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Ve velkych méstech dochézi ¢asto
k vysoké koncentraci primyslu
a dopravy. Néasledkem toho doché-
zi ke zvySené emisi chemickych 14-
tek, které mohou mit nepfiznivy
vliv na zdravi obyvatel. Hlavni més-
to Praha se v posledni dobé stdva
jednou z oblasti s nejvy$§im stup-
ném znecisténi ovzdusi v Ceské re-
publice, coz zplisobuje extenzivni
narust dopravy, komplikovany geo-
morfologii a architekturou vnitini-
ho mésta [1]. Situaci zhorSuje i ne-
dokonalé spalovéni fosilnich paliv
pfi vytdpéni domdcnosti [2]. Mezi
chemickymi latkami znecistujicimi
ovzdusi se Casto vyskytuji genoto-
xické a karcinogenni latky jako jsou
polycyklické aromatické uhlovodi-
ky (PAU) [3]. PAU jsou posledni do-
bou stfedem zdjmu z hlediska moz-
ného vlivu na etiologii nddorového
onemocnéni, vztahu k mortalité,
respiranich a kardiovaskuldrnich
chorob [4,5], mohou byt také pfici-
nou poklesu plodnosti [6,7]. PAU
reprezentuji ¢ast organické hmoty
vazané na respirabilni aerosolové
Castice (< 2,5 ym). Pfi jejich odbou-
ravani dochdzi ke vzniku reaktiv-
nich intermediatd, které mohou
zptsobovat pfimo poskozeni DNA.
Navic mohou reagovat s jinymi po-
lutanty, jako jsou oxidy dusiku ne-
bo ozon a tvofit daldi potencidlni
karcinogenni latky [8]. V ramci
»Programu Teplice“ zaméfeného
na vliv znecisténi ovzdusi na zdravi
obyvatelstva byl, mimo jiné, proka-
zadn negativni vliv na reprodukci
$enim rizika rastové retardace plo-
du [9,10] a sniZzenim kvality ejaku-
latu mladych muzi [11], v€etné po-
Skozeni DNA ve spermiich [12].
ZvySené koncentrace PAU v studo-
vaném regionu k tomu nepochyb-
né vyznamneé prispély [7,13].
Pfesto, Ze lze studovat fadu para-
metra kvality ejakuldtu (koncentra-
ce, motilita, vitalita a morfologie
spermii), naSe predchozi studie
ukdzaly, Ze poruchy integrity chro-
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matinu spermif jsou jeden z nejcitli-
véjsich indikatori expozice, zejmé-
na mutagennimi latkami [14,15].
DNA spermie miiZe byt poruSena
zlomy nebo kovalentni modifikaci
nukleotid. Oba tyto typy poruch
jsou jednou z pficin infertility [16-
18]. Poruchami struktury chromati-
nu ve spermiich se zabyvalo a zaby-
va mnoho studii, a to predevSim
v poslednim desetileti s cilem odha-
lit pfic¢inu muzské neplodnosti.
Struktura chromatinu miiZze byt na-
rusena piftomnosti zlomt v DNA
nebo nedokonalou kondenzaci
chromatinu, kterd mtize mit fadu
pficin, z nichZ expozice genotoxic-
kymi latkami patfi k jedné z nejvy-
znamnéjSich. NaruSeni struktury
chromatinu (fragmentace) muze
zplisobovat subfertilitu bez ohledu
na to, Ze ostatni parametry spermi-
ogramu jsou v normé [19]. Dtsled-
kem muze byt selhdni fertilizace,
zhorSeni morfologie embryi [20],
abnormadlni vyvoj blastocyst, selha-
ni implantace embrya nebo opako-
vané spontdnni aborty [21].

Fragmentace DNA ve spermiich

Jedna z nejcastéji pouzivanych me-
tod, které zjistuji poruchu integrity
chromatinu je SCSA (Sperm Chro-
matin Structure Assay). Tato metoda
je jedind, kterd ma pfesné stanoveny
prognosticky vyznam [22, 23]. Meto-
da stanovuje vlastnosti chromatinu
ve spermiich, resp. citlivost k dena-
turaci jaderné DNA in situ. Tato cit-
livost je zéavisld na mife poskozeni
DNA. Princip metody spocivd ve
skutecnosti, ze DNA chromatinu
spermie, kterd neobsahuje jednote-
tézcové ani dvoufetézcové zlomy, je
intaktni k denaturacnim podmin-
kam nizkého pH. Porusenad integrita
chromatinu, charakterizovanad pii-
tomnosti jednofetézcovych (ssDNA)
a dvoufetézcovych (dsDNA) zlomu
v molekule DNA, vede k tvorbé de-
naturovanych tsekd, které se kvanti-
fikuji mirou intenzity cervené fluo-
rescence, ta je znakem asociace akri-
dinové oranze s jednofetézcovou

DNA po ozédfeni monochromatic-
kym laserovym modrym svétlem
o vlnové délce 488 nm. Akridinova
oranZz navazand na dvoufetézcovou
molekulu emituje svétlo zelené. Stu-
pen poskozeni DNA ve spermii je
kvantifikovin pomoci DNA frag-
mentacniho indexu (dale jen DFI),
matematicky vyjadieného jako po-
mér Cervené fluorescence k souctu
cervené a zelené fluorescence. DFI
tak vypovidd o procentudlnim podi-
lu poskozenych spermii (vykazujici
zlomy) v ejakuldtu. Po analyze eja-
kuldtu pratokovou cytometrii se na
vysledném cytogramu objevi nékolik
populaci bunék. Hlavni populace
spermii je charakterizovand nedete-
kovatelnym DF]I, tj. populace sper-
miif s nepo$kozenym chromatinem,
dalsi populace spermii je s poruse-
nou integritou chromatinu, spermie
maji detekovatelny DFI. Tato popu-
lace spermii v ejakulétu je jesté roz-
délena na populaci spermii se stfed-
nim poskozenim chromatinu (stied-
ni DFI) a s vysokym poskozenim
chromatinu (vysoké DFI). Déle se na
cytogramu objevuje populace nezra-
Iych forem spermii, a to hlavné sper-
matid, které vykazuji asi pétkrat niz-
§i stupen kondenzace chromatinu
nez zralé formy. Tuto populaci
oznacujeme jako HDS (z anglického
oznaceni ,high DNA stainability
cells“). Existuje mnoho studii, které
se zabyvaly efektem zvySené desin-
tegrace chromatinu na fertlitu. Ty
daly vznik kategorizaci poskozeni
chromatinu. DFI v rozmezi 0-15 %
odpovidd vysokému, DFI 16-29 %
sttednimu a DFI vyssi neZ 30 % vel-
mi nizkému fertilizacnimu potencia-
Iu muze [22]. Jind studie poukazuje
na to, ze jiz pfi 27% DFI dochazi
k vyraznému snizeni fertility [23].
Naru$end struktura chromatinu ve
smyslu chybné kondenzace chroma-
tinu spermie (tzv. HDS formy-high
DNA stainability cells) by neméla
byt pfitomna u vice nez 15 % sper-
mii v ejakuldtu muze.

Cilem studie bylo zjistit kvalitu
chromatinu ve spermiich u stejné
skupiny prazskych méstskych straz-
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nik® v obdobi se zvySenou koncent-
raci znecistujicich latek v ovzdusi
(zimni obdobi) a v obdobi s relativ-
né nizsi expozici (jaro/1éto).

METODY

Ucastnici studie

Do studie bylo zahrnuto 46 meést-
skych straznikti z obvodti Prahy 1, 2,
3, 5 a 7. Odbéry biologického mate-
ridlu probéhly v obdobi 7. - 21. 2.
2007 a 23. - 30. 5. 2007. Pomoci fize-
ného pohovoru byly se vS§emi ticast-
niky vyplnény dotazniky zahrnujici
vSechny faktory, které by mohly
ovlivnit ziskané vysledky. V souboru
bylo 29 nekufdkt a 17 kufaka.

Postup vysetteni klasickych
spermatologickych parametrii

Byl stanoven objem ejakulatti po-
moci kalibrovanych zkumavek.
Koncentrace spermii byla urcena
hemocytometricky po znehybnéni
0,5% roztokem chloraminu v ko-
mirce typu Thoma hloubka 0,02
a Biirkera 0,1 mm. Stanoveni moti-
lity spermii bylo provedeno népo-
¢tem pfi mikroskopickém zvétSeni
200krat a analyzou trajektorii pfi
zvétSeni 100krat a uzitim systému
LUCIA. K stanoveni podilu zivych
a mrtvych spermii v ejakuldtech
a soucasné hodnoceni integrity po-
vrchovych membran bylo pouzito
supravitdlniho barveni 1% eosinem
v kombinaci s 10% nigrosinem.

Sperm Chromatin Structure Assay

Zmrazeny ejakulat byl nafedén puf-
rem TNE (0,15 M NacCl, 0,01 M Tris
HCI, 0,001 M EDTA, pH 7,4 pfi 4 °C)
na koncentraci 1,5 x 106/ml. 200 €l
nafedéného semene bylo smichdno
s 400 él denatura¢niho roztoku (0,08
N HCI, 0,1% Tritonu X 100, pH 1,2,
pfi 4 °C). Roztok s nizkym pH vyvola
denaturaci DNA, ktera obsahuje jed-
nofetézcové a dvouietézcové zlomy.
Pfesné za 30 sec. bylo pfiddno 1,2 ml
akridinové oranze (AO) o koncentra-
ci 6 ng/ml ve fosfatovém pufru (0,1
M kys. citronové, 0,126 M Na,HPO,,
0,001 M EDTA, 0,15 M NaCl, pH 6,0,
pti 4 °C). Po 3 min nésledovalo mé-
feni v pratokovém cytometru
(FACSCalibur™ flow cytometer,
Becton Dickinson, Mountain View,
CA, USA). Analyza dat probihala po-
moci softwaru SCSASoftTM.

Statistické vyhodnoceni
V8echny statistické analyzy byly
provedeny pomoci programu SPSS

Tabulka 1: Priamérné hodnoty jednotlivych parametrii kvality semene u vySetie-

nych straznika

Parametry kvality Pocet Primér | Sméro- | Minimum|Maximum
semene vzorkd datna
odchylka

Unor | objem (ml) 46 3,2 1,25 1,2 5,9
koncentrace (mil/ml) 46 131,4 82,9 7 380
pohyblivé spermie (%) | 46 58,4 9,67 40 80
zivé spermie (%) 46 77,3 7,23 65 92
dDFI* (%) 46 12,6 5,78 3,5 23,8
vysoky DFI (%) 46 7,4 3,64 1,6 17,2
nezralé spermie (%) 46 12,3 3,94 5,8 22,5

Kvéten| objem (ml) 46 3,3 1,35 1,5 7,6
koncentrace (mil/ml) 46 150,7 85,5 4 380
pohyblivé spermie (%) 46 58,2 9,45 40 80
Zivé spermie (%) 46 76,0 6,65 55 92
dDFI (%) 46 10,1 4,84 2,8 25,1
vysoky DFI (%) 46 5,5 3,21 0,9 16,5
nezralé spermie (%) 46 10,1 4,05 55 23,3

*detekovatelny DNA fragmentacni index

Tabulka 2: Pocet vzorkii semene nespliujici referenéni hodnoty WHO manualu

(1999) pro normalni muzské semeno

Parametry kvality semene Unor Kvéten
objem ejakulatu 3 6
koncentrace spermii na ml 1 2
procento pohyblivych spermii 5 6

Tabulka 3: Pocet vzorkl semene pro jednotlivé kategorie integrity chromatinu

spermii
Detekovatelny DNA fragmentacni index (dDFI) Unor Kvéten
Vysoky fertilizacni potencidl (dDFI do 15%) 30 42
stfedni fertiliza¢ni potencidl (dDFI 15-30%) 16 4
nizky fertilizacni potencidl (dDFI nad 30%) 2 2
Zvysené procento nezralych spermii (HDS nad 15%) 10 4

Obr.1. Box grafy — porovnani rozloZeni detekovatelného DFI u sledované
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Obr. 2. Box grafy — porovnani rozloZeni vysokého DFI u sledované skupiny

straznikt v dnoru (1) a v kvétnu (2).
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Obr. 3. Box grafy — porovnani rozloZeni vyskytu nezralych spermii (HDS)
u sledované skupiny strazniki v tinoru (1) a v kvétnu (2).
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verze 15 pro Windows. Signifikance
v rozdilech jednotlivych sledova-
nych parametri mezi obéma obdo-
bimi byla vyhodnocena pomoci ne-
parametrického parového exact tes-
tu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky vySetfeni k spermatologic-
kych parametri jsou uvedeny v ta-

bulce 1. Mezi Gnorovym a kvétno-
vym odbérem nebyl v Zadném ze
sledovanych klasickych parametr
kvality spermii (objem ejakulatu,
koncentrace spermii, procento po-
hyblivych a Zivych spermii) zjistén
signifikantni rozdil. Mizeme pouze
pozorovat trend ve zvySeni kon-
centrace spermii v kvétnu (131,4 vs.
150,7 mil/ml). Ten je v§ak pouze na
hranici statistické vyznamnosti
(P=0,06). VétSina muzi spliovala

doporucené referen¢ni hodnoty
WHO manuadlu [24] pro muZské se-
meno (viz tabulku 2) a z toho hle-
diska lze povazovat vySetfovanou
skupinu straznikti za vhodné vybra-
nou se vS§emi predpoklady pro nor-
madlni fertilitu. Objem ejakulatu je
velmi z4visly na dodrZeni pohlavni
abstinence pfed odbérem. Kratkd
abstinence sniZuje objem a naopak
dlouhd abstinence muze snizovat
procento pohyblivych spermii. Tyto
faktory hraji pravdépodobné hlavni
roli u vzorkli semene zahrnutych do
tabulky 2.

Zcela odlisné vysledky jsme zis-
kali vySetfenim integrity chromati-
nu ve spermiich sledovanych straz-
nikd. Ve vSech vySetfenych para-
metrech, tj. procentu spermii
s detekovatelnym  poSkozenim
chromatinu (dDFI), vysokym po-
Skozenim chromatinu (hDFI)
a v procentu nezralych spermii
(HDS) je vysoce vyznamné (P ?
0,001) vyssi poskozeni v tiinoru (viz
obr. 1, 2 a 3). Cetnost vzorkd seme-
ne s dDFI nad 15 % je vysoce vy-
znamneé vy3$si v anoru oproti kvétnu
(viz tabulku 3). Dva straznici, ktefi
meéli stabilné dDFI vy3si nez 40 %,
nebyli do hodnoceni zahrnuti
vzhledem k tomu, Ze jiné faktory
nez redlnd expozice zneciSténym
ovzdu$im musi byt pfi¢inou takto
vysokého poskozeni. Ackoliv v da-
ném stadiu studie nemtizeme dete-
kovat specifické komponenty zne-
cisténi ovzdusi, odpovidajici za po-
Skozeni DNA ve spermiich, jsou
karcinogenni PAU (k-PAU) pfitom-
né v PM frakci biologicky nejprav-
dépodobnéjsi pricinou. Poskozeni
DNA spermii expozici PAU bylo po-
psano jak u kurakd, tak u profesio-
nélni expozice [25, 26]. Studie pro-
vedené na zvifatech ukazuji, Ze c-
PAU a jejich metabolity se mohou
akumulovat ve varlatech i nadvarle-
ti a poSkozovat spermiogenezi [27,
28]. Vyznamnym faktorem je i to, ze
poskozeni DNA spermii vzniklé bé-
hem pozdni spermiogeneze a zrani
spermii v nadvarleti nemuze byt re-
parovéno, protoze patficny repa-
racni aparét jiz chybi [29]. To ¢inni
chromatin velmi citlivy k poskozeni
obzvladté v tomto obdobi.

Je znamo, Ze kufdci maji vyS$si
mnozstvi PAU adduktt v DNA [25]
a lze proto predpoklddat, ze vliv
koufeni se projevi i v naru$eni inte-
grity chromatinu. Pokud jsme vy-
hodnotili zvlast nekuidky zahrnuté
do nasi studie (n=29) vSechny para-
metry poSkozeni chromatinu nada-
le vykazovaly vysoce vyznamné roz-
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dily mezi tnorem a kvétnem
(P20,001). Avsak pfi vyhodnoceni
kurdkti (n=17) se statisticky vy-
znamné rozdily neprojevily (dDFI
P=0,057; hDFI P=0,062; HDS
P=0,08). Podobné vysledky byly zis-
kiny v lymfocytech meéstskych
straznik® v Praze pfi studiu vlivu k-
PAU na chromozomové aberace
(pfi pouziti sond barvicich chromo-
zomy 1 a 4, metoda FISH - fluores-
cence in situ hybridizace). Frekven-
ce genomovych translokaci byla vy-
znamné vyssi u straznik@t nekurdka
nez kontrol nekufdkt, ale kufaci se
mezi sebou nelisili. [30]. To ukazu-
je, ze koufeni je vyznamné&jsim fak-
torem expozice k-PAU neZ znecisté-
ni ovzdusi.

Nelze se vyhnout otdzce, co vyse
uvedené ndlezy znamenaji pro
ovlivnéni fertility u muza v dané lo-
kalité. V nasi pfedchozi studii jsme
pozorovali zvySeni fragmentace
DNA ve spermiich pfi expozici 45
ng k-PAU/m? (cca 8 ng Bla]P/m?)
v priibéhu 10 dnti pfed odbérem,
kterd byla ddle ovlivnéna genoty-
pem GSTM1 [31].

Infertilita je vzristajici problém
a jeji pficiny lze rozdélit do tii tfe-
tin. U jedné tfetiny se na infertilité
parti podili vyhradné Zensky faktor
infertility, u druhé tfetiny vyhradné
muzsky faktor infertility a na tfeti se
podileji poruchy jak u muze, tak
u Zeny. Muz se tedy podili na dvou
tfetindch problémi s infertilitou
[32]. I kdyz nartist naruseni integri-
ty chromatinu u straznikti v zimnim
obdobi neni nikterak dramaticky, je
nutné si uvédomit, ze infertilita pa-
rtt je vétsSinou velmi komplexni jev
a jakékoliv zhorSeni fertility muzt
rizikovych partt miize byt tou po-
véstnou posledni kapkou, ktera uci-
ni oplodnéni nebo vyvoj embryi ne-
prichodnym. Jestlize je v tnoru
kvalita chromatinu horsi o kategorii
u 26 % vySetfenych straznik (viz
tabulku 3), musime to povazovat za
rizikovy faktor infertility.

ZAVER

Integrita DNA spermii je na jedné
strané extrémné zranitelnd a na
druhé strané vysoce vyznamnd pro
muzskou fertilitu.

Nase predchozi i zde uvedené
vysledky ukazuji, Ze integrita chro-
matinu je velmi citlivy indikétor ex-
pozice zejména genotoxickymi l4t-
kami jako jsou napf¥. k-PAU.

Naruseni integrity chromatinu
ve spermiich znecisténym ovzdu-

$im je rizikovy faktor infertility
u muzd.
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