztah nepodafilo
prokazat. Zfejmé je to zpUsobeno tim, ze kometovy
test — na rozdil od Halospermu (ale také SCSA) —
neodrdzi pocet bunék s fragmentovanou DNA,
ale nejcastéjsi hladinu poskozeni DNA ve vysetio-
vanych bunkach.

Zavérem lze shrnout, Ze se ndm kometovy test
osvedcil jako vhodna doplhkova metoda ke stan-
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dardnimu vysetfenf kvality spermatu. Je sice Casové bunék. V praxi by tak mohla vyznamné pfispét
narocnéjsi nez SCSA a zatim nema ani mezinarodné k identifikaci pficin infertility i k posouzeni vhod-
standardizovany protokol, ani definovany hornf li- nosti spermif pro techniky asistované reprodukce.
mit DFI, takZe Udaje ziskané na rliznych pracovistich ; o

se Casto vyrazneé lisi. Je to ale metoda dostatecné Podékovani

citliva a umoznuje analyzu i minimalniho mnozstvi Podporeno grantem IGA MZd CR NT/13770
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