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Muzska idiopaticka neplodnost’

Predstavuje patofyziologicku dilemu a terapeuticku vyzvu

Konzervativhe metody malo uspesné

(Jedine uprava zivotospravy zmyslupina)
V ére asistovanej reprodukcie je vacsina foriem empiricky rieSena
pomocou ICSI (+ specificky vyber spermii IMSI, PICSI, MACS)

JE MOZNE ZLEPSIT KVALITU SPERMIi MENEJ
INVAZIVNE?

V minulosti lieCba gonadotropinmi predpisovana napriek chybajucim
dékazom a studiam

NOVE POZNATKY O GENOTYPE FSHR A FSHB
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FSHB - gén koduje B-podjednotku FSH

A -211¢G:‘T :ﬂs_

/ exon 3
B \

hhﬂTTTﬂﬂTC|TGTHCRRRRTC&TC———T|CTGGTﬂﬂCRTTﬂTTTG Owvis aries

ALATTTRAT. TGTACAARATCATC...T CT.GTARCATTATTT. Homo sapiens
ABATTTRAT. TGTACAARARTCATC...T CTGGTARACATTATTT. Macaca mulatta
A.ATT...T TGOETACA.AA.CATC.... CTG.TA.CATT.T... Mizs musculus 11p154
BARTT...T. TGTACA.ZATC..C.... CTIGGTA...TT.TTT. Canis lupus 11p152
ABATTTRAT. TGTA.AAAATCATC...T CT.GTAACATTATTT. Dasypus novemcincuts 11p14.2
-212 -197 11pi41
» Folikulostimulacny hormén (FSH) produkovany g2
adenohypofyzou je centralnym hormonom fudskej a2
reprodukcie, esencialny pre vyvoj pohlavnych zliaz a etz
pre produkciu gamet e
g2
» U zien FSH stimuluje rast folikulov vo vajeCnikoch
11qed1
. : : i , 11
» U muzov stimuluje Sertoliho bunky v semenikoch

a podporuje produkciu spermii
>4



Polymorfizmus v promoétore FSHB génu

» Promoétor FSHB génu: kontrola transkripcie samotného génu FSHB.
» SNP rs10835638 .... zamena nukleotidu -211G>T

» Standardna alela G Mutovana alela T (20 — 25% populacie
v Eurépe a USA)

» Funkény vyznam derivovanej alely T:
signifikantné znizenie transkripcnej aktivity FSHB génu o 50%

» Genotypy:
-211G/-211G ... Normalny homozygot (100% aktivity)
-211G/-211T ... Heterozygot .... -25% aktivity FSHB génu
211T/-211T ... Homozygot pre derivovanu alelu T

-50% aktivity FSHB génu (znizena hladina FSH)
Oligozoospermia, mensi objem testes, nizSia hladina
testosteronu a vyssia hladina LH v sére
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Polymorfizmus v promoétore FSHB génu

1 TCICITTG TTIIGITICIT CCITCACAGC TITTGATATG CICTIGGAGC AATTTATTAR CCATATTITIT TAATGCATCT
GAGRARARAC AAACRARAGRS GRALAGTGTCG ARAACTATAC GAGRAACCTCG TTARATAATT GGIATARALL ATTACGTAGR
101 CCTGRACAGR GTICARAGCAL TACTTGGARR GGACTCTIGAR TTTCCIGATT TARAAAGATACA RALGRAARARAT CTGGAGICAC ALTTAATTTG AGRAGGTARR
FEACTTGEICT CAGITTCGIT ATGAACCTTIT CCTIGAGACTT AfAGRACTAL ATTTCTATGT TITCTTITTIIA GACCTICAGIG TTAATTALAC TCTTICCATIT
201 GGAGTGGGIG TGCTACTGTL TCAALATTTAR ATCATCATCT CTAGTALCAT TATTTTTICT AATCTACTGC GITTAGACTA CTTTAGTALD
CCTCACCCAC ACGATGACAT AGTTITARZLTT TAGTAGTAGL GATCATTGTA ATLOARRAGH TTRAGATGACGE CARALATCTGAT GRALTCATTT
301 GCTTGAICIC CCIGICTATC TARRCACTGA TTCACTTACR &
CELLCTAGLG GGACAGATAG ATTTGTGACT ARGTGAATGT CGIT

Genotyp:

11

21 31

41

51

homozygot G/G

GE AT GGG CrACTGrATCAAATTTAATTTNG

7

A

CTACAAAATCATCATCTCrAGTAACAT

)

GGAGTGGGTGTGCTACTGTATCAAATTTAATTTE
GrAGT GGG CrACTGTIATCAAATTITAATTTW

heterozygot G/T

ACALEABATCATCATCTCTAGTAACAT
FTACAAAATCATCATCTCTAGTAACAT

_ AT |

A oA M oam



FSHR - gén receptor FSH

e80T e NI Rde TRast b mvia WSaS T ABE BT o

ARG IR  re— e T IS

A o c o (3 v G - ‘ 100 b3

» Promotor FSHR génu: SNP rs1394205 .... -29G>A

Dominantny vplyv, vyskyt nezavisle na SNP v exéne 10

» Exon 10 FSHR génu: SNP rs6165 .... ¢.919G>A ... 307: Thr/Ala
SNP rs6166 .... c.2039A>G.... 680: Asn/Ser

Vel'mi tesna, avsak NIE absolutna geneticka vazba
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http://regionweb.sk/reprogen/wp-content/uploads/2011/10/FSH-receptor-gene-schema.jpg

Polymorfizmus v promoétore FSHR génu

» Promoétor FSHR génu: kontrola transkripcie samotného génu FSHR
» SNP rs1394205 .... zamena nukleotidu -29G>A
> Standardna alela G mutovana alela A

» FunkCny vyznam derivovanej alely T: signifikantné znizenie transkripCne;
aktivity FSHR génu az 0 60% u muzov s AA genotypom

» Genotypy:
-211G/-211G ... Normalny homozygot
-211G/-211A ... Heterozygot .... -30% aktivity FSHR génu
-211A/-211A ... Homozygot pre derivovanu alelu A

- 60% aktivity FSHR génu
Oligozoospermia
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Analyza polymorfizmu FSHR -29G>A (rs1394205) pomocou
restrikcného stiepenia s Mboll (PCR-RFLP)

bl

LU UL

Mlet Ala Lew Leu Leu Wal  Ser Leu Leu Ala

1 GGTITTICT CTGCARATGC A GRLAT GGTGGATG GATGCATAAT T FCCCTG CTCCIGGEICT CITTGCTGRC
CCannnad GACGTITACG T TCITIA |cTCCACCTAC CTACGTATTA CEGEGAC GAGGACCAGR GRRARCGACCE

+3 -AlaPhe Leu Ser Lew Gly Ser Gly Cys His His Arg lle Cys His Cys Ser Asn Arg Wal Phe Leu Cys Gin Glo Ser Lys  val Thr Glu  lle Pro Ser Asp

101 ATTCCTGAGC TTGGGCTCAG GATGTCATCA TCGGATCTGT CACTGCTCTA | 31 bp hTTT TCICTGCCAR GAGRAGCARAGE TGACAGAGAT TCCTTCTGAC
TAAGEACTCG AACCCGAGTC CTACAGTAGT AGCCTAGACRE GTGACGAGAT TGICCCARAR AGAGRACGGIT CICICGITCC ACTGICICTA AGGRAGACTG

+3 Lew Pro Arg fsn Ala Nl Gl

201 CTCCCGAGGRA ATGCCATTGR ACTGIGAGTA TCAGAGGGAG GGEGE
GAGGGCTCCT TACGGTAACT TGACACTCAT AGTICTCCCIC CCCCIT

nestiepeny PCR produkt = 235 bp
RFLP po stiepeni s Mboll: Alela G 181 bp a 54 bp
s X Alela A 235 bp

1 2

s
e

235 dréha 1: marker molekulovej hmotnosti
= ‘ Bed e bp . o
— —_— P — draha 2: PCR produkt - nestiepeny amplifikat
s drdha 3: homozygot G/G
= drdha 4: homozygot A/A
e

54 bp draha 5: heterozygot A/G

—

GG AA GA




Analyza polymorfizmu FSHR -29G>A (rs1394205) pomocou
sekvenovania DNA

[ [al
+3 Mlet Ala Lew Leu Leu Wal  Ser Leu Leu Ala

1 GGTITTICT CTGCARATGC A GRLAT GGTGGATG GATGCATAAT T FCCCTG CTCCIGGEICT CITTGCTGRC
CCannnad GACGTITACG T TCITIA |cTCCACCTAC CTACGTATTA CEGEGAC GAGGACCAGR GRRARCGACCE

+3 -AlaPhe Leu Ser Lew Gly Ser Gly Cys His His Arg lle Cys His Cys Ser Asn Arg Wal Phe Leu Cys Gin Glo Ser Lys  val Thr Glu  lle Pro Ser Asp

101 ATTCCTGAGC TTGGGCTCAG GATGTCATCA TCGGATCTGT CACTGCTCTA | 31 bp hTTT TCICTGCCAR GAGRAGCARAGE TGACAGAGAT TCCTTCTGAC
TAAGEACTCG AACCCGAGTC CTACAGTAGT AGCCTAGACRE GTGACGAGAT TGICCCARAR AGAGRACGGIT CICICGITCC ACTGICICTA AGGRAGACTG

+3 Lew Pro Arg fsn Ala Nl Gl

201 CTCCCGAGGRA ATGCCATTGR ACTGIGAGTA TCAGAGGGAG GGEGE
GAGGGCTCCT TACGGTAACT TGACACTCAT AGTICTCCCIC CCCCIT

Genotyp: homozygot G/G

CTGCAAA TGO AGRAGAAATCAGGTGGATGGAT GCAT
CrEC A AArSCAGRHAGAAATCAGETGGATEEATECA!

il

CTGCAAATGCAGRBRAGAAATCAGGTGGATGGAT AT
CrTGCAAATGCAGREMAGAAATCAGGETIGGATGEATGCA!

g

CTGEAAETGCAG:.AGAAATCAGGTGGATGGATGEA'




Polymorfizmy v exone 10 FSHR génu

» SNP rs6165 .... zamena nukleotidu c.919G>A .... 307: Thr/Ala

> Standardna alela G derivovana alela A
> SNP rs6166 .... zamena nukleotidu c.2039A>G .... 680: Asn/Ser
> Standardna alela A derivovana alela G

» FunkCny vyznam: Rb6zna senzitivita receptora k FSH podla genotypu

Rb&zna odpoved receptora na exogenne podanie
FSH v zavislosti na genotype
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Polymorfizmy v exone 10 FSHR génu

» Genotypy:
Thr307Asn680/Thr307Asn680 ... Normalny homozygot (WT)

Thr307Asn680/Ala307Ser680 ... Heterozygot

.. Stredne zniZzena senzitivita
receptora k FSH

Ala307Ser680/Ala307Ser680 .... Mutovany homozygot

.... Znizena senzitivita receptora k FSH

> Rekombinantné genotypy: Ala307Asn630 (1%)
Thr307Ser680 (1%)

i o



FSHR -29G>A
(promator)

FSHR p.N680S
(exén 10)

FSHB -211G>T
(promotor)

Vplyv na hladinu FSH

GG GA
Expresia receptora

Sérum FSH

AA

AA GA

GG

Asn/Asn Ser/Asn Ser/Ser

Citlivost’ receptora

Sérum FSH

T FSHR

GG GT
Transkripcna aktivitg

1T

Sérum FSH

= FSHB




Vyznam vysetrenia FSHB a FSHR
polymorfizmov

Nositelia ,,znevyhodnujucej“ kombinacie alel FSHR/FSHB:
- az 45% vsetkych muzov
- nesu riziko znizenej reprodukcnej fitness

- Muzski nositelia ktoréhokolvek ,,znevyhodnujuceho*
genotypu s novou, derivovanou alelou T v promotore FSHB geénu,
A alelou v promoétore FSHR génu a/alebo pritomnym Ala/Ser
variantom v kodujucej Casti FSHR mozu profitovat’

z exogénneho podania FSH v podobe zlepSenia parametrov
spermiogramu a tvorbou kvalitnejSich spermii
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Odporucana lieCba

150 1U/3-krat tyzdenne po dobu 12 tyzdnov
(prof. M. Simoni, 2014)

podstatne vyraznejsi ucinok sa dosahuje

u muzov — homozygotov, resp. zlozenych heterozygotov




Vysetrenie polymorfizmov FSHR dava moznost’
objasnenia priciny oligoastenozoospermie

Liecba FSH moze byt prinosom najma
u normogonadotropnych infertilnych muzov

s normalnym karyotypom a bez blokady spermatogenézy

Po lieCbe sa zvysuje pocet, pohyblivost’ a morfologia
spermii

Dava sancu otehotniet’ parom, kde len samotné IVF bolo
neuspesné

DDA



Vysetrenie aneuploidii v spermiach
- AneuSperm

Interfazna FISH, vySetrenie spermii

DDA



Vysetrenie aneuploidii v spermiach
- AneuSperm

Spermatogenests

@ Spermatogonium
Fyziologicka hladina aneuploidii

0,2% aneuploidie na chromozém
Primary spermatocyte

K Merosis 14 4 - 6% aneuploidii na geném
@ Secondary spermatocyt

‘ \Meiosislv ¥
D D B® @ s
i vov oy

g K Mature sperm cells

Process of spermatogenesis




Koncentracia spermii a hladina aneuploidie chromozémov

OAT gravis

Normalny SPG

314

% Patients with abnormal SAT

O % L & o & o o o N
VA S S S AT Y
i oy f,{ ¥ ’ ’ ) ’ 1
~ v » ™ ©

Sperm concentration (x10° sperm/mL)

Unpublished IV data
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Vplyv aneuploidie spermii na uspeSnost’ IVF

a incidenciu spontannych potratov

Pregnancy rate/T Miscarriage rate

*

i

Mormal SAT Abnormal SAT Normal SAT Abnormal SAT

VFACSI eyeles; ® P<0.05; Normal SAT vs. abnormal SAT. Rodrigo et al., 2013

NN




Percentualne zastupenie pacientov
s aneuploidiou v spermiach podla indikacie

12,7%

Muzi s aneuploidiou
v spermiach

18,5%

B RIF mRSA mMF © Mixed

gravidit sa potraca u parov s abnormalnou
60%
hladinou aneuploidie v spermiach

DDA



Prejavy aneuploidie v spermiach
Embrya: aneuploidia embryi
triploidia embryi

Gravidity: zniZenie PR (aspesnosti) IVF-ICSI
zvysena frekvencia spontannych potratov

Narodené deti: zvysSenie rizika narodenia potomstva s aneuploidiou

!

Identifikacia muZov s nizkou reprodukénou tispesnostou

!

Personalizovana geneticka konzultacia infertilného paru vzhladom k IVF liecbe

Preimplantacna geneticka diagnostika s cielom
- ZzvySenia uspesnosti (PR)
- znizenia rizika spontanneho potratu

i o



Indikacie - AneuSperm

Muzi s OAT + Muzi s normalnym SPG

!

Opakovane neuspesné IVF cykly: neoplodnené oocyty
nedeliace sa embrya
fragmentacia embryi
bez klinickej gravidity
Opakované spontanne potraty s normalnym karyotypom partnerov
Expozicia chemickymi latkami/liekom
Chemoterapia, radioterapia

!

Preimplantacna geneticka diagnostika
Darcovstvo spermii

i o



AneuSperm

normalne haploidné spermie - Patologicka spermia patologicka
1x chromozoém X alebo Y a obsahujuca diploidna spermia
jedenkrat chromozém 18 gonozomovy s chromozomami X,
komplement XY a Y a dvoma
jeden chromozom 18 chromozomami 18
Fyzio(!ogické hla.di.r’la aneuploidi{ 2 - 3x mieme zvySenie (15%)
; 205 A anetjlp!g!gill ) GO 4 - 8x stredné zvySenie (40%)
-0 aneuploldii ha genom > 8x vysoké zvysenie (>40%)

VySetruje sa 1000 - 2000 spermii na chromozomy 13, 18,21, XaY
il



Aneuploidia embryi

Monozomie koncia vyvoj do 3 dna (8 cell stage) — okrem -21
(vyvoj do blastocysty), 45,X (Turnerov syndrom)

Trizomia +1 koncCi v 8 bunkovom stadiu

Trizomia 15, 16 a 22 preziva do 1. trimestra

Viacnasobné aneuploidie mézu mat vplyv aj na morfologiu
embrya (T16,T21, X0 sa javia morfologicky ako ,pekné“ embrya)
Polyploidie 3n, 4n

Mozaikové formy aneuploidii

&

vvvvvvvvvvvvvvvvv

,Hﬂ [0
10 4 8 14 15 20 22 13 18 21 Y
studentconsult.co

1. 2 19 117 3 16 X 9
© Elsevier. Nussbaum et al: Thompson and Thompson's Genetics in Medicine 7e - www.studentconsult.com




DNA fragmentacia ”

.“

Do 15 % - normalna hladina
> 15090 - [UI
., >209% - IVF/ICSI

. > 30 % - mala pravdepodobnost’

spontannych gravidit



Poruchy replikacie DNA - vek

Tepelny stres v skrote

Infekcia

Xenobiotika:

- Zivotny Styl
- terapeuticka expozicia

- pracovné prostredie

Poruchy spermatogenézy:
- cytoplazmatické rezidua
- abortivna apoptoza

- aberantna protaminacia

J

Stiepenie DNA endonukleazami

Oxidacny stres
Tvorby DNA aduktov

Poruchy imprintingu

U

Poskodenie DNA

U

Asistovana reprodukcia

Normalna

U

embryogenéza

<

normalna

>

Reparacia DNA

abnormalna

Abnormalny vyvoj embrya
NetspeSna implantacia
Spontanne potraty

Postihnutie deti (na arovni
génu)

Detské nadorové choroby

DDA



Fragmentacia DNA v spermiach

20% normospermikov ma 1 DNA fragmentaciu v spermiach
30% normospermikov ma geneticky defekt v spermiach

MACS — magneticka separacii spermii
(dokaZe odseparovat’ spermie s fragmentovanou DNA,
ale nie iné genetické defekty)

Na fragmentaciu spermii vplyva apoptoza, oxida¢ny stres

(voI’né radikaly), zvySené leukocyty v ejakulate — mozna
Infekcia (potrebné vySetrenie urologom)

i o



Indikacie - Fragmentacia DNA v spermiach

Muzis OAT + Muzi s normalnym SPG

!

idiopaticka infertilita (normalny SPG)

opakovane neuspesné IVF cykly: neoplodnené oocyty
nedeliace sa embrya
fragmentacia embryi
bez klinickej gravidity

spontanne potraty

muzi starsi ako 40 rokov

expozicia toxickymi latkami/liekmi

fajciari

infekcie, zapalové ochorenia

Darcovstvo spermii, oocytov

i »rax



Annexin 5

ANXA5 gén — chromozém 4q27

—_

4 polymorfizmy v promotore génu: [ -229G>A (rs112782763)
-210A>C (rs28717001) M2 hablot
. M1 haplotyp - plotyp
-184T>C (rs28651243) %
. -135G>A (rs113588187) q
04 1%283?525 Chr 4 | AMZAS | GenelD: 308 | 29029-bp | 71 .49% 1EEEDEEE|E 4
I I MC_000004 .10
H —+—1— H H—H—  mmoonsez

N (WT) — standardna alela
M1 haplyotyp — nepatologicky, bez komplikacii v tehotenstve, riziko SA nie je zvySené
M2 haplotyp — postihnutie vaskulatury placenty, venézny tromboembolizmus,

4x zvysené riziko Sab, IUGR a intrauterinného odumretia plodu,

gestacnej hypertenzie, preeklampsie

M2/M2 haplotyp u plodu — mdzZe nastat velmi tazka IUGR

i o



Annexin 5

Activity of ANXA5 gene promoter variants in luciferase reporter gene assays. G en Oty py WT/WT
WT/M1
120.00% M 1 /M 1
100.06%: WT/M2 alebo M1/M2
80.00% - M 2/ M 2
Vyskyt:
60.00% - y y
40.00% - . ,
IVF pacientov ma
20.00% M2 haplotyp (ale
Sonz len 15% vo vSeobecnej)
| T N ‘ Fudi je M2/M2
© The Author 2007. Published by Oxford University Press. Al rights reserved. For Permissions, Human
please email: journals.permissions@oxfordjournals.org Mnlecular Genetics

PLOD NESIE RIZIKO, AK ZDEDi ASPON 1 ALELU
BUD OD MATKY ALEBO OD OTCA

Muz nema riziko sam pre seba, ani zena, ak nie je

tehotna!

Idiopaticka neplodnost — 37%
Opakované SAb

OAT - 40%

PCOS - 35%

Znizenad ovarialna rezerva
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Annexin 5

Co vysetrovat?

e Periférnu

* krv/ster z bukalnej
sliznice

Ako?
e Genetickym vySetrenim
* NIE IMUNOLOGICKYM!

Liecba — nizkomolekularny heparin NIE ASPIRIN!

od dna ET — celé tehotenstvo - po koniec Sestonedelia
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Zaver

* Identifikacia M2 prenasacov umoznuje personalizovanu
a cielenu preskripciu heparinu - LMWH (pacienti IVF centra, darcovia gamet)

* Liecba M2 prenasacov prinasa 38% podiel zivonarodenych deti —
porovnatelny s live-birth rate u neprenasacov

* Vzhladom na:
- vysoky vyskyt vo vSeobecnej populacii (15%) a u pacientov IVF centier (44%)
- vysokeé riziko habitudlneho potracania (2,4 - 4%)
- typ dedicnosti (AD)
odporuca sa genetické vysetrenie M2 haplotyp v ANXA5 géne u parov
pred IVF ako aj u darcov gamet
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Laboratdérne genetické vysetrenia
u parov s opakovanymi spontannymi potratmi

e | Uloho? | Mateal

Karyotyp Obaja partneri Periférna krv
Annexin Obaja partneri Periférna krv/ster z bukal.
sliznice
Trombofilné mutacie Zena Periférna krv/ster z bukal.
FV, Fl sliznice
DNA fragmentacia Muz Spermie
Aneuploidie muz Spermie
chromozémov
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Dakujeme za pozornost




