Univerzita Karlova v Praze
1. lékarska fakulta

VLIV VYBRANYCH ENDOKRINNICH DISRUPTORU NA
LIDSKOU SPERMATOGENEZI

(Polychlorované bifenyly a bisfenol A v muzské
reprodukci)

Mgr. Jana Vitka

2015



Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova v Praze a Akademie véd Ceské
republiky

Obor:
Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

Pfedseda oborove rady:
Prof. MUDr. Jaroslav Pokorny DrSc.

Skolici pracovisté:
Endokrinologicky ustav, Narodni 8, Praha 1

Skolitel:
Ing. Martin Hill, DrSc.

DisertaCni prace bude nejméné pét pracovnich dnl pred
konanim obhajoby zvefejnéna k nahlizeni vefejnosti
v tisténé podobé na Oddéleni pro védeckou cinnost a

zahranicni styky Dékanatu 1. Iékarské fakulty.



SOURNIN ottt 4
SUMIMAIY 1.ttt ettt b e st s bt et e s bt eatesb e et e sbesaeesbesaeesbeeneenbeeanenee 5
1 VOO et 6
2 Pracovni hypoteza ..ot 7
3 Cile disertalni PracCe......c.ccuveerreeneireieere e 8
4 Material @ metodiKa..........ccoeiviiiniiiiicicc 8
4.1 UBASINICH SUAIE.........eoceeeeeceeeeceeeeeeee ettt 8
4.2 SDEF VZOTKU ...ttt 9
4.3 Kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci .. 10
4.4 DalSi MEFENI ..c..cviiiiiecece e 10
4.5 Statistickd @nalyza.........ccoeereeniniieee e 10
5 VYSIEAKY ..ottt ettt 11
5.1 Vyvin metody na stanoveni steroidd a BPA v plasmé a seminalni
plasmeé Na UHPLC-MS/MS ........cccooiiirreneeretnieeniseeesree et 11
5.2 Rozdily v hladinach ED, steroid(i a dalSich relevantnich analyt(
u 4 skupin muzd s riznym stupném neplodnosti ........ccccceveevrrenvnrcneenne. 12
53 Vliv vybranych ED na parametry spermiogramu.........c..c.ceeecveenene 12
5.4 Vliv vybranych ED na aktivitu 11BHSD a dalSich enzyma........... 13
5.5 Vliv vybranych ED na hladiny imunoaktivnich a dalSich steroid(i14
5.6 Vliv vybranych ED na hladiny stopovych prvkd...........cccccceeineeneee. 14
5.7 Korelace jednotlivych analytd v plasmé a seminalni plasmé ...... 14
6 DISKUSE ...t 15
7 ZAVETY ..ttt sttt ettt et st sa ettt e st e ae et e s sttt ne et et e bentebennenean 17
8 LITEIALUIA ...eveeieeiieereree et 18
9 Seznam VIastniCh Praci.........cccccevviiineceeeeeeee e 21



Souhrn

Steroidni  hormony hraji dullezitou roli bé&hem
spermatogeneze, v produkci spermatu a v neposledni fadé
také v udrzovani sekundarnich muzskych pohlavnich znakl a
libida. Jsou také diskutovanym cilem pro latky, které se
nazyvaji endokrinni disruptory (ED).

Cilem mé disertaéni prace bylo vyvinout a zvalidovat
metodu pro stanoveni bisfenolu A (BPA) a spektra steroidu
v plasmé a seminalni plasmé a tuto metodu spole¢né s dalSimi
ukazateli vyuzit k vyhodnoceni vlivu BPA a polychlorovanych
bifenylt (PCB) na lidskou spermatogenezi a steroidogenezi.

Byly vyvinuty 2 nové metody na stanoveni BPA a 11
steroidl v plasmé& a seminalni plasmé a tyto metody byly
pouzity ke stanoveni 191 vzorkd v obou télnich tekutinach u
muzl s rdznym stupném neplodnosti. Sou¢asné byly v plasmé
stanoveny hladiny 6 kongenerti PCB, gonadotropinu, selenu a
zinku. K vyhodnoceni vztahl mezi v§emi analyty byly pouzity
parcialni korelace adjustované na vék a BMI.

BPA vseminalni plasmé negativné koreloval
s koncentraci spermii, celkovym pocétem spermii a jejich
morfologii. Tyto vztahy byly zjistény jen pro BPA v seminalni
plasmé&, coz poukazuje na unikatnost této téIni tekutiny ve
studiu ED. V seminalni plasmé& BPA negativné koreloval
s hladinami  steroidnich  prekurzor (pregnenolon, 17a-
hydroxy-pregnenolon), opa¢né vztahy byly zaznamenany pro
BPA a steroidni prekurzory v krevni plasmé. V obou télnich
tekutinach byly zjistény pozitivni korelace BPA s hladinami
estrogenu. Soucet hladin kongenert PCB negativné koreloval
s koncentraci  testosteronu, volného  testosteronu a
dihydrotestosteronu v plasmé.

BPA negativné pfispiva k vysledné kvalité spermii.
Vysledky naznacuji odliSny vliv BPA na gonadalni a adrenalni
steroidogenezi a nasledné naruseni steroidogeneze i v dalSich
krocich. Hladiny PCB v Zivotnim prostfedi u studované
skupiny muzd prekvapivé nemély vliv na kvalitu spermii, ale
snizovaly koncentrace androgent v plasmé.
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Summary

Steroid hormones in testis play an important role in
spermatogenesis, maintenance of the male reproductive tract
and production of semen. They are also discussed as a target
for substances called endocrine disruptors (EDS).

The aim of the PhD. thesis was to develop and validate
a method for determination of bisphenol A (BPA) and steroid
spectrum in plasma and seminal plasma and to shed more
light into mechanisms of ED action and effects of BPA and
polychlorinated biphenyls (PCBs) on human spermatogenesis
and steroidogenesis.

Two new liquid-chromatography mass spectrometry
methods for determination of BPA and 11 steroids in plasma
and seminal plasma were developed. The methods were used
for estimation of analyte concentrations in 191 men with a
different degree of fertility. Concurrently, the levels of six
congeners of PCBs, gonadotropins, selenium and zinc in
plasma were estimated. Partial correlations adjusted for age
and BMI were calculated to evaluate relationships between
these analytes.

Seminal BPA, but not plasma BPA, was negatively
associated with sperm concentration, sperm count and
morphology. These relationships were observed only in
seminal plasma BPA, which indicates the uniqueness of
seminal plasma in the ED research. BPA in seminal plasma
negatively correlated with seminal steroid precursors
(pregnenolone, 17a-hydroxy-pregnenolone), on the other
hand, the opposite results were found for BPA and steroid
precursors in plasma. The sum of PCB congeners was
negatively associated with testosterone, free testosterone and
dihydrotestosterone in plasma.

BPA negatively contributes to the final state of sperm
guality. Moreover, the present data indicate that BPA influence
human gonadal and adrenal steroidogenesis at various steps.
Environmental levels of PCBs in our study population
negatively correlated with androgen levels, but surprisingly
without negative effects on sperm quality.
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1 Uvod

V poslednich dekadach se do zivotniho prostfedi dostavaiji
antropogenni €innosti tisice tun rdznych chemikalii. O téchto
latkach se predpokladalo, ze nemaji zadnou, €i maji jen velmi
malou biologickou toxicitu. Dnes nas obklopuji bézné
v kazdodennim zivoté, jsou napf. ve vzduchu, vodé, pude,
potravinach, elektronice &i plastech a nyni se ukazalo, Ze
mnoho znich ma schopnost zasahovat do endokrinniho
systému. Tyto latky se nazyvaji endokrinni disruptory (ED).
Postupné pfibyvaji dikazy o jejich negativnich vlivech jak na
Zivo€isnou populaci, tak na lidsky organismus [1, 2].

V poslednich desetiletich byly také zaznamenany
zhorsujici se reprodukéni funkce u lidi i zvifat. Jiz v roce 1992
byla publikovana rozsadhlda metaanalyza, kde bylo
prezentovano postupné snizovani poc¢tu spermii u muzd
z riznych &asti svéta v prabéhu uplynulych padesati let [3].
Tyto vysledky podpofily i dalsi studie [4-6], naopak nékteré
pokles kvality spermii neprokazaly [7, 8]. Byl zjistén také
sekularni pokles hladin testosteronu u muzu [9, 10].

Carlsenova [3] svoje analyzy davala do souvislosti pravé
se zvysujicim se vyskytem chemikalii v prostfedi. Kromé
kvality spermii byl zaznamenan vysS$i vyskyt nadorl varlat [11]
a vysSi riziko kryptorchismu a hypospadie [12, 13]. Stale
Castéji se uvazuje, Zze expozice ED je nejvétSi vinik téchto
probléml. Mezi nejdiskutovanéjsi ED patfi polychlorované
bifenyly (PCB), dioxiny, ftalaty, a bisfenol A (BPA), a to bud
kvlli jejich perzistenci v prostfedi a schopnosti bioakumulaci
v potravinovém fetézci (PCB, dioxiny), nebo kvdili jejich
vSudypFitomnosti, napf. v obalech na potraviny (BPA, ftalaty).

Lidé jsou vystaveni vlvu ED ve svém kazdodennim
Zivoté a neni mozné zcela zabranit jejich pusobeni. Hlavnimi
cestami, jak se ED dostanou do organismu, je poziti
kontaminované potravy a tekutiny, dychani kontaminovaného
vzduchu, &i transdermalné [14].

Naopak nékteré latky pfitomné v Zivotnim prostfedi
mohou, pokud jde o muzskou reprodukci, plUsobit pfiznivé.
Mezi né patfi selen a také zinek. Selen (Se) je kliCovym
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prvkem pro fyziologicky vyvoj varlat a neporuSenou
spermatogenezi [15]. Nékteré studie prokazaly u muzi
s deficitem Se zlepSeni motility spermii a zvySeni Sance
k poCeti po jeho suplementaci [16]. Obsah zinku (Zn) ve
varlatech a v seminalni tekutiné je vy$Si nez v ostatnich
tkanich téla. Zinek ma antioxidaéni vlastnosti a hraje roli
v odstranovani reaktivnich kyslikovych radikald. Vysledky
nékolika studii naznaduji, Ze snizeni koncentrace Zn
v seminalni tekutiné je rizikovy faktor pro fyziologickou tvorbu
spermii a jednou z moznych pficin poruch muzské plodnosti
[17, 18].

Ackoli ucinky nékterych ED na organismus jsou dobfe
znamé, u jinych stale pfevlada nejistota a nekonzistence.
Cilem disertacni prace bylo pfispét k objasnéni vlivu nékterych
vybranych  faktord  vnéjSiho  prostfedi na  lidskou
spermatogenezi a steroidogenezi.

2 Pracovni hypotéza

Jednim z moznych mechanismd pusobeni ED by mohlo
byt ovlivnéni aktivity vyznamného enzymu metabolismu
steroid(, 11B-hydroxysteroidni dehydrogenazy (11BHSD) typu
1 a 2. Isoformy tohoto enzymu chrani testes pfed nadbytkem
glukokortikoidd tak, ze upravuji lokalni pomér kortizolu ke
kortizonu ve prospéch kortizonu. Pokud by tento enzym byl
inhibovan, nadbyteéné mnozstvi kortizolu v Leydigovych
bufkach zpusobi snizeni tvorby testosteronu, ktery je zasadni
pro fyziologickou tvorbu spermii. DalSim dulezitym faktorem
pro celkovy poc€et, motilitu a morfologii spermii je pfiméfena
koncentrace nékterych prvk(l, konkrétné Zn nebo Se. VSechny
tyto vlivy, jak positivni (Se a Zn) tak negativni (vysoké hladiny
glukokortikoidd a puasobeni endokrinnich disruptord) maiji
podle nasi hypotézy vliv na nhormospermii.



3 Cile disertacni prace

Cilem disertaéni prace je pfispét k objasnéni vlivu
nékterych vybranych faktord vnéjSiho prostfedi na lidskou
spermatogenezi, se zaméfenim na steroidy a jejich ulohu
v muzskeé reprodukci. Vyty€ené cile jsou konkrétné tyto:

1)  Vyvinout metodu na stanoveni steroid(l a BPA v plasmé
a seminalni plasmé na vysokoucinném kapalinovém
chromatografu s tandemovou hmotnostni  detekci
(UHPLC-MS/MS)

2)  Vyseffit rozdily v hladinach vybranych ED, steroidl a
dalSich relevantnich analytl u 4 skupin muzd s riznym
stupném neplodnosti

3)  Zhodnotit vliv vybranych ED na parametry spermiogramu

4)  Zhodnotit vliv vybranych ED na aktivitu 11BHSD a
dalSich enzym( steroidogeneze.

5)  Zhodnotit vliv vybranych ED na hladiny imunoaktivnich a
dalSich steroidd.

6) Zhodnotit vliv vybranych ED na hladiny vybranych
stopovych prvki

7)  Zhodnotit, nakolik spolu koreluji jednotlivé analyty
v plasmé a seminalni plasmé

4 Material a metodika

4.1 Uéastnici studie

Studovana skupina se skladala ze 191 muzu, ktefi
navstévovali Centrum asistované reprodukce Pronatal
v obdobi od dubna 2012 do zafi 2015. Muzi se lisili ve stupni
plodnosti. Cast souboru zahrnovala muze-normospermiky, kde
pfi€ina neplodnosti byla na strané partnerky. Ostatni pacienti
meli rizné defekty spermii od mirnych defektd az po
azoospermiky. Kazdy pacient podstoupil standardizované
vySetfeni ejakulatu (spermiogram), které probihalo podle
kritérii Svétové zdravotnické organizace (WHO) z roku 2010.
VSichni pacienti podstoupili zadkladni urologické a andrologické
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vysSetfeni véetné ultrasonografie prostaty, seminalnich vacku a
varlat, kde nebyly zjistény zadné patologické nalezy. Dale byla
zaznamenana jejich vaha a vyska.

Muzi byli rozdéleni na zakladé vysledk( spermiogramu
do 4 skupin. Prvni skupina (n=89) zahrnovala muze
s normospermii, do druhé (n=59) byli zafazeni muzi
s oligospermii, asthenospermii a oligoasthenospermii, tfeti
skupina  (n=25) obsahovala muze s teratospermii,
oligoasthenoteratospermii &i oligoteratospermii a v posledni
skupiné byli muzi-azoospermici (n=18). Tyto skupiny jsme
pojmenovali jako zdravé muzZe (1.sk), a dale mirné (2.sk),
stfedné (3.sk) a tézce (4.sk) neplodné muze.

Studie byla vedena v souladu s Helsinskou deklaraci
vydanou Svétovou |ékaiskou asociaci (WMA). Protokol byl
schvalen etickou komisi Endokrinologického ustavu. Kazdy
pacient podepsal informovany souhlas pfed zafazenim do
studie a odbérem biologického materialu.

4.2 Sbér vzorku

Od kazdého pacienta byl odebran vzorek krve do
zkumavek pro nesrazlivou krev obsahujici
ethylendiamintetraoctovou kyselinu (EDTA) a vzorek ejakulatu.
Plasma byla ziskana 10-ti minutovou centrifugaci pfi 1500g.
Ejakulat byl centrifugovan 10 minut pfi 2000g a supernatant -
seminalni plasma - byla nasledné prfevedena do noveé
zkumavky. Vzorky byly ulozeny v teploté -20°C a rezervni
vzorky pfi -80°C az do doby, kdy byly zpracovany. VSechny
kroky v pracovnim postupu véetné skladovani byly provedeny
ve skle a za uzivani sklenénych pomucek, abychom se vyhnuli
kontaminaci BPA. Doba stani krve v odbérové zkumavce byla
snizena na minimum a bylo ovéfeno, Ze touto cestou
nedochazi ke kontaminaci. Vice se timto problémem
zabyvame ve ¢lanku Vitkd a kol. 2015a [19].



4.3 Kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci

Pro stanoveni steroidd a BPA v plasmé a seminalni
plasmé byla pouzita kapalinova chromatografie Eksigent
ultraLC 110 (Redwood City, CA, USA), ktera byla vybavena
kolonou Kinetex C18 (100 x 3.0 mm, 2.6 uym, pfip. 1.7 pm;
Phenomenex, Torrance, CA, USA) a pfedkolonou Security
Guard ULTRA cartridge system (UHPLC C18 pro 3mm pramér
kolony; Phenomenex, Torrance, CA, USA).

Detekce analytd byla provadéna na hmotnostnim
detektoru API 3200 od firmy AB Sciex (AB Sciex, Concord,
Kanada), kde probihala ionizace elektrosprejem v pozitivnim
modu.

4.4 DalSi méreni

Kromé steroidd a BPA méfenych pomoci kapalinové
chromatografie spojené s hmotnostni detekci byly zméfeny
koncentrace LH, FSH a globulin vazajici pohlavni hormony
(SHBG), DHT, Se a Zn a 6 kongenert PCB (PCB 28, 101,
118, 138, 153, 180).

4.5 Statisticka analyza

Na zakladé bézné praxe byla data pod limitem detekce
(LOD) nahrazena hodnotou LOD/N2 [20]. V&echna data byla
transformovana  kvlli  vyznamné  Sikmosti, SpiCatosti
a nekonstatnimu rozptylu (heteroskedasticit€) pomoci Box-
Coxovy transformace smérem Kk symetrii rozdéleni data a
rezidui a ke konstantnimu rozptylu (homoskedasticité). Rozdily
mezi skupinami v jednotlivych analytech byly vyhodnoceny
jednofaktorovou analyzou variance, ktera byla nasledovana
vicenasobnym porovnanim metodou nejmensich vyznamnych
rozdild. Tyto statistické operace byly provedeny v softwaru
Statgraphics Centurion XVI od firmy Statpoint Inc. (Warrenton,
VA, USA). Vicerozmérna korela¢ni analyza a s tim souvisejici
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vyhledani vicerozmérnych nehomogenit byly provedena v
software NCSS 2007 (Kaysville, UT, USA).

5 Vysledky

5.1 Vyvin metody na stanoveni steroidii a BPA v plasmé
a seminalni plasmé na UHPLC-MS/MS

Systém UHPLC-MS/MS, ktery mame v laboratofi,
neumoznil stanoveni vSech steroid(l bez vétsi pfipravy kvdli
malé citlivosti. Proto bylo nutné pouzit derivatizacni cCinidlo,
abychom zvysili citlivost a rozliSeni. Po vyzkou$eni nékolika
riznych derivatizaCnich c&inidel byly vybrany 2 derivatizacni
Cinidla - 2-hydrazinopyridin pro stanoveni steroidud
s ketoskupinou a dansyl chlorid pro stanoveni analytd
s fenolovou skupinou - estrogend (estron, 17B-estradiol,
estriol) a BPA.

Obé metody byly optimalizovany jak z hlediska
mnozstvi derivatizaéniho ¢inidla, délky jeho pusobeni a
dalSich kroku, jako je volba chromatografické kolony a
nastaveni vhodnych podminek pro hmotovy spektrometr.
Metoda na stanoveni BPA a estrogenl byla navic testovana
pro vylouéeni mozné kontaminace béhem pracovniho
postupu. Druha metoda umoznila stanovit 10 steroidd
v plasmé [kortizol, kortizon, dehydroepiandrosteron (DHEA) a
jeho 7-hydroxylované metabolity (7a-OH-DHEA, 7p-OH-
DHEA, 7-oxo-DHEA), pregnenolon (PREG), 17a-hydroxy-
pregnenolon (17-OH-PREG), Testosteron (T) a androstendion
(ADION)] a 11 steroidd v seminalni plasmé& [navic
dihydrotestosteron (DHT)].

Metody byly publikovany v Casopisech s impakt
faktorem, kde je detailné&ji popsan pracovni postup a vysledky
validace [19, 21].
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5.2 Rozdily v hladinach ED, steroid( a dalSich
relevantnich analyt u 4 skupin muzd s riiznym
stupném neplodnosti

Primérny vék (£SD) vSech ucastnikl studie byl
35.845.6 let a primérna hodnota BMI (xSD) byla 27.2+3.6
kg/m2. Do studie bylo zafazeno 55% muzl trpici nadvahou
(BMI 25-30) a 20% obéznich (BMI>30). Vék i hodnoty BMI se
vyznamné neliSily mezi 4 sledovanymi skupinami muzi .

BPA byl detekovan v 89% plasmatickych vzorcich a
v 93% seminalnich vzorcich. Mezi nejhojnéjsi kongenery PCB
se zaradili PCB 180 a PCB 153 (detekovany v 99 a 100%
vzorku). Dale nasledovaly PCB 138 (v 96 % vzorku), PCB 118
(v 56 % vzorkl), PCB 101 (v 8 % vzork() a PCB 28 (5%).

Hladiny seminalniho BPA se zvySovaly smérem
k tézce neplodnym muzim. Plasmatické hladiny BPA byly
vyznamné vySSi u mirné a stfedné neplodnych muzd
v porovnani se zdravymi a téZzce neplodnymi muZzi. Soucet
hladin kongenerd byl nizSi u mirné neplodnych muzd
v porovnani s ostatnimi skupinami. Pro samostatné kongenery
PCB 101 a 28 nebylo vicenasobné porovnani provedeno
z divodu malého podtu vzorkd s koncentracemi nad limitem
detekce. Vicenasobné porovnani bylo provedeno stejnym
zpusobem i pro steroidy v plasmé a seminalni plasmé a dalSi
relevantni analyty v plasmé (LH, FSH, SHBG, Se, Zn) a
steroidy v plasmé.

5.3 Vliv vybranych ED na parametry spermiogramu

Pomoci parcialnich korelaci adjustovanych na vék a
BMI byly vyhodnoceny vztahy mezi jednotlivymi ED a
parametry spermiogramu — celkovym podtem spermii,
koncentraci spermii, motilitou a morfologii (Tab. 1).

Hladiny BPA v seminalni tekutiné negativné korelovaly
s koncentraci, celkovym pocétem spermii a morfologii, na
druhou stranu tyto zavislosti nebyly zjistény u BPA v plasmé.
Zde byla pozorovana pozitivni korelace mezi BPA a poctem
neprogresivné pohyblivych spermii. Hladiny PCB v plasmé
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prekvapivé pozitivné korelovaly s koncentraci a celkovym
poctem spermii.

Tab. 1. Vliv vybranych ED na parametry spermiogramu

26PCB Sy
Parametry o N BPA v seminalni
. kongener( v BPA v plasmé N
spermiogramu " plasmé
plasmé
p- p- p-
r hodnota r hodnota r hodnota
Koncentrace (106/mL) 0.273 0.000 -0.119 0.134 -0.212 0.005
Celkovy pocet 0.308 0.000 -0.115 0.146 -0.178 0.018
Motilita 0.069 0.376 0.139 0.079 -0.106 0.164

- Progresivné
pohyblivé spermie
- Neprogresivné
pohyblivé spermie

- Nepohyblivé spermie -0.027 0.723 0.071 0.373 -0.037 0.626

0.112 0.147 0.095 0.233 -0.122 0.108

-0.064 0.411 0.192 0.014 -0.039 0.606

Morfologie 0.099 0.223 -0.029 0.729 -0.156 0.049

5.4  Vliv vybranych ED na aktivitu 11BHSD a dalSich
enzymu

Pro zjisténi aktivity nékterych enzymu steroidogeneze
byly koncentrace steroidl dany do pomérl — vzdy prekurzor
ku produktu a hledany zavislosti s vybranymi ED. Vztahy jsou
uvedeny jako parcialni korelace adjustované na vék a BMI.
Korelace podild s plazmatickymi ED byly vypocitany
z plasmatickych hladin, korelace se seminalnim BPA byly
spocitany z poméru hladin steroidl v seminalni plasmé.

Vyznamné parcialni korelace byly nalezeny pro PCB a
poméry Androstendion/T a T/DHT odpovidajici enzymim
17BHSD a 5a-reduktaze. V periferii byl BPA asociovan
S pomérem kortizol/kortizon (enzym 11BHSD),
DHEA/androstendion (enzym 3BHSD), androstendion/T
(enzym 17BHSD ¢i aldoketoreduktdza AKR1C3) a T/E2
(enzym aromataza). Naopak v seminalni plasmé nebyl
nalezen zadny vztah mezi BPA a poméry steroidli, coz
naznacuje spise ovlivnéni systémovych enzymu
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steroidogeneze ulozenych v nadledvinach a perifernich
tkanich.

5.5 Vliv vybranych ED na hladiny imunoaktivnich a
dalSich steroidu

Pro hodnoceni vztahi mezi imunoaktivnimi steroidy a
ED byly opét vypocitany parcialni korelace adjustované na vék
a BMI. Pro uplnost byly zjistény i korelace s plasmatickymi
gonadotropiny a SHBG. Hladiny plasmatickych ED byly
korelovany s plasmatickymi hladinami analytl a koncentrace
BPA v seminalni plasmé& byla korelovana s koncentracemi
steroidd v seminalni plasmé. Nebyl zde patrny viiv BPA ani
PCB na hladiny plasmatickych gonadotropin a SHBG.
Koncentrace 6 kongenerd PCB negativné korelovala
s plasmatickymi androgeny - T, DHT i volnym T. Opacné
vysledky byly pozorovany u BPA v plasmé a seminalni plasmé
u steroidd na zacatku steroidni biosyntézy: BPA v plasmé
pozitivné koreloval s PREG, 17-OH-PREG a DHEA v plasmé,
naopak BPA v seminalni plasmé s PREG a 17-OH-PREG
koreloval negativné. Dale BPA v plasmé i semindlni plasmé
koreloval s plasmatickymi, resp. semindlnimi estrogeny.
Kromé pozitivni korelace mezi plasmatickym DHEA a BPA
v plasmé nebyly zaznamenany zZadné dalSi vyznamné vztahy
mezi imunoaktivnimi steroidy.

5.6 Vliv vybranych ED na hladiny stopovych prvkt

Parcialni korelace adjustované na vék a BMI byly opét
vyuzity k odhaleni vztahu mezi PCB a BPA a hladinami
stopovych prvka v plasmé. Nebyly zde pozorovany zadné
vyznamné asociace.

5.7 Korelace jednotlivych analyt v plasmé a seminalni
plasmé

Na zavér bylo zjisténo, nakolik jednotlivé analyty
v plasmé koreluji se svymi prot&jsky v seminalni plasmé. Lze
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shrnout, ze steroidy v obou biologickych tekutinach spolu
vzajemné koreluji, kromé 7-oxo-DHEA, DHT, estronu a
estradiolu. VSechny tyto steroidy jsou syntetizovany zejména
enzymy v periferii, naopak v testes se tvofi minoritné.

6 Diskuse

Pusobeni ED na lidsky organismus predstavuje
v soucasnosti velice diskutovany problém, jak na narodni, tak
na mezinarodni urovni.

Ve vétsSiné studii zkoumajicich u€inky ED na hladiny
reproduk&nich hormont byly korelovany mocové koncentrace
ED s plasmatickymi hladinami hormonG. Jen malo studii
porovnavalo plasmatické hladiny ED s plasmatickymi, pfip.
seminalnimi hladinami hormonu (shrnuto v ¢lanku [22]).
Vychazeli jsme z pfedpokladu, Ze hladiny ED méfené pfimo
v seminalni tekutiné budou nejlépe odrazet jejich pasobeni na
kvalitu spermii a steroidogenezi ve varlatech (shrnuto v ¢lanku
[23]). Soucasné meéfeni ED a steroidd v plasmé& umoznilo
zjistit, do jaké miry spolu koreluji plasmatické a seminalni
koncentrace sledovanych analytd a odhadnout viiv ED na
steroidogenezi v periferii.

V nasi studii BPA v plasmé jen mirné koreloval s BPA
v seminalni plasmé a jen BPA v seminalni plasmé negativné
ovliviioval koncentraci spermii, jejich morfologii a celkovy
pocCet spermii. Téchto vysledkd jsme dosahli jak na menSim
poctu pacientd, tak poté na celé skupiné 191 muzli [24]. Jiné
studie méfily BPA vmodi a ani vramci této matrice nebylo
dosazeno shody ve vysledcich.

Vztahy mezi vlvem PCB a kvalitou spermii byly
shrnuty v pfehledovém Clanku od Meekera a Hausera [25].
Autofi ukazali konzistentni vztah mezi PCB a zhorSenou
motilitou, ktery v nasi studii potvrzen nebyl. Dale bylo zjisténo,
Ze hladiny PCB vplasmé byli niz8i u zdravych muzi
v porovnani se stfedné neplodnymi muzi a sou¢asné pozitivné
korelovaly s celkovym poctem spermii a jejich koncentraci.

15



Podobné vysledky byly uvedeny ve studii Dallingy a kol. [26].
Podobné jako studie vySe uvedenych autorl i naSe prace
PCB, ale jinymi, dosud neznamymi faktory.

Na téma vlivu modového BPA na hladiny
plasmatickych reprodukénich hormonu bylo publikovano vice
studii, ovS8em s protichudnymi vysledky [27-34]. Jedno
zmoznych vysvétleni zvySenych hladin estrogend a
snizeného poméru T/E2 v plasmé by mohlo byt zvySeni
aktivity ¢i exprese aromatadzy na periferii nebo pfimo ve
varlatech. Vysvétlenim by mohlo byt také pomalejsi
odbouravani estrogend pomoci sulfotransferaz & UDP-
glukuronosyltransferaz. Podle jedné studie je i BPA
glukuronidovan pfi katalyze rbznymi izoformami UDP-
glukuronosyltransferaz [35]. Mohlo by tedy jit o kompetici na
téchto enzymech.

Pokud je nam znamo toto je prvni studie zabyvajici se
vlivem ED na hlavni kroky steroidogeneze. Zatimco v krevni
plasmé prekurzory pohlavnich hormonl (PREG, 17-OH-PREG
a DHEA) pozitivné korelovaly s BPA, v seminalni plasmé& BPA
s PREG a 17-OH-PREG zde koreloval negativné. Plasmatické
koncentrace A’ steroid(l odrazeji hlavné jejich produkci
v nadledvinach [36], zatimco  vsemindlni  plasmé
predpokladame prevazné testikularni ptvod A® steroidii [22].
Vzhledem ktomu Zze na poméry PREG/17-OH-PREG
v plasmé i seminalni plasmé BPA vliv nema, snizeni produkce
prekurzord reprodukénich hormont ve varlatech by mohlo byt
zpusobeno snizenou dodavkou substratu do mitochondrii
(snizeni aktivity Ci exprese cholesterol desmolazy ¢&i StAR).
DfivéjSi in vitro studie a studie na mysSich prokazaly snizeni
exprese StAR proteinu po expozici BPA [37, 38] ve shodé
s naSi hypotézou. V plasmé byla situace obracena, moznym
vysvétlenim je naopak zvySena dodavka cholesterolu do
mitochondrie nebo snizeni aktivity & exprese enzymu stojici
dale ve steroidni cesté a tim akumulace prekurzora.

Poprvé byly stanoveny koncentrace ED spolec¢né s
hladinami 7-hydroxylovanych metabolitt DHEA, o kterych se

16



predpokladaji imunomodulaéni a imunoprotektivni u€inky [39-
41]. Zadné dalsi korelace mezi 7-hydroxylovanymi metabolity
DHEA a ED nebyly nalezeny ani v plasmé ani v seminaini
plasmé. Nebyl nalezen ani Zadny vztah mezi hladinami Se a
Zn v plasmé a kvalitou spermii, ackoli se obecné uznava, ze
tyto stopové prvky maiji pfiznivy vliv na spermatogenezi [42-
44].

7 Zavery

- Dvé metody na stanoveni BPA a 10 steroidl v plasmé ¢&i
11 steroid v seminalni plasmé byly vyvinuty a validovany.
Obé metody poskytuji nizké limity kvantifikace, pfesnost a
selektivitu.

- Environmentalni hladiny PCB nemaji vliv na kvalitu
spermii u studované populace muz( z CR.

- Byla vSak prokazana negativni korelace mezi PCB a
hladinami T, FT a DHT v krvi.

- ZvySené hladiny BPA v seminalni plasmé byly spojené se
signifikantné snizenym celkovym podtem spermii,
koncentraci a morfologii spermii. BPA tedy pfedstavuje
nepfiznivy faktor pro lidskou reprodukci.

- Vysledky dale naznaCuji, Zze BPA sniZuje rychlost
steroidogeneze v testes v A° cest&, naopak tato cesta byla
stimulovana v periferii, tedy v nadledvinach. DalSi
naruseni steroidogeneze se zfejmé& odehrava na arovni
estrogenniho metabolismu, kdy dochazi bud k potlaceni
estrogenniho katabolismu Ci zvySeni aktivity Ci exprese
aromatazy.

Disertacni prace byla podporfena projektem Interni grantové
agentury Ministerstva zdravotnictvi NT/13369.
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