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Vliv endokrinnich disruptoru
na fertilitu savcu
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SOUHRN

Endokrinni disruptory (ED) jsou latky pfitomné jako kontaminanty v Zivotnim prostfedi a predstavuiji toxiko-
logické reprodukcni riziko. Délime je na xenoestrogeny, chemické latky, které vznikly lidskou Cinnosti,
a fytoestrogeny,v prirodé se vyskytujici latky v rostlinach. Mohou napodobovat nebo interferovat s ¢innos-
ti endogennich hormont. Vliv vybranych polutantil na savéi organizmus (reprodukéni organy, gamety
a reprodukci) je moznétestovat in vivo (mysi model). Xenoestrogeny mély ve vybranych davkach negativni
vliv na in vivo fertilitu a reprodukéni organy. Naproti tomu fytoestrogeny ve wybranych davkach nevykazo-
valy negativni vliv na reprodukcisavct a jiné sledované parametry.

SUMMARY

EFFECT OF ENDOCRINE DISRUPTORS ON MAMMALIAN FERTILITY

Endocrine disruptors(ED) are substances which existas contaminants in the environmentand constitute a risk
factor for human reproduction. They include xenoestrogens which are man-madechemical substances, and
phytoestrogenswhich are natural chemicals foundin the plants. These substances may mimic or interfere with
the action of endogenous hormones. The impact of specific pollutants on mammalian organisms (reproduction
organs, gametes and reproduction) can be tested in vivo (the mouse model). Specific doses of xenoestrogens
had a negative effect on in vivo fertility and reproductive organs. On the other hand, specific doses of phyto-
estrogens did not prove to have negative effect on mammalian reproduction or other monitored parametres.
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Uvob

Aby doSlo k Uspésnému oplozeni, tj.
splynuti haploidnich gamet opacného
pohlavi, kterym vznika diploidni zygota,
jako zaklad budouciho embrya, je treba,
aby nejen gamety, ale celda fada molekul,
které se tohoto déje Ucastni, a které jsou
spojeny s gametami a reprodukénim trak-
tem, bylafunkéni a bez defektd. V pfipadé,
kdy vznikaji defekty jak gamet, tak repro-
dukénich organt, dochazi k porucham
v oplozeni a reprodukci.

V mnoha zemichv poslednich nékolika
desetiletich v lidské populaci stoupl
narust testikularnich nadorti [1,2], defektl
ve vyvoji reprodukcnich organt [3,4])
a snizila se vyrazné kvalita muzského
spermiogramul [5,6].

V Ceské republice méizemev posledni
dobé sice pozorovat zvySenou porodnost,
ale ta odpovidd ,silnym roénikam®, které
se dostaly do reproduk¢nihovéku, soucas-
né narustd pocet part, které maji
problémy s reprodukci. V evropskych
zemich 15 % parQ v reprodukénim véku
ma problémy v oblasti reprodukce [6].

Muzsky faktor je pric¢inou neplodnosti ve
vice jak 40 %. V souvislosti s toutorealitou
vznikd otdzka o pficindch tohoto stavu.
Pfi¢iny mohou byt rlzné, napf. stres,
pouzivani drog, koufeni. Kromé toho
se snizuje kvalita Zivotniho prostredi
a ta ma rovnéz vyrazny negativni vliv na
reprodukci savct  vcetné  Clovéka.
Fyzikalni, chemické a biologické polutanty
mohou mit vliv na biologickou funkci
organizmu a mohou byt pric¢inou neplod-
nosti. Mezi potravinové kontaminanty patfi
tzv. endokrinni disruptory, latky, které
mohou napodobovat nebo interferovat
s funkci endogennich hormonu [7,8].
Xenoestrogenyjsou chemické latky vznika-
jici lidskou Cinnosti. Patfi mezi né napr.
diethylstibestrol (DES), ktery byl jako lék
podavan téhotnym Zendm v létech
1945-71 a mél negativni vliv na fertilitu
dospélych synii [4,9-11]. Tato latka
byla zakdzana a setkame se s ni pouze
v experimentech na zvifecim modelu,
kde slouzi jako pozitivni kontrola k tes-
tovani vlivu rtznych latek na reprodukci.
Nicméné, cela rada dalSich latek je stdle
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v prostredi a jeji vliv na reprodukcije bud’
znam, nebo se testuje. Mezi takové latky
patfi napf. bisfenol A (BPA). Jedna se
0 monomer pouzivany ve vsudypritomnych
plastech, polykarbonatech [12] a epoxido-
vych pryskyficich [13]. Monomery a oligo-
mery bisfenolu A se mohou uvoliovat
béhem polymerace, tepelnou degradaci,
autoklavovanim apod [12]. Uvoliuje se
téZ z vnitini vrstvy zeleninovych konzerv
[14] i z kompozitnich zubnich vyplni
[13,15].

Nonylfenol (NP) se pouziva jako aditi-
vum lubrikacnich oleju, plastt a byl také
nalezen v PVC (polyvinyl chlorid), ktery se
pouziva napf. k baleni potravin. Jedna se
0 pomérné stalou latku, ktera se hromadi
v tucich Zivych organizmi[16].

Fytoestrogeny jsou prirozené latky
a jsou obsazeny v rostlinach, které jsou
soucasti lidského jidelnicku. Mezi tyto
latky patfi genistein (GEN), ktery je hlavni
sloZkou sojovych produktd. Epidemiologic—
ké studie prokazaly pozitivni vliv pfijmu
sojovych produktl s nizkym vyskytem
nadorowych onemocnéni rliznych organd
[17,18].

Resveratrol (RES) je soucast lidské
stravy, byl nalezen ve vice jak 300 druzich
jedlych rostlin. Ve znacném mnozstvi je
v Cerveném viné [19,20].

V nasich recentnich pracich jsme
testovali vliv vybranych endokrinnich dis-
ruptorti na fertilitu mysi a na vybrané dalsi
parametry (hmotnost zvifat a organd, his-
tologicky obraz reprodukénich organd).
Protoze poSkozeni reprodukénich organt
je spojeno s poskozenimgamet a o pato-
fyziologii spermii je zndmo malo, testovali
jsme v nasi praci proteiny spermie,
o kterych vime, Ze se Ucastni vazby sper-
mie na zona pellucida vajicka. Povrchové
proteiny jsou duleZité pro primarni vazbu
spermie na vajicko [21-23] a intraakro-
zomalni proteiny hraji Glohu v sekundarni
vazbé po akrozomalni reakci [24-26).

V naSich predchozich pokusech byly
monoklonalni protilatky proti intra-akro-
zomdlnim proteinim pouZzity k detekci
kvality lidskych spermii a prikazu sper-
matogenese u muzd s azoospermii
[27,28], proto jsme pouzili monoklonalni
protilatky k testovani kvality spermii
u experimentalné navozené patologie.

MATERIAL A METODY

Experimentalni model

V pokusech byly pouzity outbredni linie
mysi CD1, které se vyznacuji vysokou he-
terozygotnosti (napodobuje tak situaci
v lidské populaci) a vysokym poctem
mladat ve vrhu (12-13 na mys). Kontrolni
skupina mysi nebyla vystavena podani
vybranych latek. Studie byla multigene-
racni.

Wbrané latky (ED)

Latky byly podavany ve vodé pro presné

urceni davky pouzité latky. Byly vybrané
nasledujici latky v danych koncentracich.

o Xenoestrogeny:

Diethylstilbestrol  ((E)-3,4,bis(4hydroxy-
fenyl)-3-hexen)-DES, davka 0,5 pg/vaha
mysSi/den, bisfenol A (4,4" -izopropyliden
difenol), BPA: (2 ng/vaha mysi/den
a 20 ng/vaha mysi/den), nonylfenol
(para-nonylphenol (4-nonylphenol), (NP):

(50 pg/la 500 pg/l) (obr. 1).

o Fytoestrogeny:

Genistein  (47,5,7-trihydroxy izoflavon,

GEN): 2,5 a 25 ug/vaha mysi/den,
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Obr. 1. Strukturni vzorce.
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resveratrol (3,5,4 " -trihydroxystilben, RES)
3 mg/l (obr. 1).

Priprava bunék a tkani

Spermie byly ziskané z cauda epididymis
a tkané z reprodukénich organl po usmr-
ceni mysi. Rezy tkani byly pfipraveny podle
odkazti[29,30].

Stav akrozomu

K testovani stavu akrozomu byl pouzit
panel monoklonalnich protilatek priprave-
nych v laboratori [26,31-33].

Imunohistochemie

Vzorky spermii byly naneseny na podlozni
sklo, po fixaci a promyti fyziologickym roz-
tokem (PBS) byla pridana monoklonalni
protilatka (narfedéna v PBS, imunoglobuli-
nova koncentrace 20 pg/ml)a vzorky byly

30 min inkubovany.Pro promyti(PBS) byla

pridana sekundarni protilatka proti mysi-
mu imunoglobulinu znacena fluorescein

izothicyonatem (FITC) a po dalsi inkubaci

(45 min) a promyti byly spermie

(200 bunék) hodnoceny ve fluorescen-
¢nim  mikroskopu (Nikon Labophot-2

a fotografovany kamerou (COHU CCD)

s pomoci softwaru Lucie [27].

Histologické hodnoceni

Rutinné pripravené vzorky byly znaceny
hematoxylin-eozinema hodnoceny pomoci
mikroskopu (viz vyse).

Statisticka analyza

Statistické rozdily mezi skupinami byly
porovnavany pomoci ANOVAa Newman-
Keuls testy.

VYSLEDKY

Diethylstilbestrol (DES) mél v pokusech na
mysich dramaticky vliv na reprodukci in
Vvivo i na ostatni parametry (vaha mysi,
organt). Byla snizena vyznamné kvalita
spermii (stav akrozomu)a nalezen snizeny
pocet spermii -ve 2. generaci jiz byla nale-
zena Uplna neplodnost.

Bisfenol A (BPA) byl proilustraci vybran
jako ,ukazkovy xenoestrogen“. V poku-
sech na mysich, kdy byl bisfenol-A (BPA)
podavan ve 2 davkach, byl zjistén nega-
tivni vliv na reprodukci mysi. Nizsi koncen-
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Graf 1. Vliv xenoestrogent na poCet narozenych mlddat.
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Graf 2. Miv bisfenolu A na integritu akrosomu mySich spermii.

trace BPA méla vysSSi Ucinek nez vyssi  spermii odpovidal poctu narozenych
davka (graf 1A). Stav akrozomu mysSich  mladat (graf 2).
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Obr. 2. Viv bisfenolu A na stav ovarii.
Tkanové rezy ovarii. Kontrolni skupina
bez ovlivnéni (A) a experimentalni po
ovlivnéni bisfenolem A (B).

Histologicky obraz ovarii vykazoval
nizsi pocet folikuld (obr. 2) a poruchy
v spermatogenezi (obr. 3). Hodnoceni
akrozomu pomoci monoklonalni protilatky
proti akrozomalnim proteinim v imuno-
fluorescenci prokazala snizeny pocet
oznacenych spermii -tedy s porusenym
akrozomem (obr. 4).

Dalsi xenoestrogen -nonylfenol-A(NP),
mél rovnéz negativni vliv na in vivo repro-
dukci a sledované parametry, jeho nega-
tivni ucinek byl zavisly na pouzité davce
(graf 1B). Histologicky obraz repro-
dukénich organt a stav akrozomubyl srov-
natelny s ptisobenim BPA.

Naproti tomu studované fytoestrogeny,
kam patfi genistein a resveratrol, neméli
vliv na reprodukci mysi ani vyrazny vliv na
dalsi testované parametry.

Detaily vysledki jsou shrnutyv pracich
[34-36].

ZAVER

e Pocet narozenych mladat ve vrhu je
hlavnim indikatorem reprodukcniho
zdravi.

e Pozitivni kontrola testti - podavani di-
ethylstilbestrolu (DES) - mélo zasadni

R

e : AR R
Obr. 3. Miv bisfenolu A na spermato-
genesi. Tkanové rezy testes. Kontrolni
skupina bez ovlivnéni (A) a experimen-
talni po ovlivnéni bisfenolem A (B).

vliv na poskozeni reprodukénich organt
a spermii, které vedlo k neplodnosti
mysich samcu.

Pocet mladat po pusobeni bisfenolu A
(BPA) byl statisticky snizen s tim, Ze nizsi
davka méla vyssi efekt - vysledky vykazu-
ji pozorovanicasto pozorovandv endokri-
nologii, niz$i davka hormonti muze stimu-
lovat, zatimco vySsSi ma opacny efekt.
Nizké davky p-nonylfenolu (NP) nega-
tivné ovlivitovaly reprodukcni potencidl
mysi. Odpovéd’ organizmu byla v pfimé
zavislosti k davce latky a prohluboval
a se v dalSich generacich.

Oba xenoestrogeny (BPA, NP) mély vliv
na vahu reprodukénich organu, jejich
morfologii a kvalitu spermii, coz se
odrazilo ve snizené plodnosti samcu.
Plsobeni fytoestrogenl - genistenu
(GEN) a resveratrolu (RES) nevedlo
k poskozeni reprodukénich organd
a spermii mysi a to ani v nasledujicich
generacich.

Monoklonalni protilatky proti intraakro-
zomalnim proteinim spermie mohou
byt uziteChym nastrojem k testovani
kvality spermii u experimentalné
navozené patologie.

Obr. 4. Imunofluorescencni znaceni
akrosomu mySich spermii pomoci
monoklonalni protilatky (Hs-14) proti
akrozomélnim proteindim, kontrolni
skupina a experimentalni po ovlivnéni
bisfenolem A

e Vybrané endokrinni disruptory (xenoe-
strogeny) negativné ovliviuji reprodukci
savctl a mohou mit dopad i na zhorseni
reprodukénich parametrt u lidi.
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