Komplexné andrologicko-genetické
vySetrenie spermii
v manazmente lie€by muzskej infertility
o rw._ .
Ia% 26.4.2017
ava  264.201




BN
PRICINY MUZSKEJ NEPLODNOSTI

Frekvencia infertility vo svete celkovo 15 -20%
Samotné gynekologickeé priciny 40 %
Samotny andrologicky faktor 40 %

Idiopaticka neplodnost’ 20 %
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HISTORICKY VYVOJ NAZOROV
A PRISTUPOV K VYSETRENIAM SPERMII

80. roky
Era IVF

90. roky
Era ICSI

21. storocie

Era genetiky
v AR

Standardné vysetrenie SPG
Pokrocilé metody — funkcné testy

/vazba a penetracia spermie cez ZP, fzia s oocytom/

Minimalizacia vyznamu klasickych a funkénych testov
- nezavislost’ ICSI na zakladnych parametroch SPG

a integrite funkcii spermie

Genetické metody v asistovanej reprodukcii
- testy zamerané na geneticky obsah a integritu DNA

spermii




PRICINY PORUCH MUZSKEJ PLODNOSTI

Endogénne faktory

poruchy tvorby spermii
poruchy priechodnosti semenotvornych kanalikov

genetické faktory (translokacie, numerické CHA, Y-delécie, mutacie
CFTR, mutacie v inych génoch, fragmentacia DNA, poruchy reparacie)

iné (anatomické, hormonaine ...)

Exogénne faktory

exhalaty

chemizacia - herbicidy, pesticidy, insekticidy

radioaktivne ziarenie, mikrovinové ziarenie, mobily

priemyselna zat'az - tazké kovy, teplarne

zivotny styl - nikotin, alkohol, drogy, obezita, sauna/termalne kupele
zapalové ochorenia, radio-/chemoterapia
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Poskodenie spermii

Vrodené — paternalny imprinting
Chromozémova aneupoidia
Poruchy morfologie

Poruchy vitality

(nedostatok mitochondrii)
Zvysky cytoplazmy

Protaminova insuficiencia
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Anatomia spermie
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Zriedkava
Obezita ejakulacia
a nespravne Vek
stravovanie

organov
Alkohol \‘\
Nadorové
Stres \ / choro by
Znecistenie

Fajcenie - A prostredia

a radiacia
B / \ Vysoké

teplota .
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kofeinu
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rekreacné

drogy

Infekcia muzskych
pohlavnych

Sperm DNA

POSKODENIE DNA
SPERMIE
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MUZSKE ZARODOCNE BUNKY

Charakteristika
Nizka kvalita prejavujuca sa patologickymi zmenami morfolégie

Znizena pohyblivost’

Znizena celistvost’ chromatinu v jadrach

Zvyseny vyskyt DNA fragmentacie

Znizena schopnost’ rozpoznat’ oocyt a fuzovat’ s nim
Mutacie suvisiace s réznymi ochoreniami u ludi

! !

Infertilita Dominantné monogénové choroby
Detské onkologické ochorenia
Ciliopatie, respiraéné choroby
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Laboratorne vysetrenia muzov s poruchami plodnosti

Vysetrenie Kkrvi

* Hladina horménov - testosteron, LH, FSH, prolaktin, SHBG, estrogény

« Onkomarkery — PSA, fPSA, alfaFP, betaHCG, LD ...

* Genetické vysetrenie — karyotyp, mutacie v géne CFTR, mikrodelécie Y
- FSHB/FSHR genotyp, LHCGR mutacie,

* VysSetrenie imunologickych markerov — bunkova, humoralna imunita

VysSetrenie ejakulatu
 Spermiogram
 Komplexné vysetrenie spermii — DNA fragmentacie, chromozomoveée

aneuploidie, protaminy, volné kyslikove radikaly

VySetrenie moca

* Vylucéenie infekcie - PCR /ureaplazma, mycoplazma, chlamydie
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Vysetrenie ejakulatu

Vysetrenie spermiogramu - stanovenie koncentracie spermii
- vySetrenie pohyblivosti spermii

- vySetrenie morfologie spermii

Stanovenie koncentracie leukocytov v ejakulate
Pomer zivych/mitvych buniek

Pritomnost’ protilatok proti spermiam v ejakulate
Overenie integrity akrozému spermii

Stanovenie poctu spermii s insuficienciou protaminov
Stanovenie poctu spermii s fragmentovanou DNA
VysSetrenie volnych kyslikovych radikalov

VysSetrenie aneuploidie chromozémov v spermiach

Biochemicka analyza — kyselina citrénova, fruktéza



SPERMIOGRAM

(WHO 2010)

Objem >1,5ml
Pocet > 15 mil/ml
Pohyblivost’ > 40 %

Progresivna pohyblivost’ > 32 %
Morfologia > 4% normalnych spermii
pH 27,2
Liquifikacia do 30 min
Cistota <1 mil/ml Leu




pyriform head normal head and midpiece

macrocephalia
pseudo-droplet defect

thin midpiece

= . coiled tail (Dag effect)

amorphous head coiled tail

no acrosome

macrocephalia ~ -
large acrosome tapered head microcephalia

small acrosome
cytoplasmic droplets

MORPHOLOGY OF HUMAN SPERM
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VitalSperm

vysetrenie vitality
spermii
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VitalSperm

Stanovenie vitality spermii - Motilita < 40%

Norma: Najmenej 58% zivych spermii

o

Zivé nemotilné spermie

!

G

Mrtve spermie - nekrozoospermia

Struktarne defekty bicika
+

Defekty/znizeny poéet mitochondrii

! !

!

Patoldégia epididymu

!

DNA fragmentacia
Antioxidanty + ICSI

DNA diagnostika MMAF
+ genet. konzultacia
+ IVF-ICSI + MACS

Urolég
darcovstvo spermii
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Protaminy

Histone modification DNA methylation

- Proteiny Specifické pre zrelé spermie

(vs. histény v oocytoch a somatickych b.)

- Proteiny spermie: 85% protaminy
15% histony
- po€as spermatogenézy:.

tranzicia z histonov — transitné proteiny —

Toroid —

Funkcie:

Matrix
attachment
region

- Celistvost’ chromatinu v hlaviCke spermii
Nonhistone and nonprotamine proteins Noncoding RNA - OChrana genému spermii

- DNA reparaény mechanizmus

- Ugast v procesoch imprintingu
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PROTAMINY

3 / immature
Ak nie su vlakna DNA dostatocne S
pevne ,,zbalené“, su nachylnejsie hmature
na poskodenie \ .
ﬂ -
DNA fragmentacia ¢
ﬂ <
Infertilita '

Infertilni muzi:

— vySsi pomer histony/protaminy

immature

- nedostatok P2 . ETmm \
N . ...




ProtamineSperm

Vysetrenie obsahu protaminov v jadre spermii
— Morfologia: teratozoospermia
— Ildiopaticka neplodnost’

Norma: 15% spermii neobsahujucich protaminy

PROTAMINE TEST
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Integrita akrozému

Normalny akrozém Patologicky akrozém

Intaktny akrozém Intermediarne poskodenie Uplné poskodenie




" A
Akrozom
a mitochondrialny membranovy potencial

A. Intaktna plazmaticka a akrozémova
membrana, vysoky mitochondrialny
potencial

B. Intaktna plazmaticka membrana,
poskodeny akrozém, vysoky
mitochondrialny potencial

C. Poskodena plazmaticka membrana,
intaktny akrozom, vysoky
mitochondrialny potencial

D. Poskodena plazmatickda membrana,
poskodeny akrozém, nizky
mitochondrialny potencial

E. Poskodena plazmaticka a akrozémova
membrana, vysoky
mitochondrialny potencial

F. Poskodena plazmaticka a akrozémova
membrana, nizky
mitochondrialny potencial



FragmentSperm

VySetrenie fragmentacie DNA

Priame hodnotenie poSkodenia
sSDNA a dsDNA
TUNEL - fluorescenéna mikroskopia

NEZAVISLY PROGNOSTICKY
FAKTOR pre meranie kvality
spermii vo vz€ahu k MUZSKEJ
FERTILITE
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Do 15 % - normalna hladina
> 15090 - [UI
>209% - IVF/ICSI

> 30 % - mala pravdepodobnost’

spontannych gravidit
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AneuSperm

FISH vySetrenie aneuploidie chromozémov

Hodnotenie hladiny aneuploidie

v spermiach - 13, 18, 21, XaY

- Normalna hladina chr. aneuploidie:

0,2 % /chromozom




Genetika a neplodnost’- dialog medzi odbormi

IVF klinika

Urologia

Gynek@

Endokrinoldgia

Klinicky genetik
- fyzické vysetrenie
- rodokmen
- konzultacia pred testom
- indikacia gen. lab. vysSetrenia

- konzultacia po teste

Genetickeé
laboratorium
- Preimplantacna

geneticka
diagnostika

Genetické laboratorium Genetickeé laboratorium

- cytogenetika - molekularna cytogenetika
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M reprogen

Dakujeme za pozornost’

Genetické laboratorium ReproGen

Tel: 0948 230 661

WWW.reprogen.sk



http://www.reprogen.sk/

