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Neplodnost ma velky dopad na kvalitu Zivota paru. Jak vyplyva z definice zdravi

podle svétové zdravotnické organizace (WHO), zdravi neni pouhd absence nemoci,

ale stav tplné fyzické, psychické a socidlni pohody jedince.

Specializované ambulance pro 1écbu neplodnosti proto vyhleddvd v soucasné dobé
15 - 20 % péari.

1.1. In vitro fertilizace a jeji soucasny stav

Zdakladni metodou asistované reprodukce (AR) je mimotélni oplodnéni a pienos
embrya do délohy - in vitro fertilizace a embryotransfer IVF+ET).

Prvni dité bylo pocaté technikou mimotélniho oplozeni v roce 1978 a v soucasné

. \
UspéSnost tohoto 1é¢ebného programu se pohybuje okolo 40-50% dosaZenych |

i
t€hotenstvi na pfenos embrya.

|
!

V popiedi soucasného zdjmu lékait zabyvajicich se metodami asistované reprodukce
je zvySovéni UspéSnosti této metody, tj. zvySovdni pravdépodobnosti ot€hotnéni.
K tomu je nutné zmapovat faktory, které uspéSnost ovliviiuji a snazit se eliminovat

vSechny negativni vlivy, které se mohou podilet na netispéchu metod AR.

hyperstimulation). Jejim dcelem je dosdhnout optimdlniho poctu zralych vajicek

hormonu GnRH (gonadotrophin releasing hormon), které svoji vy
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JEDNOSTRANKOVY

SOUHRN V CESTINE]
CIL STUDIE: PROKAZAT
MOZNOST DETEKCE
POLYCHLOROVANYCH
BIFENYLU (PCB) A
ORGANOCHLOROVANYCH
PESTICIDU (OCP) V KRVI A
FOLIKULARNI TEKUTINE
NEPLODNYCH ZEN.
PROKAZAT JEJICH
KUMULACI VE
FOLIKULARNI TEKUTINE A
ZJISTIT, JAK JEJICH
HLADINY OVLIVNUJI
USPESNOST LECBY
NEPLODNOSTLY
METODIKA: HLADINY PCB A
OCP JSME STANOVILI
NEJPRVE V KRVIA
FOLIKULARNI TEKUTINE 30
ZEN ZARAZENYCH DO
PROGRAMU
MIMOTELNIHO OPLOZENI A
PRENOSU EMBRYA (IVF+ET)
A POTVRDILI MOZNOST
JEJICH DETEKCE. BYLA
PROKAZANA KUMULACE
TECHTO XENOBIOTIK VE
FOLIKULARNI TEKUTINE.
V DALSIM SLEDOVANI JSME
ANALYZOVALI SOUVISLOST
S ANAMNESTICKYMI UDAJI
A VLIV TECHTO LATEK NA
USPESNOST PROGRAMU
LECBY NEPLODNOSTI U
CELKOVEHO SOUBORU 99
PACIENTEK.
VYSLEDKY: U PCB 153, PCB
138, PCB 118+123, PCB I(_ 1]
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Ly « . o . e . o _ - Odstranéno: ni
ovulaci pfed odbérem zralych oocytu. Ke stimulaci rastu folikulu se - { = ]

pouzivaji lidské menopauzalni gonadotropiny (hMG) - smés LH a FSH, nebo

samotné FSH. V poslednich letech se ke kontrole produkce endogennich

hypofyzarnich hormont rozsifilo i pouZivani antagonisti GnRH.

L P vl e, P . v e _ - Odstranéno: vyuzivaji G&ink
Lécebné protokoly_se 1iS{ dobou zahdjeni a délkou aplikace analog GnRH. Nejcastéji -~ | analog ¢ antagonisti GnRH a
.. L. . A , . L L exogennich gonadotropnich
vyuZivany je v soucasnosti dlouhy protokol s pouZitim agonjsti GnRH a kratky . | hormoni. Lisi
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protokol s pouzitim antagonistd GnRH. %
Pribéh stimulace je kontrolovan ultrazvukovym sledovénim, ristu folikuli. Cilem \{Odstranéno:m )

této kontroly je odhadnout optimdlni dobu aplikace hCG (lidsky choriovy \\{OdStraném: méfenim

- {Odstranéno: oocytu

_ - Odstranéno: Po aplikaci hCG je

Y Phe nutno do 36-38 hodin provést
. . . L, . . . . . aspiraci folikuldrn{ tekutiny
2. faze: aspirace folikularni tekutiny. Po aplikaci hCG je nutno do 36-38 hodin s oocytem.
provést aspiraci folikuldrni tekutiny s oocytem. Dnes dominuje ambulantni metoda, .-~ {Ods“a"e"o: ]
. . . . L . _ - Odstranéno: j
kdy je pod ultrazvukovou kontrolou__paspirovdna folikuldrni tekutina se .- { £ )
. ¥ ¥ . ~ { Odstranéno: v ]
zralym qocytem cestou pies klenby poSevni. .

3. faze: laboratorni ¢ast. V této fazi jsou ziskané oocyty izolovéany z folikuldrni

tekutiny a oplozeny spermiemi. Nasleduje kultivace embrya, ktera standardné trva 48

hodin. Ve snaze pfibliZit se fyziologickym podminkam lze tuto dobu prodlouZit.

4. faze: embryotransfer (zavedeni embrya do dutiny d€lozni). ZvySeni efektivity
IVF programu je limitovdno nizkym ,implantation rate®. Proto se v minulosti

transferoval do délohy vétsi pocet embryi. Tim se vSak zvySovalo riziko vicecetné

gravidity. V,soucasnosti se v_naSich podminkdich 7avidejf maximdlng dvé embrya, - Lo0SHEeno: Proey ]
Zbyl4 lze zamrazit a pouZit v dalSich 1é€ebnych cyklech (1).
_ 0od éno:
13. Faktory ovliviiujici uspé&Snost IVF+ET programu -7 {oastrantno: )
- {Odstranéno: : ]

Embryonalni faktor

Kromé genetickych faktorii je mozny i vliv prostfedi obklopujictho oocyt ve folikulu.

Jsou to buiiky granulézy a po jejich rozvolnéni folikuldrni tekutina. Tato tekutina



mizZe obsahovat plazmatické bilkoviny, proteiny transportujici steroidy (SHBP),
enzymy, plazminogen, heparin sulfét, steroidni hormony, hypofyzarni hormony,

nesteroidni ovaridlni faktory a také lipofilni toxické latky.

Na ovlivnéni vysledki 1é¢by se podili vek pacientky, ovaridlni rezerva, doba trvani

neplodnosti, zpisob ovaridlni stimulace, plazmatickd hladina hypofyzarnich

hormont, kvalita lutedlni faze, déloZni faktor (kvalita sliznice dé€loZni, myomy,
polypy, krevni prutok délohou), celkovy zdravotni stav Zeny a infekce genitdlniho

traktu.

Muzsky faktor

spermii, ¢i faktory omezujici jejich schopnost oplodnit oocyty miiZou limitovat pocet

Védecko technicky rozvoj pfispél k usnadnéni Zivotnich podminek. Soucasné vSak
podstatnou meérou vzrostlo ohroZeni zdravi ¢loveéka i celého Zivotniho prostiedi,
zvitat i rostlin.

Jiz déle nez pul stoleti jsou sledovany negativni disledky znecistovani Zivotniho
prostfedi na lidské zdravi. V soucasné dobé se dostava do poptedi otdzka moZného

vlivu znecisténi prostedi na poruchy reprodukce ¢lovéka (2, 3).

-

Normadlni Zenskd reprodukce je ovliviiovdna také chemickymi latky a dalSimi

vlivy prostfedi (ultrafialové zafeni, elektromagnetické pole atd). Zena je b&hem
svého reprodukcniho obdobi stdle vice vystavena vlivu chemikalii na pracovisti a v
Zivotnim prostfedi. Stejné faktory ovliviiuji i fertilitu muzt (4, 5).
Velké mnozZstvi syntetickych chemickych litek pfitomnych v prostiedi je

podezielych z negativniho vlivu na reprodukci - reprodukéni toxiny. Poskozuji

- {Odstranéno: m

P {Odstranéno: -

P { Odstranéno: { a jejich kvalitu ]

Odstranéno: Vliv nékterych
faktori ovliviiujicich dispéSnost
IVF + ET programu je jiz
evidentné prokazan, nékteré jsou
zatim diskutabilni. Vzhledem k
vysoké finanéni naro¢nosti
IVF+ET programu vede kazdé
zvySeni GspéSnosti tohoto
programu k finanénim dsporam.
Proto jsme se soustiedili na
faktory, jejichZ vliv na GspéSnost
IVF+ET programu je
predpokladan, ale zatim ne zcela
pro

- {Odstranéno: 6

- {Odstranéno: 1

- {Odstranéno: 2

”””””””””” SOh {Odstranéno: 0

) ‘[Odstranéno: 32

L




reprodukcni organy (ovaria, délohu, prsy, mozek) béhem embryogeneze, puberty,

- {Odstranéno: 31 ]

spontannich potratt.

Pusobi v organismu jako tzv. endokrinni disruptory (endokrinni modulatory). Patii
k nim organochlorované pesticidy, polyhalogenované a polycyklické uhlovodiky,
nékteré t€Zké kovy (8, 9), ftaldty, organickd rozpoustédla, latky spojené s koufenim a
dalsi.

Do potravinového fetézce se dostavaji aplikaci primyslovych hnojiv, primyslovymi

. . . L. . . . . _ - Odstranéno: Zvlasté té7ké kovy
emisemi a odpady, zdvlahovymi vodami a podobné. Jsou dédle kumulovdny v - { i }

Ucinek toxickych chemickych litek (TCHL) na funkci Zenského reprodukéniho

systému je zdvisly na dob¢ a intenzité expozice a vnimavosti cilové tkan€. Ta je
urovdna stupném vyvoje organismu. Nadprahovd ddvka toxickych ¢i Skodlivych
latek zpUsobuje alteraci reprodukéniho systému plisobenim na endokrinni a imunitn{
systém.

Ovlivnénim imunitntho systému muZe byt porusena sekrece cytokini makrofagy a

aktivovanymi T bufikami. MuzZe dojit k poskozeni komunikace mezi imunitnimi

- {Odstranéno: 31) ]

burikami a ke zmén€ normalni imunitni odpovédi (10),

1.5. Endokrinni disruptory (ED)

, e, , v . _ - Odstranéno: ¢asto napodobuji
Jsou to exogenni chemické latky, které po vstupu do buiiky a po vazbé na receptor -~ | hormony, blokujf jejich dcinek &

A S .7 - . . spousti odchylnou hormondlni
mohou vstoupit do interakce s genomem bunky. Ovlivnénim specifickych genid pak aktivitu.

mohou meénit funkci genomu ve smyslu stimulace, ¢ inhibice. Mohou ovlivnit

normdlni bunény proces, jako je diferenciace, mitdza, meidza, apoptéza, migrace,
intercelularni komunikace, oprava nukleovych kyselin ¢i mitochondridlni funkce.
Mohou se navdzat na hormondlni receptor s rozdilnou afinitou, nez pfirozeny

hormon. K dosazeni stejné estrogenni aktivity, musi byt koncentrace chemické latky

¥ . oy ¥ . . , C .. . -| Odstranéno: Nekteif autofi
az 100 000 krat vySsi neZ u endogenniho estrogenu. Je tieba vzit v tivahu jejich -~ | prow zlehcuji nebezpes téchto

777777777777777777 TCHL s odkazem na pfirozené se

rozpustnost v tucich, rezistenci na metabolicky rozpad a dlouhodobou expozici vyskytujicf estrogeny v nas{
potravé (v ovoci, zelening,
(n€kolik desetileti) jako vysledek bioakumulace v potravinovém fetézci. offSkéch). Ty se vyskytuji v fadove

nékolikrat vyssi koncentraci nez
mezi TCHL a pfesto nemaji
neptiznivy ucinek (28).




Organochlorované pesticidy (OCP) - jako je napf. DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethan) a jeho metabolity DDD (1,1-dichlor-2.2- bis(4-chlorfenyl)ethan) a
DDE (1.1-dichlor-2,2- bis(4-chlorfenyl)ethen), patii do skupiny reproduk¢nich

toxind. Hlavnim degradaénim produktem DDT je DDE. Tyto produkty a

meziprodukty chemické vyroby jsou povazovdny za potencidlni puvodce

endokrinnich poruch.

DDT pylq, poprvé syntetizovdno jiz v roce 1874, jeho insekticidni déinky vSak

objevil a7 v yoce 1939 Svycar P. Miller, a zavedeno do praxe_bylo v,USA a Velké

-

_ -1 Odstranéno: (dichlorodifenyltri
chloretan) b

o ‘[Odstranéno: objeve
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Britdnii pocatkem 40tych let minulého stoleti. Jeho produkce byla v primysloveé

vyspélych zemich ukoncena po roce 1972, kdy se prokazalo poSkozeni reprodukce

DDT a jeho metabolity ptisobi na reprodukéni systém a davaji se do souvislosti také

s karcinomem prsu, potraty a pfedéasnymi porody.

Polychlorované bifenyly (PCB) - jsou skupina chemickych sloucenin stavajici z 209

kongenert od mono do delta chloro substituovanych. S nédrustem znalosti o jejich

biologickych udéincich bylo zjiSténo, Ze nékteré kongenery jsou vice toxické nez

druhé. Vroce 1998 WHO bylo definovano 12 kongenert s toxicitu podobnou
dioxinum (dioxin-like PCB, DLPCBs-non-ortho: 77, 81, 126, 169 and mono-ortho:

Odhadované mnozstvi v sedmdesatych letech Cinilo v Evropé a USA 450 tisic tun,

v celém svété jeden milion tun PCB. Nyni je jejich produkce v mnoha zemich jiz

vyrazné omezena. Ceské republika se fadila mezi stity a vyznamnou produkci PCB

az do roku 1984, kdy byla jejich vyroba zastavena.

Hlavnim zdrojem naSi expozice je konzumace ryb z kontaminovanych vod,

mlécnych vyrobki a tuéného masa.

S Odstranéno: no v
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_ - Odstranéno: poruchami
- reprodukce u Zen

N ‘[Odstranéno: infertilita,

a_snizovat produkci progesteronu, maji negativni vliv_na implantaci embrya u

zvitecich modeld (12, 13). Dalsi studie na zvifecich modelech upozornuji na mozny

pokles hmotnosti délohy a sniZené hladiny estradiolu (14). Ovliviiuji produkci

hormoni Stitné Zlazy (15). Je u nich popisovany i_kancerogenni _a teratogenni efekt

(16, 17).

oo ‘[Odstranéno: (19)
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Ftaldty — jsou pouZzivany pii vyrobé nekterych Cdsti automobill, zdravotnickych
potieb, plastli, nddob na ndpoje atd. Zpravy o nepfiznivém ucinku na reprodukci
vychazeji z pokusii na laboratornich zvitatech a poukazuji na potraty, vrozené
vyvojové vady, prodlouZeni menstruacniho cyklu, potladeni ¢i opozdéni ovulace,

redukci velikosti zrajiciho folikulu.

Diethylstilbestrol (DES) - tento synteticky estrogen byl pouZivan_ptivodné k prevenci

potrati. Po t€ byla zjiSténa jeho souvislost s vyvojem vagindlniho karcinomu

zjasnych bun€k u dé&vcat, které byly béhem fetdlntho vyvoje vystaveny

Fytoestrogeny — pfirozené¢ se vyskytuji v obilovindch, sojovych bobech a

lusténinédch. Jsou podezielé z alterace reprodukcniho systému laboratornich zvifat i

Zen. Poskozuji vyvoj délohy, blokuji ovulaci, implantaci a produkci hypofyzalnich // )

hormontl. ,

Organickd rozpoustédla - se Sirokou $kdlou rozpoustédel se setkdvame v elektronice,

zdravotnickych potiebach, Cdisticich prostfedcich, laboratornich pomuckach, v
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Odstranéno: Piivodné byl
pouzivan k prevenci aborti.

Odstranéno: a castjsich
potratech

Odstranéno: Na druhé stran&
,’ jsou zde i zpravy o piiznivém
ucinku fytoestrogenli na Zensky
organizmus (1, 2) spo¢ivajici

v redukci incidence karcinomu
delohy, prsu a menopauzélnich
névald .

Odstranéno: Z xenobiotik se do

popiedi zdjmu dostdvaji toxické
latky perzistujici v prostiedi a mezi

nimi toxické kovy.

Odstranéno: . Je to zdvazny
hygienicky problém, jehoZz rozsah
neustdle vzristd

! /{Odstranéno: 5
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Cinnost vodnich a ptidnich bakterif
a plisni zpusobuje, Ze organické
latky kontaminujici Zivotni
prostiedi podléhaji diive ¢i pozdéji
chemickému rozkladu na rozdil od
kovu, které n

Odstranéno: Pudn{
mikroorganizmy i vodni
mikroflora zplsobuji , Ze ¢ast
toxickych kovu vstupuje do vazby
s organickymi latkami. Timto se
muiZe zndsobovat nebo vyznamné
ménit jejich toxicita.

{Odstranéno: 11

lepidlech, ndtérovych hmotéch a dalsich. Rozpoustédla zndma jako perchlorethylen, - { odstranéno: ¢

laboratornich zvitat i ¢loveéka. Je popisovana souvislost s redukei fetdlni hmotnosti,

exponovanych osob.
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Cigaretovy kouf - obsahuje vice jak 4 000 chemickych sloZek, v¢etné 43 karcinogeni

koncentrovat v reprodukénich orgdnech.

Kadmium se kumuluje v ovariich kufacek a ve folikuldrni tekutin€. Experimentalni
studie na zvifatech upozoriuji na zvyseny vyskyt chromozomalnich anomalif oocyttl
aembrydi,

Ucinek kouteni cigaret na Zenskou reprodukci je zndm podstatné méné nez jeho dalsi

vlivy na zdravi clovéka. Presto nékolik epidemiologickych studii ukazuje na

~

11

Odstranéno: Jsou to
karcinogeny ¢i reprodukéni
toxické latky .

{ Odstranéno: redukci

Odstranéno: Jind slozka
cigaretového koufe, benzo-a-
pyrén, zpisobuje u kufacek
poruchy formace DNA v lutedlnich
buiikdch a oocyti primordidlnich
folikuli.

_ {Odstranéno: (17)

Odstranéno: Nekolik studif
ukazuje, ze koufeni mize
zhorSovat vysledky 1é¢by
metodami AR.

{Odstranéno: 33

Odstranéno: Pravdépodobny
mechanizmus, kterym koufen{
cigaret vede k neplodnosti, spo¢iva
zfejmé ve folikuldrn{ destrukei,
urychleni ztraty reprodukéni
funkce (9, 24) a v Casn&jsim
zahdjeni klimakteria a menopauzy
o jeden az ¢tyfi roky. Projevem
zmensujici se zdsoby folikuld jsou
vyssi hladiny FSH u kouficich Zen.
I pasivni kutacky maji vyssi
hladinu FSH nez nekufacky.
Nedosahuje vSak takovych hodnot
jako u kufacek.




| pOPIS PROJEKTU - - odstranéno: CILE PRACE |

Vysledky studii popisujicich vliv__xenobiotik na lidskou reprodukci jsou

nejednoznacéné.

Vliv_nékterych chemickych ldtek na reprodukci volné Zijicich Zivodicht i

laboratornich zvifat je jiZ evidentné prokazan (2, 7, 11, 14). Nékteré experimentalni

studie na zvitatech poukazuji na redukci fertility, abnormdlni sexudlni vyvoj ¢i

hermafroditismus. Humaénni studie naznacuji mozny negativni d¢inek na reprodukci

Zzeny i muZe, jejich zavéry jsou vSak cCasto protichudné (4, 5). V souCasnosti se
dokonce objevuji i ndzory, Ze negativni efekt na reprodukci je u nékterych latek
zveliCovany a neopodstatnény. Proto jsme chtéli vysetfit mozny vyskyt a dcinky
xenobiotik ve folikularni tekutiné Zen, kterd predstavuje prostiedi bezprostiedné

obklopujici oocyt pfi jeho vyvoji v ovariu.



CILE A HYPOTEZY PROJEKTU

Vztah mezi PCB a OCP v Kkrvi a folikularni tekutiné neplodnych Zen

- {Odstranéno: Cile 1-

P { Odstranéno: Pro

*************************************************** - {Odstranéno: kédzat
prokdzat, _pfitomnost polychlorovanych bifenyli_ (PCB) a organochlorovanych \\\\‘[Odstranéno: dostatednost

pesticidi (OCP) v krvi a hlavné folikularni tekutiné Zen zafazenych do programu
IVF + ET_a urdit hladiny jednotlivych xenobiotik v krvi a folikularni tekutin€. Ve
studiich na zvifecich modelech jiZ byla prokdzdna moZnost detekce néckterych
z téchto xenobiotik (12,13, 20), proto jsme piepokladali, Ze by mél byt mozny jejich
prikaz dostupnymi analytickymi metodami.

Dale jsme chtéli prokazat, zda se nekumuluji v tukové sloZce folikuldrni tekutiny.

Vztah hladin PCB a OCP k anamnestickym adajim (vék, BMI, parita)

indexem (BMI). Vzhledem k vysoké lipofilité téchto latek a jejich kumulaci v tukové

slozce tkani jsme predpokladali nalez pozitivni korelace mezi vékem a hladinou

xenobiotik v séru. Tento fakt byl jiz u nékterych xenobiotik zaznamendn (21).

Predpokladdme vyssi vyskyt u pacientek, které jsou jejich ptisobeni vystaveny delsi

dobu (starsi pacientky). Snazili jsme se vysetfit, zda se jejich hladiny liS{ u pacientek,
které nebyly v minulosti t€hotné (primarni sterilita) a kterd jiz t€hotenstvi prodélaly
(sekundarni sterilita).

Chtéli jsme zjistit, zda se uplatiiuje protektivni vliv gravidity u Zen, kdy by eliminace
xenobiotik pti porodu a matefskym mlékem (22) mohla sniZovat hladiny téchto latek
u Zen, které jiZ rodily. V n&kterych studiich byly prokdzany niz3i hladiny xenobiotik

v séru u Zen ve srovnani s muzi (23), coz muze také souviset s prodé€lanou graviditou.

Vztah hladin PCB a OCP k indikaci k 1é¢bé sterility

indikac{ k 1é¢bé neplodnosti v programu IVF + ET. Vzhledem k souvislosti mezi

vyskytem endometriosy a poruchou imunomodula¢nich mechanismi, které mohou

N R { Odstranéno: ch

{ Odstranéno: detekci
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endokrinni disruptory zplsobovat, je piedpoklad vyssi hladiny xenobiotik u

pacientek s endometriosou. Endometriosa je stav charakterizovany vyskytem

ektopickych lozisek endometria mimo dutinu délozni. Onemocnéni je spojeno

s panevni bolesti, infertilitou a dyspareunii. Méni se 1 parametry bunéfné a

humoralni imunity.

Zavéry jinych praci_jsou ale nejednoznacné, nékteré souvislost s endometriosou

potvrzuji, jiné vyvraceji (24, 25, 26).

Domnivali jsme se také, Ze vzhledem k mozné interakci nesteroidnimi receptory by
hladiny xenobiotik mohly mit vliv na prubéh ovulace a vyskytovat se ve vyssi mite i
u anovulacni sterility,,

Vztah hladin PCB a OCP Kk vysledkum lééby (kvalita oocyti, procento

oplozenych  oocytii, pravdépodobnost  dosazeni  téhotenstvi,  pocet

~

- {Odstranéno: .

- {Odstranéno: Cile 4-

kryokonzervovanych embryi)

Vzhledem k prokazatelnému negativnimu vlivu _na reprodukci v nékterych

experimentalnich zvifecich studiich jsem piedpokladali moznou souvislost

s vysledky programu IVF + ET. V jinych studiich jiZ bylo prokdzdno i niZsi procento

oplozenych oocytu u paru, kde byl partner vystaven vlivu pesticida (27) a negativni

vliv na integritu chromatinu v muzskych spermiich (28).

- {Odstranéno: y




METODIKA

Hladiny xenobiotik byly vySetieny u neplodnych Zen 1é¢enych metodou IVF + ET na

Gynekologicko-porodnické klinice v obdobi od srpna 2003 do tunora 2004.
VySetfovali jsme hladiny PCB a OCP - DDT (.1,1-trichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethan) a jeho metabolity DDD (1,1-dichlor-2,2- bis(4-chlorfenyl)ethan) a
DDE (1,1-dichlor-2,2- bis(4-chlorfenyl)ethen), HCH (hexachlorcyklohexan) a jeho

konformery a HCB (hexachlorcyklobenzen) u_30 pacientek v pilotni studii naseho

souboru, abychom potvrdili moznost jejich detekce v krvi a folikuldrni tekutiné€.

Vysetiovali jsme moznost kumulace xenobiotik ve folikuldrni tekutin€. Dale jsme

vySetiovali vzorky folikuldrni tekutiny u celkového mnozstvi 99 Zen, stanovili

hladiny  PCB a OCP a analyzovali jejich vliv na vysledky 1écby IVF+ ET.

Indikace k 1é¢be sterility byla anovulace (34 pacientek), tubarni faktor (17

pacientek), endometriosa (6 pacientek), idiopatickd sterilita (29 pacientek) a

andrologicky faktor sterility (13 pacientek). V minulosti bylo jiz gravidnich 52

pacientek (sekunddrni sterilita), 47 pacientek gravidnich nikdy_nebylo_(primarn{

sterilita). Gravidity jsme dosdhli u 44 pacientek (u 5 z nich skoncéilo t€hotenstvi

samovolnym potratem, u 1 pacientky_mimodélozni graviditou). Neotéhotnélo 55

pacientek.

U vSech pacientek byla pied zafazenim do programu IVF + ET provedena

diagnosticka laparoskopie k potvrzeni, ¢i vylouceni patologii v dutin€ bfiSni.

Pacientky souhlasily se zafazenim do programu IVF + ET i se zafazenim do studie.

Podepsaly podrobny informovany souhlas a byly pouceny lékafem provadéjicim

punkci folikuldrni tekutiny o prubéhu studie. Studie byla schvélena mistni etickou

komisi.

Ovaridlni stimulace byla provedena standardnimi protokoly (dlouhy protokol

s agonisty GnRH nebo kratky protokol s antagonisty GnRH), ke stimulaci bylo
pouzito hMG ¢&i FSH.

Odbér oocytti _se provadél v celkové narkose, transvagindlni punkci pod

ultrazvukovou kontrolou. Po vyhledani oocytl byla zamrazena folikuldrni tekutina

odesldna ke stanoveni hladiny xenobiotik.




Vzorky byly po extrakci a vy¢iSténi analyzovany metodami plynové chromatografie

a hmotnostni spektrometrie.

Pii analyze byl pouZit vysokorozliSujici hmotnostni spektrometr AutoSpec Ultima

(Waters, UK) spojeny s plynovym chromatografem HP 6890 GC vybavenym

davkovacem split — splitless a autosamplerem CTC-A200SE (Agilent technologies,

USA). Sbér dat a vyhodnoceni byly provadény pomoci softwaru MassLynx version

4.0 a doplitku QuanLynx (Waters, UK). Analyzu provadéla laboratoi AXYS Varilab,

Vrané nad Vltavou.



POPIS STATISTICKYCH METOD

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pracovi§tém EuroMISE centrum, Praha.

Pii analyze souboru bylo zaddno porovnat hladiny jednotlivych xenobiotik v krvi a

ve folikuldrni tekuting, nalézt jejich vztah k v€ku pacientky, BMI, typu sterility

rimarni nebo sekundarni), indikaci k 1é¢b€ (tubdrni, anovulaéni, andrologické

endometriose, idiopatické), pribéhu a vysledku 1é¢by (kvalita oocytli, procento

oplozenych oocytl, pravdépodobnost dosaZeni t¢hotenstvi, pocet zamraZenych

embryi). Byly statisticky analyzovdny vztahy mezi hladinami PCB a OCP a_témito

anamnestickymi udaji.

Jako korela¢ni koeficient byl pouzit Spearmantv korelaéni koeficient. Do statistické

analyzy byly zahrnuty ptivodni hodnoty bifenyli, tj. bifenyly v ng na gram tuku. Sila

zavislosti byla udavana velikosti korela¢niho koeficientu. Ten nabyval hodnot mezi —

1 a 1. Hodnota 1 znamenali perfektni zavislost - pfimou umeérnost, 0 nezavislost,

hodnota — 1 znamenali perfektni zavislost- nepfimou imérnost.

Bylo provedeno mnozstvi testi podrobujici statistické analyze velké mnoZstvi

anamnestickych ddaju. K prukazu statistické vyznamnosti dané korelace je tieba, aby

g-hodnota (modifikace p-hodnoty) byla nizsi, nez 0,05. Jako hrani¢ni statistickou

vyznamnost hodnotime p-hodnoty mensi nez 0,05.

Rozdilnost koncentraci PCB a OCP_pro ruzné skupiny pacientek byla v piipadé

dvou skupin zkoumana pomoci Wilcoxova testu a Kruskal-Wallisova testu, ktery je

zobecnénim predeslého testu pro vice nez dv€ skupiny. V piipad€ porovnavani

pouze dvou skupin byl Wilcoxuv test doplnén jesté o t-test. Pro dosazeni piibliZzné

normality hladin bifenyld a pesticidt byla pouZita logaritmickd transformace.

Déle jsme pracovali se zobecnénymi linedrnimi modely a to s tzv. poissonovskou

regresi, ale zejména s logistickou regresi. Poissonovskd regrese byla pouZzita pouze v

piipadech pro analyzu celkového poctu oocyti a poctu zamrazenych embryi. Ve

zbylych pfipadech (analyza procenta diploidnich oocytu, analyza dosazeni

téhotenstvi) byla pouzita logistickd regrese. V_uvedenych piipadech se vyskytl

problém nadmérné disperze. Proto byl pouZit piistup pomoci tzv. kvazivérnosti.

Statistickd vyznamnost byla posuzovdna pomoci g- hodnoty, kterd odhaduje FDR

(False Discovery Rate) metodou, kterou navrhli Benjamini a Hochberg (29).

Vypocéty byly provedeny pomoci procedury g-value knihovny g-value programu R




(http://www.r-project.org/) s volbou parametru lambda=0. Testy v nichz vySla g-

hodnota mensi neZ 5 % byly oznaeny jako statisticky vyznamné. Testy, v nichZ

vySla individudlni p-hodnota men$i nez 5%, ale upravend g-hodnota pfihliZejici

k poétu provedenych testu na stejnych datech byla vét§i nez 5%, byly oznaceny jako

podezielé.
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Charakteristiku souboru 99 pacientek ukazuje Tabulka_1.

Tabulka_1. Charakteristika souboru pacientek

- {Odstranéno: P

Minimum [l.kvartil |Medidn |Pramér [SD 3.kvartil  |Maximum

IVEk/roky 25.3 28.1 30.9 31.4 3.7 33.2 41.3
\Vyska/cm 1157 161,5 [165 166,1 5.9 170 186
Viha/kg 48 54 2 2 B6 68 85

IBMI (kg/m2) 17,6 19.9 22 22.5 3,2 24.5 31,3
Celkovy pocet oocytu 1L 7 110 10,9 6.5 15 136
Pocet diploidnich oocytia |0 4 7 7,2 4.4 10 118
Pocet kryokonzervovanych

embryi 0 0 2 2.9 3.2 S 12

SD - smérodatna odchylka
BMI - body mass index

Vztah mezi PCB a OCP v Kkrvi a folikularni tekutiné neplodnych Zen

Soucasné analyzy mohou identifikovat a kvantifikovat pifitomnost jednotlivych

znamych endokrinnich disruptord. Moznost jejich detekce v krvi i ve folikuldrni

tekutin€ jsme potvrdili v souboru 30 pacientek nasi pilotn{ studie.

Ve vysledcich uvddime hladiny nejvice prokazatelnych. PCB a OCP v krvi a

folikularni tekutiné,

folikuldrni tekutiny vng/g tuku. Hladiny PCB v krvi se pohybuji od
nedetekovatelnych do 344,5 ng/g tuku. Hladiny PCB ve folikuldrni tekutiné se
pohybuji od nedetekovatelnych do 7 118,8 ng/g tuku.

- {Odstranéno: Vysledky 1 -

)

- {Odstranéno: 8



Hladiny toxickych PCB (77, 81, 126, 169, 105, 114, 118, 123, 156, 157, 167 a 189)
v krvi se pohybuji od nedetekovatelnych do 133,4 ng/g tuku. Hladiny toxickych PCB

ve folikuldrni tekutiné¢ se pohybuji od nedetekovatelnych do 422,4 ng/g tuku.
Hladiny OCP se pohybuji v krvi od nedetekovatelnych do 5 985,2 ng/g tuku, ve
folikuldrni tekutiné od 0,3 ng/g tuku do 35 228,8 ng/g tuku. Nejvice prokazatelnd
kumulace xenobiotik byla patrna v pfipadé DDE - nejvyznamnéjSiho metabolitu

DDT - Tabulka 3.



Tabulka 2. Koncentrace nejvyznamnéjsich PCB, DDT a jeho metaboliti ve

folikularni tekutiné v ng/g tuku

Minimum | 1.kvartil | Median | Primér | SD 3.kvartil | Maximum
PCB28 1,3 4,3 8,4 12,2 13,6 14,6 95,8
PCB52 0,1 1 1,7 3,5 5,2 3,8 31,4
PCB101 0,3 2,7 5 8,1 9,1 10 46,4
PCB153 57,2 470,8 964,5 1171,7 | 11415 1378,1 7118,8
PCB138 39,9 316,3 648,2 800,7 | 750,2 971,9 4608, 1
PCB180 54,7 470,1 799,9 | 1094,3 1121 1255,9 6659,4
PCB81 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,3 4,1
PCB77 0,1 0,2 0,4 0,7 11 0,7 9,6
PCB118+123 3,2 29,8 56,6 68,2 52,6 91,7 2748
PCB114 0,2 0,7 1,4 1,8 1,6 2,3 9,5
PCB105 0,3 3 5,8 7,3 6 9,2 36,7
PCB126 0,1 0,3 0,7 1,5 2 1,8 11,2
PCB167 1,1 12,4 19,5 28,4 25,4 31,6 124,8
PCB156 3,1 28 47,4 68,4 74,2 77 422 4
PCB157 0,2 3,7 6,2 8,8 9,3 9,8 51,9
PCB169 0 0,2 0,3 0,5 0,5 0,5 3,7
PCB189 0,6 5.1 8,7 12,4 12,8 14 71,2
PCB47 0,1 1,8 4.8 13,1 34 9,2 254.,6
PCB44 0,1 0,5 1 1,8 2,5 2,4 17
PCB74 0,2 15 29,8 38,3 35,9 46,1 233,3
PCB66 0,2 3,8 54 7.9 6,7 10,4 29
PCB95 0,1 3,8 6,6 13,8 17,8 18,5 98,1
PCB99 0,9 8,5 16,6 19,8 17,5 25,1 98,1
PCB87 0,2 1,2 2 2,7 3 3 18,2
PCB110 0,3 1,3 2,4 3,7 4.3 4.6 31,3
PCB146 2,1 23,6 43,6 60,1 56 74,8 342,5
PCB158 0,1 2,7 7,2 10,2 10,9 13,5 57
PCB187 6,3 61 112,4 165,6 167,8 193,1 1021,9
PCB183 5,8 46,4 86,4 17,7 113,6 134,4 703,8
PCB177 2 21,1 36,3 52,1 479 65,5 269,4
PCB171 1,6 15,7 27,5 36,4 36,1 40,3 216,2
PCB172 1 11,6 19,7 26,8 25,8 31,6 152,5
PCB193 27 249 444 63,5 67,3 68,8 380,6
PCB191 1,3 9,8 17,9 24,7 26,2 27,8 160
PCB170 19,2 162,9 274 387,9 388,6 4515 21731
DDE 122.7 | 1153.7 | 2322,0 | 3303.3 | 4205.2 | 4031.5 35228.8
DDD 0.3 4.9 8.3 13.1 15.6 16.6 120.0
DDT 0.9 46.4 80.3 98.1 75.9 127.6 486.9




Tabulka 3. Koncentrace DDT a jeho metabolitti v krvi a ve folikularni tekutiné v ng/g

tuku
DDE DDD DDT

krev | fol.tekutina krev | fol.tekutina krev | fol.tekutina

1. 251,6 1142.9 2.2 5.6 259 61,8
2. 399.0 454.6 4.3 4,2 29.5 29,5
3. 457.3 1164.5 3.5 9.9 16,1 32,0
4. 506.1 907.0 1.7 5.7 27.3 64.7
5. 522.1 750,7 6.4 7.5 46,2 45,8
6. 566.4 1055,3 2.4 8.9 21,8 36,5
7. 588.7 1968.9 5.5 18,7 43,7 82,1
8. 630,5 6193,3 4,5 17.6 24,5 248.6
9. 641,0 18399 6.5 19,5 37.6 70,5
10. 709,8 2605,8 7,6 18,7 42,2 78.6
11. 717,8 995,7 1.9 3.5 16.4 334
12. 797.0 2252.7 3.7 10,2 47,9 109.3
13. 812,7 2322.0 8.7 34,9 60,3 98.4
14. 963.7 12884.4 4.4 332 23.9 190.0
15. 1031,8 3281,0 2.1 10,0 28.7 106.,0
16. 1055.,0 1880,5 2.4 4,1 24.1 44.4
17. 1057,7 6757,1 6.2 15,2 26,6 201,0
18. 1171,7 1388.8 17.5 5.3 111,0 120.,5
19. 1178,2 3936.,7 3.8 7.1 19,8 79.6
20. 1188.9 2822.6 3.9 4,7 57.9 63.4
21. 1226,5 2248.8 10,6 16,9 433 58.6
22. 1809.9 2822.6 3.7 4,7 523 63.4
23. 2015,0 6835.9 10,4 7.9 56.9 156.6
24. 2459,0 5754,3 11,8 22,5 81,8 1123
25. 2771.5 3998.3 3.7 6.1 45.0 78.0
26. 29243 3254,5 10,4 6.3 44,2 72,5
27. 3114,8 4311,9 6.1 12,0 45,0 51,3
28. 3393.,5 35228.8 6.7 120,0 42,4 268.8
29. 47921 8086,7 33.1 74,1 193.4 267,2
30. 5985.,2 9784.,8 8.1 11,8 106.4 177.8




Vztah hladin PCB a OCP k anamnestickym adajim (vék, BMI, parita)

Vsechny vySetfované latky jsou vysoce rozpustné v tucich a vyznacuji se polo¢asem
rozpadu i nékolik desetileti. Proto je vysoce pravdépodobnd jejich kumulace
v tukové tkani a zavislost na dob¢€ expozice t€émto latkam.

Zavislost PCB a OCP na véku byla u nékterych xenobiotik prokidzdna. S vékem

korelovaly hladiny_v ng/g tuku u PCB 118+123, PCB 156. PCB 172, HCB a beta

HCH - Tabulka 1. Souvislost s vékem je u nékterych bifenyld silna (vysoky korelac¢ni

koeficient, nizkd p-hodnota i1 g-hodnota), u jinych v podstaté nulovd (korela¢ni

koeficient blizky nule, vysoka p-hodnota).

Hladiny xenobiotik koreluji s procentem tukové tkdné€ v organismu. To souvisi

s jejich vysokou rozpustnosti v tukové tkani. Mezi koncentraci xenobiotik a BMI je

nepiima umeérnost — Tabulka 2. Vysoky obsah tukl sniZuje jejich koncentraci. Opét

nachdzime v nékterych piipadech vysoky korela¢ni deficient, u jinych témét nulovy.

Byla nalezena vyssi koncentrace bifenylt PCB 47 a PCB 158 u pacientek s primarni

sterilitou - Tabulka 3, Tabulka 4. Vysledek vSak nenf statisticky signifikantni.

- {Odstranéno: Cile 2-

p
Odstranéno: Hladina OCP a

PCB ve folikuldrni tekuting byla
signifikantné zavisla na véku
pacientek u PCB 118+123, PCB
156, PCB 172, HCB a beta HCH
(tab. 1.) v ng/g tuku auPCB 153,
PCB 138 v g/ kg navdzky (tab. 2.).
U téchto PCB se da predpokladat
zdvislost na véku. Koncentrace na

L navazku vice souvisi s vékem.




Tabulka 1. Z4vislost hladiny PCB a OCP na véku v ng/g tuku

p
Odstranéno: Potvrdili jsme

statisticky signifikantni zdvislost
mezi celkovou toxicitou PCB a
vekem, kterd je vyraznéjsi u
koncentrace na navazku (tab.
3.)Hladiny PCB jsou nepiimo
umérné BMI. Zavislost je vice
vyjadfena pfi hodnocen{ hladin

v ng/g tuku navazky (tab. 4., tab.
5.). Tomu odpovida i zvySujici se

J

Kor. koeficient p-hodnota g-hodnota Signifikance celkovi toxicita vzorku (tab. 6.).
PCB28 0,01 0,931 0,936 Parita neovlivituje koncentrace
PCB52 0,09 0,371 0,456 Koncentace PCB 478 1980
PCB101 -0,15 0,134 0,213 L nulipar (tab. 7., tab. 8.).q
PCB153 0,21 0,038 0,097
PCB138 0,16 0,112 0,198
PCB180 0,26 0,011 0,066
PCB81 0,18 0,145 0,223
PCB77 0,01 0,917 0,936
PCB114 0,16 0,113 0,198
PCB118+123 0,31 0,002 0,033 *
PCB105 0,12 0,255 0,342
PCB126 0,12 0,239 0,331
PCB167 0,09 0,368 0,456
PCB156 0,28 0,005 0,049 *
PCB157 0,21 0,036 0,097
PCB169 0,24 0,030 0,085
PCB189 0,27 0,007 0,052
PCB47 -0,04 0,705 0,798
PCB44 -0,17 0,132 0,213
PCB74 0,22 0,027 0,085
PCB66 0,01 0,936 0,936
PCB95 0,08 0,403 0,481
PCB99 0,17 0,096 0,188
PCB87 0,03 0,743 0,819
PCB110 -0,18 0,087 0,178
PCB146 0,24 0,019 0,081
PCB158 -0,19 0,066 0,149
PCB187 0,24 0,017 0,081
PCB183 0,15 0,150 0,223
PCB177 0,13 0,201 0,289
PCB171 0,22 0,029 0,085 .
PCB172 0,28 0,006 0,049 *
PCB193 0,23 0,024 0,085
PCB191 0,18 0,084 0,178
PCB170 0,24 0,018 0,081
HCB 0,42 0,000 0,002 **
a.HCH 0,26 0,025 0,085 .
b.HCH 0,31 0,002 0,033 *
Lindane 0,03 0,811 0,871
d.HCH -0,15 0,459 0,534
DDE 0,19 0,060 0,143
DDD 0,16 0,115 0,198
DDT 0,10 0,339 0,442




_ 1 Odstranéno: Tab. 3. Vztah véku

Jabulka2. Zavislost hladiny PCB a OCPna BMIv ng/g tuku 7 | acelkové woxicityy
Kor. koeficient p-hodnota q-hodnota Signifikance e ‘[6dstranén0' :

PCB28 -0,16 0,118 0,236 :

PCB52 -0,16 0,131 0,236

PCB101 -0,16 0,130 0,236

PCB153 -0,27 0,006 0,027 *

PCB138 -0,24 0,016 0,047 *

PCB180 -0,28 0,004 0,027 *

PCB81 -0,20 0,120 0,236

PCB77 -0,06 0,566 0,636

PCB118+123 -0,10 0,339 0,460

PCB114 -0,14 0,161 0,276

PCB105 -0,03 0,749 0,799

PCB126 -0,21 0,039 0,105

PCB167 -0,16 0,106 0,236

PCB156 -0,26 0,008 0,030 *

PCB157 -0,30 0,003 0,027 *

PCB169 -0,11 0,319 0,458

PCB189 -0,28 0,006 0,027 *

PCB47 0,03 0,762 0,799

PCB44 -0,03 0,807 0,807

PCB74 -0,13 0,204 0,313

PCB66 -0,10 0,434 0,549

PCB95 -0,13 0,185 0,294

PCB99 -0,14 0,167 0,276

PCB87 -0,15 0,132 0,236

PCB110 -0,19 0,067 0,169

PCB146 -0,26 0,011 0,035 *

PCB158 -0,06 0,569 0,636

PCB187 -0,27 0,006 0,027 *

PCB183 -0,24 0,016 0,047 *

PCB177 -0,27 0,008 0,030 *

PCB171 -0,28 0,006 0,027 *

PCB172 -0,29 0,003 0,027 *

PCB193 -0,33 0,001 0,027 *

PCB191 -0,29 0,003 0,027 *

PCB170 -0,31 0,002 0,027 *

HCB -0,10 0,342 0,460

a.HCH -0,14 0,218 0,324

b.HCH -0,06 0,558 0,636

Lindane 0,13 0,356 0,464

d.HCH -0,11 0,577 0,636

DDE -0,18 0,084 0,202




DDD

-0,03

0,783

0,801

DDT

-0,08

0,453

0,557

fffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffffff =

Odstranéno: Tab. 6. Souvislost
mezi BMI a celkovou toxicitou

A

Odstranéno: 8§

J
)

PCB47 Minimum 1. kvartili  [Median |Prmér [SD 3. kvartil |[Maximum
Primarni sterilita 0,1 1,1 2,7 79 16,7 5 85,8
Sekundarni sterilita 0,2 0,6 1,9 3,4 5,6 3,2 27,8

SD-smérodatnd odchylka

A

Odstranéno:

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, g {

Odstranéno: 9

PCB158 Minimum 1. kvartil Median Pramér SD (3. kvartil Maximum
Primarni sterilita 0 1,7 2,9 5,6/ 6,1 7,7 25
Sekundarni sterilita 0,3 1 2,2 2,8 24 3,6 10,4

SD-smérodatné odchylka



Vztah hladin PCB a OCP k indikaci k 16¢bé sterility . { odstranéno: yistedi 3

Hladiny kongenert PCB 118+123, 153, 156, 157, 180 a 189 se li§i u rtznych
indikaci k 1é¢bé sterility Graf 1 a 2. V porovnani s ostatnimi indikacemi byla
prokdzdna jejich signifikantné vyS$$i hladina u skupiny Zen s endometriosou. Také
kontrolni skupina Zen s andrologickym faktorem sterility vykazovala nizsi hladinu

bifenylti neZ tomu bylo u pacientek s indikaci k IVF endometriosa.

o . .. v . e . _ - Odstranéno: .
Vy$§i hladiny xenobiotik u anovulaéni sterility jsme nepotvrdily, - { r




A S

Graf 1. Hladiny PCB 153, 180 a 114 u jednotlivych indikaci

PCB153 PCEB180 PCEB114
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endometriosa
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Graf 2. Hladiny PCB 156, 157 a 189 u jednotlivych indikaci

M

PCB156 PCB157T PCB189
TPl BBQBE TTTHT
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andrologicky faktor
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idiopaticka sterilita




~Yztah hladin PCB_a OCP_k vysledkiim lécby (kvalita oocyti, procento

oplozenych _ oocytu, pravdépodobnost  dosazeni __ téhotenstvi,  pocet

A

Odstranéno: Cile 4-

-

kryokonzervovanych embryi)

oplozeni nenf statisticky signifikantni zavislost. Na pocet diploidnich oocytl by mohl
mit vliv pesticid DDT - Tabulka 1. Vztah je pouze podeziely, neni statisticky
vyznamny. Ve statistické modelové situaci ndm vSak odds ratio (pomér Sanci)
vyjadiuje, kolikrat se zméni pomér diploidnich oocyti pti zdvojnasobeni{ hladiny. Pro
DDT pii zdvojnasobeni hladiny poklesne pomér diploidnich oocytd k nediploidnim
na 0,82, tj. o 18 %._Procento oplozenych oocyti by mohl ovliviiovat PCB 158
Tabulka 2.

statistickd zdvislost byla nalezena u PCB 47 a Lindane (y- hexachlorcyklohexan) -
Tabulka 3.

Pocet zamraZenych embryi muZe negativné ovliviiovat hladina PCB 47. Vztah je
opét pouze podeziely, neni statisticky vyznamny. Ve statistické modelové situaci je
zndzornéna primérnd relativni zména v poctu zamraZenych embryl pfi
dvojndsobném zvySeni koncentrace PCB 47. Pfi dvojndsobném zvySeni PCB 47 na
tuk jsme sledovali v priméru pokles poctu zamraZenych embryi na 73%, tj. pokles o
27%. Pocet zamraZenych embryi nebyl rozdilny u jednotlivych stimula¢nich
protokolt. Ovlivnéni nelze vyloucit ani u PCB 101, PCB 47. Statistické vyznamnost

vSak opét nebyla prokédzéna.

A

A

Odstranéno: y

Odstranéno: (hodnoceno jako
pocet diploidnich oocytit)

|

Odstranéno: Kvalita embryi
byla hodnocena jako pomér embryi
kvality A k celkovému poctu
embryi (soucet embryi kvality
A+B+C). Kvalita embryi se nelisi
u rtiznych stimula¢nich protokold.
Vysledky 6-




'a DY
Odstranéno: DISKUZDiskuze
1- Vztah mezi PCB a OCP v krvi
a folikularni tekutiné
neplodnychClovek a celd piiroda
jsou vystaveni béhem Zivota

|
1

Tabulkal. Vztah mezi hladinami PCB a OCP a procentem diploidnich oocytii v ng/g |

tuku !

lodds ratio -hodnoty q-hodnota !
PCB101 0,89 0,018 0,296 ;'
PCB47 0,90 0,032 0,296 !
PCB158 0,90 0,023 0,296 !
DDE 0,86 0,034 0,296 !
DDT 0,82 0,007 0,296 !

Tabulka 2. Vztah mezi hladinami PCB a po¢tem oplozenych oocytli v ng/g tuku

lodds ratio p-hodnoty q-hodnota I
PCB101 0,85 0,006 0,137 |
PCB47 0,88 0,013 0,19 |
PCB44 0,88 0,044 0,468 [
PCB158 0,85 0,005 0,137 ‘r

| Tabulka 3. Vztah mezi PCB 47 a dosaZenim gravidity v ng/gtuku | /

odds ratio p-hodnoty g-hodnota /
PCB47 0,73 0,022 0,944 |
Lindane 0,71 0,093 0,953 /
I
1
1

Tabulka 4. Vztah hladiny PCB 47 k po¢tu zamrazenych embryi v ng/g tuku

Odds ratio p-hodnoty q-hodnota
0,73 0,060 0,896
0,73 0,060 0,896

PCB47
PCB 47

negativnim vlivim mnoha
chemickych ldtek, které jsou Siroce
roz§ifeny a kumuluji se v Zivotnim
prostiedi. In vitro a u nékterych
Zivo¢isnych druhti in vivo bylo
negativni aZ toxické pusoben{
nékterych chemickych latek

z prostiedi (xenobiotik) jiz
potvrzeno. Mezi xenobiotika patii
nekteré toxické kovy a
organohalogenované slou¢eniny,
jako jsou polychlorované bifenyly
a pesticidy.Nejpravdépodobné&jsi
mechanizmus jejich G¢inku je
interference s hormondlnim
systémem.Tyto ldky pisobi jako
tzv. endokrinni disruptory (ED).
Slouceniny po vstupu do buniky a
po vazbé¢ na receptor mohou
vstoupit do interakce s genomem
buriky. Ovlivnénim specifickych
genu pak mohou funkci genomu
ovliviiovat bud’ ve smyslu
stimulace, ¢i inhibice.
Soucasné analyzy mohou
identifikovat a kvantifikovat
piitomnost jednotlivych znamych
ED, ale hodnoceni zdravotniho
rizika je velice komplikované. Tyto
latky jsou vétSinou strukturdlné
odlisné slouceniny, kde je nutno

| zvaZovat i moZnost interakd [6] )

5
Odstranéno: Zivislost PCB a
'| OCP na véku byla u nékterych
1| pacientek prokdzana. S vékem
korelovaly hladina v ng/g tuku u
PCB 118+123, PCB 156, PCB
172, HCB a beta HCH. Pii
hodnocen{ koncentrace ng/g
navazky byla tato zavislost
nalezena u PCB 153, PCB 138. U
téchto PCB se dd piedpokladat
zévislost na véku. Je zajimavé, Ze
souvislost s vékem je u n€kterych
bifenyld silnd (vysoky korelaéni
koeficient, nizkd p-hodnota i g-
hodnota), u jinych v podstaté
nulova (korelaéni koeficient blizky
nule, vysoka p-hodnota). Hladiny
PCB koreluji s procentem tukové
tkdn€ v organismu. Tento fakt byl
prokdzan i v jinych studiich. PCB
maji vysokou rozpustnost v tukové
tkdni [3]. Mezi koncentraci PCB a
BMI je nepiimd ameérnost.
Pozorujeme rozdilnou silu
zavislosti u jednotlivych bifenyld,
u ne€kterych je silnd (vysoky
korela¢ni koeficient, nizkd p-
hodnota) a u jinych slaba
(korela¢ni koeficient blizky nule,
vysokd p-hodnota). |
U pacientek s primdrn{ sterilitou
by mohla byt vyssi koncentrace
bifenyli PCB 47 a PCB 158
vysvétlena protektivnim vlivem
gravidity na kumulaci bifenyld

v organismu. Zeny, které jif [71




Pritomnost xenobiotik ve folikuldrni tekutin€ neplodnych Zen poukazuje na jejich

kumulaci v potravinovém fetézci a nasledné i ve vSech ZivociSnych organismech

véetné Clov€ka a jeho télnich tekutinich. Tyto latky _jsou Siroce rozSifeny a

kumulovdny v lidském téle diky jejich vysoké chemické resistenci a lipofilité. I po

n¢kolikaletém omezeni jejich pouZiti jsou stile piitomny v lidském organismu. Jejich

kumulace v tukové sloZce folikuldrni tekutiny, kterd bezprostfedné obklopuje lidské
pohlavni butiky miiZe byt pro budouci generace vyznamna.

Hladiny xenobiotik jsou piimo imérné dobé expozice, po kterou je organismus jejich
ucinku vystaven, zde nachazime pifmou umérnost s vékem stejné jako jiné prace
(21). Nepiima umérnost s BMI je v souladu s jejich rozpustnosti v tukové tkani.
Porod a kojeni se zdaji byt moZnymi cestami eliminace xenobiotik z organismu.

Pronikaji transplacentdrn¢ a po porodu i do matefského mléka (30) a byly

detekovany i v pupec¢nikové krvi (31, 32) a krvi novorozenct. U pacientek s primarni

sterilitou byla nalezena vys$i hladina bifenyld PCB 47 a PCB 158. Tento fakt je

vy

nutno jesté podrobit dalsi analyse, v naSem projektu vy$$i hladiny xenobiotik u Zen,

které nebyly t€hotné nebyly statisticky vyznamné. Srovndvali jsme vSak pacientky,
které byly a nebo nebyly t€hotné. Do t&hotenstvi byly vSak zahrnuty i gravidity, které
nekoncily porodem plodu a kojenim (spontdnni potraty, mimodé&loZni gravidita).

Vy$§i hladiny xenobiotik u pacientek s endometriosou mohou byt v souvislosti

sjejich vlivem na imunitni odpovéd organismu a s jejich dcinky na hladiny

pohlavnich hormont a rustovych faktorti. Etiologie tohoto onemocnéni je vsSak

ziejm& multifaktoridlni. Byla pozorovéna pozitivni korelace mezi vékem populace a

hladinou PCB v séru (23), coZz muZe souviset se zvySenym vyskytem endometriosy u

vy,

sterilnich pacientek, které ¢asto podstupuji 1é¢bu ve vys$sim véku.

vy,

Nase zjisténi, kdy byly nalezeny vyssi hladiny xenobiotik pacientek s endometriosou,

potvrzuje zvySenvy vyskyt endometriosy u infertilnich Zen zaznamenany v Belgii, kde

je také dokumentovan nejvySSi stupen zneliSténi prostiedi dioxiny (24). Zavéry

ostatnich studii jsou ale nejednoznacné (25, 26).

p
Odstranéno: Endometriosa je

~

stav charakterizovany vyskytem
ektopickych lozisek zlazek i
stromatu endometria mimo dutinu
délozni. Existuje mnoho teorii o
etiologii tohoto onemocnéni.
Onemocnéni je spojeno s panevni
bolesti, infertilitou a dyspareunii.
Mezi toxické latky z vnéjsiho
prostiedi, u kterych se predpoklada
spojeni s endometriosou, patif
polyhalogenované aromatické
uhlovodiky. K nim se fadi
polychlorované dibenzo-p-dioxiny
(PCDDs), dibenzofurany
(PCDBFs) a polychlorované
bifenyly (PCBs). Etiologie
endometriosy je zfejmeé
multifaktoridlni. MozZny vliv téchto
latek na riziko endometriosy se
ptedpoklada pro jejich znamy vliv
na imunitni odpovéd’ organismu.
Dile jsou u nich zndmy t¢inky na
hladiny pohlavnich hormont a
rustovych faktorti. Ovliviuji
tkanové specifickou odpovéd’ na
steroidni hormony reakci

s hormondlnimi receptory [18].
Puisobi jako tzv. rozpojovaci
hormont (rozpojovaci signali -
signal disruptors). Mohou po
vstupu do buriky a po vazbé na
specificky receptor
(arylhydrokarbonovy receptor-
AhR) ménit odpovéd’ buiiky na
hormonalni stimul ve smyslu
stimulace ¢i inhibice [4, 5, 6, 14 ].
U mnoha PCB byl jiz kromé
ovlivnéni hormondlnich systému
prokédzan vliv na imunitn{ systém,
teratogenni a kancerogenni ucinek.
[1]. Ovliviwji také bunéénou
membranu a zvysuji tvorbu
volnych radikdli [10]. Prokazdna
byla i jejich kumulace ve folikulu
[7]. Tyto vSechny faktory se mohou
podilet na vzniku endometriosy.j
Vliv jednotlivych kongeneri PCB
na pokles fertility u lidské
populace je nejednoznacny.
Vétsinou se zabyvaji negativnim
vlivem téchto sloucenin na kvalitu
spermatu ¢i na fertilizaci oocyti
pti 1é¢be neplodnosti metodou
IVF+ET [3, 4]. Byl prokédzén
signifikantn{ vliv na produkci
estradiolu, testosteronu i
progesteronu ve zrajicim folikulu i
v corpus luteum [11, 12]. Prave
tyto hormondlni zmény se mohou
vyrazné uplatiovat

v etiopatogenezi endometriosy. U
lozisek endometriosy nalézdme
odlisné zastoupeni estrogennich a
progesteronovych receptort. Je u
ni popisovdna zménénd aktivita
natural killer (NK) bungk, které se
podileji na lyze ektopickych
loZisek endometria a porucha
jejich funkce muze vést ke vzniku
endometroidnich loZiSek na
peritoneu [9]. Méni se i parametry

L bunécné a humordlni imuni( [8]




V mnoha studiich jsou jiz dokldadiny negativni vlivy na reprodukéni schopnosti
laboratornich zvifat i voln¢ Zijicich Zivocicha ( 2, 7, 14, 16, 33). Popsdna byla i
feminizace a demaskulinizace zv&fe. V oblasti jezera Apopka na Floridé byl
prokazan tcinek DDT a jeho metabolitd na embryondlni sexudlni vyvoj a naruSeni
reprodukénich pochodti u plaza (11).

Studie popisujici G¢inky na lidskou reprodukci jsou zatim nejednoznacné (27, 28,
34). Ovlivnéni vyvoje zrajiciho folikulu latkami obsazenymi ve folikuldrni tekutiné
(PCB 123 a PCB 156) bylo vSak jiZ popisovdno na zvifecich studiich (12, 13). Proto
se domnivdme, Ze mohou mit vliv i na vyvoj lidského ovocytu, ale jejich vliv na
pravdépodobnost dosazeni gravidity neni zatim jednozna¢né prokdzan. V nasi studii
jsme prokazali ovlivnéni reprodukce pouze ve statistickych modelovych situacich.
Hladiny xenobiotik, které jsme vysetfovali, mohou ale v nésledujicich letech ve
folikuldrni tekuting stoupat a dosdhnout hladin takovych, jako v téchto statistickych
modelech. Proto, i kdyZ se zidtéZ pro lidsky organismus v soucasnosti pohybuje
v jednotkdch tfddové niZ8ich neZz v laboratornich pokusech, je nutné pfistupovat
k dal$imu pouzivani latek typu endokrinnich disruptorti s opatrnosti, vzhledem k

dlouhodobé kumulaci xenobiotik tukové sloZce a jejich dlouhému polo¢asu rozpadu,

ktery je 10 a vice let.

Nekteré latky jako DDT, které jiz piestaly byt v minulosti masivné pouziviny se

v8ak z ekonomickych diivodl do biologického obchu vraceji. V roce 2001 se ve
Stockholmu konala ekologickd konference OSN, na které byla pfijata imluva o
zdkazu nebo minimalizaci uZivdni dvandcti chemickych latek, oznaCovanych jako
perzistentni organické polutanty (POP). Mezi nimi bylo i DDT, které jako jediné
z nich dostalo na Stockholmské konferenci piijatelnou vyjimku. MiZe byt tedy dile
vyrdbéno a za urcitych, vétSinou jen administrativnich podminek i pouZivano (35).

Kritickd pro obyvatelstvo nemusi byt sou¢asna expozice, ale spiSe expozice ze 40-

70. let minulého stoleti, kdy bylo DDT v Sirokém méfitku pouzivano.




K tomu se ovSem bude ptfidavat dalsi zvySovani hladin v tukové sloZce organismil
vlivem nové expozice témto latkam.

DDT se_opét pouziva v nizSich davkach v boji proti maldrii v rozvojovych zemich. Je

na misté zamySleni, jaké muZe mit jeho opétovné pouzivani celosvétové dasledky a

jak by mohlo po dal$i kumulaci v lidském organismu ovliviiovat procesy spojené

nejen s lidskou reprodukci.

Prestoze nas soubor byl dost rozsidhly, bylo by v dalsi praci vhodné rozsitit pocet

vySetieni folikuldrni tekutiny a zaméfit se na vySetieni téch xenobiotik, kterd jevila

podeziely vliv na vySetfované parametry.

p
Odstranéno: PCB se kumuluji
ve folikuldrni tekutiné¢. Kumulace
polychlorovanych bifenyli ve
folikuldrni tekutiné nepiimo
ukazuje na jejich kumulaci ve
folikuldrnich burikdch. Tento faktor
se muze podilet na zhorSujici se
reprodukéni schopnosti lidské
populace a zhorSovat vysledky

|_programu IVF+ET.

~




ZAVERY

- {Odstranéno: Vysledky 1 - ]

Vztah mezi PCB a OCP v Kkrvi a folikularni tekutiné neplodnych Zen .

Prokazali jsme moZnost detekce polychlorovanych bifenylii (PCB) a organochlorovanych
pesticidi (OCP) v krvi a folikularni tekutiné neplodnych Zen a jejich kumulaci ve

folikularni tekutiné.

- {Odstranéno: Cile 2- ]

VYztah hladin PCB a OCP k anamnestickym ddajim (vék, BMI, parita)

Statistickou analyzou jsme vySetfovali souvislost s anamnestickymi ddaji a vliv téchto
latek na 1é¢bu neplodnosti. U PCB 118+123, PCB 156, PCB 172, HCB a beta HCH byla
potvrzena zdvislost na v€ku pacientky. U velké cCasti polychlorovanych bifenylt je
prokazdna nepiimd zdvislost na body mass indexu (BMI). Byla nalezena vyssi
koncentrace bifenyli PCB 47 a PCB 158 u pacientek s primarni sterilitou. Vysledek vSak

nenf statisticky signifikantni.

Vztah hladin PCB a OCP k indikaci k 16&bé sterility .- { odstranino: viseatrs. )

Ve studii byly prokdzany statisticky signifikantné zvySené hladiny PCB 118+123, 153,
156, 157, 180 a 189 ve folikuldrni tekutiné u Zen s endometriosou. Hladiny OCP se u

ruznych indikaci k 1é¢bé nelisily.

- {Odstranéno: Cile 4- ]

~Yztah hladin PCB_a OCP_k vysledkim _lé¢by (kvalita oocyti, procento -

oplozenych  oocytu, pravdépodobnost  dosazeni  téhotenstvi,  pocet

- {Odstranéno: y ]

kryokonzervovanych embryi)

Pocet diploidnich oocyti muze ovlivnit DDT, pravdépodobnost oplozeni oocytli muize

ovlivnit PCB 158. Vysledek 1écby a pocet zamraZenych embryi mohou ovlivnit PCB 47 a



Lindane. Tyto vztahy vSak nebyly na 5% hladiné vyznamnosti statisticky signifikantni,
pouze podezielé. Nalezené hladiny xenobiotik nemély statisticky signifikantni vliv na
vysledky IVF programu, ale ze statistickych modelovych situaci vyplyvd, Ze dalsi
kumulace té€chto ldtek v prostfedi a zvySovdni jejich hladin ve folikuldrni tekutiné by

mohlo vést k poskozeni reprodukéni schopnosti populace.



CONCLUSIONS

e  We confirmed the possibility of detection of polychlorinated biphenyls (PCBs) and

organohalogen pesticides (OCPs) in blood and follicular fluid of infertile women and

their cumulation in follicular fluid.

e PCB 118+123, PCB 156, PCB 172, HCB and beta HCH are dependent on the age of

patients. The most part of PCBs is also higher in patiens with high BMI. We found the
higher concentrations of PCB 47 a PCB 158 in patients with primary sterility. This

correlation was not statistically significant.

e We confermed statistically significant higher levels of PCB in follicular fluid of
patients with endometriosis. The levels of OCPs didn’t differ.

e A correlation has been ascertained between the number of diploid oocytes and the

levels of DDT, fertilization of oocytes and levels of PCB 158 and the pregnancy rate

and the number of embryos cryoconserved and levels of PCB 47 and Lindane. These

correlations were suspicious, though it was not statistically significant on the 5%

level. These concentrations do not have a statistically significant effect on the results

of IVF+ET program, but from statistical modeling it is obvious that if the

concentration doubled, the results would be affected. Further accumulation in the

environment and increase in levels in follicular fluid could significantly affect fertility.
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1

Hladiny xenobiotik byly vySetieny
u neplodnych Zen lé¢enych
metodou in vitro fertilizace a
embryotransferu (IVF + ET).
Nejprve jsme stanovili hladiny
PCB a OCP u 30 pacientek

v pilotn{ studii naseho souboru,
abychom stanovili moZnost
detekce téchto xenobiotik v krvi a
folikuldrni tekuting. Ddle jsme
vysetfovali moZnost kumulace
xenobiotik v téchto
kompartmentech a dospéli

k zavéru, Ze ve folikularni tekutiné
dochézi ke kumulaci PCB a OCP.
Dile jsme zpracovavali a
vysetfovali vzorky folikularni
tekutiny u 99 Zen, byla stanovena
hladina PCB a OCP. V tomto
souboru 99 vysetfovanych Zen
bylo 47 pacientek s primarni
sterilitou a 52 pacientek se
sekunddrni sterilitou.
Charakteristiku souboru ukazuje
tab 1.9

Tab. 1. Charakteristika souboru
pacientek|
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SEZNAM ZKRATEK

AR - asistovand reprodukce

BMI - body mass index

COH - controlled ovarian hyperstimulation (fizend hyperstimulace vaje¢niki)
DDD - 1.1-dichlor-2,2- bis(4-chlorfenyl)ethan

DDE - 1,1-dichlor-2,2- bis(4-chlorfenyl)ethen

DDT - 1.1.1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

DES - diethylstilbestrol

DL-PCBs - dioxin like polychlorované bifenyly
E2 — estradiol

ED - endokrinni disruptory

FSH - folikulostimula¢ni hormon

GnRH - gonadotrophin releasing hormon
HCB - hexachlorcyklobenzen

hCG - lidsky choriovy gonadotrophin

HCH - hexachlorcyklohexan

hMG - lidsky menopauzalni gonadotropin

ICSI —intracytoplasmaticka injekce spermie do vajicka

IVF + ET - in vitro fertilizace a embryotransfer (mimot¢€lni oplodnéni a pfenos
embrya)

LH - luteiniza¢ni hormon

NK - natural killer butiky

OCP - organochlorované pesticidy

PCB - polychlorované bifenyly

Pg — progesteron

POP — persistentni organické polutanty

TCHL - toxické chemické latky
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JEDNOSTRANKOVY SOUHRN V CESTINE
CIL STUDIE: PROKAZAT MOZNOST DETEKCE POLYCHLOROVANYCH BIFENYLU
(PCB) A ORGANOCHLOROVANYCH PESTICIDU (OCP) VKRVI A FOLIKULARNI
TEKUTINE NEPLODNYCH ZEN. PROKAZAT JEJICH KUMULACI VE
FOLIKULARNI TEKUTINE A ZJISTIT, JAK JEJICH HLADINY OVLIVNUJI
USPESNOST LECBY NEPLODNOSTI.
METODIKA: HLADINY PCB A OCP JSME STANOVILI NEJPRVE VKRVI A
FOLIKULARNI TEKUTINE 30 ZEN ZARAZENYCH DO PROGRAMU
MIMOTELNIHO OPLOZENi A PRENOSU EMBRYA (IVF+ET) A POTVRDILI
MOZNOST JEJICH DETEKCE. BYLA PROKAZANA KUMULACE TECHTO
XENOBIOTIK VE FOLIKULARNI TEKUTINE. VDALSIM SLEDOVANI JSME
ANALYZOVALI SOUVISLOST S ANAMNESTICKYMI UDAJI A VLIV TECHTO LATEK
NA USPESNOST PROGRAMU LECBY NEPLODNOSTI U CELKOVEHO SOUBORU 99
PACIENTEK.
VYSLEDKY: U PCB 153, PCB 138, PCB 118+123, PCB 156, PCB 172, HCB A BETA HCH
BYLA POTVRZENA ZAVISLOST NA VEKU PACIENTKY. U VELKE CASTI
POLYCHLOROVANYCH BIFENYLU JE PROKAZANA NEPRIMA ZAVISLOST NA
BODY MASS INDEXU (BMI).
BYLA NALEZENA VYSSI KONCENTRACE BIFENYLU PCB 47 A PCB 158 U
PACIENTEK S PRIMARNI STERILITOU. VYSLEDEK VSAK NENI STATISTICKY
SIGNIFIKANTNI.
VE STUDII BYLY PROKAZANY STATISTICKY SIGNIFIKANTNE ZVYSENE
HLADINY PCB VE FOLIKULARNI TEKUTINE U ZEN S ENDOMETRIOSOU.
HLADINY ORGANOCHLOROVANYCH PESTICIDU SE U RUZNYCH INDIKACI
K LECBE NELISILY.
POCET DIPLOIDNICH OOCYTU MUZE OVLIVNIT DDT, FERTILIZACI OOCYTU
MUZE OVLIVNIT PCB 158. VYSLEDEK LECBY A POCET ZAMRAZENYCH EMBRYI
MOHOU OVLIVNIT PCB 47 A LINDANE. TYTO VZTAHY VSAK NEBYLY NA 5%
HLADINE VYZNAMNOSTI STATISTICKY SIGNIFIKANTNI, POUZE PODEZRELE.



ZAVER: NALEZENE HLADINY XENOBIOTIK SICENEMELY STATISTICKY
SIGNIFIKANTNI VLIV NA VYSLEDKY IVF PROGRAMU, ALE ZE STATISTICKYCH
MODELOVYCH SITUACI ALE VYPLYVA, ZE DALSI KUMULACE TECHTO LATEK
VPROSTREDI A ZVYSOVANI JEJICH HLADIN VE FOLIKULARNI TEKUTINE
MUZE VEST K POSKOZENI REPRODUKCNI SCHOPNOSTI POPULACE.
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SUMMARY

THE AIM OF THIS STUDY: TO CONFIRM THE POSSIBILITY OF DETECTION OF
POLYCHLORINATED BIPHENYLS (PCBS) AND ORGANOHALOGEN PESTICIDES
(OCPS) IN BLOOD AND FOLLICULAR FLUID OF INFERTILE WOMEN. TO
DETERMINE THE LEVELS OF SOME CONGENERS AND TO CONFIRME THEIR
CUMULATION IN FOLLICULAR FLUID ANF THIER INFLUENCE ON THE RESULTS
OF IVF +ET PROGRAM.

METHODS: WE DETECTED THE LEVEL OF PCBS AND OCPS AT FIRST IN BLOOD
AND FOLLICULAR FLUID OF 30 INFERTILE WOMEN THERE WAS CONFIRMED
THE POSSIBILITY OF THEIN DETECTION. IT WAS FOUND THE CUMULATION OF
THIS XENOBIOTICS IN FOLLICULAR FLUID. AFTER THAT WE ANALYSED THE
RELATIONSHIP BETWEEN THE PRESENCE OF THESE XENOBIOTICS AND
ACHIEVING SUCCESFUL PREGNANCY.

RESULTS: PCB 153, PCB 138, PCB 118+123, PCB 156, PCB 172, HCB AND BETA HCH
ARE DEPENDENT ON THE AGE OF PATIENTS. THE MOST PART OF PCBS IS ALSO
HIGHER IN PATIENS WITH HIGH BMI.

WE FOUD THE HIGHER CONCENTRATIONS OF PCB 47 A PCB 158 IN PATIENTS
WITH PRIMARY STERILITY. THIS CORRELATION WAS NOT STATISTICALLY
SIGNIFICANT.WE CONFERMED STATISTICALLY SIGNIFICANT HIGHER LEVELS
OF PCB IN FOLICULAR FLUID OF PATIENTS WITH ENDOMETRIOSIS. THE
LEVELS OF OCPS DIDN'T DIFFER. A CORRELATION HAS BEEN ASCERTAINED
BETWEEN THE NUMBER OF DIPLOID OOCYTES AND THE LEVELS OF DDT,
FERTILIZATION OF OOCYTES AND LEVELS OF PCB 158 AND THE PREGNANCY
RATE AND THE NUMBER OF EMBRYOS CRYOCONSERVED AND LEVELS OF PCB
47. THESE CORRELATIONS WERE SUSPICIOUS, THOUGH IT WAS NOT
STATISTICALLY SIGNIFICANT ON THE 5% LEVEL.CONCLUSION: THESE
CONCENTRATIONS DO NOT HAVE A STATISTICALLY SIGNIFICANT EFFECT ON



THE RESULTS OF IVF+ET PROGRAM, BUT FROM STATISTICAL MODELING IT IS
OBVIOUS THAT IF THE CONCENTRATION DOUBLED, THE RESULTS WOULD BE
AFFECTED. FURTHER ACCUMULATION IN THE ENVIRONMENT AND INCREASE
IN LEVELS IN FOLLICULAR FLUID MAY SIGNIFICANTLY AFFECT
FERTILITY.UVOD
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K tomu se pouzivaji lidské menopauzélni gonadotropiny (hMG)- smés luteiniza¢niho (LH) a

folikulostimula¢niho (FSH) hormonu.
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INDIKACE K LECBE STERILITY BYLA ANOVULACE (34 PACIENTEK), TUBARNI

FAKTOR (17 PACIENTEK), ENDOMETRIOSA (6 PACIENTEK), IDIOPATICKA
STERILITA (29 PACIENTEK) A ANDROLOGICKY FAKTOR STERILITY (13
PACIENTEK). GRAVIDITY JSME DOSAHLI U 49 PACIENTEK (U 5 ZNICH
SKONCILO TEHOTENSTVI SAMOVOLNYM POTRATEM, U JEDNE MIMODELOZNI
GRAVIDITOU). NEOTEHOTNELO 55 PACIENTEK. VETSINOU BYLY
MULTIGRAVIDY (52 PACIENTEK). SPONTANNE PORODILO 26 Z NICH, OSTATNI
MELY V ANAMNESE POTRAT, NEBO MIMODELOZNI GRAVIDITU.OPLOZENI
PROBEHLO METODOU IVF (66 PACIENTEK) NEBO ICSI (33 PACIENTEK).

U VSECH PACIENTEK BYLA PRED ZARAZENIM DO PROGRAMU IVF + ET
PROVEDENA DIAGNOSTICKA LAPAROSKOPIE K POTVRZENI, CI VYLOUCENI
PATOLOGII V DUTINE BRISNI.

PACIENTKY SOUHLASILY SE ZARAZENIM DO PROGRAMU IVF + ET 1 SE
ZARAZENIM DO STUDIE. PODEPSALY PODROBNY INFORMOVANY SOUHLAS A
BYLY POUCENY LEKAREM PROVADEJICIM PUNKCI FOLIKULARNI TEKUTINY O
PRUBEHU STUDIE. STUDIE BYLA SCHVALENA MISTNI ETICKOU KOMISI.
PACIENTKY PODSTOUPILY LECBU STERILITY V PROGRAMU IVF +ET NA NASI
KLINICE V OBDOBI OD SRPNA 2003 DO UNORA 2004. OVARIALNI STIMULACE
BYLA PROVEDENA STANDARDNIMI PROTOKOLY (DLOUHY PROTOKOL,
KRATKY S ANTAGONISTY GNRH, POUZITO HMG CI RFSH).

ODBER OOCYTU SE PROVADEL V CELKOVE NARKOSE, TRANSVAGINALNI
PUNKCI POD ULTRAZVUKOVOU KONTROLOU. PO VYHLEDANI OOCYTU BYLA
ZAMRAZENA FOLIKULARNI TEKUTINA ODESLANA KE STANOVENI HLADINY
PCB. VZORKY BYLY PO EXTRAKCI A VYCISTENI ANALYZOVANY METODAMI
PLYNOVE CHROMATOGRAFIE A HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE.
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POPIS STATISTICKYCH METODPRI ANALYZE SOUBORU BYLO ZADANO

POROVNAT HLADINY JEDNOTLIVYCH NOX VE FOLIKULARNI TEKUTINE,
NALEZT VZTAH HLADIN NOX K VEKU PACIENTKY., BMI. TYPU STERILITY
(PRIMARNI NEBO SEKUNDARNI), INDIKACI K LECBE (TUBARNI, ANOVULACNI,
ANDROLOGICKE, ENDOMETRIOSE, IDIOPATICKE), PRUBEHU A VYSLEDKU
LECBY (POCET A KVALITA OOCYTU (POCET DIPLOIDNICH OOCYTU),
FERTILIZACE, KVALITA EMBRYI, DOSAZENE TEHOTENSTVi, POCET
ZAMRAZENYCH EMBRYI, VYSLEDKU TEHOTENSTVi. BYLY STATISTICKY
ANALYZOVANY VZTAHY MEZI HLADINAMI POLYCHLOROVANYCH BIFENYLU A
ORGANOCHLOROVANYCH PESTICIDU A ANAMNESTICKYMI UDAIJL JAKO
KORELACNI KOEFICIENT BYL POUZIT SPEARMANUV KORELACNI KOEFICIENT.
DO STATISTICKE ANALYZY BYLY ZAHRNUTY PUVODNI HODNOTY BIFENYLU,
TJ. BIFENYLY VNG NA GRAM TUKU. SfLA ZAVISLOSTI BYLA UDAVANA
VELIKOSTI KORELACNIHO KOEFICIENTU. TEN NABYVAL HODNOT MEZI -1 A 1.
HODNOTA 1 ZNAMENALI PERFEKTNI ZAVISLOST- PRIMOU UMERNOST, 0
NEZAVISLOST, HODNOTA —1 ZNAMENALI PERFEKTNI ZAVISLOST- NEPRIMOU
UMERNOST. BYLO PROVEDENO MNOZSTVI TESTU PODROBUJICI STATISTICKE
ANALYSE VELKE MNOZSTVI ANAMNESTICKYCH UDAJU. K PRUKAZU
STATISTICKE VYZNAMNOSTI DANE KORELACE JE TREBA. ABY Q-HODNOTA (TO
JE_MODIFIKACE P-HODNOTY) BYLA NIZSI, NEZ 0.05. JAKO HRANICNI
STATISTICKOU VYZNAMNOST HODNOTIME P-HODNOTY MENSIROZDILNOST
KONCENTRACI PCB A OCP PRO RUZNE SKUPINY PACIENTEK BYLA ZKOUMANA
POMOCI WILCOXOVA TESTU (V PRIPADE DVOU SKUPIN) A KRUSKAL-
WALLISOVA TESTU, KTERY JE ZOBECNENIM PREDESLEHO TESTU PRO VICE
NEZ DVE SKUPINY. V PRIPADE POROVNAVANI POUZE DVOU SKUPIN BYL
WILCOXUV TEST DOPLNEN JESTE O T-TEST. PRO DOSAZENI PRIBLIZNE
NORMALITY HLADIN BIFENYLU A PESTICIDU BYLA POUZITA LOGARITMICKA
TRANSFORMACE.

DALE JSME PRACOVALI SE ZOBECNENYMI LINEARNIMI MODELY A TO S TZV.
POISSONOVSKOU REGRESI, ALE ZEJMENA S LOGISTICKOU REGRESI.
POISSONOVSKA REGRESE BYLA POUZITA POUZE V PRIPADECH PRO ANALYZU
CELKOVEHO POCTU OOCYTU, POCTU ZAMRAZENYCH EMBRYI. VE ZBYLYCH
PRIPADECH ( ANALYZA PROCENTA DIPLOIDNICH OOCYTU, ANALYZA




DOSAZENI TEHOTENSTVI, ANALYZA POCTU EMBRYI KVALITY A K CELKOVEMU
POCTU EMBRYI) BYLA POUZITA LOGISTICKA REGRESE. V UVEDENYCH
PRIPADECH SE VYSKYTL PROBLEM NADMERNE DISPERZE. PROTO BYL POUZIT
PRISTUP POMOCI TZV. KVAZIVERNOSTI.
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DISKUZDiskuze 1- Vztah mezi PCB a OCP v krvi a folikuldrni tekutiné
neplodnychClovék a celd pifroda jsou vystaveni béhem Zivota negativnim
vlivim mnoha chemickych latek, které jsou Siroce rozSifeny a kumuluji se
v Zivotnim prostfedi. In vitro a u nékterych ZivociSnych druhii in vivo bylo
negativni az toxické pilisobeni nékterych chemickych latek z prostiedi
(xenobiotik) jiz potvrzeno. Mezi xenobiotika patii nckteré toxické kovy a
organohalogenované slouceniny, jako jsou polychlorované bifenyly a
pesticidy.NejpravdépodobnéjSi mechanizmus jejich ucinku je interference s
hormondlnim systémem.Tyto 1dky plisobi jako tzv. endokrinni disruptory (ED).
Slouceniny po vstupu do buiikky a po vazb& na receptor mohou vstoupit do
interakce s genomem bunky. Ovlivnénim specifickych genli pak mohou funkci
genomu ovlivilovat bud’ ve smyslu stimulace, ¢i inhibice.

Soucasné analyzy mohou identifikovat a kvantifikovat pfitomnost jednotlivych

znamych ED, ale hodnoceni zdravotniho rizika je velice komplikované. Tyto
latky jsou vétSinou strukturdlné odliSné slouceniny, kde je nutno zvazovat i
moznost interakce jednotlivych latek mezi sebou. Jsou vysoce lipofilni a polo€as
jejich rozpadu je az 7-10 let.Vysledny biologicky tcinek miize byt zcela odli$ny.
Proto je vztah mnoha konkrétnich litek napf. s estrogenni aktivitou stile
nejasny.

Polychlorované bifenyly jsou skupina chemickych sloucenin stavajici z 209
kongeneri od mono do delta chloro substituovanych. S ndrGistem znalosti o
jejich biologickych ucincich bylo zjisténo, zZe nékteré kongenery jsou vice
toxické nez druhé. V roce 1998 WHO bylo definovdno 12 kongenert s toxicitu
podobnou dioxintim (dioxin-like PCB, DLPCBs-non-ortho: 77, 81, 126, 169 and
mono-ortho: 105, 114, 118, 123, 156, 157, 167 a 189 ).

Prokdzalo se, Ze PCB ovliviiuji produkci prolaktinu, hormont Stitné zlazy [ 26],

transport vitaminu A. Mohou mit estrogenni 1 antiestrogenni uc¢inky [5, 16, 17,

19, 20]. Zavazny je 1 jejich vliv na imunitni systém, jsou kancerogenni a maji



teratogenni efekt [1, 2, 15]. Ovliviiuji bunéénou membranu a zvySuji tvorbu
volnych radikdld [10]. Mohou negativné ovliviiovat reprodukéni procesy u
Zivocicht i lidské populace.

U zivocichll byl jiz prokdzén pokles populace aligatorii ¢i vodniho ptactva
v oblasti Velkych jezerech v USA v souvislosti s pfitomnosti nékterych
xenobiotik [6, 7]. Dalsi studie upozoriiuji na negativni vliv PCB na reprodukéni
systém krys, kde byl potvrzen pokles hmotnosti délohy a snizené hladiny
estradiolu [16]. U ¢lovéka je vliv jednotlivich kongeneri PCB na pokles
fertility nejednozna¢ny. Existuje jen malé mnoZstvi praci zabyvajicich se
touto tematikou a jejich zavéry jsou kontroverzni. VétSinou se tyto prace
zabyvaji moZnym negativnim vlivem téchto slou¢enin na kvalitu spermatu
¢i na fertilizaci oocyti pii 1écbé neplodnosti metodou in vitro fertilizace a
embryotransferu (IVF+ET). Byl prokazan signifikantni vliv na produkci
estradiolu v buiikach zrajiciho folikulu [11, 12]. Soucasné se zménami
v produkci estradiolu byly pozorovany i zmény v produkci testosteronu.
PCB mohou negativné piisobit i na corpus luteum a sniZzovat produkci
progesteronu - negativni vliv na implantaci embrya u zvitfecich modeli [11,
12].Vztah k reprodukénim schopnostem ¢lovéka miize mit i fakt, Ze byla
pozorovana pozitivni korelace mezi vékem a hladinou PCB v séru [3]. To se
jisté miZe uplatiovat ve faktoru sterility, hlavné je-li prifina sterility
hormonalni, imunologicka, ¢i andrologicka.

Diskuze 2-Vztah hladin PCB a OCP k anamnestickym tdaji
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Zavislost PCB a OCP na véku byla u nékterych pacientek prokdzana. S v€kem

korelovaly hladina v ng/g tuku u PCB 118+123, PCB 156, PCB 172, HCB a beta
HCH. Pti hodnoceni koncentrace ng/g navdzky byla tato zavislost nalezena u
PCB 153, PCB 138. U téchto PCB se d4 ptedpoklddat zdvislost na véku. Je
zajimavé, Ze souvislost s vékem je u né€kterych bifenyll silnd (vysoky korelacni
koeficient, nizka p-hodnota 1 g-hodnota), u jinych v podstaté nulova (korelacni
koeficient blizky nule, vysoka p-hodnota). Hladiny PCB koreluji s procentem
tukové tkané v organismu. Tento fakt byl prokdzan 1 v jinych studiich. PCB maji
vysokou rozpustnost v tukové tkani [3]. Mezi koncentraci PCB a BMI je
nepiimd imeérnost. Pozorujeme rozdilnou silu zavislosti u jednotlivych bifenyli,
u nékterych je silnd (vysoky korelacni koeficient, nizka p-hodnota) a u jinych

slaba (korelacni koeficient blizky nule, vysokd p-hodnota).



U pacientek s primérni sterilitou by mohla byt vy$si koncentrace bifenylit PCB
47 a PCB 158 vysvétlena protektivnim vlivem gravidity na kumulaci bifenyl
v organismu. Zeny, které jiz byly téhotné, mohou eliminovat bifenyly
z organismu pi1 porodu (placenta) a pii laktaci (matefské mléko). Pro tuto
domnénku vsak v literatuie neexistuji Zadné diikazy a tento fakt je nutno jesté
podrobit dalsi analyse.

Diskuze 3-Vztah hladiny PCB a OCP a indikaci k 1é¢bé sterility
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Endometriosa je stav charakterizovany vyskytem ektopickych lozisek Zlazek 1

stromatu endometria mimo dutinu dé€lozni. Existuje mnoho teorii o etiologii
tohoto onemocnéni. Onemocnéni je spojeno s panevni bolesti, infertilitou a
dyspareunii. Mezi toxické latky z vnéjSiho prostredi, u kterych se predpoklada
spojeni s endometriosou, patii polyhalogenované aromatické uhlovodiky. K nim
se fadi polychlorované dibenzo-p-dioxiny (PCDDs), dibenzofurany (PCDBFs)
a polychlorované bifenyly (PCBs). Etiologie endometriosy je ziejmé
multifaktoridlni. MoZny vliv té€chto latek na riziko endometriosy se predpoklada
pro jejich zndmy vliv na imunitni odpovéd’ organismu. Déle jsou u nich zndmy
ucinky na hladiny pohlavnich hormonii a rastovych faktora. Ovliviiji tkanove
specifickou odpovéd’ na steroidni hormony reakci s hormondlnimi receptory
[18]. Plsobi jako tzv. rozpojova¢i hormonil (rozpojovaci signdlli - signal
disruptors). Mohou po vstupu do buiikky a po vazbé na specificky receptor
(arylhydrokarbonovy receptor-AhR) ménit odpovéd buiikky na hormondlni
stimul ve smyslu stimulace ¢i inhibice [4, 5, 6, 14 ].

U mnoha PCB byl jiz krom¢ ovlivnéni hormonélnich systéml prokdzan vliv na
imunitni systém, teratogenni a kancerogenni ucinek. [1]. Ovliviiuji také
bunéénou membranu a zvySuji tvorbu volnych radikdlt [10]. Prokdzéna byla i
jejich kumulace ve folikulu [7].Tyto vSechny faktory se mohou podilet na

vzniku endometriosy.



Vliv jednotlivych kongeneri PCB na pokles fertility u lidské populace je
nejednoznacny. VEtSinou se zabyvaji negativnim vlivem téchto sloucenin na
kvalitu spermatu ¢i na fertilizaci oocytl pfi 1écbé neplodnosti metodou IVF+ET
[3, 4]. Byl prokdzan signifikantni vliv na produkci estradiolu, testosteronu i
progesteronu ve zrajicim folikulu 1 v corpus luteum [11, 12]. Pravé tyto
hormonalni zmény se mohou vyrazn¢ uplatiiovat v etiopatogenezi endometriosy.
U lozisek endometriosy nalézame odliSné  zastoupeni estrogennich a
progesteronovych receptorti. Je u ni popisovdna zménénd aktivita natural killer
(NK) bunék, které se podileji na lyze ektopickych lozisek endometria a porucha
jejich funkce miiZze vést ke vzniku endometroidnich loZiSek na peritoneu [9].
M¢éni se 1 parametry bunécné a humordalni imunity (zvySené hladiny IgG a IgA
imunoglobulinii, zvySend hladina B bunék v periferni krvi, zmény v hladindch
tkanovych medidtorl). Endometriosa je popisovdna u zhruba 16% Zen ve
fertilnim véku. V piipad¢ sterilnich pacientek se s ni vSak setkdvame az u 30%
Zen. Tento fakt mize byt samoziejmé& zplisoben podrobnéjsSimi vySetfovacimi
metodami, kterd sterilni pacientky podstupuji. Byla pozorovina pozitivni
korelace mezi vékem populace a hladinou PCB v séru [2], coZ mlZe souviset se
zvySenym vyskytem endometriosy u sterilnich pacientek, které ¢asto podstupuji
1é¢bu ve vyssim veéku.

ZvySeny vyskyt endometriosy u infertilnich zen byl zaznamenén v Belgii, kde je
také dokumentovdn nejvySSi stupent zneciSténi prostiedi dioxiny [13].
V literatute je ndzor na vliv PCB na vyskyt endometriosy sporny. Nékteré studie

tento fakt potvrzuji [16], jiné souvislosti nenachézeji [15, 17].



