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SOUHRN

Kratka Z, Luxova S, Vik V. VyuZiti prltokové cy-
tometrie pro stanoveni kvality ejakuldtu u muzd
s poruchou reprodukce.

Hlavni stanovisko: Vysetfeni spermiogramem
neposkytuje dostatek informaci o kvalité spermif.
Pomoci prdtokové cytometrie je mozné stanovit
zastoupeni apoptotickych spermii v ejakulatu, frag-
mentaci jejich DNA a integritu akrozomu. Tyto testy
umoznuji diagnostikovat pacienty s rizikem nizsf
fertility, ktefi by méli byt vysetfeni andrologem.

Cil: Prehled vysledkd vysetfenf kvality spermif
pomoci pritokové cytometrie

Soubor pacientl a metody: Vysetieni eja-
kuldtu bylo provedeno u 800 muzl (ve véku
21-66 let) léCenych v Centrech asistované re-
produkce GENNET. Soubor zahrnoval 366 nor-
mozoospermikd a 434 pacientl s patologickym
spermiogramem. Pomoci pritokové cytometrie
byl u vSech pacientl stanoven pocet Zivych
a apoptotickych spermii, u 213 pacientl byl sta-
noven pocet spermii s nizkou integritou akrozo-
mu a u 65 pacientl byl stanoven pocet spermii
s fragmentaci DNA metodou TUNEL. Pacienti byli
rozdéleni do skupiny ApoHigh s vysokym zastou-
penim apoptotickych spermif (>50 % apoptotic-
kych spermii) a ApoLow s nizkym zastoupenim
apoptotickych spermif (<50 % apoptotickych
spermif).

Vysledky: U normozoospermikd bylo zjisténo
16,9 % ApoHigh vzorkd, u pacientd s patologickym
spermiogramem 53,9 % ApoHigh vzorkd. Cim vice
je apoptotickych spermif v ejakulatu, tim vyssi je
vyskyt fragmentace DNA a nizké integrity akrozo-
mu. Primérna hodnota fragmentace DNA byla
vyssi u vzorkl ApoHigh neZ u Apolow jak u nor-
mozoospermikd (24,0 % vs. 13,5 %), tak u pacientd
s patologickym spermiogramem (33,3 % vs. 18,0 %).
Vy3$3i prlimeérny pocet spermii s nizkou integritou
akrozomu byl zjistén u ApoHigh vzork{ nez u Apo-
Low jak u normozoospermikt (40,2 % vs. 23,9 %),
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tak u pacientl s patologickym spermiogramem
(53,1 % vs. 35,2 %).

Zavér: Vy3si zastoupeni apoptotickych sper-
mil v ejakulatu snizuje jeho kvalitu. Test apoptdzy
spermif, fragmentace DNA a stanovenf integrity
akrozomu doplnujf informace ziskané ze spermio-
gramu a umoznujf vytipovat rizikové subfertilni
pacienty, pro které je vhodné podrobné androlo-
gické vysetfen.

KLiICOVA SLOVA
Apoptdza, integrita DNA, fertilita, muzi, kvalita
spermit.

SUMMARY

Kratka Z, Luxova S, Vik V. Flow cytometry analy-
sis of sperm quality in sub-fertile men.

Semen analysis does not provide enough in-
formation about sperm quality. Flow cytometry
tests allow us to analyse percentage of apoptotic
sperm, DNA fragmentation and acrosome integrity.
Sub-fertile patients are better diagnosed using
these tests.

Objective: Overview of sperm quality data
measured by flow cytometry.

Material and method: 800 sub-fertile men
(@aged 21-66 years) were treated at GENNET — assist-
ed reproduction centres. 366 patients had normal
results and 434 patients had pathological param-
eters of semen analysis. Flow cytometry analyses
of apoptotic sperm were done in all patients. DNA
fragmentation rate was measured by TUNEL as-
say in 65 samples. The acrosome integrity was
measured in 213 samples. Two groups of patients
were set according to the number of apoptotic
sperm in the semen samples — ApoHigh group
included samples with > 50 % of apoptotic sperm
and Apolow group included samples with < 50 %
of apoptotic sperm.

Results: 16.9 % of normal semen samples
were ApoHigh as well as 53.9 % pathological se-
men. Higher average values of DNA fragmenta-
tion were detected in the ApoHigh group thanin
the ApolLow group both in normal semen (24.0 %
vs. 13.5 %) and in pathologic semen too (33.3 %
vs. 18.0 %). Higher average values of the acrosome
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integrity were detected in the ApoHigh group
than in the ApolLow group both in normal semen
(40.2 % vs. 23.9 %) and in the pathologic samples
as well (53.1 % vs. 35.2 %).

Conclusion: The presence of apoptotic sperm
decreases the semen quality. The examination of
apoptosis, DNA fragmentation and acrosome in-
tegrity together with microscopic semen analyses
provide a better diagnostic tool how to identify
sub-fertile men, than simple semen analysis. These
tests might be helpful for selection of patients for
further uro-andrological examination and treat-
ment.

KEY WORDS
Apoptosis, DNA integrity, fertility, men, sperm qual-
ity.

UvoD

Infertilita postihuje 15 % par v plodném véku,
pfiblizné 48,5 miliont part na celém svéteé (1, 2).
U poloviny infertilnich pard je pficina infertility
zjisténa u muzld (2). Standardnim vysetfenim
kvality ejakuldtu je spermiogram (3). Nicméné
prediktivni vyznam spermiogramu, jako me-
tody potvrzujici fertilitu muze, je sporny (4, 5).
Spermiogram hodnoti zejména koncentraci, po-
hyblivost a zékladni morfologii spermii (3). Ale
fertilnf spermie musi mit také kvalitni membranu
s potfebnymi receptory, neposkozenou DNA,
dostatek energie, musi obsahovat potifebné en-
zymy v akrozomu atd. (5)

Kvalitni DNA je nutnd pro Uspésny vyvoj em-
brya vzniklého pfirozenym oplozenim nebo pfi
oplozenf pomoci metod asistované reprodukce
(5, 6). Stanoveni integrity DNA ve spermiich se
povazuje za velmi nadéjny biomarker fertility,
ale samo o sobé neni dostatec¢né pfesné pro
spolehlivou predikci Uspésnosti pfirozeného
¢iin vitro provedeného oplozeni (7). Proto se
doporucuje vyuzivat dalsi diagnostické postupy
(5,7). Jaka vysetfenf jsou v soucasnosti dostupna



v klinické diagnostice? A majf pfinos pro klinic-
kou praxi?

V tomto ¢lanku se zaméfime na analyzu kvality
ejakulatu pomocdi pritokové cytometrie. Zakladnim
cytometrickym vysetfenim je stanoveni koncen-
trace spermif a pfitomnosti leukocytd v ejakulatu.
Pomoci specifického znaceni spermif je mozné
Zjistit zastoupeni Zivych a apoptotickych spermif
v ejakulatu, ovéfit integritu akrozomu nebo sta-
novit fragmentaci DNA ve spermiich. Kombinacf
téchto metod ziskdme mnoho informaci o kvalité
ejakulatu a na zékladé vysledkd mizeme doporucit
andrologickou Ié¢bu pacientdm s méné kvalitnimi
spermiemi nebo zvolit nejvhodné&jsi metodu in
vitro reprodukce (5, 6).

MATERIAL A METODY

Soubor pacientt

Vysetfili jsme 800 muzd z parl s poruchou plod-
nosti ve véku 21-66 let lé¢enych v Centrech asis-
tované reprodukce GENNET, s. r. o. Fjakulat byl
v odbérovych mistnostech odebran masturbaci
do oznacené sterilni nddobky po doporucené tif az
pétidenni pohlavni abstinenci. U viech vzorkd byl
proveden spermiogram v Laboratofi [VF GENNET
Archa nebo Laboratofi IVF GENNET Kostelni, poté
nasledovalo vysetfeni pritokovou cytometrif
v Imunologické laboratofi GENNET.
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Metody

Spermiogram

VySetfeni spermiogramu bylo provedeno podle
doporuceni WHO 2010. Soubor pacientd zahrnoval
366 normozoospermikd a 434 pacientl s patolo-
gickym spermiogramem (tabulka 1).

Cytometrické vysetieni

Zpracovani ejakulatd bylo zahajeno v Imunologické
laboratofi zpravidla do jedné hodiny, maximalné
do ¢tyf hodin od odbéru. Ke vzorkdim byly pfida-
ny specifické fluorescencnf reagencie a poté byly
vzorky zméfeny na pritokovém cytometru Navios
Beckman Coulter. Hodnoceni nameéfenych dat bylo
provedeno softwarem Kaluza, verze 1.5.

Stanoveni poctu zivych

a apoptotickych spermii

Vzorek Cerstvého ejakuldtu jsme zpracovali podle
instrukci uvedenych v souprave ApoFlowEx FITC
kit (Exbio Praha, a. s.). Ke znaeni bunék jsme
pouzili Annexin V — FITC (AN), ktery se vaZe na
fosfatidylserin na povrchu apoptotickych bunék,
a propidium jodid (PI), ktery prostupuje do mrt-
vych bunék.

Na obrézku ¢. 1 jsou zfejmé tfi zékladni popula-
ce buneék: Zivé spermie (AN- Pl-), ¢asné apoptotické
spermie (AN+ PI-), mrtvé a pozdné apoptotické
spermie (AN- Pl+a AN+ PI+). Uvedeny postup zna-

Tab. 1. Prehled vzorkd ejakuldtu rozdéleny podle vysledki spermiogramu a apoptdzy spermii. ApoHigh vzorky

obsahuji >50 % apoptotickych spermii v ejakuldtu

Tab. 1. Samples” overview of the number of semen samples divided according to the semen analyses results
and the number of samples with increased apoptotic sperm frequency (ApoHigh). ApoHigh samples contain

more than 50 % of apoptotic sperm

Hodnoceni spermiogramu Pocet Pocet a procentualni zastoupeni ApoHigh vzorku
Normozoospermie 366 62 (16,9 %)
Oligozoospermie 89 32 (36,0 %)
Asthenozoospermie 120 52 (43,3 %)
Oligoteratozoospermie 20 10 (50,0 %)
Asthenoteratozoospermie 39 24 (61,5 %)
Oligoasthenozoospermie 40 26 (65,0 %)
Oligoasthenoteratozoospermie 126 95 (75,3 %)

Celkem 800 301 (37,6 %)
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Obr. 1. Stanoveni apoptotickych spermii pritokovou cytometrif' v ejakuldtu normozoospermikd. Annexin V — FITC
(AN) a propidium jodid (Pl) byly pouZity k rozdéleni bunék na Zivé spermie (AN-PI-), casné apoptotické spermie
(AN+ PI-), mrtvé a pozdné apoptotické spermie (PI+). Fyziologickd hodnota je >50 % Zivych spermif v ejakuldtu.

Vlevo — ApoHigh vzorek, Vipravo — ApoLow vzorek

Fig. 1. Flow cytometry analysis of apoptotic sperm in normozoospermic semen. Annexin V-FITC (AN) and
propidium iodide (Pl) were used to discriminate the viable sperm (AN+ PI-), early apoptotic sperm (AN- Pl-) and
necrotic plus late apoptotic sperm (Pi4) in flow cytometry analysis. The physiological value is >50 % viable sperm

in semen. Left — ApoHigh sample, right — ApoLow sample

Ceni apoptotickych spermii byl pouzit v rliznych
publikacich (8, 9, 10), ale nebyla v nich navrzena
fyziologicka hranice.

Fyziologickd hodnota Zivotnosti (tj. pocet
Pl- bunék) odpovida normé nastavené napt. pro
histologické barveni eosinem tj. >58 % (Pl-) sper-
mii (3). P¥i pouziti dvou reagencii soucasné (AN
a Pl) viak rozliSujeme dvé populace bunék v rdmci
Pl- spermil. Pro Zivé a ¢asné apoptotické spermie
bylo nutné nastavit hrani¢ni hodnotu. Nejprve jsme
spocitali primérnou hodnotu ¢asné apoptotickych
spermif u skupiny 20 muzd normozoospermiku
(s vitalitou vyssi nez 58 %, fragmentaci DNA nizs
nez 20 %, ve veku 26-50 let). Primérny pocet ¢asné
apoptotickych spermii (AN+ PI-) byl 8 % (rozmezi
hodnot 2,5-15,6). Tuto hodnotu jsme odecetli od
58 % (zivotnost znacend pouze Pl). Fyziologicka
hodnota pro Zivé spermie (AN- PI-) byla nastavena
na >50 %.

Stanoveni integrity akrozomu
Vzorek ejakulatu jsme zpracovali podle instrukci

uvedenych ve SpermFlowEx" kitu (Exbio Pra-
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ha, a. s.). Principem metody je vazba intra-
akrozomalni protilatky Hs-8-FITC na proteiny
pfitomné v akrozomu. Vazba protildtky probéh-
ne, pokud je akrozom prostupny (ma nizkou
integritu membrany). Fyziologickd hodnota je
<30 % spermii.

Stanoveni poctu spermii s fragmentovanou DNA
metodou TUNEL (terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase dUTP nick end labeling)

Ejakulat jsme zpracovali dle postupu uvedeném
v souprave Apo Direct™ (Phoenix Flow Systems).
Principem metody je specifickd vazba fluorescenc-
né znaceného deoxyuridine trifosfatu (FdUTP) na
3- OH konce jednovldknové i dvouvidknové DNA
(11, 12). Specifickou vazbu f-dUTP na fragmenty
DNA katalyzuje enzym terminalni deoxynukleo-
tidyltransferaza. Po zméfen( vzorku v prdtokovém
cytometru jsme hodnotili zastoupeni spermif s na-
vazanym f-dUTP. Fyziologicka norma pro fragmen-
taci DNA stanovena metodou TUNEL je <20 %
spermif (11, 12).



VYSLEDKY

Stanoveni apoptozy spermii

U vdech pacientl jsme provedli vy3etieni apoptdzy
spermii. Na zakladé poctu Zivych (AN- PI-) spermif
jsme rozdélili vzorky na skupinu ApolLow s nizkym
zastoupenim apoptotickych spermif (<50 % sper-
mif) a ApoHigh s vysokym zastoupenim apopto-
tickych spermii (>50 % spermif). 37,1 % vysetfenych
vzorkU ejakulatu mélo vyssi zastoupeni apoptotic-
kych spermif (byly oznaceny jako ApoHigh) (tab. 1).
Ve skupiné normozoospermikd bylo zjisténo 16,9 %
ApoHigh vzorkd, ve skupiné pacientd s patolo-
gickym spermiogramem bylo 53,9 % ApoHigh
vzork{. Prlimérné hodnoty procenta Zivych spermif
u normozoospermikd a pacientl s patologickym
spermiogramem jsou uvedeny v tabulce 2.V nf
jsou obé skupiny pacientl rozdélené na ApoHigh
a Apol.ow podskupiny.

Vysledky spermiogramu u pacientt
s vysokym a nizkym poctem
apoptotickych spermii

Prdmérné hodnoty celkového poctu spermif,
koncentrace spermii, progresivni pohyblivosti
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a abnormalni morfologie u skupiny normozoo-
spermikd a skupiny pacientl s patologickym sper-
miogramem jsou uvedeny v tabulce 2.V téchto
parametrech jsme nezjistili vyznamné rozdily mezi
ApoHigh a ApoLow podskupinami ani u normo-
zoospermikd, ani u pacientt s patologickym sper-
miogramem.

Stanoveni spermii
s DNA fragmentaci

Vzhledem k ¢asové a finan¢ni ndro¢nosti je vy-
Setfeni fragmentace DNA ve spermiich zavede-
no jako doplnkovy test kvality spermii. Vysetfili
jsme proto jen 65 pacientl. U 40,0 % pacientd
jsme zjistili patologické hodnoty fragmentace
DNA. Vzorky z podskupiny ApoHigh mély vyssi
primérnou hodnotu poctu spermif s fragmen-
taci DNA nez vzorky Apolow (tabulka 2) jak
u normozoospermikd (24,0 % vs. 13,5 %), tak
u pacientl s patologickym spermiogramem
(33,4 % vs. 18,1 %). Zavislost poctu spermii s frag-
mentaci DNA na poctu apoptotickych spermii
je uvedena v grafu 1. U pacientl s méné nez
30 % apoptotickych spermif byla fragmentace
DNA v normé.

Tab. 2. Primérné hodnoty parametrdi spermiogramu a cytometrickych vysetreni u pacientt s normozoospermif
au pacientd s patologickym spermiogramem. ApoHigh: >50 % apoptotickych spermii. ApoLow: <50 % apopto-
tickych spermii. Zobrazeny jsou primérné hodnoty +/- smérodatné odchylky

Tab. 2. Average values of semen analyses and flow cytometer parameters in normozoospermic and patholo-
gical semen samples. ApoHigh group: >50 % apoptotic sperm. ApolLow group: <50 % apoptotic sperm. Average
value +/- SD

Pocet Normozoo- Normozoo- Patologicky Patologicky
vysetienych spermie spermie spermiogram | spermiogram
pacient ApoHigh ApolLow ApoHigh ApolLow

Celkovy pocet spermil 800 1534+ 1079 1507 = 99,5 46,6+ 65 780+ 92,2
(mil. spermif)
Koncentrace spermil 800 435+ 276 50,0 + 294 143 +193 2314263
(mil. spermif /ml)
Pocet progresivne 800 478+1038 52,1 £ 12,1 21,2+ 146 30,3 + 14,0
pohyblivych spermif (%)
Pocet spermii s abnormal- 800 784 %92 791 £96 9B5+87 90,8+ 6,1
ni morfologii (%)
Pocet zivych spermif (%) 800 419+73 66,8 +94 36,7 +97 60,8 +8.22
Pocet spermif s fragment.
DNA (%) 65 24,0+ 14,5 13,581 3331136 181 +£89
Pocet spermi s nizkou 213 402+97 239+96 5314153 3524102
integritou akrozomu (%)
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Graf 1. Zdvislost poctu spermif s fragmentaci DNA na poctu apoptotickych spermii. Pocet spermii s fragmen-
taci DNA se zvysuje s rostoucim poctem apoptotickych spermif v ejakuldtu. Apoptotické spermie byly stanoveny
pouzitim annexinu V — FITC a propidium jodidu. Fragmentace DNA ve spermiich byla zjisténa pomoci metody
TUNEL. Fyziologické hodnoty: <20 % spermii s fragmentaci DNA, <50 % apoptotickych spermii v ejakuldtu
Graph 1. The number of sperm with DNA fragmentation depends on the percentage of apoptotic sperm. The
number of sperm with fragmented DNA increases with the number of apoptotic sperm in semen. Annexin V —
FITC and propidium iodide were used to mark apoptotic sperm. TUNEL assay was used for DNA fragmentation
analysis. Physiological values: <20 % sperm with DNA fragmentation, <50 % of apoptotic sperm

Stanoveni integrity
akrozomu

VySetfeni integrity akrozomu jsme provedli u 213
pacientd. U 54,4 % byl vy3si pocet spermif s na-
rusenou integritou akrozomu. Vyznamné vyssi
pramérné poclty spermii s narusenou integritou
akrozomu jsme zjistili u podskupin ApoHigh v po-
rovnani s ApoLow (tab. 2) jak u normozoospermikd
(40,2 % vs. 23,9 %), tak u pacientd s patologickym
spermiogramem (53,1 % vs. 35,3 %). Zavislost poctu
spermii s nizkou integritou akrozomu na poctu
apoptotickych spermii v ejakuldtu je uvedena v gra-
fu 2. U pacientd s méné nez 30 % apoptotickych
spermif byla kvalita akrozomu v normé s vyjimkou
jediného pacienta.
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DISKUZE

Spermie velmi citlivé reaguji na zdravotni stav muze.
Jejich kvalita je ovlivnéna vékem, probfhajicimi in-
fekcemi, hormonélini nerovnovahou, varikokélou,
nedostate¢nou vyzivou, nékterymi systémovymi
onemocnénimiapod. (13, 14). Vy33i apoptdza spermif
souvisi s koufenim, obezitou nebo ¢astou expozici
spermif vysokym teplotam napf. pfi saunovani. Na
spermie negativné plsobf uzivani drog, anabolik
a nékterych 1ékd (15) nebo radiace, pfftomnost toxic-
kych latek a téZkych kovi v prostedi (16). Apoptdza
ovliviiuje produkci zarode¢nych bunék muze od ¢as-
ného vyvoje az po fertilizaci (14). V ¢asném embryo-
nalnim vyvaji se prostiednictvim apoptdzy reguluje
idedIni pomér spermatogonii a Sertoliho bunék
v testes. V dospélosti jsou apoptdzou eliminovany
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Graf 2. Zdvislost poctu spermif s nizkou integritou akrozomu na poctu apoptotickych spermii. Pocet spermif

s nizkou integritou akrozomu (Hs-8 pozitivnich) se zvysuje s rostoucim poctem apoptotickych spermif v ejakuldtu.
Annexin V- FITC a propidium jodid byly pouZity k oznaceni apoptotickych spermii. Fyziologické hodnoty: <30 %
spermif s nizkou integritou akrozomu (Hs-8 poz.), <50 % apoptotickych spermii v ejakuldtu

Graph 2. Number of sperm with low integrity of acrosome depends on the percentage of apoptotic sperm. The
percentage of sperm with low acrosome integrity (Hs-8 antibody positive sperm) increases with the percentage
of apoptotic sperm in semen. Annexin V — FITC and propidium iodide were used to mark apoptotic sperm. Phys-
iological values: <30 % sperm with low integrity of acrosome, <50 % of apoptotic sperm

poskozené zarodecné bunky, &imz se snizuje riziko
vytvareni spermif s nekvalitni DNA. Smrt apopté-
zou je osudem vsech spermii, které se po ejakulaci
dostaly do pohlavnich cest Zeny a nebyly natolik
Uspésné, aby oplodnily vajicko. Apoptotické spermie
jsou bezpecné odklizeny imunitnim systémem bez
vyvolani zanétlivé reakce. Z pohledu fertility nenf
problém apoptdza samotnd, ale spise jeji nacasovani
a pomér Zivych a apoptotickych spermif v ejakulatu.

Jednim z prvnich znakd apoptdzy je aktivace
tvorby ROS (reaktivnich forem kysliku) mitochondri-
emi spermii, pfi niz dochazi ke zméndm v membra-
novém potencialu mitochondrii, postupné ztraté
pohyblivosti spermii, aktivaci kaspaz, endonukledz
a zmeénam ve slozeni membrany bunék (14, 17). PG-
sobenim oxidac¢niho stresu dochazi ve spermiich
k poskozeni DNA a na povrchu apoptotickych sper-

mif se objevi fosfatidylserin, ktery vyuzivame pfi de-
tekci apoptotickych spermif. Cytometrické vysetfeni
apoptotickych spermii pomoci AN a Pl je velmi rychlé
a metodicky jednoduché. Na nasem pracovisti bylo
vySetfeni apoptdzy spermii zafazeno spolecné se
spermiogramem do standardniho vysetfovaciho
schématu muzl z pard se snizenou fertilitou.

Vy$3f zastoupeni apoptotickych spermif (>50 %
apoptotickych spermii) bylo zjisténo u 37,6 % vzor-
k ziskanych od 800 pacientt. Velmi pfinosné je
toto stanoveni u normozoospermikd. Zjistili jsme,
7e 16,9 % normozoospermikl mélo vysoké zastou-
peni apoptotickych spermii, coZ u nich zvy3ovalo
riziko vyssi fragmentace DNA. Tato hodnota odpo-
vida udajdm uvedenym v publikaci Agarwal et al.
(2), ktera uvadi, ze 15 % normozoospermikl ma
snizenou fertilitu, kterd se projevi nizkou kvalitou
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embryi. Cytometrické vysetfeni apoptdzy spermii
tak umoznuje vcas odhalit a |éCit normozoosper-
miky s rizikem niZsi fertility.

Kvysetieni fragmentace DNA ve spermiich jsme
pouzili metodu TUNEL (11, 12). Stanoveni fragmen-
tace DNA metodou TUNEL patfi mezi prognosticky
nejpfesnéjsi metodu (7), nicméné je vyrazne casove
i financné narocnéjsi v porovnani se stanovenim
apoptdzy spermil. Vysetfili jsme proto pouze ¢ast
pacientl — 65 muzl — a u 40 % z nich jsme Zjistili
vyssi hodnoty fragmentace DNA. Doporucujeme
vysetfovat fragmentaci DNA spole¢né s apoptdzou
spermif, pokud je dodan Cerstvy ejakulat, protoze se
oba testy vzajemné informacné potvrzuji. U pacient(
s méné nez 30 % apoptotickych spermif jsme nezjistili
prekroceni fyziologické hranice fragmentace DNA.

Vztah mezi fragmentaci DNA a Uspésnosti me-
tod asistované reprodukce se sledoval v desitkach
klinickych studif a v nékolika metaanalyzach (7, 18).
V pripadé vysoké fragmentace DNA byl zjistén
nizsi pocet téhotenstvi, ale publikace se nesho-
duji v tom, zda pouhé znalost fragmentace DNA
staci pro predpovéd Uspésnosti metod asistované
reprodukce (7, 18). Jednou z pficin rozdilnych za-
verl metaanalyz je fakt, Ze existujf rizné postupy
v diagnostice fragmentace DNA. Kromé metody
TUNEL se pouziva i cytometrickd metoda SCSA
(sperm chromatin structure assay) (4). Existuji i mi-
kroskopické metody stanoveni fragmentace jako
Comet assay nebo Hallo Sperm Assay (19).

Fertilni lidské spermie pouzitelné pro pfirozené
oplozeni vajicka potrebuji mit kvalitni akrozom.
K detekci integrity akrozomu jsme pouZili protilat-
ku proti intraakrozomalnimu proteinu oznacova-
nou jako Hs-8 (20). Vyssi priimeérny pocet spermif
s narusenou integritou akrozomu se vyskytoval
u ApoHigh podskupin nez u ApolLow podskupin
jak u normozoospermikd (40,2 % vs. 23,9 %), tak
u pacientd s patologickym spermiogramem (53,1 %
vs. 35,2 %). Podobné vy3si priimérny pocet spermif
s nizkou integritou akrozomu stanoveny prdtoko-
vou cytometrii byl zjistén u pacientl s astheno-
zoospermii nez u normozoospermik{ také v praci
Capkova et al. (21).

Nizkd integrita akrozomu se muaze vyskytovat
u poskozenych spermii, apoptotickych spermii nebo
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u Zivych spermii, u kterych doslo k pfedcasné kapa-
citaci. Kapacitace spermii se standardné odehrava
az v reprodukenim traktu Zeny a je aktivovana vyssi
koncentraci ROS (14). Stimuldtorem kapacitace mo-
hou byt také estrogeny, které aktivuji estrogenové
receptory na hlavi¢ce spermii (22). Zpravidla jde
o endogenni estrogeny produkované v organizmu
zeny. Ale spermie mohou byt aktivovany také exo-
gennimi estrogeny, které jsou pfitomné v prostfed;,
napr. v pitné vode kontaminované hormonalni anti-
koncepci. Negativni efekt exogennich estrogenti na
kapacitaci spermii byl potvrzen na mysim modelu.
Jejich plisobenim doslo k pfed¢asné aktivaci mysich
spermif jiz v nadvarleti a zvifata vystavend exogen-
nim estrogentim byla méné fertilni nez kontrolni.
Predpoklada se, Ze exogenni estrogeny mohou
ovlivnit také fertilitu spermii muzd.

Jaky je klinicky pfinos cytometrického vysetfeni
spermif? Test apoptdzy spermif je pouzivan na
nasem pracovisti jako screeningovy test doplru-
jici spermiogram. Pfi opakované patologickych
vysledcich apoptdzy spermii doporucujeme paci-
entovi andrologické vysetieni. Pri¢in vysoké kon-
centrace apoptotickych spermii mdze byt nékolik
napf. anatomicka ¢i funkeni abnormalita, infekce,
hormonalni nerovnovaha, genetickd abnormalita
nebo porucha imunity (6). Cilend specifickd lé¢ba,
podpdrna lécba antioxidanty a zména zivotniho
stylu mohou pfispét ke zlepseni kvality spermif,
i kdyz jsou soucasné moznosti [éCby omezené.

Doporucujeme také sledovani dynamiky pro-
cesu — opakovanym vysetfenim apoptdzy sper-
mif mUzZeme zachytit pokles poctu apoptotickych
spermif v piipadé pozitivniho efektu lé¢by. Naopak
pfi vzestupu poctu apoptotickych spermii stoupa
napf. riziko pritomnosti mikrobialni infekce.

Stanoveni apoptotickych spermif mdze pomoci
i pfi vybéru metody asistované reprodukce. Casné
apoptotické spermie jsou spatné mikroskopicky ro-
zeznatelné od Zivych a mohou byt omylem pouzity
na in vitro oplozeni (5). Kvalitni oocyt umi opravit
poskozenou DNA, nicméné tato schopnost klesa
U oocyty starsich Zen (23). Pro potieby asistova-
né reprodukce jsou vyvijeny metody umoznujici
selekci spermif s kvalitni DNA. Jednou z moznosti
je magnetickd separace apoptotickych spermii



(MACS). Kovové kuli¢ky s navéazanym annexinem V
jsou pfidany ke spermiim a navazi se na apopto-
tické spermie. Pomoci separacni kolony umisténé
v magnetickém poli se suspenze bunék rozdéli -
v koloné se zadrZi apoptotické spermie a do zku-
mavky protecou 7ivé spermie. Ty je mozné pouzit
na metody asistované reprodukce (17, 28).

ZAVER

Kvalita spermii vyraznou merou ovliviuje vysle-
dek oplozenf oocytu. Vy3si vyskyt apoptotickych
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spermii s fragmentovanou DNA v ejakuldtu je
jednou z pficin nekvalitniho vyvoje embryi in
vitro. Vysetfeni spermii pomoci pritokové cyto-
metrie poskytuje informace o zastoupeni zivych
a apoptotickych spermif, fragmentaci DNA a in-
tegrité akrozomu. U muzd s vysSim zastoupenim
apoptotickych spermii doporucujeme provést
andrologické vysetieni. Ziskané informace o kva-
lité spermii mohou pfispét také k volbé vhodnych
postupl zpracovani ejakulatu pfed in vitro oplo-
zenim vajicka. ZvIasté u starsich pard mdze byt
tento pfistup pfinosny pro zvyseni Uspésnosti
cykll asistované reprodukce.
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