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Abstrakt

Snizena plodnost je rostoucim problémem celé populace fertilniho véku.
V soucasné dobé postihuje 10 — 15% part, asi 10% z nich nedokdZeme zatim pomoci
zadnou z metod asistované reprodukce. Na vyznamu tak ziskdva snaha o identifikaci
novych prognostickych markerii, které by napomohly ke zvySeni efektivity 1éCby
neplodnosti.

Prvni Cast prace je zaméiena na studium hladin vybranych hormonii a markeri
oxidac¢niho stresu ve folikuldrni tekutiné u Zzen trpicich neplodnosti v porovnani se
zdravymi a plodnymi darkynémi oocytli. Stanovovana byla hladina prolaktinu, volného T3
a T4 hormonu, homocysteinu, malonyldialdehydu, glutathionperoxidazy a celkové
antioxidacni kapacity. Navazujici ¢ast prace je vénovana rozdilu téchto parametrti u Zen
s normalnim body mass indexem (BMI) s Zenami trpicimi nadvahou.

Druha polovina price je zaméfena na muzsky faktor neplodnosti a vénuje se
stanoveni respiracni aktivity mitochondrii spermii s normdlni a snizenou pohyblivosti
a moznostmi jejiho ovlivnéni pomoci propolisu. Respiraéni aktivitu spermii jsme méfili na
dvoukanalovém oxygrafu Oroboros.

Vysledky analyz prokazaly statisticky signifikantné vyssi hladiny prolaktinu
a volného T4 hormonu ve folikularni tekutiné u Zen s poruchou plodnosti oproti skupiné
zdravych plodnych darkyn oocyti. U homocysteinu tomu bylo naopak, studie prokazala
statisticky signifikantn¢ vyssi hladiny ve folikularni tekutiné u zdravych plodnych zen.
Nalezena byla signifikantné niz8i hladina glutathionperoxidazy u skupiny Zen s nadvahou.
V uspésnosti dosazeni t¢hotenstvi se zeny s normalnim BMI a zeny trpici nadvahou od
sebe vyznamné nelisily.

Ve studiich vénovanym lidskym spermiim byla nalezena
Vv asthenozoospermatickych vzorcich signifikantn€ sniZzena aktivita komplexu I.

Ve vzorcich oSettenych propolisem doslo ke zmirnéni poklesu progresivni motility
v case. U téchto vzorkdh byla pozorovana 1 signifikantn€ vysSi spotfeba kysliku
Vv ptitomnosti ADP a substratii komplext I a II.

Nase studie potvrzuje, Ze folikularni tekutina a latky v ni obsaZené hraji klicovou
roli v regulaci reprodukénich procest. Dalsi studium darkyn oocyti a jejich podrobnéjsi
srovnani s neplodnymi pacientkami s riznymi gynekologickymi pfi¢inami poruch
plodnosti bude pifinosem pro objasnéni patofyziologickych mechanismii regulujicich
plodnost.

Vysledky dal$i studie naznacuji, Ze na sniZzené pohyblivosti spermii by se mohl
podilet i zvyseny Gnik protond z mitochondrialni matrix, ktery vede ke snizené efektivité
fosforylacniho procesu. LepSi charakterizace muzskych zarode¢nych bunck, at’ zcela
zdravych ¢i s postizenou motilitou, ndm pomitize 1épe pochopit proces fyziologického
oplodnéni a napomiize i ve vybéru té nejvice zivotaschopné spermie pro 1€€bu neplodnosti
metodami asistované reprodukce.



Abstract

Reduced fertility is a growing problem trough the population in fertile age. It
currently affects 10-15% of couples; any method of assisted reproduction cannot help 10%
of them. The effort to identify new prognostic markers that would help to improve the
effectiveness of treatments of infertility assumes increasing significance.

The first part of this publication is focused on the study of levels of selected
hormones and markers of oxidative stress in follicular fluid of women with diagnosis of
infertility compared to healthy and fertile donors of oocytes. Levels of prolactin, free T3
and T4 hormone, homocysteine, malonydiladehyd, glutathione peroxidase and total
antioxidant capacity and were analyzed.

Next part is devoted to the difference between these parameters in women with
normal body mass index (BMI) compared to women suffering from overweight.

The second half of this work is focused on the male factor of infertility. The aim of
our study was to determine comprehensively mitochondrial respiratory activity of sperm
with normal and reduced motility and to evaluate the impact of propolis on human sperm
motility. Respiratory activity of sperm was measured using oxygraph Oroboros.

The results showed significantly higher levels of prolactin and free T4 hormone in
follicular fluid of infertile women in comparison to the group of healthy fertile oocyte
donors. On the contrary, the study showed significantly higher homocysteine level in the
follicular fluid of healthy fertile women. We observed significantly lower levels of
glutathion peroxidase in the group of overweight women. The pregnancy success rate with
women with normal BMI and overweight women did not differ significantly from each
other.

In studies dealing with determination of oxygen consumption by human sperm,
asthenozoospermatic samples displayed significantly reduced activity of complex I.

In samples treated with propolis, progressive motility was preserved in time. In
these samples, oxygen consumption in the presence of adenosine diphosphate and
substrates of the Complex | and Complex I were significantly increased.

Our study confirms that follicular fluid and its substances play a key role in the
regulation of reproductive processes. Further study of oocyte donors and their detailed
comparison with infertile patients with various gynecological causes of infertility will be
beneficial further to clarify the pathophysiological mechanisms regulating fertility.

The results of the study formed on human spermatozoa suggest that increased
leakage of protons from the mitochondrial matrix, which leads to reduced efficiency of
phosphorylating process, could participate in the reduced sperm motility. Better
characterization of male germ cells, either completely healthy or with affected motility,
will help us to understand better the physiological process of fertilization and also to
choose the most viable sperm for infertility treatment by methods of assisted reproduction.



1 Uvod

1.1 Lidské gamety a markery uZivané ke sledovani jejich kvality
Oocyt a folikularni tekutina

Oocyt je zenska pohlavni buiika, jejiz vyvoj za¢ind jiz ve fetdlnim obdobi. Pochazi
z primordialnich zarodeénych buné¢k (primordial germ cells, PGC), které proliferuji
a migruji z endodermu stény zloutkového vacku do vznikajicich ovarii, zde zacina jejich
diferenciace v oogonie [McLaughlin a Mclver, 2009; Wylie et al., 1986].

Hledani novych spolehlivych a neinvazivnich markert ve folikularni tekutiné
vhodnych ke sledovani kvality oocytu je jednim z klicovych témat vyzkumu vénujiciho se
lidské i zvifeci asistované reprodukei.

Folikuldrni tekutina zajiStuje charakteristické a nezastupitelné mikroprostiedi, ve
kterém dochazi k vyvoji oocytu. Na jejim vzniku se podili jednak prestup slozek krevni
plazmy pies folikularni bariéru a zaroven sekre¢ni aktivita bun€k théky a granulozy
[Fortune, 1994]. Biochemické slozeni folikularni tekutiny hraje zasadni roli pro kvalitu
oocytu, zvlasté pro jeho schopnost fertilizace a nasledny vyvoj embrya.

Slozky nachazejici se ve folikularni tekutiné muzeme rozdélit do nékolika
kategorii: a) hormony, b) rlstové faktory ze superrodiny transformujiciho ristového
faktoru B (TGF-B), c) ostatni rustové faktory a interleukiny, d) reaktivni kyslikové
radikdly, e) anti-apoptotické faktory, f) proteiny, peptidy a aminokyseliny, g) sacharidy, h)
prostanoidy [Revelli et al., 2009].

Spermie

Spermie jsou muzskymi pohlavnimi bunkami nesouci genetickou informaci
a slouzici k oplodnéni oocytu. Jsou tvofeny hlavickou a bi¢ikem a jejich velikost se
pohybuje mezi 50 az 60 um, z toho na bicik ptipada 40 az 50 um.

Bicik je nejdelsi ¢asti celé spermie a jeho ultrastruktura je dulezitd pro spravny
pohyb této buiiky. Rozd€lujeme ho na Ctyfi Casti - spojovaci oddil, stiedni oddil, hlavni
a koncovou ¢ast [Turner, 2006]. Pro stfedni oddil je charakteristicka pfitomnost
mitochondrialni pochvy.

Mitochondrie jsou zde uloZeny v helikalné uspofadanych dvojicich, v celkovém
poctu 72 az 80 mitochondrii v jedné spermii [Ankel-Simons a Cummins, 1996; St John et
al., 2000a].

Ve spermii byla mitochondrie dlouho opomijenou organelou, nyni je vSak
dolozeno, ze ma klicovou roli v mnohych fyziologickych a patologickych procesech [Pena
et al.,, 2009; Piomboni et al., 2012; Rajender et al., 2010]. Krom¢é produkce ATP
(adenosintrifosfat) nutného pro zajiSténi pohyblivosti spermii hraji mitochondrie
vyznamnou ulohu v regulaci zrani a Zivotnosti spermii a regulaci osmotické a vapnikové
homeostazy [Peia et al., 2009].

Energii pro pohyb ziskdvaji lidské spermie dvojim zpiisobem, prvnim z nich je jiz
vySe zminovand tvorba ATP pomoci oxidativni fosforylace, probihajici na wvnitini
mitochondridlni membran€. Druhou cestou je glykolyza, probihajici v cytoplazmé. Studie
na mySich prokazaly, ze 1 pifi defektni oxidativni fosforylaci nedochazi k plné inhibici
motility [Escalier, 2006]. To potvrzuji i nedavné vyzkumy na kancich spermiich, které
ukazaly, Ze se pouze malé mnozstvi laktatu dostava do Krebsova cyklu [Marin et al.,
2003]. Teorii existence dvojiho zdroje energie pro motilitu spermii podporuje i identifikace



glykolytickych enzymi v biciku (hexokinaza, laktatdehydrogenaza, glyceraldehyd 3-fosfat
dehydrogenaza) [Nagdas et al., 2005, 2006; Perl et al., 2006]. Na druhé strané, pohyb
byc¢ich spermii je zcela zavisly na energii z Krebsova cyklu [Aitken et al., 2004a; Mukai
a Okuno, 2004]. Stale tedy pietrvava nazorova nejednotnost, co je tim hlavnim zdrojem
energie pro motilitu spermie.

2 Cile prace

Tato prace si klade za cil pfispét K identifikaci novych markert a funkénich testi
Vv oblasti reprodukéni mediciny, a tim pfispét k lepsi charakterizaci zdrode¢nych bunék, coz
nam muze pomoci K lepsimu pochopeni procesu fyziologického oplodnéni a ke zvyseni
uspésnosti 1éEby neplodnosti.

Cile prace jsou:

1. Studium biochemického slozeni folikularni tekutiny u neplodnych pacientek ve srovnani
S plodnymi darkynémi oocytl s cilem identifikace potencidlnich biomarkert kvality
oocytu.

2. Porovnani vysledku 1é¢by neplodnosti u skupiny neplodnych Zen podstupujicich metody
asistované reprodukce V zavislosti na hodnotach jejich BMI a zmény hladin vybranych
hormonti a markert oxida¢niho stresu ve folikularni tekuting.

3. Analyza mitochondridlni respirace celych permeabilizovanych lidskych spermii
vysokouc¢innou oxygrafii u muzl s normozoospermii a asthenozoospermii.

4. Sledovani efektu ethanolového extraktu propolisu na motilitu lidskych spermii, jejich
mitochondrialni respiracni aktivitu a membranovy potencial.



3 Material a metodika

3.1 Pouzité metody procil 1 a2

3.1.1 Studovany soubor vztahujici se k cili 1

Studovany soubor tvoftilo 146 Zen, z toho bylo 74 pacientek (primérny veék 31 let,
SD = 4,65) 1écenych pro neplodnost v Institutu reprodukéni mediciny a endokrinologie —
IVF Centra Prof. Zecha v Plzni. Kontrolni skupinu tvofilo 72 zdravych plodnych Zen,
darkyn oocytii (pramérny vék byl 26 let, SD = 4,44). Studie byla schvalena etickou komisi
LF UK v Plzni a v§echny pacientky podepsaly informovany souhlas.

V naSem souboru bylo 13 neplodnych Zen a 26 plodnych darkyn oocytu, které
koutfily 2 - 15 cigaret za den, ostatni byly nekufacky. Po detailnim seznameni
S problematikou a po podpisu informované¢ho souhlasu byla Zendm odebirana folikularni
tekutina v dobé odbéru oocyti v prubéhu jejich 1é¢by neplodnosti. VySetiovany byly jeji
tzv. pooly, tedy smés tekutin ze vSech folikult, u nichz nedoslo ke kontaminaci krvi
v prubéhu odbéru oocytl. Ve folikularni tekutiné byly stanoveny hladiny prolaktinu,
hormonu §titné Zlazy (volny T3 a T4), homocysteinu (Hcy), glutathionperoxidazy (GPx),
malonyldialdehydu (MDA) a celkové antioxida¢ni kapacity (AOK).

3.1.2 Studovany soubor vztahujici se k cili 2

Studovany soubor tvofilo 44 Zen (primérny v&k 31,9 let, SD = 4,35) 1écenych pro
neplodnost v Institutu reproduk¢éni mediciny a endokrinologie — IVF Centrum Prof. Zecha
v Plzni. Neplodné zeny byly rozdéleny do 2 skupin podle hodnoty BMI (37 zen mélo
normalni BMI, u 7 Zen byla pfitomna nadvaha). Po detailnim seznameni s problematikou
studie, vyplnéni dotazniku a po podpisu informovaného souhlasu byla Zendm odebirana
folikularni tekutina v dob€ odbéru oocyti v ramci jejich lécby neplodnosti metodami
asistované reprodukce. VySetiovany byly jeji tzv. pooly. Ve folikularni tekutiné byly
stanoveny hladiny prolaktinu, volného T3, volného T4, homocysteinu, malonyldialdehydu,
glutathionperoxidazy a celkové antioxidacni kapacity. Tyto parametry byly korelovany
s hodnotou BMI Zen. Sledovana byla uspésnost fertilizace u neplodnych zen v zavislosti na
BMI.

3.1.3 Stanoveni studovanych biochemickych markeri ve folikularni tekutiné

Prolaktin a hormony Stitné Zlazy

Metoda stanoveni hormonil prolaktinu a volného T3 a T4 byla zaloZena na
sendvicovém principu elektrochemiluminiscenéni imunoanalyzy (ECLIA) s vyuzitim kit
Prolactine II, kitem FT3 a FT4 (ROCHE Diagnostics, CR) na piistroji Cobas e411.

Homocystein
Hladina HCy byla stanovena enzymaticky kitem Liquid Stable (LS) 2-Part
Homocysteine Reagent (Axis-Shield Diagnostics Ltd., UK) na pfistroji Olympus AU400.



Malonyldialdehyd
Malonyldialdehyd a jiné degradacni produkty peroxidace lipidi reaguji s dvéma
molekulami kyseliny thiobarbiturové v kyselém prostiedi na barevny produkt, ktery se po

vvvvv

Glutathionperoxiddza
Aktivita glutathionperoxidazy byla stanovena kitem RANSEL (Randox
Laboratories Ltd., UK) na analyzatoru OLYMPUS AU 400 optickym testem pii 340nm.

Celkova antioxidacni kapacita
AOK byla stanovena kitem TAS (Randox Laboratories Ltd., UK). Mé&feni bylo
provadéno na analyzatoru Olympus AU 400.

Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly statisticky hodnoceny pomoci Wilcoxonova neparametrického testu
(neparova varianta) a dale analyzou rozptylu (ANOVA, post hoc analyza pomoci
Tukeyovy metody mnohonasobného porovnavani). Hodnoty p < 0,05 byly povazovany za
statisticky signifikantni.

3.2 Pouzité metody pro cil 3 a 4
3.2.1 Studovany soubor soubor vztahujici se k cili 3

Ejakulaty byly ziskany od 14 muzi z IVF Centra Prof. Zecha v Plzni. Dle
klasifikace World Health Organization byli rozdéleni do skupiny normozoospermatikii
(n =7, praimérny vek 33,1 let) a asthenozoospermatikii (n = 7, praimérny vék 36,7 let).

3.2.2 Studovany soubor soubor vztahujici se k cili 4

Ejakulaty byly ziskany od deseti dobrovolniki (primérny vek 24,2 let, SEM =+ 2.8)
po tfidenni abstinenci v IVF Centru Prof. Zecha v Plzni. Po zkapalnéni byly vyhodnoceny
dle kritérii Svétové zdravotnické organizace (WHO) 2010 [World Health Organization,
2010].

3.2.3 Vysokoucinna respirometrie

Mitochondrialni respirace je kliCovym elementem v bunééné fyziologii.
Vysokoucinna respirometrie je unikatni velmi citliva oxygraficka metoda, kterd umoziuje
posoudit funk¢ni stav mitochondrii dynamickym méfenim metabolismu celych
mitochondrii, at uZz izolovanych nebo nachédzejicich se v intaktnich nebo
permeabilizovanych burnikach.

Diky vysoké citlivosti pfistroje l1ze pro analyzu pouzit relativné malé mnoZstvi
biologického materialu a méfit spotfebu kysliku po dlouhou dobu za rGznych
metabolickych (respiracnich) stavli, do kterych je vzorek uvadén postupnou titraci
substratli, aktivatori a inhibitort jednotlivych komplexi.

V naSich experimentech jsme méfili respiracni aktivitu spermii na dvoukanalovém
oxygrafu Oroboros O2k (Oroboros, Innsbruck, Rakousko), ktery zaznamenava koncentrace
kysliku v inkuba¢nim médiu v Case a zaroven vyhodnocuje spotitebu kysliku biologickym
vzorkem, a to kontinualn¢ v pribéhu celého experimentu.



Meéfeni probihalo v uzavienych komiirkach o objemu 2 ml a pii teploté 36°C.
Pichledné zobrazeni substratu, inhibitort a rozpiahovace je znazorné€no na obrazku 1.

Malét Cytochrom ¢
Glutamat Sukcindt Askorbdt ADP
Pyruvat v TMPD l

\4 v

I 111
| @IV
1 t 1

Rotenon Antimycin A Oligomycin

—

Obazek 1 — Schématické znazornéni protokolu oxygrafie (zelena barva = substraty;
¢ervena barva = inhibitory komplexii)

Pii studiu efektu propolisu na mitochondrialni funkce spermii byl do jedné
z komirek, snimanych paralelng, ptidan EEP (ethanolovy extrakt propolisu) 0 koncentraci
0,01 mg/ml, druha komdrka byla snimana bez intervence.

3.2.4 Priprava ethanolového extraktu propolisu

Propolis byl ziskan v priib&hu mésice zati 2012 v zapadnich Cechach (mésto Horni
Slavkov - 50°8'17.268"N, 12°48'48.992"E). Propolis byl zmrazen na -20 °C a rozdrcen.
K takto vzniklému prasku byl ptidan 70% ethanol (100 ml) a po 24 hodinach stalého
michani byl vysledny produkt piefiltrovan. Filtrat byl doplnén do 100 ml 70% ethanolem
[Bonvehi a Gutiérrez, 2012]. Finalni koncentrace propolisu uzivana v experimentech byla
0,01 mg/ml v ptislusném médiu.

3.2.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kvalitativni a kvantitativni analyza fenolovych latek obsazenych v propolisu byla
provedena chromatografickym pfistrojem vybavenym binarni pumpou (Waters 1525),
Waters 717 s autosamplerem a dualnim UV/VIS detektorem 2487.

Jako standardy byly pouzity: apigenin, chrysin, genistein, kaempferol, luteolin,
naringenin, pinocembrin, galangin, kyselina kévova, felurova, skoficova, gallova,
kumarova a benzoova (Sigma-Aldrich; St. Louis, USA). Vanilin byl zakoupen od firmy
Merck (Darmstadt, Némecko).

3.2.6 Permeabilizace bunééné membrany spermie

Pro kontrolu uspésné permeabilizace bunééné membrany spermie pro substraty
a inhibitory po pouziti digitoninu byly spermie obarveny fluorescencni latkou jodidem
propidia, ktery intaktni buné¢nou membranou neprochazi. Kone¢na koncentrace jodidu
propidia byla 1 pg/ml.



3.2.7 Pritokova cytometrie

Mitochondrialni membranovy potencidl byl sledovan pomoci MitoProbe™ JC-1
Assay Kit (Life Technologies). Analyza byla provedena softwarem BD FACS Diva pii
excitaci 488 nm s vyuzitim filtr uzivanych pro Alexa Fluor 488 a R-phycoerythrin.

3.2.8 Aktivita citratsyntazy

Ke zjisténi mnozstvi mitochondrii v testovaném biologickém materialu
a standardizaci oxygrafickych meéfeni se v experimentdlni praxi nejCastéji vyuziva
stanoveni aktivity citratsyntdzy nebo méfeni koncentrace mitochondridlni DNA
[Kuznetsov et al., 2002]. Aktivitu citratsyntazy jsme stanovili v obsahu komurek oxygrafu
spektrofotometrickou metodou [Kuznetsov et al., 2002; Larsen et al., 2012].

3.2.9 Analyza dat a statistika

Ke statistickému porovnani jednotlivych hodnot spotieby kysliku v obou skupinach
jsme pouzili Mann-Whitneyova poradového testu pomoci programu STATISTICA Cz,
(StatSoft CR, Praha, Ceska republika). Po otestovani normality distribuce a homogenity
rozptyld bylo provedeno srovndni Studentovym t-testem, Wilcoxonovym testem
a analyzou rozptylu (ANOVA) s post hoc testy korigovanymi pro mnohocetna porovnani
Bonferroniho metodou. Za signifikantn¢ vyznamné byly povazovany vysledky p < 0,05.
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4  Souhrn vysledki a jejich diskuze
4.1 Vysledky vztahujici se k cili 1

Studium vybranych sloZek folikularni tekutiny jako markeri pro sledovani kvality
lidskych oocytu

Porovnavany byly hladiny prolaktinu, volného T3 a T4, HCy, MDA, GPx a AOK ve
skupinach zen 1é¢enych pro neplodnost a kontrolnich plodnych darkyn oocytt. Z tabulky 1
je ziejmé, ze u neplodnych Zen byly naméfeny signifikantné vyssi hladiny prolaktinu (p =
0,0006) i volného T4 hormonu (p = 0,0246), avSak koncentrace volného T3 se mezi
skupinami vyznamné nelisily. Ze stejné tabulky je také ziejmé, Zze u kontrolni skupiny Zen
byla naméfena signifikantné vyssi hladina homocysteinu (p < 0,0001).

Vzhledem ktomu, Ze plodnost Zen je silné¢ ovlivnéna v€kem a nase skupiny
plodnych a neplodnych se 1isi vékovym slozenim, porovnali jsme hladiny hormonti mezi
plodnymi aneplodnymi ve stejnych vékovych obdobich. Mezi skupinami plodnych
aneplodnych zen ve v€kovém rozmezi 20 az 29 let je statisticky signifikantni rozdil
v hladinach prolaktinu (p = 0,026), Hcy (p = 0,0002) a MDA (p = 0,0374), dalsi
signifikantn¢ vyznamny rozdil byl nalezen ve skupiné ve vékovém rozmezi 30 az 39 let
také v hladinach prolaktinu (p = 0,0256), volného T4 (p = 0,0175), Hcy (p < 0,0001)
i AOK (p = 0,0458). Uplny pichled medidnti namé&fenych hodnot spoleéné se statistickou
vyznamnosti a interkvartilovym rozpétim shrnuje tabulka 2.

Dale jsme porovnali hladiny hormont uvnitf obou skupin v zavislosti na véku.
Prokézali jsme zde statisticky vyznamny rozdil v hodnotach AOK u kontrolni skupiny
zdravych darkyn. Nejvyssi hladina AOK je u zen mezi 20 az 29 rokem, u Zen mladSich
a starSich se tato hladina vyznamné snizuje (p = 0,0450).

Tabulka 1 - Hladiny prolaktinu, fT3, fT4, HCy, MDA, GPx a AOK ve folikularni tekutiné
neplodnych Zen a kontrolni skupiny zdravych darkyn oocytt (hodnoty jsou uvedeny jako
median a interkvartilové rozpéti)

;?:;:1:?:; Neplodné (n = 74) Kontroly (n =72) p value
Prolaktin (mIU/I) T 0 HT 0,0006
fT3 (pmol/l) e e e 0,363
T4 (pmol/l) [13,8%)4;7155’80] 14,05 [13,33 - 15,78] 0,0246
HCy (pmol/l) [4,976 '93,001 [6,828iefo,88] OO
MDA (pmol/l) [1,36%)'203,033] [1,48%),7—13,133] ik
GPx (UN) [528,%2—1 '6(5)99,8] [524,%gig '568,3] s
AOK (mmol/l) [1,35%)'3193,483] [1,31%)’31834701 Oie-ell
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Role prolaktinu ve folikularni tekutiné nebyla dosud pIn¢ vysvétlena a odborna
literatura neuvadi dostatek udajii ani o vztahu mezi koncentracemi prolaktinu v séru a ve
folikularni tekutiné [Kamel et al., 1994; Lebedeva IYu et al., 1998]. Skute¢nost, ze zdravé
plodné darkyné maji signifikantné nizsi hladiny prolaktinu ve folikularni tekutiné nehledé
na vékovou skupinu, v niz hladiny sledujeme, naznacuje, ze prolaktin bude pravdépodobné
vyznamnym regulacnim faktorem pro vyvojovy potencidl oocytu. Pozndni
patofyziologického mechanismu, kterym prolaktin k regulaci pfispivd, miize vést k vyssi
individualizaci 1é¢ebného planu snizené plodnosti.

Tabulka 2 - Hladiny prolaktinu, fT3, fT4, HCy, MDA, GPx a AOK ve folikularni tekutiné
neplodnych Zen a kontrolni skupiny zdravych darkyn oocytt v zavislosti na véku (hodnoty
jsou uvedeny jako median a interkvartilové rozpéti)

e N o N Koy

parametry (n=27) (n = 46) value (n = 43) (n=23) value
(Pnrﬁﬁ/igin ms0-120 (5669641 0020 (oos issa) (g8 1124 0025
fT3 (pmol/l) [4,415 ’_1%,47] [4,7;3 '9?3,41] 0,3074 [4,66? ’??3,35] [4,651 ’?85,19] 0,5929
fT4 (pmol/l) [13,8%)4isf5,801 14'3?6[,;%]38 06185 [13,9%)5i2i)6,00] [12,7%)3];)4,60] LG
Zl?n{)lll) [4,88’93120] [7,0284551,05] 0.0002 [5,03 ’Z%,BO] [6,609i051,1o] <0,0001
I o oS O R mashodoen 0%
GPx (U/l) [501,%7? ';)23,0] [521,ng ,((3)54,8] 0.9688 [531,%45) 'g99,01 [552,%353 'g93,0] 0.8728
)(A\n?nilll) LO10-1460] (13381493 0% (1350 1s00] (1200 1420 00458

*fT3 - volny T3 hormon, fT4 - volny T4 hormon, HCy — homocystein, MDA — malondialdehyd, GPx —
glutathionperoxidiza, AOK — celkova antioxidacni kapacita

V naSich podminkéach je screening tyreoidalnich dysfunkci doporuCovan Siroké

Skale pacientek 1é¢enych pro neplodnost — vS§em s anamnézou hyper- ¢i hypotyreoidealni
poruchy, Zenam s diabetem typu 1 ¢i s jakoukoliv jinou autoimunitni poruchou, Zenam po
1é¢bé maligniho onemocnéni, po prodélané radioterapii Vv oblasti hlavy ¢i krku atd.
Onemocnéni §titné zlazy pied otéhotnénim i v pribéhu téhotenstvi vyzaduje specialni
management s ohledem na zmény tyreoidalnich funkci v té¢hotenstvi [Poppe et al., 2007].
Ackoliv se v soucasné dobé endokrinology doporuceny postup pravdépodobné velmi blizi
optimalnimu nastaveni substitucni terapie, dal$i pozndni toho, jak se hladiny volného T4
hormonu promitaji ze séra do folikularni tekutiny a jak pak tyto hladiny ovliviiuji vyvojovy
potencidl oocytu, jist€é mize pfispét k jesté citlivéjSimu a vice personalizovanému zptisobu
1éCby.
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U zdravych Zen je lidsky folikul béhem svého zrani dostatecné chranén proti
toxickému poskozeni v dusledku oxida¢niho stresu [Angelucci et al., 2006]. Stoupajici
aktivita kyslikovych radikalti mize byt jednim z divoda neplodnosti 1 poklesu uspésnosti
IVF u Zen se vzrustajicim vékem, kdy dochézi k progresivnimu poklesu kvality a kvantity
oocytt [Broekmans et al., 2006; Wiener-Megnazi et al., 2004]. Toto v§e muze byt jesté
umocnéno Zivotospravou zeny a jejim aktivnim nikotinismem [Paszkowski et al., 2002].
Na hladinu HCy ma velky vliv plazmaticka koncentrace folatu (kyselina listova — vitamin
Bg), ktery po své modifikaci na tetrahydrofolat putsobi jako kofaktor enzymu
methylentetrahydrofolat reduktizy (MTHFR) v remethylacni cest¢ premény HCy na
aminokyselinu methionin. Nikotin, dehtové metabolity a sekundarni kout maji vliv na
hladinu folatu, jehoz nizka koncentrace je spojena pravé s hyperhomocysteinemii. Kufaci
maji také tendenci k mensi konzumaci ovoce a zeleniny bohatych na kyselinu listovou. Je
vSak tfeba poznamenat, Ze tento vztah mezi koufenim a hladinou foldtu neni jednoznacny
a n¢které studie prokazuji jejich nezavislost [Okumura a Tsukamoto, 2011]. Tento fakt je
jisté¢ zavisly také na intenzit¢ koufeni. V naSi studii jsme prokdzali, Ze neexistuje
signifikantni spojitost mezi neplodnymi zenami kutfackami a nekufackami ani zdravymi
darkynémi oocytl kufackami a nekutfackami v zddném sledovaném parametru.

Folaty snizuji hladinu HCy jak v krvi, tak ve folikularni tekutiné¢ [Forges et al.,
2007], coz vyznamné koreluje jak s kvalitou oocytu, tak s vyvojovym potencialem embrya
[Boxmeer et al., 2009; Ocal et al., 2012]. I kdyz stale probiha diskuze [Appasamy et al.,
2008; Oyawoye et al., 2009] o spojitosti mezi AOK folikularni tekutiny a etiologii
infertility, je jisté, ze vliv volnych radikal je zapojen do patofyziologickych mechanismu
mnoha chorob souvisejicich s neplodnosti, kde je zapotiebi 1écby IVF. Pacientky
s endometriozou maji ve srovnani s pacientkami sjinymi diagnézami signifikantné
zvysené hladiny HCy [Ebisch et al., 2006].

NasSe vysledky jsou ve zdanlivém rozporu z diivodu vyssi hladiny Hey u kontrolni
skupiny. Hladina Hey vSak mize byt ovlivnéna nejen suplementaci folatl, ale i ovarialni
hyperstimulaci [Benkhalifa et al., 2010; Boxmeer et al., 2008], a protoze schopnost
metylace souvisi s riziky metod asistované reprodukce [Menezo et al., 2010], je dalsi
vyzkum v této oblasti se zapojenim zkoumani zdravych plodnych darkyn ptfinosem.

Vztahy sérovych hormonalnich hladin a hladin hormont ve folikularni tekuting jsou
komplexni a jejich regulace i role nejsou dosud zcela jasné [Baka a Malamitsi-Puchner,
2006; Giirbiiz et al., 2005; Park a Yang, 2011]. Dalsi podrobngjsi srovnani folikularnich
tekutin darkyn oocytll s neplodnymi pacientkami s riznymi gynekologickymi pfi¢inami
poruch plodnosti bude piinosem pro objasnéni patofyziologickych mechanismt
regulujicich plodnost a také ovliviiujicich uspésnost pii 1€cbé neplodnosti.

4.2 Vysledky vztahujici se k cili 2
Vliv nadvahy na aspéSnost technik asistované reprodukce

Porovnavany byly hladiny prolaktinu, volného T3 a volného T4, homocysteinu,
malonyldialdehydu, glutathionperoxidazy a celkové antioxidacni kapacity Vv zavislosti na
hodnoté BMI. Jak je ziejmé z tabulky 3, hladiny sledovanych parametrti se mezi sebou
vyrazné neliSily. Pozorovdna byla jen signifikantné niz§i hladina GPx u skupiny Zen
s nadvéhou (p = 0,0044). V uspésnosti dosazeni t¢hotenstvi se zeny s normalnim BMI
a zeny trpici nadvahou od sebe vyznamné nelisily (p = 0,4430).

Hladiny sledovanych markerii a uspéSnost otéhotnéni vSak mohla byt ovlivnéna
skupinou Zen, u kterych byl pfi¢inou neplodnosti andrologicky faktor. V nasi skupiné bylo
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téchto zen 27,27% (n = 12). Po vyfazeni téchto Zen a opétovné analyze vysledkd bylo
zjisténo, ze u zen trpicich nadvdhou miZzeme pozorovat signifikantné vyssi hodnotu
volného T3 (p =0,0134) a nizsi hladinu GPx (p = 0,0466) ve folikularni tekuting. Tyto
vysledky dokumentuje tabulka 4. V GspéSnosti dosazeni te€hotenstvi se vSak ani tyto dvé
skupiny vyznamn¢ nelisily (p = 0,6290).

Obezita a nadvéha se §iii svétem jako epidemie. Obezita, tedy BMI > 30 kg/m®
ovlivituje fyziologické funkce mnoha tkani a organii. V disledku toho maji obézni zeny
problémy s pfirozenym otc¢hotnénim a obraci se na centra specializujici se na 1écbu
neplodnosti. Tento jev je zvySené sledovan v pritbéhu poslednich dvaceti let, a to zvlaste
ve vyspélych zemich.

O mechanismu, jakym piitomnost obezity negativné ovliviiuje reprodukéni
schopnosti Zeny, neni zatim pfili§ znamo. Pfedpoklada se souvislost s poruchou
metabolismu steroidli, sekreci a plsobenim inzulinu ¢i adipokini. Tyto zmény mohou
ovliviovat rust folikulli, vyvoj embrya i jeho implantaci, a to jak za ptirozenych podminek
tak po ART (assisted reproduction techniques, techniky asistované reprodukce) [Bellver et
al., 2010; Budak et al., 2006; Mitchell et al., 2005]. Dulezitym faktorem je také vyskyt
obezity jiz v adolescentnim véku Zeny. Pravé zmény ve vaze a té€lesné konstituci v tomto
kritickém zivotnim obdobi mohou ovlivnit endokrinni regulaci puberty a tim i spravny
vyvoj reprodukéniho systému [Faroogi et al., 1999; Pelusi a Pasquali, 2003].

Tabulka 3 - Hladiny prolaktinu, volného T3, volného T4, HCy, MDA, GPx a AOK ve
folikularni tekutin€ neplodnych Zen s normalnim BMI a nadvahou (BMI > 25 kg/mz)
(hodnoty jsou uvedeny jako prumér a smérodatna odchylka)

*Sledované Normalni BMI Nadvaha

parametry (n=37) (n=7) ERE
Prolaktin (mIU/I) 939,6 + 468,22 881,8 + 635,96 0,9749
fT3 (pmol/l) 4,9 + 0,54 5,3+0,58 0,6374
fT4 (pmol/l) 14,5+2,11 13,8 + 1,87 0,4307
HCy (umol/l) 5,6+ 1,98 6,8+ 1,69 0,0893
MDA (nmol/l) 1,5+ 0,45 1,4 + 0,40 0,4688
GPx (U/) 669,0 = 100,92 558,0 + 54,40 0,0044
AOK (mmol/l) 1,3+0,12 1,46 + 0,19 0,5291

*fT3 - volny T3 hormon, fT4 - volny T4 hormon, HCy — homocystein, MDA — malondialdehyd, GPx —
glutathionperoxiddiza, AOK — celkovd antioxidacni kapacita

VétSina praci zabyvajicich se obezitou a neplodnosti zdliraziiuje negativni efekt
vy$§tho BMI na implantaci a kvalitu embrya, na uspéSnost fertilizace a dosazeni
t€hotenstvi, incidenci potratd a pribéh téhotenstvi [Bellver et al., 2010; Ferlitsch et al.,
2004; Kuchenbecker et al., 2006; Moragianni et al., 2012; Rittenberg et al., 2011; Shah et
al., 2011; van der Steeg et al., 2008].

14



Tabulka 4 - Hladiny prolaktinu, volného T3, volného T4, HCy, MDA, GPx a AOK ve

folikularni tekuting neplodnych Zen s normalnim BMI a nadvahou (BMI > 25 kg/m?) po

vyfazeni zen s andrologickou pfi¢inou neplodnosti (hodnoty jsou uvedeny jako pramér
a smérodatna odchylka)

*Sledované Normalni BMI Nadvaha

parametry (n=28) (n=4) el
Prolaktin (mIU/I) 980,7 + 488,82 1370,5 £ 545,41 0,2537
fT3 (pmol/l) 4,9+ 0,57 5,3+0,20 0,0134
fT4 (pmol/l) 14,5 £ 2,31 14,0+ 1,73 0,6016
HCy (umol/l) 56+2.13 6,1 + 0,90 0,7626
MDA (pumol/l) 1,5+ 0,45 1,4+ 0,43 0,4236
GPx (U/) 666,0 + 101,82 546,0 + 37,43 0,0466
AOK (mmol/l) 1,3+0,12 1,5+0.26 0,2786

*fT3 - volny T3 hormon, fT4 - volny T4 hormon, HCy — homocystein, MDA — malondialdehyd, GPx —
glutathionperoxidaza, AOK — celkova antioxidacni kapacita

Vysledky nasi studie podporuji hypotézu, Ze negativni efekt vys§iho BMI zacina az
u BMI nad 30 kg/m? [Bellver et al., 2010; Dechaud et al., 2006; Lashen et al., 1999;
Matalliotakis et al., 2008; Moragianni et al., 2012; Pasquali et al., 2007; Styne-Gross et al.,
2005; Winter et al., 2002].

V nasi skupin€ jsme zaznamenali niz8i hladiny GPx u Zen s vy$§im BMI. Nizsi
hladiny cytoprotektivnich enzymi jsou pozorovany nejen u zen s vys$§imi hodnotami BMI
[Agarwal et al., 2005; Alpay et al., 2006; Lee et al., 2008] a u pacientek s diabetem
mellitem [Goyal et al., 2011], ale naptiklad i v seminalni plazmé né&kterych neplodnych
muzl, kde niz$i hladina tohoto protektivniho enzymu zplisobuje vyssi peroxidaci lipidi
a tim ztratu motility spermii [Alvarez a Storey, 1989; Giannattasio et al., 2002]. K upraveé
snizené hladiny GPx u zen s nadvdhou dochdzi po dosaZeni normaélnich hodnot BMI
[Bougoulia et al., 2006].

Zvysenou hladinu volného T3 hormonu nachazime castéji u Zen trpicich nadvahou
a obezitou [Reinehr, 2010]. Stejné vysledky ukazuje i naSe gréce, kde hladina volného T3
hormonu byla signifikantné vyssi u zen s BMI nad 25 kg/m”. Oproti ostatnim pracim, kde
byl volny T3 stanoven ze séra, jsme tuto rozdilnou hladinu prokazali ve folikularni
tekutiné. Mechanismus vzristu hladiny hormonu neni prozatim znam, vi se vsak, Ze jeho
hladina se normalizuje pii snizeni vahy a nejspiSe souvisi s metabolismem leptinu
[Reinehr, 2010; Reinehr a Andler, 2002; Reinehr et al., 2008].
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4.3 Vysledky vztahujici se K cili 3
Vysokoucinna respirometrie

Minimélni poet spermii nutny pro detekei spotieby kysliku byl 5x10° bungk v 1 ml
média. Po aplikaci glutamatu, malatu a pyruvatu, substratl pro komplex I, byla spotteba
kysliku srovnatelnd se stavem bez substratl, coz ukazuje na dobrou permeabilizaci
bunéné membrany, kterd vedla k iniku ADP z buiiky. Po pfidani ADP doslo ke stimulaci
respirace a indukci stavu S3, tj. maximalni spotiebé kysliku pii fosforylaci ADP na ATP
(OXPHOS)). U asthenozoospermie byla aktivita komplexu I signifikantné¢ niz§i nez
u kontrol (tabulka 5, graf 1).

Aplikaci sukcinatu dodavajiciho do systému elektrony prostiednictvim komplexu II
doslo k dalSimu zvySeni spotieby kysliku (OXPHOS,4y), kterd se mezi obéma skupinami
vyznamné neliSila. Naslednd inhibice komplexu I rotenonem ukézala, ze pfispévek
komplexu I k celkové kapacité oxidaéni fosforylace byl i u zdravych spermii relativné nizsi
nez je tomu typicky v somatickych bunkach, napf. jaternich nebo svalovych [EI-Mir et al.,
2000; Scheibye-Knudsen a Quistorff, 2009]. Inhibice ATP-syntazy oligomycinem snizila
spottebu  kysliku na troven nutnou predevsim pro pumpovani protonti do
intermembranového prostoru. Tato hodnota  byla signifikantné vyssi
u asthenozoospermatickych vzorkti. Rozptazeni fosforylace a oxidace pomoci FCCP
ukézalo, Ze ve zdravych 1 asthenozoospermatickych vzorcich je kapacita
elektrontransportniho systému pienaset elektrony vySsi nez maximalni spotieba kysliku pti
zachovalé¢ fosforylaci. Rezidualni spotfeba kysliku, na kterou byly ostatni respiracni
parametry korigovany, byla u zdravych spermii 0,14 + 0,05 pmol O,/(s.10°bungk)
a U spermii s poruchou pohyblivosti 0,15 + 0,05 pmol O,/(s.10° bun&k).

Tabulka 5 - Spotieba kysliku permeabilizovanymi spermiemi

%t Normozoospermie Asthenozoospermie
Titracni

*Stav orotokol pmo%(s:.l%6 bb) pmozl(sz.l%e bb) p value
S2 GMP, 0,23 + 0,02 0,21+ 0,10 n.s.
S3, GMPs 1,32+0,16 0,56 + 0,16* 0,007

S3y41 GMPSp 3,38 0,52 2,72 +0,79 n.s.

S21ailc GMPScp 3,37+ 0,56 2,77 + 0,89 n.s.
S3y) S(Rot)p 2,81+ 0,48 1,73 + 0,57 0,07
S4 S(Rot), 0,67+ 0,16 1,72 + 0,59 0,046

S3uy S(Rot)e 3,18+0,67 4,10+ 1,39 n.s.

*G= glutamat, M = malat, P = pyruvat, D = ADP, S = sukcinat, ¢ = cytochrom ¢, Rot = rotenon, Omy =
oligomycin, F = FCCP; L = LEAK, P = OXPHOS, E = ETS; I a Il = komplexy I all
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Graf 1 — Rozdil v aktivité komplexu I a komplexu II u normozoospermie a
asthenozoospermie (* p = 0,007)

Literarni tidaje o respiracni aktivité mitochondrii ve spermiich jsou relativné chudé,
nicméné jiz prvni studie ukazuji, ze poruchy mitochondrii maji vliv na motilitu spermii
[Ferramosca et al., 2012b]. Dtivodem je zejména malé mnozstvi mitochondrii obsazenych
Vv jednotlivych zarode¢nych bunikach a jejich obtizna izolace [Piomboni et al., 2012]. Proto
je nutné stanovit mitochondridlni respiraci na celych bunkéch, idedlné tak, aby buné&cna
membrana byla permeabilizovana aumoznila prestup substrati Krebsova cyklu
a adenosindifosfatu k mitochondriim. Dosud pouzivana metoda byla zalozena na inkubaci
spermii v hypotonickém roztoku, kterd vedla k naruseni bunééné membrany bez poSkozeni
membrany mitochondrii [Piasecka a Kawiak, 2003]. V somatickych bunkach vsak
inkubace v hypotonickych médiich zpisobuje stimulaci mnoha membranovych iontovych
kanalt a receptordi, coz vede ke zménam ve slozeni intracelularni tekutiny a aktivaci
intracelularnich procesti v€etné uvolhovani fady biologicky ucinnych latek a apoptozy
[Blum et al., 2010; Okada a Maeno, 2001]. Proto jsme Vv nasi studii vyuzili permeabilizace
membrany spermii digitoninem, detergentem casto vyuZivanym ve vyzkumu
mitochondrialni funkce na celych buinkach [Pesta a Gnaiger, 2012]. V naSi praci jsme
méfili respiracni aktivitu mitochondrii lidskych spermii permeabilizovanych digitoninem
vysokoucinnou oxygrafii, kterd& umoZznuje stanoveni spotfeby kysliku z nejmenSiho
mozného mnozstvi zdrodecnych bunék.

Oxidativni fosforylaci jakozto zdroji energie pro pohyb spermii byla davana
nezastupitelna role, proto se také piedpokladalo, ze poruchy mitochondrialni morfologie
a funkce jsou hlavnim faktorem odpovidajicim za sniZzenou motilitu spermii [Turner,
2006]. Studie na mysich ale ukazaly, ze pii poskozené oxidativni fosforylaci nedochazi
k zaniku motility spermii [Escalier, 2006] a zdrojem ATP je zejména pfeména glukdzy na
pyruvat [Marin et al., 2003]; také spermie kraliki pravdépodobné vyuzivaji jako hlavni
zdroj energie glykolyzu [Storey a Kayne, 1980]. Spermie nékterych zivocisnych druhd
dokonce dokazi vytvaret glykogen [Ford, 2006]. Samci zarodecné bunky dalSich
zivocCisnych druht (beran, byk, kanec, primati) v¢etné ¢lovéka vsak pro pohyb vyuzivaji ve
vyznamné mife ATP ziskany v mitochondriich oxidativni fosforylaci [Aitken et al., 2004b;
Mukai a Okuno, 2004; Piomboni et al., 2012]. Otazka primarniho zdroje energie pro pohyb
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spermii jesté¢ neni zcela zodpovézena ani u ¢loveéka; vSeobecné uznavanym pohledem je
jejich vSestrannost v moznosti ziskdvani ATP, ktera je ovlivnéna ptitomnosti a dostupnosti
substratd v zenském reprodukénim traktu [Ruiz-Pesini et al., 2007; Storey, 2008].

Nékteré mitochondrialni parametry, napt. mitochondrialni membranovy potenciél
méfeny pomoci prutokové cytometrie piimo koreluje S poctem oplodnénych oocyti
aovliviluje tak vysledky 1écby neplodnosti pomoci metod asistované reprodukce
[Marchetti et al., 2012]. Dalsi vyzkum a detailngjsi studium této problematiky tak slibuji
ptinos pro dalsi pokrok v diagnostice i terapii neplodnosti.

Nase studie potvrzuje nalez snizené aktivity komplexu I v mitochondrialnim
respiracnim systému asthenozoospermatickych vzorki. Aktivita komplexu II vSak nebyla
asthenozoospermii naruSena a celkova kapacita transportu elektroni pii stimulaci
komplexti I a II a zachovalé fosforylaci (stav S3+;) se mezi obéma skupinami neliSila.
Zajimavym nélezem je také pravdépodobna zpétna kontrola pienosu elektront fosforylaci
ADP u asthenozoospermie, jak ukazuje pomér E/P, ktery byl u méné pohyblivych spermii
signifikantné¢ vyS$$i. Divodem pro snizeni aktivity komplexu I tedy patrné neni jeho
snizend exprese. U asthenozoospermatickych vzorki byl také prokazan signifikantné
zvySeny stav LEAK (S4), ktery vyjadiuje stupent mitochondridlni oxidace nutné zejména
pro kompenzaci uniku protoni z mitochondridlni matrix, ale podili se na ném 1 obrat
kationtll pfes vnitini mitochondrialni membranu [Pesta a Gnaiger, 2012]. Znamym
ptikladem rozptazeni respirace a fosforylace ADP je rozptahovaci protein hnédé tukové
tkané (UCP1), ktery je zodpovédny za tvorbu tepla v mitochondriich [Rousset et al., 2004].
V lidskych spermiich byla prokazdna mRNA pro dalsi rozpfahovaci protein - UCP2, jehoz
role by mohla spocivat v ochrané pted kyslikovymi radikaly [Zhang et al., 2007], ale jehoz
vztah k mitochondrialni respiraci spermii nebyl dosud zkouman.

4.4  Vysledky vztahujici se k cili 4
Efekt ¢eského propolisu na mitochondrialni funkce lidskych spermii
Vysokoicinna kapalinova chromatografie

Chromatografickou analyzou propolisu byly identifikovany nasledujici slozky:
kyselina ferulova, kumarova, kavova, skoficova, vanillin, kaempferol, apigenin a chrysin.
Naopak latky jako kyselina gallova, benzoova, quercetin, naringenin, luteolin, genistein,
pinocembrin, galangin a fenylethylester kyseliny kavové nebyly ve vzorku propolisu
nalezeny.

Efekt propolisu na motilitu spermii v ¢erstvém ejakulatu

Do této studie bylo zafazeno deset zdravych muzi primérrného véku 24,2 let. K
cerstvému ejakulatu (0,1 ml) byl pfidan extrakt propolisu nebo 70% ethanol (1 pl)
(kone¢na koncentrace propolisu byla 0,01 mg/ml). Po 60 minutach byla opét odecitana
motilita spermii. Efekt propolisu na motilitu lidskych spermii po 60 minut trvajici inkubaci
ukazuje graf 2. Propolis zpomalil pokles progresivni motility spermii v nativnim ejakulatu.
Procento progresivné pohyblivych spermii inkubovanych s propolisem bylo po 60
minutach téméf stejné jako v Cerstvém vzorku, spermie neoSetfené propolisem s ¢asem
progresivni motilitu ztracely (p = 0,028). Samotny ethanol nem¢l Zadny negativni efekt na
motilitu spermii.
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Graf 2 - Efekt ¢eského propolisu na motilitu spermii. Sloupce reprezentuji hodnoty
progresivni motility lidskych spermii v nativnim ejakuldtu po 60 minutové inkubaci
s ethanolovym propolisovym extraktem (primér = SEM). PieruSovana ¢ara = progresivni
motilita v ¢ase 0. 'p < 0,05, porovnavano s hodnotami kontrol

Vysokou€inna respirometrie

Typickou kiivku spotieby kysliku v permeabilizovanych spermiich po aplikaci
propolisu (0,01 mg/ml) a bez n& ukazuje obrazek 2. Spotieba kysliku neovlivnénych
spermii (0,13 £+ 0,01 nmol/(s.IU)) byla propolisem statisticky vyznamné zvySena (0,27 +
0,03 nmol/(s.IU)); p = 0,006). Po permeabilizaci digitoninem byl v kontrolnich vzorcich
stav S2, tj. respirace po pridani substrati komplexu | malatu a glutamatu, signifikantné
nizsi (0,19 £ 0,04 nmol/(s.IU)) nez ve vzorcich ovlivnénych propolisem (0,29 + 0,05
nmol/(s.1U); p = 0,014)).

Stav S3, tedy spotieba kysliku pfi oxidativni fosforylaci, ureny pfidinim ADP
a substrati komplexu I, ETF a komplexu II, je znazornén v grafu 3. Propolis vyznamné
zvysil (o ~50%) S3i4 (p = 0,003), coz naznacuje zvysenou aktivitu komplexu II. Nedoslo
k ovlivnéni stavu S4 indukovaného oligomycinem, ten dosahl 0,81 = 0,07 a 0,94 + 0,09
nmol/(s.IU) u kontrolniho vzorku respektive vzorku ovlivnéného propolisem.

Stav S3u udévajici kapacitu elektrontransportniho systému pfi rozptazeni oxidace
a fosforylace a kolapsu mitochondridlniho membranového potencialu byl po pfidani
propolisu signifikantné vyS§i v pfitomnosti vSech substratl (tj. malatu, glutamatu,
pyruvatu, palmitoylkarnitinu a sukcinatu i po inhibici komplexu | rotenononem (graf 4).
Pfi méfeni spotreby kysliku po aplikaci TMPD + askorbatu byla respiracni aktivita
komplexu IV v kontrolnich vzorcich 12,16 + 2,58 nmol O/(s.IU), s propolisem byla
signifikantné¢ zvysSena na 15,4 = 3,19 nmol O,/(s.IU). Samotny ethanol (médium pro
propolis, oligomycin, antimycin A, FCCP a rotenon) v objemu do 10 pl neovliviioval
respirometrické parametry métené se substraty komplexu I a Il a ETF v ptitomnosti ADP.
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Obrazek 2 - Typicka kiivka spotfeby kysliku v permeabilizovanych spermiich po aplikaci
propolisu (zelend ¢ara) a bez néj (Cervend cara). Znazornéni protokolu s jednotlivymi
substraty komplexu I, komplexu II a elektron-transportniho flavoproteinu uzivaného pro
lidské spermie. Cervend linka = tok kysliku korigovany na IU aktivity citratsyntazy
Vv kontrolnich vzorcich, zelena linka = tok kysliku korigovany na IU aktivity citratsyntazy
ve vzorcich ovlivnénych propolisem 0,01 mg/ml, modra linka = koncentrace kysliku
vV komtrce oxygrafu. Dig = digitonin, M = malat, G = glutamat, D = ADP, P = pyruvat,
Pcar = palmitoylcarnitin, ¢ = cytochrom c, S = sukcinat, Omy = oligomycin, F = FCCP,
Rot = rotenon, AmA = antimycin A
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Graf 3 - Spotieba kysliku pfi stavu S3 (OXPHOS) u kontrol a pfi oSetieni propolisem. Tok
kysliku byl korigovan na rezidualni spotiebu kysliku a vyjadten na IU aktivity
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citratsyntazy *p < 0.05, v porovnani s hodnotami kontrol. Bilé¢ sloupce = kontrola, Sedé
sloupce = propolis, M = malat, G = glutamat, P = pyruvat, Pcar = palmitoylcarnitin, S =
sukcinat
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Graf 4 - Spotifeba kysliku pti stavu S3u (ETS) u permeabilizovanych spermii bez
propolisu a po jeho aplikaci. Tok kysliku byl korigovan na rezidualni spotiebu kysliku
a vyjadien na IU aktivity citratsyntazy. p < 0.05, v porovnani s hodnotami kontrol. Bilé
sloupce = kontrola, Sedé¢ sloupce = propolis, M = malat, G = glutamat, P = pyruvat, Pcar =
palmitoylcarnitin, S = sukcinat a inhibitor komplexu I rotenon (Rot)

Respiracni kontrolni koeficienty byly vypocitany pro odhad relativni efektivity
individualnich intervenci a stavu spiazeni oxidace a fosforylace v mitochondriich spermii.
Pomér OXPHOS,+)/OXPHOS, byl signifikantné vyssi ve vzorku ovlivnéném propolisem
(3,53 = 0,42) ve srovnani s kontrolou (2,8 + 0,28), coz naznacuje zvysenou efektivitu
sptazené respirace pii stimulaci komplexu II sukcindtem. Kontrolni pomér LEAK (pomér
respirace LEAK a kapacity elektron-transportniho system) dosahoval 0,25 + 0,02
Vv kontrolnich vzorcich a byl vyznamné sniZen po aplikaci propolisu na hodnoty 0,21 +
0,02 (p = 0,024).

Vztah mezi koncentraci propolisu a jeho uc¢inkem na spotiebu kysliku je znazornén
v grafu 5. Propolis v zavislosti na davce zvySoval spotiebu kysliku. Propolis byl u¢inné;si,
ve stavu S3 nez S3u.
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Graf 5 — Vztah mezi kone¢nou koncentraci propolisu a spotifebou kysliku. Stav S3
(OXPHOS) = spotieba kysliku permeabilizovanymi spermiemi v pfitomnosti malatu,
glutamatu, pyruvatu, sukcinatu a ADP. Stav S3u = spotteba kysliku permeabilizovanymi
spermiemi, méfeno po pfidani malatu, glutamatu, ADP, pyruvatu, sukcinatu a FCCP. Tok
kysliku byl korigovan na rezidualni spotiebu kysliku a vyjadien na IU aktivity
citratsyntazy. p < 0.05, v porovnani s hodnotami bez propolisu.

Permeabilizace bunééné membrany spermie

Pfidani 5 pg/ml digitoninu umoznilo dostate¢nou prostupnost bunééné membrany
pro jodid propidia, a tudiz i pro substraty a inhibitory potfebné pro oxygrafickou analyzu.

Prutokova cytometrie

Depolarizace ~ mitochondrialni ~ membrany  je citlivym indikatorem
mitochondridlniho poskozeni. JC-1 je fluorescenéni sonda prostupujici membranou
mitochondrie, ktera agreguje v mitochondridlni matrix a emituje ¢ervené svétlo, pokud je
A¥Ym vysoké. V pfipadé, ze je mitochondridlni membrana depolarizovana, neni
monomerickd forma JC-1 schopnd se v mitochondridlni matrix akumulovat a zlstava
Vv cytoplazmé, kde produkuje zelenou fluorescenci. Ztrata AYm u spermii muze slouzit
jako ¢asny marker bunééné apoptozy a tim i piipadné dysfunkce [Barroso et al., 2006].
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Inkubace vzorka spermii s propolisem (60 min) neméla v naSich experimentech na A¥m
signifikantni vliv (obrazek 3). V kontrolnich vzorcich bylo procento bun¢k s vysokym
A¥m 98,43 + 1,07%, u spermii ovlivnénych propolisem dokonce mirn¢ vzrostlo 99,33 +
0,25%.

bez intervence s propolisem (60 min)

10° o 10° =
° 7 » 3 Living cells
S 4 Living cells 3 -
g s g .
9 107 = 8 w3
7] = P =
5] 3 4 7
S — —_ -
= ] S 7
= =
‘= 10° = w 1005
= = = =
I 3 4 :
19 - Z ]
(-] _ W -
> >Q

10° o 10> -

B R RAL | B R I R R AR B L 1) 1 R
102 10® 10* 10° 10% 10° 10* 10°
zelena fluorescence zelena fluorescence

Obrazek 3 - Typicky graf z prutokového cytometru po pouziti barviva JC-1.
Mitochondridlni membranovy potencidl byl detekovan za pouziti MitoProbe™ JC-1 Assay
Kit (Life Technologies). R-phycoerythrin = ¢ervena fluorescence, zdravé bunky; Alexa
Fluor 488 dye = zelena fluorescence, redukovany mitochondrialni membranovy potencial

Aktivita citratsyntazy

V kontrolnich vzorcich byla aktivita citratsyntazy 6,58 < 0,84 mIU/10" bungk
anebyla vyrazné¢ ovlivnéna propolisem (6,08 = 0,84 mlU/ 10 bunék) ani dalSimi
substancemi (substraty, inhibitory, médii) pfiddvanymi pii respirometrickych méfenich, jak
bylo testovano v oddé€lenych kontrolach.

Jedna se o prvni studii, kterd ukazuje chemické sloZeni ¢eského propolisu a jeho
vliv na lidské spermie. Propolis ma velmi komplexni chemické sloZeni, které mize byt
ovlivnéno ruznorodosti rostlin, ze kterych vcely sbiraji material pro propolis
a geografickou oblasti, kde k tomu dochazi. Oblast sbéru testovaného vzorku lezi
V severnim mirném pasmu, kde je typickym produktem vceli propolis topolového typu
[Bankova et al., 2002]. V lokalité, kde byl pouzity propolis sbiran, se nachazi nasledujici
zastoupeni stromti: 90% jehli¢naté stromy, btiza (6%), olse (2%), buk (1%) a dub (1%)
[Lesy CR, 2014]. V testovaném vzorku byl detekovan chrysin, ktery je typicky v tomto
typu propolisu pfitomny, dale pak fenolové kyseliny a flavonoidy, které se ¢asto nachazeji
v propolisu z podobnych oblasti, a které jsou pravdépodobné zodpovédné za néckteré
Z pozitivnich vlastnosti propolisu [Wojtyczka et al., 2013]. Mimo vys$e zminéné latky byly
v ¢eském propolisu nalezeny také vysoké koncentrace kyseliny ferulové, kumarové
a kaempferolu. Naopak latky v topolovém typu propolisu ¢asto popisované (fenylethyl
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ester kyseliny kdvové, naringenin a quercetin) [Bankova, 2005; Bankova et al., 2002]
nebyly v ¢eském propolisu nalezeny.

Mezi faktory, které mohly pfispét k vySe zminénym rozdilim ve slozeni propolisu,
patii nejen rozmanitost rostlin vyskytujicich se v okoli ulu, ale také ro¢ni obdobi, ve
kterém dochazelo ke sbéru, osvétleni, nadmoiska vyska, typ sbéru a dostupnost potravy
[Toreti et al., 2013]. Je nutné si uvédomit, ze hledani konkrétnich latek zodpovédnych za
pozitivni efekt propolisu doposud nebylo uspésné. Védecke studie dokazuji, ze biologické
ucinky propolisu jsou téméi totozné (antimikrobidlni, antitumordzni, antioxidacni,

-----

vvvvvv

etal., 1999].

Studie popisuje vliv propolisu na motilitu spermii, mitochondrialni membranovy
potencial a mitochondridlni respiracni aktivitu stanovenou vysokoucinnou respirometrii.
Ta dovoluje stanoveni jednotlivych respiracnich stavl pfi postupném ovliviiovani vzorku,
coz umoziuje komplexni posouzeni mitochondrialnich funkci. Vysoka citlivost metody
navic umoznuje stanovit respiracni aktivitu jednotlivych komplexti pfi pouziti relativné
malého mnozstvi vzorku [Pesta a Gnaiger, 2012]. V nasem experimentu byly pouzity
procisténé spermie, které byly podrobeny permeabilizaci membrany digitoninem (mirny
neionizovany detergent), jehoz davka byla peclivé vytitrovana tak, aby doslo
Kk permeabilizaci bunééné membrany bez poskozeni mitochondrialni membrany. Dosud
byla ve vétSin€ ptipadi spotieba kysliku lidskych mitochondrii ve spermiich stanovovana
tradi¢ni oxygrafii po Upravé vzorku v hypotonickém prostiedi [Ferramosca et al., 2008b;
Piasecka a Kawiak, 2003; Piasecka et al., 2003; Stendardi et al., 2011]. Ve spermiich
mnoha savcl miize vSak podobné hypotonické prostfedi podstatné ovlivnit aktivitu
ruznych proteinkindz (PK), vcetné proteinkindzy A (PKA), proteinkinazy C (PKC)
a tyrosinkindzy, a to pies osmosenzitivni K* a Cl” kanaly [Petrunkina et al., 2007].

Cennym poznatkem pramenicim z této studie je, Ze propolis In Vitro zvysuje
aktivitu mitochondrialnich respiraénich komplexti II a IV bez ovlivnéni spifazeni
elektronového transportu a syntézy ATP a mitochondridlniho membranového potencidlu
v permeabilizovanych lidskych spermiich. Propolis zvySoval spolu se substraty kompexu I
a komplexu II spotiebu kysliku o ~50%. Toto zvySeni bylo pfipsdno komplexu II, protoze
komplex I sam o sob¢ propolisem ovlivnén nebyl. Pomér Py.i/P; byl signifikantné vyssi ve
vzorcich oSetfenych propolisem. Podobn¢ také v rozptazeném stavu (S3u, E) byla spotieba
kysliku vyznamné vyssi po ptidani propolisu (o ~25%). V obou ptipadech za ptitomnosti
substrati komplexu I a II a po inhibici rotenonem. Aktivita komplexu IV byla take zvySena
(~27%).

Dostupna data o vlivu propolisu a jeho hlavnich soucdsti na respiraci mitochondrii
nebo na aktivitu jednotlivych  mitochondridlnich enzyml  zapojenych do
elektrontransportniho konvergentniho systému jsou vzacna. Nejcastnéj§im poznatkem je,
ze je jeho efekt v normalnich somatickych bunkéch (kardiomyocyty, neurony, hepatocyty)
zanedbatelny, ale podstatnym se stdva az v piipadé, kdy jsou builky vystaveny plisobeni
toxind a je ohrozena oxidativni fosforylace [Barros Silva et al., 2013; Kumaran a Prince,
2010; Lagoa et al., 2011]. Naproti tomu, u nadorovych bun¢k propolisovy extrakt nebo
jeho soucasti inhibuji oxidativni fosforylaci, dochazi k uvolnéni cytochromu ¢ a aktivaci
apoptozy [Chen et al., 2012; Yeh et al., 2011]. S piihlédnutim k t€émto skute¢nostem je vliv
propolisu na bunécnou respiraci tézce predvidatelny a zavisly na bunééném typu.
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Nekteré studie naznacuji, Ze propolis nebo jeho soucasti mohou ovliviiovat
membranovy potencidl mitochondrii cestou zvySené permeability vnitini mitochondridlni
membrany [Das et al., 2012]. Z toho diivodu byl proveden experiment s MitoProbe™ JC-1
Assay Kitem, ktery ukazal, Ze mitochondridlni membranovy potencial v lidskych
spermiich neni propolisem ovlivnén. Nedoslo k ovlivnéni ani oligomycinem navozené¢ho
respiracniho stavu (LEAK), ktery reflektuje kompenzaci protonového uniku, protonového
skluzu, elektronového skluzu a kationtového obratu [Pesta a Gnaiger, 2012]. Snizeni
kontrolniho poméru LEAK po pfidani propolisu bylo pravdépodobné dano zvySenou
efektivitou elektronového transportu pies komplex II pfi stavu S3u. Mozny vyklad
molekularniho mechanismu vedouciho k aktivaci komplexu II byl podan ve studii Cimen
aspol., kde byla prokdzana zvySena deacetylace a aktivace sukcinat dehydrogenazy
Vv ptitomnosti jedné ze slozek propolisu — kaempferolu [Cimen et al., 2010].

Vliv propolisu a jeho soucasti na spermie byl doposud zkouman jen velmi vzacné.
Cely propolisovy extrakt byl pouzit ve studiich Yousefa a spolupracovnikti, kde byl
propolis podavan po 10 az 12 tydnt kralikim a potkantim [Yousef a Salama, 2009; Y ousef
et al., 2010]. Podani propolisu zpusobilo zvySeni poctu spermii i jejich motility, dale doslo
ke zvySeni hladiny testosteronu v plazmé a snizeni poctu mrtvych a deformovanych
spermii. Dal$i studie dokumentovala pozitivni efekt chrysinu na motilitu spermii, jejich
koncentraci a hladinu testosteronu v séru [Ciftci et al., 2012]. Ke zvySeni viability
a motility spermii doslo i pfi pouziti kyseliny ferulové [Zheng a Zhang, 1997]. Vsechny
tyto nélezy byly vysvétleny antioxidacni aktivitou propolisu a Zadnd ze studii se
nezabyvala vlivem propolisu nebo jeho souc¢asti na produkci energie mitochondriemi.

Vysledky naSich experimentii naznacuji, ze v lidskych spermiich hraje oxidativni
fosforylace vyznamnou roli v ziskdvani energie pro pohyb spermii. Ukazuje se také, ze
asthenozoospermie mize byt spojena s narusenou funkci mitochondrii [Ferramosca et al.,
2012a]. Vysokoucinna respirometric mize vnést do hledani novych latek pozitivné
ovlivitujicich motilitu spermii a jejich fertilizacni schopnost nové moznosti. Detailni
analyza respiracni efektivity jednotlivych mitochondridlnich enzymatickych komplext
muze piinést také nové poznatky umoziujici lepsi pochopeni funkénich poruch spermii.
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5 Zavéry
5.1 Zavéry vztahujicisekcilil a2

Studium vybranych sloZek folikularni tekutiny jako markeri pro sledovani kvality
lidskych oocytu a vliv nadvahy na aspésnost technik asistované reprodukce

Folikularni tekutina zajist'uje charakteristické a nezastupitelné mikroprostredi, které
ovliviiuje vyvoj oocytu. Biochemické slozeni folikuldrni tekutiny mé zdsadni vliv na
vyvojovy potencial vajicka. Cilem naSich experimenti bylo porovnani hladin vybranych
hormonti a markerti oxida¢niho stresu ve folikularni tekutiné Zen s poruchou plodnosti
a zdravych plodnych darkyn oocyti. Dale jsme porovnavali vysledky 1é¢by neplodnosti
u skupiny neplodnych zen podstupujicich ART v zavislosti na hodnotach jejich BMI
a zmény hladin vybranych hormont a markerii oxida¢niho stresu ve folikularni tekuting.

Vysledky této Casti prace potvrzuji piitomnost prolaktinu, hormona §titné zlazy, HCy
a dalSich parametrii oxidacniho stresu ve folikuldrni tekutiné a naznacuji jejich klicovou
roli v regulaci reprodukénich procest. Dale byla prokazana vyssi hladinu volného T3
hormonu a niZs§i hladina cytoprotektivniho enzymu GPx ve folikularni tekutiné u Zen
s vyssim BMI oproti zenam s niz§im BMI. Nepotvrdil se vSak negativni efekt nadvahy na
uspéSnost otéhotnéni u neplodnych Zen. Zavéry z nasi studie jsou limitovany relativné
malym poctem pacientek ve skupiné s nadvahou.

Hormonalni i antioxidac¢ni slozka folikularni tekutiny hraje vyznamnou ulohu ve
vyvoji oocytu, a proto bude kompletni znalost jejiho biochemického slozeni spolu
s poznanim role jednotlivych slozek hrat v budoucnu roli v identifikaci zatim nejasnych
patofyziologickych mechanismli neplodnosti i faktord, jez ovlivituji uspésnost jeji 1éCby.

5.2 Zavéry vztahujici se k cili 3
Funkce mitochondrii ve spermii u muZii s normozoospermii a asthenozoospermii

Jednou z pfi¢in muzské neplodnosti je snizena motilita spermii. Ukazuje se, ze ve
vyvoji této poruchy mize hrat roli snizend efektivita respiracni aktivity mitochondrii.
V této cCasti prace jsme mefili respiracni aktivitu mitochondrii lidskych spermii
s normalni a snizenou pohyblivosti. Pouzili jsme spermie permeabilizované digitoninem
a spotfebu kysliku jsme méfili vysokouCinnou oxygrafii, kterd umoziuje stanoveni
mitochondrialni respiracni aktivity v nejmensim mozném poctu zarodecnych bunék.
Vysledky studie potvrzuji snizenou aktivitu komplexu I u asthenozoospermatikli
a naznacuji, Ze na snizené pohyblivosti spermii by se mohl podilet i zvySeny tnik protont
Z mitochondrialni matrix, ktery vede ke snizené efektivité fosforylaéniho procesu.
Dokonalejsi charakterizace muZskych zarode¢nych bunck, at’ zcela zdravych ¢i
S postizenou motilitou piisp€ji k lepSimu pochopeni procesu fyziologického oplodnéni.
Nové poznatky z této oblasti mohou pfispét i k rozSifeni a upfesnéni parametr vybéru té
nejzivotaschopnéjsi spermie pro 1é€bu neplodnosti metodami asistované reprodukce.
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5.3 Zavéry vztahujici se k cili 4
Efekt ¢eského propolisu na mitochondrialni funkce lidskych spermii

Jedna se o prvni studii studujici vliv propolisu na mitochondrialni funkce spermii.
Doposud byl jeho efekt sledovan pouze u somatickych bunék.

Vzorky ejakulatu od 10 dobrovolniki byly zpracovany a vyhodnoceny dle kritérii
Svétové zdravotnické organizace zroku 2010. Uginek propolisu byl sledovan jak na
nativnim vzorku, tak po jeho laboratornim zpracovani.

Ve vzorcich oSetfenych propolisem doSlo ke zmirnéni poklesu progresivni motility
Vv Case. U téchto vzorkl byla pozorovana pozorovana i signifikantné vyssi spotieba kysliku
Vv piitomnosti ADP a substrati komplexi I a I (stav OXPHOS I+11). Po ptidani propolisu
doslo také k signifikantnimu zvySeni aktivity komplexu IV a po pfidani rotenonu i stavu
ETS II. Naopak stav LEAK navozeny pfitomnosti oligomycinu ovlivnén nebyl, stejné jako
mitochondridlni membranovy potencial.

Tato studie jako prvni ukazuje, Ze ethanolovy extrakt propolisu zvySuje aktivitu
mitochondrialnich respira¢nich komplextt II a IV bez ovlivnéni mitochondrialniho
membranového potencialu. Ziskana data naznacuji, ze propolis zlepSuje celkovou
respiraéni efektivitu lidskych spermii in vitro, a tedy ma potencial pro zlepSeni motility
spermii.

5.4 Zavéry pro praxi a vyhled do budoucna

Hledani novych biomarkerii a funkcénich testd je rychle se rozSifujici oblast
reprodukéni mediciny. Jejich nalezeni muze napomoci k zpfesnéni diagnostiky pficin
lidské neplodnosti, zkvalitnit prognosticky potencidl 1é€by pomoci metod asistované
reprodukce, pomoci s vybérem té nejvhodnéjsi metody a mit tak pozitivni vliv nejen na
psychiku neplodného paru, ale i na celkové ekonomické zatizeni spojené s 1é€bou.

Dokonalejsi charakterizace Zenskych i muzskych gamet, jejich vyvoje a moznosti
jejich ovlivnéni, mohou napomoci k lepSimu pochopeni procesu fyziologického oplodnéni
a vyvoje nového jedince.

Podatilo se nam identifikovat rozdilné hladiny hormoni a markerii oxida¢niho stresu
u zen trpicich neplodnosti v porovnani se zdravymi darkynémi oocytl. V navazujici praci
bychom se chtéli zaméfit na zptesnéni téchto rozdili, a to jiz ne v poolované folikularni
tekuting, ale ve folikuldrni tekuting odebrané z jednotlivych folikulil individualng.

Prokazali jsme moznost vyuziti metody vysokoucinné respirometrie na spermatické
vzorky. Tato metoda mize napomoci k identifikaci poruseného mitochondrialniho dychani
u spermii a ma tedy potencidl zkvalitnit diagnostiku pfic¢in asthenozoospermie. Dale ji je
mozné vyuzit k identifikaci latek podporujicich nebo naopak negativné ovliviujicich
mitochondrie ve spermiich a tedy produkci energie pro jejich spravnou motilitu.
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