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SOUHRN

Malondialdehyd (MDA) je jednim z kone¢nych produkti peroxidace lipida.
Je to velmi toxicka molekula. MDA reaguje ptedevsim s lipidy, proteiny nebo DNA,
a tim ovliviiyje fyziologické mechanismy v téle.

Plazmatické membrany spermii obsahuji velké mnozstvi fosfolipidd. Jejich
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) snadno podléhaji lipidové peroxidaci, proto se
malondialdehyd pouziva jako diagnosticky marker lipoperoxidace, tedy ukazatel
oxidac¢niho stresu.

Stanovovali jsme malondialdehyd v seminalni plazmé vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii v systému obracenych fazi s fluorescencni detekci. Malondialdehyd byl
derivatizovan kyselinou thiobarbiturovou a nésledné separovan na koloné¢ LiChroCART®
125-4, Purospher STAR RP-18e, 5 pum. Mobilni fazi byla smés 25 mmol/l KH,PO4
a ethanolu (80:20, v/v), upravena na pH 6,0.

Analytické parametry této metody byly nasledujici: ptfesnost v sérii vyjadiend
variacnim koeficientem byla 4,0 %, spravnost vyjadiend primérnou vytéZnosti byla 99,0 %
(CV 3,6 %). Kalibra¢ni kiivka byla linearni v celém rozsahu koncentraci pouzitych
standardt malondialdehydu (0,00-0,25 pumol/1).

Hladina malondialdehydu se pohybovala u jednotlivych souborii pacientli v téchto
rozmezich: vSichni pacienti 0,82-2,22 pumol/l, kufaci 0,91-2,22 pmol/l, nekutéci 0,82-
1,99 pmol/I.



SUMMARY

Malondialdehyde (MDA\) is one of the final products of lipid peroxidation (LPO).
This molecule is very toxic. MDA reacts with lipids, proteins or DNA and this way
it affects physiological mechanisms in the organism.

Sperm plasma membranes contain large number of phospholipids. Phospholipids
polyunsaturated fatty acids can be subject of lipid peroxidation. Malondialdehyde is used
as a diagnostic marker of LPO and indicator of oxidative stress.

We have determined malondialdehyde in the seminal plasma by reversed-phase
high-performance liquid chromatography with fluorescence detection. Malondialdehyde
was derivatized with thiobarbituric acid and MDA(TBA), adduct was separated on column
LiChroCART® 125-4, Purospher® STAR RP-18e, 5 um. A mobile phase, 25 mmol/I
KH,PO, and ethanol (80:20, v/v), pH 6.0 was used.

Analytic parameters of this method were following: intra-assay was 4 %, recovery
was ranged in 94.77 % — 103.16 %, average 99 % (CV 3.65 %). The calibration curve was

linear in the whole range of concentrations (0.00-0.25 umol/L).
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1 UVOD

Reaktivni formy kysliku mohou reagovat s dvojnymi vazbami polynenasycenych
mastnych kyselin. Tento proces se nazyva lipidova peroxidace. Primarnimi produkty jsou
hydroperoxidy, které podlé¢haji dal§$im chemickym reakcim za vzniku sekunddrnich
produktti — hydroxyaldehydu.

Malondialdehyd je hlavnim a jednim znejvice studovanych produkti lipidové
peroxidace. Je to genotoxicka a velmi reaktivni latka. VSechny potencialné genotoxické
vlastnosti MDA mohou vést k mutacim a nasledné k rakovin¢. MDA je schopen reagovat
s molekulami jako je DNA nebo proteiny a tim ovlivnit fyziologické mechanismy v téle.

Lipoperoxidy a metabolity lipoperoxidace mohou poSkozovat pribéh
spermatogeneze, coz vede k poklesu poctu spermii (spojené s muzskou neplodnosti)
a k poskozeni kvality spermatu, v¢etné abnormalit kréku, snizené pohyblivosti spermii,
ztraty schopnosti spermii podstoupit akrozomovou reakci a oplodnéni. Proto je nutné urcit
miru lipidové peroxidace v lidské seminalni plazmé pro studii muzské patologické
neplodnosti.

Malondialdehyd mtizeme stanovit nckolika zpiisoby, nejCastéji se vyuzivaji
spektrofotometrické a chromatografické metody, predevsim pak vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie a plynova chromatografie s hmotnostni detekci. Dale se pouzivaji také

metody elektromigracni.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Volné radikaly
2.1.1 Definice volnych radikala

Jako volné radikaly (VR) jsou oznacovany atomy, molekuly ¢i ionty, které obsahuji
jeden nebo vice neparovych elektroni ve svém atomovém nebo molekulovém orbitalu
ajsou schopné samostatné existence (Tremellen 2008, Racek a Holecek 1999).
Jsou to vysoce reaktivni ¢astice, které mohou iniciovat fadu dalSich reakei, protoze se snazi
ziskat parovy elektron odejmutim elektronu ¢i jeho pfedanim jinym molekuldm.
Tyto molekuly se poté méni na dalsi volny radikal a dochézi tak k propagaci radikalové
reakce. Pokud spolu reaguji dva volné radikély, dojde ke spojeni neparovych elektronii
a k terminaci reakce. VR napadaji rizné biologické struktury, jako mastné kyseliny, lipidy,
nukleové kyseliny, sacharidy, aminokyseliny a bilkoviny, enzymy, koenzymy
i nizkomolekularni latky, coz mize vést k téZkému poskozeni tkani i celych organt
(Kandar a Zdakovd 2007; Racek a Holecek 1999; Stl'pek a kol. 2000; Chari a Colagar
2011).

2.1.2 Vznik volnych radikala
Z chemického hlediska mohou radikaly vznikat nasledujicimi reakcemi:
a) homolyticky - tj. stépeni kovalentni vazby, kdy kazdy fragment ziska jeden neparovy
elektron. K tomuto rozpadu je ovSem zapotiebi dostatek energie a vyvolat jej tedy muze
napt. UV zéfeni, ioniza¢ni zafeni, vysoka teplota, radiace apod.
A:B->A+B
b) oxidaci - kdy normalni molekula ztraci elektron
A+ R->A+R
C) redukci - kdy normalni molekula pfijima elektron

B+e —»B°
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2.2 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Reaktivni formy kysliku a dusiku zahrnuji volné radikaly i latky neradikalové
povahy, které vznikaji dalSimi pfeménami VR (Tab. 1). Souhrnné se nazyvaji reaktivni
formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS). Tyto latky maji znacny fyziologicky
i patologicky vyznam (Racek a Holecek 1999; Stipek a kol. 2000).

Tab. 1.: Reaktivai formy kysliku (Halliwell a Gutteridge 2001).

Radikaly Neradikalové latky
Superoxid, O,™ Peroxid vodiku, H,O,
Hydroxylovy radikal, HO Kyselina chlorna, HOCI
Peroxyl, RO, Ozon, O3

Alkoxyl, RO’ Singletovy kyslik, ‘0,
Hydroperoxyl, HO,' Peroxynitrit, ONOO"

Tab. 2.: Reaktivni formy dusiku (Halliwell a Gutteridge 2001)

Radikaly Neradikalové latky
Oxid dusnaty, NO' Kyselina dusita, HNO,
Oxid dusi¢ity, NO;’ Oxid dusity, N,O3

Oxid dusicity, N2O4

Nitronium, NO,"

Peroxynitrit, ONOO"

Kyselina peroxydusita, ONOOH

Alkylperoxynitrit, ROONO

Nitroxyl, NO

Nitrosyl, NO*

Nitrylchlorid, NO,ClI
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2.2.1 Vyznam reaktivnich forem kysliku a dusiku

2.2.1.1 Vyznam reaktivnich forem kysliku a dusiku pro prenos energie

Radikélové reakce v organismech jsou zivotné dilezitymi pochody, protoze
ke spravné funkci organismu je zapotfebi obrovské mnozstvi energie, ktera se ziskava
pfenosem elektront, ziskanych ze zivin, na kyslik. Reaktivni formy kysliku a dusiku
(RONS) se tedy ucastni uvolhovani a pfemény energie pomoci 4-elektronové redukce
kysliku. Tento d¢j probihd pomoci enzymu. Ptikladem je enzym cytochromoxidasa, ktery
vV dychacim fetézci v mitochondriich pfedava elektrony pies koenzym Q a cytochrom c
na molekuldrni kyslik. Kyslik se dale redukuje ¢tyfmi elektrony za vzniku dvou molekul
vody a energie pro syntézu adenosintrifosfatu (ATP). V prub&hu redukce vznikaji
jako meziprodukty ROS — peroxid vodiku a superoxid, které zdstavaji vazany na enzym
atim nepoSkozuji okolni biomolekuly. Dal$im enzymem je monooxygenasa, ktera
se vyskytuje v endoplazmatickém retikulu jater nebo v mitochondriich nadledvinek. Kyslik
je zde redukovan tiemi elektrony na hydroxylovy radikal, ktery slouzi k hydroxylaci fady
endogennich a exogennich latek, vcetn¢ 1ékti. Reaktivni meziprodukty kysliku zGstavaji

také vazany na enzym (Stipek a kol. 2000; Fang a kol. 2002).

2.2.1.2 Reaktivni formy kysliku a dusiku jako signalni molekuly

Antioxida¢ni ochranné systémy nikdy neodstraituji RONS zcela, ale udrzuji jejich
hladiny v urcitych mezich. Volné radikaly a jejich metabolity totiz nalézaji uplatnéni
Vv fad€ signdlnich d&ji. Nekteré bunécéné kultury reaguji na sniZzené hodnoty ROS zvySenou
proliferaci a naopak vyss$i hodnoty maji inhibi¢ni az cytotoxicky efekt. Redoxni zmény
také reguluji aktivity nckterych transkripcnich faktorti, napiiklad aktivacniho proteinu-1
(AP-1) a nuklearniho faktoru kappa B (NF-xB).

Jako dtilezZity regula¢ni mechanismus ziejmé plisobi také vzajemné interakce mezi
ROS a RNS. Zatimco H,0, aktivuje NF-xB, NO® jej inhibuje. V cévnim endotelu piisobi
kyslikové a dusikové radikaly také antagonisticky, O2"" zplsobuje cévni vazokonstrikei,
naopak pod vlivem NO® hladky sval relaxuje. Rovnovéaha O,"/NO® je tedy pravdépodobné
jednim z fyziologickych mechanismi pro regulaci krevniho tlaku (Stipek a kol. 2000;
Gutteridge a Haliwell 1994; Thannickal a kol 2000).
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2.2.1.3 Reaktivni formy kysliku a dusiku jako ucinna zbran fagocyti proti
bakteriim a cizim strukturam

Volné radikaly kysliku a dusiku iniciuji fadu biochemickych reakci v organismu.
Dalsi jejich fyziologickou tulohou je napiiklad mikrobicidni ucinek na fagocytované
mikroby a cizi struktury a maji tedy vliv na imunitni odpovéd’ a zanétlivou reakci.

Na plazmatické membrané neutrofild a makrofagh se nachazi enzym
nikotinamidadenindinukleotidfosfat-oxidasa (NADPH-oxidasa), ktera obsahuje
flavocytochrom bssg. Po pohlceni cizi ¢astice dochazi k tzv. respiraénimu vzplanuti.
Aktivuje se NADPH-oxidasa, redukovany NADPH slouzi jako substrat pro pienos
elektronti na kyslik za vzniku superoxidu a nasledné peroxidu vodiku. Kyselé prostiedi
ve fagosomu podporuje uvolnéni iontl zeleza pro Fentonovu reakci a tvoii se hydroxylovy
radikal.

U polymorfonukleart se jesté uplatiiuje myeloperoxidasa, ktera katalyzuje tvorbu
kyseliny chlorné z peroxidu vodiku a chloridového iontu. Kyselina chlornd ma silny

antibakteridlni 0¢inek in vitro.
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2.3 Antioxida¢ni ochranné mechanismy

Aerobni  organismy  vyuzivaji ufinné antioxidaéni  mechanismy, které
za fyziologickych podminek postacuji k inaktivaci volnych radikalt. Jednou obranou
je zachyt a odstranéni jiz vytvofenych VR (Kand'ar a Zdkova 2007). Odstrainovani volnych
radikalli v organismu probihé nékolika zpisoby:

a) pomoci antioxidantl

b) volné radikaly jsou pevné zachyceny jinymi molekulami a tak zneSkodnény
(quenching)

C) pti reakci 2 volnych radikalt dojde ke sdileni elektronti a volné radikaly zaniknou,
napt. NO®* + OH®* — ONOO™, NADH reaguje 100krat rychleji s peroxynitritem
nez bilkoviny, tj. chrani je pted nitraci

d) volné radikaly jsou vylucovany z téla (moci, stolici, hnisem apod.)

(Holecek 2006)

Nejbéznéjsi obrana proti tvorbé nadmérného mnozstvi RONS je regulace aktivity
enzymu, které je tvofi. Mezi enzymatické mechanismy fadime cytochrom c, Kkatalasu,
glutathionperoxidasu,  cytoplazmatickou a  mitochondrialni  superoxiddismutasu
a ceruloplasmin.

Dalsi zptsob antioxidacni ochrany jsou obecné repara¢ni mechanismy poskozenych
biomolekul, naptiklad degradace poskozenych proteinli, oprava oxidaéné¢ poskozenych

bazi nebo apoptodza (Kandar a Zdkova 2007; Carbonneau a kol. 1991).

19



2.4 Oxidacni stres

Za fyziologickych podminek je v organismu ustadlena oxidoreduk¢ni rovnovaha,
ktera je dulezita pro udrzeni homeostasy. Nadmérnou produkci RONS nebo nedostate¢nou
funkei antioxida¢niho systému (popf. kombinaci obou faktort) miize dojit k poruSeni
rovnovahy mezi vznikem a odstraiiovanim RONS. Tento jev se nazyva oxidacni stres,
ktery zpusobuje oxidacni poskozeni biomolekul, enzymovych komplexti a bunécné
signalizace. V dusledku tohoto poskozeni vznika také fada onemocnéni — ateroskleroza,
diabetes mellitus, hepatitidy, Crohnova choroba, hypertenze, akutni pankreatitida a dalsi.
Dtlezitym projevem vystaveni organismu oxidaénimu stresu je proces starnuti.
Srostoucim vékem roste také tvorba ROS, volnych radikdli, kapacita antioxida¢niho
ochranné¢ho systému klesd a dochédzi ke stdle vétSimu ischemickému a toxickému

poskozeni organismu (Kand'ar a Zakova 2007; Fang a kol. 2002; Sies 1997).

2.4.1 Peroxidace lipidi

Lipidovéa peroxidace (LPO) je kaskada chemickych reakci. Je to proces oxidaéniho
poskozeni polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) lipidd disledkem nadmérné
produkce reaktivnich forem kysliku. Primarné vznikaji hydroperoxidy mastnych kyselin,
které jsou dal$imi reakcemi pfeménény na sekundéarni produkty. Tyto metabolity byvaji
Casto velmi reaktivni a narusSuji strukturu biomolekul. Toxické jsou pfedevSim nékteré
aldehydy, malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxynonenal (4-HNE).

V biologickych systémech mize LPO probihat bud’ neenzymovym mechanismem
(autooxidace), nebo fizenym enzymovym mechanismem. Pod pojmem peroxidace lipida
je vétsinou myslen neenzymovy a nekontrolovany proces premény lipidu.

LPO probiha hlavné v biologickych membranach a lipoproteinech. Zde jsou jako
soucasti fosfolipidli v nejvétsi koncentraci piitomny polynenasycené mastné kyseliny,

které jsou hlavnimi substraty lipoperoxidace.

2.4.1.1 Neenzymova peroxidace lipidi
Stejné jako ostatni radikalové reakce i LPO zahrnuje tfi faze: iniciaci, propagaci
a terminaci. Pfi iniciaci dochazi k reakci, pfi které je molekula mastné kyseliny atakovéana
volnym reaktivnim radikédlem, tedy latkou s dostateCnou afinitou k elektroniim. PUFA

obsahuji jednu nebo vice methylenovych skupin umisténych mezi cis dvojnymi vazbami.

20



VR dokdze vytrhnout vodikovy atom z methylenové skupiny (-CH,-) uhlovodikového

fetézce mastné kyseliny, a ta se tak stava uhlikovym radikalem L°:

LH +R*—> L'+ H,0

Nejveétsi vyznam se pripisuje pusobeni hydroxylového radikdlu, iniciaci vSak
Vv zavislosti na podminkach mohou vyvolat i radikaly jiné, napiiklad alkoxylovy,
peroxylovy nebo hydroperoxylovy.

V uhlikovém radikalu nasledné¢ dochazi k pieskupeni dvojnych vazeb za vzniku
konjugovaného dienu. Tim zacina faze propagace. Konjugovany dien reaguje
s molekularnim kyslikem a méni se na peroxylovy radikal (LOO®). Peroxylovy radikal
oxiduje dal§i molekulu PUFA za vzniku nového radikdlu této a sam se pieméni
na hydroperoxid mastné kyseliny, lipidovy peroxid (LOOH). Celé reakce se tetézove Siii
dal.

L'+ O,— LOO®

LOO*+ LH — L*+ LOOH

V této fazi mize také dojit k cyklizaci dvou atomt kysliku za vzniku cyklického
endoperoxidu a nasledné malondialdehydu.

Radikélova reakce pokracuje, dokud se peroxylovy radikdl nesetkd s jinym
radikalem, nebo antioxidantem, napft. vitaminem E (a-tokoferol) ¢i ubichinolem (CoQHb).
Tim dojde k terminaci a fetézova reakce se ukon¢i. Vitamin E i ubichinol se oxiduji

na radikal, ktery je poté regenerovan vitaminem C (askorbat).

LOO’+ a-Toc— LOOH + o-Toc*

a-Toc® + askorbat—a-Toc + askorbat®
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Hydroperoxidy mastnych kyselin, které vznikaji v propagacni fazi, jsou nestabilni
pfedev§im v pfitomnosti iontl piechodnych kovii a jsou Stépeny na alkoxylové

a peroxylové radikaly.

LOOH + Fe''(Cu') > LO*+ Fe'"'(Cu") + OH"
LOOH + Fe''(cu") » LoO"+ Fe''(cu') + H*

(Stipek a kol. 2000; Chari a Colagar 2011; Marnett a kol. 1999; Halliwell
a Chirico 1993)

2.4.1.2 Enzymova peroxidace lipidi
V tadé¢ bunck vSak probiha 1 enzymovéd peroxidace lipidd. Tato reakce
je fyziologicka. Probiha na aktivnich centrech hydroperoxidas a endoperoxidas a vede
k tvorb¢ biologicky aktivnich produktt, dulezitych pro regulaci bunéénych pochodu

(napf. prostaglandiny a leukotrieny).

22



2.5 Malondialdehyd

Malondialdehyd je hlavni a nejvice studovany produkt peroxidace
polynenasycenych mastnych kyselin. Je to genotoxickd a velmi reaktivni latka. Od roku
1960 bylo vyvinuto nékolik metod ke kvantifikaci MDA jako markeru oxida¢niho stresu
(Kand'ar a Zdkova 2007; Del Rio a kol. 2005). Jedna se o aldehyd, jehoZ suméarni vzorec

je CHy(CHO),, pii fyziologickém pH existuje pfedev§im v enol-formé.

OWO

Obr. 1 Malondialdehyd

2.5.1 Vznik malondialdehydu

Hlavnim zdrojem MDA v biologickych vzorcich je peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin se dvéma nebo vice dvojnymi vazbami. Bylo navrzeno nékolik hypotéz,
které popisuji vznik MDA in vivo.

Podle Pryora a Stanleyho (1975) je malondialdehyd produktem rozkladu.
Pocatecnim produktem oxidace PUFA je peroxylovy radikal PUFA. Dalsi osud tohoto
radikalu zavisi na jeho pozici v uhlikatém fetézci mastné kyseliny. Pokud se nachazi
na jednom ze dvou konct systému dvojnych vazeb, vznika hydroperoxid mastné kyseliny.
Jestlize se peroxylovy radikal nachazi uvnitt systému dvojnych vazeb, konkuruje tvorbé
hydroperoxidu cyklizace na sousedni dvojnou vazbu, pti které vznika endoperoxid PUFA,
tj. meziprodukt vedouci k tvorbé MDA. Cyklizaci vytvofena endoperoxylova skupina
sousedi s radikalovym uhlikem. Tento radik4l mize reagovat s O; za tvorby peroxylového
radikdlu mastné kyseliny. Ten je nasledné¢ bud redukovan na hydroperoxid,
nebo podstupuje sekundarni cyklizaci za vzniku nestabilni bicyklické slouceniny.
Z ni se po reakci s O, a nasledné redukci vytvari bicyklicky endoperoxylovy hydroperoxid
mastné kyseliny, ktery ma prostaglandin G-kruhovy systém. Pti jeho degradaci vznika
MDA (Obr. 2). Frankel a Neff (1983) provedli studii, ktera tuto hypotézu potvrdila (Del
Rio a kol. 2005; Lykkesfeldt 2007; Marnett 1999).
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Obr. 2 Vznik MDA (Marnett L. J. 1999)

V prvnim kroku lipoperoxidace vznika peroxylovy radikal PUFA (1), pokud peroxylovy
radikal existuje na jednom ze dvou koncii dvojné vazby (2), vznikne hydroperoxid (4),
jestlize se nachazi uvniti systéemu dvojnych vazeb (3), podstupuje sekundarni cyklizaci za
vzniku nestabilni bicyklické slouceniny (5). Z ni opét vznika hydroperoxid (6), nebo se
oxidaci a ndslednou redukci vytvari bicyklicky endoperoxylovy hydroperoxid mastné

kyseliny (7), ktery ma prostaglandin G-kruhovy systém. Pri jeho degradaci vznika MDA.

Esterbauer a kol. (1991) ptedlozili dalsi hypotézu, ktera je zalozena na postupnych
hydroperoxidovych formacich a B-$tépeni fetézce polynenasycenych mastnych kyselin,
vznika 3-hydroperoxylaldehyd. MDA se pak tvoifi bud jeho pifimym rozstépenim,
nebo reakci mezi akroleinovym a hydroxylovym radikalem (Del Rio a kol. 2005;

Lykkesfeldt 2007).
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Obr. 3 Mechanismus vzniku MDA (Del Rio D. a kol. 2005)

MDA také vznikd enzymatickymi procesy zraznych prostaglandini. Hecker
aUlrich  (1989) popsali biosyntézu tromboxanu A2, ktera vede ke vzniku
malondialdehydu a 12(S)-hydroxy-8, 10 (E, E) — heptadekadienové kyseliny (HHT)
jako dalsich produkti (Del Rio a kol. 2005).

2.5.2 Odbouravani MDA
MDA je metabolizovan v jatrech na semialdehyd malonové kyseliny. Ten
je nestabilni a spontanné¢ se rozklada na acetaldehyd, ktery je pak preveden

aldehyddehydrogenasou na acetat, eventuelné vznika acetyl-CoA.

2.5.3 Toxicita MDA
Pod fyziologickou hodnotou (pH < 7,4), existuje malondialdehyd ve formé
enolatového aniontu. Tato malo reaktivni forma reaguje s lysinem za tvorby Schiffovych
bazi a hraje hlavni roli v modifikaci lipoproteinti o nizké hustoté (LDL) a jejich nasledném

rozpoznavani makrofagy (Del Rio a kol. 2005).
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Pti vice kyselém pH (pH < 4), ptevlada forma p-hydroxyakroleinu (BHA). BHA je
velmi reaktivni a reaguje s fadou biologicky vyznamnych nukleofild.

MDA se vaze navolné aminoskupiny proteini. Dusledkem toho se proteiny
agreguji, sit'uji a stavaji se citlivéjsi k proteolytické degradaci. Dochazi ke zméné fluidity
membran, zvySuje se propustnost pro ionty, méni se membranovy potencial a dochazi
k 1yzi bungk.

MDA také velmi Casto reaguje s DNA (adeninem, produkt je ozna¢ovan zkratkou
M1A, cytosinem, MIC, a guaninem, M1G). Tyto slouCeniny maji antigenni ucinky,
protilatky proti nim jsou pfitomny v organismu a mohou evokovat aterosklerézu. (Del Rio
a kol. 2005, Marnett 1999).

Vsechny tyto potencialné genotoxické vlastnosti MDA mohou vést k mutacim
a nasledn¢ k rakovin€. MDA je schopen reagovat s molekulami jako je DNA nebo proteiny

a tim ovlivnit fyziologické mechanismy v téle (Del Rio a kol. 2005).
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2.6 Slozeni ejakulatu
Ejakulat obsahuje vlastni gamety, spermie a seminalni plazmu. Je to nehomogenni
tekutina, kterd ma tfi slozky:
1. Prostaticka slozka je tvoiena sekrety prostaty, je fidkd a ma mlécny vzhled.
Obsahuje kyselou fosfatasu a fibrinolyzin.
2. Dalsi slozka obsahuje velké mnoZstvi normalnich spermii a je objemove nejvetsi.
3. Posledni slozka je tvofena hlavné vymésky semennych vackii a je rosolovita.
Obsahuje fruktosu, prostaglandiny, kyselinu askorbovou, globuliny, glykoproteiny
a prevazn¢ nefunkéni a abnormalni formy spermii (Malinsky a kol. 2004;

Owen a Katz 2005).

2.6.1 Seminalni plazma

Semindlni plazma (SP) je tekutina, ve které se pohybuji spermie. Je to jejich
ptirozené prostfedi a mize svymi vlastnostmi a slozenim ovlivnit oplodiiovaci schopnosti
spermii.

Semindlni plazma obsahuje vymésky stocenych kanalkl,, nadvarlete, semennych
vackl, prostaty a pridatnych zlaz. Jeji latkové slozeni je velmi podobné slozeni krevni
plazmy — obsahuje bilkoviny, lipidy a sacharidy. Oproti krevni plazmé obsahuje vice
fruktosy a méné glukosy. Spermie vyuzivaji fruktosu jako hlavni zdroj energie.

Prostatickd slozka SP obsahuje antioxidacni latky, véapnik, hoicik, zinek,
a tim chrani spermie pfed toxickym poskozenim. Prostata je také zdrojem kyselé fosfatasy,
kyseliny citronové a inositolu (Malinsky a kol. 2004, Ulcova-Gallova 2006).

Fibrinogen ze semennych vackd, koagulaéni enzymy z prostatickych Zzlazek
a fibrinolyzin jsou odpovédné za vytvofeni koagula a c¢aste¢nou imobilizaci spermii
po ejakulaci. Mimo vlastni organismus se ejakulat za 15 az 20 minut, diky ptsobeni
fibrinolyzinu, zkapalnuje.

Seminalni plazma je lehce zasadita (pH = 7,5). Po ejakulaci spermie spotiebovavaji
fruktosu, produkuji kyselinu mléénou, a tim mize pH po delsi dobé stani Klesat
(Owen a Katz 2005).
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2.6.2 Spermie

Spermie je specializovana buika, kterd slouzi k pfenosu genetické informace
pii oplozeni. Sklada se z hlavicky, stiedniho oddilu, ktery je tvofeny kr€kem a spojovacim
oddilem, a bi¢iku, ktery se sklada z hlavni a terminalni ¢asti.

Hlavicka muzské spermie ma ovalny tvar a je oplostéla. Uvnitt ma jadro se silné
kondenzovanym chromatinem. Na povrchu je cytoplasmatickdi membrana a pod ni
se nachazi akrosom, vakovity utvar, ktery nasedd na oplosStélou cast jadra. Akrosom
obsahuje velké mnozstvi lytickych enzymii, které pomahaji spermii proniknout do vajicka
béhem oplozeni. Pti basdlni ¢asti hlavicky je postakrosomdlni pochva. Ohranic¢eni hlavicky
proti krcku tvoii basalni ploténka (Malinsky a kol. 2004).

Hlavni soucésti krcku je proximalni centriol, kolem kterého je ulozeno 9 pticné
zihanych provazci, oznaCovanych jako segmentované chordy kréku. Na hranici
se spojovacim oddilem je distalni centriol, ktery predstavuje basalni télisko osového vlakna
bi¢iku, axonem.

Stitedem spojovaciho oddilu probihd osové vlakno — axonem. Axonem tvoii
naobvodu 9 pard mikrotubuli a uprostfed dvojice centralnich tubulii. K perifernim
dvojicim mikrotubulti se piikladd 9 podélné probihajicich tmavych provazci — hladké
chordy, které jsou pokracovanim zihanych chord v krcku. Ty se uplatiuji pti pohybu
bi¢iku. Zevné od hladkych chord jsou uloZeny mitochondrie, které tvoii souvislou vrstvu
Sroubovité probihajici v celém spojovacim oddile, oznacovanou jako mitochondridlni
pochva.

Hlavni ¢ast biciku ma v osové €asti stejné usporadani jako spojovaci oddil. V zevni
vrstvé je misto mitochondrii fibrozni pochva, kterd se sklada ze dvou poloobloukovitych
zeber. S Zebry splyvaji dvé hladké chordy a tvofi dva podélné sloupce, které rozdéluji
hladké chordy na dvé asymetrické poloviny. Toto uspofaddani zpiisobuje pii kontrakci
vInity pohyb biciku.

Terminalni ¢ast biciku je tvofena pouze axonemou a na povrchu je ohrani¢ena
cytoplasmatickou membranou.

Cely bicik je dlouhy asi 65 pm a Siroky 1 um a umoziuje progresivni pohyb
spermie. V ejakulatu se rychlost spermii uvadi 10 — 60 um za sekundu (Malinsky a kol.
2004; Ulcova-Gallova 2006).
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2.7 Vliv oxidaéniho stresu a lipoperoxidace na muzskou plodnost

Spermie jsou velmi nachylné k poskozeni oxida¢nim stresem (OS), zvlasté jsou
citlivé na reaktivni formy kysliku, protoze jejich plasmatické membrany obsahuji velké
mnozstvi polynenasycenych mastnych kyselin a jejich cytoplazma obsahuje nizké
koncentrace antioxida¢nich enzymu. Oxidaé¢ni stres ma vliv nejen na fluiditu plasmatické
membrany spermii, ale i na integritu DNA v jadfe spermii. OS vede k mutaci
mitochondridlniho genomu a naruSuje normalni funkci spermii (Colagar a kol. 2009;
Shamsi a kol. 2010).

Lipoperoxidy a metabolity LPO mohou indukovat a urychlit proces apoptdzy
zarodeénych bunék. To vede k poklesu poctu spermii a zhorSeni tak kvality spermatu,
véetné abnormalit krcku, sniZené pohyblivosti spermii, ztraty schopnosti spermii
podstoupit akrosomovou reakci a oplodnéni. Proto je nutné urcit miru LPO seminalni
plazmy. Za u¢elem studie muzské neplodnosti (Li a kol. 2004; Shamsi a kol. 2010).

Vysoké hladiny ROS mohou narusit vnitini a vnéj§i mitochondridlni membrany,
coz vede kuvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii, ktery aktivuje enzym kaspasu
a indukuje apoptozu. Studie u neplodnych muza ukazaly, ze vysoké hladiny cytochromu c
v seminalni plazmé naznacuji vyznamné mitochondridlni poskozeni ROS, zvysSenou
apoptozu a nakonec i poskozeni DNA. Apoptdza spermii je Casto zahajena povrchovym
receptorem, ktery je znamy jako Fas nebo CD 95. Fas je membranovy protein typu |, ktery
zprostredkovava apoptozu. K apoptoze dochazi, pokud se Fas ligand nebo anti-Fas
protilatky navazou na Fas protein (Chari a kol. 2011).

2.7.1 Vliv na motilitu spermii

ZvySena tvorba ROS koreluje se snizenim motility spermii. Vysoka hladina ROS
vede ke sniZeni fosforylace axonemalnich proteinti a imobilizaci spermii, coz je spojené se
sniZzenim tekutosti membrany, ktera je nezbytna pro fuzi spermie - vajicko.

Dalsi hypotézou je, Ze se peroxid vodiku muze §ifit pfes membrany do bunck a tam
potlacuje aktivitu nékterych enzymu, jako je glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa (G6PD).
SniZena aktivita G6PD vede ke snizené produkci NADPH, ktery je nutny pro regeneraci
glutathiondisulfidu na glutathion (Saleh a kol. 2002).
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2.7.2 PoSkozeni DNA indukované oxida¢nim stresem

Riazné studie prokazaly, ze pokud byly spermie vystaveny uinkiim ROS, vedlo
to k vyraznému zvyseni poSkozeni DNA.

Bylo prokazano, Ze vysoké hladiny ROS jsou pii¢inou fragmentace DNA spermii,
bézn¢ pozorované u neplodnych muzd. Tato informace ma vyznamné klinické dislTo ma
vyznam pro klinickou praxi, pfedev§im pro asistovanou reprodukci (ART). Spermie
vybrané pro ART s nejvétsi pravdépodobnosti pochazeji z prostiedi, kde dochazi k OS
a vysoké procento téchto spermii ma poskozenou DNA. Existuje zna¢né riziko, Ze se u této
formy 1éCeni pouzivaji spermie nesouci poSkozenou DNA. Pii pouziti intrauterinni
inseminace nebo spontanniho oplodnéni in vitro, se nemusime ni¢eho obavat, protoze
poSkozeni plazmatické membrany spermii LPO =zajisti, Ze nemize dojit Kk oplodnéni
spermii S poskozenou DNA. Pokud je spermie pfimo injektovana do vajicka, pak se muze
stat, Zze vajicko bude oplodnéno spermii nesouci poSkozenou DNA (Aitken a Koppers
2011; Saleh a kol. 2002).

2.7.3 Fyziologicky vliv reaktivnich forem kysliku na spermie

AZ donedavna byly ROS povazovany za vyhradné toxické pro lidské spermie.
Studie Atkiena a kol. (1989) ukazala, ze omezené mnozstvi ROS vyznamné reguluje
nékteré funkce spermii. Autofi zjistili, Ze nizké hladiny ROS mitizou zlepsit schopnost
lidskych spermii vazat se na zonae pellucida.

Jiné studie ukazaly, Ze inkubace spermii pii nizké koncentraci peroxidu vodiku
stimuluje kapacitaci spermii, hyperaktivaci a zlepSuje schopnost spermii podstoupit
akrosomovou reakci a fazi s oocytem. Dalsi ROS, jako je oxid dusnaty a superoxidovy

anion také podporuji kapacitaci spermii a akrosomovou reakci (Saleh a kol. 2002).
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2.8 Stanoveni malondialdehydu

Stanoveni malondialdehydu se pouziva predevs§im K posouzeni oxida¢niho stresu

a miry lipidové peroxidace.

2.8.1 Spektrofotometrické stanoveni
Malondialdehyd se nejCastéji stanovuje spektrofotometricky jako adukt
s kyselinyou thiobarbiturovou. Tato metoda je jednoducha a levna, ale velmi nespecificka,
protoze TBA reaguje nejen s MDA, ale také smnoha dalSimi slou¢eninami,

napf. se sacharidy, aminokyselinami, pigmenty (Mateos a kol. 2005; Del Rio 2005).
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Obr.4 Vznik komplexu MDA(TBA), (Bastos a kol. 2012)

Vzorky ejakuldtu jsou po zkapalnéni centrifugovany a poté se odpipetuje
supernatant (seminalni plazma). Postup pfipravy vzorku se mezi jednotlivymi autory lisi.
K supernatantu je pfidano derivatizacni €inidlo, které je modifikované riznymi zplsoby.
Nejcastéji se ke kyseliné 2-thiobarbiturové piidava kyselina octova (Chari a Colagar
2011), nebo kyselina trichloroctova (Shamsi B. S. a kol. 2010). Vzorek se dale inkubuje
pfi 100 °C v rtiznych Casovych intervalech, nejcastéji 1 hodinu. Po ochlazeni je vzorek
centrifugovan. Supernatant je méfen spektrofotometricky pii 534 nm (Chari a Colagar
2011), nebo pii 532 nm (Shamsi a kol. 2010).

2.8.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) se nej€astéji pouziva v systému
obracenych fazi, kdy je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze je polarni. HPLC se uziva

ve spojeni s UV/Vis nebo fluorescenéni detekci.
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2.8.2.1 Derivatizace s 2-thiobarbiturovou kyselinou

Tato metoda je zalozena na reakci MDA a TBA za vzniku Cervené zbarvené¢ho
komplexu MDA(TBA); s absorpénim maximem pii 532 nm.

Ptiprava vzorku je zde podobna jako u spektrofotometrického stanoveni, u riiznych
autorti se lisi slozeni mobilni faze a detekce. Mobilni fazi mize byt smés methanolu
a fosfatového pufru (Li a kol. 2004), nebo acetonitrilu a vody (Fukunaga a kol. 1995).
Pouziva se UV/Vis nebo fluorescencni detekce.

Tato metoda je rychla a citliva, ale derivatizace s 2-thiobarbiturovou kyselinou ma
nékolik nedostatkd - nizkou selektivitu a drsné podminky derivatizace (Claeson a kol.
2001).

2.8.2.2 Derivatizace s diethylthiobarbiturovou kyselinou
Derivatiza¢ni Cinidlo diethylthiobarbiturova kyselina (DETBA) tvofi komplexy
MDA-DETBA, které jsou méné poldrni nez komplex MDA-TBA. Chromatografické
zdznamy jsou prehlednéjsi, metoda je vice selektivni a citlivd. Tato metoda je vhodna

pro stanoveni MDA v moc¢i (Guichardant a kol. 1994).

2.8.2.3 Derivatizace s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
Derivatizace s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH) umoziuje simultdnni stanoveni
1 jinych karbonylovych sloucenin. Pfed vlastni HPLC analyzou je nutna ptedseparace
tenkovrstvou chromatografii (TLC), ptipadné extrakci tuhou fazi (SPE) (Mateos a kol.
2005).

2.8.3 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Dalsi technika pro stanoveni malondialdehydu je plynova chromatografie (GC)
s hmotnostni detekci. Jako derivatizaéni ¢inidlo se pouzivaji fenylhydraziny, naptiklad
pentafluorofenylhydrazin (Mateos a kol. 2005) nebo 2,4,6-trichlorofenylhydrazin (Stalikas
a kol. 2001).

Pro stanoveni volného MDA jsou vzorky derivatizovany s fenylhydrazinem
za mirnych podminek (25 °C, pH 4,0, 30 minut) a poskytuji 1-fenylpyrazolové derivaty.
Pro stanoveni celkové hladiny MDA je pted derivatizaci vzorek hydrolyzovan NaOH
(I ml/l). Tato metoda je velmi specifickd, pfesna, citliva, ale vyzaduje drahé vybaveni
(Cighetti a kol. 1999; Mateos a kol. 2005)
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2.8.4 Elektromigracni metody

2.8.4.1 Vysokoucinna kapilarni elektroforéza
Wilson a kol. (1997) popsali metodu pro méfeni volného MDA v krevni plazmé
S pouzitim vysokoucinné kapilarni elektroforézy (HPCE) ve spojeni s UV detekei.
Oproti metodé HPLC vyuzivajici 2-TBA jako derivatiza¢niho ¢inidla, je HPCE mnohem
specific¢téjsi a citlivéjsi (Wilson a kol. 1997).

2.8.4.2 Kapilarni zonova elektroforéza
Malondialdehyd je mozné separovat také kapilarni zénovou elektroforézou (CZE)
SUV detekci pfi 267 nm. CZE se osvédCila pro pifimé stanoveni MDA diky dobré

separa¢ni G¢innosti a nizkym pozadavkiim na objem vzorku (Claeson a kol. 2001).

2.8.4.3 Micelarni elektrokineticka chromatografie
Pfi miceldrni elektrokinetické chromatografii se separace provadi v elektrolytovém
roztoku, ktery obsahuje tenzid v koncentraci vyssi nez kritickd micelarni koncentrace.
Molekuly rozpusténé latky jsou rozdéleny mezi pufrem a pseudostacionarni fazi tvofenou
micelami.
Malondialdehyd je separovan ve fosfatovém pufru (pH 7), jako tenzid se pouziva

dodecylsulfat sodny a vklada se napéti 120 kV (Claeson K. a kol. 2001).

2.8.5 ELISA
Byla vyvinuta metoda sendvicové enzymoimunoanalyzy (ELISA) pro méteni LDL
modifikované MDA v krevnim séru. MDA-LDL je v krvi a séru nestabilni, pfi skladovani
se postupné zvySuje (Kitano a kol. 2004).
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3 CIiL PRACE

Cilem této prace bylo optimalizovat metodu pro stanoveni malondialdehydu
vV seminalni plazm¢é pomoci HPLC s fluorescenc¢ni detekci a zjistit, zda existuje vztah mezi

hladinou malondialdehydu a vybranymi parametry spermiogramu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Charakteristika sledované populace

Vzorky semindlni plazmy jsme ziskali v Centru asistované reprodukce Sanus
Pardubice. Vzorky seminalni plazmy byly odebrany do polypropylenovych (PP)
mikrozkumavek obsahujici butylovany hydroxytoluen (BHT). Do PP mikrozkumavek jsme
ptidali 200 pl 0,1% BHT v ethanolu. Rozpoustédlo jsme odpafili pod jemnym proudem
dusiku (Cistota 4,6; Linde Gas a. s., Praha, CR). Do takto ptipravenych PP mikrozkumavek
bylo odebirdno 200 pul semindlni plazmy. Vzorky seminélni plazmy byly uchovavany
pfi -80 °C.

Pacienti byli rozdéleni do skupin na zaklad¢ vySetfeni spermiogramu a také podle

vyplnéného dotazniku na kufaky a nekufaky (Tab. 3).

Tab. 3.: Charakteristika sledované populace

Soubor pacient pocet vek
vSichni 50 21 - 48
kutaci 18 21-37
nekufaci 32 25-48
normospermie 37 26 - 38
azoospermie 1 41
teratozoospermie 5 30-37
oligoteratozoospermie 3 31-48
oligoasthenoteratozoospermie 1 29
oligozoospermie 2 34-43
oligoasthenozoospermie 1 37
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4.2 VySetieni spermiogramu

Spermiogramy byly vyhodnocovany v Centru asistované reprodukce Sanus
a vysSetfeni spermiogramu se fidi Laboratorni pfiruckou pro andrologickou laboratof.

Pfed odebiranim vzorku je potieba dodrzet minimalné¢ dvoudenni pohlavni
abstinenci. Ejakulat se ziskava masturbaci. Pro odbér ejakulatu se pouziva sterilni nddobka,
kelimek s vickem. Vzorek je odebiran v odbérové mistnosti blizko andrologické
laboratoie. Ve vyjimecnych ptipadech je umoznén odbér doma a pacient by mél dorucit
vzorek do laboratofe nejpozd€ji do jedné hodiny po odbéru, delsi cekaci doba
nebo chlazeni ejakulatu mize poskodit sperma.

Ejakulat se vySetiuje makroskopicky i mikroskopicky. Laboratorni vySetfeni zacina

po zkapalnéni spermatu, obvykle asi po 20-30 minutach.

4.2.1 Makroskopické vyseti‘eni

Pti makroskopickém vysetieni hodnotime vzhled a stanovujeme objem a pH
vzorku.

Normalni vzorek je Sedavé opalescentni, homogenni a pfi pokojové teploté
do 60 minut zkapalni. Je tfeba zaznamenat prihlednost, nebo naopak piimési krve,
vlaken a hlenu. V normalnim vzorku mohou byt gelova zrna, kterd nezkapalni. U muzd,
kteti pouzivaji ur€ité 1éky a vitaminy, se miiZze objevit zluty ejakulat.

Stanoveni objemu se provadi sterilni Pasteurovou pipetou. MnoZzstvi spermatu
obvykle neméd Zadny vyznamny vliv na plodnost. Rozhodujicim faktorem je mnozZstvi
spermii v tekuting.

Normalni pH je mirn€ zéasadité, pii nizSim pH dochazi k poskozeni spermii.
K vysetfeni se pouziva papirek s indikacnim rozmezim 6,4 - 10,0. Hodnoceni se provadi

30 sekund po natfeni vzorkem. Normalni pH ejakulatu je 7,2 - 7,8.

4.2.2 Mikroskopické vySetreni
Mikroskopické hodnoceni spermii se zamétfuje na hodnoceni koncentrace - poctu
spermii, pohyblivosti a morfologie. Také se hodnoti pfitomnost jinych bunécnych elementii
nez spermii a aglutinace.
Z odbérové  nadobky se po fadném  promichani odebere  vzorek

ejakulatu a ten se dale vySetiuje v Biirkerove pocitaci komurce.
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Motilita spermii se hodnoti semisubjektivné a rozliSuji se 3 druhy pohybu.
Progresivni pohyb je charakterizovan aktivnim pohybem spermii a to bud’ linearné, nebo
vV rozsahlém kruhu bez ohledu na rychlost. Neprogresivni pohyb se projevuje chybéjici
progresi, napf. pohyb v malych kruzich, pohyb na misté. Poslednim typem pohybu
je nepohyblivost spermii. Pohyblivost se zjistuje soucasné se stanovenim koncentrace
spermii.

Dalsim parametrem je morfologie spermii, zjistuji se patologické tvary spermii
a Vv jakém poctu se Vv ejakulatu vyskytuji. Odchylek od normalniho tvaru je fada: deformace
hlavicek, defekty krcku, biciku, dvojité biciky, cytoplazmatické kapky. Vyhodnocenim
100 spermii se uréuje procentualni podil morfologicky normalnich spermii. Tvar spermii
je povazovan za dilezity faktor pro posouzeni plodnosti.

Aglutinaci rozumime vzdjemné shlukovani pohyblivych spermii hlavickami,
sttednimi ¢astmi ¢i biciky, ¢i smiSené (napft. stiednimi ¢astmi s bi¢iky apod.). Pohyblivost
spermii je zachovana, aglutinat pfipomina pohyb klubka had. Aglutinace ukazuje
na moznou imunologickou pficinu infertility, ale nedokazuje ji.

V ejakulatu nachazime také polygonalni epitelie z uretry, spermatogonie
a leukocyty. Jejich pocet se stanovi v pocitaci komdrce stejnym zpisobem jako pocet
spermii.

Stanoveni zivotaschopnosti (vitalita, procento zivych spermii) probiha zabarvenim
mrtvych spermii pomoci barviva eosin, které pronikd pfes bunécnou membranu do burky.
Bunéénd membrana Zivych spermii je pro eosin nepropustna.

Pritomnost protilatek proti spermiim v semenné tekutiné muze také ovlivnit
plodnost. Tyto protilatky jsou namifeny proti spermiim s vazbou na autoimunitni reakci
téla, jejich cilem je sniZit pohyblivost spermii. Proto je ejakulét vySetfovan na tzv. smiSené

antiglobulinové reakce (MAR), na protilatky proti spermiim.

4.2.3 Referenc¢ni hodnoty
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) stanovuje doporucujici hodnoty
pro vySetfeni spermiogramu. Parametry WHO pfedstavuji celosvétovy nastroj
pro hodnoceni muzské plodnosti a umoziuji standardizované a srovnatelné hodnoceni.
Referencni hodnoty pro vySetfeni ejakulatu jsou vydavany v pravidelnych intervalech,

jsou revidovany a aktualizovany (Tab. 4). Hodnoty se odviji od skute¢nych vysledki
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plodnych muzi. Na jafe roku 2010 bylo vydano jiz paté vydani ptirucky "WHO

laboratorni pfirucka pro zkoumani a zpracovani lidského spermatu".

Tab. 4.: Referencni hodnoty dle WHO

Parametr Referen¢ni hodnota
Hodnota pH >7,2

Objem ejakulatu 1,5 ml
Koncentrace spermii > 15 milionti spermii na 1 ml
Celkovy pocet spermii > 39 milionti spermii

% pohyblivych spermii >40 %

% progresivniho pohybu >32 % PR
Morfologie >4% normalnich forem
Eosin — test (podil Zivych spermii) >58 %

MAR — test (smiSend antiglobulinova reakce) <50 % spermii s navdzanymi ¢asticemi
Leukocyty < 1 milion na mililitr

Na zikladé¢ makroskopického a mikroskopického vySetfeni ejakulatu se podle
referen¢nich hodnot uréuje zavér:

« Normospermie - normalni ejakulat podle vyse popsanych parametri

» Oligozoospermie - koncentrace spermii v ejakulatu je nizsi nez 15 mil/ml

» Kryptozoospermie — po centrifugaci jsou spermie ojedinéle ptitomny

» Asthenozoospermie - % celkového pohybu je nizsi nez 40 %, % progresivniho
pohybu z celkové koncentrace je nizsi nez 32 %

» Teratozoospermie - % morfologicky normalnich spermii je nizsi nez 4 %

» Azoospermie - v ejakulatu nejsou pfitomny zadné spermie

» Hypospermatismus - objem ejakulatu je nizsi nez 1,5 ml

»  Aspermie — nepfitomnost ejakulatu

* Nekrospermie — mrtvé spermie v ejakulatu

» Pyospermie (leukospermie) - hnis / bilé krvinky ve spermatu

+ Oligoastenozoospermie - nizsi pocet, snizena pohyblivost spermii

» Astenoteratozoospermie - tvarové neodpovidajici normé, zaroven jsou méné
pohyblivé

+ Oligoastenoteratozoospermie — kombinace zminénych parametrti
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4.3 Stanoveni malondialdehydu v seminalni plazmé

4.3.1 Vzorky

Vzorky seminalni plazmy pro tuto diplomovou praci jsme ziskali od vysetfovanych

pacientd v Centru asistované reprodukce Sanus v Pardubicich. Vzorky byly odebirany do

polyethylenovych mikrozkumavek a byly uskladnény v mrazicim boxu pii teploté -80 °C.

Provadéna studie byla povolena etickou komisi, jeji souhlas je pfilozen v piiloze

4.3.2 Chemikalie

Deionizovana voda [E = 0,055 uS]

Dihydrogenfosforeénan draselny [KH,PO,4; Mr = 136,09; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Némecko]

Ethanol gradient grade pro HPLC [CH3CH,OH; Mr = 46,07; Merck KgaA
Darmstadt, Némecko]

Hydroxid draselny [KOH; Mr = 56,00; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Némecko]

Kyselina fosfore¢na [HzPO4; w = 0,85; Mr = 98,00; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Némecko]

Kyselina octova [CH3COOH; w = 0,99; Mr = 60,05; Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Némecko]

n-Buthanol [CH3CH,CH,CH,OH; Mr = 74,12; Fluka, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Némecko]

Kyselina 2-thiobarbiturova [C4H4N20,S; Mr = 144,14; Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Némecko]

Tetramethoxypropan [C;/Hi1604; Mr = 164,2; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Némecko]

Kyselina ethylendiamintetraoctova [C1oH16N2Og; Mr = 372,2; Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Némecko]

Dusik [ &istota 4,6; Linde Gas a. s., Praha, CR]

2,6-di-tert-Butyl-4-methyl feno’l, butylovany hydroxytoluen [BHT; Cis5H240;
Mr = 220,4; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Némecko]
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4.3.3 Pomiicky a pristroje

Analytické vahy LB-1050/2 (Laberte, Budapest, Mad’arsko)

Automatické mikropipety Biohit (Biohit PLC., Helsinki, Finsko)

Autosampler SIL-10ADVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Cerpadlo LC-10ADVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

Fluorescen¢ni detektor RF-10AXL pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
Hlubokomrazici box MDF-U 3086S (Sanyo Electric, Osaka, Japonsko)

HPLC kolona LiChroCART® 125-4, Purospher® STAR RP-18e, 5 um

Chlazena centrifuga

Chromatografické datastanice pro Windows, Clarity (DataApex Ltd., Praha, CR)
Kombinovana chladni¢ka s mrazni¢kou (Liebherr, Svycarsko)

Magnetické michadlo Heidolph MR 3001K (Heidolph Instruments GmbH
& Co.KG, Schwabach, Némecko)

Multidavkova¢ (Eppendorf, Némecko)

Nylonové filtry pro filtrovani mobilnich fazi pro HPLC; 0,2 pum (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)

Odstiedivka Jouan MR 23i (Jouan SA, St. Herblain, Francie)

pH-metr inoLab, Level 2 (WTW Wissenschaftlich-TechnischeWerkstattenGmbH,
Weilheim, Némecko)

Polypropylenové mikrozkumavky; 1,5 ml (FisherScientific, spol. s. r.o., Pardubice,
CR)

Predvazky Sartorius L2200P (Sartorius Laboratories, Goettingen, Némecko)

Ridici jednotka SCL-10AVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Sklenéné vialky se Sroubovacim vickem (Fisher Scientific, spol. s. r.o., Pardubice,
CR)

Termostat kolon CTO-10ACVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Trepacka snastavcem pro mikrozkumavky (Heildoph Instruments GmbH
& Co.KG, Schwabach, Némecko)

Ultrazvukova lazen K12 (Kraintek s.r.o., Podhajska, Slovensko)

Kadinky, odmérné banky, odmérné valce
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4.3.4 Priprava pracovnich roztoki
Zésobni roztok malondialdehydu, 1 mmol/l

Zasobni roztok jsme pfipravili napipetovanim 16,5 ul TMP do 100 ml odmérné

banky a doplnili deionizovanou vodou po rysku.

Pracovni roztok malondialdehydu, 10 umol/l

Pracovni roztok jsme ziskali zfedénim zasobniho roztoku. K 50 ul zasobniho

roztoku jsme ptidali 4,95 ml deionizované vody.

Derivatiza¢ni ¢inidlo - roztok thiobarbiturové kyseliny, asi 28 mmol/l

V 5 ml deionizované vody jsme rozpustili piiblizn¢ 0,04 g 2-TBA a poté jsme
ptidali 5 ml koncentrované kyseliny octové. Tim jsme ziskali asi 28-mmol/l roztok 2-TBA

v 50% kyseliny octové.

Roztok kyseliny ethylendiamintetraoctové, asi 0,1 %

Navazku 0, 01g EDTA jsme rozpustili v 10-ti ml deionizované vody.

Mobilni faze A, 25mmol/l KH,PO, — ethanol (80:20, v/v), pH 6,0

V 800 ml deionizované vody jsme rozpustili navazku 2,72 g KH,PQOy,, po rozpusténi
jsme piidali 200 ml ethanolu. pH mobilni faze jsme upravili pomoci KOH (2 mol/l)
na hodnotu 6,0. Mobilni fazi jsme piefiltrovali ptes nylonovy filtr a odvzdusnili pomoci

ultrazvuku.

Mobilni faze B, 25mmol/l KH,PO, — ethanol (50:50, v/v), pH 6,0

Ve 250 ml deionizované vody jsme rozpustili navdzku 0,85 g KH2PO,,
po rozpusténi jsme piidali 250 ml ethanolu. pH mobilni faze B jsme upravili pomoci KOH
(2 mol/l) na hodnotu 6,0. Mobilni fazi jsme prefiltrovali pfes nylonovy filtr a odvzdusnili

pomoci ultrazvuku.

Deinonizovana voda

Deionizovanou vodu, ktera je ur¢ena pro proplach HPLC systému, v¢etné kolony,

jsme prefiltrovali ptes nylonovy filtr a odvzdusnili pomoci ultrazvuku.
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Priprava kalibra¢nich roztoku

Kalibracni roztoky jsme pfipravili fedénim pracovniho roztoku malondialdehydu

0 koncentraci 10 pumol/l, deionizovanou vodou.

4.3.5 Postup stanoveni malondialdehydu v seminalni plazmé vysokotcinnou
kapalinovou chromatografii
Tato metoda je zaloZena na reakci malondialdehydu (MDA) s 2-thiobarbiturovou
kyselinou (TBA), za vzniku Cervené¢ zbarvené¢ho produktu MDA(TBA), S maximalni
absorbanci pfi 532 nm. Metoda jerychla a citliva a byla uspé$n¢ aplikovana

pro kvantifikaci MDA jako ukazatel miry peroxidace lipidl v seminalni plazmé.

4.3.5.1 Priprava vzorku

Vzorky seminalni plazmy jsme nechali pfiblizné pil hodiny stat pii laboratorni
teploté, aby doslo k jejich rozmrazeni. Do pfipravené sklenéné vialky jsme napipetovali
50 pl vzorku semindlni plazmy, pfidali jsme 100 pl 0,1% roztoku EDTA, 50 pl 2-TBA
a smés jsme dikladné promichali a inkubovali 60 minut pfi 100 °C. Smés jsme po inkubaci
ochladili, pfidali jsme 1,0 ml vychlazeného n-butanolu a nechali jsme 10 minut tfepat.
Poté jsme smés odstfedili (4000 r.p.m, 30 minut, 25 °C). Do pfipravené vialky jsme
odpipetovali 300 ul butanolové vrstvy a zbytek do zkumavky (pro spektrofotometrické
stanovent).

Standardy malondialdehydu jsme pfipravili stejnym zptsobem jako vzorky.

4.3.5.2 Chromatograficka analyza
HPLC sestava:

«  Cerpadlo LC-10ADVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

« Autosampler SIL-10ADVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko), chlazeny
na8 °C

« HPLC kolona LiChroCART® 125-4, Purospher® STAR RP-18e, 5 um,
termostatovana na 37 °C

* Fluorescenc¢ni detektor RF-10AXL pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

+ Ridici jednotka SCL-10AVP pro HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
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Mobilni faze A: smés 25 mmol/l KH,PO, a ethanolu (80:20, v/v), pH 6,0
Mobilni faze B: smés 25 mmol/l KH,PO, a ethanolu (50:50, v/v), pH 6,0
Casovy program: 0,01 min 0% B

8,00 min 0% B

8,01 min 100 % B

13,00 min 100 % B

13,01 min0% B
Mobilni faze B byla pouzita pro vymyti interferujicich latek z kolony.
Pratok mobilni faze: 0,5 ml/min
Davkovany objem: 10 ul
Fluorescen¢ni detektor: Aexcitacni = 532 NM, Aemisni = 553 NM

Doba analyzy: 20 minut

4.3.5.3 Kalibrace
Pro kvantifikaci malondialdehydu v seminalni plazmé jsme pouzili metodu
kalibra¢ni kiivky. Rovnici kalibra¢ni kiivky jsme ziskali prolozenim zavislosti plochy pikt

na koncentraci standardtt metodou nejmensich ¢tverct.

4.3.5.4 Analytické parametry
Linearita
Linearita kalibracniho vztahu je schopnost metody davat vysledky pfimo imérné
koncentraci analytu v daném rozmezi. Linedrni rozsah odezvy je interval mezi nejnizsi
anejvyssi hladinou stanovované latky, v némz je latka stanovovana s urCitou piesnosti,

spravnosti a linearitou. Testuje se minimaln¢ pét riznych koncentraci standardni latky.

Presnost

Ptesnost analytické metody je mirou shody mezi jednotlivymi hodnotami, které
jsou méfeny pii stejnych analytickych podminkach opakované s homogennim vzorkem.
Presnost stanoveni daného analytu v sérii jsme urcili analyzou deseti nezavisle
pfipravenych vzorkll stejné semindlni plazmy ziskané smichanim nékolika vzorki
pacientl. Vzorky jsme analyzovali béhem jednoho dne. Jako miru pfesnosti jsme pouzili

variacni koeficient (CV).
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(X, — AVG)?

SD =
n—1

SD
CV (%) = Ve .100

Kde SD je standardni odchylka méfeni, X, je koncentrace vzdy jednoho ze vzorki v sérii,

AVG je aritmeticky pramér, n je pocet vzorki.

Vytéznost (recovery)

Vytéznost vyjadiuje schopnost metody postihnout méfenym signalem veSkery
analyt ptitomny ve vzorku. Je mirou ucinnosti dané metody. Vytéznost jsme zjistovali
metodou ptidavkll znamého mnozstvi analytu k vybranym vzorkiim seminalni plazmy
s ruznou endogenni koncentraci. Hodnoty recovery jsme vypocetli jako stonasobek poméru

mezi nalezenym a piidanym mnozstvim analytu:
X; — Xo

Recovery (%) = 1

Kde X, je koncentrace analytu ve vzorku s pifidavkem, X, je endogenni koncentrace

analytu a A je koncentrace pfidaného analytu.
Mez detekce

cvwr

detekovat, ale které neni nutné kvantifikovatelné jako exaktni hodnota.

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je nejniz$i koncentrace analytu, jeZ mulzZe byt stanovena

cvwr

cwv v

Nesmi byt stanovovana extrapolaci.
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4.3.5.5 Zpracovani vysledku
Pro statistické zpracovani jsme pouzili program MS Excel a program poskytovany
softwarem QCExpert (Trilobyte, CR). Statistické zpracovani jsme provedli na hlading

vyznamnosti 0,05.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Chromatograficka analyza

5.1.1 Priprava vzorku

Vzorky ejakulatu byly ziskany od dobrovolnych darci masturbaci po 2-4 dnech
pohlavni abstinence. Vzorky se nechaly zkapalnét asi 35 minut, byly makroskopicky
I mikroskopicky vyhodnoceny podle WHO a odstfedény (9 minut, laboratorni teplota,
1700 g). Do mikrozkumavek obsahujicich 0,1% BHT byl odpipetovan supernatant,
seminalni plazma, kterd byla néasledné¢ zamrazena pii -80°C. Pfidani antioxidantu BHT
ke vzorku doporucuji ve svych publikacich také Verbunt a kol. (1996), Li a kol. (1994)
nebo Mateos a kol. (2005).

Derivatiza¢ni ¢inidlo, roztok kyseliny 2-thiobarbiturové jsme pfipravili rozpusténim
TBA v 50% kyselin¢ octové. Ptipravy derivatiza¢niho ¢inidla se u riznych autori pomérné
znacné lisi. Nekteti autofi uvadeji rozpusténi TBA v 50% kyselin€ octové s ptidavkem
0,25 mol/l NaOH (Chari a kol. 2010; Hsieh a kol. 2006), v jinych publikacich
se ke kyseliné¢ 2-thiobarbiturové pridava kyselina trichloroctova s 0,25 mol/l kyselinou
chlorovodikovou (Kobayashi a kol. 1991, Suleiman a kol. 1996, Shamsi a kol. 2010). Li
akol. (2004) vodny roztok kyseliny 2-TBA zahfivali na teplotu 55-60 °C a nasledné
ochladili.

Ionty Zeleza a médi, které jsou pfitomny v seminalni plazmé, mohou iniciovat
lipoperoxidaci. Proto jsme ke vzorku pridali chelatacni cinidlo — kyselinu
ethylendiamintetraoctovou. Ta vyvazuje ionty Zeleza a médi a tim inhibuje peroxidaci
lipidu in vitro.

Dilezitym parametrem pii ptipravé vzorku je teplota a ¢as inkubace reakéni smési.
V literatufe jsou publikovany rizné udaje, je uvadéna teplota 95° C po dobu 45 minut
(Li a kol. 2004), az 100° C po dobu 13 minut (Shamsi a kol. 2010), 15 minut (Kobayashi
a kol. 1991; Suleiman a kol. 1996) az 60 minut (Hsieh a kol. 2006; Chari a kol. 2010). My
jsme vzhledem k barevné intenzité vzorki zvolili inkubaci 1 hodinu pfi teploté 100° C.

Extrakce komplexu MDA(TBA), do organického rozpoustédla, nejCastéji se
pouziva butanol nebo isobutanol, vyrazné snizuje interferenci ostatnich latek (Li a kol.
2004).
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Zasobni roztok MDA je nejcastéji pfipravovan kyselou hydrolyzou 1,1,3,3-
tetraethoxypropanu (TEP) nebo 1,1,3,3-tetramethoxypropanu (TMP) (Cutteridge 1975).
V literatuie je pro stanoveni malondialdehydu nejvice pouzivany TEP. Dal§i moZnosti
je pouziti tetrabutylamoniové soli malondialdehydu nebo pouziti bis(diethyl)acetatu

malondialdehydu.

5.1.2 HPLC analyza

Malondialdehyd jsme stanovovali jako komplex MDA(TBA), metodou HPLC
V systému obracenych fazi s fluorescenéni detekci.

Za ucelem optimalizace separa¢niho kroku jsme testovali: pH, koncentraci
fosfatového pufru a procentudlniho zastoupeni ethanolu v mobilni fazi. NejlepSich
vysledku jsme dosahli s mobilni fazi 25 mmol/l KH,PO, — ethanol (80:20, v/v), pH 6,0.

My jsme v mobilni fazi, na rozdil od Li. a kol. (2004), jako organické rozpoustédlo
pouzili ethanol misto methanolu. Methanol je oproti ethanolu mnohem vice toxicky.

Vlivem interferujicich latek dochdzelo po nékolika néstticich ke chvostovani piku,
jak je znazornéno na chromatografickych zaznamech (piiloha 4 a 5). Pro zlepSeni
separacniho kroku jsme kolonu proplachovali 5 minut mobilni fazi B (25 mmol/l KH,PO4
a ethanol, 50:50, v/v, pH 6,0) a tim jsme odstranili interferujici latky z kolony. Prodlouzila
se tak doba analyzy, ale zlepSila se separace aani po 50-ti nastficich nedochazelo

ke chvostovani piku, jak je znazornéno na chromatografickém zaznamu v piiloze ¢. 7.

5.1.3 Kalibra¢ni kiivka
Pro kvantifikaci malondialdehydu jsme pouzili metodu kalibraéni kiivky.
Kalibra¢ni kiivku jsme ziskali vynesenim zavislosti plochy piku (mV.s) na koncentraci
standardu (Obr. 5). Linearita byla zachovana v celém rozsahu koncentraci pouzitych
standardu (0,0 az 2,5umol/l).
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Obr. 5 Kalibrace pro stanoveni MDA (koncentracni rozsah 0,0 az 2,5umol/l)

5.1.4 Analytické parametry

Linearita

Linearita byla zjistovana jako soucast kalibrace, analyzou tfinacti standardu
o riznych koncentracich MDA. Kalibra¢ni kiivka pro ovéfeni linearity metody byla
linedrni v celém rozsahu testovanych koncentraci (0,10-10,00 pmol/l). Rovnice regresni

ptimka byla y = 333,6x + 12,721.

Presnost v sérii

Ptesnost stanoveni malondialdehydu v sérii jsme ur€ili analyzou 10-ti nezavisle

ptipravenych vzorki. Primérna hodnota byla 2,16 umol/l, SD 0,09 pmol/l, CV 4,0 %.

Vyteznost (Spravnost)

Spravnost stanoveni malondialdehydu jsme urcili metodou standardnich ptidavk.
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Tab.5.: Sprdavnost stanoveni malondialdehydu metodou standardnich pridavkii

Pridavek (umol/l) Nameéteno (umol/l)  Vytéznost (%)

1 1,00 1,00 100,46
2 2,50 2,44 97,61
3 5,00 4,74 94,77
4 8,00 8,25 103,16
AVG 99,00
SD 3,62
CV (%) 3,65

Obr.6 Grafické zndzorneni vyteznosti standardii MDA metodou HPLC s fluorescencni

detekci

y=1,029x - 0,137
R?=0,996

Naméreny pridavek (umol/l)

Pridavek malondialdehydu (umol/l)

Mez detekce
Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky
vyznamné odlisny od Sumu. Mez detekce se v separaénich metodach vyjadiuje jako

trojndsobek Sumu zakladni linie.

3.h,
m

LOD =

Kde hy je Sum na zakladni linii, m je smérnice kalibra¢ni kiivky.
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LOD= 15 fmol

Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pfi které je presnost stanoveni takova, ze
dovoluje kvantitativni vyhodnoceni. Mez stanovitelnosti se Vv separacnich metodach

vyjadiuje jako desetindsobek Sumu zakladni linie.

10.h,,
m

LOD =

Kde hp je Sum na zakladni linii, m je smérnice kalibra¢ni kiivky.

LOQ= 50 fmol
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5.2 Zakladni statisticka analyza namérenych dat

Zakladni statisticka analyza naméfenych dat je shrnuta v Tab. 6 a 7.

Tab. 6.: Zdakladni statisticka analyza namérenych dat — klasické parametry

Parametr Soubor Pocet Primér SD
(jednotka)
Veék Vsichni 50 32,1 4,8
(roky) Kufaci 18 30,7 4,2
Nekufaci 32 32,9 4,9
BMI Vsichni 50 27,0 3,9
(kg/m?) Kufaci 18 27,3 3,2
Nekufaci 32 26,9 4,4
MDA Vsichni 50 1,48 0,36
(nmol/l) Kuféci 18 1,47 0,44
Nekufaci 32 1,48 0,33
Objem ejakuldtu  VSichni 50 3,5 1,6
(ml) Kufaci 18 3,6 1,7
Nekufaci 32 3,5 1,6
Pocet spermii Vsichni 50 152,7 139,3
(mil) Kufaci 18 138,0 102,6
Nekuraci 32 161,0 157,2
Koncentrace Vsichni 50 44,8 33,1
spermii Kuraci 18 41,4 26,6
(mil/ml) Nekuraci 32 46,8 36,5
Celkova Vsichni 50 73,6 15,8
motilita Kuraci 18 77,0 9,8
(%) Nekufaci 32 71,7 18,2
Progresivni VSichni 50 60,3 18,8
motilita Kufaci 18 61,6 15,6
(%) Nekufaci 32 59,6 20,5
Morfologie Vsichni 50 11,2 7,2
(%) Kufaci 18 11,1 52
Nekuraci 32 11,3 8,1
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Tab. 7.: Zakladni statistickd analyza namérenych dat- robustni parametry

Parametr Soubor Pocet Min Max Median
(Jednotka)
Vék Vsichni 50 29,5 32,5 31
(roky) Kuraci 18 24,6 36,4 30,5
Nekuraci 32 29,9 34,0 32
BMI Vsichni 50 24,7 21,7 26,2
(kg/m?) Kufaci 18 21,1 32,1 26,6
Nekufaci 32 23,8 28,5 26,1
MDA Vsichni 50 1,3 1,7 1,5
(umol/T) Kuraci 18 0,7 2,0 14
Nekufaci 32 1,2 1,8 1,5
Objem ejakulatu VSsichni 50 3,0 4.0 3,5
(ml) Kuraci 18 0,7 6,2 3,5
Nekuraci 32 2,7 4,3 3,5
Pocet spermii Vsichni 50 83,2 151,8 1175
(mil) Kuraci 18 -27,8 250,4 111,3
Nekufaci 32 44,5 200,5 1225
Koncentrace spermii ~ VSichni 50 27,3 437 35,5
(mil/ml) Kuraci 18 -2,3 76,3 37,0
Nekufaci 32 12,6 57,4 35,0
Celkova motilita VSsichni 50 71,8 824 77,1
(%) Kuraci 18 64,3 91,2 77,8
Nekuraci 32 65,8 86,5 76,2
Progresivni motilita VSichni 50 53,8 68,1 61,0
(%) Kuraci 18 39,0 82,4 60,7
Nekuraci 32 49,9 72,6 61,3
Morfologie Vsichni 50 6,9 13,1 10,0
(%) Kuraci 18 2,4 18,6 10,5
Nekufaci 32 4,3 15,8 10,0
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5.3 Porovnani parametri mezi kuraky a nekuraky

Porovnani parametrii mezi kuraky a nekuiaky je uvedeno v Tab. 8. Vyhodnocovani
jsme provadéli testem Mann-Whitney Rank Sum Test na hladiné vyznamnosti 0,05. Ani
u jednoho z uvedenych parametri jsme nenasli statisticky vyznamny rozdil mezi kufaky
a nekuraky.

Chari a Colagar (2010) publikovali praci, ve které stanovovali hladinu
malondialdehydu u skupiny asthenoteratospermickych pacientd kufdkli a nekufdka
a porovnavali s kontrolni skupinou zdravych muzt. Koncentrace malondialdehydu byla
U pacientil vyrazné vyssi nez u zdravych muzi, ale rozdily mezi kutdky a nekufdky nebyly

statisticky vyznamné. Piesto dosli k zavéru, ze kouteni cigaret je rizikovym faktorem.

Tab. 8.: Porovnani dvou vyberii

Mann-Whitney Rank Sum Test

Median

Parametr Pocet Kuraci Nekufaci P
(Jednotka) (n)

Vek (roky) 18/32 30,5 32 0,211
BMI (kg/m2) 18/32 26,6 26,14 0,461
Objem ejakulatu (ml) 18/32 3,45 3,5 0,776
Pocet spermii (mil) 18/32 111,3 122,5 0,903
Koncentrace spermii (mil/ml) 18/32 37 35 0,903
Celkova motilita (%) 18/32 77,8 76,2 0,413
Progresivni motilita (%) 18/32 60,7 61,3 0,872
Morfologie (%) 18/32 10,5 10 0,792
Kulaté bunky (mil) 18/32 2 1 0,159
MDA (umol/l) 18/32 1,36 1,52 0,832
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5.4 Distribuce hladiny malondialdehydu u jednotlivych soubori pacienti

Statistickou analyzou (Tab. 6. a 7.) jsme zjistili, Ze primérna hodnota
malondialdehydu byla u vSech pacientd 1,48+0,36 umol/l, kufaci 0,91-2,22 umol/l,
nekuraci 0,82-1,99 umol/l.

Pacienty je mozné rozd¢lit na zaklad¢ spermiogramu do skupin: normospermie,
oligozoospermie, asthenozoospermie, oligoasthenozoospermie, oligoasthenoteratozoo-
spermie a azoospermie. Nase skupiny téchto pacientli obsahuji maly pocet jedinci, pro
spravné statistické vyhodnoceni je potfeba mit vétsi soubory pacientt (Tab. 3).

Vroce 2010 byla vydana nova pfirucka WHO a vyrazné se snizily referen¢ni
hodnoty pro hodnoceni ejakulatu. V dohledanych publikacich, které uvadéji hladiny
malondialdehydu v seminalni plazmé u jednotlivych soubort pacient rozdélenych podle
spermiogramu, byly pouzity referenéni hodnoty dle WHO manualu zroku 1999.
Na zdkladé tohoto rozdilu mezi referenénimi hodnotami spermiogramu nemiiZeme

porovnat hladiny malondialdehydu u jednotlivych soubort pacienti s literaturou.
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5.5 Zavislost hladiny malondialdehydu na jednotlivych parametrech

spermiogramu, véku a BMI u kufaki a nekuraki

Zavislost hladiny malondialdehydu na jednotlivych parametrech spermiogramu,
véku a BMI u kufakt a nekufdki je uvedena v Tab. 9.

Pacienti vyplnovali dotaznik uvedeny v pfiloze 2., podle vahy a vysky jsme
vypocitali BML

Zjistovali jsme zavislosti hladiny malondialdehydu na vybranych parametrech
spermiogramu, véku a BMI. Nasli jsme korelace mezi hladinou MDA a celkovou motilitou
spermii vSech pacientll. U nekufaki jsme nasli korelaci mezi hladinou MDA a progresivni
motilitou. Cim vy$i byla koncentrace malondialdehydu v plazmé, tim mensi byla motilita
spermii. Tyto korelace jsou statisticky vyznamné.

Kobayashi a kol. (1991) dokazali, Zze koncentrace MDA v seminalni plazmé
vyznamné souvisi S po¢tem imotilnich spermii. Hsieh a kol. (2006) ve své publikaci
prokéazali negativni korelaci MDA v semindlni plazmé s motilitou spermii i jejich
koncentraci. Chari a Colagar (2010) potvrdili také negativni korelaci s morfologii spermii.
Suleiman a kol. (1996) naopak prokazali, Ze koncentrace MDA v seminalni plazmé
nekoreluje s koncentraci spermii, motilitou ani po¢tem imotilnich spermii.

Negativni korelace mezi hladinou MDA a motilitou spermii lze vysvétlit.
Plasmatické membrany spermii obsahuji velké mnozstvi PUFA a jsou velmi nachylné
K lipidové peroxidaci. ZvySené mnozstvi malondialdehydu znamena zvysenou lipidovou
peroxidaci, kterda mize zplsobovat poskozeni membrany, coz vede ke sniZeni integrity
membrany a ztraté hybnosti spermii. Tento zavér potvrzuji i studie Kobayashi T. a kol.
(1991), Hsieh a kol. (2006), Franczek a kol. (2001), Tavilani a kol. (2005), Nabil a kol.
(2008).

Peroxidace lipidli mé Skodlivy Gc¢inek na kvalitu spermatu. ZvySena hladina MDA
Vv semindlni plazmé miiZe korelovat nebo byt dokonce zodpovédna za patofyziologii

muzské neplodnosti.
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Tab. 9.: Zavislost hladiny malondialdehydu na vybranych parametrech

Parametr Soubor  Spearmanova korelace Pravdépodobnost
MDA/V¢&k Vsichni 0,026939 0,863
Kufaci 0,143447 0,0928
Nekufaci -0,07441 0,742
MDA/BMI Vsichni -0,07755 0,596
Kufaci -0,0258 0,915
Nekuraci -0,04472 0,82
MDA/Objem ejakulatu Vsichni -0,11568 0,455
Kufaci -0,30031 0,211
Nekufaci 0,015762 0,88
MDA/Pocet spermii Vsichni -0,11352 0,427
Kufaci 0,001032 0,993
Nekuraci -0,19153 0,285
MDA/Koncentrace spermii ~ VSichni 0,028091 0,822
Kufaci 0,221878 0,255
Nekufaci -0,13856 0,46
MDA/Celkova motilita Vsichni -0,29056 0,037
Kufaci -0,38287 0,118
Nekuraci -0,26631 0,124
MDA/Progresivni motilita ~ VSichni -0,22242 0,115
Kuraci -0,06914 0,799
Nekuraci -0,35942 0,0412
MDA/Morfologie Vsichni 0,000768 0,967
Kufaci 0,199174 0,446
Nekutaci -0,09622 0,652
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo vypracovat vhodnou metodiku pro stanoveni
malondialdehydu v semindlni plazm¢ u pacientti z Centra asistované reprodukce Sanus.
Podatilo se nam optimalizovat metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie v systému

obracenych fazi s fluorescenéni detekeci.

Popsana metoda je vhodna pro stanoveni celkového malondialdehydu v semindlni
plazmé. Reprodukovatlenost jednotlivych analyz 1 vytéznost této metody je pomérné

dobra.

Statistickym zpracovanim dat nebyla zjiSt€éna zddna vazba mezi hladinou
malondialdehydu a kutaky ¢i nekufdky. Mezi hladinou malondialdehydu a vékem, BMI,
poctem spermii a morfologii spermii u vSech pacientl, kurdkli a nekufdkd jsme nalezli
korelace, které byly statisticky nevyznamné. Jedina statisticky vyznamné korelace byla

mezi hladinou malondialdehydu a celkovou motilitou spermii.
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PRVNi PRIVATNI ]
CHIRURGICKE Spermiogram nu
CENTRUM, spol. s r.o. Strana /2

Pracovisté - Pardubice

Jméno pacienta{ l Rodné (:islo| J Pojiét’ovnaD

Jméno manzelky/partnerky |7 J Rodné éisloi J

Datum odbéru l J Lékar zadajici vysetfeni r T

Spermiogram:

Vzhied - normalni D - abnormalni D

Viskozita - normaini D - abnormalni D
Kolikvace - normalni D - abnormalni D

Nativni ejakulat Referenéni hodnoty
Objem ejakulatu [ml] >15
Celkovy poéet spermii v ejakulatu [mil.] > 39
Koncentrace spermii v 1 mi ejakulatu [mil/mi] >15
Celkova motilita spermii [% progresivnich a neprogresivnich sp.] >40
Progresivni motilita spermii [%] > 32
Morfologie [% morfologicky normalnich forem] >4
Aglutinace zaznam o pritomnosti
Koncentrace kulatych bunék v 1 ml ejakulatu [mil/ml] <5
Zavér: normospermie [:I oligospermie D ‘astenospermie L—_I teratospermie D

azoospermie D aglutinace [:I vyssi koncentrace bungk D hypospermatismus D

Poznamky: Na zakladé starého WHO manualu a zkuenosti z kiinicke praxe je pravdépodobnost pfirozeného
ot&hotnéni u spermii s morfologii niz&i nez 15 % méné pravdépodobna a Ize doporucit nékterou z metod asistované
reprodukce.

Vysetfeni proved!: Za provedeni odpovida:
razitko a podpis razitko a podpis

F 07 — 08/26 — PA/E

Tento formulaF je majetkem spolecnosti PRVNi PRIVATNI CHIRURGICKE CENTRUM, spol. s r.0. a je urcen pouze pro vnitfni potfebu.
Rozmnozovani a jeho piedavani mimo spole&nost je mozné pouze se souhlasem jednatele spole€nosti.

Priloha 1 Spermiogram




Katedra biologickych a biochemickych véd Univerzita Pardubice
Centrum asistované reprodukce Sanus Pardubice

STUDIE: ,,Sledovani vybranych antioxidanti v seminalni plazmé“

Poiadové ¢islo:

Datum narozeni:

Vyska: Véaha:

Uzivate dlouhodobéné&jaké 1éky, doplitky stravy? (pokudano, jaké)

Koufite nyni cigarety?

Priloha 2 Dotaznik, ktery vypliiovali pacienti Centra asistované reprodukce Sanus. Na

jeho zadklade jsme rozdélili pacienty do skupin na kuraky a nekurdky.



Prvni privatni chirurgické centrum, s.r.o., Hradec Kralové

Labska kotlina 1220, Hradec Kralové 2, PSC 500 02

MOODY
INTERNATIONAL

sanus

0
8BS EN ISO 8001

Zapis z jednani etické komise dne 13.7.2011

1. Eticka komise souhlasi s feSenim projektu ,,Vliv oxida¢niho stresu na
mnoZstvi a kvalitu lidskych spermii, vliv suplementace antioxidanty®,
_informovany souhlas pacienta“ je v souladu se zdkonem ¢. 96/2001 Sb.
m.s. o ochrané osobnich udaji.

2. Etickd komise souhlasi s feSenim projektu ,,Vliv kvality integrity
chromatinu méfené disperznim testem chromatinu spermii a selektivni
vazby spermii na hyaluronan na vysledky l1é¢by neplodnosti metodami
asistované reprodukce, ,,informovany souhlas pacienta® je v souladu se
zakonem €.96/2001 Sb. m.s. o ochrané lidskych prav a biomediciné a
zakona &. 101/2000 Sb. o ochrané osobnich udaji.

3. Eticka komise souhlasi s feSenim projektu ,, Analyza integrity
chromatinu spermii muzi neplodnych part pomoci disperzniho testu
chromatinu spermii a studium G¢inku resveratrolu ve vztahu ke kvalité
spermii a vysledkiim 1é¢by neplodnosti pomoci asistované reprodukce®,
,,informovany souhlas pacienta” je v souladu se zdkonem ¢&. 96/2001 Sb.
m.s. o ochrané lidskych prav a biomedicing€ a zakona ¢. 101/2000 Sb. o
ochané osobnich udaji.

V Hradci Kralové dne 13.7.2011 /
J e
Jiti Kliment — pfedseda komise

Tel.ustr.; 495 757 111
Fax: 495 523 427



Prvni privétni chirurgické centrum, s.r.o., Hradec Krilové

Labska kotlina 1220, Hradec Kralové 2, PSC 500 02

nus il 'S
INTERNATIONAL .

Bl
8BS EN 1S5S0 8001

Prezen¢ni listina
z jednani etické komise dne 13.7.2011

Clenové komise :

Jifi Kliment — pfedseda komise
MUDr Jiti St&pan, CSe.
MUDr. Bfetislav Kratky
MUDr. Erik Antus

Stanislava Jilovska

Renata Jezkova

Piizvan : MUDr. Jan Hiblbauer

Etick4 komise pracuje podle zasad spravné klinické praxe /GCP/ a ptislu$nych
zakonu.

Jifi Kliment — pfedseda komise (T SR
Tel.astt.: 495 757 111
Fax: 495 523 427

Priloha 3 Souhlas eticke komise
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Ptiloha 4 Chromatograficky zaznam vzorku semindlni plazmy

HPLC podminky: Mobilni fize byla smés 25mmol/ | KH,PO,4 a ethanolu (80:20, v/v),
pH 6,0, prutok mobilni faze byl 0,5 ml/min, detekce fluorescencni (Aexcitacni = 532 nm,
Aemisni = 353 nm), davkovany objem 10 ul.
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Ptiloha 5 Chromatograficky zaznam vzorku semindlni plazmy

Jedna se o nastrik posledniho vzorku v sérii. Na zdznamu lze vypozorovat vyznamné

chvostovani piku odpovidajici komplexu MDA(TBA),.
HPLC podminky jsou uvedeny u prilohy 4.
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Priloha 6 Chromatograficky zaznam standardniho roztoku MDA (0,74 umol/l).
HPLC podminky: Mobilni fize A byla smés 25mmol/ | KH,PO, a ethanolu (80:20, v/v), pH
6,0; mobilni fize B byla smés 25mmol/l KH,PO,4 a ethanolu (50:50, v/v), pH 6,0, pritok

mobilni faze byl 0,5 ml/min, detekce byla fluorescencni (Aexcitacni = 532 nm, Aemisni = 553

[min]

nm), davkovany objem byl 10 ul.
Casovy program byl nasledujici: 0,0-8,0 min, 0% B; 8,0-13,0 min, 100 % B; 13,0-
20,0 min, 0 % B.



60

50/

40

Relativni fluorescence

10

30/

20]

52

10
Cas

15

[min]

Priloha 7 Chromatograficky zaznam seminalni plazmy. Koncentrace MDA je 0,89 umol/l.

HPLC podminky jsou uvedeny u prilohy 6.



