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SCURT REZUMAT AL LUCRARII

Studiul prezentat 1si propune s investigheze modul 1n care se modificd parametrii de
motilitate ai fertilitdtii masculine umane la schimbarea factorului ambient natural, cdmpul
geomagnetic terestru (GMF). Fertilitatea masculind umand a scazut considerabil Tn ultimul
secol, si existd putine studii care sa investigheze motivele scdderii estimarilor de fertilitate la
barbati. Pe de altad parte valoarea GMF scade si ne Indreptam spre o perioadd de schimbare a
polilor magnetici. Trecerea se va face intr-o perioadd de timp in care Paméantul va avea
inevitabil un cAmp magnetic aproape nul, cdmp magnetic zero (ZMF). Prezenta tezd de
doctorat isi propune sa studieze schimbarile ce apar la parametrii de fertilitate microscopici ai
celulei masculine de reproducere, spermatozoidul, atunci cind GMF este compensat si se
obtin conditii de ZMF.

Intrucat acesti factori sunt primordiali in procesul natural de reproducere, ne-am
propus sa-i studiem din punct de vedere bioenergetic. Pentru aceasta am studiat legdtura
dintre substratul bioenergetic primar (glucoza) folosit de cdtre celulele haploide umane si
procesul pentru care se foloseste energia rezultatd prin scindarea glucozei, respectiv
producerea miscdrii mecanice a spermatozoizilor. Am considerat ca parametru de pornire
consumul de glucoza, si ca parametri finali, parametrii de motilitate ai fertilitatii masculine
umane. Mentiondm ca rezultatele sunt prezentate ilustrativ, cu prezentarea in detaliu a catorva
probe pentru fiecare parametru studiat.

Lucrarea este structurati in 5 capitole. In prima parte am prezentat o scurti trecere in
revistd a cercetarilor in domeniu existente in prezent. In partea a doua am prezentat in detaliu
metodele folosite in tratarea acestui subiect, cu accent pe metodele proprii. In partea a treia
am prezentat influentele campurilor magnetice asupra celulelor umane, cu accentul pe
rezultatele proprii si posibile explicatii ale fenomenelor investigate. In partea a patra am
prezentat in detaliu rezultatele proprii ale influentelor ZMF asupra parametrilor de motilitate
ai fertilitdtii masculine umane. Am discutat In detaliu posibile justificari a rezultatelor, am
corelat rezultatele si le-am prezentat 1n sintezd. Deasemenea am prezentat in detaliu normele
si metodologia ce trebuie respectata, pentru a relua si reproduce experimentele prezentate, cu
evitarea erorilor nedorite, de catre oricine interesat de acest subiect. in partea a cincea am
prezentat concluziile clare rezultate din experimentele noastre.

Pentru a nu distruge chimic probele in timpul determindrilor de concentratie a

glucozei, ne-am propus dezvoltarea unei metode neinvazive si nedistructive a probei. In acest



sens, am efectuat masurdtori preliminare pentru determinarea unei metode, care si dea
rezultate cu erori la nivelul celor mai noi metode chimice acceptate n prezent. Masurdtorile
preliminare au ardtat ca spectroscopia Raman nu da un coeficient de determinare acceptabil,
la mésurarea concentratiei glucozei 1n lichidul seminal uman. Am ales spectroscopia UV-VIS
ca fiind mai potrivitd, cu un coeficient de determinare acceptabil scopului propus. Din
informatiile pe care le detinem la aceastd ord, studiul nostru este efectuat in premierd
mondiald. Metoda proprie de studiu a fost dezvoltatd si validatd conform cerintelor 1n
domeniu si ea aduce o flexibilitate Tn plus domeniului de cercetare specific.

Masuratorile au aratat ca spermatozoizii umani consuma mai multd glucoza in ZMF in
comparatie cu GMF. Deasemenea rezultatele noastre aratd cd parametrii de motilitate ai
spermatozoizilor umani, folositi In prezent pentru caracterizarea fertilitatii masculine umane,
isi schimba valorile la expunerea In ZMF 1n comparatie cu expunerea in GMF ca si control.

Corelarile statistice dintre parametrii de studiu considerati au fost facute si rezultatele
prezentate in detaliu. Din studiul de sinteza a acestor corelari, rezulta clar cd ZMF stimuleaza
motilitatea spermatozoizilor umani in comparatie cu GMF, si creste semnificativ estimarile
de fertilitate masculina.

As dori sd multumesc pe aceastd cale In special D-lui C.S.I. profesor asociat Dr.
Morariu V.Vasile, conducatorul de doctorat, pentru indrumarea atenta, pentru timpul acordat
studiului critic constructiv, i colaborarea fructuoasa pe care am avut-o cu dansul in acesti
ani. Le multumesc pe aceasta cale si profesorilor care m-au sprijinit si Indrumat in timpul
desfasurarii studiului: Prof. Dr. David Leontin, Prof. Dr. Cozar Onuc, Senior Principal
Scientist P.h.D. Michael J. Harrison, C.S.I. Dr. Turcu loan, Prof. Dr. Isvoran Adriana, Prof.
Dr. Astilean Simion, Prof. Dr. Pop Viorel, C.S.I. Dr. Bratu loan.

Deasemenea le multumesc si celor care au facilitat activitdtile de cercetare, sau au
cercetat efectiv n cadrul acestui studiu : C.S.III. Dr. Neamtu Silvia, C.S. Dr. Buimaga Luiza,
C.S.L. Dr. Cojocariu Cristina, Prof. Dr. Stamatian Florin, Prof. Dr. Surcel Ioan (}), Medic Dr.
Micu Romeo, Biolog Dr. Lerintiu Stela, Biolog Dr. Surd Stela, Biolog Garlovanu Marinela,
C.S. Dr. Farcau Cosmin, Tehnician IAS Puia Mircea, Medic Dr. Colhon Dan, Tehnician
Sacalis Ana, familiei mele, si Tn mod deosebit sotiei mele Mihaela si copiilor mei Antonia si

David.
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NOTIUNI TEORETICE SI INTRODUCTIVE

CELULE UMANE HAPLOIDE

Van Beneden a descoperit in 1883 ca gametii au un numar redus de cromozomi.
Cromozomii sunt grupari structurale care i-au nagstere din nucleul celulelor in timpul

diviziunii [WHO, 2001].
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Fig. 1 Structura de baza a spermatozoidului uman si sectiune transversald prin

coada spermatozoidului uman

Abia in 1956 s-a determinat cd numarul de cromozomi finali la oameni este 46, iar
procesul prin care numarul de cromozomi este redus la jumatate se numeste diviziune
meioticd. Celulele care poartd astfel doar jumatate din informatia genetica, avand doar 23
cromozomi, se numesc celule haploide. Celulele umane de reproducere, gametii, sunt celule
haploide (Fig.1).

Spermatozoidul uman este o celuld mobila haploida, ce transportd jumatate din
informatia genetica a organismului masculin uman zigotului. El este generat prin diviziune in
tuburile seminiferoase ale testisului.

Spermatozoidul uman este lung de aproximativ 50um si este alcatuit din doua regiuni
distincte morfologic si functional, capul si coada, care sunt inchise Tn aceeasi membrana
(Fig.1). Functiile spermatozoidului sunt de transmitere a setului haploid de cromozomi si de

fecundare a ovulului, ceea ce duce la activarea procesului de dezvoltare al ovulului.




Aceasta informatie geneticd haploida, este condensatd 1n nucleul localizat in capul
spermatozoidului. Coada spermatozoidului este formatd din microtubuli, doi singulari in
interior, Inconjurati de noud microtubuli dubli 1n exterior. In partea anterioard microtubulii
sunt Inconjurati de mitocondrii, care colecteazd nutrientii din mediu. Acesti nutrienti din
lichidul seminal, sunt convertiti Tn adenozin trifosfat (ATP), combustibilul biologic folosit

pentru miscarea cozii.

ENERGETICA SPERMATOZOIDULUI UMAN

Cei mai importanti nutrienti extracelulari pe care spermatozoidul uman 1i foloseste
sunt glucoza si fructoza. Glucoza este substratul energetic folosit pentru lantul de reactii
biochimice ce au loc in glicoliza, iar fructoza pentru fructolizd. Produsul final al fructolizei
este, la spermatozoizii umani, acidul lactic.

Aceastd structurd permite interconversia ATP-ului si ADP-ului (adenozin difosfat)
intre paturile fibroase, unde ATP-ul este produs prin glicolizd, si dineina ATP-aza
axonemala, unde ATP-ul este consumat [Wenlei C. et.all, 2006]. Numai D-glucoza este
activd biologic, in timp ce imaginea sa oglindd, L-glucoza nu poate fi metabolizatd in

procesul biochimic cunoscut ca glicoliza.
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Fig. 2 Forma ciclica si structura 3D pentru a-D glucopiranozdi (stdnga) si f-D

glucopiranoza glucozei (dreapta)




Glucoza se prezintd sub forma unei substante albicioase, fie ca si cristal solid, fie in
solutie apoasd [Kirschner and Woods, 2001]. Este prezentatd mai jos formula moleculara a
glucozei sub forma de lant (Fig.3), si sub forma ciclicd de glucopiranoza (Fig.2). Formula
chimica a glucozei este (CsHi20s) si se giseste predominant sub forma ciclica la pH 7, iar in
solutie apoasa sub forma de lant deschis (acilic) si inel (ciclic) in echilibru. Se observa ca desi
inelul chimic este o hexoza, el contine numai 5 atomi de carbon, de unde denumirea de
piranozi. Masa molari a glucozei este 180.16 g mol™', densitatea 1.54 g cm™, iar punctul de
topire pentru a-D-glucoza: 146°C si pentru B-D-glucoza: 150°C [Gailliot et al., 2007]. Datele
corespund statutului standard (la 25 °C, 100 kPa).

Glicoliza produce prin anaerobiozd, 2 molecule de ATP. Prin oxidarea glucozei la
dioxid de carbon, proces cunoscut ca respiratie celulard, o singura molecula de glucoza prin
scindare completd elibereaza energia necesard pentru a produce 36 de molecule de ATP

[Lodish et al., 20041].

CONSUMUL DE ADENOZIN TRIFOSFAT (ATP). PRODUCEREA ENERGIEI
MECANICE

Conform statutului standard (la 25 °C, 100 kPa) ATP-ul are formula chimica
moleculard C;oH;sNsO;3P3 si masa molarda 507.181 g/mol. ATP-ul produs este folosit de
spermatozoizii umani pentru a produce miscare mecanica.

Gajewsky si colaboratorii sdi au ardtat cd la aceasta hidrolizare se elibereaza cantitati
de energie ce depind de tipul de legatura chimica care se scindeaza. Daca G° este energia

libera Gibbs, vom avea [Gajewski et al., 1986]:

ATP + H,O — ADP +Pi + H* AG’ = - 30.54 kJ/mol (-7.3 kcal/mol) [1]
ATP + H,O — AMP + PPi+ H* AG’ = - 45.6 kJ/mol (-10.9 kcal/mol) [2]
HN
/=N
0 7\ />
I I I N
0=P—0-P—0-P-0 N
o o O °
OH OH

Fig. 3 Formula chimica moleculara a ATP-ului §i structura 3D.




Consumul de glucoza 1n partea principald a cozii este corelat biochimic si cantitativ
cu productia de carburant biologic ATP. Se produc aproximativ 200 pmol ATP per 10°
spermatozoizi n absenta glucozei, si aproximativ 1000 pmol ATP per 10° spermatozoizi in
prezenta glucozei [Mukai C et al., 2004]. Se observa ca productia de ATP este de 5 ori mai
mare in prezenta glucozei. Prin urmare spermatozoizii folosesc glucoza ca sursd
bioenergetica primara pentru producerea de ATP.

Odata produs, ATP-ul este consumat cu ajutorul catalizatorului de dineina axonemala
ATP-aza [Cao W et al., 2006]. ATP-azele sunt o clasa de enzime care catalizeaza
descompunerea ATP-ului Tn adenosina difosfat (ADP) si un ion liber de fosfat. Aceasta
defosforilare produce energie, care Tn cazul nostru este folosita in principal pentru culisarea
microtubulilor (MT) din coada celulei haploide. Culisarea microtubulilor exteriori fatd de cei
interiori genereaza o Indoire care ajutd la producerea unei miscarii tipice Tnotului flagelatelor
(Fig.1).

ATP-ul si analogii lui stimuleaza motilitatea spermei [Romac P et al., 2004], iar ATP-
ul extracelular, creste potentialul de fertilizare si motilitatea [Rossato M et al., 1999]. Prin
culisarea microtubulilor, stimulatd de dineina ATP-aza, si executata de bratele de dineind, se
obtine miscarea de bataie a cozii. Acest sistem de culisare a microtubulilor functioneaza atat
la spermatozoizii mamiferelor, cat si la cei ai echinodermelor [Ishijima S. et.all, 2006].
Dineina ATP-aza, componentul de baza al motoarelor moleculare ale celulelor de germinare,
necesitd ATP ca si sursa de energie [Du J. et al., 1994].

Perechea centrald de MT se cupleaza mecanic cu cele 9 MT exteriori prin proteine ce
au devenit conformatii stabile prin evolutie. Aceastd cuplare ajuta ca flagela spermatozoidului
uman de tip 9 + 2 sd se indoaie si sa decupleze pentru a genera batai de putere, alternativ cu

cele de revenire [ Yang C et al., 2008].

PARAMETRII STANDARD DE STUDIU AI MISCARII CELULELOR
HAPLOIDE

Spermatozoidul odata eliberat se comporta ca si o celuld eucariotd complexa capabila
sd producd si sd consume energie, asigurandu-si astfel un echilibru stationar cu mediul.
Pentru a caracteriza motilitatea, viabilitatea si caracteristicile spermatozoizilor au fost definiti

un grup de parametri.
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Timpul de lichefiere este un parametru strans legat de vascozitatea spermei, $i
lichefierea este cauzatd la 10-30 minute dupa ejaculare de catre enzimele proteolitice din
prostata (protelaza si amilaza).

Volumul si concentratia spermei, concentratia glucozei, concentratia fructozei si
aciditatea sunt parametri macroscopici ce dau o informatie bazica despre calitatea probei. O
proba normala are pH-ul intre 7.2 - 8.0.

Parametrii  microscopici uzuali sunt strans legati de numarul si forma
spermatozoizilor. O probd normald are o concentratic de cel putin 20 milioane
spermatozoizi/ml, cu un numar total de cel putin 40 milioane de celule pe proba ejaculata, din
care cel putin 50% sa fie motile (sa se miste). Numarul total al leucocitelor trebuie sd fie mai

mic de un milion [Jequier A.M. & Crish J.P., 1986].

280
. d4 ds
260 ] VCL3 =d3 /13

- " ——a (x2,Y2)

240 | d3 el

220 ] /
- -

200 A 4

VAP =d (1,2)/ t (1,2)
180 —

160 —

140 — d1

Y (micrometri)

LIN=d(1,2)/d (1, 2, ...5)

120 4

100

80 = (X1, Y1)

60 T T y T : T L T X T J 1
0 50 100 150 200 250 300

X (micrometri)

Fig. 4 fmpdr;irea traiectoriei curbilinii in portfiuni aproximativ drepte, §i definirea

vitezei curbilineare (VCL), a vitezei in linie dreapti (VAP), si a liniaritditii

traiectoriei (LIN)

Pentru o proba normala, cu morfologie normala, proportia de celule rapid progresive
(cu viteza medie peste 25 um/s) determind calitatea si estimarile de fertilitate [Owen Derek
H. & Katz F. David {, 2005]. Motilitatea spermatozoizilor poate fi caracterizata printr-un
grup de parametrii specifici ce pot fi determinati din inregistrarea si fotografierea secventiala
a traiectoriilor celulelor (Fig.4).

VCL, viteza curbilineara se defineste ca fiind numeric egald cu distanta strabatuta

intre doud puncte, urmarind traiectoria curbilineara, pe unitatea de timp (Fig.7).
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VAP, viteza in linie dreapta se defineste ca fiind numeric egald cu distanta strabatuta
intre doud puncte, 1n linie dreapta, pe unitatea de timp. Ambele viteze se masoara Tn pum/s
pentru a fi mai convenabil, fiind corespunzatoare scarii reale specifice migcarii
spermatozoizilor umani.

LIN, linearitatea traiectoriei se defineste ca fiind raportul dintre distanta strabatutd in
linie dreaptd si distanta actuala strabdtutd urmarind traiectoria de miscare a celulei pentru a se
deplasa intre cele doud puncte considerate (Fig.7). Prin urmare se observa ca LIN se poate

exprima $i in procente, sau deseori printr-un numar cuprins 1n intervalul [0,1].

ALH, amplitudinea deplasarii laterale a capului este o distantd, si se defineste ca
media distantei de deplasare maxima a capului spermatozoidului, masurata fatd de traiectoria
curbilineara ce strabate centrul de greutate al celulei, in miscarea ei Intre doud puncte. Este
convenabil sd exprimdm aceastd distanta in pm, corespunzator scérii reale specifice miscarii

spermatozoizilor umani [Ginsburg K. A. et.al., 1988].

CAMPUL GEOMAGNETIC TERESTRU (GMF)

Un caz particular de camp stationar care prezintd interes 1n acest caz este campul
magnetic terestru. Ne vom referi adesea la modulul vectorului densitate de flux magnetic B
(inductia magneticd) pentru a caracteriza campul magnetic. Campul magnetic al Paméantului
(si campul magnetic de suprafatd) este cu bund aproximatie un dipol magnetic cu un pol
aproape de polul nord, si un pol aproape de polul sud.

Temperatura miezului Pamantului este peste 1043K, temperatura Curie la care
orientarile momentelor magnetice de spin devin dezordonate in fier, i, ca urmare contributia
locala a corului Paméntului la GMF nu se poate explica prin orientarea momentelor
magnetice.

GMF este cauzat de curentii electrici n partea exterioara a paturii lichide a Terrei si
nu de aranjarea dipolilor magnetici. Curentii electrici indusi Tn ionosferd genereaza campuri
magnetice cand atmosfera este mai aproape de Soare, cauzéind alteratii zilnice care pot
deflecta GMF cu péna la un grad [Herndon J.M., 2003].

Campul magnetic terestru isi schimba directia Tn medie la fiecare 250.000 ani. Ultimul
astfel de eveniment nu a respectat aceastad periodicitate. El a fost determinat pe baza

bazaltului din lava, din cele mai multe parti de pe Terra, si a avut loc acum 780.000 ani.
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De la prima mésuratoare de GMF efectuatd de Carl Friedrich Gauss in 1835 si pana
azi GMF a scazut cu aproximativ 5% [Courtillot V. and Le Mouel J.L., 1988]. Aceste
statistici aratd cd ne Indreptdm spre o perioadd cand campul magnetic al Pdmantului 1si va
shimba polaritatea. Pentru o anumitd duratd de timp, in viitor va exista inevitabil camp

magnetic zero (ZMF).

BAZE TEORETICE ALE STUDIULUI CELULELOR UMANE HAPLOIDE
MASCULINE IN CAMP MAGNETIC ZERO

Explicarea influentei ZMF asupra motilitatii spermatozoizilor umani a fost
sugeratd 1n rapoarte [Truta Z et al., 2005; Truta Z et al., 2006, Truta Z et al., 2011]. Pentru a
intelege aceasta influentd, trebuie sd stim ca Tn cAmpul magnetic static este indusd cuplarea
reziduala a dipolilor din gruparile amino ce se gasesc 1n structura acizilor nucleici [Ying J et
al., 2007]. Pe de altd parte spermatozoizii umani contin acizi nucleici in ADN-ul transportat
condensat in partea de cap. Proteinele de dineind continute in spermatozoidul uman sunt
elemente diamagnetice (respinse usor in cAmp magnetic static) [Alberts B et al., 2002]. Ca
rezultat al anizotropiei diamagnetice a proteinelor §i a acizilor nucleici din spermatozoidul
uman, aceste structuri macromoleculare vor tinde sa se orienteze In camp magnetic.

Exista studii care dovedesc cd spermatozoizii altor tipuri de mamifere se orienteaza
in cAmp magnetic static [Takeuchi T et al., 2002]. Prin urmare, anuldind GMF, anuldm cativa
potentiali factori disturbatori ai miscarii libere si orientdrii spermatozoizilor, si, teoretic, ei se
vor misca mai bine. Aceastd prezumtie a fost verificatd experimental in cazul
spermatozoizilor umani §i raportatd pentru prima data in 2005 [Truta Z et al., 2005].

Carburantul biologic ATP este consumat de catre celulele haploide atit pentru
producerea de energie mecanicd cat si pentru necesarul energetic al reactiilor metabolice.
ATP-ul extracelular creste potentialul de fertilizare si motilitatea spermatozoizilor [Rossato
M et al., 1999]. Pentru generarea miscarii ATP-ul este consumat cu ajutorul catalizatorului de
dineind axonemald ATP-aza [Cao W et al.,, 2006]. Atunci cind concentratia de carburant
biologic ATP 1n lichidul seminal este mai ridicatd si miscarea cozii celulelor este mai ampla.
Comportamentul bioenergetic al celulelor haploide masculine umane poate fi inteles daca
corelam substratul bioenergetic primar, glucoza, cu productia de carburant biologic ATP si cu
producerea de migcare mecanicd, prin consumul de ATP.

Un caz aparte 1l reprezintd conditiile de ZMF, motiv pentru care am conceput acest
studiu, alegind celulele haploide ca fiind unele dintre cele mai complexe celule pe care

corpul uman le genereazd. Am sugerat explicarea primard a influentei ZMF asupra
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spermatozoizilor umani [Truta Z et al., 2005; Truta Z et al., 2006] avand in vedere un studiu
mai complet care a luat in calcul glucoza ca parametru bioenergetic de pornire, $i parametrii
de motilitate ca parametri finali de studiu [Truta Z et al., 2010, Truta Z et al., 2011].

Studiul nostru a fost conceput cu scopul de a determina efectele ZMF asupra
consumului de glucozd a spermatozoizilor umani, $i asupra parametrilor motilitatii si

viabilitdtii acestor celule, ca parametri principali in estimarea fertilitatii masculine.

METODE EXPERIMENTALE

OBTINEREA PROBELOR SI PROTOCOLUL DE MANIPULARE

Probele biologice utilizate au fost donate la Laboratorul IVF de la Clinica de
Ginecologie Cluj. Probele au fost obtinute prin ejaculare, urmand procedeul recomandat de
World Health Organization [WHO, 2001]. Fiecare proba a fost observatd microscopic,
numaratd, marcatd i impdrtitd In doud esantioane. Un esantion a fost expus in ZMF iar
celalalt in GMF ca si proba de control.

Pentru fiecare proba s-au efectuat cate 10 masuratori pe cantitdti de Spl. Procedeul de
categorisire s-a efectuat prin numadrare in camera Makler. Pentru a avea aceleasi conditii de
temperaturd am pastrat proba si proba control in aceasi camerd (au existat variatii mici de
temperatura, 22°C+03°0). Timpul maxim de expunere a fost considerat 72 ore. Dupa
masuratorile de numadrare, motilitate, inregistrare PC si spectrofotometrie, toate probele au
fost distruse urméand protocolul de distrugere a probelor biologice.

Nici o proba nu a fost folositd dupa expunere in cAmp magnetic pentru orice alte
studii, IVF sau inseminare.

Pentru numarare am folosit metoda Makler pentru spermatozoizi [Makler A et al.,
1978]. Am folosit notarea specificd cunoscutd pentru motilitatea celulelor (celule rapid
progresive, celule Tncet progresive, celule imobile %) pentru caracterizarea tuturor probelor
folosite 1n studiu.

Procentajul de celule rapid progresive (RP) se determina prin impartirea numarului de
celule ce se misca cu o viteza VAP mai mare de 25um/s, la numarul total de celule. Similar
concentratia de celule incet progresive (SP) se determind Tmpartind numarul celulelor ce se

misca cu o viteza mai mica de 25um/s, la numarul total de celule [WHO, 2001].




METODA DE OXIDAZA A GLUCOZEI (GO)

Metoda GO se bazeaza pe reactiile:

Glu oxidase

Glu + O, Gluconic acid + H,O,

Peroxidase

HzOz HZO + 02

0, + Chromogenic O, acceptor ——» Colored complex

Acceptorul de oxigen cromogenic reactioneazd cu peroxidul produs, si formeaza o
culoare proportionala cu concentratia de glucozd in proba de lichid seminal.

De mentionat ca pentru verificarea acceptorului de oxigen am folosit initial probe de
glucoza purd diluatd la concentratii cunoscute. Pentru pregatirea probelor s-a folosit o balanta
Kern, cu eroarea de masurd de 0.Img. Un laborant si un biolog au efectuat aceleasi teste

separate, iar rezultatele au fost aceleasi.
METODA SPECTROSCOPICA ULTRAVIOLET-VIZIBIL (UV-VIS)

Spectrofotometria UV-VIS este o tehnicd analiticd fundamentald, care Tmpreuna cu
accesoriile specifice, este folositd in laboratoare pentru masurdatori de absorbtie si transmisie
in toate domeniile de aplicatie. Metodele spectrofotometrice misoard componentele relative,
in comparatie cu componentele absolute, care sunt dificil de masurat, si depind de tehnica de
masurare folosita. Am folosit un spectrofotometru UV-VIS JASCO 530 cu doud cuve
identice, una pentru proba si una pentru referintd, la care am raportat. Pentru a evita erorile
cauzate de apa distilata din cuva de referintd, am obtinut spectrul UV-VIS al apei distilate si

l-am extras prin diferentiere din spectrele de interes.

METODA DE ANALIZA A SPERMEI ASISTATA PE COMPUTER (C.A.S.A.),
DETERMINAREA PARAMETRILOR MOTILITATII SI VELOCITATII

Pentru determinarea velocitatii Tn linie dreaptd (VAP) si a velocitdtii curbilineare
(VCL) am folosit metoda C.A.S.A. modificatd de noi pentru eficienta. Au fost determinati
parametrii uzuali standard medii ai motilitatii si velocitatii [Fletcher DA si Theriot JA, 2004].
Pentru verificare am determinat scara de masura in pixeli pentru ecranul monitorului folosit,

cu ajutorul gridurilor Makler (620:1 pe Toshiba, si 2480:1 cu zoom, 1358:1 pe Sony).
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VAP a fost determinat pentru toti spermatozoizii vizualizati pentru cel putin 10
ridicari foto consecutive (20-30 celule), din cel putin 5 locatii diferite ale camerei de
numadrare Makler pentru una si aceeasi probd, la un timp de masurare. Aceastd metoda da un
total de 100-150 celule folosite la un timp de masurare stabilit.

Vizualizarea a fost facuta simultan pe un TV Emerson, si printr-un tuner analog-
digital PCTV, de la aceeasi camera CCD, pe computerul Toshiba. Pentru fiecare set de
masuratori au fost calculate statistica si erorile. Erorile medii de determinare au fost calculate

si rezultatele prezentate sunt semnificative la nivelul p < 0.05.

COMPENSAREA GMF SI EXPUNEREA PROBELOR

Am construit un dispozitiv pentru a crea cAmp magnetic continuu, format dintr-un set
de bobine Helmoltz (Fig.5), si doud baze dreptunghiulare din polistiren estrudat ca si suport.
Baza exterioara a bobinelor (baza suport) a fost construitd pentru a fi mentinuta orizontala si
a fi marcata Intre anumite limite dispuse convenabil 1n raport cu spatiul ales pentru expunerea
de probe.

Baza interioard a bobinelor (baza de expunere) a fost elevata printr-un set de suporti
din polistiren estrudat, pentru a asigura stabilitatea probelor Tn mijlocul geometric
aproximativ si paralelismul dintre baza suport si baza de expunere. Elevarea bazei interioare a

fost facuta prin suprapunerea catorva baze paralelipipedice nemagnetice, din acelasi material.

2007/07/25 09:22

Fig.5 Disporzitiv pentru compensarea cimpului magnetic terestru




Planele bobinelor pot fi inclinate la un unghi mai mare de 45 de grade hexagesimale.
in combinatie cu rotirea bazei suport, si inversarea sensului curentului in bobine se asigura
crearea unui camp magnetic continuu de orice orientare spatiala doritd. Odatd ce obtinem
orientarea doritd, colturile bazei suport se marcheaza pe locul ales pentru expunere.

Ca si sursa de tensiune am folosit un redresor cu filtrare Nokia cu alimentarea la 220V
tensiune alternativd de retea tip Europa, si iesirea in 12V curent continuu la 0.5A. In circuitul
de iesire am introdus un reostat cu cursor si extrafiltrare pentru ajustarea curentului ce trece
prin bobine. Bornele tensiunii continue se pot interschimba, schimbéand astfel sensul
curentului prin bobine si sensul cAimpului magnetic creat de bobine.

O hartd magnetica spatiald a fost determinatd pe suprafata de expunere, in interiorul
bobinelor, cu ajutorul aparatului Fluxmaster, determindnd componenta verticala si orizontald
a inductiei magnetice de-a lungul marcajelor de pe baza de expunere, prin determinari
succesive in spatiul de interes.

Pe baza de expunere a aparatului construit de noi, se obtine cAmp magnetic cu
densitatea de flux magnetic variind 300nT/25mm, in plan orizontal. Aceastd variatie a
densitdtii de cAmp magnetic pe suprafata de expunere de 60nT/5Smm este acceptabild,
deoarece eprubetele folosite aveau un diametru de Smm §i nu am expus mai mult de 4 probe
la un set de masuratori. Fiecare proba expusd a avut volumul minim de 10pL. Prin urmare
variatia densitatii fluxului cAmpului magnetic intre probele expuse compact, este mai mica
decat eroarea propusa de compensare a campului magnetic (150nT). Omogenitatea campului
obtinut da erori mai mici de 0.3 %, erori pe care nu le-am depasit la expunerea probelor.

Am dorit ca influente aleatorii cotidiene sa fie identice pentru probele expuse in ZMF
si pentru probele expuse In GMF, pentru a nu avea diferente relative datorate radiatiilor
electromagnetice (EMF) sau radiatiilor elecromagnetice de frecventd redusd (ELF). Ne-am
asigurat astfel cd diferentele ce apar intre probele expuse in GMF si cele expuse in ZMF sunt
efectul anularii campului GMF, si nu al anihildrii influentelor campurilor variabile uzuale
cotidiene. De asemenea au fost eliminate toate sursele posibile de radiatii EMF, ELF sau

radio si TV din apropierea locului de expunere.
METODE STATISTICE SI ANALIZA STATISTICA A REZULTATELOR

Masuratorile repetate au fost analizate folosind softul de statisticd SPSS 13.0 pentru
Windows (SPSS Inc, Chicago, Ill) si One way-ANOVA pentru Origin 6.1. Rezultatele de la

numardrile Makler nediluate si de la Makler 1:1 au fost testate sistematic pentru corelare
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absolutd folosind Intraclass Correlation Coefficients (ICC), si modelul de efect dublu.
Numardrile repetate pentru fiecare proba ar trebui sd dea aceleasi valori. Cu cat valoarea ICC
este mai apropiatd de 1, cu atit metoda este mai fiabila. Coeficientii de variatie (CV) au fost
deasemenea calculati initial pentru a determina Tmpréstierea rezultatelor fatd de valoarea
medie pentru fiecare metoda.

Pentru identificarea picului de glucoza (GUVP) din spectrul UV-VIS al probelor de
lichid seminal uman, am ales 3 teste statistice: Independent t-Test, One-way ANOVA,
Regresii multiple. Testele se pot aplica la doud seturi de date independente si care au o
distributie normald. Testul Independent t-Test a fost folosit sub forma testului la doud
populatii t-Test. Toate aceste trei teste pot fi folosite pentru a afla daca seturile de date au sau
nu acelasi tip de variatie (sau distributie de la caz la caz), si dacd pe acelasi interval
considerat au sau nu aceleasi valori medii.

La folosirea metodelor coloana "Prob > F" da posibilitatea obtinerii statistice a valorii
F mai mare decét cea listatd pentru regresie. In aplicatiile uzuale acest numar este 0.05, sau
mai putin. Acesta este standardul unanim acceptat in lucrdrile stiintifice. R? statistic misoara
variabilitatea Tn datele la care se aplica (si se poate explica cu) un model liniar. R’ ia valori de
laOlal.

La toate testele si analizele statistice efectuate am impus nivelul minim de confidentd
de 95%. La controlul picurilor specifice Raman am folosit pentru identificarea substraturilor
cate doud din testele enumerate.

Pentru masuratorile parametrilor de motilitate a fertilitatii (VAP, VCL, LIN, ALH,

BCEF) rezultatele prezentate sunt semnificative statistic la nivelul p < 0.05.

INFLUENTELE CAMPURILOR MAGNETICE ASUPRA CELULELOR

MECANISME DE INTERACTIUNE

Mecanismele de interactiune a campului magnetic static cu celulele vii poate fi
explicat partial la aceastd data 1n cateva moduri [WHO, 2006]:

- interactiunea electrodinamicd cu curentii ionici de conductie. Curentii ionici de
conductie interactioneaza cu campul magnetic prin intermediul fortelor Lorentz ce se
exercitd asupra purtdtorilor de sarcind n miscare. Aceste efecte duc la inductia curentilor
si schimbadrilor de potential electric. Schimbarile de potential electric sunt asociate in

general cu contractii ventriculare inhibitoare.




- efectele magnetomecanice, incluzand orientarea structurilor magnetice anizotrope in
campuri statice si translatarea materialelor feromagnetice i paramagnetice in gradiente de
camp. Fortele si momentele structurilor endo si exocelulare sunt mecanisme de interactie
inhibitoare.

- efectele cAmpului magnetic asupra starilor spinilor electronici ai intermediarilor de
reactie. Multe clase de reactii organice pot fi influentate semnificativ de catre campuri
magnetice de la 10 la 100mT ca rezultat al efectelor pe stérile spinilor electronici ai
intermediarilor de reactie. O pereche de spini corelatd radical se poate recombina si
impiedica formarea unui produs de reactie In doud situatii ce pot fi influentate de campul
magnetic:

o trecerea de la o stare de triplet la o stare de singlet.
o radicalii trebuie sa se intalneasca fizic pentru a reactiona. Aceasta poate inhiba
reactiile enzimatice, §i ca urmare lanfurile metabolice.

Mecanismele de interactiune ale campului magnetic variabil (camp electromagnetic)
cu celulele vii este explicat pe baza energiei pe care unda o poartd. Frecventa de emisie a unei
surse este cea care dicteaza tipul de interactiune cu materia organica.

Radiatii Electomagnetice — Ionizante — vy, X, UV-inalte (Ionizarea compusilor)
—Neionizante—UV-joase, VIS, IR (Excitare electronici)
— RF, MF, ELF, SF (Inducere de curenti)

La frecvente sub frecventele RF modulate in amplitudine (AM), de aproximativ 10°
Hz, radiatiile electromagnetice se cupleazd slab cu materia organicd, deci efectele datorate
frecventei undei de frecvente extreme joase (ELF) sunt mai scdzute. Aici ele trebuie sa tind
cont si de componenta staticd a campului, si ca urmare i de mecanismele explicate mai sus
[Moulder JE si Foster KR, 1995]. Campurile magnetice sunt dificil de ecranat, ele patrund
usor chiar prin cladiri, cu atit mai mult prin materia organici (in parte, corpul uman). In
contrast, campurile electrice au o abilitate mica de a patrunde prin cladiri $i materie organica.

Deoarece campurile electrice statice nu patrund adanc prin corpul uman este normal
sd credem ca orice efect biologic legat de campuri statice trebuie sd se datoreze campurilor
magnetostatice [Kowalczuk CI, 1991; Miller G, 1987]. Se pune intrebarea cat de mult putem
suporta din aceste radiatii fara sa avem probleme de sdnatate ireversibile. Institutul National
American de Standards (ANSI) a standardizat ca maxima doza de 0.4 W/kg pentru rata de
absorbtie specifica (SAR) [ANSI, 1982].
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INFLUENTELE RADIATIILOR ELECTROMAGNETICE (EMF) GENERALE
ASUPRA CELULELOR HAPLOIDE

Telefoanele mobile sunt indispensabile in prezent. Ele emit insa la functionare radiatii
electromagnetice ce pot fi nocive pentru celule, in particular pentru celulele haploide
masculine. Telefoanele industriale cu difuzoare produc o densitate de flux magnetic de 0.3-
1.0mT la suprafata.

S-au constatat cresteri semnificative la parametri de motilitate la expunerea in caAmp
magnetic pulsativ cu forma pétratd a pulsurilor, la 5S0Hz si de intensitate de SmT. La o
densitate a fluxului magnetic de numai 2.5mT, pentru acelasi tip de influente, efectele nu au
fost semnificative [lorio R et al., 2006]. ELF nu induc aberatii cromozomiale sau mutatii, la
nivelul acizilor nucleici [Hiroyuki T et al., 1998].

Studii care au luat in considerare spermatozoizii umani au determinat ca atit ELF cat
si radiatiile RF cauzeaza reducerea capacititii de fertilizare si a motilitatii acestor celule
[Makler A, 1980; De Vita R, 1995]. Undele sinusoidale cu o frecventa de SOHz nu afecteaza

insd morfologia structurald a celulelor umane in vitro [Supino R et al., 2001].

INFLUENTELE CAMPULUI MAGNETIC STATIC (SF) ASUPRA CELULELOR
HAPLOIDE

Campurile magnetice statice sunt caracterizate de taria cAmpului magnetic H, < A/m>
si densitatea fluxului magnetic B, < T= Wb/m” > aproximativ constante in timp. Piméntul
produce un cAmp magnetic terestru de 35uT la ecuator, si 70uT la poli. Intensitatea campului
electric terestru este de aproximativ 130V/m la nivelul marii, i 45V/m la 1.000m altitudine.

Efectele biologice sunt influentate de cAmpul magnetic efectiv care se aplica la locul
expunerii. Studiul computational face legatura intre cimpul magnetic static exterior si cAmpul
electric §i curentii indusi intern datorat cauzei miscarii materiei organice in acel camp
magnetic. In cazul spermatogenezei si spermatozoizilor umani in vivo, cimpul magnetic ce se
aplica la nivelul testisului are aproximativ acelasi ordin de marime ca si cAmpul magnetic
exterior ceea ce face ca efectele biologice sa fie mai pronuntate la aceste tipuri de celule.

Cele mai mari cAmpuri magnetice statice la care se expune publicul sunt generate de
sistemele de imagine rezonantd magneticd (MRI). Un calcul teoretic computational arata ca
in acest caz publicul este expus la un cimp magnetic static cu densitatea de flux a campului
de 1.5 — 4T [Kowalczuk CI, 1991; Stuchly MA, 1986]. Muncitorii care produc aluminiu sunt
expusi la cdmpuri de 5 — 15mT [NIOSH, 1994].




Un alt tip de efect biologic este orientarea spermatozoizilor Tn cAmp magnetic static.
Exista lucrari unde se raporteazd o orientare de 100% a celulelor haploide masculine la
mamifere (tauri) la un cdmp magnetic static putin sub 1T. Efectul biologic al campului
magnetic static de orientare a celulelor haploide masculine este mult mai pronuntat in
comparatie cu eritrocitele si majoritatea tipurilor de celule somatice [Emura R et al., 2001].

Un alt studiu aratd cd expunand spermatozoizii mamiferelor (soareci in acest caz) la
0.7 T intre 1 si 24 ore pe durata a 35 zile spermatozoizii se dezvoltd cu mai multe anomalii la
cap, dar nu apar schimbari semnificative la coadd [Tablado et al., 1998].

Tot la soareci la o expunere de numai 30min/zi se reduce cantitatea de sperma
testiculara [Narra V.R. et al., 1996]. Pana si o expunere a spermatozoizilor la numai 5nT are
ca rezultat cresterea numarului de spermatozoizi adulti anormali [Asashima M et al., 1991].

Pentru alte tipuri de animale exista studii care raporteaza efecte negative la expunerea
animalelor la un cdmp SMF cu o valoare a densitatii de flux magnetic de 20mT. La o
expunere de numai 30 min./zi pe durata a doud sdptdmani numdararea spermei s-a modificat
drastic, cu pana la 89.9%, iar motilitatea spermatozoizilor a scdzut cu 96.54% [Ramadan LA

et al., 2002].

INFLUENTELE GMF ASUPRA CELULELOR HAPLOIDE

Campul geomagnetic terestru (GMF) este un cAmp magnetic aproape stationar. Prin
urmare toate efectele descrise la capitolul anterior se manifesta la celulele haploide, relativ la
densitatea fluxului magnetic terestru.

GMF se aplicd neancetat oamenilor de pe Terra spre deosebire de sursele artificiale
care influenteazd numai anumite locatii, si se aplicd temporar. Sursele artificiale de camp
magnetic foarte puternice influenteaza marea masa a publicului foarte rar.

Efectul GMF se cumuleaza in timp. Astfel, desi corpul uman a nvatat sa trdiasca in
aceste conditii de mediu, ele nu pot fi neglijate, cu atat mai mult cu cat ele se schimba in
timp si trebuie sd ne punem intrebarea cum va raspunde organismul uman la aceste
schimbari.

Spermatozoidul uman este o celuld anizotropd si asimetricd, ce contine structuri
macromoleculare diamagnetice (proteine structurale si proteinele de dineind ce formeaza
motorul molecular) si acizi nucleici [Ying J et al., 2007; Alberts B et al., 2002]. Aceste
structuri macromoleculare tind sa se orienteze in camp magnetic, deci sunt influentate de

campul GMF, care devine astfel un factor de stres pentru motilitatea acestor tipuri de celule.



BAZA SPECTRALA A LICHIDULUI SEMINAL UMAN

S-au extras spectrele UV-VIS din probe 1:5 diluate, pentru toti componentii
biochimici cu concentratie semnificativa (> 5mg/100mL) din lichidul seminal uman
[C.MUKALI et al. 2004]. Concentratiile probelor componentilor pregatiti artificial, au fost
respectate aga cum s-a gasit in literatura din cea mai noud lucrare de sinteza din domeniu la
data experimentelor [C.MUKAI et al. 2004]. Este de amintit cd limita de detectie a
componentilor biochimici din lichidul seminal uman este de Smg/100mL.

Intensitatea absorbtiei relative (RAI) a fost masuratd in modul Abs al
spectrofotometrului Jasco 530 folosit. Am ales dilutia 1:5 ca optima. Avand in vedere ca in
UV-VIS anumite picuri se suprapun partial, am obtinut spectrele componentilor majoritari ai
lichidului seminal [Owen D.H., Katz D.F, 2005] si le-am eliminat prin diferentiere in Origin
contributiile valorilor Abs la locul picului clar al glucozei.

De asemenea unii componenti biochimici ai lichidului seminal uman au benzi de absorbtie
suprapuse si un spectru UV-VIS bine definit, insd sub lungimea de undd de 250 nm, si ca
atare nu influenteazd masurdtorile ce vizeazd picul UV-VIS al glucozei de la 267nm.
Prezentam ca exemplu citratul (Fig.6). Banda de absorbtie UV-VIS cea mai apropiata de
picul glucozei pe care am gasit-o experimental a fost cea a fructozei. Fructoza are o banda de
absorbtie clard cu un pic la 286nm (Fig.6). Fructoza pura folositd pentru ridicarea graficului

are un spectru foarte clar, unanim acceptat in studii.
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Fig.6 Spectrele UV-VIS ale lichidului seminal , 5i a componentilor biochimici ai lichidului
seminal ce au o contributie semnificativd la baza spectrald, diluate 1:5 (stdnga). Baza
spectrala totald UV-VIS a lichidului seminal uman (72, 0, 28%)(rosu) determinata grafic
(Originé.1), si spectrul UV-VIS al aceleasi probe (verde), la dilutia 1:5.




Rezultatele amintite nu au fost obtinute in prealabil in lichidul seminal, dar In conditii
similare de pH>7 [Kubota H et al., 1976; Yordanov ND et al., 2004]. Baza spectrala UV-VIS
a lichidului seminal uman n jurul valorii de 267nm, are ca §i componenti spectrali
semnificativi numai albumina, ureea, acidul ascorbic, citratul si fructoza (Fig.6).

Fitarea la scard a spectrelor UV-VIS a componentilor biochimici din lichidul seminal
uman, care au o contributie spectrald semnificativd in jurul valorii de 267nm si suma lor
spectrald (Origin 6.1), aratd ca baza spectrald a lichidului seminal poate fi aproximata
acceptabil (Fig.6).

Sugeram ca diferenta dintre baza spectrald totala UV-VIS a lichidului seminal uman
(72, 0, 28%), si spectrul UV-VIS al aceleasi probe la lungimi de unda mai mici de 250nm, se
datoreaza proteinelor minoritare din lichidul seminal uman. Oricum ele nu influenteaza

extragerea graficd a picului glucozei de la 267nm (Fig.6).

DETERMINAREA CONCENTRATIEI INITIALE A GLUCOZEI IN PROBELE
ANALIZATE. METODA PROPRIE DEZVOLTATA PE BAZA PICULUI UV-
VIS AL GLUCOZEI (GUVP)

Nici un alt component biochimic al lichidului seminal, cu exceptia glucozei, nu are o
banda de absorbtie UV-VIS 1in jurul valorii de 267nm (vezi capitolul anterior “Baza spectrald
a lichidului seminal”). Prezentdm banda de absorbtie UV-VIS cu picul clar al glucozei de la

267nm (Fig.7).
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Fig.7 Spectrul UV-VIS al unei solutii de glucoza purd in concentratie de 55
+1mg/100mL distilata 1:5 in apa distilata (stinga). Polinomul de regresie (plum
punctat) de gradul 3 corespunzator bazei spectrale a lichidului seminal uman

pentru o probd sandtoasd (72, 0, 28%) diluatdi 1:5




Ecuatia corespunzatoare fitdrii regresive care aproximeaza cel mai bine baza spectrala
UV-VIS, in aria de interes (230nm la 300nm), este:

Y=452.71657 - 5.17716 X + 0.01979 X*- 2.51964E -5 X° [3]

In care X este valoarea numerici a lungimii de unda, iar Y este valoarea Abs
corespunzatoare fitarii regresiale punct cu punct.

Din ecuatia [3] si Fig.7 picul UV-VIS al glucozei de la 267nm (GUVP) poate fi extras
simplu folosind analiza de diferentiere din Origin 6.1 (Fig.7). Pentru a fi siguri ca picul pe
care 1l masurdm este Intr-adevar picul GUVP, am comparat si analizat picul glucozei pure
diluate 1:5 (Fig.7), cu picul de la 267nm extras din spectrul UV-VIS al probei de sperma
considerate (Fig.7).

Coeficientul de determinare rezultat este 0.963 (Tab.2). Din compararea punct cu
punct a picului glucozei pure diluata 1:5 (Fig.7), cu picul de la 267nm extras din spectrul UV-
VIS al probei de sperma considerate (Fig.7), rezulta identificarea clard a picului GUVP in

lichidul seminal uman (Tab. 1).

Parametru/ Independent One-way Multiple Regression
Metoda t-Test ANOVA
p 0.27754 0.27754 0.027754
t -1.10166 - -
F - 1.21364 1.21364
R*2 (COD) - - 0.96335
Prob>F <0.0001 <0.0001 <0.0001
Concluzia finala acelasi pic acelasi pic acelasi pic

Tab.1 Comparatie intre picul de la 267nm extras dintr-o proba de spermd (72, 0, 28%), si
GUVP extras din spectrul UV-VIS al glucozei pure in concentratie de 55 +1mg/100mL,
diluate 1:5
Pentru a obtine un grafic de calibrare a concentratiei glucozei in functie de valoarea
intensitatii absorbtiei relative Abs, am masurat absorbtia glucozei pure la 267nm, la 5
concentratii diferite, respectand dilutia la care am conceput studiul, de 1:5 (Fig.8).
Am determinat un grafic de calibrare a absorbtiei relative in functie de concentratia
probei de glucoza in intervalul de concentratie de la 10+1mg/100mL la 140+1mg/100mL.
Graficul de calibrare rezultat poate fi fitat liniar cu ecuatia:
y = (5.7211 E-3) x + 3.6226E-5 [4]
In care x reprezinti valoarea concentratiei glucozei, iar y este valoarea intensitatii
absorbtiei relative a picului glucozei de la 267nm pentru aceeasi proba. De mentionat ca s-au
folosit unitatile de masura a concentratiei specifice acestor tipuri de determindri unanim

acceptate, la dilutia 1:5, fara a schimba nici o proportie, sau valoare Abs.
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Fig.8 GUVP al glucozei pure, diluatd 1:5 la concentratiile ardatate. Fitarea liniard
a scarii de concentratie rezultatd prin reprezentarea graficd a valorii absorbftiei relative
UV-VIS ca functie de concentratia glucozei diluata 1:5 la 267nm (dreapta).

Daca neglijam cel de-al doilea factor in ecuatia [4], din graficul de calibrare (Fig.8)
rezultd:
x=yctgu [5]

in ecuatia [4] eroarea de fitare a primului coeficient este + 0.02413 E-3.

Coeficientul de determinare al fitarii liniare a graficului de calibrare liniara este
R*=0.99864, iar graficul de calibrare este semnificativ la nivelul p < 0.05 (Fig.8).

in ecuatia [5] u este definit ca unghiul dintre dreapta graficului de calibrare a
glucozei, si axa OX (Fig.29). Ecuatia [4] poate fi aplicatd la solutii diluate 1:5 de lichid
seminal uman, in apa distilata, in limitele de concentratie a glucozei, pentru care a fost dedusa
scara de calibrare (10£1mg/100mL to 140+1mg/100mL). Din ecuatiile [4] si [5] rezulta:
ctg u =174.7915 [6]

Din ecuatiile [5] si [6], putem determina concentratia glucozei x in functie de valoarea
numerica a absorbtiei relative UV=VIS al GUVP, la 267nm y:
x =174.7915 y [7]

Ecuatia [7] este semnificativd la nivelul p<0.05 si rezultatele pentru concentratia
totala de glucozd 1n sperma umana, sunt in unitdtile uzuale pentru acest tip de studii,
mg/100mL.

Graficul de calibrare a fost determinat pentru sperma umand naturald diluatd 1:5 in
apd distilatd, fard nici un fel de conservanti, sau produse chimice de stimulare. Am folosit
metoda GUVP pentru a determina concentratia totald de glucoza in probele de sperma umana.

S-a ales un grup de 30 de donori sanatosi si fertili.




Rezultatele obtinute sunt prezentate pentru ilustrare in (Tab.2). Am obtinut pentru
valoarea medie a concentratiei glucozei In sperma umand sandtoasa valoarea de 47.17+4.13
mg/100mL (p<0.05, R’= 0.9801) (Tab.2). Pentru a valida metoda am determinat concentratia
glucozei 1n 30 de probe recoltate de la donori sdnatosi (Tab.2). Rezultatele au fost comparate

cu cele obtinute prin metodele biochimice de control (tabel neprezentat).

Proba RP, SP, 1 Valoarea numerica a Concentratia
GUvVP glucozei
(%) (Abs value = SD) (mg/100 mL)
1 72,0, 28 0.32832+0.01429 57.3%£2.7
2 60, 9, 31 0.25339+0.01147 442423
3 61, 10,29 0.25911+0.01236 452424
4 54,22,24 0.26712+0.01161 46.6x+2.3
5 59, 11, 30 0.23795+0.01212 41.5+£2.4
6 63,21, 16 0.27742+0.01326 48.5+2.6
7 64, 15,21 0.27227+0.01291 47.5£2.5
8 52,27,21 0.25968+0.01257 453424
9 57,16,27 0.23966+0.01269 41.8+2.5
10 59, 11, 30 0.28771£0.01007 50.242
11 70, 5, 25 0.30831+0.01402 53.942.7
12 66, 8, 26 0.27914+0.01345 48.8+2.7
13 71,9, 20 0.32147+0.01421 56.242.7
14 60, 13, 27 0.2379620.01367 41.6x2.7
15 53,29, 18 0.26027+0.01215 45.5+2.4
16 57, 14,29 0.27914+0.01238 48.8+2.4
17 56, 20, 24 0.27171£0.01326 47.5+2.7
18 57, 18, 25 0.24941+0.01163 43.6+2.3
19 50, 21,29 0.24253+0.01369 42427
20 59, 6, 35 0.29574+0.01146 51.7£2.3
21 58,11, 31 0.28201+0.01451 49.3+2.8
22 64, 26, 10 0.27229+0.01254 47.6x2.4
23 69, 8, 23 0.2728620.01362 47.7+2.8
24 67,2, 31 0.29288+0.01268 51.242.5
25 63, 14,23 0.26313+0.01436 46+2.8
26 54,11, 35 0.25284+0.01166 442423
27 51,27,22 0.23969+0.01364 41.9+2.6
28 69, 7, 24 0.30032+0.01329 52.542.6
29 62, 6,32 0.26944+0.01037 47.1+2.1
30 51,17,32 0.22657+0.01114 39.6£2.2

Tab.2 Concentratia de glucoza (coloana 4) din sperma umand cu parametrii (RP, SP, I)
(coloana 2) obtinutd pentru probele (coloana 1) sdndtoase. Valoarea absortiei relative a
picului GUVP de la 267nm este aratatdi (coloana 3).

Neglijarea celui de-al doilea termen Tn ecuatia [3], dd un sens fizic ecuatiei: pentru o

concentratie de zero a glucozei, avem o absorbtie relativa de zero la 267nm. Eroarea asociata




cu neglijarea celui de-al doilea termen este de 0.00633mg/100mL, care este nesemnificativa,
mult sub limita de detectie a oricarei metode de detectie a glucozei cunoscute in prezent.

Metoda GUVP a fost validata prin raportarea acestor rezultate [Truta Z et al., 2010].

VARIATIA IN TIMP A PROCENTAJELOR RAPID SI LENT PROGRESIVE
EXPUSE iIN GMF

Prezentam procentajul celulelor rapid si lent progresive in totalul de celule haploide
masculine, pe durata a 30 ore expunere in GMF. Aceste experiente au fost facute in vitro la
temperatura de 22 +0.3°C. In primul grafic s-a colectat proba de la un donator foarte fertil, in
al doilea grafic de la un donator cu caracteristici de normozoospermie. Toate masuratorile de
concentratie, efectuate la un moment dat, au eroarea relativd medie de 2%, rezultatd din tipul
de metoda adoptata [Makler, 1978].

Se observd ca tendinta generald este ca dupd trecerea unei perioade de timp
concentratia de spermatozoizi rapid progresivi sa descreasca (Fig.9), iar cea de lent progresivi
sd creasca si apoi dupa ce atinge un maxim sd descreascd, in perioada de timp 1n care proba
este viabila. S-a sugerat ca aceasta crestere a concentratiei de spermatozoizi lent progresivi se

face pe seama spermatozoizilor rapid progresivi, care cu trecerea timpului devin incet

progresivi [Truta Z et al., 2006].
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Fig.9 Variatia procentajului spermatozoizilor rapid (rosu) si lent (verde) progresivi intr-o
proba foarte fertila (72, 4, 24%) cu 31 mil/ml expusi in GMF (stinga). Variatia
procentajului spermatozoizilor rapid (rosu) si lent (verde) progresivi intr-o probd normald

(57, 20, 23%) cu 26mil/ml, expusd in GMF.




In cele 2 cazuri considerate procentajul de spermatozoizi imobili se poate gasi usor
prin normare. Spermatozoizii viabili neprogresivi nu prezintd interes practic pentru fertilizare
in vitro sau inseminare, decit in cazurile deosebite pentru donorii la care toti spermatozoizii

sunt viabili dar neprogresivi, iar informatia ADN este intacta.

INFLUENTELE ZMF ASUPRA CELULELOR HAPLOIDE

INFLUENTA TEMPERATURII ASUPRA VELOCITATII IN LINIE DREAPTA (VAP)
SI VIABILITATII CELULELOR HAPLOIDE MASCULINE UMANE iN ZMF
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Fig.10 Variatia VAP a unei probe de tip normozoospermie (72, 9, 19%) cu 32 mil/mL
expusd in GMF (stdnga). Variatia VAP a unei probe de tip normozoospermie (72, 9, 19%)
cu 32 mil/mL expusd in ZMF, si GMF ca si control, la trei temperaturi diferite. Eroarea de

termostatare este de +0.3°C (dreapta)

Spermatozoizii sunt celule a caror motiliate se activeaza la scurt timp dupa lichefierea
lichidului seminal. Velocitatea de miscare a acestor celule depinde de temperatura la care ele
sunt expuse. La crioprezervare celulele sunt imobile, iar la temperaturi peste 43°C ele mor din
cauza hipertermiei.

Pentru studiul in vitro am lucrat la temperatura camerei. Am facut un set de 5
experimente pentru a determina influenta temperaturii asupra velocitatii in linie dreaptd
(VAP) a spermatozoizilor expusi in GMF. Prezentam VAP celulelor rapid progresive pentru
cele 5 temperaturi (Fig.10). Proba a fost aleasa de la un pacient foarte fertil (72, 9, 19 %) 32

mil./ml. Se observi ci la 17 °C dupa aproximativ 13 ore practic toate celulele sunt imobile.




La 24 °C avem celule incet progresive chiar si dupd 30 ore. Cand toate celulele sunt imobile
proba nu mai este considerata viabila [WHO, 2001].

Rata de descrestere a VAP la cele 5 temperaturi considerate este mai mare pentru
temperaturi mai mici. Chiar si la o diferentd de numai 2°C rata de descrestere medie a VAP
difera semnificativ. La proba expusa la 24 OC avem o rati de descrestere medie de 1.06 pm/s/h
in timp ce la 22 °C rata de descrestere medie este 1.48pm/s/h.

Prezentam variatia Tn timp a VAP a unei probe de tip normozoospermie (72, 9, 19 %)
la expunerea in ZMF, respectiv GMF ca si control, termostatate la 3 temperaturi diferite
(Fig.10). De mentionat este cd rata de descrestere a VAP medii este mult mai ridicata la
temperaturi de expunere scazute, iar pentru aceeasi temperatura de expunere proba expusa in
ZMF are o valoare semnificativ mai ridicatd a VAP medii decat proba expusd in GMF
(Fig.10). Deasemenea viabilitatea probelor depinde de temperatura de expunere, dar si de
valoarea densitatii de flux magnetic.

Proba de la 24°C expusa in ZMF nu mai este viabila dupa 49 ore, in timp ce proba
expusd in GMF nu mai este viabild dupa 46 ore. Proba de la 21°C expusa in ZMF nu mai este
viabild dupa 35 ore, in timp ce proba expusa In GMF nu mai este viabila dupa 31 ore. Proba
de la 17°C expusd in ZMF nu mai este viabila dupa 19 ore, in timp ce proba expusa in GMF
nu mai este viabild dupa 15 ore.

Daca analizam graficele probelor prezentate (Fig.10) se constata ca probele mai sunt
viabile si atunci cand teoretic valoarea medie a VAP este zero. Prin urmare existd o perioada
in care spermatozoizii umani la o anumitd temperaturd de expunere nu mai sunt motil
progresivi, dar ei au totusi un metabolism, deci consuma glucoza (si desigur si alti nutrienti).
Din intersectia axei OX cu graficele prezentate rezulta perioada de timp In care
spermatozoizii nu mai sunt motil progresivi, dar sunt viabili (Fig.10).

Aceasta diferentd da o perioadd de timp aproximativa ce depinde de temperatura de
expunere: 7 ore la 24 °C, 5 ore la 21 °C, si 3 ore la 17 °C. De mentionat ca crioprezervarea,
inghetarea foarte rapida, este cu totul un alt fenomen [Ishikawa et. al, 2007], iar efectele

inregistrate si prezentate de noi nu se aplicd la aceste temperaturi foarte joase.

INFLUENTA ZMF ASUPRA VAP A CELULELOR HAPLOIDE MASCULINE
UMANE

Categoria spermatozoizilor rapid progresivi este categoria responsabild pentru
calitatea spermei si estimarile de fertilitate ale unui pacient. Acesta este motivul pentru care

ne-am concentrat atentia mai ales pe aceasta categorie de celule, insa am amintit si rezultatele
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Fig.11 VAP mediu al unei probe de tipul normozoospermie, foarte fertila, (72, 0, 28%) cu
55mil/ml (stanga), respectiv (51, 17, 32 ) cu 62mil/ml (dreapta) la expunerea in ZMF, si
GMF ca si control. Erorile standard de determinare sunt ardtate pentru fiecare timp de

expunere considerat

obtinute la celelalte tipuri de celule. Toate probele considerate au fost studiate pentru

determinarea VAP medie.

Velocitatea medie in linie dreapta (VAP) este mentinutd mai mare la probele expuse
in ZMF decat la probele expuse In GMF pe intreg timpul cét celulele sunt motile.
Descresterea VAP medie este intarziata Tn ZMF cu aproximativ 3.5 ore. Chiar si dupa 30 ore
de expunere la aceasti temperaturd (22 + 0.3 °C) VAP medie inca are valori semnificative.

Dupa 30 ore de la lichefiere proba expusa in ZMF are valoarea VAP medie 19.1pm/s
(£0.86um/s) 1n timp ce proba expusd in GMF are o valoare VAP medie 16.3um/s (£1.23pn
m/s) (Fig.11). In toate probele de tipul normozoospermie considerate in studiul nostru, la 22
ore dupi inceperea expunerii, in vitro la 22 °C (x 0.3 °C), celulele rapid progresive au fost
practic inexistente in probele expuse in GMF, 1n timp ce 4% din totalul de celule au fost Tnca
rapid progresive la probele expuse in ZMF.

Este de notat faptul cd intodeauna valoarea VAP medie este mai ridicata la probele
expuse in ZMF 1n comparatie cu probele expuse in GMF semnificativ, iar rezultatele sunt
similare cu mici diferente specifice variatiei biologice a probelor [Truta Z et al., 2005].

Ambele grafice prezentate contin valoarea medie VAP, si eroarea de determinare
pentru fiecare moment in care s-au efectuat masuratorile, arata acelasi tip de evolutie relativa
a probei expuse in ZMF, raportata la proba expusa in GMF (Fig.11).

Se observad cad descresterea naturald a VAP medie in timp este intarziata n timp cu

aproximativ 3.5h la probele expuse in ZMF, in comparatie cu probele expuse in GMF.




Sugeram ca cresterea concentratiei de celule rapid progresive in primele ore dupa
lichefiere, la celulele expuse in ZMF, se poate explica pe seama stimularii velocitatii
celulelor, si ca urmare a trecerii unor celule de la celule lent progresive, la celule rapid

progresive.

INFLUENTA ZMF ASUPRA LINEARITATII TRAIECTORIEI (LIN)
CELULELOR HAPLOIDE MASCULINE UMANE

Un alt parametru important al fertilitdtii este linearitatea traiectoriei spermatozoizilor.
Teoretic la pastrarea celorlalti parametri de motilitate constanti, o linearitate mai bund va

induce o fertilitate mai buna.
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Fig.12 Evolutia in timp a linearitdtii traiectoriei celulare la o probd sandtoasa (64,

6, 30%), respectiv (63, 14, 23%) (dreapta), expuse in GMF (verde), si ZMF (rosu)

Categoria de spermatozoizi care prezintd interes din punctul de vedere al estimarilor
de fertilitate sunt spermatozoizii rapid progresivi. Prin urmare pentru masuratorile de LIN a
traiectoriilor celulelor am ales aleatoriu cel putin 20 de spermatozoizi rapizi, pentru marcarea
traiectoriilor, la fiecare moment Tn timp, la care s-au facut masuratori.

Pentru convenientd am ales fotografierea secventiald cu o frecventd de 1Hz, si
spermatozoizii care ies din cdmpul vizual In mai putin de 4s, nu au fost luati In calcul la
determinarea valorii LIN a traiectoriilor celulelor. Toate determindrile de LIN a traiectoriilor
celulelor au fost ficute in vitro, la o temperaturd a camerei de 22 + 0.3°C. La expunerea
aceleasi probe sandtoase (64, 6, 30%) 1n ZMF si GMF ca si control parametrul de motilitate
LIN a traiectoriilor celulelor creste la ambele probe in primele 3 ore. Oricum proba expusa in
ZMF atinge o LIN a traiectoriilor celulelor mai buna (0.959) decat proba expusd in GMF

(0.931) dupa 3 ore de expunere.




In cazul celei de-a doua probe prezentati (63, 14, 23%) dupi 3 ore proba expusi in
ZMF atinge apogeul liniaritatii la o valoare a LIN = 0975 in timp ce dupa acelasi timp de
expunere, Tn GMF valoarea maxima a LIN este doar de 0.924. Se observa ca si la aceasta
proba (63, 14, 23%) LIN ia valori mai mari la proba expusd in ZMF in comparatie cu proba
expusa in GMF (Fig. 12).

Se observa ca si la aceasta proba (63, 14, 23%) LIN ia valori mai mari la proba

expusa In ZMF 1n comparatie cu proba expusa in GMF pe tot timpul de expunere (Fig. 12).

INFLUENTA ZMF ASUPRA AMPLITUDINII DE DEPLASARE LATERALA A
CAPULUI (ALH) A CELULELOR HAPLOIDE MASCULINE UMANE

Un alt parametru important al motilitatii spermatozoizilor este deplasarea laterald a
capului ALH (amplitude of lateral head displacement). Pentru a intelege acest parametru
trebuie sd privim celula Tn migcarea ei de inot ca un sistem format din cap, corp si coada
interconectate structural. In timp ce corpul Tnainteaza, coada executd miscari ondulatorii de
lovire si revenire a lichidului in care inoata. Dacd aplicim acestui sistem teorema de variatie a
impulsului pe directia perpendiculara deplasérii celulei, este clar ca atunci cand coada se va
misca de o parte a directiei de deplasare, o altd structurd trebuie sa echilibreze variatia
impulsului provocata de coada, cu o variatie a impulsului egald in modul si de sens contrar.

Prin urmare, deoarece deplasarea totald a centrului de greutate a celulei perpendicular
pe directia de miscare este zero, capul si corpul celulei vor executa o miscare de compensare

a variatiei impulsului provocatd de bataile cozii.
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Fig.13 ALH pentru o probd sdndtoasd (64, 6, 30%) (stdnga), respectiv (63, 14, 23%)
(dreapta), expusd in ZMF si GMF ca si control. Eroarea de determinare este ardtatd

pentru fiecare set de mdsurdtori




Ca rezultat capul spermatozoidului se va deplasa perpendicular pe directia de 1not a
celulei de atitea ori de cate va bate coada, compensand variatia impulsului provocata de
miscarea cozii. Teoretic deoarece capul si corpul spermatozoidului sunt mai grele decat
coada, si migcarea de deplasare laterald a capului va fi mai mica decat cea a cozii. ALH a fost
determinat pentru toate probele studiate. Pentru acest parametru am ales frecventa de
fotografiere 25Hz. Aceasta frecventd, in combinatie cu derularea inceatd a inregistrarilor
inotului celulelor, permite observarea si studiul in detaliu a traiectoriei si deplasarii laterale a
capului. Se observa ca ALH are o valoare mai ridicata pe tot timpul expunerii la probele
expuse in ZMF 1n comparatie cu probele expuse in GMF (Fig.13). Acelasi tip de variatie in
timp a valorii ALH, bazat pe timpii de expunere de referinta, se regdseste la toate probele

sanatoase considerate (tabel bazic neprezentat).

INFLUENTA ZMF ASUPRA FRECVENTEI DE BATAIE A COZII (BCF) A
CELULELOR HAPLOIDE MASCULINE UMANE

Un alt parametru ce se ia in considerare la studiul parametrilor de motilitate ai
fertilitatii masculine umane este frecventa bdtdilor cozii (BCF-beat cross frequency).
Prezentam ilustrativ evolutia In timp a BCF la expunerea in ZMF, respectiv GMF ca si
control, a doua probe sanatoase cu parametrii de numarare (64, 6, 30%) si (63,14,23%)
(Fig.14). Din graficele prezentate (Fig.14) se constatd cd singurul parametru pentru care
valoarea descreste la expunerea in ZMF in comparatie cu GMF, este BCF. Toate probele
studiate, de tipul normozoospermie, arata acelasi tip de variatie in timp, a parametrului de

motilitate BCF.
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CONSUMUL DE GLUCOZA AL CELULELOR EXPUSE IN ZMF SI GMF

Concentratia glucozei In probele de spermd umana expuse In ZMF, si GMF ca si
control, au fost determinate folosind metoda proprie dezvoltata GUVP [Truta Z et al., 2010].
Am folosit ecuatia [7] pentru fiecare set de 5 masuratori de absorbtie la fiecare timp de
referintd considerat, pentru fiecare, si pentru toate probele de spermad analizate, dupa
specificatiile metodei [Truta Z et al., 2010].

Prezentam valorile absorbtiei relative Abs pentru picurile GUVP extrase conform
metodei prezentate, determinate initial, si dupd 72 ore expunere (final) In ZMF, si GMF ca si

control (Tab.3).

Proba GUVP GMF initial GUVP GMF final GUVP ZMF final
(Abs) (Abs) (Abs)
1 0.2596+0.0125 0.1493+0.0096 0.0715+0.0075
2 0.2396+0.0126 0.1540+0.0099 0.0591+0.0067
3 0.2877+0.0100 0.172740.0111 0.0824+0.0096
4 0.3083+0.0140 0.2380+0.0153 0.1229+0.0114
5 0.2791+0.0134 0.2178+0.0140 0.1104+0.0137
6 0.3214+0.0142 0.2225+0.0143 0.1104+0.0147
7 0.2379+0.0136 0.1447+0.0093 0.0466+0.0056
8 0.2602+0.0121 0.1649+0.0106 0.0778+0.0052
9 0.2791+0.0123 0.2053+0.0132 0.1151+0.0136
10 0.2717+0.0132 0.2038+0.0131 0.1136+0.0126
11 0.2494+0.0116 0.1587+0.0102 0.0715+0.0083
12 0.2425+0.0136 0.1867+0.0120 0.1058+0.0125
13 0.2957+0.0114 0.2053+0.0132 0.1151+0.0142
14 0.2820+0.0145 0.1649+0.0106 0.1167+0.0122
15 0.2722+0.0125 0.1493+0.0096 0.0638+0.0075
16 0.2728+0.0136 0.1384+0.0108 0.0357+0.0045
17 0.2928+0.0126 0.1509+40.0119 0.0466+0.0046
18 0.2631+0.0143 0.1742+40.0112 0.0840+0.0089
19 0.2528+0.0116 0.1571+0.0101 0.0762+0.0085
20 0.2396+0.0136 0.1913+0.0123 0.1073+0.0112
21 0.3003+0.0132 0.1696+0.0109 0.0591+0.0078
22 0.2694+0.0103 0.1649+0.0106 0.0793+0.0094
23 0.2265+0.0111 0.1384+0.0108 0.0529+0.0062
24 0.3283+0.0142 0.2318+0.0149 0.1182+0.0112




25 0.2533+0.0114 0.2007+0.0129 0.1058+0.0132
26 0.2591+0.0123 0.1524+0.0098 0.0466+0.0052
27 0.2671+0.0116 0.2085+0.0134 0.1182+0.0142
28 0.2379+0.0121 0.1509+40.0109 0.0575+0.0085
29 0.2774+0.0132 0.1898+0.0122 0.0933+0.0097
30 0.2722+0.0129 0.1664+0.0107 0.0637+0.0087

Tab.3 Valoarea absorbfiei relative Abs a GUVP initiald (coloana 2) determinatd pentru

toate probele considerate(#). Valoarea absorbtiei relative Abs a GUVP finala, determinatd

dupd 72 ore de expunere in ZMF (coloana 4), respectiv in GMF(coloana 3)

ZMF si GMF (Tab.4), conform ecuatiei [7].

Din (Tab.3) rezultd concentratiile de glucoza initiald, si finald In probele expuse in

Proba Concentratia de Concentratia de Concentratia de
glucoza glucoza glucoza
initiala finala GMF finala

(mg/100mL) (mg/100mL) ZMF (mg/100mL)

1 45.3£2.4 26.1+2.8 12.5+2

2 41.8%2.5 26.9+2.1 10.3+1.8
3 50.2+2 30.1£2.3 14.4+2.1
4 53.9+2.7 41.6%2.8 21.4+2.3
5 48.8+2.7 38+2.6 19.3£2.6
6 56.2+2.7 38.8+2.7 19.3£2.7
7 41.6%2.7 25.2+2.1 8.15+1.8
8 45.5+82.4 28.8+2.2 13.5+1.8
9 48.8+2.4 35.9£2.5 20.1+2.6
10 47.5%2.7 35.6+2.6 19.8+2.5
11 43.6%2.3 27.7+2.2 12.5+2.1
12 42.4+2.7 32.6£2.5 18.4+2.4
13 51.7+2.3 35.9+2.6 20.1£2.7
14 49.3+2.8 28.8+2.2 20.3%2.5
15 47.6£2.4 26.1+2.1 11.1+2

16 47.7£2.8 24.2+2.2 6.2+1.7
17 51.2+2.5 26.3+2.3 8.1+1.7
18 46+2.8 30.4+2.3 14.6+2.1
19 44.2+2.3 27.4+2.2 13.3+2.1
20 41.9+£2.6 33.4+2.5 18.7+£2.3
21 52.5+2.6 29.6+2.2 10.3%2




22 47.1£2.1 28.842.2 13.842.1
23 39.6x2.2 242422 9.2+1.8
24 57.3£2.7 40.5£2.7 20.6£2.3
25 442423 35+2.6 18.4+2.6
26 45.242.4 26.6+2.1 8.1+1.8
27 46.6+2.3 36.4+2.6 20.6£2.7
28 41.5£2.4 26.3£2.2 10.0£2.1
29 48.5+2.6 33.1£2.5 16.3£2.1
30 47.5£2.5 29.1£2.2 11.1£2.1

Tab.4 Concentratia de glucoza initiala (coloana 2), si a probelor expuse 72 ore in GMF

(coloana 3), respectivin ZMF (coloana 4)

Pe baza rezultatelor prezentate (Tab.4) se poate calcula consumul total de glucoza in ZMF, si

GMF ca si control (Tab.5).

Proba RP (%) Consumul de glucoza Consumul de glucoza
totala in GMF totala in ZMF
(mg/100mL) (mg/100mL)

1 52 19.1+5.2 32.7+4.4
2 57 14.8+4.6 31.4+4.3
3 59 20+4.3 35.7#4.1
4 70 12.245.5 32.445

5 66 10.7+5.3 29.4+5.3
6 71 17.3+5.4 36.8+5.4
7 60 16.3+4.8 33.4+4.5
8 53 16.6+4.6 31.9+4.2
9 57 12.8+4.9 28.6+5

10 56 11.8+5.3 27.6+5.2
11 57 15.8+4.5 31+4.4

12 50 9.745.2 23.945.1
13 59 15.7+4.9 31.545

14 58 20.4+5 28.9+5.3
15 64 21.4+4.5 36.4+4.4
16 69 23.445 41.4+4.5
17 67 24.8+4.8 43+4.2

18 63 15.5+5.1 31.3+4.9
19 54 16.7+4.5 30.8+4.4
20 51 8.445.1 23.1+4.9




21 69 22.8+4.8 42.1+4.6
22 62 18.2+4.3 33.2+44.2
23 51 15.3+4.4 30.3+4
24 72 16.7£5.4 36.6+5
25 60 16.7+4.9 25.7#4.9
26 61 18.5+4.5 37+4.2
27 54 10.1+4.9 25.9+5
28 59 15.1+4.6 31.4+4.5
29 63 15.345.1 32.1+4.7
30 64 18.3+4.7 36.3+4.6

Tab.5 Consumul total de glucozd dupd 72 ore expunere in ZMF (coloana 4), respectiv in

GMF (coloana 3), pentru probele sdndtoase cu concentratia de celule rapid progresive RP

(coloana 2), pentru toate probele considerate

CORELAREA PARAMETRILOR DE STUDIU

Rezultatele prezentate sugereaza o corelatie intre procentul de celule rapid progresive

initial RP, si concentratia de glucoza din probele de tipul normozoospermie (Tab.4, Tab.5).

Pentru a analiza aceasta corelatie am folosit analiza matematica (Origln 6.1) si transformata

Fourier (FFT). Rezultatele sunt prezentate sub forma corelatiei matematice (Fig.14), si sub

forma corelarii FFT, (Fig.14).
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semnificativa a corelatiei (dreapta).




Pentru probele sanatoase, probele cu concentratie initiald mai mare de glucozad au o
concentratie mai mare de celule rapid progresive (Tab.4, Tab.5, Fig.15). Dacd folosim
transformata Fourier (FFT) cu doud coloane de valori, ce reprezintd concentratia initiala de
glucoza, si concentratia de spermatozoizi rapid progresivi in probele sandtoase de spermad,
amplitudinea de corelatie are valoarea 143.42 (Fig.15). Deasemenea concentratia medie
finald de glucoza in probele sandtoase expuse in ZMF, si GMF ca si control poate fi calculata
(Tab.4). Din rezultatele prezentate (Tab5) se poate calcula concentratia de glucoza medie in

probele de spermd umana de tipul normozoospermie:

Concentratia medie initiala de glucoza = 41.17+4.38mg/100mL [8]
Concentratia medie finala de glucoza in ZMF = 14.73+4.74mg/100mL [9]
Concentratia medie finala de glucoza in GMF = 31.02+5.0 mg/100mL [10]

Consumul de glucozd pentru fiecare proba in parte, aratd ca una si aceeasi proba
expusa In ZMF consuma semnificativ mai multa glucoza, decat expusa In GMF. Acest fapt se
verifica pentru fiecare proba de sperma in parte, si pentru toate probele fara exceptie (Tab.5).
O alta corelare care prezintd interes este corelarea dintre RP initiald $i consumul total de
glucoza a probelor expuse in ZMF, si GMF ca si control.

Rezultatele aratd o corelare bund intre RP initiala a probelor sdnatoase i consumul
total de glucozd In GMF, si aproape dubla intre RP initiald a probelor sandtoase §i consumul

total de glucozd in ZMF (Fig.16).
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Fig.17 Corelarea ALH cu VAP pentru o proba sanatoasda (63, 14, 23%) prin FFT

amplitudine, pentru proba expusd in GMF, respectiv aceeasi probd expusd in ZMF

De mentionat este cd corelarea dintre RP initiald a probelor sdnatoase si consumul
total de glucoza este bund numai la probele de tipul normozoospermie, unde majoritatea
celulelor sunt rapid progresive.

Una dintre cele mai importante coreldri pentru studiul nostru este cea dintre ALH si
VAP a aceleasi probe. In acest sens prezentim corelarea mentionatd pentru aceeasi probd
expusad in GMF, respectiv in ZMF, pentru o proba de tipul normozoospermie (63, 14, 23%)
(Fig.17). Corelarea intre ALH si VAP a probei mentionate expuse in GMF, da o FFT
Amplitudine de 34.02 (Fig.17). Corelarea intre ALH si VAP a probei mentionate expuse in
ZMF, da o FFT Amplitudine de 38.16 (Fig.17). Este de mentionat cd amplitudinea de
corelare a transformatei Fourier pentru aceeasi proba expusa in GMF, respectiv ZMF, intre

ALH si VAP este apropiata ca si valoare.
DISCUTII DE SINTEZA

Radiatiile electromagnetice de radiofrecventa (100 kHz - 300 GHz) au influente
negative asupra celulelor de reproducere masculine, cdt si asupra generdarii acestora
(spermatogeneza). Campurile magnetice EMF - ELF de forma patratd pulsativd stimuleaza
motilitatea celulelor haploide masculine umane. Campurile magnetice produse de liniile de
inalta tensiune nu influenteazd semnificativ celulele haploide masculine umane, desi
rapoartele aratd ca ele cresc riscul de cancer la sin, cat si riscul de a face leucemie.
Rapoartele sunt inconsistente si raporteazd influente nesemnificative. Motilitatea si

velocitatea spermatozoizilor umani depind in vitro de temperatura la care se expun probele de



spermd (Fig.10). Motilitatea si velocitatea spermatozoizilor umani scade cu temperatura, la
temperatura camerei.

Banda de absorbtie UV a glucozei cu un pic la 213nm nu poate fi extrasa din spectrul
UV-VIS al glucozei din cauza absorbtiei pronuntate UV a proteinelor in acest interval al
lungimii de undd (Fig.9). Albumina are o absorbtie UV pronuntata, dar ea nu influenteaza
extractia picului UV-VIS al glucozei de la 267nm (Fig.6).

Metoda de determinare a consumului de glucozda GUVP, sau a concentratiei de
glucoza in probele de spermd umana prin analizd spectrofotometricd cantitativa, da valori
bune, conforme cu literatura, cu erori acceptabile (sub 4%) [Truta Z et al., 2010]. Masurarea
concentratiei de glucoza in probele de sperma umana s-a facut in ultimii 100 ani, dar
rezultatele raportate sunt rare si diferd de la 39.50mg/100mL [Ighinaduwa P et al., 2007] pana
la 71mg/100mL [Montagnon D et al., 1982]. Alti autori raporteaza o concentratie medie a
glucozei in probele de sperma umana 25.8mg/100mL [Tomaszewski L et al. ,1992], sau chiar
mai putin, 18.3mg/100mL [Hirsch IH et al., 1991]. Un stimulant de lichid seminal a fost
propus cu concentratia de glucoza de 102mg/100mL [Mukai C et al., 2005]. Cele mai noi
rezultate raportate pand acum aratd o concentratie a glucozei in sperma umana sandatoasa de
47.17+4.13mg/100mL [Truta Z et al., 2010]. Am exclus din analiza comparativa rezultatele
raportate Tnainte de 1980 ca nefiind de incredere.

Concentratia initiala a glucozei in probele de spermd si numarul total de celule in
probele de sperma umana nu sunt corelate (Tab.2). Amintim ca glucoza din lichidul seminal
uman este produsul vezicii seminale, iar spermatozoizii sunt produsi in testis, doud locuri
total diferite ale corpului uman.

Concentratia de celule rapid progresive, celule ce dau estimdrile de fertilitate
masculind n probele de spermd umand, descreste in timp si ajunge sd fie zero dupd
aproximativ 30 ore, la temperatura camerei de 22+0.3°C (Fig.9).

Parametrul de motilitate VAP creste pentru probele expuse in ZMF, in primele ore
dupa lichefiere, in timp ce VAP descreste pentru probele expuse in GMF in primele ore dupa
lichefiere la temperatura camerei 22 + 0.3 °c (Fig.11).

Parametrul de motilitate LIN creste mai mult pentru probele expuse in ZMF, in
primele ore dupd lichefiere, in comparatie cu LIN pentru probele expuse in GMF (Fig.12).
Fiecare 1n parte, si toate probele de tipul normozoospermie au o liniaritate mai bund in ZMF
in comparatie cu expunerea in GMF.

Corelarea dintre ALH si VAP (Fig.13) pentru fiecare proba considerata expusd in

ZMF si GMF (tabel neprezentat), arata cd pentru a obtine viteze mai mari spermatozoidul




trebuie sa loveasca mediul cu batai ale cozii mai ample, si ca urmare ele vor fi mai rare, iar
capul se v-a deplasa mai mult perpendicular pe directia de miscare.

Parametrul de motilitate BCF descreste mai pronuntat pentru probele expuse in ZMF,
in primele ore dupa lichefiere, in comparatie cu probele expuse in GMF (Fig.14).

Rezultatele aratd ca dupd 72 ore de expunere Tn ZMF consumul mediu de glucoza este
de 26.97 £ 4.9mg/100mL in timp ce dupa expunerea pe aceeasi perioadd de timp in GMF
consumul mediu de glucoza este de 10.15 + 4.1mg/100mL [9, 10].

Aceste rezultate au fost comparate cu rezultatele publicate [Barak Y et al., 1998,

Mahaven MM et al., 1997, Williams C et al., 2001, Miki K et al., 2004, Truta Z et al., 2011]
pentru a confirma importanta glucozei, ca §i substrat bioenergetic major pentru motilitatea
spermei.
Dupé 5 ore de expunere in ZMF probele de spermd umana 1si maresc concentratia de celule
RP in medie cu 10.23% (66.43% de la 60.26%, P < 0.05) in comparatie cu o scadere a
concentratiei a celulelor RP cu 3.31% pentu probele de control expuse 1n GMF (58.26% de la
60.26%, P < 0.05) (Tab.6).

Scara de etalonare determinatd de noi (Fig.8, Ecuatia [7]) poate fi folositd pentru
analiza spectrofotometrica cantitativd cu erori acceptabile (sub 0.0059 Abs, adicd sub 0.6
mg/100 mL) la dilutia de 1:5.

Sugerdm ca la dilutii mult mai mici decat cele in care am determinat scara de
etalonare nu poate fi folositd, deoarece variatia concentratiei componentilor chimici nu este
liniard cu intensitatea absorbtiei relative. Este cunocut cd intensitatea absorbtiei relative la
probe nediluate, sau slab diluate, variazd cu concentratia substratelor dupa o curba de tip

saturatie, In care evident o fitare liniard nu poate fi folosita.

CONSIDERENTE DE ACTIVITATE GEOMAGNETICA

Deoarece in timpul experimentelor noastre indicele Ap a luat valori mai mici de 15
(nivelul de furtund magnetica minord), experimentele au fost facute Tn timpul unei activitati
geomagnetice linistite (Fig.18).

Acest fapt aratd cd experimentele prezentate nu au fost influentate de furtuni
magnetice. Intervalul de timp 1n care experimentele au fost efectuate este delimitat Tn graficul
prezentat, intre sdgeti (Fig.18). Deasemenea toate celelalte tipuri de radiatii electomagnetice
uzuale EMF, ELF nu au fost ecranate, ele fiind aceleasi la probele expuse in ZMF si cele

expuse In GMF.




Am tras concluzia ca efectele inregistrate in ZMF au fost datorate lipsei GMF, si nu a

altor factori. Activitatea geomagneticd (GMA) madsoara fluctuatiile naturale ale campului

magnetic terestru si este masurata cu indicele Ap, si indicele K ale GMA.
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Fig.18 Activitatea geomagneticd in perioada in care s-au expus probele de spermd

umand in ZMF si GMF

Acesti indici au fost luati din rapoartele Centrului de Date Geofizice Nationale al USA

[USAF Estimated Ap Index, 2010].

CONCLUZII

ZMF stimuleaza velocitatea VCL si VAP spermatozoizilor umani in vitro, in

comparatie cu GMF (Fig.11).

ZMF stimuleazad LIN spermatozoizilor umani in vitro, in comparatie cu GMF (Fig.12)

ZMF stimuleaza ALH spermatozoizilor umani in vitro, Tn comparatie cu GMF

(Fig.13). La expunerea probelor de sperma umana de tipul normozoospermie in ZMF, ele 1si

micsoreaza BCF in comparatie cu expunerea in GMF (Fig.14).

Corelatia dintre consumul de glucoza al probelor expuse I1n ZMF, si GMF cu proportia

de celule RP initiald, sugereazd cd consumul necesar de glucozd al spermatozoizilor umani

sanatosi este folosit in majoritate pentru motilitatea lor (Tab.5, Fig.16). Rezultate similare au

fost raportate si pentru alte tipuri de mamifere [Mukai C et al., 2004].




Metoda dezvoltatd de noi permite studiul compozitional nedistructiv din punct de
vedere chimic al probelor de lichid seminal uman. Rezultatele noastre aratd ca determinarea
concentratiei glucozei Tn sperma umana, pe baza spectrofotometriei UV-VIS, este posibild cu
acelasi grad de sensibilitate ca si al tehnologiilor actuale, si ea conferd o flexibilitate Tn plus
domeniului de cercetare specific.

Concentratia de glucoza 1n lichidul seminal este un parametru bioenergetic important,
si recomandam metoda GUVP dezvoltatd de noi, pentru studiile metabolismului
spermatozoidului uman.

Dupa 5 ore de expunere in ZMF motilitatea spermei umane de tip normozoospermie
a fost semnificativ marita (Fig.11, Fig.12). Aceste rezultate sugereaza cd o simpla expunere
in vitro in ZMF poate mari estimdrile de fertilitate a spermei umane.

Sugerdm cd efectul de stimulare a motilitdtii spermatozoizilor umani ai ZMF, in
comparatie cu GMF, se datoreazd consumului de glucoza marit in ZMF, in comparatie cu
GMF, care creste nivelul sintetizarii de carburant biologic ATP. Cresterea nivelului de
concentratic a ATP-ului 1n lichidul seminal stimuleaza semnificativ motilitatea
spermatozoizilor umani.

Analiza de sinteza a rezultatelor obtinute aratd ca GMF induce dezordine
semnificativd la nivel molecular in cazul celulelor haploide masculine umane, iar
compensand acest cAmp, obtindnd ZMF, putem minimaliza semnificativ acest efect inhibitor

al GMF asupra parametrilor de motilitate ai fertilitatii umane masculine.
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