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Souhrn:

Mezi jednu z nejvétsich piekazek pii poceti patii kvalita spermatu, ktera je ovliviiovana
celou fadou faktori. Témeét vSechny maji spojitost s ROS a dal$imi radikély, které se
vyznamng podili na fertilizacni schopnosti muze. V této praci se zabyvam otazkou, jaky vliv

ma oxidativni stres na spermie a co se s touto skutecnosti poji nejvice.

Pfi vyhodnocovani vysledkid méteni jsem méla k dispozici vzorky 83 muzd u nichz jsme
miru oxidativniho stresu méfili metodou MiOXSYS v ramci rozsifeného spermiogramu na
klinice IVF fertility Pilsen. Pacienti byli na zaklad¢ vysledku spermiogramu separovani do
dvou skupin — kontrolni (normozoospermie) a sledovani (abnormalni spermic). Analyza byla

stanovena na zakladé doporuceni stanovenych WHO z roku 2021.

V ramci standartniho vySetieni byla stanovena mimo jiné i koncentrace spermii v ejakulatu
Vv Maklerové komtrce a systému DynaMed, dale pak motilita a morfologie pohlavnich bun¢k

spolu s leukocyty.



Z vysledkil nasi prace lze s jistotou fici, Ze mira oxidativniho stresu je pro spermie zcela
klicova. Jakmile dojde ke zvySenému ptlisobeni volnych radikalti, dojde k naruSeni
spermatické motility, morfologie i metabolismiim. Tudiz redoxni potencial nad 1,36 mV/ml
spermii/ml ma statisticky vyznam na viabilitu a fertilitu spermie. Zaroven nelze vSak
opomenout, Ze nizkd mira oxidativniho stresu je podminkou spravného vyvoje zralych

spermii.
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Summary:

One of the biggest obstacles to conception is sperm quality, which is influenced by a
variety of factors. Almost all of them are related to ROS and other radicals, which are
significantly involved in a man's fertilization ability. In this paper, | address the question of

what effect oxidative stress has on sperm and what is most associated with this fact.

In evaluating the results of the measurements, | had samples of 83 men in whom the
level of oxidative stress was measured by the MiOXSYS method within the framework of
an extended spermiogram at the I\VF fertility clinic Pilsen. The patients were separated into
two groups based on the spermiogram results - control (normal sperm) and follow-up

(abnormal sperm). The analysis was based on the recommendations set by the WHO in 2021.

The standard examination included determination of sperm concentration in the
ejaculate in Makler's chamber and DynaMed system, as well as motility and morphology of

sex cells along with leukocytes.



From the results of our work it can be said with certainty that the degree of oxidative
stress is quite crucial for sperm. Once the exposure to free radicals is increased, sperm
motility, morphology and metabolism are impaired. Thus, a redox potential above 1.36
mV/ml sperm/ml has statistical significance on sperm viability and fertility. At the same
time, it cannot be forgotten that a low level of oxidative stress is a prerequisite for proper

development of mature spermatozoa.



Predmluva

Pro tuto svou bakalafskou praci jsem se rozhodla z divodu, Ze problematika
ptirozeného poceti se dotyka velké ¢asti dnesni populace a osobné mé toto téma oslovilo uz
Vv diivéjsi dobe. Lidé si asto nedovedou pod pojmem oxidativni stres predstavit konkrétni
hrozbu ¢i problém, ktery by se jich pfimo dotykal. Chtéla jsem se do této problematiky

hloubéji ponofit a ovéfit si do jaké miry ovliviiuje plodnost.
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UvVoD

O dnesni dobé¢ se velmi ¢asto mluvi jako o usp€chané, rychlé a hektické. Lidé nemaji
¢as na pravidelny pohyb, péci o sebe sama ani zamysleni se nad piivody svych zdravotnich
neduhii. Velmi Casto se také setkavame se skutec¢nosti, ze lidé v naSem okoli, at’ uz rodina ¢i
pratelé, maji problém zalozit rodinu. Cim dal tim vice lidi vyuZiva sluzeb reprodukénich
Klinik a genetickych laboratoii. Ma bakalaiska prace se vénuje jednomu z téchto problému,
a to poruse schopnosti spermie oplodnit vajicko. Téchto poruch vsak existuje cela fada a ja
si zde budu klast otazku do jaké miry volné radikaly poskozuji spermie a jaka je statisticka

souvislost s muzskou neplodnosti.

Lze sjistotou fici, ze pfevazna ¢ast téchto probléml prameni pravé z dneSniho
zivotniho stylu mladych muzt. Oxidativni stres ma piivod v mnoha rovinach naseho
kazdodenniho Zivota a v mife se kterou se s nim nyni ¢asto setkdvame je schopen prekonat
obranné a repara¢ni mechanismy organismu a pusobit zavazné problémy v rozsahu celého

organismu.

v

Oxidativni stres se stanovuje s ramci rozSifené¢ho vySetfeni spermii v ejakulatu —
spermiogramu. Vyuziva se stanoveni redoxniho potencialu v ramci sORP testu, ktery dokaze

odlisit normozoospermiky od abnormalnich pacientt.
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TEORETICKA CAST

1 FYZIOLOGIE SPERMIE

1.1 Morfologie spermie

Kvalita ejakuldtu neni dalezitd pouze pro oplozeni vajicka a fyziologicky vyvoj
plodu a narozeni zdravého potomka. Kvalita spermatu ndm miZe odhalit mnohé o samotném
klientovi. DokdZe nam poskytnout informace o tom, zda ve varlatech a nadvarlatech
neprobiha urcitd patologie, muze odhalit zneuzivani navykovych latek, endokrinni
disruptory i tumorové markery. Casto diky tomu dojde k odhaleni infertility vlivem
kvantitativni analyzy, pfi niz je zjiSt€éna nedostatecna sekrece semennych vacku a varlat.
Diky tomu, ze pii vySetieni spermii se udrzuje jejich kompaktnost, 1ze z t€chto bunék vycist

informace o procesech v téle klienta a odkryt celotélovou patologii.

1.1.1 WHO Klasifikace

Spermie ma tfi majoritni casti — hlavicku, spojovaci oddil (kréek) a bicik. Tyto
struktury jsou obaleny jednou kontinualni cytoplazmatickou membranou. Jak je jiz vySe
napsano, jeji morfologie je zcela klicova pro cely proces diagnostiky. AvSak pro spravné
vySetieni vzorku je nedilnou soucasti i1 klasifikace. Dnes existuji dvé klasifika¢ni schémata
opirajici se o tzv. Tygerbergova pfisna kritéria (Tygerberg strict criteria), jednd se O
klasifikacni systém dle WHO a ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Embryology) (Mortimer, 2018).

Dle WHO doporuceni z roku 2021 je za normozoospermii povazovan ejakulat,
pokud ma koncentraci spermii vétsi nez 16 x 10° spermii/ml, s progresivni pohyblivosti nad
30 % a s celkovou pohyblivosti vice jak 42 %. Vic nez 4 % jich musi vykazovat fyziologicky
morfologicky néalez. VSechny tyto udaje byly zjistény pii teplotach 37 stupnu celsia (WHO
Laboratory Manual for the Examination of Human Semen and Semen-Cervical Mucus
Interaction, 1992). Je jiz zndmo, Ze pohyblivost spermie je ve velké mife ovlivnéna teplotou
prostfedi, v némz se nachdzi. Morfologie spermii se vySetfuje ze zkapalnéného ejakulatu,
kdy je vzorek nanesen na podlozni sklicko a ponechan na vzduchu pii pokojové teploté. Po
zaschnuti je vzorek obarven Giemsou a nasledné vyhodnocen. Dle dalSich WHO kritérii ma
mit normospermie ovalnou hlavicku, ktera je ze 40—70 % ptekryta akrozomem. Dale se u ni

nevyskytuji z4dné deformity bi¢iku, stfedniho spojovaciho oddilu, kréku ani
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cytoplazmatické kapicky (cytoplasmic droplets) vétsi nez 50 % hlavicky spermie. (Cipak,

2009) V pripadé piekroceni téchto norem se jedna o patologicky nalez.

Tabulka 1: Hodnoty spermiogramu dle standartic WHO 2021: Hodnoty spermiogramu dle standardiit WHO 2021

Parametry Fyziologické hodnoty SPG
Barva Opaleskujici

Objem >1,5ml

Morfologie >4 % normalnich morfologie
Aglutinace (0 az 4) 0az 1

Koncentrace spermii > 16 x 105 ml

Celkova motilita >42 %

PR motilita >30%

pH 7,2

Leukocyty <1 x 10% ml

Zdroj: World Health Organization, 6. edice z roku 2021

Cytoplazmatické kapi¢ky jsou dvojiho vyznamu. Jedna se bud’to o zadrZeni vétsiho
mnozstvi cytoplazmy, které vznikly po vystaveni vzduchu pfi ptiprave preparatu. Stejné tak

se mize jednat o fyziologicky pfitomné vezikuly citlivé na osmozu (Cooper, 2004).

JiZ na konci dvacétého stoleti byly popsany ocité souvislosti mezi Zivotnim stylem a

prostiedim, genetickymi faktory a abnormalitou spermii. (Wyrobek, 1983)

Dle Sestého vydani WHO pfirucky pro vySetieni spermatu se o ptipadné abnormalité
rozhoduje na zakladé posouzeni vSech jejich casti — hlavicky, spojovaciho oddilu, bi¢iku a

cytoplazmatickych rezidui.

Normospermie musi mit hladkou hlavicku pravidelného tvaru, ktera je ze 40—70%
pokrytd akrozomalni oblasti. V ptipad¢ piekroceni téchto limith je spermie povazovana za
abnormalni. Akrozomalni ¢ast (neboli Cepicka) nesmi obsahovat zadné velké vakuoly,
ptipustné jsou nanejvys dvé malé vakuoly S podminkou, Ze nezabiraji vice nez 's hlavicky.
Ta c¢ast hlavicky, ktera neni pokryta akrozomem — tzv. postakrozomalni, nesmi obsahovat
zadné vakuoly. Diiraz je kladen 1 na pomér Sifky a délky hlavicky, ktery nesmi piekracovat
hodnotu 1,5. Paklize ano, jedna se 0 buiku kulatou nebo prodlouzenou, coz ma vliv na

schopnost spermie proniknout oocytem. Mezi tvarové odchylky hlavicky patii pyriformni,
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asymetricky, amorfni nebo i tzv. non-oval tykajici se vrchni ¢asti hlavicky a v neposledni
fad¢ makrocefalie a tzv. ,,Spendlikova* mikrocefalie. Nejsou vyjimkou ani spermie se dvéma

hlavickami.

Spojovaci oddil neboli kréek (,,midpiece”) musi mit délku odpovidajici hlavicce.
Nesmi byt ztlustély, zahnuty ani pfili§ zasunuty do hlavicky spermie. Za abnormalni je
povazovana i pritomnost cytoplazmatickych kapek. VétSina tvarovych odchylek je

Mrwe

zapti¢inéna poruchou struktur tvoticich kréek — a to mikrotubuly a mitochondrie.

Bicik 1ze povazovat za nejvyrazngjsi Cast celé této pohlavni buiiky, jelikoz tvofti jeji
prevaznou Cast. Jeho primérnd délka se udava jako 45 um, coz je desetindsobek délky
hlavicky. Bi¢ik musi byt hladky bez jakychkoliv ohybtli, stofeni, zloml nebo

nepravidelnosti.

vvvvv

(cytoplasmic droplets) je 50% velikosti hlavicky. Normospermie se bézné pohybuji kolem
Y, pak uz je klasifikovana jako anomalie (Campbell, 2021). Neni v8ak pravidlem, ze fertilni
muz musi produkovat pouze normospermie. Uvadi se, ze ve spermatu plodného muze se

bézn¢ nachazi velka ¢ast morfologicky odlisnych spermii (Schwartz, 1984).

Jednou z typickych pocetnich odchylek je azoospermie a oligospermie. Azoospermie
Cili absence spermii v ejakulatu, ma dvoji typ klasifikace — obstruk¢éni a neobstrukéni. Oba
typy se poji s odlisnymi 1é¢ebnymi postupy a diagnostikou. Pro jejich jednotlivé rozliSeni se

vyuziva anamnézy klienta spolu s fyzikalnim, laboratornim a genetickym vySetfenim.

Obstrukéni azoospermie ma tzv. sekundarni vznik diky obstrukci urogenitalniho
traktu. Vrozena forma obstruk¢éni azoospermie je typicka pro pacienty trpici cystickou

fibrozou.

Neobstrukéni typ azoospermie vznika selhanim varlat — primarni tykajici se varlat,
sekundarni tykajici se hypothalamu a hypofyzy. Jeji diagnostikovani je komplexné&j$i nez uz
pfedchoziho typu. Zahrnuje cytogenetickd vySetfeni a 1écba spociva v chirurgické

.....

ptipadu. Statistiky pfevlada neobstrukéni typ (60 %) (Wosnitzer, 2014).

Termin oligospermie lze definovat dvéma hodnotami — pod 15 mil./ml ejakulatu a

pod 5 mil./ml ejakulatu, toto se nazyva oligospermia gravis (t€zka oligospermie). Pfi¢ina
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této abnormalita miZe byt rtizné povahy, od vystavenim vnéjSim vliviim, pfes hormony az

po poruchy varlat (Skinner, 2018).

Obrazek 1: Morfologické odchylky spermie

Normal Head defects Acrosomeless
A
Midpiece defects Tail defects

Zdroj: ZERMIANI M.D., PH.D., Marta, Sara SALGADO B.SC., M.SC., Silvia Azaria
GUTIERREZ B.SC., M.SC. a Cristina Algarra GOOSMAN B.SC., M.SC. What Is Sperm
Morphology? — Meaning & Normal Range. In: InviTRA [online]. 2022 [cit. 2024-03-16].
Dostupné z: https://www.invitra.com/en/wp-content/uploads/2014/07/Sperm-

morphology_en-780x332.png.webp”

1.1.2 Hlavicka

Hlavi¢ka spermie je tvofena dvéma zakladnimi kameny — DNA a histony. Avsak
histony jsou béhem spermiogeneze z vétsi Casti nahrazeny protaminy. Tyto latky nesou
klasny naboj a diky tomu je zajiSténa hyperkondenzace jadra. Tento proces je klicovy pro
vznik typicky hydrodynamického tvaru hlavicky, ktery umoznuje spravnou motilitu spermie,
1 jeji prunik do oocytu. Jadro je na svém povrchu obaleno redukovanym jadernym obalem
(reduced nuclear envelope — RNE) bez komplexu jadernych pora (nuclear pore complexes —
NPC). Dale se ptes jadro pne bilkovinna perinuklearni théka (PT), ktera ma za ukol chranit
jadro. Jeji pevnost a stabilitu zajistuji disulfidické vazby mezi proteiny (Sutovsky,
Manandhar, 2017). Hlavicku z vnéjsku pokryva z velké Casti akrozom, ktery pii splynuti
spermie a oocytu uvoliluje enzymy, které narusi obal oocytu. Jedna se zejména o fosfatazu,
ktera uvoliuje fosfatovou skupinu (PO4)*, dale pak proteazu a glykohydrolazu (Abou-Haila,
2000).
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1.1.3 Krcek
Kréek je ovinut Sroubovitym obalem mitochondrii, které maji za ukol generovat
energii potfebnou pro pohyb spermie. Na kazdé spermii se nachazi ptiblizné 75 az 100

mitochondrii (Sutovsky, Manandhar, 2017).

1.1.4 Bicik

Neodmyslitelnou funkei bi¢iku je pohyb. Jak jiz bylo vySe popséano, bicik musi byt
tenky a hladky, aby byl schopen zajistit doputovani spermie k oocytu ve vejcovodu. Pohyb,
ktery vykonava je zprostfedkovan specifickym uspotadanim mikrotubult 9 + 2, které bicik
utvari. Jedna se o devét perifernich symetricky uspotddanych mikrotubulovych doubleti,
které jsou vzajemné propojené motorickym proteinem dyneinem (Sutovsky, Manandhar,
2017).

Obrazek 2: Detailni popis struktury spermie
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Zdroj: Diagram of a human sperm cell. In: Wikipedia [online]. 15.3. 2024 [cit. 2024-03-
16]. Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Complete_diagram_of a_human_spermatozoa_en.svg
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1.2 Vyvoj spermii

1.2.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze je jeden z mnoha komplexnich systému v téle muze. Poc¢ina
pohlavni dospélosti a probihd ve varlatech — konkrétné v tubuli seminerfrini. Na celém
procesu spermatogeneze se vSak podili mnoho jednotlivych struktur varlete a udavaji tak
vyslednou kvantitu a zaroven 1 kvalitu, které v procesu fertilizace hraji zasadni roli. Uvadi
se, ze cely proces tvorby spermie trva zhruba 74 dni. AvSak jedny z novéjSich studii dokazuji
(Misell, 2006), ze spermatogeneze muze u zdravého muze trvat v rozmezi 42—76 dni,
pficemz za pouhy jeden den je dospély jedinec schopen vytvofit 150—275 miliont zralych

spermii. (Goldstein, 2016)

Spermatogonie je kmenovou a zdroven i zarodecnou buiikou a ma tak nepopiratelné
nezastupitelnou tlohu v procesu reprodukce. Spermatogonie lze délit do tii skupin dle
funkce. Jako prvni mame kmenovou bunku, dale diferenciacni a jako posledni prolifera¢ni

spermatogonii.

Zékladni funkci kmenové bunky je schopnost sebeobnovy — at’ uz z davodu
spotiebeni nebo poskozeni (Van der Kooy, 2000). Diky ni mohou spermatogonie neustale
obnovovat své kmenové bunky a dochdzi tak ke sprdvné spermatogenezi. Z jedné
spermatogonie vzniknou meiotickym délenim I a II Ctyfi zralé spermie s poloviéni —
haploidni, sadou chromozémi. Ze spermatogonie vznikne za pomoci mitotického déleni

primarni spermatocyt — toto se oznacuje jako konec proliferativni fdze spermatogeneze.

Diploidni primarni spermatocyt 46, XY je nasledné pfipraven na prvni meiotické
déleni — ¢ili meiodzu I, které je zakonceno sekundarnim spermatocytem. Béhem posledni faze
profaze I, pachytene, dochazi k rekombinaci DNA a vzniknou dva haploidni spermatocyty:
23, X a23,Y.V priubéhu déleni buiikky prochazi mnoha kontrolnimi body (tzv. checkpoints),
které se nachazi ve vSech fazich (profaze I, metafaze I, anafize I, telofaze I). Mimo n¢ se
vSak na regulaci meiotického de€leni I podili rovnéz i pomérné neddvno objeveny gen
TEXI11. Tento gen je charakteristicky ¢isté pro muzskou zarodecnou bunku a je vazan na X
chromozomu. Uloha genu TEX11 spo¢iva v kodovani proteinu, jeZ reguluje predeviim
opravy dvoutetézcovych zlomi v DNA. Mutaci tohoto genu byla u fady pacientl objasnéna

idiopaticka neplodnost s dal§imi poruchami spermatogeneze. (Goldstein, 2016)
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Druhé meiotické déleni je obdobou toho prvniho, na jeho konci vzniknou ctyfi
haploidni spermatidy: dvé s oznacenim 23,X a dvé 23,Y. Spermatidy se od sekundarnich
spermatocytl 1i§i pouze ve velikosti jadra, které se pouze mirn¢ zmensilo. Timto je ukon¢en

proces spermatogeneze a nastdva spermiogeneze. (Creasy, 2013)

1.2.2 Spermiogeneze

Béhem této faze vyvoje dochdzi k velkému mnozstvi morfologickych zmeén, které
postihuji ptedevsim jadro a cytoplazmu, jez vedou k diferenciaci ve zralé spermie. Zpocatku
ma buiika kulaty tvar diky jadernym histonti. Zhruba po tydnu histony nahradi protaminy,

které jsou charakteristické pro spermatidy.

Protaminy jsou jaderné proteiny bohaté na arginin. Jejich funkci je nahradit histony
a tim pozitivné pfispét k vyvoji hlavicky spermie. Déle zajistuji efektivnéjsi kondenzaci

DNA. Histony vSak upln¢ nevymizi.

Spermie diky tomu i prochdzi zménou tvaru, kterd jim posléze usnadni a zaroven
umozni nalézt vajicko. Jednou z dalSich morfologickych zmén je tvorba akrozomu, ktery
zaujima vice nez polovinu jadra. Paraleln¢ s akrozomem se vyviji i Golgiho aparat a formuji
se chromatidy v jadfe. Chromatin je ve form¢ téSn¢ sbalené¢ho heterochromatinu, jehoz
rozvolnéni a aktivace probihd az pii oplozeni oocytu a déli se na dvé centrioly. Vyvoj je
nadale smétovan predevsim do mimojaderné oblasti, kde se postupné vyviji mitochondrie,

cytoplazma a bicik.

Vyvoj spermatidy by se dal rovnéz rozdé€lit do specifickych fazi dle dané struktury —
Golgiho, cepickova (¢ili “cap”), akrozomova a zrani. Prvni fazi 1ze shrnout jako preménu
pro-akrozomalnich granul v akrozomalni v oblasti Golgiho aparatu. Druha faze vyuast'uje v
akrozomalni Cepicku zaujimajici pies polovinu obvodu jadra, ktera se vyvinula z tzv.
akrozomalniho méchyiku neboli vezikuly (acrosomal vesicle). V Akrozomalni fazi se jadro
postupné prodluzuje a kondenzuje — tvoii se hlavicka spermie. Dochazi k redistribuci
cytoplazmy smérem od jadra, coz podpoii podlouhly vzhled a vytvéii tzv. cytoplazmaticky
ocas — biCik. Kréek a samotny ocas spermie prochazi vyvojem z distalni centrioly. Jako
posledni v této fazi je pfesun mitochondrii do oblasti tzv. midpeice. Tato oblast je na pomezi
hlavic¢ky a ocasu a kumuluji se v ni prstencovité mitochondrie. Zavére¢na vyvojova faze je
zrani a zahrnuje redukci mnoZstvi cytoplazmy ve spermatidé, které nastdva diky kondenzaci

a naslednému vypuzeni cytoplazmy ve spermatid¢é. Mezi zaver vyvoje se fadi 1 remodelace

25



spermatidy a vznik nadbytecnych organel a molekul mRNA, které se neapoptuji, ale nybrz

ukladaji do Sertoliho bunék. Tomuto procesu se fika spermiace (Creasy, 2013).

Spermiace probihd v zavéru spermatogeneze a ma za nasledek prodlouzeni
spermatidy a je oznaCovana za konec remodelace. Spermatidy jsou uvoliiovany v lumenu

tubuli seminefrini ptfed jejich pfechodem do nadvarlat (O’Donnell, 2018).

Ve zral¢ zdravé spermii probiha nékolik metabolickych procest vyzadujicich
energii. Tu zajiSt'uji mitochondrie soustiedéné ve stiedni ¢asti bic¢iku. Timto se zajiStuje
natolik potfebna motilita spermie, kterd je zcela klicovd pro oplozeni oocytu. Dalsi
strukturou zajist'ujici spravny vyvoj a dostatek vyzivy pro spermie jsou Sertoliho buriky

(Creasy, 2013).

4.3.2.1. Sertoliho buriky

Sertoliho bunky jsou lokalizovany pfimo ve varleti a jak jiz bylo vySe zminéno,
zprosttedkovavaji fyziologicky vyvoj spermii, jejich vyzivu, fagocytdzu patogennich ¢astic
s potenciondlni schopnosti narusit vyvoj a funkce spermie, a nemén¢ diillezitou produkci
Anti-Miillerianského hormonu (AMH). Tyto bunky tvofi zarodeény epitel tubuli seminiferi

a zasahuji do vSech vyvojovych stadii (Griswold, 1998).

4.3.2.2. Leydigovy buriky

Leydigovy buniky postnatalniho tzv. ,,adultdlniho typu* s vyssi produkei testosteronu
se tvofi ve varleti z pivodnich prekurzorovych bun€k. Obecné se Leydigovy buiiky déli do
tti vyvojovych fazi: progenitorova, nezrala a zrald. Vyvoj adultalnich Leydigovych bunék je
dokoncen v obdobi puberty. Jejich funkci je vytvaret testosteron, ktery dava vzniku
sekunddrnim pohlavnim znakiim muze a udrzuje fyziologicky prubéh spermatogeneze.
Jednou z jejich vlastnosti je, ze tyto buiky nemaji schopnost proliferace, ale v ptipadé
poskozeni se mohou regenerovat pomoci latky ethan dimethansulfonat (EDS) (Benton,

1995).

1.2.3 Posttestikularni zrani

Zralé spermie opousti varlata, pokladaji se za morfologicky vyzralé. Avsak jesté
nenabyli schopnosti fertilizace. Tuto schopnost ziskavaji v prubéhu posttestikularniho zrani.
Prvni faze, znamd jako epididymalni maturace, zahrnuje aktivaci signalnich drah,
epididymalni epitel secernuje proteiny, které se zabudovévaji do reprodukéniho Ustroji

muze. Béhem toho slozitého procesu spermie ziska schopnost pohyblivosti. Dalsim krokem
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je kapacitace (zminéna v kap. 4.3.1). Jiz v padesatych letech minulého stoleti vyzkumnici
Chang (1951) a Austin (1952) pfisli na to, ze spermie by v zenském pohlavnim traktu méla
byt ur¢itou dobu, aby ziskala schopnost fertilizace béhem procesu kapacitace. Tento proces
se nazyva hyperaktivace spermii. Diky jejich vyzkumu je kapacitace dnes povazovéana za

nezbytny proces pro fertilizaci (Buffone, 2014).

1.2.4 Hormonalni regulace spermatogeneze

Tvorba spermii je slozity a komplexni proces, ktery musi podléhat fadné hormondalni
regulaci, ktera je poskytovana endokrinni a parakrinni cestou. Ustfednimi hormony tu jsou
luteiniza¢ni hormon (LH) a folikulostimula¢ni hormon (FSH) a mimo jiné i Leydigovymi
bunkami tvofeny testosteron. Sertoliho burnky disponuji transmembranovymi receptory pro
FSH a Leydigovy bunky pro LH. Nejvice se na regulaci spermatogeneze podili praveé

testosteron a FSH (Sofikitis, 2008).

Cely proces regulace za¢ina v hypotalamu, kde je utvafen gonadoliberin (GnRH —
gonadotropin-releasing hormone). Ten je pomoci nervovych drah transportovan do
adenohypofyzy, kde stimuluje tvorbu glykoproteinti LH a FSH, které maji pfimy uc¢inek na
funkci varlat. Hlavni ulohou FSH je podpora proliferace Sertoliho bun¢k u chlapci
Vv prepubertalnim v€ku mezi 6. az 11. rokem zivota. MnoZstvi Sertoliho bun¢k pak ovliviiuje
V puberté vyvoj varlat, mnozstvi vytvofenych spermii a v rané fazi intrauterinniho vyvoje
zajist'uji 1 vyvoj primarnich muzskych pohlavnich znakt prostfednictvim sekrece AMH
¢imz se potla¢i znaky Zenského pohlavi. Piestoze i muzi pro fyziologické procesy vyzaduji
nizké koncentrace typicky zenského hormonu estradiolu, v rozmezi 40-161 pmol/l. Na
druhou stranu luteiniza¢ni hormon (LH) mé pfevazné pouze za ukol regulovat syntézu

testosteronu a sestup varlat (Holdcraft, 2004, Sharpe, 2003).

1.3 SloZeni ejakulatu

Ejakulat se sklada ze dvou zakladnich komponent — spermii (10%) a seminalni
plazmy (90%). Jak je jiz na pfedchozich stranach feceno, spermie jsou produkovany
v semenotvornych kanalcich varlat (tubuli seminiferi). Druhou slozku pfedstavuje smés celé
fady sekretli z prostaty, bulbouretrdlnich zldz, semennych vackl, prostaty, Littrého
uretralnich Zlaz, varlat a nadvarlat. Nejvice se na objemu podili sekret semennych vacku (cca
65-75%), dalsich 15-30% vyprodukuje prostata a zbyvajicich 1-5% vytvofi Littrého a

bulbouretralni zlazy.
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Mnozstvi ejakulatu se odviji od mnoha faktort jako je ¢innost Sertoliho bungk,
zdravotni stav a predesla sexualni aktivita. V priméru se uvadi 2-5 ml, coz ¢ini 40-600
miliont spermii v daném objemu. Z toho tedy vypliva ze na 1 ml spermatu pfipada 20—-120
miliont spermii.

sekretll pohlavnich zlaz v urogenitalnim traktu, a proto lze ejakuldt rozdé€lit na tii Casti
(podily). Prvni obsahuje vymésky z bulbouretralnich a Littrého zlaz (tzv. parauretralni).
Druha ¢ast je tvofena z prostatické tekutiny a malého mnozstvi tekutiny z ampuli pfivodnych
kanalkt a nadvarlat. Posledni ¢asti je sekret ze semennych vacka, ktery tvoii prevaznou

vétsinu ejakulatu (Puppo, 2016).

1.4 Seminalni plazma

Jako seminalni plazma se oznacuje tekuté prostiedi, ve kterém se spermie nachazi.
Jedna se o acelularni smés tekutin z nadvarlat a ptidatnych pohlavnich Z1az jako je prostata,
bulbouretralni zlazy a seminalni vacky (Ul¢ova-Gallova, DrSc., 2013, Rodriguez-Martinez,
2011). Vsechny tyto sekrety se nerovnomérné promichaji béhem ejakulace, z ¢ehoz vypliva,
ze ejakulat neni homogenniho slozeni (Puppo, 2016). Z biochemického hlediska se tato
tekutina sklada z velké casti z proteinli, cukri a tukovych kapének, pficemZ vymésky
Z jednotlivych zlaz maji rizny podil téchto slozek. Radové se jedna o 100 az 200
jednotlivych proteinti ¢i peptidi. To ¢inni 25-55 g/1 bilkovin v lidském ejakulatu. Seminalni
plazma nepiedstavuje jen misto pro pohyb spermii, ale plni i ochranné imunologické funkce.
Vyssi vyskyt bunek specifické 1 nespecifické imunity (lymfocyt, makrofag, monocyt) ma
casto za nasledek muzskou infertilitu. Stejné tak fertilizaci znacné snizuje ptitomnost slozky
komplementu C3, alfa 1 — antitrypsin a lyzozym. Déle seminalni plazma pfirozen¢ obsahuje
jednoduchy cukr fruktézu, ktera je primarnim zdrojem energie pro spermie a umoziuje jim

spravnou motilitu a enzymatické funkce pii procesu oplozeni.
ktera je dulezita pro nasledné zkapalnéni spermatu, které nastava 30—60 minut po ejakulaci.

Tento sekret ma ve svém objemu fadu antioxidantd a biogenni prvky — Ca, Zn, Mg.

V seminalni plazmé¢ 1ze laboratorné stanovit urcité markery. Pro prostatu se nejcastéji
stanovuje zinek, kyselina citronova a kysela fosfataza. U nadvarlat se stanovuje neutralni

alfa-glukoronidaza a volny L-karnitin. U semennych vacku je typické stanoveni fruktozy
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spolu s prostaglandiny. Snizena sekrece téchto markert je nejéastéji spojovana s infekénim

prubéhem, a tedy 1 vysSim podilem bilych krvinek.

Uvadi se, ze semindlni plazma ma mnohem vice funkci, nez by se mohlo zdat, krom
zajisténi viabilita a motility spermii také napoméhd integraci do Zenského pohlavniho

sekretu (Ul¢ova-Gallova, DrSc., 2013, Rodriguez-Martinez, 2011).

1.4.1 Bilé krvinky

Peroxidazovou barvici metodou nebo imunocytologicky lze zjistit zastoupeni bilé
krevni fady vsemindlni plazmé. Za upiednostiovanou metodu je povaZovana
imunocytologie, protoze dokaze odhalit vSechny typy bilych krvinek. NejzastoupenéjSimi
bunkami jsou granulocyty (50-60%), dale jsou makrofagy (20-30%) a T-lymfocyty (2-5%).
Pokud vsak pocet bilych krvinek piekro¢i hranici 10° WBC/ml spermatu, jednd se o
leukocytospermii, ktera se vyznamné podili na muzské infertilité (10-20% vsech piipad).
SniZzuje pocet a motilitu pohlavnich buné€k a snizuje schopnost spermii proniknout do oocytu.
Za hlavni zdroje téchto bun¢k se povazuji nadvarlata spolu s prostatou — nezanétlivy ptivod.
Dtkazem pro to je, Ze muzi po vasektomii maji v ejakulatu niz§i pocet WBC. U muzi
s prostatitidou je vyrazné sniZzena kyselina citronova diky nadbytku bilych krvinek
pochazejicich ze zanétu — zanétlivy puvod. AvsSak statisticky je az 80%
leukocytospermatickych vzorkti negativni na mikrobiologické vySetfeni. Mnohem vétsi
podil na tom maji reaktivni formy kysliku, které maji dlouhodoby efekt, na rozdil od infekci
muzského urogenitalniho, se kterym se semindlni plazma dokaze diky svym komponentdm

relativné rychle vypotadat.

Mimo zanétlivé a nezanétlivé pficiny zvySenych hodnot WBC existuje jesté vliv

uzivani alkoholu, koufeni cigaret a marihuany (Wallach, 1995).
1.5 Antioxidanty ve spermatu

151 Zinek

Zinek je pro ¢loveéka dulezitym biogennim prvkem piijimanym v potraveé. V celém
téle se ho nachazi okolo 2-3 gramt. Mezi jeho hlavni funkce fadime: syntézu DNA,
proteosyntézu, genovou expresi, metabolismus vitamini a mastnych kyselin, syntézu
hormonti, apoptdzu a fertilitu. Tento antioxidant zajist'uje funkci vice nez 300 enzymt, jedna
se 0 zcela univerzalni latku, jejiz deficit mé dopad na cely organismus. Dochazi k poruse

membranové signalizace, naruSeni biosyntézy steroidnich hormonti v Leydigovych buiikach
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(testosteron) protoze tyto buriky uz hife reaguji na ptisobeni gonadotropniho hormonu, a
reaktivni formy kysliku snaze plisobi na vyvoj spermii. Mimo jiné jeho deficit zptsobuje
atrofii semennych kanalkt, coz vede k poruse spermatogeneze. Oxidativni stres je brzkym
ukazatelem deficitu zinku. Diky citlivosti spermatogeneze se jeho vliv projevi dfive a snaze
nez na jinych tkanich. Nedostatek zinku se samoziejmé& projevuje i na kvalité klize a jejich

derivati spolu se zazivanim, ale to uz neni pfedmétem této prace (Nair, 2005).

152 VitaminE

Jedna se o nepostradatelnou slozku potravy, kterd spolu s dal§imi esencidlnimi
latkami zajiSt'uje spravné funkce organismu. Patfi mezi v tucich rozpustné vitaminy a nese
v sobé dvé skupiny aktivnich latek — tokoferoly a tokotrienoly. Z potravy mtizeme ziskat
jeho nejvice aktivni formu a to d-alfa-tokoferol. Je to vyborny antioxidant, ktery v prvni fadé
chrani membranu spermii pied pisobenim ROS a oxida¢nim stresem, ktery v dob¢ infekce

vyvolavaji bilé krvinky.

Jiz na konci minulého stoleti doktorka Eli Geva béhem svych experimentt dokazala,
ze pouze jednomésic¢ni l1écba suplementaci vitaminem E meéla za nasledek snizeni miry
lipoperoxidace a tim i zlepSeni fertility muzi v tomto experimentu. V pivodnim planu byla

davka 200 mg alfa-tokoferolu stanovena na dobu tfi mésict (Geva, 1996).

153 VitaminC

Vitamin C je jednim z nejvice popularizovanych vitamina viibec. Jeho efekt saha od
imunity pifes onkologii, proces starnuti az po spermie. Je to ve vodé rozpustny vitamin a
s jeho koncentraci je spjata motilita, morfologie i koncentrace spermii v ejakulatu. Na
zakladg studii doktora E. B. Dawsona, pfi niz kufakiim podaval suplementy vitaminu C, bylo
zjisténo Ze pouhé tydenni uzivani doporuc¢ené denni davky (DDD) staci pro zlepSeni celkové
kvality spermii. Vitamin C poskytuje ochranu membranovym lipoproteinim a tuzce
spolupracuje s vitaminem E (Dawson, 1992). Bylo rovnéz dokazano, Ze se zvySujici se

koncentraci ROS ve spermatu vyrazné klesa i hladina vitaminu C (Lewis, 1997).

154 Koenzym Q10

Jako vitamin C i tato slou¢enina je v nasem téle vSestrannou molekulou. Predstavuje
nedilnou ¢ast bunécného dychaciho fetézce a jeji koncentrace v semindlni plazmé odrazi i
kvalitu spermii a rovnéz je chrani pted negativnimi G¢inky volnych radikald (Mancini,
1994). Pouziva se i pro posouzeni miry poskozeni oxida¢nim stresem jako pomér ubiquiolu

a ubiquinonu, kdy se jedna se o jeho redukovanou a oxidovanou formu (Alleva, 1997).
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2 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

2.1 Role kysliku v organismu

Kyslik je zakladni Zivotni podminkou pro ¢lovéka a nelze jej nijak nahradit. Dfive
nebylo pfedpokladéano, Ze by kyslik mohl mit jakykoliv negativni vliv na Zivy organismus ¢i
jej dokonce usmrtit. V priabéhu evoluce jsme se, spolu s dalsimi Zivo€ichy, naucili vyuZzivat
molekularni kyslik jako kone¢ny produkt v oxidativni respiraci. Timto na$ organismus
ziskavéa potiebné mnozstvi energie, které by ndm anaerobni oxidace nebyla schopna
poskytnout. S odliSnym pohledem na véc prisla trojce muzi, ktefi se jiz predtim zdsadné
prosadili na poli ptirodnich véd — Joseph Priestley a Carl W. Scheele, objevitel¢ kysliku, a
Antoine L. de Lavoisier, objevitel oxidace. Pfisli se zjisténim, Ze kyslik neni Cisté jen
nezbytnou komoditou pro nasSe télo, ale zarovei latka vysoce toxicka. Je schopny zahdjit
kaskadu redoxnich reakci, které pak maji za nasledek poskozeni bunéénych struktur, celych

buné¢k i samotnych organismu (Gilbert, 1981).

Zlom nastal az v roce 1959, kdy k plnému pochopeni této problematiky pomohla
doktorka Rebeca Gerschman, ktera popsala a experimentalné ovéfila mechanismus toxicity
kysliku na molekuldrni urovni. Dospéla k zavéru, Ze kyslik je skodlivy diky produkci
volnych radikala — ¢ili reaktivnich forem kysliku (ROS) (Datta, 2000). Pod pojmem volné
radikaly je nejznamé;jsi prave kyslik, ten vSak tvofi dalsi funk¢éni skupiny, které patii do této
skupiny latek. Je to skupina atomii ¢i dokonce samotny atom, ktery ma volny, nesparovany,

elektron ve valencni vrstvé. Prave ta interaguje s dal$imi atomy a zajistuje chemické reakce.

MW

ROS. Tento proces, znamy také jako lipoperoxidace, pusobi konkrétn€ na nenasycené vyssi
mastné kyseliny (VMK), které se nachazi v lipidové membrané. Mechanismus tohoto
procesu lze popsat jako vytrZzeni atomu vodiku z fetézce metylenové skupiny mastnych
kyselin. Velkym problémem této reakce je skuteCnost, ze jedna narusend molekula ptisobi
jako volny radikal na dalsi a strhne se tak fetézova reakce. Radikaly, které se tohoto procesu

nejvice ucastni jsou hydroxylové, peroxylové a alkoxylové (Girotti, 1985).

2.1.1 Typy ROS

Mezi ROS zahrnujeme radikaly hydroxylové (OHe), peroxylové (ROQe¢), dusiku,
oxidu dusnatého (NOe) a dusi¢nanu (NOg*), alkoxylové (RO¢), peroxynitritu (ONOQ®),
singletovy kyslik, superoxidu (+O?%), a ozon (Osz). Vsechny tyto radikaly disponuji
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neparovym elektronem, avSak do skupiny ROS fadime i dvojici latek, které maji ve své
vrstvé sparovany elektron, a tudiZz nejsou volnymi radikaly, jednéd se o peroxid vodiku a

peroxid lipidu. PIni funkci zdsobarny reaktivnich radikalt OHe, ROO¢ a ROe.

Mechanismus pfemény molekuldrniho kysliku z uzite¢ného na Skodlivy az
destruktivni byl popsan jako jednosmérna redukce kysliku. Oxidacni sila molekulového
kysliku je korigovana kinetikou, kterou disponuje diky dvéma neparovym, spinoveé
paralelnim elektroniim. K jednosmérné redukci dochazi piijetim Ctyt elektronti od donoru za
vzniku vody, a tim procesem vzniknou hydroxylové radikaly, superoxid a peroxid vodiku.

K nejreaktivnéj$im radikalim se fadi pravé radikal hydroxylu (Datta, 2000).

Mimo tyto hlavni skupiny sem patii neméné¢ dulezita skupina, a to reaktivni formy
dusiku (RNS), jako subtyp ROS. Tuto skupin predstavuji piedevsim oxid dusnaty (NOe),
oxid dusi¢ity (NOz¢) a peroxidnitrit (ONOQO") (Takeshima, 2021).

2.1.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku nepatii mezi nejreaktivnéjsi molekuly, je fazen mezi tzv. neradikaly.
Tato skutecnost se vSak zméni v reakci s endogennimi ionty kovl. Spole¢né tak vyprodukuji
hydroxylové radikaly, které se vyznacuji vysokou reaktivitou. Diky této skute¢nosti je
peroxid vodiku jednou z molekul, které ve velké mife zapticinuji oxidacni stres ve spermatu.
Poskozuji DNA v hlavi¢ce spermie a enzym laktoperoxidazu (LPO) zajistujici nespecifickou

humoralni imunitni odpovéd’ ve spermatu (Arnoult, 1996).

2.1.3 Superoxid

Tento aniont vznika pouhym pfidanim nadbyte¢ného elektronu k plivodni molekule
kysliku (O2). Superoxidovy aniont (O2¢") produkuje, po dismutaci katalyzované pomoci
SOD, peroxid vodiku (H202). Dale je schopen zménit svou formu a stat se peroxylovym
(ROO¢) ¢i hydroxylovym (*OH) radikalem. Jednou z mala chemickych sloucenin, které jsou
schopny pfimym zpiisobem anulovavat toxicky vliv superoxidu a z né€j dalSich vznikajicich

radikalt je vitamin E.

2.1.4 Hydroxylovy radikal

Jak jiz bylo zminéno, tento radikdl vznikd primarné¢ diky peroxidu vodiku.
Sloucenina reaguje ve vétSin€ piipadech s pfechodnym kovem za vzniku hydroxylového
aniontu a hydroxylového radikalu. Tomuto procesu se fika Fentonova reakce. Tento radikal

se fadi k toxickym oxida¢nim latkam. Jeho proces poskozeni spermii je obdobny jako u
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jinych slou€enin, napada strukturu lipidovych membran spermii a tim ji zcela degeneruje

(Cadet, 1999).

2.15 RNS

Jak jiz bylo popsano, obecné ROS lze klasifikovat do téchto dvou hlavnich skupin —
volné radikaly (hydroxylové radikaly, superoxidovy aniont, peroxylové radikaly) a tzv.
neradikaly (peroxid vodiku, kyselina chlorna). Mimo tyto hlavni skupiny sem vSak patfi
neméné dulezité latky, a to reaktivni formy dusiku (RNS), jako subtyp ROS. Tuto skupin
predstavuji pfedevsim oxid dusnaty (NO¢), oxid dusi¢ity (NO2¢) a peroxidnitrit (ONOO).

Dale se sem také jako u ROS fadi tzv. neradikaly dusiku jako kuptikladu kyselina
dusi¢na (HNO), dinitrogen tetraoxid (N20s). Vyzkumy bylo zjisténo, ze tyto molekuly jsou
nedilnou soucasti metabolismu a Zivota rostlin. Je to urcita varianta nasich ROS, plni funkci
signalnich molekul v rdmci odpovédi na stres plisobici na rostliny. Konkrétné oxid dusnaty
(NOe) ve spojeni s ROS je kli¢ovy mediator v obrané reakci viici patogeniim. Korelace ROS

a RNS ma vsak piesah az k zivo¢ichlim a jejich t¢inek je uplatiiovan v moderni medicing.

2.1.6 RNS vV eukaryotickych organismech

Molekula oxidu dusnatého (NOe) mé& v ZzivocisSném organismu funkci
intracelularniho posla, ktery se podili na udrzeni spravné funkce svalového, nervového a
imunitniho systému. Neni tedy divu, Ze mu byl ¢asopisem Science udélen v roce 1992 titul

“molekula roku” (Del Rio, 2015).

2.2 Produkce ROS

Z dtive uvedenych skutecnosti by se dalo fici, ze ROS nemaji pro nase télo zadny
pozitivni vliv a jsou pro lidsky organismus nepfirozené. Opak je vSak pravdou, existuje
uréita skupina bunék, pro které je proces tvorby ROS zcela zasadni — makrofagy, leukocyty
1 samotné spermie. Fagocyty zajiSt'uji obranou reakci organismu za pomoci tzv. oxida¢niho
vzplanuti (Datta, 2000). AvSak i tato zdanlivé fyziologicka reakce muiize byt pfehnana az
nadbyte¢nd a miize ¢lovéku uskodit. Pokud aktivované granulocyty vyprodukuji nadmiru
ROS, muze dojit k poSkozeni nejen patogennich agens, ale i lidské tkané (Wallach, 1995).
ROS je ve velice malém mnozstvi prospéSny napiiklad pro maturaci spermie i splynuti
oocytu a spemie. Dale ROS obvykle zprosttedkovava bunéénou proliferaci a apoptotické

dréhy, které reguluji bunéény cyklus a programovanou bunécnou smrt (Takeshima, 2021).
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Tato skupina tvoii vSak jen malou ¢ast produkce volnych kyslikovych radikald v
bunice, vétSinové se na ni podili elektrony. Jedna se o elektrony, které se uvolnily z
elektronového transportniho fetézce v mitochondriich a endoplazmatického retikula (ER)

(Datta, 2000).

2.3 Chemicky proces premény kysliku

Mechanismus pfemény molekuldrniho kysliku z uZiteéného na Skodlivy az
destruktivni byla popsédna jako jednosmérna redukce kysliku. Oxidacni sila molekulového
kysliku je korigovana kinetikou, kterou disponuje diky dvéma neparovym, spinové
paralelnimi elektrony. K jednosmérné redukci dochazi piijetim Ctyt elektronti od donoru za
vzniku vody, a tim procesem vzniknou hydroxylové radikaly, superoxid a peroxid vodiku.

K nejreaktivnéj$im radikaliim se fadi pravé radikal hydroxylu (Datta, 2000).
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3 VLIV ROS NA SPERMIE (LIPOVA PEROXIDACE,

FRAGMENTACE DNA, APOPTOZA)

Na zaklad¢ studii Jonese (Jones, 1979), Aitkena (Aitken, 1989) a Alvareze (Alvarez,
1987) bylo prokadzano, ze ROS skute¢né¢ poskozuji kvalitu ejakuldtu, a to konkrétné
naruSenim membrany spermie nasycenymi mastnymi kyselinami. To mé za nasledek pokles

fluidni schopnosti membrany. Dale u spermie dojde ke ztraté pohyblivosti a umira.

Toto potvrzuje i1 laboratorni vyzkum provadény na pohlavnich bunkéach kiecka
béhem penetracniho testu. Ejakulat s vysokym podilem ROS, produkovanych aktivovanymi

granulocyty, potlacily oplozovaci schopnost spermii (Wallach, 1995).

Ejakulat se da rozclenit na dvé slozky — semindlni plazma a spermie. Seminalni
plazma je podstatnd Cast ejakulatu, zajiStuje vyzivu spermiim a zajistuje jejich viabilitu

(Crha, 2011).

Jednou z dalSich tloh seminalni plazmy je schopnost inhibovat oxidativni G¢inky
ROS a predchazet tak poskozeni spermii. Ochranou roli déle plni v jejim objemu
antioxidanty. Mezi nejznaméjsi se fadi: albumin, transferin, laktoferin, vitamin C,
superoxiddismutaza, zinek a kyselina mocova. Na zakladé vyzkumi se zjistilo, ze kazdy
muz disponuje odliSnou schopnosti seminalni plazmy chranit spermie pted G¢inky volnych
kyslikovych radikal. Bylo zji§téno, ze pro jedince s poctem granulocytil ve spermatu 0,6 x
10%/ml, jejichz semindlni plazma neplni ochranou funkci, je tato koncentrace schopna
poskodit gamety. Naopak u muzi s vys§i schopnosti seminalni plazmy chranit kvalitu
spermatu je tato koncentrace zanedbatelnd. Z tohoto diivodu je diagnostika muZské
neplodnosti problematicka. Rovnéz se uvadi, ze k poSkozeni ROS dochazi ptevazné v
nadvarleti a varleti diky prodlouZené¢ho kontaktu gamet s krevnimi buitkami (Wallach,

1995).

Typickym rozborem ejakulatu, ktery je znehodnocen ptasobenim ROS a peroxidaci
lipidd je vysoka hladina polynenasycené mastné kyseliny (PUFAs), nizkd koncentrace
antioxidantl a porucha mechanismi opravujici membranu poskozenych spermii. Stejné tak
jako ejakulat, tak 1 tkan muzského reprodukéniho systému je vysoce senzitivni viici ucinku

ROS, coz se odrazi i na tvorbé a vyvoji spermii.
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JiZ na konci minulého stoleti bylo zjiSténo, Ze celkovd koncentrace volnych
kyslikovych radikala ve spermatu je vyssi u pfipadu oligospermii a u muzt s morfologickou

odchylkou pohlavnich bunék na rozdil od pacinet s morfologicky normélnimi spermiemi.

Prestoze plsobeni ROS na spermie je z hlediska fertility pfevdzné nepiiznivé,
existuje 1 vyjimka. UrCitd nizkd koncentrace ROS je potfebna pro fyziologicky vyvoj
spermii, stejnak jako ROS produkované fagocyty pro potfeby obrany proti patogennich
agens. Proto je tolik dulezité, aby produkce ROS byla v mezich, které umoznuji vyvoj a
maturaci zralych zdravych spermii. Dalsi diileZitou slozkou zajist'ujici ochranu pro normalni
vyvoj spermii je tzv. vychytavac€ volnych radikala (ROS scavenger). Do této skupiny fadime
enzymy superoxiddismutazu (SOD), glutathion peroxiddzu (GPX), indoleamin dioxygenazu
(IDO) a katalazu (CAT). Dalsi neenzymatické latky jsou napiiklad glutathion, vitamin E a
vitamin D. Enzymy CAT, GPX a SOD jsou velmi zndmou triddou a maji Uzce spjaté
pisobeni i1 ucinek. Nachazi se ve velkém poctu ve vSech aerobnich buiikach, at' uz

eukaryotickych ¢i prokaryotickych.

Vyzkumy bylo zjisténo, ze nadmérna produkce ROS ve tkani varlete velmi Casto
muze vyrazné zpomalit vyvoj a zrani spermii nebo poskodit tkan zajistujici jejich vyvoj,

narusit jejich morfologii 1 funkci (Alleva, 1997).
3.1. ROS scavengers

3.1.1 Superoxiddismutaza (SOD)

Jak jiz bylo zminéno, fadi se do triady enzymu vyznamnych pro vychytani ROS. Jeji
konkrétni u€inek je takovy, ze katalyzuje proces dismutace superoxidového aniontu. Timto
vznika stabilni molekula peroxidu vodiku a kyslik (Drevet, 2006). Tento proces zajistuje v
bunice endogenni obranou schopnost proti oxida¢nimu stresu. Mimo tuto funkci zajistuje
superoxiddismutaza je$té i1 obranu proti zanétu a apoptdze. Vyzkumy bylo zjisténo, Ze
prestoze se SOD v téle vyskytuje zcela prirozené€ a jeho funkce je pro nés velice dilezita,
jeho koncentrace se vlivem zvySujiciho se v€ku a genetickych dispozic klesd. SOD je na
zéklad¢ schopnosti vazat kovy délen do nékolika tfid. Déle se v tomto d€leni uplatiuje
citlivost na chemicka Cinidla, a i distribuce kovi v buiice. RozliSujeme SOD vazajici méd’
a zinek (Cu/ Zn — SOD) a dale SOD sloucen s manganem (Mn — SOD). Prvni typ pfevazné
chréni intracelularni prostor — cytoplazmu. Uéinek druhého typu SOD se zamé&fuje pievazné

na ochranu mitochondrii. U tohoto enzymu a rovnéz antioxidantu by se dalo popsat mnohé,
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jeho terapeutické vyuziti, vedlejsi t€inky 1 genetika. To vSak neni cilem této prace (Noor,

2002).

3.1.2 Glutathionperoxidaza (GPX)

Stejnak jako SOD 1 glutathionperoxiddza mé vice funkci neZ jen antioxidativni,
avSak v rozsahu této prace se budeme vénovat jen tomuto odvétvi. I zde rozliSujeme vice
typit GPX v zavislosti na jejich konkrétni funkci, a to GPX1 az GPXS8. Obecné udrzuji
obranu proti oxida¢nimu stresu i rovnovahu v redoxnich reakcich. GPX1 — 4 a GPX6 jsou
funkéné sprazeny s aminokyselinou selenocystein, ktery vyuZzivaji jako své aktivni centrum.
Ke snizeni toxicity ROS dojde diky nésledné redukci peroxidu vodiku ¢i organickych
hydroperoxidi na vodu nebo piislusné alkoholy. Katalyzatorem této reakce je pravé

glutathion.

GPX1 je oznaCovana za typicky cytoplazmatickou, z casti se vSak nachdzi i v
mitochondriich. Pravé tato glutathionperoxidaza byla jako prvni objevena a je nejvice

exprimovanou GPX. Jeji hlavni funkci je katalyzovat glutathion a podpofit tak redukci ROS.

Za ponékud vyjimecny by se dala povazovat glutathionperoxidaza 4, ktera jako

jedina z rodiny GPX dokéze ptimou redukci lipidovych hydroperoxidi.

Dalsi skupinou glutathionperoxidaz tvoii GPXS a GPX7 — 8. Aktivni centrum téchto
latek netvofti selenocystein, nybrz zbytky aminokyseliny cystein. GPX8 i 7 jsou lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu (ER) a jsou soucasti procesu tzv. oxidativniho skladani
proteinlt v dané organele a GPX8 rovnéz koriguje hladinu dvojmocnych vapenatych
kationtd. Pro nase ucely je vSak podstatnéjsi hladina GPXS. Ta je pfevazné exprimovéana v

nadvarleti a chrani spermie pfed pisobenim oxidativniho stresu.

Mechanismus t¢inku GPX funguje tak, ze GPX spolupracuje s enzymem katalazou
a timto spole¢né vytvaii enzymaticky antioxida¢ni systém. Tento systém nasledné slouzi ke

snizeni negativniho vlivu ROS a snizuje jejich toxicitu (Pei, 2023).

3.1.3 Katalaza (CAT)

Patii k jednomu z nejzastoupenéjSich antioxidantl ve tkanich. Tato latka jako svij
kofaktor vyuziva dva kovy — mangan ¢i Zelezo. Nejcetnéjsi misto lokalizace jsou
peroxizémy v bunikach, vyjimkou jsou mitochondrie, které timto enzymem nedisponuji. Kov

katalyzuje redukci peroxidu vodiku zprostiedkovanou CAT na vodu a kyslik. Bylo zjisténo,
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ze katalaza je natolik U€innd, Ze dokaZe za jednu sekundu zredukovat miliony molekul

peroxidu vodiku (Ighodaro, 2018).

3.2 VIliv ROS na spermie — lipoperoxidace

Plazmatickou membranu spermie tvoii lipidy, zejména polynenasycené mastné
kyseliny, tzv. PUFAs. Tyto slouceniny, i1 jejich metabolity, jsou nanestésti velmi citlivé
podminkdch ma muz optimalni hladinu antioxidant, diky omezenému objemu a
omezenému cytoplazmatickému prostoru v téle spermie je snizena dostupnost
intracelularnich antioxidantt, které by toto poSkozeni potlacily (Koppers, 2008). Plati zde
piima umeéra, Ze ¢im vice dvojnych vazeb, tim snazsi peroxidace. Mezi nejznamé;jsi zastupce

radime kyselinu dokosahexanovou (DHA), eikosapentanovou (EPA) a arachidonova (AA).

Lipoperoxidace v hojné mife poskozuje membrany bun€k, lipoproteiny a dalsi slozky
bunék. Dochazi zejména k peroxidaci slozek bunééné membrany, jakou jsou nenasycené
mastné kyseliny, glykolipidy i cholesterol. Tento proces miize byt vyvolan n¢kolika Ciniteli,
mezi prvni se fadi volné radikaly - napf. peroxylové a hydroxylové radikaly. Tyto slou¢eniny
nejcastéji pochazi z redukce peroxidu vodiku za pfitomnosti atomt Zeleza. Druhou skupinu
vyvolavatelu lipoperoxidace tvofi tzv. neradikalové slouceniny (viz kapitola 2.1.5 RNS),
jako jsou singletovy kyslik, ozon a peroxynitrit, tvofené reakci oxidu dusnatého a

superoxidu.

Lipoperoxidace ma tii stézejni faze: iniciaci, propagaci, terminaci. Jedna se o
fetézovou reakci, kterd vyusti ve ztratu fluidity pro oplozeni a viability spermii. Béhem
iniciace se atomy vodiku vyvazou z dvojné vazby uhliku na uhlik v nenasycené mastné
Kyseling. Tyto volné atomy vodiku pak slouzi jako pohon pro volné radikaly. Druha faze,
propagace, zahrnuje tvorbu lipidovych radikali. Tyto radikaly posléze reaguji s kyslikem za
vzniku peroxylovych radikala. Pokud nastane situace, ze v reakci jsou pfitomny atomy kovii
jako je méd’ ¢i zelezo, atomy vodiku jsou jimi extrahovany z nenasycenych mastnych kyselin
k produkci dalSich lipidovych radikalt a lipidového peroxidu vodiku. Terminace je posledni
faze celého procesu a nové vzniklé radikdly zde reaguji s molekulami lipidi za vzniku

pievazné cytotoxickych aldehydu.

K hlavnim produktim lipoperoxidace patii: 4-hydroxynonenal (4-HNE),
malondialdehyd (MDA) a akrolein. MDA je hlavni biomarker pro sledovani PUFA
peroxidace v bunkéch, zatimco 4-HNE je povazovan za hlavni produkt peroxidace PUFA.
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Casto byly jeho vysoké koncentrace zjistény v plazmé a organech po vystaveni oxidativnimu
stresu. VétSinou se uvadi jako tzv. byproducts, protoze jejich vznik neni primarnim cilem
lipoperoxidace. Uvadi se, ze mnozstvi téchto naméfenych produktid odpovida tzv. Indexu
peroxidace lipidd, jak in vitro, tak in vivo. VSechny tyto produkty maji spole¢né nejen to, Ze
naru$uji membranu muzskych pohlavnich bunc€k, rovnéz se vdzou a rozrusuji
mitochondrialni proteiny elektronového transportniho fetézce. To vyusti v unik elektronti a
tim se snizi potencidl mitochondridlni membrany, produkce ATP a na to navazujici

pohyblivost spermii.

Jednou z metod méfeni je kvantifikace MDA za pomoci TBAR -

spektrofotometricka reakce s kyselinou thiobarbituratovou (Takeshima, 2021).

3.3 VIiv ROS na spermie — fragmentace DNA spermii (SDF)

Deoxyribonukleové kyselina se nejcastéji zndzoriiuje ve své “B formé” a ma
dvouvldknovou strukturu. Jeji fragmentace mize byt jednovlaknova (ss-) ¢i dvouvlaknova

(ds-).

Existuji dva hlavni faktory vedouci k fragmentaci spermiadlni DNA — snizené
mnozstvi antioxidanti a nadbytek ROS. Tyto dva cCinitelé jsou alfou a omegou celé
problematiky oxidativniho stresu. Otazkou zlstava, pro¢ je DNA spermie, tak citliva k
poskozeni, 1 ptes veSkeré ochranné mechanismy, kterymi nase télo disponuje. Je to
disledkem chyby pifi kompakci chromatinu béhem spermiogeneze, kdy se chromatin
stlacuje, aby byla zajisténa pevna struktura jaderné hmoty. Tato konkrétni chyba zaptic¢ini
poruchu substituce histonu za protamin. Kdyz protaminy nahrazuji v chromatinové struktuie
histony, dochazi ke stabilizace DNA spermie tim, ze se navazou na fosfatovou Cast
nukleotidu tvofici tzv. kostru DNA molekuly. Toto poskozeni ROS nejbéZnéji nastava
béhem migrace spermii ze semennych kanalkli do nadvarlete. VSechny tyto procesy vedou
k vysoké tvorbé a koncentraci dvou podstatnych nukleosidd: 8-hydroxy-guaninu (8-OHG) a
8-OH-2'-deoxyguanosinu (8-OHdG). Zvysena koncentrace druhého zminéného produktu je
typicka pro SDF (Takeshima, 2021).

Oprava takto fragmentované DNA (ss-DNA) neni snadna a miize probihat jen ve
specifickych fazich spermiogeneze. Jakmile se spermie dostanou do oblasti nadvarlat,
opravné mechanismy béhem kondenzace tam nejsou funk¢ni. Druhou, a ponékud riskantni,
prilezitosti k opravé SDF je pravé oocyt. Prace Dr. Wellse zjistila, Ze s rostoucim vékem
matky, klesa schopnost jejiho oocytu reparovat poSkozené DNA spermie (Wells, 2005).
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Vyskyt ds-DNA zlomil bez zajiSténi opravy ma za nasledek kritickou nestabilitu genomu a

apoptozu (Sakkas, 2010).

Existuje termin “late paternal effect”, ktery se vyznacuje zvySenym mnoZzstvim SDF
v ejakulatu. Tento jev ma skodlivy vliv na vyvoj embrya (Tesarik, 2004). Diagndza
zminéného efektu spociva ve vysetteni DNA integrity pohlavni buiiky. K tomu se pfistupuje
v pfipadé, Ze i po opakovanych cyklech umélého oplodnéni nedoslo ke gravidité. Takovato
embrya vznikld spojenim zdravého oocytu a spermie s vysokou mirou SDF jsou
morfologicky nepostihnutd, a proto je nelze pii fertilizaci v laboratofi nijak eliminovat
(Tesarik, 2005). Béhem prvnich dni gravidity zavisi vyvoj embrya na jeho vlastni genomové
stabilité, tu ovliviuji praveé poskozené spermie. Proto spermie postihnuté¢ SDF maji negativni
ucinky nejen na oplodnéni a pribéh téhotenstvi, ale i na blastulaci embrya a implantaci

(Takeshima, 2021).

3.4 Vliv ROS na spermie — apoptoza

Apoptodza je definovana jako fyziologicka programovana smrt buiiky. Predejde se
tim zanétlivym staviim i odumieni dalsi bun¢k a struktur. Je zaloZena na principu signalnich
a regulacnich drah, které v nasem piipad€ spousti fragmentace DNA. Jak jsem jiZ zminila v
ptedchozi podkapitole, ds-DNA zapticinéné ROS vedou k apoptoze. Mechanismus aktivace
apoptozy je takovy, ze ROS rozrusuji mitochondridlni membrany, a tim se z mitochondrii
uvoliiuje cytochrom C. Tento klicovy cytochrom aktivuje apoptotické kaspazy.
Diagnosticky u neplodnych muzt funguje zvyseny cytochrom C v semenné plazmé jako

indikator poskozenych mitochondrii v disledku oxidativniho stresu (Takeshima, 2021).
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4 ROS A OXIDATIVNI STRES SPERMIE

4.1 Muzska neplodnost

Oxidativni stres je v dneSni dobé jedna z nej€astejSich pticin muzské neplodnosti.
Statistka udava, ze neplodnost postihuje jeden z péti paru po celém svéte. Ale otdzka
vyvstava, kdy vlastné nastava neplodnost (Takeshima, 2021). Dle Mezinarodniho vyboru
pro monitorovani technologii asistované reprodukce se neplodnost definuje jako
neschopnost poceti ditéte po minimalné¢ jednom roce pravidelného a nechranéného

pohlavniho styku (Definitions of infertility and recurrent pregnancy loss, 2013).

Na zéklad¢ studii vyplynulo, Ze neplodnost parii je z 50 % muzského charakteru.
Avsak tento problém je ve vétSiné pripadit multifaktoridlni povahy a velmi Casto i bez zjevné
ptic¢iny (pfiblizné 15 % vSech ptipadl). Studie Yumura a spol. z roku 2018 zjistila, ze v

Japonsku pocet idiopatické muzské neplodnosti vystoupal ke 40 % (Yumura, 2018).

4.2 Oxidativni stres

Homeostaticka rovnovaha je pro nase zdravi i samotny zivot dilezitou komponentou,
a prave jeji naruSeni co se tyce rovnovahy mezi ROS a antioxidanty, je vinikem rozvoje
oxidativniho stresu ve spermatu a na to navazujici poruchy muzské plodnosti. Na
ptedchozich strandch bylo jiz zminéno, Ze oxidativni stres je v malé mife prospéSny pro
vyvoj a fyziologii spermii, zajiSt'uje schopnosti spermie oplodnit oocyt a mnoh¢ dalsi. AvSak
pfi nadmérné generaci ROS dochazi k nespodtu negativnich procest. V bunéénych
membranach spermii i epididymalnich tkanich dochazi k peroxidaci lipidd, ktera je popsana
v kapitole 2.1. Role kysliku v organismu. Déle dochéazi k fragmentaci jaderné DNA a

mimojaderné maternalni DNA v mitochondriich a to miize vyustit v apoptozu.

Dalsim dtlezitym faktorem je skutecnost, Ze za vznikem oxidativniho stresu nestoji
pouze ROS, ale do jisté miry i nizka antioxidac¢ni kapacita. Funkce antioxidant v semenné
plazmé je ochrana spermii prostfednictvim tii hlavnich mechanismt — prevence, zachyt a

oprava. Cela problematika byla popsana v kapitole 1.5 Antioxidanty ve spermatu.

Béhem IVF 1écby embryolog neni schopen rozpoznat spermii poSkozenou
oxidativnim stresem, pokud nema viditelné morfologické odchylky. K tomuto odliSeni dnes
slouzi moderni pfistroje (dale rozebrané v kapitole 8 Metodika prace). Klinickymi vyzkumy
bylo zjisténo, ze pouziti takto poskozenych spermii nejen, jak jiz bylo popsano, snizuje
samotnou schopnost fertilizace, ale rovnéz v ptipadé uspésného oplozeni negativné ovlivni
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¢1 zastavi vyvoj embrya. Casto selZze implantace, avSak v pfipad¢, Ze je implantace uspésna

casto dochézi ke spontdnnim abortim v rané fazi gravidity (Takeshima, 2021).

Jak bylo v kapitole 4.1. uvedeno, vétSina muzské neplodnosti byla klasifikovana jako
idiopatickd, pfevazné v Japonsku. V roce 2019 byl panem Agarwalem a spol. zaveden termin
MOSI (male oxidative stress infertility) (Agarwal, 2019). Timto bylo zjisténo, ze valné ¢asti

muzl byla chybné pfifazena diagnéza idiopatické neplodnosti.
4.3 ROS ve spermatu a cCAMP

43.1 cAMP

Z vyzkumu z roku 2015 vyplyva, ze i samotné spermie produkuji mnoha zplsoby
ROS. Tyto konkrétni molekuly maji za kol indukovat cyklickou formu
adenosinmonofosfatu (cAMP), aktivuji tyrozin kindzu a zvysuji uroven fosforylace ve

spermatu (Takeshima, 2021).

Molekula cAMP funguje jako tzv. Druhy intracelularni posel, ktery nasleduje po
signalni molekule. Tento cyklicky derivat ATP pak posléze aktivuje proteinkinazu A (PKA),

kterd spousti kaskadu dalSich procest fosforylace dulezitych pro spravnou funkci spermie.

Cyklicky AMP (cAMP) mé vliv na mnohé aspekty funkce spermii a samotného
oplodnéni. Zajistuje regulaci kapacitace spermii a akrozomalni reakci. Akrozomalni reakce
je podstatnym faktorem pro cely proces oplozeni, uvolni se pfi ném enzymy rozpoustejici
zonu pellucidu, ¢imZ spermie mize proniknout do oocytu. Kapacitaci spermie se rozumi
kontakt muzské pohlavni buriky a epitelu vejcovodu. Diky této interakci spermie pfijde o
ochranny akrozomalni glykokalyx. Tyto dva procesy jsou vzajemné neoddélitelné. Cyklicky
CAMP je zasadni slozkou pro hyperaktivaci motility, aby mohlo dojit k akrozomalni reakci.
Na kapacitaci navazuje dal$i jev, a to hyperpolarizace. Ta ovliviiuje kandly pro vapenaté

ionty, ty se oteviou pfi styku s oocytem po predeslé kapacitaci.

Jednou z funkci je regulace pH a hladiny Ca?" uvniti spermie, které ovlivituji dalsi

pochody v procesu fertilizace (Buffone, 2014).

4.3.2 Endogenni ROS
Dle hlediska piivodu se ROS daji délit na endogenni a exogenni. Endogenni ROS
jsou produkovany samotnym ejakulatem, konkrétné leukocyty (extrinsic ROS) a nezralymi

spermiemi (intrinsic ROS — tzv. vnitini). Takové spermie maji v Cetnych ptipadech
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abnormalni tvar hlavicky spjatou s retenci cytoplazmy. ROS tvofené leukocyty hraji
dalezitou roli v obrané proti patogentim, kdy leukocyty aktivuji systém myeloperoxidazy
vramci oxidaéniho vzplanuti, kdy zvySuji tvorbu NADPH prostfednictvim
hex6zomonofosfatového zkratu. Takové leukocyty produkuji az stokrat vice ROS nez
neaktivované leukocyty. Nezddoucim ucinkem je vSak rozvinuti oxidativniho stresu v

semenné plazmé (Takeshima, 2021).

4.3.2.3. Vnitini ROS

Jak jiz bylo vySe zminéno, vnitini (intrinsic) ROS jsou vyprodukovavany nezralymi,
casto 1 morfologicky abnormdalnimi, spermiemi. Béhem fyziologického vyvoje spermie je
pohlavni buiikka prodluZzovana odpaddvanim jednotlivych organel cytoplazmy. Pfi
nespravném vyvoji tam tato depozita pretrvavaji. To vyrazné zvySuje koncentraci enzymu
gluko6za-6-fosfat dehydrogendzy (G6PD), rovnéz dochazi k tvorbé NADPH. Tento
dinukleotid posléze diky enzymu NADPH oxiddzy NOXS produkuje ROS. Pro naslednou

1é¢bu pacienta je dtlezité rozlisit, zda se jednd o ROS z leukocytii ¢i abnorméalnich spermii.

Pro odliSeni se pouziva technika barveni myeloperoxiddzou zvyraznujici granulocyty
produkujici nadbyte¢né mnozstvi ROS. Takové buiiky pfi laboratornim vysetieni ziskaji

hnédé zabarveni.

Pro zvyraznéni spermii produkujici ROS se vyuziva metoda barveni nitroblue
tetrazoliem (NBT). Tato latka reaguje se superoxidovymi anionty. Dané pohlavni bunky

ziskaji modrou barvu, kdy plati, ze ¢im intenzivnéj$i zabarveni, tim vyssi podil ROS.

4.3.3 Exogenni ROS

Exogenni ROS jsou zapticeny vnéj$imi vlivy, jinymi slovy to jsou takové vlivy, které
muiizeme do jisté miry sami ovlivnit. Radime sem: koufeni, nevhodné stravovani a nasledna
obezita, nadmérné piti alkoholu, vys$si v&k, znecisténé prostiedi, intoxikace téZkymi kovy,

navykové latky, infekce a varikokéla varlat.

4.3.2.4. Koureni a alkohol

Casto jsou tyto problémy spjaty s nedostateénym piijmem viech Zivin, a z toho
vyplivajici minimalni mnozstvi ziskanych antioxidantii. Tézci alkoholici ¢asto piehlizeji
naroky téla na ziviny a pfijimaji pfevazné sacharidy a nasycené tuky. Studie potvrdily, ze
alkoholismus rapidné snizuje Sanci na uspesné IVF a navySuje procento spontannich potrati.

U alkoholikii a kufdk se projevuje zvySena produkce ROS neZz u abstinentii ¢i
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ptilezitostnych konzumentd. Studie z let 2002 (Saleh, Agarwal) a 2009 (Elshal, E1-Sayed)
uvedly, ze dlouhodobi kutfaci maji zvySené hladiny prozanétlivych leukocyti v seminalni
plazmé a sekundarné na to vznikly narast ROS. Bylo zjiSténo, Ze kufaci meli o 48 % vyssi
hladinu bilych krvinek a hladina ROS vykazala narist o 107 %. DalSim zkoumanym
parametrem byl DFI — index fragmentace DNA, ktery se vysetfuje u neplodnych muzi.
Neplodny kutdk mél hodnoty 37,66 % a neplodny nekuidk 19,34 %. A jak bylo na fadcich
vySe zminéno, s témito faktory nezdravého zivotniho stylu se Casto poji nedostatek az
absence antioxidantii, vlivem nevyvazené stravy. Vyzkum dokazal, Ze hladiny vitaminu E a
vitaminu C byly pod fyziologickou hranici, tudiz nejenze dochazi k navysovani ROS, ale

zaroven nam i slabne ochrana proti jejich vzniku.

4.3.2.5. Obezita a teplotni zmény

Obezita se ve spojitosti se spermatogenezi poji s dvéma hlavnimi problémy.
Adipozni fibroblasty ve své molekule nesou enzym aromatazu, jejiZ pfitomnost pretvari
testosteron v estradiol. Muzi tento pievazné zensky hormon tvoii v malém mnozstvi ve tkani
varlete. Pfi zvyseni sérové koncentrace estradiolu hrozi u muza gynekomastie. Pro Zeny je
aromataza zcela kliCova, zajiStuje dostatek estrogenti béhem fertilnitho obdobi zivota
pireménou testosteron na estradiol. Pii jejim poklesu, béZzné v obdobi menopauzy, dochazi z
nadbytku testosteronu k rozvoji spise muzskych sekundarnich pohlavnich znak jako jsou
naptiklad tmavsi vousy nad hornim rtem. Druhym problémem, ktery je vice spjaty s tématem
této prace, je skutecnost, ze tukova tkan pfirozené vytvari urcité mnozstvi cytokinii. Problém
nastava pii nadbytku tohoto typu tkané. Zvysené mnozstvi cytokinti vede k navyseni poctu
prozanétlivych leukocyti, na coz sekundarné navazuje i vyssi aktivita NADPH oxidéazy a ta

indukuje oxidativni stres.

Je vSeobecné znamo, ze varlata vyzaduji pro spravny proces spermatogeneze o 2—3
stupné Celsia nizsi teplotu, nez je fyziologicky v téle. Proto jsou také varlata umisténa v
Sourku, kde je regulace teploty snazsi. Vyzkumy potvrdily, Ze noSeni tésného spodniho
pradla, pravidelné saunovani apod. zvysuje teplo plisobici na varlata a nepfimo se tim muz

vystavuje oxidativnimu stresu. Kontinualni tepelny stres je vsak reverzibilniho charakteru.

4.3.2.6. Znecisténi prostredi
Jednim asi z nejvice diskutovanych zdrojii exogenniho oxidativni stresu je praveé
kvalita prostiedi, ve které zijeme. V této praci jiz byl zminén vliv tézkych kovt na produkci

oxidativniho stresu, proto se nyni zaméim na chemické latky v prosttedi. Mezi takové se
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fadi primarng ftalaty neboli estery kyseliny ftalové (PAE). Ftalatové estery pisobi jako
peroxizomové proliferatory a zapticiiiuji produkci peroxidu vodiku. Tato skupina latek se
bézné nachazi v PVC (obalové materialy, lahve, hracky), dekorativni kosmetice, i jako
zmékcovadlo pro PVC a insekticidy. Studie odhalily, ze ftalaty nepfiznivé ovliviiuji
hormonalni a reprodukéni systém (Takeshima, 2021). Ftalaty byly v roce 2002 WHO
oznaceny za endokrinni disruptory. Takové slouceniny méni fungovani endokrinniho

systému a maji piesah i na dalsi generaci (Evropska komise, 2016).

Ftalaty maji schopnost blokovat androgeny a tim zasadné ovliviiuji intrauterinni
vyvoj chlapct. Dochdzi pak k fenoménu demaskulinizace, kdy jsou poskozovany pohlavni
znaky muzii. Gravidni Zeny s vysokym obsahem ftalati porodily chlapce casto s
nesestouplymi varlaty a snizenou anogenitalni vzdalenosti, vyjimkou nebyly ani vrozené
vyvojové vady prostaty a penisu a niz§i spermatogeneze. Tyto informace pochazi ze studie
z roku 2005 Dr. Shanny Swan, ktera popsala souvislost koncentrace ftalati u gravidnich zen
a feminizace chlapci béhem vyvoje (ARNIKA, 2022, Swan, 2005).
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PRAKTICKA CAST

4.4 Spermiogram — jeho typy a parametry
V praktické c¢asti své bakalarské prace je nezbytné predstavit co to vlastné
spermiogram je, protoze praveé na zakladé tohoto vySetteni lze posuzovat posSkozeni spermii

oxida¢nim stresem.

V andrologickych laboratofich se mizeme setkat se tfemi druhy spermiogramu.
Jedna se bud’ o variantu podle standardu WHO dle aktualnich doporuceni, s IMSI technologii
(viz Obr. 5) pro pokro¢ilé vysetieni morfologie spermie, a s rozsitenou analyzou. Na dalsich

fadcich si jednotlivé typy popiSeme.

Prvnim typem je spermiogram dle WHO standardi. K indikaci tohoto vysetfeni
dochazi pii potizich s koncepci nebo pii IVF / IUI / ICSI. Jedna se o zakladni vySetfeni

(koncentrace, morfologie a pohyblivosti) standardizovanymi metodami, které udava WHO.

Dalsim typem je detailni morfologicka analyza pomoci IMSI technologie, kterou
vyuziva pracovisté Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen s.r.o., kde jsem Cerpala informace
pii tvorbé této prace. K indikaci dochazi pii snizeném poctu morfologicky zdravych spermii
(teratozoospemie) a pii absenci akrozomu na hlavi¢ce spermie (globozoospemie). Klasicky
WHO spermiogram je tak obohacen o detailni analyzu vSech zivych spermii. P¥i 6000x
zvétSeni se posuzuje tvar a struktura vSech ¢asti spermie. Vyhoda oproti prvnimu typu je Ze
zde mlzeme trojrozmérné a v redlném Case posuzovat a tfidit spermie dle jejich tvaru,
struktury a celkového vzhledu. Detailni analyza hlavicky umoZiuje zhodnotit integritu

kondenzované DNA v jadre, pfitomnost vakuol & membréany spermie.

Dopliikovym typem je rozsSifena analyza spermatu. Toto vySetieni se provadi pii
piedchozich netspésnych cyklech IVF, IUI nebo ICSI nebo Spatného vyvoje embrya; pii
¢etnych spontannich abortech; idiopatické sterilité, asthenozoospermii (snizené zastoupeni
pohyblivych spermii pod 40%) ¢i vys§im vyskytu rizikovych faktoru. Tento typ
spermiogramu, mimo zdkladni morfologickou analyzu, dokaze stanovit vitalitu spermii,
fragmentaci DNA a tzv. test zralosti (analyza chromatinu) a pro nas nejpodstatné;jsi

oxidativni stres.
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Tabulka 2: Jednotlivé varianty spermiogramii na pracovisti

Spermiogram s
detailni

spermii)

Kritéria WHO - Molekularni
e Spermiogram morfologickou di:genglst?gl
Standard / WHO analyzou (IMSI- spermatu
technika)

1 Objem ejakulatu 4 v v v
2 Koncentrace spermii v v v v
3 | Celkové mnozstvi spermii 4 4 4 4
4 Zapach v v v v
5 Barva v v v v
6 Kapalnéni 4 v v v
7 Viskozita v v v v
8 Aglutinace v v v v
9 Kulaté bunky v v v v
" " v v v v
11 | Vitalita (podil zivych v v v v

spermii dle WHO)
0 Motilita (pohyblivost v v v v

spermii dle WHO)
13 Morfologie spermii dle Vv v v v

WHO
Morfologie spermii (dle
14 vanderzwalmen 2008, X v v
MSOME kritéria)

Peroxidaza pozitivni X X v

15
leukocyty

Redoxni potencial / X X v

16 S
oxidativni stress

17 Dna-fragmentace X X v
18 Stav chromatinu (zralost X X v

Zdroj: Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen, s.r.o.

4.4.1 Parametry spermiogramu

Objem ejakuldtu

Tento udaj je podstatny pro vypocet celkového mnozstvi spermii, které¢ pak odrazi

stav ptidatnych pohlavnich zlaz. Méfeni je dvojiho typu — injekéni stiikackou nebo pomoci
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pipety. WHO udava normu tohoto parametru vétsi nez 1,5 ml. Na zakladé praxe kliniky Next
Fertility IVF Prof. Zech se primér pohybuje v rozmezi 2 — 2,5 ml.

e Koncentrace spermii
Jinym vyrazem “total sperm count” je jednim ze zékladnich tdaji pro spravné
vyhodnoceni spermiogramu a je jednim ze dvou klicovych faktort pro vznik téhotenstvi.
Zjistujeme pocet spermii na 1 mililitr spermatu odectem v ¢itaci komiirce pod mikroskopem
(viz Obr 3). Vysledky tohoto vysetieni jsou trojiho typu — normozoospermie (16 mil/ml),

oligozoospermie (pod 16 mil/ml) a azoospermie, kdy v ejakulatu neni Zadna pohlavni burika.

e Celkovy pocet spermii
Funkci varlat 1ze dobte odvodit z celkového poctu spermii a objemu ejakulatu. Jedna
se o vysledek nasobeni koncentrace a objemu daného materialu. Normou je dle WHO
hodnota nad 39 miliont, pokud je vysledek niz8i nez 16 milioni vypovida to o

oligozoospermii.

e Zdpach
Toto specifické vySetieni je zaloZeno na individudlnim pracovnikovi. RozliSuje se
pouze jako bud’to standartni zapach pfipominajici kastanovy kvét nebo jiny zapach znadici

moznou infekci. Na zakladé toho muze 1¢ékar natidit mikrobiologickée vySettent.

e Barva

Makroskopicky se hodnoti celkovd barva vzorku. Casto je pfi¢inou infekce
mikroorganismy, ale 1 jiné syst¢tmové choroby. K normélnim nélezim se fadi mlécné
zkalené az Sed¢€ opaleskujici az lehce nazloutly vzorek. Ejakulat ma byt po zkapalnéni svétle
Sedy a nepruhledny. K patologickym néleziim fadime sperma zluté, které znaci hepatitidu ¢i
bakterialni infekt. Déale erveno-hnéda vypovida o hematospermii. Nazelenaly ejakulat byva

wrwe

az nulovou koncentraci pohlavnich bunék.

e Kapalnéni

Tento proces je klicovy pro moznost spermii se vyvazat z rosolovité tekutiny, ktera je po
erekci obklopuje, coz ma zasadni vliv na schopnost oplozeni. Mimo to nezkapalnény
material se obtizn¢ hodnoti a nevypovida o motilit¢ spermii. Fyziologicky zkapalnéni trva

Mrwe

infekei urogenitalniho traktu.
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e Viskozita

Timto vySetfenim se makroskopicky za pomoci pipety zkousi vazkost, tdhlost ejakulatu.
Pokud se vzorek tahne ve formé vlaken, jedna se o normalni nalez. Vlakno ma mit dle norem
délku 1 centimetru a ma vydrzet v rozmezi 10-15 sekund. Pfi abnormalité¢ jako je
hyperviskozita, obdobné jako u poruchy zkapalnéni, se spermie nemohou vyvazat z husté

tekutiny, kterd jim brani v oplodnéni oocytu.

e Aglutinace

Béhem tohoto vysetfeni se v mikroskopu sleduje ptitomnost shlukii spermii. Shluky
vznikaji pfitomnosti imunoglobulinli ve spermatu. Spermie jsou tzv. Slepené riznymi ¢astmi.
Aglutinace se urcuje ve stupnici od 0 do 4, kdy se za normalni nélez povazuje 0. Pii

vyhodnoceni stupné 4 se ve vzorku nenachazi Zadné volné pohlavni bunky.

e Kulaté buriky

Jednd se buiky dvojiho typu — leukocyty nebo rGznd vyvojova stadia spermie
(spermatidy, spermatocyty). Pro prvni pfipad lze pouzit indika¢ni prouzky, které
enzymaticky reaguji na pfitomnost imunitnich bunék. Pravé u neutrofilti dochazi k uvolnéni
peroxidu vodiku, ktery v ejakulatu zvySuje oxidacni stres, ktery ma jiz negativni vliv na
spermie a plodnost. Pro druhy typ bunék postaci pouze mikroskop. Fyziologicka hodnota

kulatych bungk, tzv. kulatobuné¢nych elementti, nesmi piekro¢it 1 milion na mililitr.

e pH

Obecna norma pro pH pacientského ejakulatu je 7,2 a vice, pficemz maximum se uvadi
jako hodnota 9. Vyssi hodnoty jsou povazovany za patologické, kdy prostata neni schopna
okyselovat ejakulat. Muzska rozmnozovaci soustava se skldda ze zlaz secernujici bud’to
kysely nebo zéasadity sekret. Zasadity sekret bohaty na fruktézu produkuji semenné vacky.
Funkci zasaditého sekretu je praveé obsah fruktdzy, ktera zajist'uje energii a tim i motilitu
spermii. Kysely sekret je, jak je vySe zminéno, produktem prostaty. Jeji ulohou je snizovat
viskozitu spermatu spolu s v€asnym zkapalnénim. D4 se fici, Ze funkce prostaty spociva v
zajisténi jakéhosi vyvazani spermii z doprovodnych tekutin a umoznéni cestu pohlavnim
ustrojim zeny. Jakékoliv vrozené ¢i ziskané poruchy ptidatnych 714z se odrazi na celkovém
pH spermatu i fertilit¢ jedince. K uréeni pH dochazi do 60 minut od ejakulace za pomoci pH

prouzk.
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o Vitalita

Uvedené vysetieni slouzi k rozliseni zivych (vitalnich) a mrtvych spermii ve vzorku. To
se provadi zkoumanim integrity spermatické membrany. Minimalni normou vitality spermii
je dnes 58 %. Pii vyskytu nekrozoospermie (imobilni mrtvé spermie) se predpoklada

onemocnéni ¢i poruchy nadvarlete.

e Motilita

V ramci vySetieni rozliSujeme tfi typy motilit: progresivni, neprogresivni a imotilita.
RozliSeni téchto typl provadime mikroskopicky a témét ihned po zkapalnéni vzorku.
Progresivni motilita (PR) je kli¢ova pro vznik t€hotenstvi. Jednd se o na rychlosti nezavisly
aktivni pohyb doptfedu bud’to ve velkém kruhu nebo napiimo. Neprogresivni typ (NP) je
skupina ostatnich pohybti, které ziidkavé vedou k oplozeni oocytu. Poslednim typem je
imotilita (IM), kdy spermie nevykazuji zadny pohyb. Jako minimalni PR se oznacuje

hodnota nad 30 % a celkova pohyblivost bez ohledu na typ ma minimalni hodnotu 42 %.

e Morfologie dle WHO

WHO stanovuje referen¢ni hodnoty, vcetné struktury pohlavnich bunék. U muzi je
normalni morfologie udavana v rozmezi 4-100%, kdy posuzujeme jednotlivé casti spermie
— hlavicka, kréek (stfedni oddil) a bic¢ik. Toto vySetfeni je stézejni pro IVF cykly, kdy
mnozstvi fyziologickych spermii piimo souvisi s uspéSnosti poceti. Analyza vzorku je
probihd na obarveném natéru pod mikroskopem. Pokud je pocet morfologicky vhodnych

spermii pod 4%, jedna se o jiz zminénou teratozoospermii.

e Morfologie dle Vanderzwalmena v Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen s.r.o.
Rozdilem oproti klasické WHO morfologii je zahrnuti i detailngj$i analyzy vitalnich
spermii pii zvétSeni az 6300x v redlném case IMSI technologii. Tato analyza uz neni soucasti

klasického spermiogramu a opét jsou minimem 4%.

e Leukocyty pozitivni na peroxiddzu

Toto vySetfeni koreluje s vySe zminénym vySetfenim kulatych bunék, kdy sledujeme
aktivitu peroxidazy v bilych krvinkach. Enzymatickym testem se pod mikroskopem projevi
barevna zmeéna za ptitomnosti peroxidazy ve vzorku, tzv. Leukoscreen test. Pokud test vyjde
jako peroxidaza pozitivni, zna¢i to o infekci a jelikoz peroxidaza katalyzuje redukci

peroxidu, vytvaii se ROS. Fyziologicky je hodnota v rozsahu 0-1 milion na mililitr.
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e Redoxni potencial
V rozsahu mé prace je toto asi nejrelevantnéjsi vySetfeni. Méfi se zde redoxni
potencial neboli celkova oxido-redukéni situace v ejakulatu. Vyuziva se méfeni za pomaoci
senzortl s méticimi a referenénimi elektrodami. Z oblasti elektrochemie je znamo, ze méfici
elektroda pfijima nebo odevzdava elektrony. To se odviji od toho, zda ve vzorku dohazi k
redukéni €1 oxidacni situaci. Vysledek je méfen v milivoltech (mV). Redoxni potencial je
pak vyjadien jako mV na milion pro mililitr. Obvyklou normou je pfi vySetieni hodnota

mensi nez 1,36 mV/mil pro ml a maximalni 35 mV/mil pro ml.

e Fragmentace DNA

Poruseni struktury DNA ma rozlicnou etiologii — oxidativni stres, zivotni styl,
chemoterapie, zanéty, infekce atd. Hodnota fragmentace DNA ma piimou spojitost s
problémovym pocetim i aborty. Pacienti s vysokou mirou fragmentace spermatické DNA
chromatin dispersion test), kdy jsou pacientovi spermie v agarézovém gelu vystaveny
kyseling, ktera denaturuje genetickou informaci u spermii s poSkozenou DNA. Béhem tohoto
testu se okolo hlavicky neposkozenych spermii vytvoii zaf, tzv halo. Tento jev je zapfi¢inén
rozstépenou a rozvolnénou DNA. U spermii s fragmentaci DNA se tento jev nevyskytuje.
Plati tedy, ze ¢im vétsi halo, tim zdravéjsi spermie. Fyziologické hodnoty fragmentace jsou

v rozmezi 0-15 %.

Tabulka 3: Hodnoceni DNA fragmentacnich testit a jejich vliv na plodnost

DFI <15% Nizka fragmentace DNA Normalni plodnost
15% < DFI < 30% Zvysena fragmentace DNA Omezena plodnost
DFI > 30% Zavazné zvysena fragmentace DNA Zavazné omezena plodnost

Zdroj: Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen, s.r.o.

N¢kdy je také oznacovan jako zralost spermii. Stav chromatinu totiz vyménou histonti
za protaminy vyjadiuje jeho zralost. Veskeré poruchy struktury chromatinu negativné
ovlivituji funkci spermii a piispivaji ke spontannim abortim. Chromatin je v tomto ptipadé
analyzovan barvenim anilinovou modii, ktera ma afinitu k lyzinovym zbytkim
nahrazenych histont. Pokud u spermie nedoslo k tplné obméné za protaminy, dojde k
jejimu vyraznému zbarveni. U zdravych zralych spermii, kde ve vétSin€ doslo k vyméné
histonti je zbarveni velmi svétlé. Jako fyziologické hodnotime vzorky pod 25% nezralych

spermii (Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen s.r.o., 2018).
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5 CIL A UKOLY PRACE

5.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo zhodnotit, zda koncentrace kyslikovych
radikald, vySetfovanych systémem MioXSYS na klinice asistované reprodukce Next
Fertility IVF Prof. Zech Pilsen s.r.o. (dale jen IVF centrum) ovlivituje zakladni parametry

spermiogramu dle WHO z roku 2021.
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6 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

V ramci své bakalarské prace si kladu otdzku, zdali oxidativni stres skutecné
ovliviiuje fyziologicky vyvoj spermie a na jakeé jeji konkrétni aspekty ma statisticky nejveétsi
vliv. V pribéhu prace jsem rovnéz narazila na otazku, ktera neni soucasti metodiky, zda je
oxidativni stres pouze negativni Cinitel v celém komplexnim procesu spermatogeneze, nebo

ma 1 pozitivni vliv. Tato otdzka je vSak zodpovézena jiz v teoretické Casti.

53



7 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Hodnoceny soubor srovnavaci studie zahrnuje skupinu 83 muzu, ktefi v IVF centru
podstoupili zakladni analyzu ejakulatu — vySetfeni spermiogramu rozsifenou o stanoveni

miry oxidativniho stresu v obdobi od dubna 2023 do ledna 2024.

Na zaklad¢ vysledkli spermiogramu jsme vytvofili kontrolni skupinu (vysledek
spermiogramu byl normozoospermie a hodnota statického oxida¢né redoxniho potencialu
(SORP) byla < 1,36 mV/mil spermii/ml) a sledovanou skupinu (odchylka v nékterém

Z parametrii spermiogramu nebo v hodnoté sORP).

Analyzu ziskanych vysledkt jsme provedli v programu MS excel 2010 s vyuzitim
Fisherova exaktniho testu. Kone¢né vysledy jsou prezentovany jako rozdil mezi

jednotlivymi skupinami. Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena p < 0,05.
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8 METODIKA PRACE

Mezi pouzity biologicky materidl patfi ejakulat, ktery byl ziskdn masturbaci
v odbérové mistnosti v IVF centru. Vzorky ejakulat, které byly odebrany mimo IVF centrum
nejsou do této prace zafazeny. V této Casti prace je popsana analyza ejakulatu dle doporuceni

WHO z roku 2021 a vySetieni oxidativniho stresu systémem MiOXSYS.
8.1 VySetfeni spermiogramu

8.1.1 Pouzité média a materialy
e pH papirky s rozmezim 7,2-9,7
e Maklerova komirka (viz Obr. 4)
o sterilni/nesterilni Pasteurovy pipety
e pipeta a sterilni/nesterilni pipetovaci Spicky

e informacni systém IVF centra — Dynamed

8.1.2 Kapalnéni a viskozita

Zaméstnanec laboratofe pievezme vzorek ejakulatu a ponecha jej po dobu 20-30 min
pii pokojové teploté, kdy dojde ke spravnému zkapalnéni (liquifikaci) vzorku. Pokud po této
dobé nedojde k tuplnému zkapalnéni vzorku, je tato skuteCnost zaznamendna do
vysledkového listu. V pfipadée Spatné liquifikace mize byt vzorek pro spravné vyhodnoceni

zhomogenizovan opakovanym protahovanim vzorku ejakuldtu pasteurovou pipetou.

Nasledné je viskozita zkapalnéného ejakulatu hodnocena s pouzitim pasteurovy
pipety. Ejakulat tvoii pfi vytlatovani z Gsti pipety jednotlivé separované kapky. Pfi tvorbé

vlakna je viskozita hodnocena jako zvySena a tato skutecnost je zaznamenana do vysledku.

8.1.3 Objem a vzhled ejakulitu
Objem ejakulatu je rovnéz hodnocen s pouzitim Pasteurovy pipety. Za standardni se
povazuje objem 1,5 ml a vice. Naméfeny objem je zaznamenan S ostatnimi udaji do vysledku

vySetteni.

Vzhled vzorku je hodnocen po Uplném zkapalnéni, maximalné vSak do hodiny po
ejakulaci. Jak bylo jiz v kapitole [J Barva zminéno, za standardni se povazuje homogenni
vzorek s Sedé€ opaleskujici barvou. Abnormalni zbarveni signalizuje absenci spermii (svétlé

az prihledné zbarveni) ¢i pritomnost krve (Cervené zabarveni).
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8.1.4 Koncentrace, motilita, morfologie spermii a koncentrace kulatych
bunék
Koncentrace motilita a morfologie spermii se méii na Maklerové komurce. Vzorek
ejakulatu je odebiran za pouziti pipetovaci $picky. Standardné je po zkapalnéni ze vzorku
ejakulatu odebrano cca 10 pl, které se nanesou na piipravenou Maklerovu komurku. Po¢itani
spermii je vZdy zopakovano pro potvrzeni spravnosti, v piipad¢ rozdilnych hodnot je proces
opét opakovan, ¢iselné hodnoty pro vypocet jsou zaneseny do konkrétnich poli v protokolu

spermiogramu v systému DynaMed.

Spermie jsou pocitany ve Ctvercich tak, aby bylo vzdy spocitano minimaln¢ 50-200
bunék. U diagnostickych spermiogramti jsou vysledky primérem dvou hodnoceni.
V ptipadé, ze nelze napocitat ve vzorku prislusny pocet spermii, je vzorek ejakulatu
centrifugovan a hodnota spermiogramu je vyjadifena jako pocet spermii na zorné pole po
centrifugaci, coz systém DynaMed umoziiuje. Vyhodnoceni spermiogramu je automaticky

provedeno systémem DynaMed.

e  Motilita spermii je orienta¢ni uréeni procenta spermii s ur¢itym typem pohybu:

e Progresivné pohyblivé (PR) — aktivni pohyb smérem kupiedu, linearni (typ A) nebo

po kruznici (typ B), nezavisle na rychlosti

e Neprogresivn¢ pohyblivé (NP) — pohyb na misté, nebo v malych kruzich, je
pozorovan pohyb biciku

e Nemotilni (IM) — nepohyblivé spermie, bez pohybu biciku

o  Morfologie spermii je urCeni prevladajicich defekti spermii. Je hodnoceno v nativnim
preparatu pod fazovym kontrastem s vyuzitim IMSI objektivu. Normalni morfologie je

dané parametry:

e Hlavicka je ovalna, akrozom ma tvorit 40-70 % plochy hlavicky. Vakuoly nemaji

presahovat 20 % plochy hlavicky.

e Stifedni ¢ast ma nasedat na hlavicku ve sméru jeji podélné osy, cytoplazmaticka

kapénka ma byt mensi nez tfetina normalni hlavicky.

e Bic¢ik ma byt tenci nez stiedni ¢ast, nezkrouceny, nezalomeny a nezdvojeny.
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o Koncentrace kulatych bunék (leukocytiy) je udavana v mil/ml. Pocet leukocytli nemé
pfesdhnout 3 mil/ml. Vysledna koncentrace je zaznamenéana do formulafe spermiogramu

v systému DynaMed.
8.2 VySetieni sORP systémem MiOXSYS

8.2.1 Pouzité média, materialy a pristroje
e MIOXSYS senzor
e Pipetovaci Spicky
e Centrifugacni zkumavky Iml

e MIOXSYS analyzator

8.2.2 Princip metody

Systém MIOXSYS vyuziva test statického redox-potencialu (sORP), kterym lze
stanovit miru oxidativniho a redukéniho stresu v ejakulatu, jinak fe¢eno redoxni rovnovahu.
Redoxni potencial lze chapat jako pienos elektronli z redukéniho ¢inidla (donora) na
oxidacni ¢inidlo (akceptora). Pokud nastdva oxidativni stres, znamena to, Ze mira ROS
Vv ejakulatu je nad fyziologickym limitem, a to se odrdZzi na stavu metabolismu. Jako
integrani méfici metoda je zde vyuzit sORP, kdy se urCuje rovnovdha mezi celkovou

oxidacni aktivitou a celkovou redukéni aktivitou.

8.2.3 Postup méreni

Analyza je doporucovana do 30 minut od obdrzeni vzorku. I u této metody je nutna
piedchozi kalibrace, ktera spoéiva ve vlozeni kalibra¢niho ¢ipu (viz Obr 6) s sORP
elektrodami. Poté se na reakcni plochu snimace MiOXSYSS pipetou aplikuje 30ul spermatu.
Sperma muze byt Cerstvé nebo zmrazené (kryo-ejakulat), které¢ vSak v dobé aplikace musi
mit pokojovou teplotu. Pokud vloZeni vzorku fadné probé&hlo, dojde k modré signalizaci na
LED kontrolce a dochazi ke zpracovani vzorku. Na displeji je vysledek sORP zobrazen
v milivoltech, coz je jednotka pro elektricky potencial. Normalni hodnoty v ejakulatu jsou
nizsi nez 1,36 mV/mil spermii/ml. Pro tuto analyzu jsou nevhodné hypervizkézni vzorky,

kdy nedojde k analyze.
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9 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Ze ziskanych vysledki zékladniho spermiogramu jsme vytvofili kontrolni a
sledovanou skupinu muzi. Kontrolni skupinu tvofilo 45 normozoospermiki, tedy muzi,
jejichz spermiogram spliioval vSechny vySetfované parametry podle WHO, 6. edice a
hodnota SORP byla < 1,36 mV/mil spermii/ml. Do sledované skupiny bylo zafazeno 39
muzd, jejichz SPG dosahoval ve sledovanych parametrech abnormalnich hodnot a hodnota
SORP byla > 1,36 mV/mil spermii/ml (viz. Tabulka 4), zaroven do sledované skupiny byli
zatazeni i 2 muzi, jejichz vysledek zakladniho spermiogramu byl normozoospermie, ale méli

zvysenou hodnotu sORP.

Tabulka 4: Rozdéleni muzii na kontrolni a sledovanou skupinu

Pocet muzu

Kontrolni skupina 45

Sledovana skupina 39

Tabulka 5: Rozdéleni muzii dle vysledku spermiogramu a sSORP

Sledovany parametr
VySIG(.i,e SIHGEROIE preb ol Zkratka Pocve,,t Koncentrace Motilita Morfologie sORP
spermii/ml] muzi
Normozoospermie NSP 45 0 0 0 0
Norquoosper_mle asORP >1,36 NSP+ 2 0 0 0 v
mV/mil spermii/ml
Oligozoospermie OSP 8 v 0 0 0
Ollgoz‘oospernjrle asORP > 1,36 OSP+ 4 v 0 0 v
mV/mil spermii/ml
Asthenozoospermie ASP 4 0 v 0 0
Asther!ozoospgrmle asORP > 1,36 ASP+ 4 0 v 0 v
mV/mil spermii/ml
Teratozoospermie TSP 2 0 0 N 0
Terato;oospermle asORP >1,36 TSP+ 2 0 0 v v
mV/mil spermii/ml
Oligoteratozoospermie OTSP 4 N 0 N 0
Oligoteratozoospermie a SORP >
1,36 mV/mil spermii/ml OTSP+ | 7 v 0 v v
Oligoasthenozoospermie OASP 0
Oligoasthenozoospermie a SORP >
1,36 mV/mil spermii/ml OASP+ ! v v 0 v
Asthenoteratozoospermie ATSP 0
Asthenoteratozoospermie a SORP >
1,36 mV/mil spermii/ml ATSP+ 1 0 v v v

0: neprokazana abnormalita; v/ prokdzana abnormalita
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Tabulka 5 ukazuje, Ze u 45 muzi byl spermiogram hodnoceny dle parametrt WHO
v normalnich hodnotach a hodnota sORP byla ve fyziologickych koncentracich. Ve dvou
piipadech NSP byla hodnota sORP vyssi, nez je horni mez doporu¢enych hodnot. Tento
pfipad nebudeme dale sledovat, protoZze pacienti uvedli v dotazniku pro laboratot uzivani
antibiotik v poslednich 3 mésicich pfed odbérem vzorku. U 12 muzi byla diagnostikovana
OSP, pticemz u 4 z nich byla zvySena koncentrace sORP. Déle byla u 8 muza prokazana
ASP s abnormalni motilitou a 4 z nich méli zvySené sORP. Celkem u 4 muza doslo k nalezu
TSP, kdy vSichni méli abnormalitu v morfologii spermii a u poloviny z nich i vyssi sORP.
OTSP se zménou v morfologii byla nalezena u 11 pacientti a u 7 sedmi z nich byla zméfena
vyssi hladina sORP. Pouze jeden muz vykazoval OASP, opét se zvySenym sORP a
odchylkou v motilité¢. Rovnéz u ATSP s vyssim sORP se jednalo pouze o 1 pacienta, avSak

u n¢j byly nalezeny morfologické a motilitni abnormality.

Nejvice méteni, kde hodnota sORP byla nad horni referenéni hodnotou jsme
zaznamenali v pfipadech, kde se jednotlivé odchylky ve spermiogramu kombinuji.

Nejcastéji se jednalo o pfipad oligoteratozoospermie.

Tabulka 6: Zhodnoceni vlivu sORP na koncentraci spermii

Koncentrace spermii [mil/ml] SORP [mV/mil spermii/ml]
Kontrolni skupina 50,2 0,79
Sledovana skupina 7,37 1,74
Rozdil 42,8 0,95

0,0561 p-hodnota

Koncentrace spermii v kontrolni skupiné byla 50,2 mil/ml oproti sledované kde byla
koncentrace spermii pouze 7,37 mil/ml. Rozdil v hodnot¢ sORP byl 0,95 mV/mil
spermii/ml. Tento rozdil nedosahuje statistick¢ vyznamnosti a Ize tedy usuzovat, ze zvySena
koncentrace sORP nema vliv na mnozstvi spermii v ejakulatu. Lze pfedpokladat, Ze pti

vy$$im rozdilu v koncentraci spermii by doslo k potvrzeni statistické signifikace.

Tabulka 7: Zhodnoceni vlivu oxidativniho stresu na pohyblivost spermii

Celkova motilita spermii [%0] SORP [mV/mil spermii/ml]
Kontrolni skupina 66,76 0,79
Sledovana skupina 26,31 2,09
Rozdil 40,45 1,30

0,2028 p-hodnota
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Rozdil v parametru celkova motilita byl mezi kontrolni skupinou normozoospermiki
a sledovanou skupinou asthenozoospermikt 40,45 %. Z tabulky 7 lez usuzovat, ze zvySena
koncentrace SORP ma vliv na motilitu spermii. Spermie sledované skupiny vykazovaly

vyrazné¢ niz8i miru pohyblivosti oproti norm¢ a kontrolni skupin¢.

Tabulka 8: Zhodnoceni viivu zvySené koncentrace sORP na morfologii spermii

Morfologie spermii [%6] SORP [mV/mil spermii/ml]
Kontrolni skupina 10,25 0,79
Sledovana skupina 1,50 1,54
Rozdil 8,75 0,75

0,0934 p-hodnota

Dle zavért z tabulky 8 lze vyloucit vliv zvySené koncentrace volnych radikali na
abnormalni morfologii spermii. Rozdil mezi kontrolni a sledovanou skupinou nenabyva
statistické vyznamnosti. Abnormalni morfologie v téchto pifipadech neni zplsobena

vysokym sORP, ale mize byt zplisobena napt. prodlouZzenou dobou pohlavni abstinence.

Tabulka 9: Zhodnoceni vlivu SORP na koncentraci spermii v kategorii spermiogramii, kde se odchylky kombinuji

Koncentrace spermii [%0] SORP [mV/mil spermii/ml]
Kontrolni skupina 50,2 0,79
Sledovana skupina 5,16 2,54
Rozdil 45,04 1,75

0,0064 p-hodnota

Ve spermiogramech, kde se odchylky kombinuji, nejéastéji odchylky v morfologii a
koncentraci spermii, byl stanoveny rozdil mezi kontrolni skupinou muzii a muza s diagnézou
oligoteratozoospermie (7 ptipadit) v parametru SORP 1,17 mV/mil spermii/ml. Diagndza
oligoteratospermie se Casto objevuje u pacientt, s poruchou spermatogeneze nebo
s onemocnénim — varikokéla. Tento rozdil nabyl statistické vyznamnosti a potvrdil, Ze
vhledem k vysoké koncentraci volnych radikalti dochazi k poskozeni spermii. Ovsem o vlivu
na jejich fertilizacni schopnosti tento vysledek nenaznacuje a ani tato tivaha neni pfedmétem

této prace.
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DISKUZE

V ramci praktické ¢asti své bakalarské prace jsem hledala odpovéd’ na otazku, zda
ROS maji vliv na zakladni parametry spermiogramu pomoci piistroje MiOXSYS. Jednalo

se 0 morfologii, motilitu a koncentraci.

V soucasné dobé se problematikou muzské plodnosti a detailniho vySetieni
spermiogramu zabyva vétSina center asistované reprodukce. Jednou ze soucasti vysetfeni
detailniho spermiogramu je i vysetieni oxidativniho stresu. Spermie jsou velice citlivé k
vliviim vnéjsiho prostfedi napt. piisobeni vysoké teploty, 1é¢iv, infek¢éni onemocnéni a jiné
procesy, pii kterych vznikaji volné radikaly. Oxidativni stres se spolupodili na tfadé
patologickych stavli v organismu. Proto jsem v této préci sledovala, zda mira volnych
radikald v ejakulatu ovliviiuje zékladni parametry spermiogramu — koncentraci, pohyblivost

a morfologii spermii.

Do této prace bylo zatazeno 84 vzorki ejakulatu, které byly odebrany a vySetieny na
klinice asistované reprodukce Next Fertility IVF Prof. Zech Pilsen s.r.0. Soubor téchto muzt
byl rozdélen na kontrolni a sledovanou skupinu. Kontrolni skupina zahrnovala 43 muzi u
kterych dosahoval spermiogram vysetfeny dle normy WHO 6. edice z roku 2021 normalnich
hodnot a hodnota sORP byla v normé¢. Sledovana skupina byla slozena z 39 muzu s odchylko
ve spermiogramu a hodnota SORP byla vyssi nez doporucené hranice. Ze studie byly
vylouceny 2 vzorky, které byly uzavieny jako normozoospermie, ale hodnota SORP byla nad

1,36 mV/mil spermii/ml.

Nase prace nepotvrzuje vliv ROS na koncentraci spermii, rozdil v koncentraci
spermii mezi kontrolni a sledovanou skupinou (42,8 mil/ml spermii) nedosahoval statistické
vyznamnosti. Ve studii Andrea Lenzi z roku 2004 bylo potvrzeno, ze vysoka koncentrace
ROS ma vliv na koncentraci spermii. V této studii bylo potvrzeno, Ze u muzi s koncentraci
spermii pod 4 mil/ml, byla koncentrace ROS signifikantné vys$§i nez u muzu, kde se
koncentrace spermii pohybovala v rozmezi 10-40 mil/ml. V nasi praci, byla koncentrace
spermii u sledované skupiny 7,37 mil/mil. Tato hodnota se nachdzi mezi hodnotami citované
studie a Ize pfedpokladat, Ze pifi vy$§im mnozZstvi ziskanych dat, by vysledek potvrdil zavéry

této studie. (Lenzi. 2004).

Rozdil mezi kontrolni a sledovanou skupinou v parametru celkova motilita spermii

nedosahoval statistické vyznamnosti. Vzorky z kontrolni skupiny obsahovaly 66,76 %
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celkov€ motilnich spermii a 26,31 % celkové motilnich spermii bylo detekovano u muzi ve
sledované skuping. Ve studii o ucinku koenzymu Q1o se zabyval v roce 2009 doktor G.
Balercia, kdy bcéhem Sestimési¢ni terapie aplikoval 60 idiopaticky infertilnim
asthenozoospermikiim ve véku 27-39 let preparaty s koenzymem Quo. Jejich vychozi
hodnota celkové motility pod 50 %. Po skonceni terapie dosSlo k nartistu koncentrace
koenzymu Q1o jak v seminalni plazmé, tak v samotnych spermiich, spolu se zlepSenim jejich
motility. Lze tedy pfedpokladat, Ze ROS poskozuji pohyblivost spermii, ale vzhledem k

nizkému poctu ptipadd v nasi praci (4) tento fakt neni potvrzen. (Balercia, 2009).

V nasi praci se ndm nepodatilo potvrdit vliv vysoké koncentrace ROS na morfologii
spermii, v kontrolni skupiné bylo stanoveno 10,75 % spermii s normalni morfologii, ve
sledovana skupina obsahovala 1,5 % morfologicky normalnich spermii. Rozdil mezi

kontrolni a sledovanou skupinou nenabyl statistické vyznamnosti.

Stejné jako ve vyzkumu dr. Abada se nam podaftilo potvrdit korelaci mezi vysokou
koncentraci ROS a diagnozou spermiogramu oligoteratozoospermie. Rozdil v koncentraci
spermii v této skupiné nabyl statistické vyznamnosti. Toto zjiSténi potvrzuje fakt, Ze u muzl
s abnormalnimi hodnotami spermiogramu v kombinaci, jsou spermie poskozeny vysokou
koncentraci sORP. Dalsi vyzkum dr. Abada podaval muzim antioxida¢ni terapii. Terapie
zahrnovala uzivani piipravki s vitaminem C, koenzymem Q1o, vitaminem E, vitaminem B9

(kyselina listova), zinkem, vitaminem B12 a selenem. (Abad, 2013).

V centrech asistované reprodukce se u muzl také antioxidacni terapie provadi, ale
ne v takové mife, aby mohl byt sledovan jeji vliv. V centru Next Fertility IVF Prof. Zech
Pilsen s.r.o. se spermie urcené pro techniky in vitro fertilizace zpracovavaji a separuji ze
seminalni plazmy pomoci mikrofluidnich ¢ipa, které brani aditivnimu vzniku ROS, jak tomu

byvalo béznym zpracovanim. To ov§em nebylo pfedmétem této prace.

Lze tedy s jistotou fici, Ze volné radikaly mohou ovliviiovat parametry spermiogramu
u kombinovanych abnormalitach. AvSak zdlezi na rozsahu a diagn6zéach sledovanych muzi,

abychom mohli s ur¢itosti potvrdit statisticky signifikantni vysledky.
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ZAVER

Volné radikaly detekované jako hodnota statického oxidaéné redukcniho potencidlu
(SORP) systétmem MiOXSYS maji prokazatelny vliv na zakladni parametry spermiogramu
v kombinaci abnormalit zakladnich parametru, kdy pfistroj MiIOXSYS métil koncentrace

SORP Vv jednotlivych vzorcich ejakulatu.

Vysledky mé bakalaiské prace dokazaly, ze vliv ROS na koncentraci a morfologii
(nejcastéji v kombinaci) nabyvaji statistické vyznamnosti, na rozdil od parametru motility.
Dale se potvrdilo, Zze muzi s nizkym sORP (pod 1,36 mV/mil spermii/ml) maji veskeré

zakladni parametry spermiogramu v norme¢.

Porovnanim dat a vysledkl z analyz provedenych v obdobi od dubna 2023 do ledna
2024 doslo k zodpovézeni mé védecké otazky, zdali maji volné radikaly kysliku vliv na
parametry spermiogramu. Statisticky nejvétsi vliv maji ROS na morfologii a pohyblivost.
Tento fakt zapticinuje skutecnost, Ze valna cast dospélych muzii ma v rdmci poceti problémy
pfedevSim s mnoZstvim spermii. Dale pfichazi na fadu 1 morfologické zmény, které nemusi
byt viditelné, a tudiz na prvni pohled zcela zdravé spermie, nejsou schopny proniknout do
oocytu. Muzska infertilita je multifaktoridlni problém, ktery vyZaduje komplexni 1é¢bu a
zejména 1 urcitou prevenci v ramci Zivotospravy jedince. Praveé nejveétsi vliv na to, jestli muz

bude odolny viici ROS ma koncentrace antioxidantt spolu s imunitnimi mechanismy.
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Ptiloha B — zdrojova data

SPERMIOGRAM OXIDATIVNI STRES
% Kulaté
Patologickych |buiiky
Objem ejakulatu (m ~ spermii (mil/m - |Motilita A ~ |Motilita | ~ [PR ~ |Motilita ~ [Celkova ~ [Imotilni ~ [forem ~ [(mil/ml_~ [Viskozita |~ |SORP (mV/mil/m ~ [Zévér SPG dle WHO 2021  ~

1,6 54 29 24 53 5| 58 42| 88| 1 1 0,00|Normozoospermie
2,2 49| 15| 27, 42 4 46| 54| 92 2] 1] 0,76|Normozoospermie
2,6 55 31 27| 58 8 66 34| 89 0f 0 0,20|Normozoospermie
1,3 10 33 11 44 9| 53 47, 93 1] 1] 1,45|0ligozoospermie
9,6 6) 15| 43 58 4 62 38 99 1] 0 1,69|0li; mie
19| 55 0| 10 10 15| 25 75 88 0 0 0,20Asth: mi
2,5] 155 0| 5| 5| 5 10| 90| 91 2] 1] 1,23|Asthenozoospermie
3,2 39 42| 22| 64} 5| 69| 31 96| 1] 2 1,30|Normozoospermie
2,2 89 42] 43 85 11 96| 4 78] 2| 1] 1,11[Nor i
4,2 62 24 13| 37 6| 43 57 95 10] 2| 1,90|Nor
1,5] 45 39 17, 56 7] 63 37 88 0| 0 0,35|Nor
3,2 78 23 32 55 5 60 40| 90 0| 1] 0,00|Normozoospermie
2,6 12| 21 22| 43 11 54| 46 98| 2| 1 1,69/0li; mie

2 33 32] 35 67] 7| 74 26 91 0f 1] 1,02[Nor
0,9 78 49 27, 76 11 87 13| 78 0| 0 0,95|Nor
19| 43 20| 30] 50 25 75 25 89 1] 1] 0,55|Nor
5,3] 49] 10] 30] 40| 20| 60 40| 93 2] 1] 1,20|Normozoospermie
1,9 63| 15 30) 45) 5| 50] 50| 90| 0f 2 0,65|Normozoospermie
2,9] 52 10] 15] 25 15| 40| 60 82 Y 2| 0,9 mis
18] S| 34 33 67 5 72 28 100] 2| 0 2,02|0li; mie
3,6 38 27 27, 54 6| 60 40| 96| 0| 0 1,01|Nor i
4,2 26 19| 26 45| 22 67 33 81 0| 0 0,00|Normozoospermie
1,9] 13| 18] 26 44] 3 47, 53 94| 0 0) 1,40|Oligozoospermie
0,8 9 32 16, 48] 9| 57 43 90 Y 0 1,37|Oligozoospermie

2| 53 54§ 23] 77 5 82 18] 88 Y 0 1,02|Nor i
2,3 8 16| 26 42 27| 69 31 100] 0| 0 1,50{0li; mie
19| 0,001} 25 37] 62 12| 74| 26 93 0| 0 1,96|0ligozoospermie
2,5] 37] 32 26 58 11 69 31 85 0f 0) 0,00|Normozoospermie
1,6 34 33 33| 66 6| 72 28 89 Y 0 1,00|Nor i
4,9 17, 19| 29 48] 28 76 24 90 Y 1] 0,99|Nor
3,1 42 38 21] 59 10] 69 31 87 0| 2| 1,00{Nor
3,3] 44] 41 27, 68 8 76 24| 91 0| 0 0,00|Normozoospermie
2,4] 31 0| 0] 0) 0f 0) 100| 95 0f 0) 2,30|Asthenozoospermie
2,3 67] 0| 3] 3| 0| 3 97 97 1] 2| 1,69|Asthenoteratozoospermie
3,8 97] 43 40] 83 7] 90 10] 96 2| 2| 1,10] mi
1,5] 0,25] 28 20 48] 6] 54 46| 100] 0| 1] 3,6[0li mie
3,5] 25| 35 55 90] 5 95 5 87 1] 1] 1,20|Normozoospermie

3 0,03] 53 22 75 6| 81 19] 99 0 1 3,60|Oligoteratozoospermie
2,4 0,02] 7| 31 38 S| 43 57 90 0| 1] 4,50|0li i

3 91 10] 25 35 7] 42| 58 85 Y 1] 1,30|Nor

2| 14 39 21] 60 7] 67 33 97 0| 1] 0,00|0li mie
0,5 12| 27| 33 60 13| 73 27 98 2] 1] 1,20/0li; mi
1,5] 38 30| 10 40| 10] 50 50 89 0| 2| 1,00|Normozoospermie
2,6 35 18] 29 47| 30 77 23 89 0f 1] 0,90|Nor i
2,5] 67] 0| 20 20 10] 30 70| 93 Y 1] 1,55] mi

4 12| 15| 23] 38 31 69 31 90 0| 0 0,89|0li T
1,5] 16, 30| 42 72 9| 81 19| 96 0| 0 1,10|Normozoospermie

3 55 6| 23] 29 29 58 42 91 0| 1] 1,30|Normozoospermie

3 18 12 24| 36 6 42 58 90| 0f 0 1,00[Normozoospermie
3,2 98 18] 33 51 9| 60 40| 76 Y 1] 0,00|Nor i

3 31 34| 22| 56 9 65 35 88 0| 1] 0,90|Nor
1,8 37] 37| 53 90] 6| 96 4 90| 0| 1] 0,25|Normozoospermie

2| 0,03] 30| 23] 53 9 62 38 100] 1] 1] 1,3|Oligoteratozoospermie
3,2 2| 13 18 31 22| 53] 47, 88| 2| 1] 1,40/0li;
1,6 120 8 27, 35 12| 47, 53 96 Y 1] 1,20|Nor
3,5] 79 48 17, 65 3 68 32 98 0| 1] 1,69]Te
3,2 120 12| 37] 49] 11 60 40| 88 0| 1] 1,10|Normozoospermie
3,6 32 0| 21 21 29 50 50 97 0| 1] 1,90|Teratozoospermie

2 67 5 19 24| 5| 29| 71 94| 0f 1] 2,30|Asthenozoospermie
2,4 20] 15| 25 40| 25 65 35 95 Y 1] 1,20|Nor i
7,5] 43 25 25 50 0f 50 50 95 0| 1] 1,19|Nor
3,2 15| 8 23] 31 16| 47| 53 86 0| 0 1,20|Oligozoospermie

2| 12 28 21 49] 7| 56 44] 88 1] 0 1,60|Oligozoospermie

2 66 25| 33 58 28] 86 14| 93] 2| 0 1,40[Normozoospermie

3 0,5] 19| 22 41 26 67 33 92 Y 0 1,35|0ligozoospermie
2,2 13| 34| 19 53 6| 59 41 97 0| 1] 0,00|0li mie
3,5] 27, 11 37] 48] 22 70 30| 96| 10] 0 0,50|Normozoospermie

5) 62 19| 39] 58 21 79 21 94| 0| 0 1,20|Normozoospermie

2 17] 2 6) 8 2| 10 90| 95| 2| 1] 5,20|Asthenozoospermie
0,5 47] 49 19 68 8 76 24 91 0| 0 0,00|Nor i

5| 23] 31 30] 61 26 87 13| 100] 0| 0 1,00Te

4 64 16 29| 45 8| 53 47| 88| 3| 0| 0,89|Normozoospermie

4 47] 8 22 30 32 62 38 95 1] 1] 1,30|Normozoospermie

3 24 21 12| 33 8 41 59| 90| 0f 0 1,23|Normozoospermie
5,2 26 26 21 47| 6| 53 47, 99 0| 2| 0,30|Te i
1,5] 64] 45 39 84 6| 90 10] 96 1] 2| 0,56|Nor

2| 16| 36 32 68, 15 83 17| 83 0| 1 0,69|Normozoospermie

3 48] 19| 23] 42] 24 66 34| 89 0| 1] 0,52|Normozoospermie
1,4 6) 5 21 26 15 41 59| 88| 0f 1] 4,30|0ligoasthenozoospermie
3,3 1] 12| 23] 35 18] 53 47, 90 Y 2| 2,60[Oligozoospermie
19| 4 48 18, 66 7] 73 27 97 2| 1] 1,50/0li; mie
2,1 18| 19| 22, 41 26 67 33 89 0| 1 1,10|Normozoospermie
2,5] 14 6| 32 38 17| 55 45 90 6| 1] 1,20|Oligozoospermie

2 81 16 32] 48| 11 59| 41 95 0f 0 0,78|Normozoospermie




