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V mé bakalaiské praci se formou reSerSe zabyvam volnymi radikaly a antioxidanty
v reprodukéni fyziologii. Zmapovala jsem fyziologické funkce volnych radikali ve vyvoji
gamet (spermii a oocytll), ovulacnim a menstrua¢nim cyklu, oplozeni a gravidité a zamérila
jsem se na piiciny a dusledky oxidaéniho stresu v reprodukéni soustavé. Cast mé prace jsem
vénovala souvislosti oxida¢niho stresu S naruSenou plodnosti ¢i neplodnosti a patologiim, které
mohou V neplodnost vyustit. Dale jsem popsala dilezité funkce antioxidantd vV ochrané
reprodukéniho traktu pred poskozenim vyvolanym volnymi radikaly a jejich vyuziti pro 1écbu
patologii a neplodnosti souvisejici s oxidacnim stresem. Zavérecnou ¢ast prace jsem vénovala
metodam asistované reprodukce, které jsou Vv soucasné dobé velmi populdrnim modernim
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ovlivnéni technik asistované reprodukce oxidacnim stresem. Dale jsem se vénovala vyuziti
antioxidantl v technikach asistované reprodukce prostfednictvim jejich pfidani do kultivaéniho
média nebo jejich pouziti jako kryopreotektiva pti zmrazovani gamet a embryi. Soucasti mé
prace je i obecna charakteristika volnych radikalt, vysvétleni mechanismi jejich pfirozeného
vzniku v metabolismu, jejich fyziologické funkce v organismu a piipadné negativni vlivy pfi
vzniku oxida¢niho stresu. Dale jsem uvedla nejvyznamnéj§i enzymové antioxidanty

a biomolekuly s antioxida¢ni funkci, které organismus pred oxidacnim stresem chrani.
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Seznam zkratek
2A°
4-HNE
AC
AH’
ATP
Br
cAMP
Cr
CNS
CoA
CoQH’
CoQHz>
Cu,Zn-SOD
Cu2+
DFlI
DHA

o
eNOS
Fe2+
Fe3+
FSH
GDM
GnRHa
GPx

H*
H20;
HBrO
hCG
HCIO

askorbyl

4-hydroxynonenal

adenylcyklaza

redukovany askorbat
adenosintrifosfat

anion bromu

cyklicky adenosinmonofosfat

anion chloru

centralni nervova soustava

koenzym A

radikal koenzymu Q

redukovany koenzym Q

méd’, zinek-dependentni superoxiddismutiza
méd’naty ion

index fragmentace DNA
dehydroaskorbat

elektron

endothelialni syntaza oxidu dusnatého
zeleznaty ion

Zelezity ion

folikulostimula¢ni hormon

gestaCni diabetes mellitus

agonista gonadotropin uvoliujiciho hormonu
glutathionperoxidaza

vodikovy kationt

hydrogenperoxid, peroxid vodiku
kyselina bromna

humanni choriogonadotropin

kyselina chlorna



HCOz hydrogenuhli¢itan

HSP70 heat shock protein 70

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermii

IL-6 interleukin 6

IL-B interleukin 3

iINOS inducibilni syntaza oxidu dusnatého

LDL low density lipoprotein

LOO’ lipoperoxylovy radikal

MDA malondialdehyd

Mn-SOD mangan-dependentni superoxiddismutaza
mtDNA mitochondrialni DNA

MTHFR 5,10-methylentetrahydrofolat reduktaza
NAD* redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NK natural killer cells (NK bunky)

NO’ oxid dusnaty

NOS syntaza oxidu dusnatého

N-Tyr nitrotyrosin

02 molekularni kyslik

02" superoxidovy anion, superoxidovy radikal
OH" hydroxidovy anion

OH’ hydroxylovy radikal

OONOr peroxynitrit

p38 MAPK p38 mitogen-activated protein kinases
PCOS syndrom polycystickych ovarii

PDGF platelet derived growth factor, rastovy faktor odvozeny z krevnich desticek
PHGPx fosfolipidhydroperoxidglutathionperoxidaza
PIP, fosfatidylinosital-4,5-bisfosfatu

PKA proteinkindza A

PKC proteinkinaza C



PLAZ2
PIGF
pO:2
P-Thr/Ser-P
PTK
PTPase
P-Tyr
PUFA
RNS
RO’
ROH
RONS
ROO’
ROOH
ROS
SOD
trxS
trxSH
VEGF
WHO
X0
ZP3
a-TokH
a-TNF
a-Tok’

fosfolipaza A2

placental growth factor, placentarni ristovy faktor
parcialni tlak kysliku

fosforylovany threonin a serin

proteinova tyrosinkinaza

proteinova tyrosinfosfataza

fosforylovany tyrosin

polynenasycené mastné kyselin

reactive nitrogen species, reaktivni formy dusiku
alkoxylovy radikal

alkohol

reactive oxygen and nitrogen species, reaktivni formy kysliku a dusiku
alkylperoxylovy radikal

hydroperoxid

reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku
superoxiddismutaza

oxidovany thioredoxin

redukovany thioredoxin

vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelialni ristovy faktor
World Health Organization

xantinoxidaza

zona pellucida sperm-binding protein

redukovany a-tokoferol

tumor necrosis factor a, faktor nadorové nekrozy o

a-tokoferolovy radikal
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Cile prace

Ve své bakalatrské praci se zabyvam vlivem volnych radikali a antioxidant v reprodukéni
fyziologii zivocicht. Cilem prace je zpracovat reSersi, které pojednava o fyziologickych rolich
volnych radikala v reproduk¢ni soustavé a 0 jejich negativnim vlivu, ktery mize zpusobit rizné
patologie a neplodnost. Soucasti prace je i zpracovani nejnovéj$ich poznatkt v oblasti 1é¢by
neplodnosti zpisobené oxida¢nim stresem pomoci antioxidantti a v oblasti vyuziti antioxidantt

v technikach asistované reprodukce.
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Uvod

Volné radikély jsou velmi reaktivni substance, které v téle vznikaji pfirozenou cestou jako
vedlejsi produkty metabolismu. Spole¢nost si volné radikaly vétSinou vyklada spiSe jako
negativni véc spojenou s ruznymi patologiemi. Volné radikaly vSak hraji vyznamné role
vV metabolismu napiiklad jako signalizacni molekuly. Jejich reaktivita se také uplatiuje pfi
reakcich imunitniho systému, kdy jsou schopné rychle a Gc¢inn¢ napadat a zneSkodilovat
cizorodé Castice. Aby vSak volné radikaly neposkozovaly vlastni tkdné a orgény, musi byt
V organismu pfitomen dostatek antioxidantii, které maji schopnost je neutralizovat, a tak které
jejich pasobeni reguluji. Antioxidanty si té€lo vytvari v podobé antioxidacnich enzymu
(superoxiddismutaza, glutathionperoxidaza, katalaza atd.) nebo biomolekul (melatonin,
glutathion, koenzym Q10 atd.). N¢které antioxidanty musime piijimat v potravé (vitamin C

a vitamin E).

V posledni dobé¢ je nachazeno vice a vice souvislosti mezi volnymi radikaly a riznymi
nemocemi ¢i poruchami. Pfevaha volnych radikalti nad antioxida¢nim systémem (tj. oxida¢ni
stres) muze narusit integritu tkani a metabolické pochody v téle, v disledku ¢ehoz se mohou
rozvinout rizna onemocnéni (diabetes, rizna plicni onemocnéni, Parkinsonova choroba,
Alzheimerova choroba atd.). Proto je v soucasné dobé velkym trendem 1é¢it nebo alespon

zlepSovat pacientilv stav podavanim antioxidant v podobé 1éki.

V mé bakalarské praci jsem se rozhodla formou reserse zamétit na fyziologickou funkci
volnych radikala v reprodukci a jejich negativni vliv, ktery mize rozvinout rizné patologie
reprodukéniho traktu a mit za disledek sniZzenou plodnost nebo dokonce uplnou neplodnost.
Oxidacni stres se, jak jiz bylo zminéno, da zmirnit podavanim antioxidantii, proto jsem se
rozhodla zaméfit i na 1é¢bu neplodnosti oralnim podavanim antioxidantti. Neplodnost neboli
neschopnost otéhotnét prirozenou cestou se v soucasné dobé fesi riznymi metodami asistované
reprodukce, které maji vsak také sva tuskali, jez S pisobenim volnych radikalti uzce souvisi.
Antioxidanty se pii asistované reprodukci téz uZzivaji ke zmirné€ni oxidacniho stresu

v kultivacnim médiu nebo jako kryoprotektiva.
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1.  Volné radikaly, jejich vznik, fyziologické ptusobeni a negativni vliv

Volné radikéaly jsou charakterizovany asponi jednim nepdrovym elektronem ve vnéjsi sféte
svého elektronového obalu, coz je déla vysoce reaktivnimi molekulami S velmi kratkou
zivotnosti (Silva a Lima 2014). Vznikaji homolytickym $t€penim dvouelektronové vazby (X-
X), pticemz jedna Castice pfijme jeden elektron (redukce) a druha ho naopak ztrati (oxidace).
V obou ptipadech castice obsahuje neparovy elektron. Volné radikaly jsou vysoce reaktivni
Castice, nebot’ si snazi doplnit parovy elektron, a proto se dokazou rychle navazat na jinou
Gastici ¢ jiné Gastici odejmout (donor) nebo naopak odevzdat elektron (akceptor). Castice, se
kterou volny radikal reaguje, se sama stane radikalem, zatimco se puvodni volny radikal
neutralizuje. Tento jev se nazyva propagace reakce. Pokud se dva radikaly spoji vazbou,

radikalova reakce se ukonéi (terminace; Stipek et al. 2000).

Pro vznik volného radikdlu, a tedy pro uskute¢néni homolytického Stépeni
dvouelektronové vazby, je potieba velké mnozstvi energie, napt. vysoka teplota, ioniza¢ni nebo
ultrafialové zafeni. V organismu vznikaji pfirozené¢ v mistech intenzivniho aerobniho
metabolismu (mitochondrie), pti nékterych metabolickych reakcich, pfi zanétu, infekci apod.
Mira reaktivity volného radikalu zavisi na velikosti jejich zakladniho atomu nebo molekuly
a u vétsich radikalovych molekul na jejich strukture. Mezi nejreaktivngj$i radikaly patii jedno-
a dvouatomové molekuly jako je vodikovy nebo hydroxylovy radikal. Tyto radikaly reaguji ve
zlomku sekundy. Vyjimkou je napf. nitrosylovy radikal, ktery je méné reaktivni. Naopak
radikalové formy vétSich aromatickych molekul jsou schopné existovat az nékolik dni bez

reakce (Stratil a Kuban 2018).

Reaktivni formy kysliku (ROS; Reactive oxygen species) a dusiku (RNS; Reactive
nitrogen species) mohou mit radikalovou ¢i neradikalovou formu. Reaktivni formy kysliku,
mezi které patii superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal, hydrogenperoxid a nitrosylovy
radikal, vznikaji v téle pfirozené v aerobnim metabolismu (Agarwal et al. 2005). Bunky si
udrzuji rovnovahu spravnym pomeérem antioxidantl vici reaktivnim formém kysliku. Jakmile
ale zaCnou reaktivni formy kysliku pievazovat, buitka se dostavd do oxida¢niho stresu, coz
muze zapfiCinit nefunkénost enzymi, poskozeni lipidd, proteinii ¢i DNA a miZe vést az

k bunécné smrti (Agarwal et al. 2005).
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1.1. Prehled ROS a RNS

v

Superoxidovy radikal (02™) je nejhojnéjsim volnym radikalem v organismu. Nejcasté&ji vznika
Vv mitochondriich, kde se elektrony uniklé z fetézce navazuji na molekulu kysliku a redukuji ji
na superoxidovy radikal:

O2+e — 02"

Superoxidovy radikal je mén¢ reaktivni nez hydroxylovy radikal (OH"). Jeho nebezpecnost ale
spo¢iva v moznosti dismutace na H2O2, ktery mize v reakci s piechodnymi kovy generovat
reaktivnéjsi hydroxylovy radikal (Halliwell a Gutteridge 2015) nebo je enzymem katalazou

odbouravan.

Hydroxylovy radikal (OH") patii k nejreaktivnéj$im volnym radikalim, tudiz velmi
rychle reaguje s jinymi &asticemi. Casto dochazi k okamzitému poskozeni struktury &i funkce
biomolekul (aminokyseliny, sacharidy, triacylglyceroly, nukleové kyseliny atd.) jesté, nez
radikal dokéaze zneSkodnit jakykoli antioxidant (Stratil a Kuban 2018). Jak jiz bylo zminéno
vyse, hydroxylovy radikal muze vznikout reakci pfechodnych kovii s H2O2. Naopak setkanim

dvou molekul OH" vznika hydrogenperoxid.

Peroxid vodiku (hydrogenperoxid, H20z2) neni ptimo volnym radikalem, avSak mezi
jsou pro organismus jeho reakce v ptitomnosti pfechodnych kovi, kdy vznika, jak jiz bylo

zminéno, hydroxylovy radikal (Fentova reakce):
H20; + Fe** — HO" + OH" + Fe*

Nitrosylovy radikal (NO®) vznika jako vedlejsi produkt pti pfeméné argininu na
citrulin. Tato reakce je katalyzovana enzymem nitrosylsyntazou (NOS). Nitrosylovy radikal
reaguje velmi snadno sjinymi volnymi radikaly. Napiiklad v reakci Vv superoxidovym
radikalem tvofi toxicky peroxynitrit (OONO"). Pfi vyplaveni nitrosylového radikalu do krve

reaguje s erytrocyty za vzniku methemoglobinu a nitratu.

Peroxynitrit (OONO") vznika, jak uz bylo zminéno vyse, reakci nitrosylového radikalu
a superoxidového radikalu. Peroxynitrit reaguje s biomolekulami relativné pomalu, avsSak
predstavuje pro organismus nebezpeci nitrace lipidl a proteind, pti¢emz mutize dojit k inaktivaci
enzymu (napt. NOS, SOD). Dale miiZe dojit k nitraci ¢i deaminaci bazi, a tim k poruSeni fetézce

DNA (Stratil a Kuban 2018).
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1.2. Vznik ROS a jejich fyziologické pusobeni

Reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) vznikaji fyziologicky jako vedlejsi produkty
kyslikového metabolismu (Agarwal et al. 2006). Velice zndmym zdrojem konkrétné
superoxidovych radikalt (O2™) je mitochondrialni elektronovy transportni fetézec (Boveris
a  Cadenas  1975). Podobna  reakce  muze byt  zapfiinéna  enzymy
nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxiddzou (NOX) a xantin oxiddzou (XO). Dulezitym

zdrojem superoxidovych radikélu jsou i neutrofily a makrofagy, jejichz soucasti jsou pravé

ruzné isoformy NOX (Droge 2002).

1.2.1. Vznik superoxidového anionu a hydroxylového radikalu

Superoxidovy anion vznika univalentni redukci O2. Jak jiZ bylo zminéno vySe, nejvétsi podil
téchto superoxidovych aniond vznika unikem elektront z elektronového transportniho fetézce
za pusobeni enzymu NADPH oxidazy. Buiika ma proti tomuto defektu ptirozenou obranu ve
formé enzymu superoxiddismutazy (SOD), ktera je katalyzuje dismutaci dvou molekul O™ na
kyslik (O2) a peroxid vodiku (H202). Peroxid vodiku je ddle pfeménén na vodu pomoci enzymil
katalazy nebo glutathionperoxiddzy. Béhem této reakce se vSak enzym glutathionperoxidéaza
oxiduje na glutathiondisulfid. Je tedy nutna pfitomnost dal§iho enzymu, ktery se nazyva
gluthationreduktaza. Tento enzym spolu s NADPH, ktera doda H", vrati gluthationperoxidazu
do ptivodniho stavu (viz obr. 1; Droge 2002). U peroxidu vodiku hrozi nebezpeci v ptitomnosti
pfechodnych kovl (ionty Zeleza ¢i mé&di). Probéhne Fentonova reakce, coz vede ke vzniku

hydroxylového radikalu (OH"; Silva a Lima 2014).
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NAD(P)H oxidases

/xanm
02%02‘ — H202 catalase H20
superoxide

hypoxanthine xanthine dismutase GSH peroxidase
xanthine uric acid (SOD)

GSH GSSG

semi-

ubiquinone
2 GSH reductase

NADP* NADPH

mitochondria

Obr. 1: Produkce a odstranovani reaktivnich forem kysliku. Superoxidovy anion (O27) vznikd bud’
V mitochondriich, V xantinoxiddzové reakci nebo Vv reakci NADPH oxiddz. Ddle miiZe byt za ucasti
superoxiddismutdazy (SOD) preménen na hydrogenperoxid (H.03), ktery je daile premeénén na vodu
(H20) bud’ prostrednictvim kataldzy, nebo prostrednictvim glutathionperoxidazy. Této reakce se ucastni
glutathion (GSH), ktery je preménén na glutathion disulfid (GSSG). Pro regeneraci glutathionu je nutny
enzym gluthationreduktdaza a jedna molekula NADPH (Drége 2002).

1.2.1.1. Haber-Weissova reakce

Haber-Weissova reakce je jednou zredoxnich reakci, kdy superoxidovy anion reaguje
s hydrogenperoxidem v piitomnosti kovového iontu. Vznika zde hydroxylovy radikal. Tuto
reakci 1ze rozdélit na dva kroky. V prvnim kroku se redukuje Zelezity ion (Fe3*) na zeleznaty
(Fe*") pomoci superoxidového aniontu. Druhym krokem je Fentonova reakce, kde je

produkovan hydroxylovy radikal (Haber a Wiess 1932; Kehrer 2000).
Fe** + 02" — Fe?* + O
H,0 + Fe?* — HO" + OH + Fe?*
1.2.1.2. Mitochondriilni elektronovy transportni retézec

Mitochondrialni elektronovy transportni fetézec je jiz dlouho povazovan za nejvyznamngjsi
zdroj ROS (konkrétné superoxidového anionu, peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu). Jiz
diive bylo objeveno, ze nékteré elektrony, které putuji fetézcem za pomoci elektronovych

prenaSect, z fetézce uniknou a okamzité se navazou na volné molekuly O za vzniku
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superoxidového radikalu (O2"). Vorganele se vSak nachazi mitochondrialni
superoxiddismutaza (MnSOD), ktera superoxidovy radikal dismutuje na peroxid vodiku. (viz
obr. 2; Loschen et al. 1971 a 1974).

CuZnSOD
INTERMEMBRANE SPACE 0, 0. —» H,0,

Thioredoxin

reductase Catalase

H.O, =—— H,0+ O,

I'hioredoxin
peroxidase

TrxS

NADP’ NADPH H.0

GSH

Giutathione
peroxidase

Isccitrate
dehydrogenase

Glutathione
reductase

o-Ketoglutarate Isocitrate  NyADP H.O

Obr. 2: Produkce ROS v mitochondriich a jejich neutralizace prostiednictvim antioxidantii.
Superoxidovy radikal (O2%) vznika redukci O volnym elektronem, ktery unikl z transportniho retézce,
prrevazné z komplexu | a lll. Oz miize byt dismutovan na hydrogenperoxid (H.0.) prostiednictvim
superoxiddismutizy ~ Cu,Zn-SOD vV mezimembrdanovém  prostoru  nebo  prostiednictvim
superoxiddismutdzy Mn-SOD v matrixu. H2O; je nasledné eliminovan katalazou, glutathionperoxiddzou
vyuzivajici redukovany glutathion (GSH) jako substrdat nebo thioredoxinperoxidazou, kterd vyuziva
thioredoxin (trxSH) jako substrat. Vznika oxidovany glutathion (GSSG) a thioredoxin (TrxS’), které opét
redukovany pomoci NADPH slouziciho jako zdroj elektronii (Kowaltowski et al. 2009).
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1.2.2.Role ROS v imunitnim systému
ROS, navzdory své skodlivosti pro organismus, hraji velmi diilezitou roli v imunitnim systému.
Fagocyty (neutrofily a monocyty) vyuzivaji reaktivni formy kysliku k zabijeni patogent
a k odstranovani zbytkti mrtvych bunéénych fragmenti (Babior 1978). Produkuji ROS za
pomoci NADPH oxidazy, kterad je soucasti membrany leukocytti. NADPH oxidaza katalyzuje
elektronovou redukci O, ktery se pienese ptimo na NADPH. Tato reakce v8ak musi byt striktné
redukovana, aby nedoSlo k nadmémné produkci ROS, které by mohly nic¢it vlastni tkané
organismu. Spusténi reakce je proto podminéno navazanim rdznych cytosolovych

a membranovych proteint, které enzym aktivuji (Elbim 2005).

Tato masivni lokalni produkce reaktivnich oxidanti se nazyva oxida¢ni vzplanuti (Drége
2002). Zdroj téchto reaktivnich oxidanti nazyvame zanét. Pokud zanét trva a stane se
chronickym, miiZze dojit k zdvaznému poskozeni tkdné ¢i se dokonce muize stat karcinogennim

¢initelem (Stratil a Kuban 2018).

Prekurzorem vSech reaktivnich oxidantl, vznikajicich v imunitnim systému, je
superoxidovy radikal (O2"), ktery vznika, jak bylo jiz zminéno, elektronovou redukci O2 za
ucasti enzymu NADPH oxidazy, kterd se nachazi na membrané fagocytt. VétsSina molekul O2™
dismutuje pfirozené nebo za pomoci enzymu superoxiddismutasy na hydrogenperoxid (H205),
ktery je zpracovan rtiznym zplsobem riznymi druhy leukocytl. Kyselé prostiedi, které
zajiStuje protonova pumpa vV membrané leukocytl, usnadni vyluCovani zelezitych iontd, které
jsou k dispozici pro Fentonovu reakci, pti které vznika hydroxylovy radikal. Hydrogenperoxid
muze reagovat s neutrofilovou myeloperoxiddzou a byt pfeménén na kyselinu chlornou nebo

S eozinovou peroxidasou a vytvofit kyselinu bromnou (Weiss 1989).

H.0, + ClI' + H" — HCIO + H,0
H>O, + Br + H* — HBrO + H>0

V imunitni systému je vyznamna i produkce nitrosylového radikalu (NO), ktery vznika
jako vedlejsi produkt v buiikach pti pfeméné argininu na citrulin. Reakce se ucastni kosubstraty
0O, a NADPH. Reakce je katalyzovana isoformami syntazy oxidu dusného (NOS). Pro imunitni
systém je dilezita NOS II (iNOS), ktera je soucasti makrofagli a neutrofilii. Tento enzym je
aktivovan samotnou ptitomnosti mikrobti a cytokinint (Billiar 1975). Na tyto podnéty je
zahajena intenzivni syntéza NO’, ktery miize byt ptipadné v reakci se superoxidovym aniontem

(O2™) pfeménén na peroxynitrit (OONQO").
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1.2.3. Enzymy podilejici se na tvorbé RONS
NADPH oxidaza

Jiz v kapitole 0 imunitnim systému byla zminéna NADPH oxidaza, ktera se nachazi na
membrané fagocytujicich bun€k a tvoii volné radikdly v reakci na cizorodé komponenty
v organismu. NADPH oxidaza se vSak nachéazi i v nefagocytujicich bunkach, napt. buiky
endotelu, fibroblasty, chondrocyty, buriky hladkého svalstva atd. V téchto ptipadech hraji ROS
roli signalnich molekul. ROS mohou ovliviiovat aktivitu transkripénich faktort, kterd mtize mit
za nasledek stimulaci imunitni odpovédi nebo proliferaci bunék (Stipek 2000). NADPH

oxidaza katalyzuje reakci, pii které je redukovan kyslik, pficemz vznika superoxidovy radikal:
2 02 + NADPH — 2 O + NADP* + H*

Tyto isoformy NADPH oxidaz jsou stimulovany rtiznymi faktory vyplavovanymi pfi
lokalnich metabolickych zménach. Napftiklad v endotelu cév muze aktivaci NADPH oxidazy a
vyplaveni ROS stimulovat trombin, faktor nadorové nekrozy (TNF-a) ¢i rastovy faktor PDGF
(Droge 2002).

NO syntaza

Nitrosylovy radikal (NO"; oxid dusnaty) plsobi jako signalni molekula a dok4ze regulovat
mnoho bunéénych funkci. Reakci, pii které je oxid dusnaty vedlej$im produktem katalyzuje
nitroxidsyntdza (NO syntaza; NOS). Nitroxidsyntaza je enzym obsahujici dvé identické
podjednotky, které jsou schopny vazat 4 riizné prostetické skupiny nutné k aktivaci enzymu
(Racek a Holecek 1999). V urcitych oblastech CNS a autonomnim nervovém systému je
syntetizovan enzym NOS I zodpovédny za tvorbu NO’, ktery zde funguje jako neurotransmiter.
Jeho tvorba mize nepiimo pfes jiné signalni proteiny stimulovat syntézu dalSich
neurotransmiterti a miize tak ovlivnit diferenciaci neuronti, proces uceni ¢i dlouhodobou pamét’

(Wang a Robinson 1997).
Xantinoxidaza

Xantinoxiddaza je enzym, ktery hraje dualezitou roli v katabolismu purini. Generuje
superoxidovy radikal a hydrogenperoxid. Jeji nejvétsi aktivita byla zjiSténa v jatrech a v tenkém
sttevé, dale také vendotelu krevnich kapilar. Tento enzym mize fungovat jako
Xantindehydrogenaza, ktera ROS netvofi a odnima elektrony riznym substratim (xantinu,
hypoxantinu, aldehydim atd.). Tyto elektrony predava na NAD". Pisobenim uréitych faktori

se zméni vazebné misto enzymu a je pieménén na xantinoxidazu. Tato forma enzymu jiz
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nedokaze predat elektrony NAD® a pfedava je molekulam kysliku, pficemz vznika
superoxidovy anion (Racek a Holecek 1999). Pfeménéna xanthinoxidaza muze byt uvolnéna

do krevniho ob¢hu a poskodit cévni endotel (Stratil a Kuban 2018).

1.3. Poskozeni biomolekul vlivem RONS
Za normalnich podminek je rovnovdha mezi tvorbou RONS a antioxidanty, které jsou schopné
RONS odstraiiovat, a tak chrénit organismus pied poSkozenim. Pokud organismus trpi
nedostatkem antioxidanti nebo se naopak tvoii vétSi mnozstvi RONS, vznikd nerovnovéaha
mezi jejich vznikem a odstranovanim, kterou nazyvame oxidacni stres. Nadmérné mnozstvi
muze zpisobovat poskozeni riznych biomolekul a dlouhodobé;jsi oxidacni stres v konkrétnich
tkanich mize mit za nasledek rozvinuti riiznych nemoci, jako je naptiklad diabetes mellitus,
neurodegenerativni  onemocnéni  (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba),

aterosklerdza, rtizna plicni onemocnéni atd. (Stipek 2000).

Volné radikaly mohou atakovat rizné molekuly a modifikovat jejich strukturu. Nachylné
na poSkozeni jsou lipidy. PoSkozeni mastnych kyselin volnymi radikdly se nazyva
lipoperoxidace. Reakce je iniciovdna vytrzenim vodikového atomu v methylenové vazbé
uhlovodikového fetézce mastné kyseliny. Lipid se tak stdva uhlikovym radikalem, ktery je
schopen reagovat s molekularnim kyslikem nebo piechodnymi kovy a vznika peroxylovy
radikal (LOQO"), ktery je schopen napadat dal$i sousedni lipidy (propagace reakce). Timto
zpiisobem miZe dojit k poSkozeni membran, které jsou tvoreny pravé nejvice nachylnymi
polynenasycenymi mastnymi kyselinami. Peroxidace méni fluiditu membran, jeji propustnost

pro ionty a miize piispét k lyzi bunék (Stipek 2000; Stratil a Kubaii 2018).

Proteiny mohou poskodit nejen volné radikély ale prave 1 produkty lipoperoxidace. Muze
dojit k fragmentaci proteinového fetézce, zménam elektrického naboje proteinu nebo k oxidaci
bocnich fetézcli aminokyselin. Reakce opét zacind vytrzenim vodikového atomu na atomu
uhliku a nasledné protein reaguje s molekulou kysliku za vzniku peroxylového radikalu.
Nebezpecné je opét setkani s prechodnymi kovy, nebot’ peroxylovy radikal je v reakci s nimi
rychle pfeménén na proteinperoxid a alkoxylovy radikal. Mezi aminokyseliny, které jsou na
oxidaci nejnachylngjsi patii methionin, ktery je oxidovan na sulfoxid, cystein, ktery je oxidovan
na kyselinu cysteinovou a tryptofan, oxidovan na kynurenin. Oxidace methioninu miZe navic
zpusobit zménu konformace slozeného proteinu a zpUsobit jeho degradaci, nebo naopak muze
vzniknout disulfidova vazba mezi dvéma proteiny, které puvodné nebyly spojeny. Velmi

nachylné k oxidaci jsou enzymy obsahujici kov v aktivnim misté. Enzym modifikovany oxidaci
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ztraci svoji funkci a podléha rozkladu proteazami. S RNS reaguje tyrosinovy radikal za tvorby
3-nitrotytosinu, pficemz tato modifikace je nevratna. Modifikované proteiny mohou byt
degradovany proteolytickym systémem na aminokyseliny. Pokud se modifikované proteiny
vV buiice hromadi, mtiZe to zpUisobit bunéénou smrt a ve vétsim rozsahu i poskozeni tkani (Stipek

2000, Stratil a Kuban 2018).

Velkym problémem je také poskozeni DNA volnymi radikaly, predev§im HO", ktery je
schopen se pfipojit na purinové a pyrimidinové baze a preménit je na hydroxyderivaty

a oxoderivaty (napf. 8-hydroxyguanin, 8-hydroxyadenin, 5,6-dihydroxythymin atd.). Tyto

MIw e

Mrwe .

zapii¢init bunéénou smrt, mutagenezi &i karcinogenezi (Stipek 2000).

Velmi nachylnd na poskozeni je mitochondridlni DNA, nebot’ neni chranéna histony
a DNA-vazebnymi proteiny. Bylo prokazano, Ze tvorba superoxidového anionu
a hydrogenperoxidu se v mitochondriich zvysuje s vékem (Sohal a Sohal 1991). Zaroven se
s rostoucim vékem snizuje mnozstvi a aktivita antioxidantti obsazenych v mitochondriich (Mn-
SOD, katalédza ¢i glutathion peroxidaza; Sohal et al. 1990). Vysledkem je S vékem se zvySujici
oxidaéni stres V mitochondriich, a proto je vice poskozovana nejen mitochondridlni DNA ale
1 mitochondridlni membrana, ktera je tvofena nenasycenymi mastnymi kyselinami, které jsou,
jak jiz bylo zminéno vyse, velice nachylné na lipoperoxidaci. V1iv mutaci mitochondrialni DNA
byl prokazan u osob trpici Parkinsonovou chorobou, konktrétné v buiikdch nigrostriatalni drahy

v mozku (Ikebe et al. 1990).

2. Antioxidac¢ni systém
Antioxidanty jsou latky, kterymi se organismy brani proti oxida¢nimu stresu (tj. nadmérné
tvorbé reaktivnich forem kysliku). Jednou moznosti je piedchdzeni tvorby volnych radikalt
prostiednictvim regulace aktivity enzymi, které volné radikéaly tvoii nebo vychytavanim
a skladovani pfechodnych prvki, aby nemohly s volnymi radikaly reagovat, a tim vytvofit jeste
latky délime na vychytavace (scavengers), lapace (trappers) a zhasece (quenchers). Posledni
moznosti je reparace jiz oxidaéné poskozenych biomolekul (Stipek 2000). Antioxidanty
muizeme podle piivodu rozdélit na endogenni, které jsou syntetizovany organismem (ubichinon,
glutathion, mocova kyselina, melatonin), a exogenni, které organismus piijima potravou

(vitamin C a E, karotenoidy, lipoova kyselina). Dale miizeme antioxidanty d¢lit na enzymové
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a neenzymové. VEtSina antioxidanta je velmi specifickd a Casto plisobi na urcité typy molekul

na urcitém misté v organismu (Stratil a Kuban 2018).

2.1. Enzymovy antioxidacni systém
vV téméf kazdé bunice, kde velmi rychle katalyzuji pfeménu superoxidového anionu na
hydrogenperoxid. Existuji rizné typy superoxiddismutaz, které se 1isi kovy v aktivnim centru
a lokalizaci v bunice. Enzym funguje na principu redukce a poté zpétné oxidace, tudiz prvni
molekula superoxidového anionu odebira elektron kovu v aktivnim centru enzymu a vznika
molekula kysliku, a druhy superoxidovy anion elektron naopak doda a vysledkem reakce je
hydrogenperoxid. SOD1 (Cu,Zn-SOD) sdvéma aktivnimi centry ve obou identickych
podjednotkach se vyskytuje piedevs§im v cytosolu a Vv mezimembranovém prostoru
mitochondrii, kde ptsobi pfedev§im na vnéj§i membrané mitochondrie, kde vychytava
molekuly superoxidovych anion vzniklé unikem elektronl z elektronového transportniho
fetézce. Oxidace a redukce zde probiha pouze na atomu médi, atom zinku ma pouze strukturni

funkci:
Enzym-Cu®* + 02" — Enzym-Cu* + O
Enzym-Cu® + 02"+ H* — Enzym-Cu* + H20;

SOD2 (MnSOD) je mitochondridlni izoenzym, ktery se vyvinul az u vysSich eukaryot.
Dale existuje extracelularni SOD (SOD3). V aktivnim centru se opét nachazi méd’ a zinek.
U bakterii se vyskytuji superoxiddismutazy obsahujici Fe®* (Stipek 2000; Stratil a Kubai 2018;
Racek a Holecek 1999).

Glutathionperoxidaza (GPx) potiebuje ke své aktivit¢ redukovany gluthation (GSH)
jako kofaktor. Glutathion v cytosolu spolu s enzymy tvofi redukované prostfedi. Gluthation je
tripeptid slozeny ze tifi aminokyselin: glutamova kyselina, cystein, glycin. Za antioxida¢ni
aktivitu je zodpovédna thiolova skupina. Glutathionperoxidaza je enzym, ktery se podili spolu
s katalazou na dismutaci H2O2 na vodu. Je ale schopna redukovat i hydrogenperoxidy mastnych
kyselin, coz se uplatituje v opravovani oxidacné poskozenych bunécnych membranach. Pti
redukci ROS se vS8ak enzym sam oxiduje a je tfeba dodat enzym glutathionreduktazu, ktera
obsahuje oxidovanou formu gluthationu (GSSG). Glutathion se regeneruje za spotieby
NADPH, které odebira 2 elektrony.
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H20, + GSH — H20 + GSSG
GSSG + NADPH + H" — 2 H,O + NADP*

Existuje vice izoenzymu glutathionperoxidazy, které se 1i§i plisobenim na rtiznych
mistech v organismu. Cytosolova glutathionperoxidaza rozklada hydrogenperoxidy mastnych
kyselin, které musi byt z lipidd nejprve uvolnény. Déle se v buiice stara o dismutaci
hydrogenperoxidu, jak jiz bylo zminéno vySe. Fosfolipihydroperoxid-GSH-peroxidaza
(PHGPX) redukuje fosfolipidové hydroperoxidy na hydroxylové derivaty piimo na
membrandch, mastné kyseliny nemusi byt z lipidi uvoliiovany. Dale byla v lidském téle
objevena gastrointestinalni a plazmaticka glutathionperoxidaza (Stipek 2000; Stratil a Kuban

2018; Racek a Hole¢ek 1999).

Katalaza je hem obsahujici enzym, ktery katalyzuje pifeménu H>0. na vodu
a molekularni kyslik. Reakce probihd dvoustupfiovym mechanismem, kdy v prvnim kroku
hydrogenperoxid oxiduje zelezo v hemu a v druhém kroku je dalsi molekula hydrogenperoxidu
pouzita naopak k zpétné redukci, ¢imz je enzym regeneruje. Kromé toho miize katalyzovat
i peroxidazové reakce, kde jako donor vodikl slouzi napt. alkohol (v jatrech) nebo jiné

organické slouceniny.
2 H,0, — 2 H O+ 02
H>O2+ ROOH — H20 + ROH +O>

Katalaza nejvice ptsobi v mitochondriich, kde odstrafiuje hydrogenperoxid vznikly
ze superoxidovych anionil a zabranuje tak jeho pfeméné na hydroxylovy radikal, ktery je pro
a v cytoplazmé erytrocytii, kde chrani pied oxidaci hemoglobinu (Stipek 2000; Stratil a Kuban
2018; Racek a Holecek 1999).

2.2. Biomolekuly piisobici jako antioxidanty
Jak jiz bylo zminéno, velmi nebezpecnou roli v reakcich volnych radikald hraji prechodné
kovy. V organismu existuji proteiny, které jsou schopny pfechodné kovy vazat a zabranovat
jim tak, aby vstupovaly do reakci svolnymi radikaly. V tomto smyslu mizeme mezi
antioxidanty fadit transferin, ktery transportuje zelezo do bunék, kde je skladovan ve feritinu
nebo laktoferinu, které Zelezo oxiduji na trojmocné, a tim se stdva metabolicky neaktivni.
Podobné funguje celurroplazmin, ktery je schopen vazat jest¢ méd’, a haptoglobin (vazici

extracelularni hemoglobin) a hemopexin (vazici uvolnény hem). Albumin, ktery vaze ion
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Cu?*, reaguje s hydrogenperoxidem, ¢imz se oxiduje (Cu®*), a to ma za nasledek poskozeni
dalsich sktruktur albuminu a nasledn¢ je urcen k degradaci. Albuminu se proto piezdiva

,,sebeobétujici* antioxidant (Stratil a Kubai 2018; Stipek 2000).

Melatonin, hormon epifyzy, ktery u ¢loveéka predevsim fidi denni rytmus, mtze také
plsobit jako antioxidant. Vyznam ma pfi ochran¢ lipidd membran a jaderné DNA pied
oxida¢nim poSkozenim (Stratil a Kuban 2018). Melatonin také pozitivné ovliviiuje hladinu
enzymu antioxidacni ochrany. Ve farmakologickych davkach mutze vychytavat hydroxylové
radikaly (Stipek 2000). Jeho vyhodou jsou jeho amfifilni vlastnosti (je silné hydrofobni
i hydrofilni), diky nimz dokaze snadno chranit vSechny bunécéné struktury (Stratil a Kuban

2018).

Kyselina  lipoova je  pfedev§im  kofaktorem  pyruvatdehydrogendzového
a a-ketoglutaratdehydrogenazového komplexu. Plsobi vSak také jako universalni antioxidant,
ktery je schopen reagovat s alkylperoxylovymi radikaly (RO"), HO", Oz & NO' (Stipek 2000).
Dokaze také regenerovat ostatni antioxidanty. Redukovana dihydrolipoova kyselina ptisobi
jako redukéni Cinidlo a redukuje napt. GSSG na GSH, dehydroaskorbat na askorbat nebo
a-tokoferylradikal na a-tokoferol (Stratil a Kuban 2018).

Glutathion, ktery byl jiz zminén vySe v souvislosti v s gluthationperoxidazou, je velmi
vyznamnym redoxnim pufrem. Existuje v redukované formé (GSH) a v oxidované formé — dvé
molekuly glutathionu tvofi glutathionsulfid (GSSG). Jeho Ulohou je regenerovat askorbat
a tokoferol a udrzovat v buiice redukované prostiedi. Jak jiz bylo zminéno, glutathion je
substratem pro glutathionperoxidazy, pomoci nichz je schopen odstranovat volné radikaly

(Stipek 2000; Racek a Holedek 1999).

Ubichinon (koenzym Q) je znam ptedevsim pro svoji ptitomnost v mitochondriich, kde
funguje jako elektronovy pfenasec v elektronovém transportnim fetézci. Pisobi vsak i v jinych
membranach, kde dokdze regenerovat tokoferol, ktery ochranuje lipidy v membréanach proti

oxidaci (Stratil a Kuban 2018; Stipek 2000).
a-Tok"+ CoQH2 — a-TokH + CoQH"

Mocova kyselina (urat) je kone¢nym produktem metabolismu purind, které prevazné
pochazeji z nukleovych kyselin. Urat je hojn€ obsazen v télnich tekutinach, kde mé vyznamnou
antioxidacni funkci. Zneskodiuje ROO’, HO*, OONO" ¢i HCIO. Dokaze navazat zelezo a méd’,

a zabranit tak jejich reakci s volnymi radikaly. Pfi reakci s HO™ muiZze byt generovan uratovy

24



radikal, ktery muze byt Skodlivy prostiednictvim inhibice ur¢itych enzymu (Stratil a Kuban
2018; Stipek 2000).

Askorbova Kkyselina (vitamin C, askorbat) je velmi dilezitou latkou, piijimanou
V potrave, hrajici roli v mnoha enzymovych reakcich jako kofaktor ¢i kosubstrat. Je také velmi
dilezitym redukénim cinidlem. Dokdze redukovat Zelezo a méd’, coz se uplatiiuje napft. pfi
vstiebavani zeleza v tenkém stieveé. Askorbat dokaze redukovat spoustu typti RONS (HO", O’
NOy"¢i HCIO). V redukénich reakeich se sam oxiduje, ztraci elektron a vznika dehydroaskorbat
nebo askorbylovy radikal, ktery obsahuje neparovy elektron ve vysoce delokalizovaném
n-systému, takze je mnohem méné reaktivni, neZ je u radikalt bézné. Askorbyl (2A™) se dokaze
snadno regenerovat za tvorby jedné molekuly redukovaného askorbatu (AH") a jedné molekuly

dehydroaskorbatu (DHA).
2A" + H" — DHA + AH"

Dehydroaskorbat je nasledné regenerovan za ucasti GSH, pouze vsak intercelularnim
prostoru. V extracelularnim prostoru se dehydroaskorbat mize hromadit. Askorbat ma vyrazné

cvwr

jejich redukei — napf. mo¢ovinu, tokoferol, vitamin E (Stratil a Kubaii 2018; Stipek 2000).

Vitamin E (tokoferol) je vyznamny v ochrané biomembran diky své lipofilni povaze.
Nejsilngjsim antioxidantem je ze skupiny tokoferoli a-tokoferol. Pfeménuje alkylperoxidové
radikaly (LOO") na hydroperoxidy diive, nez sta¢i reagovat s dal$imi mastnymi kyselinami ¢i
proteiny membran. Tokoferol se sém méni na tokoferolovy radikal, ktery musi byt regenerovan.

Déje se tak napf. za ucasti askorbatu, uratu &i glutathionu (Stratil a Kuban 2018; Stipek 2000).

3. Volné radikaly a antioxidanty a jejich role ve spermatogenezi
a oplozeni

3.1. Zdroje ROS v semenné plazmé

Nejfrekventovangjsim z volnych radikald v savéim spermatu je superoxidovy anion (O2"),
ktery funguje jako prekursor pro dalsi formy ROS (viz kapitola 2.1.), napt. hydroxylovy radikal
nebo peroxynitrit. Vyznamnym zdrojem superoxidového aniontu je opét mitochondridlni
elektronovy transportni fetézec. Spermie jsou znamy pro vysoky obsah mitochondrii z divodu
velké spotieby ATP, ktera je vyuzita pro pohyb spermie (Griveau a Le Lannou 1997). Nejvyssi
hladiny ROS byly naméfeny u dozravajicich spermii s abnormalni morfologii. Bylo také

prokédzano, ze ptitomnost téchto spermii miize mit vliv na posSkozeni jiz zralych spermii nebo
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dokonce epitelu semenotvornych kanalkdi, coz muze byt jednim z davodu neplodnosti
(Gil-Guzman et al. 2001). Nedozralé spermie jsou charakteristické zadrzovanim rezidualni
cytoplazmy, ktera obsahuje vice mitochondrii stejné jako vétsi mnozstvi NADPH oxidaz, ¢imz
dochazi ke zvysené produkci ROS (Rengan et al. 2012). Said et al. (2005) ve svych studiich
prokézali negativni korelaci mezi produkci ROS a poctem zdravych spermii s neporusenou
morfologii. Ve stejné studii byla prokazana pozitivni korelace mezi produkci ROS a poétem
spermii s riiznymi morfologickymi odchylkami (rezidualni cytoplazma, deformace hlavicky

nebo krc¢ku apod.).

Semenna plazma obsahuje velké mnozstvi leukocytil. Tyto leukocyty jsou zde nejvétsimi
producenty ROS (viz kapitola 2.2.2.). Jiz bylo zminéno, Ze urcité typy leukocyti v reakci na
infekci, zanét ¢i pfitomnost cizorodych latek produkuji ROS. V semenné plazmé k témto
leukocytim patii hlavné granulocyty a makrofagy. Pokud je hladina téchto leukocyti
udrzovana v normé (1 x 10° mI; dle idaji WHO), spermie nejsou nijak poskozovany, nebot
je hladina ROS v rovnovaze s antioxidacnimi systémy (viz kapitola 2.4.). Lobascio et al. (2015)
prokazali pozitivni korelaci mezi zvySenym poc¢tem leukocytt (a tim i zvySenou hladinou ROS)
a poctem spermii s posSkozenou DNA. Ddle prokdzali, Ze zvySeny pocet leukocytli snizuje
pohyblivost a koncentraci spermii v semenné plazmé. Mupfiga et al. (2013) prokazali, ze
leukocytospermické (se zvySenou hladinou leukocytt) vzorky ejakulatu mély nejen vyssi obsah
ROS, ale byla také zaznamenana vysoka aktivita kaspaz, coz vede k fragmentaci DNA

a apoptdze bunck.
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Obr. 3: Produkce ROS a mechanismus poskozeni viivem ROS ve spermiich s abnormdalni morfologit
(Agarwal et at. 2008)

dehydrogenase

26



Ke zvySovani hladiny ROS v semenné plazmé piispivaji i dalsi vnéjsi faktory vyplyvajici
ze zivotniho stylu jedince. U ¢lovéka hraje velkou roli konzumace alkoholu. Talebi et al. (2011)
ve své studii prokdzali, ze konzumace alkoholu zplsobuje vétSi miru chromatinovych
abnormalit u spermii a snizuje celkovou pohyblivost spermii. Problém vznika 1 pii samotném
rozkladu ethanolu, jehoz produktem NADPH. Narast hladiny NADPH zvySuje aktivitu
mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce, a tim se zvysuje i riziko vzniku ROS.
U jedinct konzumujici alkohol nadmérné mitfe byla také prokazana velice nizkd hladina
antioxidanti. Dale byl zaznamenan pokles testosteronu pravdépodobné z divodu poskozeni
tkan¢ Leydigovych bungk, které se podileji na jejich syntéze a sekreci, a Sertoliniho bunék,
které pasobi jako podptrné buniky (Maneesh et al. 2006). Dalsim faktorem zvyseni tvorby ROS
a zaroven snizeni antioxidant je koufeni, které mimo jiné také snizuje pohyblivost spermii ¢i
muize narusit jejich morfologii. Byl také prokazan zvyseny obsah leukocytl v semenné plazmé,

nebot’ imunita reaguje na $kodlivé metabolity zanétlivou reakei (Saleh et al. 2002).

3.2. Fyziologické funkce ROS a antioxidantii ve spermatogenezi a oplozeni

Diive byly ROS povazované pouze za Skodlivé vici spermiim. Pozdéjsi studie ukazaly, Ze
spravna hladina ROS muize mit mnoho fyziologickych funkci. Jiz v roce 1989 Aitken et al. ve
svych experimentech objevili, Ze spermie vyuzivaji jist¢ mnozstvi ROS k navazani na zonu
pellucidu vaji¢ka. Zjistili, Ze tato reakce je vratnd pomoci vitaminu E, ktery je zndmym

antioxidantem.

Pozdgji bylo zjisténo mnohem vice reakci, ve kterych hraji ROS dtlezitou roli. Napiiklad
Vv uspofadani chromatinu spermii, které pfispiva k jeho ochrané pied poSkozenim. Histony
typické pro somatické bunky jsou zde nahrazeny nizkomolekuldrnimi nukledrnimi proteiny —
protaminy — které jsou navazané piimo na nukleové kyseliny. Thiolové skupiny, které jsou
soucasti téchto proteind, se oxiduji a jednotlivé proteiny mezi sebou tvoti disulfidové mustky
(Saowaros a Panyim 1979). ROS piispivaji k vytvareni disulfidovych mustkd tim, ze ptisobi
jako oxidaéni ¢inidlo thiolovych skupin. Bylo taktéz prokazano, ze v cytoplazmé oocytu se
nachazi napt. gluthation, ktery, jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.4., ptisobi jako antioxidant
a rozrusuje disulfidové mustky za Gcelem rozvolnéni chromatinu (Rousseaux a Rousseaux-

Prevost 1995).

27



o2

#EF Hand

\d
Cholesterol ;

Oxidation and efflux Oz-' - % /, !

3

X sAdenylyl
SOD Ca®\_ cyclase HCO ;\
D ATP cAMP
Arg = NO V

ONOO™  H,0, o O !

Inhibition of tyrosine phosphatase
y prosp [‘J\> Ac":;‘t: : eiRC Activated tyrosine

@ O kinases

Active PP2AIPP1y, |~ Inactive PP2A/PP1y, LJ‘> Q

@ Tyrosine phosphorylation
of target proteins

Obr. 4: Schéma redoxnich reakci doprovazejicich kapacitaci spermii. Membrdna spermie je
hyperpolarizovina zvySenim koncentrace vapenatych iontii (Ca**) a hydrogenuhlicitanovych anioni:
(HCOg3), které spolu se superoxidovymi aniony (O2"), vznikajicich cinnosti mitochondrii a NADPH
oxiddaz (NOX), aktivuji enzym adenyldtcykldazu. Dale je pomoci cyklického adenosinmonofosfdtu (cAMP)
aktivovana proteinkindza A (PKA). Nasledné jsou aktivovany proteinové tyrosinkinazy (PTK) a zaroven
prostrednictvim peroxynitrdatu a hydrogenperoxidu inhibovany proteinové tyrosinfosfatazy. Vysledkem

je tyrosinovd fosforylace proteinii (Aitken 2017).

ROS jsou také dulezité pii chemickych reakcich doprovazejicich kapacitaci spermii (viz.
obr. 4 a 5) Ke kapacitaci spermii dochazi az v reprodukénich organech zeny. Kapacitace zajisti
spermiim vys$i motilitu (tj. hyperaktivace) a bunécnou odpovéd’ na chemotaktické signaly.
Kapacitaci zplsobuji chemické zmény uvnitf spermie. Iniciacni reakci je vyluCovani
oocytu. Dojde k otevieni iontovych kanald a uvniti buriky vzrista koncentrace Ca* a HCOs™ a
dochazi k hyperpolarizaci membrany. Vzriust HCO3™ v buiice pfispiva ke zvyseni pH a vytvari
tim vhodné prostfedi pro vznik ROS. Bylo prokazano, ze pti zamezeni proudéni HCO3s™ do
buiiky je zablokovana tvorba ROS. ROS jsou spoleéné s Ca?" dilezité pro aktivaci

adenylatcyklazy (AC), konkrétné O™ oxiduje jeji thiolovou skupinu. Nasledné dochazi ke
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zvySeni koncentrace cAMP, ktery aktivuje proteinkinazu A (PKA). Vysledkem je fosforylace
tyrosinovych fetézcti urcitych proteint, které jsou soucasti obalu cytoskeletu bi¢iku (axonema)
pomoci proteinové tyrosinfosfatazy (PTK), coz zpusobuje hyperaktivaci spermie (viz obr. 4;
Aitken et al. 1998; Visconti et al. 2002). De Lamirande a Gagnon (1995) otestovali dalezitost
02" pii kapacitaci spermii tak, Ze do inkuba¢niho média ptidali SOD a zablokovali tim vznik
O2". Blokovanim O2" nedochézi k hyperaktivaci a pfidanim SOD k jiz hyperaktivovanym
spermiich mize byt hyperaktivace dokonce pterusena. Aitken et al. (1995) potvrdili, Ze
predevsim H.O stimuluje fosforylaci tyrosinu aktivaci proteinové tyrosinkinazy (PTK) a
zaroven inhibici proteinové tyrosinfosfatazy (PTPase), a tim se vyznamné podili na procesu
kapacitace spermii. Ve stejné studii také dokazali, Ze ptitomnost kataldzy, rozkladajici H20,,
naopak inhibuje fosforylaci tyrosinu. Bylo prokazano, ze bez pfitomnosti O2" ke kapacitaci
spermii nedochdzi. ROS se také podili na oxidaci cholesterolu, ktery je nasledné odstranén
z membran (Boerke et al. 2013). NO' pozitivn¢ ovliviiuje hyperaktivaci spermii. Bylo zjisténo,

7e pritomnost inhibitortt NO® naopak samotnou hyperaktivaci inhibuje (Yeoman et al. 1998).
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Obr. 5: Schéma regulace kapacitace a hyperaktivace spermii. Vipenaté ionty (Ca**) spolu s ROS
aktivuji adenyldtcyklazu (AC). Cyklicky adenosinmonofosfat aktivuje proteinkinazu A (PKA). Nasledné
probéhne fosforylace threoninu a serinu (P-Thr/Ser-P) a aktivace proteinové tyrosinkinazy (PTK).
Zaroven je prostrednictvim ROS inhibovdna proteinova tyrosinfosfataza (PTPase). Vysledkem je
fosforylace tyrosinu (P-Tyr) v proteinech cytoskeletu bic¢iku (Du Plessis et al. 2015).
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Nasleduje akrosomova reakce, ktera bez piedchéazejici kapacitace spermii nemuze
probéhnout. Akrosomova reakce je zahajena kontaktem spermie se zonou pellucidou. Reakce
je zahdjena v misté¢ na hlavicce spermie, které se nazyva akrosom. Akrosom je bunécna
organela, ktera ma ptavod v Golgiho aparatu a obsahuje proteolytické enzymy, které umozni
prunik spermie do vaji¢ka (Kittnar et al. 2020). Cytoplazmatickda membrana je propojena
s oocytem diky ZP3 ligandu (zona pellucida sperm-binding protein 3), ktery je soucasti zony
pellucidy. Akrosom nasledné exocytozou vylucuje enzymy akrosin a hyaluronidazu. Ichikawa
et al. (1999) ve své studii prokazali, Ze niz8i neSkodné hladiny ROS maji pozitivni vliv na
prubéh akrosomalni reakce, naproti tomu vyssi hladiny ROS mély inhibi¢ni efekt. Pozdé&ji bylo
zjisténo, ze ROS stimuluji aktivaci enzymu fosfolipaza A2 (PLA2), ktery je dulezity pro
degradaci spermatické membrany katalyzou mastnych kyselin. Zvysi se fluidita spermatické
membrany, coZ je velmi dulezité pro nasledujici fuzi s membranou oocytu (Griveau et al. 1995).
ROS opét ptispivaji 1 v dalSich krocich aktivacni kaskady fosfolipazy A2; stimuluji naptiklad
aktivitu proteinkinazy C (PKC), ktera se podili na aktivaci fosfolipazy A2 (Gopalakrishna et al.
2013). Jak jiz bylo zminéno, ROS inhibuji proteinové tyrosinfosfatazy, ¢imz udrzuji fosfolipazu

A2 aktivni (viz obr. 6).
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Obr. ¢. 6: Schéma regulace akrosomové reakce spermii. Akrosomova reakce zacind zvysenim
Ca**, coz zpiisobi §tépeni fosfatidylinosital-4,5-bisfosfatu (PIP2) a naslednou aktivaci proteinkindzy C
(PKC), coz zpiisobi dalsi narist koncentrace Ca**. Je aktivovina fosfolipdza A2 (PLA2), kterd

degraduje spermatickou membranu katalyzou mastnych kyselin (Du Plessis et al. 2015).
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3.3. Negativni vliv oxida¢niho stresu na spermatogenezi a oplozeni
Jako pro kazdou jinou buiiku, je i pro spermie dilezitd iontova rovnovaha, aby se spermie
spravné vyvinuly a byly schopné oplozeni. NaruSeni této rovnovahy vede k oxida¢nimu stresu,
ktery ma za nasledky ruzna poskozeni spermie, které mohou vést az k neplodnosti. Neplodnost
je dnes globalnim problémem spolecnosti. Podle WHO jsou za neplodné povazovany pary,
které nejsou schopni pocit potomka po 12 mésicich pravidelného nechranéného pohlavniho
styku. Z dat vyplyva, ze se celosvétoveé jedna piiblizné o 15 % part, piicemz ve 20-30 %
piipadi jsou za Cisté neplodné povazovani muzi. Snizena schopnost oplodnéni u muzi muize
vést k neschopnosti poceti potomka az v 50 % ptipadi (Agarwal et al. 2015). Podle mnoha
opakovanych vyzkumu bylo zjisténo, ze neplodnost siln¢ koreluje se zvySenou hladinou ROS

(Agarwal et al. 2006).

Jak jiZ bylo zminéno v predchozi kapitole, nizké hladiny ROS jsou velmi dileZité pro
spravny vyvoj spermii, kapacitaci, akrosomovou reakci apod. Nicméné¢ zvysena hladina ROS,
pti které antioxidanty nestaci oxidované formy neutralizovat, mize vést k poskozeni DNA
Vv jadie ¢i v mitochondrii, coZz ma za nasledek dalsi bunééné defekty (Sawyer et al. 2003).
Zranitelnost spermii vuci ROS také vyplyva z obsahu polynenasycenych mastnych kyselin
(PUFA) v membranach, které jsou na poskozeni ROS velmi citlivé (viz kapitola 2.3), coz

nasledné miize mit vliv na celou buitku (Koppers et al. 2008).

Peroxidace lipidii vlivem zvySené hladiny ROS ma vliv na plazmatickou membranu
spermie, ktera je charakteristicka pro vysoky obsah lipidi. Reakce zacina vytrzenim atomu
vodiku z nenasycené mastné kyseliny a néslednou reakci s kyslikem vznikne peroxylovy
membrang. Jejich oxidaci se méni vlastnosti membrany, predevSim se snizuje jeji fluidita
a zvySuje propustnost pro ionty, které se hromadi uvnitt buinky (Wong-Ekkabut et al. 2007).
Tato skute¢nost mize znacné zkomplikovat oplozeni vaji¢ka nemoznosti fize spermie a 00Cytu

(Potts et al. 2000).

wevr

ztraté funkce urcitych proteint kodovanych v poSkozené DNA, a tim narusit morfologii
a funk¢nost spermie. Vyznamnou roli hraje opét peroxidace lipidd, pii které vznikaji elektrofilni

aldehydy napt. malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (4-HNE) ¢i akrolein, které dokazou

Mrwe

tim unik superoxidovych anioni, a tim se oxida¢ni stres jesté vice zvysSi. Narusi se tak
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mitochondridlni membranovy potencial a mize dojit az k apoptdze buiky prostiednictvim
aktivace prislusnych kaspaz (Aitken et al. 2012). Prostiednictvim ROS mohou byt baze DNA
oxidované, ¢imz mohou vznikat riizné jednofetézcové ¢i dvoufetézcové zlomy DNA.
Vyznamnym znakem poskozené DNA je tvorba 8-oxoguaninu, jehoz pfitomnost je zaroven
spojovana s poSkozenou morfologii a motilitou spermii a nizkou koncentraci spermii
v semenné plazmé (Guz et al. 2013). Jest¢ vice nebezpecné jsou pro bunku mutace
v mitochondrialni DNA (mtDNA), nebot’ v mitochondriich probiha velmi dilezita tvorba ATP
oxidac¢ni fosforylaci, kodovana pravé mtDNA a jakakoliv mutace muze tento proces narusit.
Jak jiz bylo zminéno, naruseni elektronového transportniho fetézce vede k uniku ROS, které
mohou Vv bunce zpusobit dal§i defekty (peroxidaci lipidt, poskozeni jaderné DNA atd.) a
nedostatek produkce ATP snizuje motilitu spermii (Feng et al. 2008). Poskozeni DNA je
zavaznym problémem, ktery snizuje Usp&Snost mnoha metod umélého oplodnéni, nebot

embryo s narusenym DNA se nemiize vyvijet a dochazi k potratu (Simon et al. 2013).

ROS maji schopnost modifikovat proteiny neenzymatickymi redoxnimi reakcemi. Tyto
modifikace mohou zapfi¢init zmény konformace proteinti, od kterych se odviji napf.
nefunkcénost enzymi nebo chyby v interakcich proteind. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi
kapitole, n€které zmény proteini jsou nutné ke kapacitaci a zvySené motilit€ spermii
(hyperaktivace). Pro nastartovani téchto zmén je nutna omezena hladina ROS. Pokud je hladina
ROS zvySena, mlZe dojit k nezddoucim proteinovym modifikacim, které mohou vést
k poskozeni funkénosti spermie a celkové neplodnosti. Velmi citlivé na oxidaci jsou thiolové
skupiny (-SH), které po oxidaci tvofii disulfidové mustky (-SS-), ¢imz se mohou ménit vlastnosti
proteinu. ROS tak mohou zasahnout do pribéhu riznych reakci a pierusit je. Piikladem muze
byt enzym glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza, ktery pusobi jako klicovy enzym
v glykolyze. Tento enzym mize byt deaktivovan pravé oxidaci thiolové skupiny vlivem ROS;
glykolyza a dal$i na ni navazujici déje (Krebsuv cyklus, oxida¢ni fosforylace) jsou pozastaveny,
coz se v buiice projevi poklesem ATP, ktery koreluje se snizenou motilitou spermii (De
Lamirande et al. 1992; Elkina et al. 2011). Oxidace thiolovych skupin je ve spravné mife nutna
u protamind, které zajiStuji spravnou strukturu spermatického chromatinu. Redukce ¢i
nadmérna oxidace tuto strukturu naruSuje a mtize dojit k naslednému poskozeni DNA (Zini et
al. 2001). Dalsi vyznamnou modifikaci je nitrace tyrosinu, zpisobena NO" nebo OONO", ktera
taktéz méni funkénost proteinu. Problém opét nastava u enzymi glykolyzy (glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenaza, enolédza) a Krebsova cyklu (akonitdza, maldtdehydrogenaza apod.), coz

ma opét vliv na pokles ATP a motility spermii (Vignini et al. 2006). Bylo zjisténo, Ze nitraci
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mize byt modifikovan i a-tubulin v bi¢iku, coz ma opét negativni vliv na motilitu spermie
(Landino et al. 2004).

Zavérem k této kapitole shrnuji, jaké konkrétni defekty, majici vliv na plodnost, mohou
poruchou, ktera brani UspéSnému oplozeni, je abnormalni morfologie u spermii
(teratozoospermie). Spermie, u kterych se vyskytly defekty v oblasti hlavi¢ky ¢i kr¢ku, mély
zaroven i zvySenou produkci ROS (Aziz et al. 2004). Mechanismus téchto defekti dosud nebyl
zcela  objasnén. NejbéZznéjsi poruchou je nizkd Kkoncentrace spermii v ejakulatu
(oligozoospermie), na coz mize mit vliv apoptdza spermii v dusledku zvysené hladiny ROS.
Kaspazy zajistujici apoptdzu jsou spustény ptitomnosti peroxidovanych lipidi (MDA, 4-HNE)
nebo poskozenim mitochondrii, které uvoliuji nadmérné mnozstvi ROS (viz vyse; Aitken et al.
2012). Dalsim problémem je astenozoospermie, neboli snizend motilita spermii. Hyperaktivace
neboli zvySeni motility spermii je na pfitomnosti ROS zavislé, nebot’ ROS jsou dulezité pro
fosforylaci tyrosinu proteint cytoskeletu bi¢iku (viz vyse). Pro motilitu je dalezité také ATP
vznikajici jako produkt oxida¢ni fosforylace v mitochondriich, proto naruSeni struktury
mitochondrie a elektronového transportniho fetézce ma pro spermie fatalni dusledky (Amaral
et al. 2007). Zména fluidity membrany vlivem peroxidace membranovych lipidt (viz vyse) ma
negativni vliv na fizi membrany spermie a vajicka (Potts et al. 2000). Viibec neproblematicté;si
je poskozeni DNA vlivem oxida¢niho stresu. Poskozeni DNA ma b&Zzné negativni vliv na
oplozeni a vtomto piipadé¢ nepomahaji ani metody umélého oplodnéni, nebot” embryo

s poskozenou DNA se nemtlize vyvinout (Simon et al. 2013).

V koncentraci volnych radikalt a antioxidantli ve varlatech hraje podstatnou roli i vek,
coz bylo prokazano ve studiich na mysich. Mysi jsou vhodnym objektem studia zmén podminek
Vv organismu s piibyvajicim vékem, nebot’ jejich zivot je pomémné kratky a starnuti rychlé.
Ukazalo se, ze s pribyvajicim vékem ve varlatech klesa antioxida¢ni aktivita enzymu, a naopak
narusta koncentrace markerti oxida¢niho stresu (Salomon et al. 2013). Uvazuje se, Ze narustajici
oxidacni stres vlivem starnuti mize mit vliv na funkci Leydigovych bunck a snizit jejich

produkci testosteronu (Luo et al. 2006)
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4. Volné radikaly a antioxidanty a jejich role v tvorbé folikulu,
ovulacnim a endometridlnim cyklu a gravidité

4.1. Zdroje ROS ve vajecnicich a déloze
ROS jsou produkovany v mnoha ¢astech reprodukéni soustavy. Jejich hladinu do jisté miry
ovliviluji gonadotropni hormony (folikulostimula¢ni hormon, luteiniza¢ni hormon atd.). ROS
piispivaji nebo jsou podminkou pribéhu urcitych chemickych reakei a fyziologickych déja,
které predstavim v nésledujici kapitole. Potencialni zdroji ROS jsou ve vaje¢nicich, folikulech
a zlutém télisku makrofagy a neutrofily (Loukides et al. 1990; Brannstrom et al. 1993). Proto
byva nékdy mechanismus ovulace ptfirovnavan k zanétlivé reakci, i diky tomu, Ze se kromé

ROS tcasti 1 prostaglandiny a cytokiny (Espey 1980).

ROS jsou vedlejsimi produkty metabolismu bunék, které tvori steroidni hormony.
V biosyntéze steroidnich hormoni se zapojuje mitochondridlni cytochrom P450, ktery je
zodpovédny za oxidac¢né-redukeni reakce. Zdrojem elektront je kofaktor NADPH, piicemz
pfipadny unik téchto elektronii zptisobi vznik superoxidového anionu a dalSich ROS
(Hanukoglu 2006). Unik elektronti z elektronového transportniho fetézce a vznik
superoxidovych radikalu je i zde mozny jako v kazdé jiné buiice. V ochrané granuldznich bunék
pted superoxidovymi radikaly hraje velkou roli Mn-SOD. Ptili§ velka hladina ROS ma na
tvorbu steroidnich hormont inhibi¢ni efekt (Sugino 2005). Velmi dilezity je obsah
antioxidantll ve folikularni tekutin€, obklopujici oocyt ve folikulu, které eliminuji ROS
vyplavované pravé granuloznimi bunkami, kde probihd intenzivni syntéza steroidnich
hormont, a leukocyty, které jsou ve folikularni tekutin€ pfitomny. VétSina antioxidantii ve
folikularni tekuting je neenzymatického typu, napi. vitaminy C a E, glutathion (GSH) nebo

hypotaurin a taurin (Behrman et al. 2001).

4.2. Ovlivnéni tvorby ROS hormony
ROS jsou uzce provazany s produkci a funk¢nosti rtiznych hormont v Zenské reprodukéni
soustavé. U primordialnich folikuld, které nepokracuji do ovulace, ROS snizuji citlivost
k folikulostimula¢nimu hormonu, a tim zastavi jejich vyvoj a nasledné zpisobi atrézii téchto
folikulti. Naopak folikulostimulacni hormon stimuluje tvorbu glutathionu, a tim chrani antralni

folikuly pted oxida¢nim stresem (Tsai-Turton a Luderer 2006).

Velmi podobné pisobi hormon estradiol, ktery je produkovan granuléznimi buiikami.
Bylo prokazéano, ze estradiol mé antioxida¢ni G€inky, a brani tak vzniku oxidacniho stresu

a atrézii folikulti (Lund et al. 1999). Luteiniza¢ni hormon, ktery nastartuje samotnou ovulaci a

34



tvorbu zlutého téliska, nepiisobi pfimo na ROS a naopak. Na luteiniza¢ni hormon reaguji

granulocyty, které ROS produkuji, ptedevsim superoxidovy anion (Shirai et al. 2002).

ROS jsou uzce provazany s produkci progesteronu zlutym téliskem. Hladina ROS
a produkce progesteronu spolu negativné koreluji. Bylo prokazano, ze vysoka hladina ROS
inhibuje produkci progesteronu prostiednictvim inhibice cytochromu c a dalsich enzymu, které
hraji v syntéze steroidnich hormont roli (Endo et al. 1993). Antioxidanty maji na produkci
progesteronu opacny efekt, coz ma vyznam pii gravidité, kdy antioxidanty udrzuji zluté télisko

aktivni a chrani ho pied zdnikem (Carlson et al. 1995).

4.3. Fyziologické role ROS a antioxidantii v tvorbé folikulii, ovula¢nim
a endometrialnim cyklu a gravidité

Podobné jako v reprodukéni soustavé muze hrali ROS dulezitou roli ve spravném vyvoji
spermii a nasledné jejich kapacitaci a akrozomové reakci, 1 v zenské reprodukéni soustave je
tvorba ROS esencialni pro spoustu dulezitych dé&ji. Napiiklad se podileji na vyvoji folikuld
a nasledné ovulaci. Hraji také velkou roli v metabolismu Zlutého téliska, fidi jeho vznik
1 luteolyzu. Spravna hladina ROS a antioxidanti je také velmi diilezita v gravidit€ a nacasovani

porodu.

4.3.1.Role ROS a antioxidanti ve vyvoji folikuli a ovulaci
Tvorba ROS zacina uz v nezralych pre-ovulacnich oocytech, u kterych je pozastavena meioza.
Pro opétovné nastartovani meidzy je tieba pravé nartst hladiny ROS. Do té doby blokuji
pokracovani meiozy antioxidanty (Takami et al. 1999). ROS, které pokracovani meidzy
nastartuji, pochéazeji zintenzivni syntézy steroidnich hormonli granuléznimi buikami.
Nasledné béhem proliferacni faze menstruacniho cyklu, které se také tika folikularni, probiha
dalsi vyvoj primordialnich folikull a je vybrano jen nékolik malo dominantnich folikula, které
pokracuji do ovulaéni faze menstruacniho cyklu. Zbytek folikuli podstoupi atrézii neboli zanik,
ktery je zpusoben ztratou citlivosti ke folikulostimulaénimu hormonu (FSH) vinou vysoké
hladiny ROS. Granulézni buiiky pfestanou produkovat steroidni hormony, a naopak se zvysi
produkce ROS a dojde k apoptoze folikuli. Pro vyvoj folikulu jsou velmi dulezité hladiny
antioxidantti jako je SOD a glutathion, které ho chrani pted zanikem (Tilly a Tilly 1995; Tsai-
Turton a Luderer 2006). Atrézii folikulu také zabranuje pfitomnost kyseliny askorbové (vitamin

C) v granuldznich buikach a jeji antioxidacni aktivita (Behrman et al. 1996).
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Ovulace byva piirovnavana k zanétlivé reakci, nebot’ soucasti tohoto procesu je nartst
prostaglandint a cytokinti a ucastni se proteolytické enzymy a ROS jako mediatory této reakce.
Bylo prokazano, Ze v ptitomnosti vysokych hladin SOD dochazi k naruSeni ovulace (Miyazaki
etal. 1991). ROS jsou pravdépodobné zodpoveédné za prasknuti folikulu, ackoliv mechanismus
této reakce nebyl jesté zcela objasnén. Predpoklada se, ze ROS indukuji produkci
prostaglandind a aktivaci proteolytickych enzymi (Sugino et al. 2001). Zdroje ROS se nachazi
v samotném folikulu, mohou jimi byt leukocyty a endotelialni buniky (Loukides et al. 1990).
Bylo dokonce prokazano, ze granulocyty obsahuji receptory pro luteinizaéni hormon, ktery
stimuluje produkci superoxidovych aniontii nutnou pro nastartovani ovulace (Shirai et al.
2002). Endotelialni bunky tvofi superoxidové radikaly prostiednictvim xantinoxidazy.
Dulezitost xantinoxidazy v endotelidlnich cévach bylo dokazéna ptidanim jejiho inhibitoru,
allopurinolu, ktery nasledné inhiboval celou ovulaci (Miyazaki et al. 1989). Diilezita je také
ménici se hladina SOD béhem ovulace. SOD musi byt dostate¢né mnozstvi, aby nevznikl
takovy oxida¢ni stres, ktery by oocyt mohl poskodit. Produkce SOD byla prokazana
v kumularnich bunikach, které k oocytu tésné ptiléhaji a dale ve folikularni tekuting, kterd oocyt

téz obklopuje (Matos et al. 2009).

Po tom, co Graafuv folikul praska a oocyt se uvolnuje a pokracuje do vejcovodu, vznika
zluté télisko, které produkuje hormon progesteron a estradiol. Vlivem progesteronu se méni
hladina jak ROS, tak i antioxida¢né ptisobicich SOD. V lutealni fazi jsou hladiny ROS nizké,
za coz jsou zodpovédné predevsim zvysené hladiny Cu,Zn-SOD, vitaminu C a karotenoidd.
Zluté télisko tak ziistava aktivni (Peltier et al. 2006). Pokles aktivity SOD, a naopak nartst
hladiny ROS ma luteolyticky efekt. Sugino et al. (1999) prokazal, Ze superoxidové radikaly
inhibuji produkci progesteronu lutealnimi bunikami. Prostaglandin F», stimuluje produkci ROS
nejen v lutealnich bunkach, ale i ve fagocytech, ¢imz ptispiva k inhibici produkce progesteronu
(Tanaka et al. 2000). Prostaglandin F», je povazovan za velmi dilezity faktor zptsobujici
zvySeni hladiny ROS. Naopak ROS dokazou aktivovat fosfolipaizu A2 a expresi
cyclooxygenazy-2, coz jsou klicové enzymy pii syntéze prostaglandin F2,. ROS a prostaglandin
F2q JSOU VZajemné provazany a vzajemneé se ovliviuji (Nakamura a Sakamoto 2001). Luteolyzu
také doprovazi pokles krevniho pritoku, coZ aktivuje xantin-xantinoxidazovy systém, ktery
tvoti velké mnozstvi ROS a zpusobuje defekty tkani (Sugino et al. 1993). Makrofagy produkuji
jak ROS, tak i cytokiny (faktor nadorové nekrozy o, interleukiny). Oboji pfispiva k inhibici
tvorby progesteronu a luteolyze (Bagavandoss et al. 1989; Telleria et al. 1998; Sugino et al.

1996a). Luteolyza zahrnuje apopticky zanik bunék zlutého téliska, ktery je zptisoben vysokou
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hladinou ROS a zaroven nizkou hladinou Cu,Zn-SOD (viz obr. 7; Nakamura a Sakamoto 2001).
K apoptoze dochézi rozpadem mitochondrii vlivem ROS a uvolnénim cytochromu c¢ do
cytoplazmy, kde aktivuje ptislusné kaspazy zodpovédné za nastartovani fizené apoptozy (Cali
a Jones 1998). K luteolyze neboli rozpadu Zlutého téliska dochazi pouze pokud nedojde
ke gravidité. Kdyz zluté télisko zanikne, dojde k poklesu progesteronu, coz je dilezity signal,
ze ke gravidité nedoslo a je stimulovan vyvoj dalSich folikuld a télo se pfipravuje na dalsi

ovulaci (Kittnar et al. 2020).

Diestrus or pregnancy

thulesteml @ @
P 450 5CC @ Corpus luteum @ Luteolysis

Preg nenulu ne

G 35-HSD

Progesterone

-

Obr. 7: Role ROS v regulaci zlutého téliska. Syntéza progesteronu je doprovazena generaci ROS.

Béhem tvorby zlutého téliska jsou hladiny antioxidantii vyssi a aktivita ROS naopak klesa. Pri luteolyze
nastava opacna situace — hladina antioxidantii se snizuje a za piisobeni prostaglandinu F», (PQF2q)

a zanétlivych faktori vzristd aktivita ROS (Rizzo et al. 2012).
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Pokud ale dojde ke gravidité, je nutné, aby zluté télisko nezaniklo a dale produkovalo
progesteron. Je tedy nutné zabranit zvySeni hladiny ROS, které inhibuji produkci progesteronu
roli Cu,Zn-SOD. V piipadé gravidity je exprese Cu.Zn-SOD stimulovana piitomnosti
humanniho choriogonadotropinu (hCG), ktery produkuji buriky trofoblastu s dalSimi
placentarnimi hormony (Sugino et al. 2000; Takiguchi et al. 2000). Vyssi hladina Cu,Zn SOD
tedy udrzuje zluté télisko funkcéni a progesteron je dale produkovén. Vedle cytosolové Cu,Zn-
SOD zluté telisko produkuje i mitochondrialni Mn-SOD. Bylo zjisténo, Ze na rozdil od Cu,Zn-
SOD, které pii regresi zlutého téliska klesaji, Mn-SOD naopak nartsta. Jako vysvétleni se
nabizi indukce exprese Mn-SOD zanétlivou reakci nebo piitomnosti cytokina (Warner et al.
1996). V regresni fazi se zvysi poCet makrofagu, které produkuji cytokiny, coz vysvétluje
soucasny narust Mn-SOD (Brannstrom et al. 1994). Dulezitymi antioxidanty ve zlutém télisku
jsou B-karoten, vitamin C ¢i vitamin E. B-karoten nejprve chrani vaje¢niky a délohu pted
oxida¢nim poskozenim, a poté udrzuje vhodné prostiedi pro vyvoj embrya V téhotenstvi.
Pfitomnost vitaminu C doprovazi vznik Zlutého téliska a jeho koncentrace klesaji pii luteolyze

(Miszkiel et al.1999).

4.3.2.Role ROS a antioxidanti v endometrialnim cyklu
Ovulaéni cyklus doprovazi jesté endometrialni neboli délozni cyklus, kdy se méni povrchova
vrstva délozni sliznice (endometrium) vlivem ovarialnich hormonti — estrogeny, progesteron
(Kittnar et al. 2020). Progesteron stimuluje decidualizaci endometria, ktera je dulezita pro
naslednou implantaci embrya v piipadé gravidity. Pokud ke gravidité nedojde, zluté télisko
zanika a produkce progesteronu poklesne, je to signal k nekroze a vylouCeni endometria
(Sugino et al. 2007).

Sugino et al. (1996b) prokazal, ze decidualizaci endometria doprovazeji zvysené hladiny
Cu,Zn-SOD a Mn-SOD. Vyssi aktivita Cu,Zn-SOD a Mn-SOD v bunkéach endometridlniho
stromatu byla prokazéana od proliferacni faze do stiedni sekrecni faze. Dale byla aktivita téchto
enzymu prokazana v rané fazi gravidity. Béhem decidualizace se ve stromalnich burnikach zvysi
metabolismus, coz ma za nasledek i zvySeni produkce superoxidového anionu mitochondriemi.

Narast Mn-SOD je nutny, aby touto cestou nevznikl oxidac¢ni stres (Karube-Harada et al. 2001).

Sugino et al. (2004) prokazal, Zze ROS reguluji menstruaci. Po poklesu Cu,Zn-SOD a Mn-
SOD v pozdni sekreéni fazi naopak vlivem poklesu progesteronu vzroste hladina ROS, které

stimuluji tvorbu prostaglandinu F2,. Prostaglandin F2, ma vasokonstrikéni u¢inky, které zptsobi
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nekrozu povrchové vrstvy endometria, ktera se nasledné odlucuje menstruaénim krvacenim

(Baird et al. 1996).

4.3.3.Role ROS a antioxidanti v gravidité a riziko potratu

Nebezpeci oxida¢niho stresu v gravidité prameni ze zvySeni intenzity metabolismu placenty.
Do placenty se také dostava kyslik z krevniho obéhu matky a v placenté tak vznika gradient
rozdilnych parcialnich tlakt (pO2) mezi plodem a télem matky. Béhem prvnich 8 tydnu
gravidity se plod nachazi v hypoxickém prostiedi, a az poté zacne krev matky proudit do
intervilézniho prostoru. Nasledn¢ se zahdjenim proudéni matetské krve do placenty probéhne
reoxygenace. Kyslikové napéti tedy velmi rychle vzroste na konci prvniho trimestru. Tento
narust je rovnéz doprovazen nartistem aktivity antioxida¢nich enzymi. Markerem oxida¢niho
stresu je také pfitomnost heat shock proteinu 70 (HSP 70), ktery je schopny pied oxida¢nim
stresem ochranit proteiny a DNA (Jauniaux et al. 2000).

Syntéza SOD trofoblastem je zahajena az po 11. tydnu gravidity (pocatek druhého
trimestru), do té doby prevence oxidaéniho stresu zavisi pouze na primarn¢ nizkych hladinach
ROS a placentarni antioxida¢ni ochrané. Proto je plod v ranych stadiich gravidity (cca prvni
trimestr) nachylny k oxida¢nimu stresu (Watson et al. 1998). Pokud k oxida¢nimu stresu dojde,
napiiklad z divodu piedCasného proudéni matetské krve do placenty, kdy jesté neni vytvorena
dostate¢na antioxidacni ochrana, mtize dojit ke spontannimu potratu. Hempstock et al. (2003)
srovnali pfitomnost uréitych markert oxida¢niho stresu (heat shock protein 70, N-Tyr zbytky,
peroxidované lipidy) u vzorku tkani ziskané z potracenych plodi a u kontrolnich vzorki.
Nejvyssi mira oxidacniho stresu byla zaznamenana u plodd, u kterych byl potrat prokazan po
méné nez 77 dnech gravidity, tedy v prvnim trimestru. Oxida¢ni stres zpusobuje degeneraci
syncytiotrofoblastu. Pokud je poskozeni tkané rozsahlé, miize dojit k spontdnnimu potratu.
KdyZ nedojde k vétsSimu poskozeni, mize se syncytiotrofoblast regenerovat prostiednictvim
diferenciace cytotrofoblastickych bun¢k a vytvofenim nové vrstvy syncytiotrofoblastu.
V tomto pfipadé¢ muze dojit k tzv. zamlklému potratu, kdy plod odumira, pfestoze placenta
regeneruje a neni spolu s odumielym plodem vypuzena ven z téla. VétSina potratii v raném
stadiu gravidity je spojovana s nedostate¢nou placentarni antioxida¢ni ochranou (Liu et al.
2006).
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Obr. 8: Behem prvniho trimestru je hladina kysliku velmi nizka. Je stimulovana proliferace trofoblastu.
Materska krev jeste neproudi do placenty, nebot ji vtom brani , zdtka“ tvorend extraviloznim
trofoblastem. Zvyseni oxidacniho stresu koresponduje s migraci extravilozniho trofoblastu, ,,zatka* se
uvolni a dochdzi k tvorbé kikii a angiogenezi. Krevni obéh matky zacina byt propojovin s plodem.
(Periera et al. 2015)

ROS nemaji v gravidité¢ pouze negativni vliv, naopak plsobi jako signalni molekuly
a Gcastni se redoxnich reakci. Maji také vazoaktivni G¢inky na placentu, napft. u oxid dusnatého
(NO’) byly prokazany vasodilatacni uc¢inky (Myatt et al. 1991). Iniciuji apoptozu rozpadem
mitochondrii za uvolnéni cytochromu c do cytosolu, kde aktivuje apoptické kaspazy (Cain et
al. 2002). Apoptoza je dilezitym jevem pro spravny priabéh embryogeneze a organogeneze
(Pierce et al. 1991). Béhem implantace embrya je apoptoza zprostiedkovana makrofagy
esencialni pti remodelaci tkani (Abrahams et al. 2004). Makrofagy také plod produkci ROS
a cytokind chrani pted pfipadnymi infekcemi nebo bakteriemi (Singh et al. 2005).

Velmi dulezité ve vyvoji placenty a plodu jsou pravé signalizac¢ni u¢inky ROS. JiZ bylo
zminéno, ze na pocatku gravidity prevladaji hypoxické podminky, které stimuluji proliferaci
trofoblastu, ktery je zakladem pro vznik placenty (viz obr. 8; Caniggia et al. 2000). Hypoxie
také reguluje expresi placentarniho ristového faktoru (PIGF) a vaskularniho endotelového
ristového faktoru (VEGF), pochazejici z trofoblastu, které zajistuji placentarni angiogenezi.
Na konci prvniho trimestru dojde k naristu koncentrace ROS, coz koresponduje s invazi
mimoklkového (extravildézniho) trofoblastu a naslednou angiogenezi (tvorba novych cév; viz

obr. 8). Oxidac¢ni stres muze zpusobit nedostate¢nou vaskularizaci a nasledné poSkozeni az
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zénik plodu, z diitvodu nedostatecné vymény zivin a odpadnich latek mezi matcinou krvi

a plodem (Jauniaux et al. 2000; Pereira et al. 2015).

ROS hraji svou roli 1 pii porodu, kdy nartsta syntéza cytokinit v myometriu a déloznim
Cipku. Neutrofily a makrofagy migruji pravé do téchto tkani, kde zpusobi zanétlivou reakci,
kterou doprovazi tvorba predevSim superoxidového anionu kombinaci hypoxantinu
zvyseni intracelularniho Ca?* v buiikach myometria, které je nutné pro myometrialni kontrakci.
Tésné pted porodem klesd koncentrace progesteronu, a naopak estrogen nartista. Estrogen
podporuje generaci ROS svymi prozanétlivymi t¢inky. ROS a estrogen zptisobuji myometrialni
kontrakce a involuci délohy, tj. zmenseni délohy po porodu (Jenkin a Young 2004).

4.4. Patologie v ovulaci a gravidité spojené s vlivem ROS
Jak jiz bylo popsano v piedchozi kapitole, ROS pisobi v zenské reprodukéni soustavé jako
mediatory riznych reakci a fyziologickych d&ji. Vysoké hladiny ROS mohou ale naopak
uskodit a mohou rozvinout rizné patologie, které ovliviiuji nejen funkcnost reprodukéni
soustavy, ale naptiklad i implantaci a vyvoj embrya, nebot’ mohou zasdhnout do transkripce
modifikaci riznych transkripcnich faktoru ¢i negativné ovlivnit genovou expresi. Oxidacni
stres mize vyustit V rizné nemoci a poruchy reprodukéni soustavy, které mohou souviset

s neplodnosti.

4.4.1. Negativni vliv ROS
Nevyrovnané hladiny ROS a antioxidantli ve folikularni tekutin€ mohou mit negativni vliv na
dozravani oocytl. Folikuldrni tekutina obsahuje rizné typy leukocytii, které produkuji ROS.
Déle sem mohou unikat ROS z granul6znich bunék jako produkt metabolismu steroidnich
hormonti. Zvysena hladina ROS ve folikularni tekutiné mize negativné ovlivnit i oplozeni in
vitro (IVF; Attaran et al. 2000; Oyawoye et al. 2003). Borowiecka et al. (2012) srovnali hladinu
peroxidace lipidii a dalSich markerti oxida¢niho stresu u Zen, kterym se podatilo pomoci IVF
ot€hotnét a Zen, které neotchotnéli. U net€hotnych Zen byla zaznamenédna dvojnasobné vyssi

hladina markert oxida¢niho stresu.

Béhem vyvoje a zrani folikull jsou v ochrané oocytil pred oxidacnim stresem dilezité
nejen antioxidanty obsazené ve folikularni tekuting, ale 1 bariéra tvofena bunikami theca interna,
ktera chrani pfed prinikem ROS z krve do folikulu (Shiotani et al. 1991). Jiz bylo zminéno, Ze

urc¢ita hladina ROS stimuluje dokonceni meidzy a dozravani oocytl. Pokud je ve folikularni
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tekutiné piili§ vysoky obsah SOD, uspé$nost oplozeni klesa, nebot’ oocyty nedozravaji
(Sabatini et al. 1999).

Hlavnim zdrojem ROS v d€loze a vajeénicich jsou leukocyty (Zeller et al. 1987).
Oxidacni stres v peritonedlni tekutiné mize mit téz zavazné dasledky a mize se rozvinout az
v endometridzu (viz dale). Oxidacni stres v souvislosti s endometriézou negativné ovliviiuje i

motilitu spermii, coz mtize zptsobit neplodnost (Mansour et al. 2009).

Negativni vliv oxidaéniho stresu spocivd predevSim v poskozeni DNA. Jeden
z nejvyznamnéjSich  produktd oxidace DNA je 8-oxoguanosin. Zvysené hladiny
8-oxoguanosinu v granuldznich a kumularnich buiikach negativné korelovaly s kvalitou oocyti

a uspesnosti oplozeni (Seino et al. 2002).

4.4.2. Syndrom polycystickych ovarii
Syndrom polycystickych ovarii (PCOS) spociva v hyperandrogenismu (nadmérné vyplavovani
androgentl), naruSeni ovula¢niho a menstrua¢niho cyklu a vzniku polycystickych ovarii.
Onemocnéni Casto doprovazi i problémy s akné, rast ochlupeni na mistech, ktera nejsou pro
zeny obvykla, zvysSeni produktivity inzulinu atd. (Karadeniz et al. 2008). Nemoc je casto
spojovana s obezitou, rezistenci bunék vaci inzulinu & vysokym tlakem. Casto se vedle ni
muZou rozvinout i poruchy kardiovaskularni soustavy ¢i diabetes mellitus 2. typu (Hardiman et

al. 2003; Setji et al. 2006).

Syndrom polycystickych ovarii se vyznacuje mitochondrialnimi poruchami, které vedou
k vysoké produkci ROS. Hyperglykemie indukuje zvySeni produkce ROS mononuklearnimi
bunikami, které aktivuji uvoliiovani TNF-a a nartist zadnétlivého transkripéniho faktoru NF-

kappa B. Vznikly oxidacni stres jesté vice zvySuje rezistenci vici inzulinu (Costello et al. 2007).

Spravny vyvoj oocytl je kriticky pro oplozeni a vyvoj embrya. U pacientek
S diagnostikovanym syndromem polycystickych ovarii, které podstoupily umélé oplodnéni,
byla Gspésnost oplozeni nizka. Kvalitu oocyti ovliviiuje endokrinni prostiedi uvniti folikulu,
pticemz pro PCOS je typickd zvySena hladina testosteronu, kterd naruSuje vyvoj oocytt

(Teissier et al. 2000).

4.4.3. Preeklampsie
Preeklampsie se projevuje vysokym tlakem a proteinurii (vyskyt proteini v moci). Muize se
rozvinout béhem tchotenstvi, a to béhem 20. tydne ¢i pozdé¢ji. Projevuje se fokalnim

vazospazmem (kieCovité zOzeni cév) a naslednou nerovnovdhou mezi vasokonstrikci
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a vasodilataci. Faktory poskozeni vznikaji vlivem nedostate¢ného prokrveni placenty, coz je
pak kritické jak pro vyvoj a rust plodu, tak i pro samotnou matku. Narusena funkce cév

negativné ovliviiuje prokrveni ostatnich organt (Sanchez-Aranguren et al. 2014).

Preeklampsie je v prvnim trimestru spojovana s narusenou invazi trofoblastu. Dusledkem
je nedostate¢na remodelace matefskych spiralnich tepen a nasledny pokles krevniho toku do
placenty, coz negativné ovliviiuje zasobeni plodu kyslikem a zivinami (Lim et al. 1997). Za
ucelem tento nedostatek kompenzovat, a tedy zvysit krevni priatok se v matefském krevnim
ob¢hu, se zvysuje tlak na konci druhého a ve téetim trimestru (Redman 1991). Disledkem jsou
endotelialni a vaskularni poruchy zptsobené zménami v mechanismech, kterymi jsou fizeny
endotelialni bunky. Ischmicko-repefizni poskozeni navic ptispiva zvyseni koncentrace ROS a
vzniku zanétlivych reakci, které maji vliv nejen na placentu a plod, ale i na krevni obéh matky.
Oxidacni stres vyusti v apoptickou kaskadu v trofoblastu a fragmenty bazalni membrany
syncytioblastu se uvoliiuji do matefského krevniho ob&hu, kde spousti imunitni odpovéd’,

kterou doprovazi vznik superoxidového anionu (Meziani et al. 2006).

Oxidacni stres je spojovany se sekreci antiangiogenetickych faktord, napiiklad sFlt-1,
inhibitoru vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF), jenz je zasadni pro tvorbu
a rust novych cév a jejich funk¢nost, a placentarniho ristového faktoru (PIGF). Oba faktory
jsou zasadni pro spravny vyvoj placenty (Murphy et al. 2013). H202 je jednim z ROS, které
pusobi pfimo na cévy jako vasokonstriktor a jehoz hladina je u pacientek trpicich preeklampsii
zvySena. Naopak NO® pusobi protichudné jako vasodilatator, navozuje relaxaci hladkého
svalstva a posiluje krevni ob&éh (Seligman et al. 1994). NO° je syntetizovan NO syntazami
(NOS) a v preeklampsii je hlavnim problémem inhibice endotelialni NO syntazy (eNOS)
prostiednictvim ROS (Farrow et al. 2008). Poklesu NO® pfispiva i nadprodukce superoxidového
anionu (O2"), protoze spolu reaguji za vzniku peroxynitritu (viz kapitola 2.1.). Peroxynitrit
(ONOO) je velmi reaktivni substanci, zptisobuje peroxidaci lipidi, oxidaci DNA a proteind.
Nejcastéjsi je nitrace tyrosinu, kdy vznika 3-nitrotyrosin (Radi 2004). Zvyseny vyskyt 3-
nitrotyrosinu byva cCasty béhem poruch ob&hové soustavy, véetné preeklampsie (Sanchez-
Aranuren et al. 2014). Dale probiha nitrace p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase),
ktera snizuje jeji katalytickou aktivitu, coz mize negativné ovlivnit implantaci a rust plodu
(Webster et al. 2006). Uvazuje se, ze peroxynitrit téz prispiva k naruseni endotelialnich funkci
blokaci tvorby NO'. Nedostatek NO", ktery, jak jiz bylo zminéno, ma vasodilata¢ni ucinky, je

povazovan za klicovy faktor endotelialni dysfunkce a je zodpovédny za hlavni pfiznaky
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preeklampsie — silnou vasokonstrikci a vysoky tlak. Vysoky tlak je kompenzaénim

mechanismem pii nizkém pritoku krve pti vasokonstrikci cév (Matsubara et al. 2010).
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Obr. 9: Mechanismy endotelidlni dysfunkce v preeklampsii. Narusend invaze trofoblastu zpiisobi
remodelaci spiralnich artérii nasledovanou ischemicko-repefiiznim poskozenim a zanétlivou reakci.
Hlavni roli ve vzniklém oxidacnim stresu hraje superoxidovy anion (O2"), ktery pochadzi z ruznych zdroji
(mitochondrie, reakce NADPH oxiddz, xantinoxiddza, leukocyty). Reakci superoxidového anionu (O2")
a NO" vznika peroxinitrit (ONOQ), ktery poskozuje proteiny, DNA, zpuisobuje peroxidaci lipidii a
prispiva k endotelidlni dysfukci (Sanchez-Aranguren et al. 2014).
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Nadprodukce superoxidového anionu (O27), ktery omezuje NO°, je zpusobena
ischemicko-reperfuznim poskozenim a preménou xantindehydrogendzy na xantinoxidazu.
Xantinoxidaza preménuje xantin nebo hypoxantin na kyselinu mocovou za vzniku vedlej$iho
produktu — superoxidového anionu (O2™; viz obr. 9). V placent¢ situaci komplikuje jesté obsah
zeleza, které se pies placentu dostava z krevniho obéhu matky do plodu. Placenta absorpci
zeleza omezuje tim, ze ho bud’ uklada do tkani nebo vraci zpét do krevniho ob&hu matky.
Nebezpec¢i ptitomnost zeleza plyne z Fentonovy reakce, pii které vznikaji potencialné
superoxidového anionu (O2™) jsou NADPH oxidazy. Bylo prokazano, ze v syncytiotrofoblastu
je exprese isoformy NADPH oxidazy NOXI1 =zesilena u pacientek s diagnostikovanou
preeklampsii (Cui et al. 2006).

Pro rozvinuti preeklampsie je zdsadni konec prvniho trimestru. V tomto obdobi
do intervilézniho prostoru, byla antioxida¢ni ochrana dostate¢na. Podavéani antioxidantl
V pozdéjsim obdobi téhotenstvi pacientkam v 1é¢bé preeklampsie nepomohlo (Burton

a Jauniaux 2004; Rumbold et al. 2008).

4.4.4. Gestacni diabetes mellitus
Gestacni diabetes mellitus je celkem b&Znou komplikaci v t€hotenstvi. Spociva v intoleranci
k uhlovodikiim a je diagnostikovan vétSinou okolo 20. tydne t€hotenstvi. Béhem téhotenstvi
klesa citlivost perifernich tkani k inzulinu, coz je zplsobeno nadmérnym vylucovanim
hormonti.  Citlivost tkani k inzulinu koreluje pfedev§im s hladinou humanniho
choriogonadotropinu (hCG), ktera spolu s citlivosti na inzulin klesa na konci prvniho trimestru.
Vznika hyperglykemie a v reakci na ni za¢nou pankreatické beta bunky produkovat jesté vice

inzulinu (Correa et al. 2014).

Pacientkam, kterym byl gestacni diabetes mellitus (GDM) diagnostikovan, hrozi
rozvinuti jesté dalsich patologii napt. hypertenze, preeklampsie (viz kapitola 4.4.3; Shah et al.
2008) c¢i kardiovaskuldrni poruchy. GDM spontdnné mizi b&hem Sestinedéli, avsSak
pravdépodobnost, Ze se v budoucnu rozvine diabetes mellitus druhého typu, se zvySuje (Teede
et al. 2011). Prodélani GDM ma kratkodobé i dlouhodobéjsi dusledky i pro dité. Muze vyustit
Vv makrosomii (tj. vdha novorozence pii porodu vyssi nez 4500 g) zplusobenou vysokou
glykémii, kvali které mize dojit ke komplikacim pii porodu. Novorozenec muze tésné¢ po

porodu trpét hypoglykémii, hypokalcemii ¢i hyperbilirubinemii (Hod et al. 1991). V budoucnu
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muze mit dité vétsi sklony K obezité, muze se u néj rozvinout glukézova intolerance az diabetes

¢i kardiovaskularni poruchy (Silverman et al. 1991).

Oxidaéni stres hraje dulezitou roli v rozvinuti GDM. U pacientek s diagnostikovanym
GDM byla zaznamenana vyssi hladina markerti oxida¢niho stresu jako je xantinoxidaza
amalondialdehyd a zaroven sniZena antioxidac¢ni aktivita (Biri et al. 2006). Oxidacni stres mtze
Vv téle pusobit jako disledek dlouhodobégjsi hyperglykémie, Ktera zptusobuje neenzymatickou
glykaci plazmatickych enzymu (Tames et al. 1992). Vyskyt nitrotyrosinu indikuje pfitomnost
peroxynitritu (ONOQ"), ktery vznika interakci superoxidového anionu (O27) a NO".

4.4.5. Endometrioza
Endometrioza je chronickou, benigni, zanétlivou nemoci, kdy je endometrialni tkan
implantovdna na jiném misté nez v d¢loze. Nej€astéji ve vajeCnicich €i peritonedlni duting.
Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim pro implantaci endometrialni tkan mimo délohu je
retrogradni menstruace, kdy se menstruacni krev dostava do vaje¢niku a do peritonealni dutiny.
Endometrioza se projevuje bolestmi v podbfiisku, dyspareunii, dysmenorheou a mize vést az

k neplodnosti (Macer et al. 2012).

U zen, kterym byla diagnostikovana endometriéza, byl zaznamenan vysSi obsah
zanétlivych cytokini (napf. TNF-a, IL-6). Pro tyto cytokiny je typické, Ze podporuji bunécné
déleni, tvorbu endometrialnich adhezi a angiogenezi. Ektopické endometrialni buriky si tak
vytvaii prostiedi, ve kterém mohou pietrvat (Pizzo et al. 2002). V ektopickych endometrialnich
bunikach je produkce estradiolu, ktery stimuluje proliferaci a spousti zanétlivé reakce, znaéné
vyssi (Hudelist et al. 2007). Naopak ektopické endometrialni buriky nereaguji na progesteron,
ktery G¢inky estradiolu reguluje, z divodu chybé&jiciho progesteronového receptoru (Attia et al.
2000). Produkované cytokiny spusti zanétlivou reakci prostfednictvim makrofagl, které

produkuji ROS a RNS (viz obr. 10; Mier-Cabrena et al. 2011).
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Obr. 10: Vznik ROS pri endometrioze. Leukocyty v peritonedlni tekutiné (PF) produkuji rustové faktory

a cytokiny, které spusti zanétlivou reakci. Vysledkem je tvorba ROS (upraveno podle Agarwal et al.
2017)

Endometrioza souvisi se zvySenym oxida¢nim stresem v peritonealni tekutiné (viz obr.
10). U pacientt, kterym byla diagnostikovana endometridza, miizeme v peritonealni tekuting
najit zvySeny pocet oxidacnich markert. Kromé jiz zminovanych cytokind, které stimuluji
produkci ROS makrofagy, jsou typické zvySené koncentrace malondialdehydu (MDA),
angiogenetické faktory (napt. VEGF) a oxidované LDL castice (Meir-Cabrena et al. 2011;
Rong et al. 2002). Dalsim markerem oxida¢niho stresu jsou heat shock proteiny 70 (HSP70),
které chrani buiiky pted apoptdzou a stimuluji produkei zénétlivych cytokinind a ristovych
faktorti, a tim podporuji proliferaci a rast endometrialni tkané (Khan et al. 2008).
V endometrialnich 1ézich byla také detekovana zvySena exprese transkripéniho faktoru NF-
kappa B, ktery téz podporuje zanétlivé reakce (cytokiny IL-6, TNF-a a IL-B), bunéénou
proliferaci a angiogenezi a zaroven chrani bunky pied apoptozou. NK-kappa B jsou

pravdépodobné aktivovany fragmentaci HSP70 (Chehna-Patel et al. 2011).

Dal8im problémem zplsobenym retrogradni menstruaci je nasledna akumulace zeleza
v endometrialni 1ézich, coz znamena dalsi tvorbu ROS prostiednictvim Fentonovy reakce.
Koncentrace volného Zeleza pozitivné korelovala s peroxidaci lipidil a poSkozeni DNA (vyskyt
8-0x0-2'-deoxyguanosinu), oocytid ¢i embryi (Yamaguchi et al. 2008). Oxidacni stres
Vv peritonealni dutiné ma negativni vliv i na spermie, kde byla také zaznamenana fragmentace
¢i poSkozeni DNA (Mansour et al. 2009). Oxidacni stres je povaZzovan za hlavni faktor snizujici
neplodnost pii endometriéze. Pro otestovani efektu oxida¢niho stresu vyuzili Tamura et al.
(2014) podani agonisty gonadotropin uvoliujictho hormon (GnRHa) pacientkam
s diagnostikovanou endometriozou. Zavérem bylo, Ze UspéSnost implantace embrya
a t€hotenstvi je zna¢né€ vyssi u pacientek, kterym byly podany GnRHa neZz u kontrolni skupiny.
Souladu s ptivodni hypotézou byl u pacientek, kterym byly podany GnRHa, zaznamenam také

pokles markerii oxidaéniho stresu, konkrétné TNF-a. Zmirnéni negativnich vlivli oxida¢niho
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stresu prostiednictvim GnRHa tedy vedlo ke zlepSeni plodnosti a téhotenstvi. Pozitivné muze
pusobit i podani desferoxaminu, ktery absorbuje Zelezo, a tim zmiriiuje tvorbu ROS Fentonovou

reakci (Defrere et al. 2008)

Pacientky s diagnostikovanou endometriozou maji v peritonealni tekutin€é nizsi
koncentrace antioxidant. U zen s rozvinutou endometriézou byl zaznamenan snizeny piijem
vitamind A, C, E, a dale prvki médi a zinku ve srovnani se zdravymi Zenami. ZvySeni piijmu
téchto latek dokaze snizit oxidacni stres, coz bylo pozorovano prostfednictvim snizené

koncentrace markert oxidaéniho stresu (Mier-Cabrera et al. 2009).

4.4.6. Neplodnost spojena s oxida¢énim stresem

Uvazuje se, Ze oxidac¢ni stres a nedostate¢na antioxidacni ochrana, mize zapfti¢init neplodnost
pravé v piipadech, kdy patofyziologicka pfi¢ina neplodnosti nebyla odhalena a jde o tzv.
idiopatickou (nevysvétlenou) neplodnost. Idiopaticka neplodnost je diagnostikovana, pokud se
paru nepodafilo otéhotnét po 12 mésicich pravidelného nechranéného pohlavniho Styku
a zaroveil u Zeny nebyla objevena zadn4a porucha ovulace ¢i hormonalni nerovnovéha a stejné
tak negativni vlivy ze strany muZe byly vylouceny. U parti, které jsou oznafované jako
neplodné, byla diagnostikovana pravé idiopaticka neplodnost v 15 % pifipadd. VéEtsinou se tyka
zen ve starSim reprodukénim véku (Aboulghar et al. 2003; Smith et al. 2003).

Na pfitomnost oxida¢niho stresu u pacientek s diagnostikovanou idiopatickou
neplodnosti poukazuje vyssi hladina malondialdehydu (MDA) — markeru peroxidace lipidd,
a zaroven snizena hladina antioxidantti, napt. glutathionu (GSH) a vitaminu E (Polak et al.
1999; Wang et al. 1997). Klicovou roli v zenském reprodukénim traktu hraje kyselina listova
neboli vitamin B9. Hladina kyseliny ovliviiuje metabolismus homocysteinu konkrétné enzym
5,10-methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR), ktery katalyzuje pfeménu homocysteinu na
methionin. Methionin je dale pfeménén na S-adenosylmethionin, které je donorem methylu pii
methylaci DNA, lipida a proteint (Yamada et al. 2005). Obsah homocysteinu v plazmé tedy
ovlivituje hladina kyseliny listové a pokud je ji nedostatek, nastanou defekty v genech, které
vyusti v nestabilni enzymatickou aktivitu a hyperhomocysteinemii. NaruSeny metabolismus
kyseliny listové ma negativni dusledky pro spravny vyvoj oocytti a endometria (Altmée et al.
2010). Vysoka hladina homocysteinu indukuje produkci ROS prostiednictvim inhibice
antioxida¢nich enzymi jako SOD a GPx (Weiss et al. 2005). Hyperhomocysteinemie je také

spojovana S vyssi netispé$nosti umélého oplodnéni a s potraty (Pacchiarotti et al. 2007).
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Oxidaéni stres mize negativné ovlivnit vyvoj a zrani a nasledn¢ celkovou kvalitu oocytu
a do jisté miry predikuje uspésnost oplozeni (Borowiecka et al. 2012). Attran et al. (2000) ve
své studii zjistil, ze oxidacni stres ve folikularni tekutiné mtize zabranit oplodnéni i pfi in vitro
metodé. Zeny s niz§imi koncentracemi ROS ve folikularni tekutiné maji vétsi Sanci na

uspésnost oplodnéni.

Z pokusu na mysich vyplynulo, ze vystaveni dozravajicich oocytii oxida¢nimu stresu
zpusobuje defekty v organizaci mikrotubuld pii tvorbé déliciho vieténka, a to nasledné naruSuje
rozchod chromozomii vV metafazi II. Nasledné se oocyty s chromozomalnimi abnormalitami
nemohou spravné vyvinout (Choi et al. 2007; Tarin et al. 1996, Amale et al. 2011). Dalsim
problémem je apoptdza oocytu, kterou vyvola uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy, jako
dusledek rozpadu mitochondrii vlivem oxida¢niho stresu (Orrenius et al. 2007). Poskozeni
oocytu volnymi radikaly pii vyvoji se da obejit in vitro dozravanim oocytu, kdy mizeme
médium oSetfit uré¢itou davkou antioxidantli a pedejit tak oxidacnimu stresu (Tareq et al. 2012;
Romero et al. 2020). Nedostatek antioxidantti v peritonealni dutiné a nasledny oxidacni stres
snizuje Sanci na oplozeni omezenim pohyblivosti spermii (Wang et al. 1997). Nasledné¢ ma
vliv na implantaci a ¢asny vyvoj embrya (Guerin et al. 2001). Nékterym negativnim vlivim
oxidacniho stresu se da piedejit zvySenim hladiny antioxidantti prostiednictvim podéavani 1éka.
V nékterych ptipadech 1ze neplodnost obejit metodami umélého oplozeni. Obojim se budu

zabyvat v nésledujicich kapitolach.

5. Lécba neplodnosti pomoci podavani antioxidantii a jejich vyuzZiti
vV metodach umélého oplodnéni
Oxidac¢ni stres je definovan jako nerovnovdha mezi ROS a antioxidanty. Hlavni ukolem
antioxidantt je neutralizace ROS, podrobnéji jsou funkce jednotlivych antioxidanti popsany
Vv kapitole 2.3. ZvySenim antioxidant v krvi mizeme zmirnit oxida¢ni stres. Oralné mizeme
pfijimat pouze neenzymatické antioxidanty, které jsou bud’ pfirodnimi latkami vyskytujici se
V 0vOCi a zelening€ nebo jsou obsazeny v 1écich. Pfikladem neenzymatickych antioxidantt jsou
vitamin C (kyselina askorbova), vitamin E (tokoferol), pyruvat, glutathion, L-karnitin, taurin,

hypotaurin, zinek, selen a p-karoten.
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Obr. ¢. 11: Viiv oxidantii (ROS) a antioxidantii na neplodnost. Oxidacni stres (a) nastava, kdyz
ROS prevazuji nad antioxidanty a miiZe zpusobit neplodnost. Idedlni stav je, kdyz jsou hladiny ROS a
antioxidantii vyrovnané (b). Naopak pokud vyrazné prevazuji antioxidanty (c), miize tato nerovnovaha

také vyustit v neplodnost (Henkel et al. 2019).

Naopak ptfevaha antioxidantti nad ROS mize organismu také uskodit (viz obr. 11). ROS
maji totiz v ur€itém mnoZzstvi, které nepiekracuje antioxidacni kapacitu, vyznam v urcitych
fyziologickych procesech. Vétsinou hraji roli signalnich molekul (viz kapitoly 3.2. a4.3.). Proto
je pri 1é¢bé neplodnosti podavanim antioxidanti dilezité vénovat pozornost i spravnému
davkovani. Nékdy totiz mize pfemira antioxidanti mit naopak prooxidacni ucinky a muze
napachat podobné Skody jako samotny oxidac¢ni stres (Chen et al. 2008; Clément et al. 2001).
V 1écbé neplodnosti, kdy byla pacientim ordln€¢ podavana kombinace vitaminu C a E, B-
karotenu, zinku a selenu, bylo zjisténo, ze konkrétné¢ vitamin C ma schopnost rozrusovat
disulfidové mistky v protaminech (viz kapitola 3.2.), coz zpusobuje dekondenzaci DNA ve
spermiich. Tato skute¢nost muze vést k asymetrické kondenzaci chromozomi, coz mizZe

nasledné vést k potratu (Ménézo et al. 2007).

V piedchozich kapitolach byl popsan vliv oxidaéniho stresu na reprodukéni soustavu.

wrwe

neplodnosti se vyuziva podavani antioxidantd za ucelem snizeni oxida¢niho stresu.

5.1. Lécba neplodnosti antioxidanty u muZzi
Oxidac¢ni stres v reprodukéni soustavé muZe mé negativni vliv hlavné na vyvoj spermii,
u kterych zpusobuje poskozeni ve struktute DNA, snizuji pohyblivost jejich a poskozuji
integritu spermatické membrany (podrobnéji popsano v kapitole 3.3.; Ross et al. 2010).

Neplodni muzi maji ve srovnani se zdravymi muzi snizenou antioxida¢ni kapacitu v spermatu

(Lewis et al. 1997).
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Neenzymatické antioxidanty, jako jsou vitaminy C a E, kyselina listova, zinek, selen,
karnitin ¢i karoteinoidy byly vyuzity jako léky ke snizeni vysokych koncentraci ROS
ve spermatu. Vysoky piijem antioxidantii v potravé mél na spermie pozitivni vliv. Ve srovnani
s muzi, ktefi méli piijem antioxidantl nizsi, se kvalita spermii po pozivani antioxidanti zna¢né

zlepsila (Silver et al. 2005; Young et al. 2008).

5.1.1.Vitamin C
Vitamin C neboli kyselinu askorbovou si lidské télo nevyrabi samo enzymaticky, ale musime
ho pfijimat v potravé. Vitamin C byl ve nalezen v semenné plazmé u zdravych muzi ve vyssi
koncentraci nez u neplodnych muzl, a proto uvazujeme o dilezitosti jeho antioxidac¢nich
vlastnosti. Bylo prokazéno, ze vitamin C ma pfiznivé GCinky na motilitu spermii. Verma
a Kanwar (1998) prokazali, ze inkubace spermii v médiu s ur€itou koncentraci vitaminu C po
urcity ¢as muze zlepsit motilitu spermii. Donnelly et al. (1999) dokazal podobnou metodou
protektivni vliv vitaminu C na sperma. Nedostatek vitaminu C byva také spojovan se zvySenymi
koncentracemi markeru poSkozeni DNA 8-0x0-2'-deoxyguanosinu. Pokud se koncentrace
vitaminu C v semenné plazmé zvysila, koncentrace 8-0x0-2'-deoxyguanosinu naopak poklesla
(Fraga et al. 1991). Orédlni poddvani vitaminu C bylo testovano pfimo na neplodnych
pacientech, ktefi neméli diagnostikovanou zadnou infekéni nemoc nebo varikokélu, ktera by
jim zplsobovala neplodnost. Byla jim diagnostikovdna oligozoospermie, sniZzend motilita
a naruSena morfologie u jist¢ho procenta spermii. Nasledné jim bylo po 2 mésice podavano
2000 mg vitaminu C denné. Po ukonceni 1é¢by se vSechny tii aspekty — motilita, morfologie
a pocet spermii — zlepsily (Akmal et al. 2006). Cast&ji se ale vyuziva spise kombinace vice
ucinnych latek, napf. kombinace vitaminu C a E. Greco et al. (2005a) se podafilo pomoci
oralniho poddvani kombinace vitaminu C a E muzim, diagnostikovanym jako neplodné,
prokézat G¢innost v redukci fragmentace DNA spermii. Na motilitu, morfologii a koncentraci

spermii v ejakulatu v této studii nemé€ly podané vitaminy piiliSny vliv.

5.1.2.Vitamin E
Vitamin E pfedstavuje vlastné celou skupinu latek, které se jinak nazyvaji tokoferoly.
bunéénych membran a proteind pied oxida¢nimi vlivy ROS. Muze ochranit také DNA pted
oxida¢nim poskozenim. Funkce vitaminu E je izce provazana se selenem a t¢innost vitaminu
E Casto zavisi na hladin¢ selenu. Selen je zase Uizce spojen se selen-dependentni glutathion
peroxidazou, dulezitym antioxidacnim enzymemem, ktery zodpovida za dismutaci H202 na

vodu (Brigelius-Flohé a Traber 1999).
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Suleiman et al. (1996) testovali G¢inky oralniho podavani vitaminu E na pacienty trpici
asthenozoospermii (snizenou motilitou spermii). Se snizenou motilitou je casto spojovana
I vyssi koncentrace malondialdehydu (MDA), ktery naznacuje peroxidaci lipidi. Po podavani
vitaminu E po dobu 6 mésict pti davce 300 mg denné byla zaznamendna snizend hladina MDA
a zaroven zlepSena motilita spermii. Podobné G¢inky byly zaznamenany i ve studiich, kde
vyuzili vitamin E v kombinaci se selenem. Nasledné se u pacientii zlepsila i pravdépodobnost

k oplozeni a téhotenstvi (Keskes-Ammar et al. 2003; Moslemi a Tavanbakhsh 2011).

5.1.3.L-karnitin
Bylo prokazano, Ze iniciace motility v nadvarlatech je propojena s nartistem hladiny L-karnitinu
v nadvarleti a zaroven L-acetyl-karnitinu pfimo ve spermiich. L-karnitin zaji$t'uje ptenos acetyl-
CoA do mitochondrie, kde probihaji dalsi reakce (Krebsiiv cyklus, oxida¢ni fosforylace), pii
kterych vznikd ATP nutné k pohybu spermii (Jeulin a Lewin 1996). Micic et al. (2019)
prokazali, Zze L-karnitin mize pomoct pfi 1€c¢bé neplodnosti. Motilita spermii u neplodnych
pacientt se zlepsila po 6 mésicti uzivani 1€k, ktery obsahoval kombinaci L-karnitinu a L-acetyl-
karnitinu. K velmi podobnych vysledkiim vedlo spoustu dal$ich studii s podobnym designem.
Kromé motility se po 1é¢bé casto zlepSila zaroven 1 koncentrace spermii (Lenzi et al. 2003;

Busetto et al. 2018).

5.1.4. Karotenoidy
Karotenoidy vétSinou pracuji provazané s vitaminem E a selenem. V semenné plazmé ma ze
skupiny karotenoidl nejvétsi vliv lykopen, ktery se zde vyskytuje jesté ve vyssi koncentraci
nez B-karoten (Klebanov et al. 1998). Gupta a Kumar (2002) prokazali, ze podavani lykopenu

neplodnym pacientim muze po tfech mésicich zvysit koncentraci spermii a zlep$it motilitu.

5.1.5.Glutathion
Glutathion je velmi duleZitym kofaktorem antioxidacniho enzym glutathionperoxidazy.
Glutathion tzce spolupracuje s vitaminem E a selenem. Nedostatek glutathionu ¢i selenu tak
muze mit za disledek defekty v morfologii spermii (Ursini et al. 1999). Pfi 1é¢bé se vétSinou
podava N-acetyl-L-cystein, ktery je prekurzorem glutathionu. Safarinejad a Safarinejad (2009)
prokazali, Zze po podavani N-acetyl-L-cysteinu a selenu se u spermii neplodnych pacientt

zlepsily vSechny parametry — normalni morfologie, koncentrace a motilita spermii.
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5.1.6. Koenzym Q10
Koenzym Q10 také znamy jako ubichinon zastdva své misto v elektronovém transportnim
fetézci, kde se ucastni dychaciho fetézce. Kromé toho pisobi i antioxida¢n€. V mnoha studiich
byl testovan jeho vliv na kvalitu spermii u neplodnych pacientd. Safarinejad et al. (2012)
prokézali jeho velmi pozitivni uc€inky na vSechny parametry spermii. Po 28tydenni 1é¢bé se
u pacienti zlep$ila morfologie, koncentrace i motilita spermii. Nadjarzadeh et al. (2014)
prokazali, ze podavani koenzymu Q10 ma pozitivni vliv nejen pfimo na kvalitu spermii, ale
ina koncentraci dal$ich antioxida¢nich enzymti. Ukézalo se, Ze po tfiméesicni 1€¢bé se u pacientii

zvysily hladiny kataldzy a superoxiddismutazy (SOD).

5.1.7. Kombinovana lé¢ba
Mnohem ¢astéji je uplatiiovana 1é¢ba, ktera kombinuje vice antioxidantd. Nékteré kombinace
jsou vyhodnéjsi nez podavani antioxidant samostatné, jelikoz plisobi synergisticky. Napftiklad
velmi ¢astou kombinaci je vitamin E a selen. Moslemi a Tavanbakhsh (2011) zjistili, ze
kombinace vitaminu E a selenu ma pozitivni vliv zlepSeni motility spermii
u asthezoospermickych pacienti. U studie, kde bylo kombinovano 5 rdaznych latek
s antioxida¢nimi u¢inky (vitaminy A, C a E, zinek a N-acetyl-L-cystein), se oligospermickym
pacientiim zvysila koncentrace spermii v ejakulatu az 20x oproti kontrolni skupiné. Na jiné
parametry ale lécba neméla vliv a nevzrostl ani pocet t€hotenstvi béhem 12 mésicli po ukonceni
1écby (Galatioto et al. 2008). V kombinaci, kde dominoval hlavné zinek, ktery byl podavan
spole¢né s vitaminy C a E, bylo zaznamenano zlepSeni hlavné co se ty¢e koncentrace markert
oxida¢niho stresu (TNF-a, MDA) a fragmentace DNA, nebot’ poddvani zinku podporuje
expresi Cu,Zn-SOD. Vitaminy E a C maji téz protektivni vliv na DNA (Omu et al. 2008).
V nékterych studiich se pokusili skombinovat mnohem vice antioxidantd. Arafa et al. (2020)
pouzili kombinaci L-karnitinu, L-acetyl-karnitinu, N-acetyl-cysteinu, koenzymu Q10, selenu,
vitaminu C, vitaminu E a lykopenu k 1é¢bé pacientt, ktefi byli diagnostikovani jako neplodni.
U pacient se po tiimésicni 1€cbé zlepsila koncentrace, motilita i morfologie spermii a snizila

se fragmentace DNA.

5.2. Lécba neplodnosti pomoci antioxidantii u Zeny
Podani antioxidantl mize urcité redukovat oxidac¢ni stres v reprodukénich organech, ale nikdy
neni jisté, zda se zvysi Sance ot¢hotnét. NavySeni ordlniho pfijmu antioxidanti mize mit byt
soucasti 1écby riznych onemocnéni reprodukéniho traktu, které doprovazi oxidacni stres,

naptiklad endometriozy ¢i syndromu polycystickych ovarii.
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5.2.1.Lécba endometriozy
Pti endometriéze vznikd oxidacni stres kvili velké zanétlivé reakci. ZvysSuje se pocet
makrofagl, ktefi produkuji ROS a zaroven je u zen trpicich endometriézou zaznamendna
snizena hladina antioxidantd (Mier-Cabrera et al. 2011; Szczepanska et al. 2003). Neplodnosti,
ktera mize doprovazet endometriozu, prispiva vice faktorti, ale ROS jsou pravdépodobné tim
folikul (Cahill et al. 1997). Negativn¢ ovliviuji kvalitu oocytu a embrya a komplikuji
implantaci embrya, coz se negativné odrazi na vysledcich in vitro oplodnéni (IVF; Kao et al.

2003; Garrido et al. 2000).

Mier-Cabrera et al. (2009) srovnali koncentrace antioxidanti mezi pacientkami
s endometriozou a zdravymi pacientkami a ukazalo se, ze pacientky s diagnostikovanou
endometri6zou maji hladiny antioxidant mnohem nizsi, coz pfispiva zvySenému oxidacnimu
stresu. Nasledné témto pacientkdch podéavali kombinaci vitaminu A, C a E po dva mésice.
Ukazalo se, Ze se oxidacéni stres vlivem antioxidantii snizil. Durak et al. (2013) prokazal, ze po
podavani vitaminu C se snizila koncentrace NK bunék (natural killer cells) a nasledné se i
zmensila velikost endometrialnich cyst. Santanam et al. (2013) ve své studii podavali
pacientkam s diagnostikovanou endometri6zou kombinaci vitaminu C a E po dobu 8 tydnu. Na
konci 1écby bylo u necelé poloviny pacientek zaznamendno zmirnéni bolesti v panevni oblasti.
Po zméfeni markerd zanétlivé reakce (interleukiny, T-lymfocyty atd.) v peritonealni tekutiné
bylo zjisténo, Ze jejich koncentrace jsou po 1é¢bé znaéné nizsi. Podobné na mediatory zanétlivé
reakce (IL-6, TNF-a, prostaglandin E2) plsobi podavani omega-3 mastnych kyselin, které
jejich koncentraci snizuji. U pacientii se téZ sniZila mira bolest v panevni oblasti. Proto je
vyplaveni zanétlivych mediatori davano ¢asto do souvislosti s bolestmi v panevni oblasti

(Novembri et al. 2011).

Podavani antioxidantl pii 1é¢bé endometridzy slouzi spiSe k prevenci, zabranuje vétSimu
rozvoji nemoci, dokdze snizit zanétlivou reakci v reprodukénim traktu, a tim padem redukuje
oxida¢ni stres. Antioxidanty také pomahaji ke zmirnéni bolesti v pdnevni oblasti, které
endometriozu doprovazeji. V zadné ze studii nebyl zatim prokazan piimy vliv antioxidantli na

1é¢bu neplodnosti v souvislosti s endometridzou.

54



5.2.2.Lécba syndromu polycystickych ovarii
Syndrom polycystickych ovarii (PCOS) je hormonalni porucha, ktera se vyznacuje
hyperandrogenismem, tzn. nadprodukci testosteronu. Dale mize souviset s obezitou, diatebes
mellitus nebo se mizou vedle PCOS rozvinout jesté kardiovaskularni poruchy. Neplodnost jako
soucast PCOS je zplsobena piedevsim hyperandrogenismem, kdy hormonalni nerovnovaha
narusuje ovula¢ni a menstruaéni cyklus a zpasobuje hyperinzulinaci. Naruseny je vyvoj

folikulti nasledné vede k neplodnosti (Goodarzi et al. 2011).

Bylo zjisténo, Ze u pacientek trpicich PCOS velmi zlepSuje ovulaci a zvySuje
pravdépodobnost otéhotnéni podavani L-karnitinu. Zleps$il se také metabolismus lipidi a
glukozy, coz vedlo ke snizeni hmotnosti u pacientek (Ismail et al. 2014). Samimi et al. (2016)
zaznamenal po 12 tydnech podavani L-karnitinu snizeni vahy pacientek a zaroven snizeni
glukézy v krvi, avSak 1é¢ba neovlivnila metabolismus lipidl a tvorbu testosteronu. Kalhori et
al. (2019) se podarilo prokazat dokonce i pokles koncentraci testosteronu, IL-6, MDA a TNF-
o u mysi, které mely ptiznaky podobné PCOS.

N-acetyl-L-cystein (NAC) byl v mnoha studiich vyuzit jako prostfedek pro zlepSeni
podminek pii PCOS. NAC byl ve vice studiich pouzit jako adjuvans spole¢né s klomifen
citratem, ktery se vyuziva k vyvolani ovulace u pacientek s PCOS. Studie se shodovaly
v t¢incich NAC na redukei insulinové rezistence a hladiny glukézy v krvi (Fulghesu et al.
2002; Gayatri et al. 2010; Javanmanesh et al. 2016). Bylo také prokazano, ze NAC mize mit
pozitivni vliv na vyvolani ovulace a pravdépodobnost otéhotnéni (Maged et al. 2015; Nemati

et al. 2017).

Folat neboli kyselina listova (vitamin B9), jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.4.6.,
ovliviiuje  hladinu  homocysteinu v krvi. Nadmérna hladina homocysteinu v Krvi
(hyperhomocysteinemie) je cCasto spojovana s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi, které
doprovazeji PCOS (Grodnitskaya a Kurtser 2012). Bylo prokazano, ze podavani kyseliny
listové pomaha redukovat faktory zanétlivych reakci a markery oxidac¢niho stresu (Bahmani et
al. 2014). Asemi et al. (2014) prokazali, Ze podavanim folatu se mize snizit rezistence vuci

insulinu, a tim padem i koncentrace glukozy.
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5.3. Vyuziti antioxidantii v metodach umélého oplodnéni
Antioxidant se také vyuziva v technologiich asistované reprodukce pro snizeni oxida¢niho

L4

stresu a vytvoreni ptiznivéjsich podminek pro oplodnéni. Pti technikach asistované reprodukce
se gamety dostavaji mimo pfirozené prostiedi, proto je vhodné vytvofit pro né co nejpiiznivejsi
um¢lé prostiedi, kde bude oxidacni stres regulovan, aby nebyly poskozeny. Antioxidanti se
muze vyuzit i jako 1€k, které jsou pacientim podavany ordlné, a tim se mize zlepsit kvalita

gamet a zvysit Sance na uspesné oplozeni.

5.3.1. Zdroje oxidac¢niho stresu v technikach asistované reprodukce
Pfi manipulaci s gametami v ramci asistované reprodukce mize vznikat oxidacni stres, jednak
z divodu odebrani gamet z pfirozeného prostiedi, kde je zajiSténa antioxidacni ochrana,
a jednak z divodu exogennich zdroji ROS. Vystaveni gamet viditelnému zafeni mize zvysit
tvorbu ROS. Takenaka et al. (2007) testovali u¢inky viditelného zafeni na mysich a kiec¢ich
oocytech a ukazalo se, ze lepsi vyvoj zygoty nasledoval u téch, které nebyly vystaveny zafeni.
Li et al. (2015) zjistili, Ze mira poSkozeni koreluje s ¢asem, po ktery byly oocyty svétlu
vystaveny. Problematické je téz hyperoxické in vitro prostiedi. Kasterstein et at. (2013)
potvrdili, ze v média se zvySenym pO2 maji na gamety a embrya negativni vliv. Inkubace
embryi v prostiedi s niz8i koncentraci Oz (mezi 5 a 7 %) méla pfiznivy vliv na vyvoj embryi
(Rinaudo et al. 2006; Kitagawa et al. 2004). Jako velmi problematicky se jevi obsah Zeleza nebo
médi v médiu, z divodu Fentonovy reakci, pii které vznikd velmi Skodlivy hydroxylovy
radikal, proto se kromé¢ antioxidanti vyplati do média ptidavat i chelaty (Orsi et al. 2001).
DalSim problémem jsou zmény teplot a s tim souvisejici i zmény pH, které ovliviiuji buné¢nou
homeostazu a mohou narusit metabolismus (syntézu proteinti, funkci mitochondrii
a cytoskeletu). Hlavni roli hraje koncentrace vodikovych iontt (H"), ktera miize naru$it motilitu
spermii, zrani oocytl a pozdé€jsi vyvoj embrya (Will et al. 2011). Teplota miZze byt zvySena
prostiednictvim centrifugace, kterd se bézné provadi pii oddélovani spermii od zbytku semenné
plazmy. Ukézalo se, Ze mira poSkozeni je zavisla na Case a rychlosti centrifugace (Shekarriz et
al. 1995). Dalsim tskalim je kryoprezervace, kdy jsou gamety zna¢né oslabeny a muze byt
narusena jejich struktura a integrita. Pti vzniku oxidacniho stresu maji naptiklad spermie po

rozmrazeni poSkozené DNA a snizenou motilitu (Thomson et al. 2009; Zribi et al. 2010).

Je tedy nutné hladinu oxida¢niho stresu regulovat pomoci pfidani antioxidanti.
Antioxidanty jsou nejcastéji pfidavany do média, ve kterém jsou odebrané spermie uchovavany

nebo pouzivaji jako kryoprotektiva pii zmrazovani gamet. Ne¢kdy mizou byt podavany oralné
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urCity Cas pred provedenim zakroku, aby se zlepSila kvalita gamet a zvySila se tam

pravdépodobnost poceti.

5.3.2. Vyuziti antioxidant pro zlepSeni parametri spermii pri technikach
asistované reprodukce

Pro zvyseni uspésnosti umélého oplodnéni je dilezité redukovat faktory, které zptsobuji
oxidacni stres a znevyhodiiuji tak spermie a snizuji jejich potencial pro oplodnéni. Z pokusii na
zvitatech bylo prokazano, ze pokud jsou spermie b&hem inkubace vystaveny faktorim
oxida¢niho stresu, uspéSnost metod asistované reprodukce se snizuje. Bittner et al. (2018)
pozorovali uc¢inky H202 na spermie skotu pii inkubaci a nasledné¢ zaznamenali vy$$i miru
poskozeni DNA embrya a opozdéni jeho vyvoje. Li et al. (2020) zase testovali ucinky
kryoprezervace na mysi sperma a nasledné pozorovali poskozeni DNA, které zna¢né omezilo
az znemoznilo oplozeni. Deng et al. (2019) srovnali pomoci meta-analyzy vliv indexu
fragmentace DNA (DFI) spermii na uspéSnost asistované reprodukce. Vysoké DFI mélo

negativni vliv na kvalitu embrya a $anci otéhotnét.

Mezi antioxidanty, které jsou ptidavany do média, ve kterém jsou spermie uchovavany,
patii naptiklad kataldza. Pfidani katalazy redukuje fragmentaci DNA spermii a usnadiiuje
prabéh akrozomové reakce (Chi et al. 2008). Pti kryoprezervaci se vice osvéd¢ilo ptidani
kombinace katalazy a SOD nez piidani pouze jednoho z enzymi. Kombinace téchto enzymu
chrani plazmatickou membranu pfed peroxidaci a zajiStuje jim lepSi motilitu a viabilitu po
rozmrazeni (Rossi et al. 2001). Eidan (2016) zkoumal u¢inky dvou riznych kombinaci na byci
sperma pii kryoprezervaci. U jedné skupiny pouzil kombinaci vitaminu C a katalazy a u druhé
vitaminu C a redukovaného glutathionu. V obou skupinéch bylo pozorovdno znacné zlepSeni
motility a viability spermii a integrity cytoplazmatické membrany a akrosomu. U kombinace

vitaminu C a katalazy se také sniZily koncentrace markeru oxida¢niho stresu MDA.

O vitaminu C se mluvi, jako o antioxidantu, ktery chrani hlavné cytoplazmatickou
membranu pied oxidaénim poSkozenim a brani tvorbé hydroxylového radikalu, ktery poskozuje
proteiny a mastné kyseliny ve véts$i mife nez ostatni volné radikaly. Sam o sobé miize byt velmi
ucinny. Jiz bylo zminéno v kapitole 5.1.1., Ze i jeho oralni podavani pacientim muze zlepsit
parametry spermii a plodnost. Oralni podadvani miize byt zahdjeno pied asistovanou reprodukci
a zvysit Sance na jeji uspésnost. Vitamin C se Castéji podava v kombinaci s dal§imi latkami.
Greco et al. (2005b) podavali kombinaci vitaminu C a E (1 g vitaminu C a 1 g vitaminu E
denn¢) po dobu dvou mésict. Vybrali si pacienty, ktefi méli zvysené procento fragmentovaného

DNA a pokus oplodnéni metodou ICSI byl u nich netispésny. Po 1€€b¢ u nich byla zaznamenana
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vy$8i mira t€¢hotenstvi a Gspés$né implantace. Pozitivni vysledky mélo i pfidani vitaminu C do
média pti kryoprezervaci spermii, které redukovalo fragmentaci DNA (Branco et al. 2010)
a zlepS$ilo motilitu spermii po rozmrazeni (Jenkins et al. 2011). Kombinace kataldzy a vitaminu

C jako kryprotektivum se také osvédcila pii prevenci oxidacniho posSkozeni (Li et al. 2010).

Orélni podavani vitaminu E Vv n¢kolika studiich zlepsilo ¢etnost uspésnych IVF zakrokt
(Kessopoulou et al. 1995; Geva et al. 1996; Matorras et al. 2020). Pozitivni vliv vitaminu E na
sperma spociva v ochrané¢ membran pied oxidacnim poskozenim a zachovani motility, ktera
zvySuje Sanci oplozeni (Suleiman et al. 1996). Vitaminu E se taky vyuziva jako kryoprotektiva
k ochrané zmrazenych spermii pted oxida¢nim stresem, ktery by mohl nasledné poskodit jejich
motilitu. Taylor et al. (2009) prokazal, ze u vzorki, kde byl ptidan vitamin E, byla motilita po
rozmrazeni vyrazné¢ zlepSena oproti vzorklim, kde vitamin E ptfiddn nebyl. Fragmentace DNA

vsak ovlivnéna nebyla.

Nékolik studii testovalo ucinky oralniho podavani kombinace zinku, D-aspartitu
a koenzymu Q10 na kvalitu spermii. Ukazalo se, ze tato kombinace chrani spermie pied
fragmentaci DNA a peroxidaci lipida a nasledné zlepsuje vysledky IVF (Talevi et al. 2013;
Gualtieri et al. 2014). Giacone et al. (2017) zkouseli pouzit stejnou kombinaci latek i pro
inkubaci spermii. U inkubovanych spermii byla zaznamenana zlepSend motilita a sniZena

peroxidace lipidl a fragmentace DNA.

Jako nejvyhodnéjsi se jevi oralni podavani kombinaci vice antioxidant. Testovan byl
napiiklad 1ék Fertilovit, ktery obsahoval vitaminy C a E, kyselinu listovou, zinek, selen, N-
acetyl-L-cystein, L-karnitin, citrulin, redukovany glutathion, lykopen a koenzym Q10. Po 1é¢bé
byla zaznamendna zvySend motilita, koncentrace a celkovd kvalita spermii, coZ zvySuje
pravdépodobnost poceti pomoci IVF (Wirleitner et al. 2012). Podobné byl hodnocen i I¢k
Fertimax2, obsahujici vitaminy C a E, zinek, selen, L-karnitin, kyselinu listovou a koenzym
Q10 (Kacem et al. 2014).

Samotného L-karnitinu se také uziva jako kryoprotektiva. Banihani et al. (2014)
zaznamenali u spermii zlepSeni motility, viability a redukci oxida¢niho poskozeni DNA. Jako
kryoprotektivum se osveédcCil 1 koenzym Q10, jehoZ pfidani do média prokazatelné sniZilo
oxida¢ni poskozeni DNA a lipidd (Yousefian et al. 2018). V mnoha studiich byl zjistén
pozitivni vliv melatoninu jako kryprotektiva. Po pfidani melatoninu byla u spermii zlepSena

motilita a viabilita (Deng et al. 2017) a oxidacni poskozeni DNA bylo snizeno (Succu et al.
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2011). Téz bylo prokazano, ze pritomnost melatoninu stimuluje aktivitu antioxida¢nich enzymu
jako je SOD, katalaza a GPx (Deng et al. 2017; Appiah et al. 2019).

5.3.3. Vyuziti antioxidanti pro zlepSeni kvality oocyti, in vitro dozravani oocyti
a prizpisobeni kultivaéniho média Vv in vitro oplodnéni

U pacientek s diagnostikovanou idiopatickou neplodnosti a po neuspésné asistované reprodukci
se vyuziva lécba podavanim antioxidantl pro zmirnéni oxidac¢niho stresu v téle a zlepSeni
kvality oocytl. V piipadech, kdy 1é¢ba nepomaha se miize ptistoupit na metodu dozrani oocytu
in vitro. Dilezita je redoxni rovnovaha v kultivaénim médiu, ve kterém jsou oocyty inkubovany
a nasledné oplodnovany. Slozeni kultivaéniho média ma tak vliv i na ¢asny vyvoj embrya, nez

je implantovano do délohy.

Nejjednodussi cestou za zvySenim pravdépodobnosti otéhotnéni je oralni podavéni
antioxidantti pacientkdm. Toho se vyuziva i v technikach asistované reprodukce. Ve zvyseni
uspésnosti in vitro oplodnéni se uplatnilo oralni podavani vitaminu C (Crha et al. 2003). Jiné
studie, ve kterych pacientkam také podavali vitaminy C nebo E vSak tvrdi, Ze mira uspé$nych

oplodnéni se pfilis nezvysila (Cicek et al. 2012; Griesinger et al. 2002).

Po oralnim podéavani kombinace myo-inositolu a kyseliny listové se snizil pocet
nedozralych oocytti u zen trpicich PCOS, coz zlepsilo podminky pii odebrani oocyta (Ciotta et
al. 2011). Canosa et al. (2020) testovali stejnou kombinaci u obéznich pacientek, které vsak
netrpéli PCOS, presto dosli k podobnym zavérim — oralni podavani kombinace myo-inositolu
a kyseliny listové ma piiznivé Géinky na kvalitu oocytu a zvys$uje Gsp&snost IVF. Uinek této
kombinace na pozitivni vysledky IVF mize byt jesté¢ vice umocnén pfidanim vitaminu D3

(Bezerra Espinola et al. 2021).

Inkubace v médiu s antioxidanty se uplatfiuje pfi spoleéné kultivaci spermie a oocytu
a nasledném ¢asném vyvoji embryi, nez jsou zavedeny do délohy. Na kvalitu embryi a ¢asny
vyvoj blastocysty ma pozitivni vliv pfidani vitaminu C a E do inkuba¢niho média (Wang et al.
2002). Olson a Seidel (2000) vyhodnotili, ze samotny vitamin E mél dokonce lepsi vliv na
vyvoj blastocysty neZ kombinace vitaminu C a E. Tareq et al. (2012) testovali U¢inky
kombinace selenu a vitaminu E na prasecich oocytech a zaznamenali zlepSené dozravani oocyti
a zvyseny pocet uspésné oplozenych oocyti. Abdelrazik et al. (2009) testovali vliv L-karnitinu
na mysi embrya a ukézalo se, Ze L-karnitin chrani embrya pied oxida¢nim poSkozenim DNA

i po piidani H20». L-karnitin ma tedy zjevny pozitivni vliv na rany vyvoj embrya.
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Dulezitym antioxidantem obsazenym ve folikularni tekutiné, kde zajistuje dozravani
oocytl, je melatonin. Manjunatha et al. (2009) pfidali melatonin v kombinaci s taurinem do
média s buvolimi oocyty a embryi. In vitro produkce embryi byla nejvyssi pti kombinaci obou
latek, vEtsi vliv mél vSak melatonin. Melatonin byva také vyuzivan v in vitro dozravani oocytu
piidanim do kultivacniho média. Tato metoda je vyuZzivana u pacientek, které trpi PCOS.
Melatonin u téchto pacientek zvySuje moznost dozrani oocytu a uspéSnost oplodnéni
a implantace embrya (Kim et al. 2013). Espino et al. (2019) podavali pacientkam s idiopatickou
neplodnosti melatonin oralné a téz zaznamenali zlepSeni kvality oocyti a zvySeni
pravdépodobnosti ot¢hotnéni. V in vitro dozravani oocyti pochazejicich z folikularni tekutiny
s nizkou koncentraci antioxidantd se uplatnilo i pfidani koenzymu Q10 do kultiva¢niho média

(Romero et al. 2020).
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Zavér
Volné radikaly zastdvaji velmi dulezité funkce v obou reprodukénich soustavach, samci
i samici. Hraji dulezitou roli ve vyvoji gamet. U spermii se uplatiiuji v kondenzaci chromatinu,
kdy umoziuji tvorbu disulfidovych mistkii v protaminech, které DNA chrani. Dale se jako
signalni molekuly podili na kapacitaci, hyperaktivaci a akrosomové reakci. Zajistuji také
ptizptsobeni fluidity membrany spermie pro snadnou flzi s membranou oocytu. Bez
piitomnosti volnych radikalu by k oplozeni viibec nemohlo dojit. Pfi vyvoji oocytl se volné
radikaly podili na opétovném nastartovani meidzy a dozrani oocytu, ale také na fizené apoptoze
(atrézii) folikull, které nepokracuji do ovulace. Volné radikély se pravdépodobné podili na
nastartovani ovulace stimulaci proteolytickych enzymt, které zptisobi prasknuti folikulu
a uvolnéni oocytu. Koncentrace volnych radikalt uizce souvisi s metabolismem zlutého téliska
a cilené zvySeni jejich koncentrace zajist'uje luteolyzu (rozpad Zlutého téliska). Naopak pokud
jsou koncentrace volnych radikali snizovany, je to signal, Zze doSlo k oplozeni vajicka
a gravidité. Volné radikaly hraji roli i v endometridlnim cyklu. Jejich koncentrace ovliviiuje
Vv proliferacni fazi decidualizaci endometria a v ischemické fazi zajistuje nekrozu povrchové
vrstvy endometria. Volné radikaly maji signalizacni funkci i béhem gravidity naptiklad
v regulaci tvorby placenty a angiogenezi. Pii porodu se pak podileji na myometrialnich
kontrakcich. V neposledni fadé€ jsou dulezitou soucasti imunitnich reakci, které maji vyznam

nejen pro reprodukéni soustavu, ale i pro cely organismus.

Jelikoz jsou volné radikaly velmi reaktivnimi molekuly, dokazou jejich vysokeé
koncentrace organismu uskodit. Proto musi byt v téle dostatecnd koncentrace antioxidant,
ktera pusobeni volnych radikalti reguluje a chrani organismus pted vznikem oxida¢niho stresu.
V reprodukéni soustavé je velmi dilezitd pfitomnost antioxidantl v semenné plazmé
a ve folikularni a peritonealni tekutiné, aby ochranila spermie a oocyty pfed poskozenim
volnymi radikaly. U spermii je zasadni poskozeni motility dusledkem oxida¢nich modifikaci
proteint, které jsou diileZité pro hyperaktivaci spermii a tvorbu ATP, kterd je pro pohyb spermii
zasadni. Dal§im problémem je indukce apoptézy oxidacnim stresem, kterd ma za nasledek
nizkou koncentraci spermii v semenné plazmé. Volné radikaly dokazou velice rychle poSkodit
ruzné molekuly. U spermii je zasadni poSkozeni cytoplazmatické membrany peroxidaci lipidi,
ktera méni jeji fluiditu a mizZe znemoznit fizi spermie s membranou oocytu. Nejzasadnéj$im
problémem, ktery postihuje nejen spermie a oocyty, ale i vzniklé embryo, je oxida¢ni poskozeni

DNA, které ve vSech pifipadech znemozni dal$i vyvoj. Nespravna koncentrace volnych radikalt
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muze inhibovat ovulaci a narusit metabolismus steroidnich hormont, které vyvoj oocyti

a ovulaci ridi.

Oxidac¢ni stres je spojovany s ruznymi patologiemi reprodukéniho traktu. Doprovazi
varikokélu, syndrom polycystickych ovarii, endometriézu ¢i preeklampsii. Z divodu naruseni
Vyvoje gamet a vytvoreni neptiznivého prostiedi pro oplozeni je oxidacni stres povazovan za
faktor neplodnosti. Proto se v soucasné dobé 1é¢ba téchto patologii spojenych s oxidacnim
stresem soustfed’uje na antioxidanty. V mnoha studiich bylo prokazano, Ze oralnim podavanim
antioxidantt jako je vitamin C a E, L-karnitin, karotenoidy, koenzym Q10, kyselina listova,
melatonin nebo prvki selenu a zinku, které podporuji antioxida¢ni reakce, mizeme docilit
zmirnéni oxida¢niho stresu. Podavani antioxidanti muzim, ktefi maji snizenou plodnost nebo
jsou dokonce neplodni, mize zlepSit parametry spermii jako je motilita, normalni morfologie
a koncentrace v ejakulatu. Pravdépodobnost oplodnéni se se zlepSenim téchto parametrt
zvySuje. U Zen je 1é¢ba o néco slozit¢jsi a podavani antioxidantli nemusi zajistit plodnost.
Uplatnilo se vsak pii ¢astecné 1é¢bé endometridzy, kdy antioxidanty zmirnily zanétlivé reakce,
a tim padem 1 bolest, kterou pacientky zazivaly. U syndromu polycystickych ovarii se téz
zmirnily zanétlivé reakce a zlepSila se citlivost na inzulin, kterou tato nemoc narusuje.

Pacientky vsak byly stale neschopné oté¢hotnét.

Ve vétsina piipadl neplodnosti se pfistupuje na rizné metody asistované reprodukce.
Pokud ovSem gamety vyjmeme zjejich pfirozeného prostfedi, hrozi jim oxidacni stres
zpusobeny naptiklad vystavenim svétlu, zménou teploty nebo vlivem pH a sloZeni kultiva¢niho
média. V souCasné dobé se proto vyuziva antioxidantl pfidanim do kultivaéniho média.
Antioxidanty jako je katalaza, glutathion, SOD, vitamin C a E, L-karnitin nebo melatonin chrani
Vv kultiva¢nim médiu gamety a nasledné¢ vzniklé embryo pfed oxidacnim stresem, ktery by mohl
poskodit jejich DNA a znemoznit dalSi vyvoj. Pii naruSeném dozravani oocytu se muZe
piistoupit na dozrani oocytd in vitro, kdy se kultiva¢niho média také ptidavaji antioxidanty,
které zajisti jeho spravny vyvoj. Antioxidanty jsou vyuzivany jako kryoprotektiva. V této
oblasti se velmi dobfe uplatnily vitamin C a E, koeznym Q10 a L-karnitin, které dokazou
ochranit DNA gamet pifed fragmentaci. V neposledni fad€¢ se jako soucast asistované
reprodukce vyuziva antioxidantl jako 1€ki. Mohou byt podavany oraln¢ pred zakrokem, aby se

co nejvice zlepSily parametry spermii a oocytil a Sance na uspeésné oplodnéni se zvysila.

Volné radikaly a antioxidanty jsou velmi dtleZitou a neodmyslitelnou soucasti funkéniho
zdravého metabolismu. Jelikoz G¢inky volnych radikali mohou byt ve vyssich koncentraci
velmi zradné a mohou rozvinout riizné patologie, télo je musi udrZzovat ve spravné hladiné
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pomoci antioxidanti. Velka zodpovédnost je ale také na nas samotnych. Oxidacnimu stresu Se
dé predchézet zdravym zivotnim stylem a pfijimanim dostatku antioxidantl v potravé. Naopak
konzumace alkoholu nebo koufeni mize oxidacni stres vyvolat. Oxida¢ni stres mlize mit na

nasSe t¢lo neblahé nésledky a miize zmafit Zivot nejen ndm, ale i naSim potencialnim potomktm.
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