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ANOTACE

Diplomova prace byla zamétena na problematiku prvkové analyzy muzského ejakulatu
pomoci metod TOF-ICP-MS a AAS. Pozornost byla vénovdna rovnéZz problematice
mikrovinného rozkladu uvedenych typt vzorkd. Data ziskana analyzou 32 realnych vzorku byla
statisticky zpracovadna za vyuziti nastroji jednorozmérné a vicerozmérné statistické analyzy
s cilem nalezeni vnitinich vazeb a moznych souvislosti mezi prvkovym slozenim a muzskou
plodnosti. Spravnost metody byla ovéfena pomoci certifikovaného referencniho materialu

moci.
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TITLE

Multielement analysis of male ejaculate by TOF-ICP-MS and the effect of elemental

composition ejaculate on male fertility.

ANNOTATION

The diploma thesis was focused on elemental analysis of male ejaculate by AAS and
TOF-ICP-MS methods. Microwave-assisted digestion was employed for sample
decomposition. Data obtained by analyzing a total of 32 samples were processed using one-
dimensional and multivariate statistical analysis tools. The effect of elemental composition on
male fertility was studied. The accuracy of the method was verified by certified referenced urine

sample.
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1 Uvod

Je az alarmujici, kolik par v dnesni dobé vyhledava pomoc Vv centrech asistované
reprodukce s problémem poceti [1, 2]. Za poslednich 50 let klesla koncentrace spermii u muzt
v Evrop¢ dle dat publikovanych v souhrnném odborném ¢lanku 0 neskutecnych vice nez 30 %
[3]. V celosvétovém méfitku doslo k masivnimu sniZeni koncentrace spermii U muzi o vice
jak 55 % za poslednich 35 let. Vyznamné snizeni koncentrace spermii bylo v Evropé€, Severni
Americe, Asii a Africe, naopak rostouci trend koncentrace spermii byl prokazan v Australii [4].
Musime se na tento ukazatel divat jako na kriticky prognosticky faktor do budoucna.
V soucasné dob¢ maji problém s neplodnosti nejéastéji muzi ve véku 20 — 30 let [1, 2]. Faktora
ovliviiujici muzskou plodnost je hned nékolik, patii mezi né — vék, strava, dopliky stravy, vaha,
fyzicka aktivita ve volném case, koufeni cigaret, konzumace alkoholickych napoju a kavy,
vystaveni teplu (sauna, horké koupele, druh spodniho pradla), zaméstnani, stres a mnoho
dalsich [5-12].

Rychly riist ekonomické aktivity lidstva ma negativni dopad na Zivotni prostiedi. Jedna
se 0 globalni problém, ktery ma nejen demograficky dopad, ale pfedevsim dopad na lidské
zdravi [13]. Spatné Zivotni prostfedi ma negativni vliv na muzskou plodnost, a proto se lidské
sperma da pouzit jako ¢asny biomarker zne¢isténého prostiedi [14].

Zajem o elementarni sloZzeni muzského ejakulatu se datuje do roku 1921, kdy Bertrand
a Vladesco [15] objevili v ejakulatu vysoké hladiny Zn. Od té doby stoupl zajem o zkoumani
predevsim stopovych prvkl v ejakulatu ¢i semenné plazmé - jejich zastoupeni a predevsim
fyziologické tilohy na muzskou plodnost [16].

Cilem této diplomové prace je multielementarni analyza muzZského ejakulatu a zjiSténi
zastoupeni vybranych elementi v ném pomoci AAS, TOF-ICP-MS a rtutového analyzatoru
a sekundarné nastinit mozny vliv prvku, jejich hladin a nékolika proménnych z dotaznikl
na muzskou plodnost. Vzorky muzského ejakulatu byly ziskdvany z centra asistované
reprodukce SANUS Pardubice spolu se spermiogramy a dotazniky. VSe bylo statisticky

zpracovano pomoci jednorozmérné a vicerozmérné statistické analyze dat.
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2 Teoreticka Cast
2.1 Muzska neplodnost

Neplodnost neboli sterilita je nemoznost oplodnéni oocytu zeny v jeji plodné dny pokud
tento problém pietrvava déle nez jeden rok [17-20]. Zhruba v 50 % ptipadech neplodnosti paru
je problém na strané muze [21, 22]. Za posledni dv¢ desetileti po celém svéte byl zaznamenan
prudky pokles plodnosti, jak uvadi Obrazek 1 [23]. Dobrym ukazatelem poklesu neplodnosti je
zvySena poptavka po 1é€bé neplodnosti ve specializovanych centrech. Vyznamnym faktorem

muzské neplodnosti jsou selhani varlat a $patna kvalita spermatu [21, 22].

m1970 m 2002

Total fertility rate

>
& 2

Obrazek 1 Zmény muZzské plodnosti v rozvojovych a primyslovych zemich. Zelend linka
ukazuje zménu v plodnosti v rozvojovych a primyslovych zemich a zaroven je ukazatelem

plodnosti, ktera je nezbytna pro udrzeni populace na jeji souc¢asné urovni [23].

Muzskou neplodnost mizeme klasifikovat dle nékolika kritérii — doba vzniku;
pretestikularni pfic¢iny; testikularni pfic¢iny [21, 22].
V Tabulce 1 je prehledné shrnuta klasifikace muzské neplodnosti a odkaz na literaturu,

kde je klasifikace podrobnéji definovana.
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Tabulka 1 Prehled klasifikace muzské neplodnosti dle kritérii a jejich stru¢ny popis.

Kritérium Druh Popis Literatura
vzniku

Doba vzniku primarni Muz nikdy nemuze oplodnit | [21, 22]
zenu
sekundarni Diive muz mohl oplodnit | [21, 22]
zenu, momentalné problém
(zanét,...)

Pretestikularni | Porucha funkce hypotalamu | Kalmantiv syndrom [19, 21]
pri¢ina Nedostatek LH
Nedostatek FSH
Hypogonadotropni
Hypogonadismus
Porucha funkce hypofyzy Hypofyzarni insufience [19, 21,
Hyperprolaktinemie 22]

Testikularni Genetické odchylky Klinefeltertiv syndrom [19, 21,
pri¢ina Syndrom Noonanové | 22]
Syndrom Praderové-Williho
XX muzsky syndrom a XYY
syndrom

Exogenni vlivy Radiace [21, 22]
Farmaka
Chemoterapie
Systémova onemocnéni Srpkovita anémie [19, 21]
Cirhoza jater
Selhani ledvin
Poskozeni varlat Torze [19, 21]
Dystrofie
Zangét
Poranéni

2.1.1 Spermatogeneze

Spermatogeneze (zjednodusené na Obrazku 2) je d&j tvorby spermii trvajici zhruba 74 dni
a je regulovan hormonalné. Tento proces se sklada ze dvou typt buné¢ného déleni (mitoza,
meidza) a probiha po cely zivot muze. Spermatogeneze je lokalizovana ve varlatech z divodu
nizsi teploty, ktera je 0 2 — 3 °C niz8i nez teplota v lidském téle a tim je splnéna podminka
pro vyvoj spermii. Ve varlatech jsou ulozené semenotvorné kanalky, kde se po opakovaném
redukénim déleni (meidze) vytvareji spermie [20, 22, 24]. Spermie z varlat putuji do nadvarlat,
kde se uskladiuji a dozravaji. Na zacatku spermatogeneze dochdzi k mitotickému déleni
spermiogonie na dvé dcefiné. Jedna z dcefinych bun¢k zlstava v populaci kmenovych bunék

na bazalni membrang, aby byla zachovana zasoba spermatogonii. Druha spermatogonie vputuje
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mezi Sertoliho bunky, kde pfes spermiocyty, spermatocyty a spermiogenezi vznika spermie

[18, 25, 26].

Spermie

23 jednochromatidovych
chromozomi

23

dvouchromatidovych
chromozomi

Spermatogonium / wéza II
Meiéza I = -~

46

jednochromatidovjch emsflp dvouchromatidovych
chromozomi chromozomi

Replikace \ o
(5-fdze) /
23

dvouchromatidovych N o —
chromozomi

-

!

Obrazek 2 Schéma spermatogeneze - Ze spermatogonie vznikd primarni spermatocyt jez ma
diploidni pocet chromozomti. Po 1. meiotickym déleni vznikaji sekundarni spermatocyty, které

oy e

se stejnym poctem chromozomu [27].

Spermie je mald, vysoce specializovana buiika lidského organismu. V jednom muzském
ejakulatu se nachazi 300 — 500 milioni spermii. V Zenském pohlavnim systému dokaze pietrvat
asi 2 dny a pomoci bi¢iku se snazi dostat aZ k vajicku ve vejcovodu. Mimo Zenské pohlavni
ustroji brzo zahyne. Zrald spermie se skladd z téchto ¢asti: hlavicka, ktera nese geneticky
material; akrozom chranici chrani hlavicku spermie; kréek je energeticky systém celé bunky

a propojuje hlavicku s bi¢ikem; bicik zajist'ujici pohyb celé spermie [20, 25, 26].
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2.1.2 VySetieni spermatu

Spermiogram je zadkladnim vySetfeni muzské plodnosti a touto analyzou dokézeme ziskat
informace o plodnosti daného pacienta (Tabulka 2). Zakladnimi udaji pfi vySetfeni spermatu
jsou: celkovy objem, pH, viskozita, motilita, koncentrace spermii a morfologie [22, 28, 29].

V Tabulce 3 je piehled moznych diagn6z po provedeni spermiogramu.

Tabulka 2 Spermiogram - normalni nalez dle WHO [27, 28].

MéFené parametry Hodnoty pro normozoospermii
Objem ejakulatu >15mL

pH >7,2

Koncentrace spermii > 15 milion/mL

Celkovy pocet spermii v ejakulatu > 39 milionli

Celkova pohyblivost > 40 % pohyblivych spermii
Pocet progresivné se pohybujicich spermii >32%

Morfologie > 4 % s normalni stavbou
Vitalita > 58 % zivych spermii
Leukocyty < 1 milion/mL

Aby vysledky vySetieni byly validni, je nutné, aby cely proces od odbéru
az po vyhodnoceni bylo provazeno za standardizovanych podminek [22]. Od roku 1980 vydava
WHO (mezinarodni zdravotnicka organizace) manual (WHO Laboratory Manual
for the Examination of Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Interaction)
pro standardizaci diagnostiky [29] . Po né&kolika letech je vzdy tento manual aktualizovan.
Metody vySetfeni miiZeme rozdélit na zékladni (standardni) €i specifické, kdy zjiStujeme
specialni udaje naptiklad pro vyzkum [22].

Pro piesnéjsi vysledky a ziskdni kvantitativnich dat o kinetice spermii se vyuziva CASA
(pocitacova analyza spermatu) oproti manualnimu odeéitani. V roce 1996 vydala ESHRE
(European Society for Human Reproduction and Embryology) doporucené postupy
pro pouzivani CASA. Diky CASA je vse digitalizované a mozné uchovavat v této podobé [22,
28].
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Tabulka 3 Mozné vysledky spermiogramu.

Termin Vysvétleni Literatura

Normospermie Hodnota vSech parametrd spermiogramu | [22, 29]
V normg.

Azoospermie Ejakulat neobsahuje zadné spermie. [22, 29]

Oligospermie Niz8i koncentrace spermii nez je stanovena. | [19, 22, 29]

Astenospermie Parametr pohyblivosti spermii pod spodni | [22, 29]
hranici.

Teratospermie Nadmérné mnozstvi spermii s abnormalnim | [22, 29]
tvarem.

Oligoastenoteratozoospermie | Kombinace tii postizeni - oligospermie, | [22, 29]
astenospermie a teratospermie.

Aspermie Neni zadny ejakulat. [19, 29]

2.1.2.1 Specificka vySetieni
Specificka vysetfeni se bé&zné¢ neprovadéji. Mizeme sem zafadit vypocet indexi
mnohocetnych defektd spermii (TZI, MAI, SDI), HOS (Hypoosmoticky test), kultivace

ejakulatu a biochemicka analyza seminalni plazmy [19, 22, 28].

2.1.2.2 Vyzkumné vySetieni
Tento tip vySetfeni se neprovadi bézné. Je to druh vySetieni, které se daji klinicky
aplikovat. Funk¢ni testy spermii se daji testovat tfemi metodami - ROS (Reactive oxygen

species), Human zona pellucida binding test a hodnoceni akrozomalni reakce [19, 22, 28].

2.2 Vliv prvkii na lidské zdravi a muZskou plodnost

Pro spravné fungovani lidského organismu hraji dilezitou a nepostradatelnou roli
mineraly (anorganické latky) a stopové prvky. Jejich zastoupeni ovliviiuje udrzovani vnitiniho
prostiedi organismu, rast kosti, ¢innost srdce, nervové, travici ¢i vylucovaci soustavy, plodnost
a mnoho dalsiho [30]. Pokud se objevi v lidském organismu nedostatek nékterého z prvka nize
uvedenych, vyviji se syndrom deficitu. Pokud dojde k doplnéni daného prvku, symptomy
vymizi [31]. Vice informaci o metabolismu, klinické funkci stopovych prvki a jejich roli
Vv lékafstvi pojednavaji i tyto publikace [32-34].

Mineraly jsou v lidském téle zastoupeny jen ve velmi malém mnozstvi pfiblizné 4 %
télesné vahy. Pro spravnou funkci lidského organismu je potieba 22 prvkd, které podle jejich
zastoupeni (mnozstvi) délime na makroprvky a mikroprvky (stopové prvky). Mezi makroprvky
patii Na, K, Ca, Mg a P. Stopové prvky (Zn, Cu, Fe, I, Cr, F, Se, Mn, Mo, Co a Li) jsou takové
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prvky, které jsou pro clovéka v nepatrnych davkach nezbytné, ale naopak od urcitych

koncentraci potenciondlné Skodlivé. Mineraly piijima clovék potravou nebo dopliky stravy

[30, 35]. V Tabulce 4 jsou popsany funkce makro a mikroprvk v lidském organismu s odkazem

na literaturu.

Tabulka 4 Ptehled prvki v lidském organismu a jejich funkce.

Prvek Zarazeni Funkce Literatura
Na | makroprvek | Regulace vody [30, 35-38]
Ovlivnéni latkové vymeény
K | makroprvek | Pro spravnou funkci srdce, ledvin; nervové, | [30, 35, 37, 38]
dychaci a endokrinni soustavy
P makroprvek | Riist a mineralizace kosti [30, 35, 37]
Ca | makroprvek | Stavba kosti; srazeni krve [30, 35]
Pro funkci srdce, CNS, bunék
Mg | makroprvek | Soucast enzymi a molekul ATP/ADP [30, 35, 37]
Syntéza proteinii
Zn | mikroprvek | Aktivita enzyma [30, 35, 39]
Dulezity pro spermatogenezi
Cu | mikroprvek | Obsazen v enzymech [30, 35]
Metabolismus zeleza, glukdzy
tvorba melatoninu
Fe | mikroprvek | Obsazen v enzymech [30, 35]
Transport  kysliku pomoci  hemoglobinu
a myoglobinu (je soucast hemu)
Nutny k syntéze glukokortikoidi, aldosteronu
a pohlavnich hormonti
Se | mikroprvek | Antioxidant; soucast enzymu [30, 35]
metabolismus hormoni §titné zlazy
dilezity pro spermatogenezi
I mikroprvek | Syntéza hormond §titné zlazy [30, 35]
Cr | mikroprvek | Metabolismus proteint, sacharidu, lipida [30, 35, 40]
Snizuje koncentraci cholesterolu a TAG
Pomaha inzulinu navazat inzulinové receptory
Mn | mikroprvek | Odbouravani MK; vznik energie [30, 35, 39]
Syntéza cholesterolu
F mikroprvek | Soucast zubt a kosti [30, 35]
Mo | mikroprvek | Metabolismus pyridint a pyrimidind [30, 35]
Soucést enzymi
Li | mikroprvek | Pouziva se v k 1é€bé manickych piiznakt [30, 35]
Co | mikroprvek | Soucast vitaminu B12 [30, 35]
Tvorba erytropoetinu
Vychytavani jodu Stitnou zldzou
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Jak jiz bylo feeno, mnoho faktori mize mit nepfiznivé U¢inky a jednim z nich je
expozice riznych prvkd na muzskou reprodukéni funkci [41-43]. Uginky kazdého prvku
na muzskou neplodnost mohou byt rizné a specifické (pf.: Cd a jeho ucinky na varlata)
nebo naopak podobné pro vétsi skupiny kovovych elementi (pi.: As, Cr, Hg, Ni a Pb snizujici
motilitu spermii) [41]. Pfehled jednotlivych prvki a jejich roli v muzské plodnosti je popsano
v Tabulce 5. Vyuziti diagnostiky a znalosti u¢inkli prvk v muzském ejakulatu na muzskou
plodnost by se do budoucna dalo vyuzit pti praci s 1ékafi pii 1é¢bé neplodnosti danych pacienti.
Je vSak nutné a nezbytné nejdiive dosdhnout pfimétenych dikazli o vztahu mezi expozici
danych prvku a klinickymi nalezy [41]. V seminalni plazmé a ejakulatu se objevuji pfedev§im
tyto prvky — Mg, Cu, Zn, Ca, Fe a Se, které hraji dilezitou roli v muzské plodnosti a piimo
ovliviiuji kvalitu spermii. Nerovnovaha téchto prvk miize zpisobovat poruchy muzské fertility
[44].

Kuptikladu kovy a polokovy jsou vSudypfitomné — v potravinach, v doplicich stravy,
vod¢, vzduchu, alkoholickych népojich a tabdku. Jen v cigaretovém koufi je jich obsazeno
okolo 30, kde Cd, As a Pb jsou v nejvyssich koncentracich [45]. Alkoholické napoje véetné
vina mohou byt kontaminovany kovy, které ptevysuji pfipustné hodnoty a zptisobuji toxickeé
ucinky predevsim u alkoholikt [42]. Je tedy nezbytné pii 16€bé muzské infertility brat v ivahu

nutriéni pfistup pacientd z divodu jeho vyznamnosti v reprodukci [44].
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Tabulka 5 Ptehled prvki a jejich vliv na muzskou plodnost.

Prvek Vliv na muzskou plodnost Literatura

Zn + Ovliviuje kvalitu spermii, predev§im motilitu. [46-52]

+ Nepostradatelny pii vyvoji varlat a speramatogenezi.

+ Piisobi antibakterialné v muzské vylucovaci soustave.

+ Zvysuje hladinu testosteronu.

+ Podili se na regulaci akrozomové reakce.

+ Ovlivigje kvalitu antioxidantt.

+ Ovliviiyje spotiebu kysliku ve spermiich a dekondenzaci
jaderného chromatinu.

+ Utastni se na stabilizaci chromatinu spermii.

+ Docasné chrani vnitini mechanismus dekondenzaci jaderného
chromatinu spermie.

+ DiuleZity pro energii spermii.

+ Ochranny G¢inek pro Zivotaschopnost spermii.

+ Hladina zinku v seminalni plasmé je ukazatelem
funkce/dysfunkce prostaty.

- Nedostatek negativné piisobi na spermatogenezi, morfologii
spermii a snizuje hladinu testosteronu.

-Nedostatek sniZzuje obsah DNA ve spermii a destabilizuje kvartérni

strukturu chromatinu.

Mg + Ovliviuje kvalitu spermii — motilitu a spermatogenezi. [44, 46, 51]

+ Je kofaktorem antioxidac¢nich enzymti.

+ Napomaha k udrzeni pro/antioxida¢ni rovnovahy.

+ Ovliviiuje libido a endokrinni rovnovahu.
+ Marker sekrece semennych vacki.
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Tabulka 5 Pokra¢ovani.

Cu

+ Ovliviiuje kvalitu spermii.

+ Napomaha k udrzZeni pro/antioxida¢ni rovnovahy.
+ Je kofaktorem antioxidac¢nich enzymti.

+ Chrani spermie pted peroxidaci lipidi.

+ Inhibi¢nim faktor motility spermii.

[46, 53, 54]

Ca

+ Ovliviiuje pohyblivost spermii a spermatogenezi.

+ Je potiebny pro dozravani spermii, kapacitaci spermii a akrozomovou reakci.

+ Je jednim z regulatora fyziologickych procesii v buiice.
- Kanalky jsou vstupni cestou pro toxické kovové Castice.

[55-58]

+ Podili se na akrozomovych reakcich a spermatogenezi.

[55, 56]

Cd

+ Napomaha pfi ochrané varlat

- Snizuje hustotu, objem spermatu a toxicky ptisobi na spermie.
- Snizuje/zvySuje hladinu testosteronu.

- Mize ovlivitovat funkci Leydigovych bun¢k.

- ZhorSeni integrity DNA.

- Destrukce varlat a semenného epitelu.

[58-63]

Se

+ Ovliviigje kvalitu spermii a je nezbytny pro spermatogenezi.

+ Je soucasti selenoproteintl, které maji funkci antioxidantii a zapojuji + se do kondenzace chromatinu spermie.

+ Nezbytny pro zachovani a udrZzeni normalni spermatogeneze.
+ Nezbytny pro normdlni vyvoj spermii.

[64-67]

Co

- Snizuje/zvysSuje hladinu testosteronu.
- Mze ovliviiovat funkci Leydigovych bunék.

[68]
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Tabulka 5 Pokra¢ovani.

Ni - Snizuje/zvysuje hladinu testosteronu. [68, 69]
- Mize ovlivitovat funkci Leydigovych bun¢k.
- Snizuje pohyblivost spermii a zvysSuje pocet defektli ocaskii spermii.
As - Negativné ptisobi na motilitu spermii a celkovou kvalitu spermii. [70]
- Zhorsuje integritu DNA spermii.
Sn - ZvySuje procento apoptickych spermii. [70]
Al - SniZuje pohyblivost spermii a negativné ovlivituje morfologii [60, 71]
spermii.
- Negativn¢ ovliviiuje spermatozou a toxicky ptisobi na spermie.
Cr - SniZuje pohyblivost a koncentraci spermii. [69]
+ Je soucasti kofaktor enzymu dilezitych pro kvalitu spermii.
Hg -Ve vEétsim mnozstvi piisobi toxicky a poSkozuje spermie. [8]
Pb - Plisobi toxicky na spermie — nepfiznive ovliviiuje tvar spermii, pohyblivost a integritu DNA. [60]
Fe + Chrani spermie pied peroxidaci lipida. [53, 67]
Mn + Potfebny pro normalni funkci spermii. [72, 73]
- Pfi expozici negativné ovliviiuje pohyblivost, koncentraci spermii
a muze vyustit az v impotenci.
+ Je soucasti kofaktor enzymu dileZzitych pro kvalitu spermii.
Mo -Pti expozici negativné ovliviuje kvalitu spermii - koncentraci a [73]
morfologii.
+ Je soucasti kofaktorit enzymil ditlezitych pro kvalitu spermii.
As -Snizuje motilitu spermii. [41]

-Zhorsuje integritu DNA.
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Nejedna studie [74-79] poukazala na vliv znecisténého ovzdusi, koufeni a expozici prvki
Vv praci (hutni pramysl), kdy tyto dané faktory zvySovaly hladinu médi a naopak snizovaly
hladiny zinku a hof¢iku ve spermatu a v krvi, coz negativné ptisobilo na muzskou plodnost
[46, 80]. Pti expozici hot¢ikem dochazi ke snizeni libida a endokrinni nerovnovaze [44].

Dulezitou roli v ochrané varlat pted toxicitou Cd hraje MTLCdBP (= protein vazajiciho
kadmia podobny metalothioneinu). Byl proveden pokus na krysach, které byly exponované
kadmiem per 0s. Hladina MTLCdBP byla méfena pomoci imunochemickych metod. Hladina
Cd ve varlatech se zvySovala v zavislosti na expozici Cd a hladina MTLCdBP se s rostouci
akumulaci Cd také zna¢né zvySovala, coz dokazuje jeji ochrannou roli ve varlatech pied Cd
[62]. Na poskozeni varlat Cd ma pozitivni vliv podavani Zn kvuli jeho antioxida¢ni funkci.
Praveé podavani Zn snizilo hladiny volnych toxickych radikalii ve varlatech, ¢imz se obnovila
hladina testosteronu a pocet spermii [63].

Cd a jiné kovové ionty mohou mit jisty ucinek na produkci testosteronu Leydigovych
buné€k in vitro. Hodnoceni in vivo toxického t¢inku na funkci Leydigovych buné€k je slozité,
protoze se jednd o homeostaticky mechanismus, proto se studoval vliv na tyto buiiky in vitro.
Bunky byly zpracovdny s vybranymi kovovymi kationty pii 3 hodinové inkubaci. Vysledky
ukézaly, ze Ca 2", Cr3  Fe3" Mg?*, Na*aPb 2" nemély zadny vliv na stimulaci testosteronu.
Naopak kationty Cd 2*, Co 2*, Ni 2" a Zn 2* zptisobily zvysenou produkci testosteronu. Z toho
vyplyva, ze Cd 2", Co 2", Ni ?" a Zn 2* mohou piisobit a mit vliv na Leydigovy buiiky [68].

Vybrané kovy a polokovy konkrétné metalloidy - As, Cd, Cu, Se a Sn mohou nepftiznivé
ovlivnit kvalitu spermatu, apoptézu (= bunééna smrt) spermii ¢i integritu DNA. V semenné
plazmé bylo béhem studie [70] stanoveno metodou ICP-MS 18 prvka (As, Cd, Cu, Se, Sn, All,
Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Zn, Mo, Sb, W, TI, Pb, U). Po vyhodnoceni naméfenych vysledkt
se ukazalo, Ze As negativné ovliviiuje motilitu spermii a jejich nizsi kvalitu. Byla objevena
korelace mezi koncentraci As a Se, kteti zhorSuji integritu DNA. Sn zvySoval procento
apoptickych spermii. Ziskané vysledky poukazuji na to, Ze pokud jsou muzi vystaveni prostiedi,
kde se vyskytuji dané prvky, tak prave tyto prvky mohou poskodit reprodukéni zdravi muzi.

Pfi mapovani 15 stopovych prvka (Al, Cd, Cr, Cu, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Ti, V, Zn, As,
Sb a Se v lidské semenné plazmé se hodnotil jejich vztah ke kvalité spermii. Bylo zjisténo, ze
stopové prvky mohou byt spojovany s DNA a jsou schopné ménit vzory genové exprese. Z toho
vyplyva, Ze interakce stopovych prvkii s DNA miize pfispivat k mechanismu transgenniho
reprodukéniho G¢inku. Byla vyvinuta analytickd metoda pro stanoveni stopovych prvka
vazanych na DNA spermii a odhad jejich afinity k DNA. Pomoci metody ICP-MS byly

analyzovany hladiny vy$e zminénych prvkd. Po provedeni vySe uvedenych analyz bylo
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zjisténo, Ze v semenné plazmé byly pfitomny vSechny uvedené prvky, kdezto v DNA spermii
byly detekovany pouze kovy. Nebyla zjiSténa zadné korelace mezi koncentracemi kovi
v semenné plazmé a v DNA spermii. Nejvyssi afinitu k DNA mél hlinik a po ném nasledovalo
olovo a kadmium. Tuto silnou afinitu mizeme vysvétlit mutagennimi ucinky téchto kovt.
Naopak nizsi afinita byla sledovana u zinku a titanu. Byla zjisténa zvySena hladina hliniku
spojena s DNA spermii u pacientt s oligozoospermii a teratozoospermii [8].

Bylo prokazano, ze prvky (Fe, Zn, Ca, Al, Cu, Mg, Se a Sr) i v nizkych trovnich mohou
mit nepfiznivy vliv na reprodukci muze. Autofi zkoumali vztah mezi danymi kovy a kvalitou
muzského semene. Do této studie [81] bylo zafazeno 85 muzl trpici neplodnosti. Kazdému
ucastnikovi byla odebrana krev, mo¢ a muzsky ejakulat. Ze vzorkd bylo metodou ICP-OES
stanoveny hladiny 8 prvki. Zn byl nizsi u jedinct s azospermii nez u normospermikti; vysoka
hladina Al se vyskytovala u azospermiki; vys$si koncentrace Cu u asthenozoospermikii; nizsi
koncentrace Mg u azospermikli a normospermikd; Se ve vyssi koncentraci u azospermiki
a normospermiku; hladina Sr niz$i u asthenozoospermiki.

Uvadi se, Ze Nigérie je zemé vysoce znec€iSténa toxickymi kovy zejména Cd a Pb, proto
bylo u 60 muzi navstévujici kliniku asistované reprodukce méfené hladiny Cd a Pb. Vyssi
hladina Cd se objevovala u muzt bez spermii a u téchto muzi se objevily vyznamné vyssi
hladiny LH a FSH v séru [59, 82]. Podobné vysledky se ukazaly béhem indické studie [83],
kdy neplodni muzi méli asi 20x vyssi hladinu Cd. Vysoka hladina Cd korelovalo negativné
s pohybem a koncentraci spermii. Nebyla jednozna¢né prokazana spojitost vyssi hladiny Cd
S koufenim tabaku.

Analyza Pb metodou AAS byla provedena u 21 studentli mediciny nebo technického
oboru, ktefi nebyli vystavovani expozici Pb. Porovnavala se hladina Pb v semenné plazmé
a Vv krvi. Nebyla zjisténa zadna korelace mezi hladinou Pb v semenné plazmé a krvi ani korelace
mezi mnozstvim Pb a po¢tem spermii. Naméfené hodnoty Pb slouzily jako referenéni hodnoty
pro méfeni Pb ve spermatu u muzi, ktefi byli otraveni Pb [84].

Nékolik studii [85, 86] se zabyvalo 0 tcCincich znecisténého zivotniho prostiedi kovy
na muzskou neplodnost. Primarné bylo sledovano — koncentrace, % pohyblivych, % normalni
morfologie spermii a objem spermatu. Jak je jiz zndmo, nékteré kovy jsou nezbytné pro spravné
fungovani organismu, ale na druhou stranu kovy jako Cu, Mn a Se mohou byt skodlivé, jakmile
pfesahne koncentraci jejich prahové hodnoty. Cd a Hg zpuasobuji nepiiznivé ucinky
na reproduk¢ni zdravi muzu jiz ve velmi nizkych koncentracich a proto jsou cilem sledovani

pro vefejné zdravi. Mn — Cu a Cu — Mo poukazaly na korelaci s pohyblivosti a morfologii
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spermii negativné. Vysoké hladiny Cd v krvi mohou mit negativni vliv na spermatogenezi.

Pro statistické zpracovani n¢kolika studii byla pouzita metoda U-skore [85-87].

2.3 Problematika prvkové analyzy muzského ejakulatu nebo semenné

plazmy

Hlavni uskali prvkové analyzy muzského ejakulatu ¢i semenné plazmy piedstavuji:
pfiprava a zpracovani vzorku (mineralizace), dale pak velice maly objem vzorku, ktery
se pohybuje okolo 1-2 mL. V muzském ejakulatu se nachazi prvky ve velmi nizkych
koncentraci, proto je potieba dobie zvolit metodu analyzy. Piehled naméfenych koncentraci
prvki v muzském ejakulatu ¢i semenné plazmé uvedenych ve diive realizovanych studiich jsou

shrnuty v Tabulce 6.

2.3.1 Uchovani, zpracovani a piiprava vzorku k analyze

Odbér, ptiprava, skladovani a zpracovani vzork je kli€¢ovy krok pro cely proces analyzy.
Pro odbér a uchovani muzského ejakulatu se vyuziva sterilnich nddob nebo zkumavek, které se
nejcastéji zamrazi na -20°C az -80°C [81, 88]. Stejné je tomu tak i u semenné plazmy, kde vSak
musi nejdiive dojit k centrifugaci muzského ejakulatu. Po centrifugaci je semennd plazma
odebrana pipetou do pfipravené sterilni zkumavky a zamrazi se [89].

Pro rozklad vzorkt zpravidla potfebny pro analyzu metodami AAS, ICP-MS a ICP-OES
[90] se nejcastéji vyuziva mikrovinné mineralizace. Jeji hlavni vyhodou je rychlost a G¢innost
rozkladu a v neposledni fadé snizeni spotieby Kyselin a ¢inidel pro zlepSeni dopadu na zivotni
prostiedi [90-92]. Pro rozklad muzského ejakulatu nebo semenné plazmy se nejcastéji vyuziva
smési: HNOs + H202 + H20 [93], HNO3 + HCIO4 [88], HNOs + HCI [94] a nebo jednotlivé
napt.: HNOs [70]. Vybér chemikalii a jejich pouzité mnozstvi se lisi téméf v kazdé studii.

Neopominutelnym rizikem pfii stopové analyze je kontaminace vzorkld. U stopovych
se pouziva redestilovand voda, Cistd kyselina dusi¢na ziskdvana podvarovou destilaci a pecliva

ptiprava laboratorniho nadobi, které se musi louzit zfedénou kyselinou dusi¢nou [90].
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Tabulka 6 Pichled naméfenych koncentraci jednotlivych prvkd v muzském ejakulatu
nebo semenné plazmé.

Prvek Druh Naméiena Jednotky Pouzita Literatura
vzorku koncentrace metoda
As SP 1,8+4 ng Lt ICP-MS [8]
SP 0,014 ng Lt ICP-MS [70]
Al E 21,741 — 28,009 ng mL* ICP-OES [81]
SP 10 - 137 ng dL?t AAS [60]
SP 0,25 ng L1 ICP-MS [70]
E 0,068 — 0,77 mg L* ICP-OES [88]
Ca E 694,320 — 694,763 ng mL* ICP-OES [81]
SP 167 - 260 png mL? ICP-MS [16]
SP 22-23M mmol L* AAS [46]
SP 98,8 -161,9 ng dL? komer¢ni Kit [56]
SP 35-62 mg dL*! AAS [60]
Cd E 1,29 - 2,49 ng dL?t AAS [85]
SP 1,01 £0,7 ng Lt ICP-MS [8]
SP 1,4-27 ng dL?t AAS [60]
SP 0,0037 ng Lt ICP-MS [70]
SP 1,41 — 18,96 pg dL?t AAS [83]
Cu E LOD ng mL? ICP-OES [81]
SP 55,31 +31,7 ng Lt ICP-MS [8]
E 112,5-137,9 ng dL?t AAS [85]
SP 0,16 — 0,25 pg mL? ICP-MS [16]
SP 1,05-1,87 mg mL? AAS [44]
SP 55-59M pmol L AAS [46]
SP 0,16 + 0,07 pg mL? AAS [53]
SP 0,13 ng Lt ICP-MS [70]
SP 165,42 — 285,6 pmol L AAS [80]
Co SP 0,0040 ng Lt ICP-MS [70]
Cr SP 28,14 £10,1 ng Lt ICP-MS [8]
SP 0,32-0,84 pg mL? ICP-MS [16]
SP 0,032 ng Lt ICP-MS [70]
Fe E 246,4 — 258,1 ng mL* ICP-OES [81]
SP 0,18 -0,32 pg mL? ICP-MS [16]
SP 1,56 — 2,76 mg mL™*? AAS [44]
SP 0,38 +0,15 pg mL? AAS [53]
SP 0,41 ng Lt ICP-MS [70]
Hg E 18 — 26,7 ng dLt AAS [85]
SP 0,73+0,2 ng Lt ICP-MS [8]
Mg E 3083 - 4720 ng mL* ICP-OES [81]
SP 54,4 -103,1 pg mL? ICP-MS [16]
SP 130,94 — 832, 63 mg mL? AAS [44]
SP 36-37M mmol L* AAS [46]
SP 6,21 — 8,07 mg na 100 mL | neuvedeno [52]
SP 9,1- 24,9 mg dL* AAS [60]
SP 6,92 — 17,88 pmol L AAS [80]
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Tabulka 6 Pokrad¢ovani.

Mn SP 483 +2,5 pg Lt ICP-MS [8]
SP 0,017 — 0,032 pg mL? ICP-MS [16]

SP 0,060 pg Lt ICP-MS [70]

Mo SP 6,27 +2.9 pg Lt ICP-MS [8]
SP 0,033 pg Lt ICP-MS [70]

E 0,129 — 0,528 mg L ICP-OES [88]

Ni SP 52824 ng L-1 ICP-MS [8]
SP 0,036 pg Lt ICP-MS [70]

E 0,011-0,113 mg L ICP-OES [88]

Pb E 51-13,4 ng dL?t AAS [85]
SP 1,75+0,9 pg Lt ICP-MS [8]

SP 0,006 — 0,024 pg mL? ICP-MS [16]

SP 4-205 ng dL? AAS [60]

SP 1,56 — 21,9 ng dL? AAS [83]

Rb SP 3,35-12,52 pg mL? ICP-MS [16]
Sb SP 2,19+0,7 pg Lt ICP-MS [8]
Se SP 23,54+ 17,7 pg Lt ICP-MS [8]
E LOD ng mL* ICP-OES [81]

SP 0,047 pg L1 ICP-MS [70]

Sn SP 0,020 ng L1 ICP-MS [70]
E 0,009 — 1,301 mg L ICP-OES [88]

Sr E 25,5 — 25,76 ng mL* ICP-OES [81]
E 0,026 — 0,353 mg L ICP-OES [88]

Ti SP 3598 + 1891 pg L1 ICP-MS [8]
U SP 0,0020 ng L1 ICP-MS [70]

Vv SP 5,98 +2,9 pg L1 ICP-MS [8]

SP 0,09 - 0,20 pg mL? ICP-MS [16]

W SP 0,055 ng L1 ICP-MS [70]
Zn SP 145,567 + 79,904 pg Lt ICP-MS [8]
E 87,93 -138,0 ng mL? ICP-OES [81]

E 71,0-72,2 ng dL? AAS [85]

SP 93 - 189 pg mL? ICP-MS [16]

SP 187,15 — 288,03 mg mL*? AAS [44]

SP 1,4M mmol L* AAS [46]

SP 10,32 — 16,09 mg na 100 mL AAS [49]

SP 11,6 — 19,6 mg dL*! AAS [50]

SP 10,4 - 10,8 mg na 100 mL | neuvedeno [52]

SP 9,02-11,6 ng dL? AAS [60]

SP 0,49 ng L1 ICP-MS [70]

SP 92,55 — 138,39 pmol Lt AAS [80]

SP — semenna plazma; E — ejakulat; M — median; LOD — niZ§i nez mez detekce



2.3.2 Volba analytické metody

Prvkovou analyzu muzského ejakulatu nebo semenné plazmy mizeme provést nékolika
metodami. Jelikoz jsou ve vzorku koncentrace prvkiu velmi nizké, je vhodné pouzit metod
atomové spektralni analyzy, konkrétné AAS, ICP-OES nebo ICP-MS.

Ve vzorku muzského ejakulatu ¢i semenné plazmy se objevuji jak matriéni prvky,
tak prvky v ultrastopovych koncentracich. Pro analyzu makroprvkl se nejcastéji voli metoda
AAS nebo ICP-OES [95-99]. Vyhodami metody AAS je vysoka specifita, moznost analyzovat
riznorodé vzorky a dobra citlivost, naopak nevyhodou je monoelementarnost a horsi linearita
kalibrace [98, 100]. Nejcastéji se pro stanoveni matri¢nich prvkt vyuziva AAS s atomizaci
v plameni (FAAS) [98, 100, 101]. Mezi vyhody ICP-OES patii Siroky linearni dynamicky
rozsah (5-6 fadl), snadna a rychla kvalitativni analyza, moZnost simultanni analyzy, pomérné
jednoduché instrumentace.

Metoda ICP-MS se pak jevi jako G¢inna multielementarni analyzu prvka v ultrastopovych
koncentracich [109-114]. Nabizi mnoho vyhod jako nizka mez detekce, linearni dynamicky
rozsah 8 - 10 fadt a dobra rozliSovaci schopnost. Bohuzel i tato metoda ma své nevyhody,
mezi které patii zejména spektralni interference, slozita instrumentace, vysoké pofizovaci

a provozovaci naklady apod. [102-108].

2.3.3 Problematika prvkové analyzy biologickych vzorki metodou ICP-MS
Béhem analyzy ICP-MS musi dochazet k pievedeni roztoku na aerosol, ktery doputuje
do plazmy, kde probiha desolvatace, atomizace, ionizace, excitace a odpafovani. Béhem této
cesty muiize nastat vznik interferenci, které zptisobuji omezeni pfesnosti pii méfeni. Matricovy
efekt neboli interference jsou neopominutelné, protoze mohou zptsobovat systematické chyby
a je nutné se snazit o jejich minimalizaci. Interference mame dvojiho druhu a to spektralni
a nespektralni [109, 110].
Spektralni interference v ICP-MS déle rozliSujeme na monoizotopické a polyatomické. Prvni
z uvedenych typa nastava v ptipadé, ze existuji 2 izotopy rtiznych prvki, jejichz hmotnost
je témét totozna [102, 103]. Nejvétsim problémem pro ultrastopovou analyzu pak jsou
polyatomické ionty. K jejich vzniku dochazi reakci dvou nebo vice druhli atomti. Mnozstvi
polyatomickych iontl je zavislé na koncentraci prvki, které ionty tvoii a také na nastaveni
parametri plazmatu a zmlzovace [102, 103, 111]. Podrobny piehled polyatomickych
interferenci objevujici se v biologickych materialech pfi analyze na spektrometru s nizkym

¢i stfednim rozlisenim je uveden v Tabulce 7.
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Béhem ICP-MS analyzy se mohou objevit i nespektralni interference jinak feceno
matricové efekty, které potlacuji nebo zvySuji intenzitu signalu [103, 108, 111]. Nespektralni
interference muzeme rozdélit na fyzikalni a chemické. K fyzikalnim interferencim dochazi
pii davkovani roztokt o riizné viskozité, chemickeé interference vznikaji pii pfenosu iont z ICP
do interface a z iontové optiky do spektrometru apod. [112, 113].

Pro odstranéni spektralnich a nespektralnich interferenci lze pouzit instrumentalnich,
neinstrumentalnich ¢i alternativnich metod.

Mezi neinstrumentalni metody patii fedéni vzorku, pouziti vhodného porovnavaciho
prvku (Rh, In, Y, La, apod.) nebo matematicka korekce [103, 108, 111]. Tento typ korekce
se pouziva zejména pro odstranéni monoizotopické interference. Tato metoda neni bohuzel
pouzitelna, pokud je koncentrace analytu vyrazné nizsi nez interferentu [114]. Spektralni
interference je mozné potla¢it vhodnou piipravou vzorku, izolaci analytu od matrice
pied vlastni analyzou atd. [115].

Instrumentalni metody pomdhaji snizovat interference, které vznikaji v dusledku
ptitomnosti polyatomickych ionti. Vyuziva se k tomu ptidavnych zatizeni, ale je dobré nejdiive
zvazit jejich pouziti. Pomoci pfidavnych zatizeni 1ze modifikovat plazmu — ¢aste¢nd nédhrada
argonu jinym plynem, snizeni vykonu a tak i teploty. Diky této modifikaci se snizi tvorba
polyatomickych iontt [115, 116]. Jinym feSenim muze byt pouziti kolizni/reak¢ni cely, ktera
na principu diskriminace kinetické energie ¢i hmotnosti vede k eliminaci celé fady spektralnich
interferenci [115]. Dalsi moznosti je pro analyzu pouziti spektrometru s vysokym rozlisenim,
které dokazi vytesit vétSinu spektralnich interferenci. Pouziti vysokého rozliseni vSak muze
v kone¢ném dusledku snizit citlivost a piesnost detekce, coz je pro tento typ analyzy nezddouci
a dalsi strankou je i finan¢ni naro¢nost na potizeni [115, 117].

Mezi alternativni metody fadime spojeni ICP-MS s elektrotermickym vypafovanim,
generovanim té¢kavych sloucenin, pouziti membranové desolvatace, apod. [118, 119]. Vyhodou
téchto metod je minimalizace interferenci, kterou jsou zpisobené oxidy ¢i hydroxidy, protoze
principem je vpraveni suchého aerosolu do ICP [115]. Elektrotermické vypafovani pak
na zaklad¢ diisledné optimalizovaného teplotniho programu umozZiuje eliminaci celé fady

dalsich interferenci polyatomickych iontti riznych matri¢nich prvka [108].
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Tabulka 7 Ptehled polyatomickych interferenci v ICP-MS [120, 121].

Izotop Prvek Interferent

75 As 4°Ar35CI+, 59C0160+, 36Ar38Ar1H+, 38Ar37CI+' 36Ar39K, 43C8.1602,
23Na12C4°Ar, 12C31|316O2 +

197 Au 181Ta160"

79 Br 4°Ar39K+, 31P1603 +’ 38Ar4OAr1H+

81 Br 32316031H+, 40Ar4°Ar1H+, 3381603 +

40 Ca | “OAr

110 Cd 39K216O+

114 Cd 98M0160+’ 98Ru160+

35 Cl 1601801H+, 3481H+, 35C|+

37 Cl 36Ar1H+, 3681H+, 37C|+

59 Co 43C3.16O+, 42CalGOlH+, 24M935C|+, 36Ar23Na+, 4°Ar1801H+, 40Ar19F+

50 Cr 348160+, 36Ar14N+, 35Cl15N+ 36814N+, 32818O+, 33817O+

52 Cr 35C|1601H+, 4°Ar12C+, 36Ar160+, 38Ar14N+, 36Ar15N1H+, 35C|17O+

53 Cr 37cl160+’ 38Ar15N+, 38Ar14N1H+, 36Arl7o+’ 36Ar1601H+, 35C|1701H+,
35cl18o+’ 36517o+’ 4°Ar13C+

63 Cu 31P1602 +, 4°Ar23Na+, 47Ti160+, 23Na4°Ca+, 46C8.1601H+, 36Al'12C14N1H+,
14N12C37C|+, 16012c35CI+

54 Fe 37C|1601H+, 4°Ar14N, 38Ar15N1H+, 36Ar180+, 38Ar160+, 36Ar1701H+,
36518o+' 35C|1801H+, 37cl17o

56 Fe 4°Ar160+, 40C816O+, 40Ar15N1H+, 38Ar18o+’ 38Ar1701H+, 37Cl18olH+

71 Ga SSC|1802+’ 37C|160180+, 37Cll702+, 36Ar35CI+, 368170180+, 38Ar33s+

70 Ge 4°Ar14N16O+, 35C|170180+, 37cl16017o+’ 3451802 +1 365160180+’ 3681702 +’
348368+, 36Ar348+, 38Ar328+, 35C|2+

72 Ge 36Ar2+, 37cll7ol8o+’ 35C|37C|+, 3681802 +’ 3682 +’ 36Ar368+, 56Fe160+’
40Ar1602 +’ 4OCa1602 +’ 40Ar3ZS+

39 K BArtHY

40 K Oart

41 K OArtH?

24 Mg |2C,*

25 Mg | PCH*

26 Mg 12C14N+, 12C21H2 +, 12cl3clH+

55 Mn 4°Arl4NlH+, 39K16O+, 37C|18O+, 4°Ar15N+, 38Ar17o+, 36Al’1801H+,
38Ar1601H+, 37C|1701H+, 23Na328+, 36Ar19F+

58 Ni 23Na350|+, 4°Ar180+, 40C3.180+, 40C3.1701H+, 42C3.16O+, 298i2+,
40Ar1701H+, 23Na35CI+

45 Sc 12C1602 1H+, 288i16OlH+, 298i16o+, 14N2 1601H+, 13(:1602 +

48 Ti 328160+, 34814N+' 33815N+, 14N160180+, 14N17N2 +, 12C4 +1 36Ar12C+

50 vV 34sl6o+’ 36Ar14N+, 35C|15N+, 36814N+, 32518O+, 33817O+

64 Zn 3251602 +, 48Ti160+, 31P16021H+, 48C3.16O+, 3ZS2 +' 31P16017O+, 3481602 +,
36Ar14N2+

66 ZNn 50Ti160+, 3481602+, 3381602 1H+, 328160180+, 3281702 +, 33816017O+,
32534s+’ 3352+
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3 Experimentalni Cast

3.1 Chemikalie pouZzité pri experimentu

1. Komer¢né dostupny standard prvki pro metodu IC-MS (standard A)

-Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, Zn
- kazdy z prvka o koncentraci 1000 mg L

-vyrobce: SCP Science Ltd. Kanada

2. Multiprvkovy standard B

-Ti, V, Ge, As, Se, Rb, Zr, Mo, Ru, Pd, Sn, Sh, Te, Ta, W, Re, Pt, Hg, Th, Cs, Hf — kazdy
standard k dispozici v koncentraci 1 g L

-vyrobce: Analytika spol., s.r.o., CR, anebo SCP Science Ltd. Kanada)

3. Komer¢né dostupny standard prvki pro metodu ICP-MS (standard C)
-La, Ce, Pr, Nd o koncentraci 100 mg L

-Sc, Y, Th, Ho, Yb, Sm, Eu, Gd, Er, Tm, Lu, Dy o koncentraci 20 mg L™
-vyrobce: Analytika, Ltd., CR

4. DalSi pouzité chemikalie a standardy
e  HxOy, 25 -35% (m/m), vyrobce: Sigma Aldrich, Co., USA
e HNOj3 65% (m/m), vyrobce: Penta spol., s.r.o. Ceska republika
e  Referenéni vzorky mo¢i — Seronorm™ Trace Elements Urine (Lot 1,2),
vyrobece: SERO a.s., Norsko.
e  Redestilovana voda (Milli-Q® Reference Water Purification Systém (Mere Millipore,

Némecko)

3.2 Priprava roztoki

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki
Zasobni multiprvkovy roztok AB o koncentraci 10 mg L byl vytvofen nasledné: 0,5 mL
standardu A + 0,5 mL standardu B a doplnénim redestilovanou H2O na finalni objem 50 mL

V odmérné barice.

30



Zasobni roztok C o koncentraci 1 mg L™t C1 (La, Ce, Pr, Nd, U) + 0,2 mg L C2 (Sc, Y,
Tb, Ho, Yb, Sm, Eu, Gd, Er, Tm, Lu, Dy) byl vytvoren z komeréniho mixu standard C, kdy
bylo odpipetovano 0,5 mL* standardu C + 0,5 mL* prvku U o koncentraci 100 mg L*
a nasledné doplnéno H20 do 50 mL* odmérné batiky.

Zasobni roztok ABC o koncentraci 500 + 50 + 10 pg L byl vytvofen nisledng: 2,5 mL
jiz vytvoteného standardu AB a 2,5 mL™ vytvoteného standardu C a doplnéno redestilovanou

H20 do 50 mL™ odmérné barky.

3.2.2 Priprava podvarové HNOs3 pro rozklad vzorki
Podvarovou destilaci koncentrované HNO3 doslo k precisténi této kyseliny, kterd mohla

byt nasledné pouzita pro rozklad vzorki pro ultrastopovou analyzu ICP-MS.

3.2.3 Kalibracni roztoky

Kalibraéni fada pro ICP-MS byla vytvoiena ze zasobniho standardu ABC. Ze zasobniho
standardu byla p¥ipravena kalibra¢ni fada obsahujici: 0, 2, 5, 10 a 20 pug L™ prvki skupiny AB,
0,2,05, 1a2pg Lt prvka skupiny C1 a 0,04, 0,1, 0,2 a 0.4 ng Lt prvka C2. Kazdy
z kalibraénich roztokd obsahoval 1 ug L™! Rh jako porovnavaciho prvku.
Pro kalibraci metody AAS byly pouzity jiz piipravené standardy v rozmezi koncentraci
uvedenych v kapitole 3.4.5.

3.3 Analyzované vzorky muzského ejakulatu

Vzorky muzZského ejakulatu byly ziskdvany v centru asistované reprodukce SANUS
Pardubice od pacient s informovanym souhlasem 0 pouZiti vzorku pro vypracovani diplomové
prace a S prilozenym dotaznikem. VSe bylo provedeno anonymné. Ke kazdému vzorku byl

pridan spermiogram daného pacienta (pod ¢islem). Celkem bylo zpracovéano 32 vzorkd.

3.3.1 Preprava a priprava vzorkii muzského ejakulatu

Vzorky byly po provedeni spermiogramu pievedeny do ocislovanych zkumavek
a nasledné zamrazeny na -20°C. Pfi transportu byly vzorky ulozeny do termoboxu pro udrzeni
teploty. Box byl pielepen a transportovan na Univerzitu Pardubice, kde byly vzorky vynaty

Z termoboxu a vloZeny do mrazéku ur¢eného na biologicky material.
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Vzorky muzského ejakuldtu bylo potieba nejdiive rozmrazit. Do kadinky byla nalita voda
a do ni vlozeny zkumavky se vzorky. Po chvili byly vzorky rozmrazeny a pfipraveny k dalsimu

zpracovani.

3.3.2 Mikrovlnna mineralizace vzorki

Do specialnich plastovych zkumavek bylo na analytickych vahach navazeno idealné
okolo 0,5 g ve 3 replikach od jednoho vzorku (Obrazek 3). Pokud byl objem vzorkt maly, byl
navazen pouze ve 2 replikach, kde druha nebo tfeti replika méla méné nez 0,5 g.

Do kazdé zkumavky s odvdzenym vzorkem bylo ke vzorku napipetovano: 1 mL
precisténé HNO3 podvarovou destilaci, I mL H202 a 3 mL redestilované vody (Obrazek 4 — 6).
Tyto zkumavky byly vloZzeny do nadob, ve kterych bylo napipetovano 4 mL podvarovou
destilaci precistéené HNOs, 4 mL H202 a 12 mL redestilované vody a uzavieny vickem
s pojistkou (kazdé vicko bylo jesté mechanicky pied uzavienim nadoby roztazené). Nadobka
i se vzorky byla vloZena do specialni nadoby na rozklad. Nadoba byla peclivé uzaviena
a vlozena do pristroje na mikrovinnou mineralizaci Speedwave Xpert. Na pfistroji byl nastaven
teplotni program vice Tabulka 8, dle kterého probihal rozklad vzorku. Po rozkladu vzorku
muzského ejakulatu byl ¢iry mineralizat (Obrdzek 7) pieveden do pfipravené odmérné baiky
0 objemu 25 mL a po rysku doplnén redestilovanou vodou. Aby mohl byt vzorek analyzovan

metodou ICP-MS, muselo byt vzorkim p¥idan porovnavaci prvek Rh o koncentraci 1 pg L™,

Tabulka 8 Teplotni program pro mineralizaci vzorkt muzského ejakulatu.

Teplota (°C)  Narist (min) DrZeni (Min)  Vykon (%)

Krok 1 170 5 15 30
Krok 2 220 5 20 30
Krok 3 50 1 10 0
Krok 4 50 0 0 0
Krok 5 50 0 0 0
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Obrazek 3 Priprava realného vzorku k analyze. A - Navazeni muzského ejakulatu pted
mikrovinnou mineralizaci. B - Navazeny vzorek muzského ejakulatu + 1 mL HNOsz + 1 mL

H202 + 3 mL H20. C - Vzorek muzského ejakulatu po mikrovinné mineralizaci.

3.4 Pouzita instrumentace

3.4.1 Zafrizeni pro podvarovou destilaci HNOs

Pro ziskani ultracisté HNO3 byl vyuzit pfistroj BSB 939IR od némecké firmy Berghof
GmbH (Obrazek 4). Takto ptipravena kyselina je téméf bez kontaminace a spliiuje tak i nejvyssi
naroky cistoty pro ultrastopovou analyzu ICP-MS. Vyse zminéné zatizeni se skldda z nékolik
Casti - lampy (IR zafi¢), polytetrafluorethylenové nadoby s odpafovaci komorou
a polyfluorového chladice. Vznikly kondenzat je odvadén trubici (z PFA), kterou je veden
do prihledné lahve ze stejného materialu jako je trubice [120].
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R
Obrazek 4 Ptistroj na podvarovou destilaci BSB 9391R od firmy Berghof GmbH [118].
3.4.2 Mikrovlnné zarizeni

Pro rozklad vzorkt byl pouzit piistroj Speedwave Xpert od firmy Berghof (Obrazek 5).
Jedna se 0 némecké, mikrovinné a rozkladné zatizeni, které proti pfedchozim modeliim ma
vyssi vykon, ktery je 2000 W. Tento typ rozkladného zafizeni Se vyuziva pfedevSim
pii ultrastopové analyze [121]. Je Vhodny pro rozklad obtiznych vzorku, proto je doporucovan
pro vyuziti v oblastech 1é¢iv, kosmetiky, geologie, Zivotniho prostiedi, energetiky a materialové
védy [122]. Vyhodou tohoto zafizeni je masivni a nerezova konstrukce, multitubes (moznost
rozkladu 24 vzorki), vysokd homogenita mikrovinného pole, kvalitni teflonové nadoby
s dlouhou Zivotnosti, display pro sledovani priitbéhu procesu, eliminace kontaminace vzorkd,
rychld reakéni doba, zvySeni analytického vykonu, jednoduchd manipulace, bezpecnost,

kontinualni méteni teploty, dlouh4 Zivotnost zafizeni, snadnd obsluha a dobré potizovaci

naklady [121].
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Obrazek 5 Pristroj Speedwave Expert od firmy Berghof — mikrovinné zatizeni.

3.4.3 Analyzator rtuti AMA 254

Spektrometr AMA 254 (Obrazek 6) neboli Advanced Mercury Analyzer métici absorpci
uvolnénych par pii vinové délce 253,65 nm je piistroj vyvinuty a vyrabény v Ceské republice
od firmy Altec [123]. Jedna se o jednoucelovy atomovy absorpéni spektrometr pro stanoveni
obsahu Hg jak v pevnych, tak i v kapalnych vzorcich. Principem analyzatoru je generovani par
Hg tepelnym rozkladem vzorku, ke kterému dochdzi ve spalovaci trubici. Nasledné dochézi
k zachyceni a zakoncentrovani tepelné rozlozeného vzorku na amalgamatoru ze zlata, poté musi
dojit k tepelnému vypuzeni a nasledné detekci. Nosnym plynem je kyslik. Obrovskou vyhodou
tohoto zafizeni je maly objem nebo malé mnozstvi vzorku, neni potieba predesla uprava vzorku,
vysoka citlivost a mez detekce. Mez detekce se lisi pro pevné a kapalné vzorky. Pro pevné
vzorky je 1 ng L%, pro kapalné vzorky 0,1 ng L. Analyzator AMA 254 pro stanoveni Hg ma
Siroké spektrum uplatnéni v mnoha oborech — biologické obory, potravinafstvi, Zivotni

prostiedi nebo geologie [123, 124].
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Obrazek 6 Analyzator rtuti AMA 254 od firmy Altec [123].

Pted zahdjenim kazdého méfeni vzorku byla prekontrolovana Cistota analyzatoru pomoci
kontrolniho standardu. Jakmile byla ptekontrolovana Cistota a funk¢nost analyzatoru, doslo
k vlastni analyze vzorkii muzského ejakulatu. Pokud bylo vzorku dostatek, bylo méfeni
opakovano 3x. Na vychladlou lodi¢ku bylo automatickou pipetou napipetovan vzorek
a navazeno pomoci analytickych vah, pfiblizné¢ pfesné¢ 100 mg. Namefené hodnoty Hg

ve vzorcich muzského ejakulatu byly velmi nizké, pohybovaly se okolo stovek ng L.

3.4.4 Spektrometr ICP-0oa-TOF-MS GBC OptiMass 9000

GBC OptiMass 9000 (GBC Scientific Equipment Pty.Ltd, Australie) je typ hmotnostniho
spektrometru s priletovym analyzatorem s ortogonalni akceleraci iontd je (Obrazek 7) vhodny
pro rychlou pfechodovou analyzu velkého poctu prvki [125, 126]. Tento analyzator ma nékolik
¢asti — systém vnaseni vzorku, ICP zdroj, interface a MS. Vzorek musi byt zmlZzen pomoci
zmlzovace a nasledné jsou velké kapky odstranény. K extrahovani iontt dochazi v interface,
ktery je mezi vysokoteplotnim plazmatem a MS. Tento typ hmotnostniho spektrometru ma
branu (Smart Gate), ktera dokaze vyfezat nechténé izotopy z analyzovaného spektra a tim
prodlouZi Zivotnost detektoru. Tento piistroj ma nespocet vyhod jako je citlivost, pfesnost,
rychlost, detek¢ni limity, vysoka rychlost sbéru dat, vhodnost pro analyzu piechodovych

signald, vysoka prichodnost vzorku nebo viceprvkova piechodova analyza [126].
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Obrazek 7 Ptistroj GBC OptiMass 9000 [127].

Parametry charakterizujici nastaveni spektrometru:

e  odezvapro 1 pg Lt izotopu 2%8U* ¢ini 50 000 impulziy/s

e  rozliseni pro 1 ug L™ izotopu 2®U* = 1900
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Tabulka 9 Nastaveni pro branu ,,Smart Gate”” pii analyze nefedénych vzorku.

Rozsah m/z  Interferujici iont

12 — 26 12C14N+, 12c+’ 14N+, 160+’ 14N+, 1601H+, 1H2160+, 24-26Mg+, 28N2+,
14N160+, 40Ar+, 40Ar1H+

55,5-57,5 SArO*, *Fe

64 - 68 °Cu*, %4zZn*, #8zn*

79 - 82 OAr,*, BRDb*, 885t

Tabulka 10 Nastaveni podminek pfistroje ICP-0a-TOF-MS (GBC OptiMass 9000).

ICP Source

RF power 1200 W

Plasma gas flowrate 10 L/min

Auxilary gas flowrate 0,5 L/min

Nebuliser gas flow rate | 0,99 L/min
Skimmer -1200 V
Extraction -1150 V
Z1 gain -950 V
Y mean -200 V

lon optics Y deflaction oV
Z lens mean -1120 V
Z lens deflection -1
Lens body -180
Fill -38 V
Fill bias -0,7V
Fill grid -35V
Pushout plate 650 V

Pulse shaping Pushout grid -490 V
Blanker 150 V
Blanker spectral frequency 33 kHz
Reflection 670 V
Multiplier gain 2650 V

Detection lon threshold 5,78 mV
Integration Windows auto
Measurement mode Pulse counting/analog




3.45 Atomovy absorpéni spektrometr SensAA

Atomovy absorpéni spektrometr SensAA (GBC Scientific Equipment, Australie) nabizi
jednoduchost, dobry vykon, bezpeénost, bezproblémovy provoz a funk¢nost za piiznivou cenu.
Dalsim pozitivem je celkova uspora na naklady. Obsahuje $pi¢kovou optiku a elektroniku.
Vyhodou je moznost pracovat jak se standartni lampou, tak s multikatodovou, diky které je
mozna automaticka viceprvkova analyza az 12 prvku. Tento typ AAS (Obrazek 8) je vybaven
vestavénym pocitatem s dotykovou obrazovkou, ktery umoziiuje snadné vkladani dat

a prehledné pouzivani [128].

Obrazek 8 Ptistroj SensAA (GBC Scientific Equipment, Australie) [128].

Tabulka 11 Nastaveni ptistroje GBC SensAA pro stanovované prvKy.

Prvek A (nm) i d (nm) I (mA) Kalibra¢ni rozsah
(mg L™
Zn 213,9 | absorpce 0,5 5,0 0,2-5,0
Mg 285,2 | absorpce 0,2 3,0 0,05-4,0
Ca 4227 absorpce 0,5 5,0 0,5-10,0
K 766,5 emise 0,5 6,0 2,0-20,0
Na 589,0 emise 0,5 5,0 2,0-20,0

3 Pritok plynu (L min™): C2Ha (1,5) #/vzduch (10), C2H2 (99,6 %, Linde Gas a.s., CR);

A vlnova délka, I Zhaveni lampy, d Sitka spektralni Stérbiny

40



3.4.6 Dalsi pouzité laboratorni pomiicky a pristroje
e  Elektronické analytické¢ vahy KERN 870 (Némecko)
. Ptistroj na redestilovanou vodu Milli-Q® Reference Water Purification Systém (Mere
Millipore, Némecko)
e  Pipeta opakovaci plynule nastavitelna Distriman (Gilson, USA)
e  Automatické pipety (Biohit, Finsko)
e  Laboratorni nadobi (SIMAX, Cesk4 republika)
e  MS Office 2010 (Microsoft corporation, US)

4 Vysledky a diskuze
4.1 Optimalizace parametri ICP-MS

Zakladni nastaveni parametrt u ptistroje ICP-0a-TOF-MS byla disledné optimalizovana.
Optimalizace byla realizovana tak, aby byla ziskana co nejlepsi citlivost a rozliSeni pro izotop
238*. Vysledné podminky optimalizace jsou uvedeny v Tabulce 10. Pozornost byla dale
soustfedéna na nastaveni parametr brany ,,SmartGate®, které souvisi s eliminaci interferenti.

Pfesné nastaveni parametri brany ,,SmartGate* je uvedeno v Tabulce 9.

4.2 Presnost stanoveni

Pfed samotnou analyzou ziskanych vzorkid muzského ejakulatu bylo zapotiebi ovéfit
pfesnost a spravnost zvolenych metod: termooxidacniho stanoveni rtuti, FAAS
a ICP- oa- TOF-MS, které byly pouZity pro stanoveni: Hg, Mg, Zn, K, Na, Li, Cr, Mn, Ni, Co,
As, Se, Sr, Mo, Cd, Sb, Cs, Tl, Pb, Sn a Te. Na trhu bohuzel neni dostupny komeréni referencni
vzorek muzského ejakulatu. Pro ovéfeni presnosti analyzy tak byl vyuZit komeréné dostupny
referenéni vzorek moci Seronorm™ Trace Elements Urine. V Tabulce 12 jsou pichledng
uvedeny naméfené vysledky koncentraci stanoveni, hodnoty deklarované vyrobcem

(indikované a certifikované hodnoty) i s intervaly nejistot.
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Tabulka 12 Vysledky stanoveni koncentraci vybranych prvkii v . SRM SeronormTM Trace
Elements Urine L1 a L2.

ICP-TOF-MS | Koncentrace® [ug L]
Deklarovino Nalezeno R (%) RSD € (%)
L 74 92+1,8 9.78
52Cr+ 21.2+423 16.7+0.4 79 1.20
SMn* 10.9+2.2 125+0.9 115 3.60
59Co* 10.6 +2.1 102 +1.1 96 5.40
SAs 184 + 37 200+ 10 109 2.50
7Set 70.1 + 14.1 68.2+0.8 97 0.59
88+ 88¢ 104 + 13 6.25
%Mo* 3¢ 443+0.2 0.23
14cd* 49+0.2 50+0.9 102 9.00
120G+ 49.7+ 10 46 + 3 93 3.26
123G+ 108 +22 106 +9 08 4.25
126Tg+ 24.7+0.8 22+1 89 2.27
133Cg* 5.84 7.7+0.4 2.60
205T |+ 9.70 + 0.67 23.6+ 1.0 243 5.0
208ppy+ 90.7 + 18.3 107 +£2 118 0.94
FAAS/FAES Koncentrace? [mg L]
Deklarovino Nalezeno R " (%) RSD € (%)
Na 2317 1614 +231 7.16
K 1487¢ 1458 + 55 1.89
Ca 710 91+ 14 7.69
Mg 64¢ 64 + 4 3.12
Zn 1.34 +0.54 1.103 + 0.001 82 0.05
AMA 254 ' Koncentrace? [pg L] |
Deklarovano Nalezeno R ® (%) RSD ¢ (%)
Hg SRM1 0.036 + 0.014 0,0176 + 0.001 49 7.69
Hg SRM2 39.8+8 37.8+0.16 95 0.42

&Stiedni hodnota + 2 SD (n = 3).
b Navratnost R (%) vyjadiena jako (pomér naméfené hodnoty ku certifikované) x 100.
¢Relativni smérodatna odchylka (%) ze tfi nezavislych stanoveni.

4 Indikovana hodnota.
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4.3 Detek¢ni limity a meze stavitelnosti
V Tabulce 13 jsou uvedeny hodnoty detekénich limiti (LOD) a mezi stanovitelnosti
(LOQ) pro jednotlivé analyty, které byly vypocitany dle doporuceni komise [IUPAC na zakladé

opakované analyzy (n = 10) slepého vzorku.

Tabulka 13 Hodnoty LOD a LOQ u vybranych prvki pro metody oa-TOF-ICP-MS

FAAS a termooxida¢ni metodu.

ICP-0a-TOF-MS

Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Li* 0,019 0,063 0,95 3,2
52Cr* 0,17 0,567 8,5 28
55Mn* 0,017 0,057 0,85 2,83
59Co* 0,0099 0,033 0,50 1,65
5As* 0,045 0,15 2,25 75
7Se* 0,83 2,77 415 138
885y 0,0046 0,02 0,23 0,77
%BMo* 0,0098 0,03 0,49 1,63
cg* 0,0065 0,02 0,33 1,08
1205+ 0,0072 0,024 0,36 1.2
1235+ 0,0022 0,0073 0,11 0,37
16Tt 0,019 0,0633 0,95 3,17
133Cs* 0,00079 0,0026 0,040 0,13
205T|* 0,00061 0,0020 0,031 0,10
208pp* 0,00066 0,0022 0,033 0,11
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
[mg L] [ng L] [mg L] [ng L]
Hg 0,0003 0,001 - -
FAAS/FAES |
Analyt LOD? LOQ? LODP LOQP
[ng L] [ng L] [ng L] [ng L]
Mg 0,005 0,017 0,25 0,83
K 0,20 0,67 10 33
Na 0,10 0,33 5 17
Ca 0,25 0,83 13 42
Zn 0,02 0,67 1,0 33




4.4 Aplikace jednorozmérné a vicerozmérné analyzy dat

Metodou atomové absorpéni spektrometrie a hmotnostni spektrometrie s ionizaci
v indukéné vazaném plazmatu bylo ve 32 vzorcich muzského ejakulatu kvantifikovano 18
prvkia (Mg, Ca, Zn, Na, K, Hg, Li, Mn, Co, As, Mo, Cd, Sb, Cs, Pb, T, Se a Sr). Analyzovany
byly vzorky ze 2 kategorii (1-fertilni muzi, 2-infertilni muzi) s cilem posoudit a najit mozné
souvislosti mezi prvkovym slozenim ejakulatu a neplodnosti. Nalezené¢ hodnoty koncentraci
prvku jsou uvedeny v Tabulce 14. Za vyuzZiti nastroju diskrimina¢ni analyzy bylo cilem nalézt
vhodné diskriminujici proménné a ovéfit, zda je s jejich pomoci vzorky mozné klasifikovat

do ptislusnych t¥id.

4.4.1 Exploratorni analyza

Souhrnné statistické charakteristiky analyzovanych dat jsou pro jednotlivé proménné
uvedeny v Tabulce 15. Zakladnim piedpokladem diskrimina¢ni analyzy je platnost
vicerozmérné normality, tj. pro jednotlivé znaky normalni rozdé€leni v rdmci jednotlivych tfid.
Na typ rozdéleni lze v ramci zdkladnich charakteristik usoudit na zéklad¢ srovnani hodnot
aritmetického priméru a medidnu, hodnot Sikmosti a Spicatosti. Popisné statistiky
diskriminator v ramci jednotlivych tiid dokumentuje Tabulka 16. Kategorizované rankitové
Q - Q grafy pouzité k ovéteni normality vybranych znakd nejsou zde uvadény. V Tabulce 17
jsou uvedeny dale i hodnoty smérodatnych odchylek, které umoznuji posoudit podobnost
kovarian¢nich matic jednotlivych tfid, kterd je dalS$im pfedpokladem pouZiti diskriminaéni
analyzy. Na vyznamnost jednotlivych diskriminatorii Ize usoudit na zakladé rozdilt priméru
dosazenych v ramci jednotlivych tfid. Vétsi rozdily byly pozorovany napi. pro K, As, Cd, Se
a Sr.

Tabulka 17 obsahuje hodnoty korelaci a kovarianci vytvofené z jednotlivych kategorii,
jsou-li ignorovany smisené proménné jejich diskriminatorti. Korelace jsou v dolni levé ¢asti,
kovariance v pravé horni ¢asti matice. Z Tabulky 18 je patrné, Ze se v datech vyskytuje cela
fada statisticky vyznamnych korelaci. Vyznamna korelace byla pozorovana napt. mezi
koncentraci Ca, Zn, Na, kterd koreluje se sniZenou kvalitou spermii a spermatogenezi.
V korela¢ni matici jsou zamérné i dalsi sledované znaky — noseni mobilniho telefonu v kapse
kalhot a koufeni, nicméné pro dalsi analyzy je pouze diskutovana plodnost a tyto znaky jiz ne.
V grafické podobé¢ je korelaéni matice uvedena na Obrazku 9. Pro jednotlivé proménné dané
koncentraci sledovanych prvki je krabicovy graf uveden na Obrazku 10. Krabicovy graf

na Obrazku 14 pak dokumentuje hodnoty medianu, minima, maxima, prvniho a tfetiho kvartilu,
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odlehlych hodnot a extrémi pro jednotlivé diskrimindtory v danych skupinach. Grafické
diagnostiky jsou uvedeny jiz pro proménné, které byly, jak bude diskutovano dale v textu,
zvoleny za vyuziti diskrimina¢ni analyzy jako nejvhodnéjsi pro klasifikaci objekti.
Z ikonovych grafii uvedenych na Obrazku 11 nebo 12 je mozné v datech obtizné rozlisit n€kolik

skupin objektu.
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Tabulka 14 Naméiené jednotlivé koncentrace prvki ve vzorcich muzského ejakulatu.

gkg! ppb ppm

id Mg Ca Zn Na K Hg Li Mn Co As Mo Cd Sb Cs Pb Tl Se Sr

1 0,154 0,279 0,186 1,788 0,978 0,329 3,699 7,476 1,909 5,97 6,866 0,137 0,936 2,308 2,325 0,817 0,083 0,203
2 0149 | 0322 | 0199 | 1,739 | 1,119 | 0343 | 7542 12,96 | 2,665 | 5983 | 7,718 | 0917 | 0944 | 3989 | 3777 | 0726 | 0115 0,148
3 0093 | 0195 | 0149 | 1,266 | 1,011 | 0333 | 2289 0,79 2022 | 1567 | 6792 | 1,063 | 0275 | 299 | 3098 | 0655 | 0,096 0,09
4 0073 | 0196 | 0085 | 1,561 | 0878 | 0236 | 2655 552 0838 | 2291 | 6179 | 1601 | 0356 | 3,267 | 2343 | 06 0,103 0,093
5 0094 | 0192 | 0159 | 1,522 | 0809 | 0496 | 9,327 9262 | 1331 | 4692 | 6497 | 0788 | 0461 | 2648 | 2221 | 0663 | 0,092 0127
6 0089 | 0245 | 0104 | 1,911 | 0980 | 0971 | 4,006 2534 | 1273 | 4677 | 9398 | 1091 | 0222 | 3223 | 3064 | 0777 | 0122 0,083
7 0082 | 0246 | 0130 | 1,420 | 1,102 | 0,198 313 5477 | 0938 | 3236 | 7,472 | 1587 | 0187 | 3023 | 1497 | 0618 | 0,102 0,067
8 0048 | 0148 | 0044 | 1,604 | 0623 | 0407 | 2459 395 0749 | 1924 | 6786 | 084 | 0093 | 294 | 112 | 0589 | 0079 0,057
9 0118 | 0231 | 0099 | 1,350 | 1,371 | 0321 | 1214 | 11,935 | 1,044 | 2,607 | 10471 | 2,158 | 027 | 4272 | 0845 | 0671 | 011 0,235
10 0103 | 0202 | 0121 | 1,566 | 0849 | 028 | 12498 778 1486 | 0426 | 6956 | 4738 | 0163 | 3,691 | 1,742 | 0,756 | 0,113 0,104
11 0150 | 0271 | 0203 | 1,837 | 1,019 | 0636 | 24431 | 4792 | 1,303 | 0969 | 8108 | 2,983 | 0191 | 4729 | 1442 | 0784 | 0,157 012
12 0128 | 0215 | 0189 | 1,155 | 1,027 | 0,29 3,551 4682 | 1376 | 2,567 | 9856 | 1,773 | 1,797 | 3387 | 1,018 | 0031 | 0,049 0,047
13 0067 | 0133 | 0089 | 0996 | 0527 | 0479 4,09 4783 | 0928 | 4958 | 8271 | 0515 | 1,088 | 3549 | 0062 | 0108 | 0,037 0,051
14 0200 | 0245 | 0211 | 1,689 | 0845 | 0543 | 4561 | 22375 | 1,984 | 6805 | 8,746 | 0467 | 1,394 | 4659 | 0059 | 0278 | 0,139 0,064
15 0036 | 0133 | 0037 | 1,806 | 0561 | 0222 | 0592 3629 | 0533 | 8847 | 10,156 | 0521 | 1076 | 388 | 0068 | 0185 | 0,08 0,057
16 0122 | 0208 | 0182 | 1,847 | 0775 | 018 | 15239 | 9469 | 1427 | 604 | 10086 | 1,29 | 1051 | 6,746 | 0058 | 0175 | 0,112 0,183
17 0127 | 0239 | 0149 | 1,762 | 0959 | 0381 | 2,733 | 14,062 | 2,063 | 4,737 | 9238 | 0939 | 1048 | 423 | 0061 | 0204 | 0,092 0,16
18 0068 | 0196 | 0083 | 1,633 | 0808 | 0202 | 0587 3701 | 1,165 | 1276 | 8729 | 0161 | 0792 | 4219 | 0053 | 0257 | 0,085 0,05
19 0128 | 0293 | 0163 | 1,479 | 1,020 | 0192 | 8,054 4765 | 2142 | 6547 | 9604 | 1,131 | 1,035 | 4198 | 0066 | 0307 | 0,088 0,06
20 0041 | 0128 | 0035 | 0880 | 0576 | 0354 | 2,713 4954 | 0686 | 2992 | 10,739 | 6,759 | 1291 | 3849 | 0077 | 0065 | 0,072 0072
21 0119 | 0271 | 0161 | 1,722 | 1,023 | 0215 | 3908 9,39 1559 | 4305 | 9632 | 3536 | 085 | 5389 | 0061 | 0,166 | 0112 0,107
22 0057 | 0154 | 0047 | 1,560 | 0,735 | 0138 | 0,645 3756 | 1,036 | 9301 | 7489 | 2,357 | 0709 | 4275 | 0053 | 0,125 | 0,099 0,079
23 0092 | 0199 | 0111 | 1,544 | 0,783 | 0833 | 4178 4498 | 1,196 | 4621 | 9473 | 4701 | 087 | 3547 | 0065 | 0172 | 0,081 018
24 0066 | 0176 | 0084 | 1,605 | 0,796 | 0,202 8.4 4,826 1 2585 | 9032 | 1561 | 1,01 | 4136 | 0065 | 0121 | 0,069 0121
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Tabulka 14 Pokrac¢ovani.

25 0,088 0,232 0,086 1,631 0,858 0,205 2,553 7,735 1,685 6,205 7,721 2,073 0,691 4 0,05 0,237 0,086 0,079
26 0,070 0,267 0,044 1,546 6,770 0,413 4,758 10,648 1,075 7,909 9,501 6,328 0,979 3,46 0,064 0,079 0,099 0,058
27 0,141 0,264 0,220 1,869 1,425 0,262 1,84 10,243 2,058 6,15 8,16 0,314 0,774 7,095 0,054 1,622 0,119 0,138
28 0,158 0,346 0,220 1,334 1,451 0,37 3,487 8,663 2,526 3,929 9,527 2,714 1,023 6,019 0,067 0,219 0,127 0,115
29 0,074 0,201 0,088 1,552 0,639 0,171 1,055 3,969 1,192 6,025 10,253 0,853 0,888 4,228 0,064 0,226 0,097 0,088
30 0,111 0,250 0,142 1,604 0,882 0,141 5,078 6,249 1,503 5,215 9,313 1,15 1,037 6,49 0,065 0,119 0,094 0,113
31 0,140 0,264 0,244 1,810 1,011 0,228 5,965 12,858 1,646 6,742 9,775 2,633 0,894 4,998 0,066 0,217 0,204 0,099
32 0,076 0,242 0,108 1,765 0,754 0,129 2,539 6,218 1,43 6,983 7,835 1,381 0,75 3,678 0,052 0,34 0,09 0,071
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Tabulka 15 Statistické charakteristiky pro jednotlivé analyty - Mg, Ca, Zn, Na, K, Hg, Li, Mn, Co, As, Mo, Cd, Sb, Cs, Pb, Tl, Se a Sr.

Analyt Primér Spodni Horni  Primér® Spodni Horni  Rozptyl Sm. Median IS IS
mez mez IS? 1S? odchylka spodni  horni

Mg 0,102 0,088 0,116 - - - 0,002 0,04 0,367 | 2,595 | 6,5.10716 0,094 0,066 0,121 0
Ca 0,224 0,205 0,244 - - - 0,003 0,05 0,037 | 2,663 | 9,4.10% 0,231 0,203 0,260 0
Zn 0,130 0,109 0,152 - - - 0,004 0,06 0,089 | 1,928 | 1,0.101 0,123 0,086 0,165 0
Na 1,574 1,485 1,662 - - - 0,060 0,25 -1,093 | 3,930 | 3,2.10% 1,604 1,503 1,705 0
K 1,092 0,710 1,475 0,870 0,788 0,977 1,125 1,06 5,002 | 27,34 | 1,0.10° 0,88 0,764 0,996 1
Hg 0,334 0,264 0,404 0,276 0,237 0,328 0,038 0,19 1,689 | 5759 | 2,9.10 0,285 0,199 0,371 2
Li 5,334 3,536 7,133 - - - 24,893 4,989 2,142 | 8,076 | 5,4.107 3,804 2,543 5,064 2
Mn 7,311 5,761 8,861 - - - 18,485 4,299 1,457 | 5,815 | 4,0.101 5,869 3,529 8,209 1
Co 1,430 1,241 1,620 - - - 0,276 0,526 0,536 | 2,675 | 2,3.106 1,354 1,056 1,651 0
As 5,018 4,071 5,964 - - - 6,899 2,627 0,613 | 3,776 | 2,4.10%? 4,848 3,331 6,364 0
Mo 8,637 8,168 9,105 - - - 1,690 1,300 -0,278 | 1,862 | 9,9.102%8 8,889 7,949 9,829 0
Cd 1,908 1,301 2,515 - - - 2,832 1,683 1,512 | 4,627 | 1,9.107 1,336 0,670 1,981 2
Sb 0,792 0,645 0,939 - - - 0,167 0,408 -0,022 | 2,682 | 1,7.10%2 0,879 0,701 1,058 0
Cs 4,160 3,745 4,575 - - - 1,325 1,151 1,003 | 3,575 | 7,5.10% 3,995 3,617 4,372 3
Pb 0,804 0,400 1,207 0,510 - - 1,253 1,119 1,243 | 3,271 | 1,5.10* 0,066 -0,484 0,616 0
TI 0,403 0,281 0,526 - - - 0,116 0,341 1,522 | 5937 | 8,6.10°% 0,247 0,017 0,477 0
Se 0,100 0,089 0,111 - - - 0,001 0,030 1,093 | 6,068 | 1,1.1018 0,097 0,083 0,110 2
Sr 0,104 0,086 0,121 - - - 0,002 0,048 1,016 | 3,366 | 1,1.1013 0,092 0,066 0,117 0

20dhad parametru, ktery byl ziskany exponencialni transformaci dat
b Kombinovany test normality — Pokud je hodnota p > 0,05, jedna se o normalni rozdéleni; pokud p < 0,05, nejedna se normalni rozloZeni dat

zkratky: 1S interval spolehlivosti; SMODCH smérodatna odchylka; g* sikmost; g? Spicatost; p pravdépodobnost; Me median; OB odlehlé body
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Tabulka 16 Priméry a smérodatné odchylky pro jednotlivé analyty v tfidach.

Primeér As Cs Se

Sk. 1 0,093 | 0,203 | 0,124 | 1,567 | 0,821 | 0,354 | 5,430 | 6,858 | 1,332 | 4,998 | 8,591 | 1,624 | 0,902 | 4,265 | 0,830 | 0,447 | 0,086 | 0,121 | 12
Sk. 2 0,107 | 0,238 | 0,134 | 1,577 | 1,256 | 0,323 | 5,277 | 7,583 | 1,489 | 5,029 | 8,664 | 2,078 | 0,726 | 4,097 | 0,788 | 0,377 | 0,109 | 0,093 | 20
viechny 0,102 | 0,224 | 0,130 | 1,574 | 1,093 | 0,334 | 5,334 | 7,311 | 1,430 | 5,018 | 8,637 | 1,908 | 0,792 | 4,160 | 0,8004 | 0,403 | 0,100 | 0,104 | 32
Sm.odchylka | Mg | Ca

Sk. 1 0,042 | 0,064 | 0,066 | 0,318 | 0,259 | 0,189 | 4,086 | 2,993 | 0,630 | 1,876 | 1,429 | 2,001 | 0,332 | 0,798 | 1,056 | 0,252 | 0,032 | 0,03 | 12
Sk. 2 0,037 | 0,042 | 0,058 | 0,201 | 1,312 | 0,201 | 5,562 | 4,977 | 0,460 | 3,036 | 1,254 | 1,485 | 0,442 | 0,798 | 1,056 | 0,252 | 0,032 | 0,040 | 20
viechny 0,039 | 0,053 | 0,060 | 0,246 | 1,061 | 0,194 | 4,989 | 4,299 | 0,526 | 2,627 | 1,299 | 1,683 | 0,408 | 1,151 | 1,119 | 0,341 | 0,030 | 0,048 | 32

Tabulka 17 Celkova kovariace a korelace.
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Tabulka 18 Vnitini korelace — tuéné oznacena korelace je vyznamna.

Pro [4) Sd Ca Zn Na K Hg Li Mn Co As Mo Cd Sb Cs Pb TI Se Sr Fer Smo | Mob
Mg 0,10 | 0,04 0,74 | 091 | 024 | -0,02 | 017 | 0,38 | 065 | 0,78 | -0,15 | 0,24 | -0,47 | 0,18 | 0,53 | -0,07 | 0,23 | 060 | 032 | 037 | 033 | -0,23
Ca 0,22 | 005 | 0,74 068 | 029 | 036 | 0,09 | 023 | 0,38 | 0,73 | -0,04 | 0,16 | 0,05 | -0,03 | 0,44 | -0,03 | 0,22 | 0,62 | 020 | 057 | 0,06 0,04
Zn 0,12 0,06 0,91 0,68 0,20 -0,14 | 0,10 0,36 0,41 0,77 -0,21 | 0,02 -0,27 | 0,14 0,54 0,06 0,33 0,50 0,28 0,21 0,38 -0,32
Na 154 | 026 | 024 | 029 | 0,20 003 | 012 | 021 | 022 | 015 | 027 | -0,08 | -0,31 | -0,26 | 0,36 | 001 | 0,35 | 058 | 023 | 0,07 | 011 | -0,13
K 114 | 117 | -0,02 | 0,36 | -0,14 | 0,03 0,04 | 000 | 021 | 001 | 0,18 | 015 | 046 | 006 | -003 | -0,11 | -0,08 | 0,12 | -0,09 | 0,24 | -0,19 | 0,32
Hg 0,3 | 020 | 017 | 009 | 010 | 0,12 | 0,04 0,17 | 0,01 | 000 | -0,20 | 007 | 012 | -0,17 | -0,26 | 034 | 0,45 | 021 | 0413 | -0,08 | -0,15 | -0,44
Li 557 | 543 | 0,38 | 023 | 0,36 | 021 | 0,00 | 0,17 0,11 | 003 | -041 | 004 | 015 | -0,25 | 0,20 | 0,15 | 0,19 | 045 | 045 | 002 | 0,17 | -0,11
Mn 7,09 | 445 | 065 | 038 | 041 | 022 | 021 | 0,01 | 011 010 | 017 | -0,03 | 0,27 | 038 | 0,34 | 0,01 | 041 | 030 | 0,15 | 041 0,05
Co 1,36 0,51 0,78 0,73 0,77 0,15 0,01 0,00 0,03 0,40 0,01 -0,18 | 0,15 0,48 | -0,07 0,19 0,40 0,18 0,38 0,15 -0,11
As 476 | 2,85 | -015 | -004 | -021 | 0,27 | 0,18 | -0,20 | -0,41 | 0,10 | -0,01 034 | 021 | -052 | -0,28 | -0,09 | -0,26 | 0,00 | -0,15 | 0,04
Mo 864 | 132 | 014 | 016 | 002 | -008 | 0,15 | 007 | 0,04 | 017 | 0,01 | 024 061 | 037 | -055 | -044 | -0,09 | 021 | -0,09 | 0,09 0,06
Cd 208 | 1,79 | -0,17 | 005 | -0,27 | -0,31 | 046 | 012 | 0,15 | -0,03 | -0,18 | -0,24 | 0,27 -0,08 | -0,14 | -0,27 | 0,05 | 0,07 | 006 | -0,20 | 0,34
Sb 0,76 | 045 | 0418 | -003 | 0,14 | -026 | 006 | -0,17 | -0,25 | 0,27 | 015 | 0,34 | 061 | 0,05 -0,66 | -063 | -041 | -0,19 | -019 | 0,13 | -0,21
Cs 413 | 112 | 053 | 044 | 054 | 036 | -003 | -0,26 | 0,20 | 038 | 048 | 021 | 0,37 | -0,08 | 0,28 -052 | 017 | 044 | 039 | -0,09 | 032 0,05
Pb 07 | 101 | -007 | -0,03 | 006 | 001 | -0,11 | 034 | 0,45 | -0,34 | -0,07 | -052 | -055 | -0,14 | -0,66

Tl 040 | 036 | 023 | 022 | 033 | 0,35 | -008 | 045 | 019 | 001 | 019 | -0,28 | -0,44 | -0,27 | -0,63

Se 0,10 0,03 0,60 0,62 0,50 0,58 0,12 0,21 0,45 0,41 0,40 -0,09 | -0,09 0,05 -0,41

Sr 010 | 005 | 032 | 020 | 028 | 0,23 | -0,09 | 0,13 | 045 | 030 | 018 | -0,26 | 0,21 | 0,07 | -0,19

Fer 031 | 097 | 037 | 057 | 021 | 0,07 | 0,24 | -0,08 | 0,02 | 015 | 0,38 | 0,00 | -0,09 | 0,06 | -0,19
Smo | 008 | 084 | 033 | 0,06 | 038 | 011 | -0,19 | -0,15 | 0,17 | 041 | 015 | -0,15 | 0,09 | -0,20 | 0,13
Mob | -0,12 | 0,77 | -023 | 004 | -032 | -013 | 032 | -044 | -0,11 | 005 | -0,11 | 0,04 | 006 | 034 | -0,21

Oznacené korelace jsou vyznamné na hladiné p < 0.05, N=26 (Celé¢ ptipady vynechany u ChD)

Zkratky: Pro proménna; Fer fertilni; Mob mobilni telefon; Smo kufaci; @ aritmeticky pramér; Sd smérodatna odchylka
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Obriazek 9 Grafické znazornéni korelace

Standardizovand hodnota koncentrace
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Obrazek 10 Krabicové grafy s ozna¢enymi odlehlymi body u jednotlivych analyti.
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Obrazek 14 Krabicovy graf pro vybrané analyty v rdmci sledovanych tfid.



4.4.2 Diskriminacni analyza

A - Vybér diskriminatori

V ramci diskriminacni analyzy byla uzita krokova analyza dopfednd. V né€kolika krocich
byly nalezeny znaky s dostate¢nou diskrimina¢ni silou. Vyfazeni znakd, které nebyly
pro klasifikacni analyzu vyznamné, bylo provedeno s vyuzitim nckolika kritérii: Wilkova
kritéria A, které nabyva hodnot od 0 do 1 znacici vybornou, resp. nevyznamnou diskriminacni
silu; kritéria F, kdy nejlepsi znaky dosahuji nejvysSich hodnot F; kritéria sily testu, které
dokumentuje vypoétend hladina vyznamnosti. Dalsim kritériem je tolerance 1-R? kterd je
mirou redundance, tj. nadbytecnosti znaku. Nejlepsi znaky pro klasifikaci dosahuji nejvyssich
hodnot toleranci. Vysledky diskriminaéni funkéni analyzy po provedeni jednotlivych kroki
S postupnym vypousténim znaku ur€ily jako nejlepsi znaky pro klasifikaci: Sr, Mg, Sb, T1, Mo,
Li, Hg a Cs.

B - Vy¢isleni klasifika¢ni funkce
Odhady parametri klasifikacni funkce pro zafazovani objekti do jednotlivych t¥id jsou
uvedeny v Tabulce 19. Uvedeny jsou tedy celkem 2 diskriminaéni funkce, pro kazdou t¥idu

jedna. Veli¢ina p je apriorni pravdépodobnost, s jakou bude objekt zafazen do dané tiidy.

Tabulka 19 Odhady parametrt klasifika¢ni funkce pro jednotlivé tiidy.

Proménna Skupina 1 Skupina 2
p =0,0375 p =0,625

Sr 10,3839 -42,9525

Mg -15,7603 110,5554

Sb 4,2723 -8,9332

TI 19,5744 12,9416

Mo 6,8041 8,9255

Li -0,0129 -0,2373

Hg 3,8436 -5,1528

Cs -0,2660 -1,7895
Absolutni ¢len -36,4780 -37,1240
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C - Klasifika¢ni matice
Tabulka 20 znazoriuje klasifikaéni matici zafazeni jednotlivych objekti do tfid.
U testovaciho souboru bylo dosazeno dobré klasifikace, z celkového poctu 32 vzorka, byly

chybn¢ zatazeny pouze dva objekty.

Tabulka 20 Zafazeni jednotlivych objektt do tiid.

Klasifikaéni matice - Radky: pozorované klasifikace;
Sloupce: piredpovézené klasifikace
% spravnych Skupina 1l Skupina 2
p =0,375 p = 0,625
Skupina 1 83,33 10 2
Skupina 2 100,00 0 20
Celkem 93,75 10 22

D - Zarazeni objekti do trid

V Tabulce 21 jsou uvedeny vysledky klasifikace objekti. Prvni sloupec uvadi skuteénou
tiidu, druhy pak prvni moznost klasifikace a posledni sloupec pak dalsi moznost Klasifikace.
Z hodnot uvedenych v tabulce je zfejmé, Ze s vyjimkou dvou objektt testovaciho souboru byly
jednotlivé objekty spravné zafazeny do piislusnych tiid. Uspésnost zafazeni objektii do vyse
uvedenych tiid byla tedy 93,75 %.

Hodnoty vypoctenych aposteriornich pravdépodobnosti zatfazeni kazdého z objektl
do kazdé z tiid jsou uvedeny v Tabulce 22. Nejvyssi hodnota pravdépodobnosti znaci
pfislusnost objektu do dané tiidy. I v daném ptipad€ byly s vyjimkou dvou objekti vSechny

ostatni objekty klasifikovany spravné.
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Tabulka 21 Klasifikace ptipada.

Klasifikace pripadu - nespravna klasifikace je oznacena *

Pozorova klasif. 1 2
p =0,375 p = 0,625
1 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
2 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
3 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
4 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
5 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
6 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
7 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
*8 SKUPINA 1 SKUPINA 2 SKUPINA 1
9 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
10 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
11 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
12 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
13 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
14 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
15 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
16 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
17 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
18 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
19 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
20 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
21 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
22 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
23 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
24 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
25 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
26 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
27 SKUPINA 1 SKUPINA 1 SKUPINA 2
28 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
29 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
*30 SKUPINA 1 SKUPINA 2 SKUPINA 1
31 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
32 SKUPINA 2 SKUPINA 2 SKUPINA 1
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Tabulka 22 Vypoctené Aposteriorni pravdépodobnosti a zafazeni objekti do jednotlivych
trid.

Aposteriorni pravdépodobnosti - nespravna klasifikace je
oznacena *

Pozorova klasif. 1 2

p =0,375 p = 0,625

1 SKUPINA 1 0,926885 0,073115
2 SKUPINA 1 0,814784 0,185216
3 SKUPINA 2 0,009288 0,990712
4 SKUPINA 2 0,414211 0,585789
5 SKUPINA 1 0,944633 0,055367
6 SKUPINA 2 0,029970 0,970030
7 SKUPINA 2 0,00240 0,999760
*8 SKUPINA 1 0,049912 0,950088
9 SKUPINA 2 0,021805 0,978195
10 SKUPINA 2 0,030417 0,969583
11 SKUPINA 2 0,048670 0,951330
12 SKUPINA 2 0,194148 0,805852
13 SKUPINA 1 0,955802 0,044198
14 SKUPINA 2 0,001502 0,998498
15 SKUPINA 1 0,744686 0,255314
16 SKUPINA 1 0,981180 0,018820
17 SKUPINA 2 0,313691 0,686309
18 SKUPINA 2 0,037145 0,962855
19 SKUPINA 2 0,000855 0,999145
20 SKUPINA 1 0,974949 0,025051
21 SKUPINA 2 0,003123 0,996877
22 SKUPINA 2 0,465737 0,534263
23 SKUPINA 1 0,993264 0,006736
24 SKUPINA 1 0,998105 0,001895
25 SKUPINA 2 0,031452 0,968575
26 SKUPINA 2 0,147750 0,852250
27 SKUPINA 1 0,999415 0,000585
28 SKUPINA 2 0,005783 0,994217
29 SKUPINA 2 0,013159 0,986841
*30 SKUPINA 1 0,418986 0,581014
31 SKUPINA 2 0,000262 0,999738
32 SKUPINA 2 0,091446 0,908554

Dal8i mozZnosti klasifikace na zdkladé hodnot Mahalanobisovych vzdalenosti (mira
vzdalenosti ve vicerozmérném prostoru) je v grafické formé znazornéna na obrazku 15. V grafu

jsou uvedeny hodnoty odpovidajici findlnimu zafazeni do pfisluSnych kategorii.
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S5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni multiprvkového profilu muzského ejakulatu
metodami TOF-ICP-MS a AAS s cilem nalezeni moznych souvislosti mezi prvkovym slozenim
a problémy s plodnosti. Teoretickd ¢ast prace se zabyva muzskou neplodnosti (rozdélent,
pti¢iny a vySetieni), vlivu prvka na lidské zdravi a muzskou plodnost a problematice prvkové
analyzy muzského ejakulétu (spektralni a nespektralni interference).

Vzorky byly ptfed vlastni analyzou pomoci ICP-MS a FLAAS mineralizovany
v mikrovinné peci. Pro tento ucel byla provedena optimalizace podminek mikrovinného
rozkladu. Zvyseni analytického vykonu bylo dosazena za vyuziti systému Multi-Tubes, ktery
umoznil rozklad 24 vzorki najednou. Dochazi tak nejen k ¢asové uspoie, ale i uspofe energie
a pouzitych ¢inidel. Rozklad muzského ejakulatu (0.5 g) se podatilo realizovat za pouziti
omezeného mnozstvi reakcnich ¢inidel, konkrétné 1 mL HNOsz a 1 mL H20; s pridavkem 3 mL
redestilované vody. Pouziti minimalniho mnozstvi ¢inidel je zcela v souladu s trendy soucasné
zelené chemie.

Ovéteni presnosti metody pro analyzu vybranych prvkd bylo provedeno pomoci
referenénich materialéi moci Seronorm™ Trace Elements Urine (SERO, Norsko). Nalezené
hodnoty byly v dobré shodé s hodnotami uvedenymi vyrobcem.

Analyzovano bylo celkem 32 vzorku, ve kterych bylo stanoveno 18 prvka (Mg, Ca, Zn,
Na, K, Hg, Li, Mn, Co, As, Mo, Cd, Sh, Cs, Pb, Tl, Se a Sr). Pomoci nastroji jednorozmérné
a vicerozmé&rné statistické analyzy doslo ke zpracovani vysledkii namétenych hodnot prvkd.

Pro zjisténi odlehlych bodu v datech byly sestrojeny krabicové grafy. Pacienti 5, 24 a 30
nevykazuji zadné odlehlé hodnoty, zbyli pacienti vykazuji vybocujici hodnoty u nékterych
analyti. Nejvice odlehlych bodt (5) vykazoval pacient ¢islo 20, konkrétné se jednalo o analyty
Ca, Zn, Na, Mo a Cd. V tomto pifipadé se jedna o neplodného muze S diagndzou
teratozoospermie. Snizena hladina Ca, Zn, Na koreluje se snizenou kvalitou spermii
a spermatogenezi. Ca je diileZity pro dozravani spermii. Naopak zvySend hladina Mo negativné
ovlivituje koncentraci a morfologii spermii. ZvySend hladina Cd by mohla mit spojitost s tim,
Ze pacient je obCasny kufdk, t€Z nosi mobilni telefon v predni kapse vice jak 3 hodiny denné,
coz by mohlo mit negativni vliv na spermie. 4 odlehlé hodnoty u analyti Sb, Tl, Se a Sr
vykazoval pacient ¢islo 12. Jedna se o normospermika. Tyto odlehlé hodnoty by mohly mit
spojitost s obéasnym koufenim a bydlenim ve mésté. Odlehlé hodnoty Mg a Zn byly zjistény
u ¢tyf pacienta (14, 15, 20, 28). Z toho pacienti 15 a 20 jsou neplodni. U pacienta 15

(oligoastenoteratozoospermik) byla snizena hladina Mg a u pacienta 20 (teratozoospermik)
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snizena hladina Zn a Ca. Pravé tyto prvky ovliviiuji kvalitu spermii, spermatogenezi a jsou
nutné pro dozravani spermii. Snizené hladina Mg a Zn mé negativni vliv na muzskou plodnost.
Pacienti 15 a 20 jsou oba kufaci, nosi mobilni telefon v pfedni kapse kalhot. Pacienti 10 a 18
maji odlehlé hodnoty u As, pacienti 18, 20, 26 vybocuji u hladiny Cd. Prvky As a Cd negativné
ovlivituji kvalitu - motilitu spermii. Kromé& pacienta 20, jsou ostatni normospermikové.
Vy¢nivajici hodnota Se je u pacientd 11, 12, 13 a 31, ale pouze pacient 13 je neplodny
(oligoteratozoospermik), Se je nutny pro spermatogenezi a vyvoj spermii. ZvyS$ena hladina Se
se objevuje o normospermikll a snizena u neplodnych muzi. Pacient 13 ma snizenou hladinu
Se oproti ostatnim pacientim. Pacienti 13 a 31 jsou nekufaci a 11, 12 obc¢asni kufaci. Kromé

pacienta 31 nenosi ostatni mobilni telefon v predni kapse kalhot.

Za pouziti diskrimina¢ni funkéni analyzy bylo diky vhodnym diskriminujicim
proménnym (Sr, Mg, Sb, Tl, Mo, Li, Hg a Cs) mozno klasifikovat pacienty do dvou 2 kategorii
— fertilni a infertilni muzi, které odpovidaji rozdéleni v praxi. Usp&snost zafazeni objekti
do vyse uvedenych tiid byla 93,75 % - celkového poctu 32 pacientt, bylo spravné zatazeno 30.
Spatné zafazené objekty byly pacient 8 a 32.

Korelace se objevuje piedev§im u Ca, Mg a Zn. Tyto prvky jsou velmi dilezité
pro spravnou tvorbu spermii a spermatogenezi. Pokud jsou jejich hodnoty extrémné vychyleng,
muze se jednat o neplodné jedince. Dalsi korelace se vyskytuji mezi Mg, Zn, Mn a Co. Mn je
téz pottebny pro spravnou funkci spermii, ale pokud se vyskytuje ve vyssi koncentraci,
negativné ovliviiuje pohyb spermii. Co ovliviiuje hladinu testosteronu a ovliviiuje funkci
Leydigovych bun¢k. V korelaci se ¢asto objevuje Se napt. s Mg, Ca, Zn, Na, Li, Mn, Co. Se je
dalsi z prvkil, ktery je nepostradatelny pro spravny vyvoj spermii, spermatogenezi a je
predevSim dilezitym antioxidantem. Mn a Sr poukazuji na moZnou souvislost s koufenim
tabaku.

Pro zjisténi vice souvislosti by bylo zapotiebi vice pacientli (vzorkd) a podrobné;jsi
dotaznik, diky kterému by bylo mozné myslenku této diplomové préace rozsifit. Vice vzorki by

bylo rovnéz zapotiebi pro potieby cross-validace vysledkl diskriminacni analyzy.
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