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I. Seznam zkratek

AGA - androgenni alopecie

AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3 - aldo-keto reduktazy
ANCOVA - analyza kovariace

ANOVA — analyza rozptylu

AR — androgenni receptor

A2 — 4-androsten-3,17-dion

A3a5aC — konjugovany androsteron

A3a5a17BC - konjugovany 5a-androstane-3a,17p3-triol
A3a5BC - konjugovany etiocholanolon

A3B5aC - konjugovany epiandrosteron

A3B5a17BC - konjugovany 5a-androstan-3f,17B-triol
A3B5BC - konjugovany epietiocholanolon

BMI — body mass index

BPD — diastolicky krevni tlak

BPS — systolicky krevni tlak

BSA - bovine serum albumin

C pep — C peptid

CYP17A1 - C17,C20-lyézy

C1-14 — koZni rasy

DHEA — dehydroepiandrosteron

DHEAS — dehydroepiandrosteron sulfat

DHT —dihydrotestosteron

fDHT — volny dihydrotesteron

fT —volny testosteron

FSH — folikulostimulacni hormon

GC-MS - plynova chromatografie hmotnostni spektrometrie
Glykop — glykované proteiny

HDL-cholesterol — high-density lipoprotein cholesterol

HSD3B2 - 3B-hydroxysteroid-dehydrogenaza typu 2



HSD17B - 17B-hydroxysteroid-dehydrogenaza

CH - cholesterol

IMT - intimomedidIni tloustka

IRI = imunoreaktivni inzulin

IRMA - imunoradiometricka analyza

LDL-cholesterol — low-density lipoprotein cholesterol
LH — luteinizacni hormon

LSD - least significant difference- nejméné signifikantnich rozdild
MRNA - messenger RNA

OGTT - ordlni glukdzovy tolerancni test

O2PLS - vicerozmérnd regrese sredukci dimenzionality
ortogonalnich projekci do latentni struktury

Preg 17 - 170a-hydroxy-pregnenolon

Prog — progesteron

Prog 17 - 170-hydroxy progesteron

P3a5aC - konjugovany allopregnanolon

P3a5BS - konjugovany pregnanolon

RIA - radioimunoanalyza

SHBG - sex hormone binding globulin

T — testosteron

TK diast — diastolicky krevni tlak

TK syst — systolicky krevni tlak

Tg - triglyceridy

USA - Spojené staty americké

WHR — pomér pas boky

17-0OH prog - 17a-hydroxy progesteron

metodou

obousmérnych



II. Souhrn

Pohlavni steroidy ovliviiuji ukladani tuku. RozloZeni tuku je jednim ze sekundarnich
pohlavnich znak(. Androgeny puUsobi na tukovou tkan u muzl bud pfimo stimulaci
androgenniho receptoru, nebo nepfimo po aromatizaci pres estrogenni receptor. Androgeny
délime na aromatizovatelné a nearomatizovatelné. Testosteron (T) je hlavnim
aromatizovatelnym androgenem, jeho metabolit dihydrotestesteron (DHT) je
nearomatizovatelny androgen a pusobi pouze pres androgenni receptor. Pravé Ucinek pouze
pres androgenni receptor dal vznik hypotéze o rozdilném efektu DHT a T na télesné slozeni,

kdy pravé DHT by mohl byt zodpovédny za muzsky typ ukladani tuku.

V ramci mého postgradualniho studia jsme analyzovali zavislost sérové hladiny volnych frakci
T a DHT navéku, a zmény jejich poméru svékem. Daéle jsme hledali vztah
aromatizovatelnych a  nearomatizovatelnych  androgeni’ s  metabolickymi a
antropometrickymi parametry. Déale jsme se vénovali sledovani zmén steroidogeneze u

obéznich muzd.

Prokazali jsme, Ze pred pubertou je dominantnim androgenem spiSe DHT nez T, pomér
fDHT/fT byl v prlbéhu Zivota dospélych muzli konstantni. Po puberté jsme nenalezli Zadny
evidentni zvrat v poméru obou hormon(, ktery by mohl prispét k vysvétleni vyskytu napft.
benigni hyperplasie a karcinomu prostaty nebo androgenni alopecie az po dovrseni

stfedniho véku.

Dale jsme zjistili, Ze hladina DHT a T negativné koreluje s antropometrickymi a
metabolickymi ukazateli, nalezli jsme positivni korelaci mezi mnoZstvim svalstva, hladinou
HDL cholesterolu a hladinou T i DHT, neprokdzali jsme tedy rozdil v ucinku
aromatizovatelnych a nearomatizovatelnych androgent. Oba androgeny puUsobi na

metabolické a antropometrické parametry stejné.

Ze sledovani zmén steroidogeneze u obéznich Ize odvodit, Ze biosyntéza testosteronu u
muzl s nadvahou a u obéznich muzl je inhibovana jiz v okamZiku Stépeni postrannich
fetézcl C21 steroidnich hormonl a ddle poklesem aktivity 17B-hydroxysteroid-

dehydrogenazy.



lll. Summary

Sex steroids influence the storing of fat, and differences in the distribution of fat are a typical
secondary sexual characteristic. Androgens act on fatty tissues in males either directly
through stimulation of the androgen receptor or indirectly through aromatization of the
estrogen receptor. Androgens can be classified as aromatizable or non-aromatizable.
Testosterone (T) is the main aromatizable androgen, while its metabolite
dihydrotestosterone (DHT) is a non-aromatizable androgen that acts only through the
androgen receptor. It is precisely this difference in having activity only through the androgen
receptor that has given rise to the hypothesis concerning the differing effects of DHT and T

on body composition, with DHT possibly being responsible for male-type fat distribution.

As part of my post-graduate studies we analyzed the dependence serum levels of T and DHT
on age, as well as changes in their ratio with age. Further, we sought relationships between
aromatizable and non-aromatizable androgens and metabolic and anthropometric

parameters. We also focused on following any changes in steroidogenesis in obese males.

We showed that before puberty the dominant androgen is rather DHT than T, that the
fDHT/fT ratio during the life of adult males is constant, and that there is no evidence of a

reversal in ratios of these hormones after puberty.

We further found that levels of DHT and T are negatively correlated with anthropometric
and metabolic indicators, and that there was a positive correlation between muscle mass,
HDL cholesterol level and levels of T and DHT. We thus did not find differences in the effects
of aromatizable and non-aromatizable androgens. Both types of androgens similarly

influence metabolic and anthropometric parameters.

From following changes in steroidogenesis in obese males it can be concluded that the
biosynthesis of testosterone in overweight and obese males is inhibited already at the
moment when side chains of C21 steroid hormones are cleaved and further with the

decrease in activity of 17B-hydroxysteroid-dehydrogenase.



IV. Cile projektu a hypotéza

Hypotéza

Dva hlavni endogenni androgeny ¢lovéka se lisi v nékterych svych metabolickych ucincich

Cile prace

Cilem této prace je studium ulohy dihydrotestosteronu vramci rozvoje metabolického
syndromu u muzl a rozpracovani hypotézy rozdilného ucinku aromatizovatelnych a

nearomatizovatelnych androgen( na rozvoj obezity. K tomu bude nutné:

1. analyzovat zavislost sérové hladiny volnych frakci testosteronu a dihydrotestosteronu na
véku v populaci ¢eskych muzu a zjistit, zda jsou zmény v poméru DHT a testosteronu spjaty
s obdobimi, v nichZ se objevuiji klinické ptiznaky relativniho nadbytku DHT, jako je plesaténi a

poruchy prostaty.

2. provést analyzu DHT u dobre definovaného souboru zdravych kontrol - hledat vztah

aromatizovatelnych a nearomatizovatelnych androgen( a metabolickych parametr(

3. provést analyzu metabolitl DHT u dobre definovaného souboru zdravych kontrol - hledat

vztah téchto steroidll a antropometrickych udaju

4. sledovat zmény enzymU steroidogeneze v zavislosti na narlstu hmotnosti analyzou

prekurzord a produktl steroidogeneze
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V. Uvod

Dihydrotestosteron (DHT) byl poprvé popsan ve tficatych letech minulého stoleti (Dorfman
and Hamilton, 1939). Dlouhou dobu byl povazovan za neucinny metabolit testosteronu. Jeho
ucinek byl nalezen az o tficet let pozdéji (Bruchovsky and Wilson, 1968). Nyni o DHT vime, Ze
je nejsilnéji plsobicim androgenem, ma 5x vyssi afinitu k androgennimu receptoru nez
testosteron (T). Vlastni androgenni Ucinnost proti testosteronu v cilovych tkanich je asi
dvojnasobna az trojnasobna. Testosteron je nékdy povazovan za moduldtor ucinku DHT ve

smyslu zmirnéni jeho efektu.

Dihydrotestosteron je v malé mife produkovan gonadami, ale vyrazna vétsSina ho vznika
v periferii lokdlnim plsobenim 5alfa-reduktdazy na testosteron. Popsdna byla sice i cesta
tvorby dihydrotestosteronu bez testosteronového mezistupné (obr. 1), ta se vsak uplatniuje

jen za vyjimecnych situaci (Fliick et al., 2011).

DHT v organismu placentarnich savci vznikd jiz od 6. tydne intrauterinniho Zivota
ireversibilni redukci testosteronu za katalytického plsobeni enzymu 5a-reduktazy. To je
enzym, ktery zasahuje do metabolismu progesteronu, deoxykortikosteronu a testosteronu.
Tento enzym se vyskytuje ve dvou izoformach typu | a Il. Obé izoformy jsou rozdilné
exprimovany v rGznych tkdnich a béhem vyvojovych stadii. U lidi se 5a -reduktdza typu |
nachazi v mazovych Zlazach klize, v jatrech, svalech a mozku, v malém mnozstvi je pfitomna
také v prostaté a muzZe se zvySovat u karcinomu prostaty. 5a-reduktdza typu | je zodpovédna
asi za 1/3 cirkulujiciho DHT. 5a-reduktaza typu Il se vyskytuje v prostaté, semennych vaccich,
epididymis, vlasovych folikulech, jatrech, je zodpovédna za 2/3 cirkulujiciho DHT.
V karcinomu prostaty byla nalezena jesté isoforma typu Ill. (Uemura et al., 2008).
DHT hraje roli v prenatalni diferenciaci zevniho genitalu, je fidicim hormonem pro sestup
varlat a vyvoj zevniho genitalu, dale ma vliv na kozni adnexa (vlasovy folikul a mazové zlazy),

na zrani spermatozoid v epididymis a také na télesné sloZzeni (Aumueller et al., 1996).

Je znamo, Ze pohlavni steroidy ovliviiuji u muzd a Zen ukladani tuku. RozlozZeni tuku je jednim
ze sekundarnich pohlavnich znakl. U muzi je tendence ukladat tuk abdominalné, maji vétsi
mnozstvi visceralniho tuku nez premenopausalni Zeny (androidni typ). U Zen je preferencni
tukova distribuce tukd gluteofemoralné a celkové vyssi procento tuku v téle (gynoidni typ).

Androgeny mohou ovliviiovat tukovou tkan u muzl bud pfimo stimulaci androgenniho
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receptoru, nebo nepfimo po aromatizaci stimulaci estrogenniho receptoru. DHT jako
nearomatizovatelny androgen by mohl byt zodpovédny za muzsky typ distribuce tuku

(Duskova, Pospisilova, 2011).
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Obr 1. schéma steroidogenezy testosteronu a dihydrotestosteronu (zdroj: Fliick et al., 2011).

1. Hladiny DHT a stimuly ovliviujici hladiny DHT

Koncentrace DHT v séru muzl je pfiblizné o rad nizsi nez koncentrace testosteronu. Diurnalni
profil u testosteronu je dobfe znam. Rozdil mezi dopoledni a odpoledni hodnotou
testosteronu je u mladého muze az 25%, ve vyssim véku tento rozdil klesd asi na 10%.
Dihydrotestosteron ma podobny diurndini profil, jeho vykyvy jsou vSak ve vSech vékovych

kategoriich mensi (Brambilla et al., 2009).
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Literdrni udaje o poméru DHT a T béhem Zivota se liSi. Nékteré studie popisuji zvySeni DHT
oproti T béhem Zivota (Feldman et al., 2002). Podle dalSich studii se tento pomér neméni
(Gray et al., 1991, Maier, 2001, Pirke and Doerr, 1975). Zména poméru téchto dvou
androgenl v prabéhu Zivota je nékterymi autory zvazovana jako pfricina rozvoje benigni

hyperplazie prostaty a androgenni alopecie ve stfednim véku.

Nékteré prace popisuji geografické a rasové rozdily mezi hladinami DHT u jednotlivych etnik.
Velka americka studie vysetfila skupinu 1899 muzU ve véku od 30 do 79 let. Nenalezli rozdil u
jednotlivych etnik mezi hladinami T a SHBG. Nalezli vSak po adjustaci vy$si DHT a vysSi pomér
DHT/T u ¢ernochi neZ u bélochl a hispancll. Tento rozdil by mohl vysvétlit rasové rozdily ve
vyskytu karcinomu prostaty a télesném sloZeni (Litman et al., 2006). V dalsi studii byly
popisovany hladiny u 5003 starSich muza z péti kontinent(. Tato studie dokazala nejenom
rasové, ale i geografické rozdily v hladinach steroidu, které nelze vysvétlit rozdily v télesném
sloZeni. Geografické rozdily se uplatnovaly silnéji nez rasové. DHT byl vyssi u Japonc( (0.52
ng/ml) a muzl z Hong Kongu (0.45 ng/ml), oproti DHT u Asiat(i z USA (0.34 ng/ml), ktefi méli
podobné hladiny jako bélosi (0.36 ng/ml) a ¢ernosi z USA (0.38 ng/ml) a Svédové (0.36
ng/ml) (Orwoll et al., 2010).

Hladiny DHT mohou byt ovlivnény nékterymi zevnimi vlivy. Spankova deprivace snizZuje
hladiny dihydrotestosteronu, po rekonvalescenci dochazi k Upravé. Pokles androgent neni
sledovan poklesem gonadotropinli, ty zlstavaji beze zmény (Akerstedt et al.,, 1980,
Gonzales-Santos et al., 1989). Kombinace velké fyzické zatéze s energetickou a spankovou
deprivaci vyvola pokles gonadotropin(, a také pokles testosteronu a dihydrotestosteronu

(Opstad, 1992).

Aerobni cvic¢eni po dobu jednoho roku zvysuje hladiny DHT a SHBG, ale neméni hladinu T,
estradiolu, 3a-androstanediol glukuronidu a volného testosteronu (Hawkins et al., 2008).
Jedna studie sledovala efekt tfitydenni diety obohacené kreatinem u hracd ragby proti
placebu. Kreatin zvySoval hladinu DHT, neménil hladinu testosteronu (van der Merwe et al.,
2009). Z uvedenych praci vyplyva, Zze nékteré potravni stimuly, stres nebo fyzickd ndmaha
mohou ménit hladiny androgent i jejich poméry, coz by mohlo vysvétlit geografické rozdily
mezi hladinami androgen(. Tyto zmény je nutné také zvaZovat pfi interpretaci vysledku

studii porovnavajicich vliv jednotlivych faktor(i na rozvoj onemocnéni.
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2. Vliv fyziologické hladiny DHT na télesné slozeni

Androgeny se uplatiuji v fizeni télesného slozeni u muz(l. V poslednich tfech dekadach
vznikla cela fada plvodnich praci i soubornych ¢lankd popisujicich efekt testosteronu a jeho
suplementaci na télesné sloZeni. Testosteron pusobi na snizeni abdominalniho tuku a zvyseni
svalové hmoty. Suplementace testosteronem vsak prinesla radu kontroverznich vysledkd.
Blouin et al., 2008 ve svém souborném c¢lanku popisuji metabolicky efekt testosteronu jako
fyziologické okno, kdy jak jeho nizsi tak i vyssi hladiny maji negativni vliv na télesné slozeni a
kardiovaskuldrni riziko. Pravé nedodrieni fyziologickych hladin je zifejmé jednim z divodu

kontroverznich vysledkd.

DHT je vénovano mnohem méné praci. V nékterych zvifecich modelech je vyuZzivan jeho
efekt zprostfedkovany pouze androgennim receptorem. Mnozstvi tuku jak subkutanné tak
visceralné negativné koreluje s hladinou jak testosteronu tak DHT (Nielsen et al., 2007). DHT
se uplatniuje v fizeni proliferace tukovych bunék stejné jako testosteron (Singh et al., 2003).
Fyziologické hladiny DHT by tedy mohly plsobit na télesné sloZeni stejné jako testosteron. U

DHT byl dale prokazan pozitivni vliv na kostni denzitu (llangovan et al., 2009).

3. Uloha DHT v tukové tkani

PUsobeni DHT v tukové tkani se vénuje fada experimentalnich modell. V bunécnych liniich
DHT plsobi stejné jako testosteron na pluripotentni buriku a blokuje jeji pfeménu na
adipocyt (Singh et al., 2003). V dalsi praci DHT inhiboval diferenciaci mezenchymovych bunék
a preadipocytl prostfednictvim androgenniho receptoru, ale neovliviioval jejich proliferaci

(Gupta et al., 2008).

Nékolik zvifecich modell se vénovalo ucdinku DHT na tukovou tkan. Byly provedeny dvé
rozsahlé genetické analyzy tukové tkané gonadektomovanych samc mysi po substituci DHT.
Substituce DHT zlepSovala metabolismus tukové tkané mnoha mechanismy: stimulaci
glykolyzy, produkci mastnych kyselin a triacylglycerol(, lipolyzy a reorganizaci bunék, i jejich
proliferaci a diferenciaci (Bolduc et al., 2004, Bolduc et al., 2007). Vjedné praci byl
pozorovan u gonadektomovanych mysi po substituci DHT rozvoj obesity a snizeni
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energetického vydeje a oxidace tuk( pfi nezménéné spotiebé potravy Ci fyzické aktivité
(Moverare-Skrtic et al., 2006). Ve studii Moverare — Skrticové bylo pouZito pouze 45 pg/den
po dobu 5 tydnU oproti studii Bolducové et al., kde bylo podavano 0,1mg denné po 3 tydny.
Davka v uvedené studii (Moverare — Skrtic et al., 2006) mohla byt nedostate¢na pro plnou

saturaci DHT na fyziologickou hladinu, ktera je 0.59 nmol/I (Potter et al., 2006).

Ve visceralnim tuku u obéznich muzl byly nalezeny rozdily v hladinach a metabolismu DHT.
Obézni muzi maji ve viscerdlnim tuku vyssi hladinu DHT neZ v subkutdnnim tuku (Bélanger et
al., 2006). U obéznich je také vyssi odbourdvani DHT v omentdlnim tuku oproti Stihlym
(Blouin et al., 2006). Pravé metabolit DHT androstan-3a,17B-diol-17-glukoronid pozitivné
koreloval nejen s mnozstvim tuku, ale také scentralni distribuci tuku, intrahepatalnim
tukem, poruchou lipidového spektra a inzulinovou resistenci (Vandenput et al., 2007). Proto
je zvazovano, Ze spiSe metabolity DHT, nez pfimo DHT, by mohly byt zodpovédné za muzsky

typ ukladani tuku.

4. Vztah DHT k rizikovym faktortim kardiovaskularnich onemocnéni

Vlivu DHT na rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni se vénuje fada
experimentdlnich modell. Experimenty na zvifeti pfindSeji doklady o pozitivnim ucinku
normalizace hladin DHT na kardiovaskularni riziko. U gonadektomovanych potkana
substituce DHT zlepSuje tromboticky potencidl desticek (Li et al, 2007), u
gonadektomovanych kralikd DHT zmirfiuje rozvoj aterosklerdzy supresi tvorby pénovych
bunék z makrofagl vintimé cestou suprese lecitin-like oxidized-low-density lipoprotein

receptor-1 (Qiu et al., 2010).

Studie s bunécnymi liniemi prindseji nalezy o efektu vysokych hladin DHT. Vysoka hladina
DHT inhibuje rlst hladkych svalovych bunék cév v bunécné kulture, tato inhibice je davkové
zavisla (Somjen et al., 2009). Exogenni podani DHT do bunécéné kultury lidskych makrofagu,
stimuluje expresi proaterogennich gen( v linii muzskych makrofagl, ale nikoli u Zenskych
makrofagl (Ng et al., 2003). PouZita davka DHT ve studii byla vSak desetkrat vyssi, nez je

fyziologickd hladina u muzl v plazmé, coz zfejmé ovlivnilo jeji vysledek.
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Yanes a Romero, 2009 sledovali vliv DHT na produkci aldosteronu v bunécéné linii lidskych
adrenokortikdlnich bunék. U¢inek DHT je davkové zavisly. Fyziologickd hladina DHT neméni
sekreci aldosteronu. Suprafyziologickd hladina DHT stimuluje sekreci aldosteronu ucéinkem
na calmodulin/calmodulin-dependentni proteinkinasu a proteinkinasu C intracelularni
signalni drahy, ale nezavisle na klasickém androgennim receptoru. Suprafyziologické hladiny
androgenli mohou podle autord timto mechanismem prispivat k rozvoji kardiovaskularnich

onemocnéni.

5. Androgenni alopecie (AGA) jako stav s nadbytkem DHT

AGA je nejcastéjsi formou vypadu vlasd u muzl. Vyskyt prvnich pfiznak( AGA je u dvaceti
procent dvacetiletych muz(i a stoupd s kazdou dekadou o 10%. Jako predcasnou alopecii
oznacujeme plné manifestni plesatost pred 35. rokem. Androgeny ridi rist vlasu po celém
téle. Jejich ucinek je vsak na rlznych mistech rdzny. Necitlivd na androgeny je oblast tylni
kStice, obodi a rasy. V ostatnich oblastech maji androgeny na rist vlast opacné ucinky. Na
bradé, hrudniku, v axile, v pubické oblasti a na koncetindch je vlasovy folikul na pocatku
puberty stimulovan vyssi hladinou androgent k dozrani vterminalni folikul. Na celni a
parietalni kstici jsou folikuly inhibovany u muzl s vrozenou predispozici k pleSaténi. Proc
reaguje odlisné ochlupeni na androgeny v rlznych ¢astech téla bylo predmétem rznych
hypotéz, ale presvédcivé zdlvodnéni neni dosud zndmo. Jako pfi¢ina se uvadi rozdilna
uroven receptort pro androgeny, zvySena lokdlni produkce dihydrotestosteronu, snizeni

metabolické degradace androgend, ale také dalsi faktory (Kaufman, 2002).

Zasadni ulohu DHT pro rast vlasu a pro rozvoj androgenni alopecie potvrzuje syndrom
Imperato- McGinleyové, ktery je zpUsoben mutaci genu pro 5a -reduktazu Il. typu, cozZ
zabranuje expresi tohoto enzymu a dostate¢né produkci dihydrotestosteronu. Muzi s timto
syndromem nemaji ve vyssim véku zvétSenou prostatu a neplesati (Imperato-McGinley et al.,
1974). DalSim dokladem je, Ze vytrzené folikuly nebo vzorky klGZe z mist lysin u androgenni
alopecie maji vyssi obsah DHT neZ u muz( bez plese (Jamin, 2002). O uloze 5a-reduktazy I.
typu pro rlst vlasu nevime mnoho, ale jeji Uroven je vysoka v sebacealnich Zlazkach, zejména

v oblastech nachylnych kakné (Thiboutot et al.,, 1995). Klinickym prikazem role
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dihydrotestosteronu jsou i studie, které se zamérily na pouziti inhibitor( 5a-reduktazy pri
lé¢bé androgenni alopecie, at uz lokalizované na vertexu (Finasteride Male Pattern Hair Loss

Study Group, 2002), nebo projevujici se ustupem frontalni hranice vlasu.

Androgenni alopecie jako pfiznak zvySené aktivity androgend je intenzivné studovana jako
mozny rizikovy faktor nékterych onemocnéni. V literature je popisovano predevsim vyssi
riziko jak benigni hyperplazie (Oh et al.,, 1998, Chen et al., 2004), tak karcinomu prostaty
(Hawk et al., 2000, Gilles et al., 2002), tedy onemocnéni prostaty, kterd je podobné jako
vlasovy folikul vice pod vlivem dihydrotestosteronu nez testosteronu. V nékterych pracich

nebyl potvrzen vztah AGA a karcinomu prostaty (Hsieh et al., 1999).

Predc¢asna androgenni alopecie je také spojovana s vyssim vyskytem obezity (Hirsso et al.,
2007). Rada praci pfinasi doklady o androgenni alopecii jako nezavislém rizikovém faktoru
kardiovaskuldrnich a metabolickych onemocnéni (Trevisan et al., 1993, Ford et al., 1996,
Herrera et al., 1995, Lesko et al., 1993, Sasmaz et al., 1999, Lotufo et al., 2000, Matilainen
et al., 2000, Duskova et al., 2004, Gonzdlez-Gonzalez et al., 2008, Dogramaci et al., 2009).
Nékteré prace se vSak potykaji s metodickymi problémy jako maly pocet proband(, cozZ tyto
vysledky zpochybnuje. Ve velké epidemiologické studii, ktera zahrnovala 5056 muZzd ve véku
od 45 do 64 let, nebyl prokazan vztah mezi androgenni alopecii a infarktem myokardu, ani
mezi androgenni alopecii a intimomedialni tloustkou jako markerem symptomatické
aterosklerdzy (Shahar et al., 2008). NejvétSim problémem této studie je nesledovani zacatku
vypadu vlasu, nebot zfejmé pouze pred¢asna androgenni alopecie ma vztah ke zmifiovanym
onemocnénim. Je vSak nutno pfipomenout, Ze zmeény na prostaté stejné jako zmény
metabolickych parametrd a kardiovaskularni rizikové faktory budou zfejmé u muzd
s pfredCasnou androgenni alopecii signifikantni az v pozdéjSim véku. Lokalni nadbytek
dihydrotestosteronu by tedy mohl hrat roli v rozvoji, jak pred¢asné androgenni alopecie, tak

obezity muzského typu.

6. Stavys nedostatkem DHT

Pfirozené se vyskytuje nékolik stavi, kde je sniZzen ucinek androgen(. Prvnim znich je

syndrom kompletni insenzitivity na androgeny. Fenotypické Zeny s timto syndromem maji
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genotyp 46,XY. Jedna studie se zabyvala metabolickymi parametry a télesnym sloZzenim u Zen
s timto syndromem. Byla nalezena vyssi prevalence obezity, zhorSeni lipidového spektra a
inzulinové resistence (Dati et al., 2009). Problémem této studie je maly pocet probandek,

ktery je dan vzacnosti tohoto syndromu.

Existuje zvifeci model tohoto syndromu, knock-out mysi pro AR receptor jsou obézni pfi
nezménénych potravnich navycich, ale nemaji zménéné lipidové spektrum (Sato et al.,

2003).

Druhym pfirozenym modelem tykajicim se pfimo DHT je syndrom Imperato-McGinleyové,
ktery je zpUsoben mutaci genu pro 5a-reduktdzu Il. typu, coZ zabranuje expresi tohoto
enzymu. PostiZzeni jedinci produkuji testosteron v normalnim nebo dokonce mirné zvyseném
mnozstvi, ale nekonvertuji jej na dihydrotestosteron v dostateéné mife. Homozygotni
pacienti s muiskym karyotypem se rodi fenotypicky jako specificky typ hermafroditismu a
podobaji se spiSe divkdm aZz do doby dospivani. V puberté u nich pod vlivem rostoucich
hladin testosteronu dochazi k virilizaci, maji normalni libido a ustali se muisky fenotyp, ale
maiji fidké vousy a sporé télesné ochlupeni, nedochazi u nich ve vyssim véku k rlstu prostaty
a k plesaténi (Imperato-McGinley et al., 1974). V literatufe nejsou zminky o jejich télesném

slozeni ani kardiovaskularnim riziku.

Polymorfismus genu pro 5a-reduktazu byl studovadn ve vztahu k onemocnéni perifernich
tepen. Byl nalezen signifikantni vztah mezi polymorfismem genu pro 5a-reduktazu I. typu,
ktery je spojen s nizsi aktivitou tohoto enzymu a onemocnénim perifernich tepen. Nizsi
hladina DHT by tedy mohla predisponovat ke zminénému onemocnéni. (Signorelli et al.,
2008). Otazkou zlstava, jak se tento polymorfismus projevi, kdyZ 5a-reduktaza typu | je

zodpovédna pouze za jednu tietinu DHT.

Lécba finasteridem je uméle vytvorenym modelem nizsi hladiny DHT. Hlavni problém lécby
finasteridem, jako modelu ucinku nizsich hladin DHT, je fakt, Ze tento lék je predepisovan u
pacientU, ktefi maji DHT nadbytek. Finasterid jako blokator 5a-reduktazy je vyuZivan v lécbé
benigni hyperplazie prostaty a v poslednich letech byla jeho indikace rozsifena i na lécbu
androgenni alopecie, a to v nizsi celkové denni davce. Kumuluje se tedy v tomto modelu
dvoji efekt a to dlouhodobé expozice vyssi hladiny DHT a pak snizeni jejich hladin pomoci

finasteridu, které je relativné kratkodobé.
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Podavani zdravym jedinclm bez rozliseni, zda se jednalo o probandy s nadbytkem DHT i
nikoli, se zabyvaly dvé studie. Gormley et al., 1990 nepozorovali zmény v lipidovém profilu
po kratkodobém uZivani finasteridu ve vysSich i nizkych davkach. Amory et al.,, 2008
nenalezli pfi podavani finasteridu ani dutasteridu signifikantni vliv na lipidovy metabolismus
u zdravych muzl pfi dlouhodobém uZivani. Dalsi dvé prace sledovaly efekt finasteridu u
pacientld s nadbytkem DHT. Denti et al., 2000 pozorovali zvyseni hladiny HDL-cholesterolu a
lipoproteinld po 6 mésicni |écbé u pacientll s benigni hyperplazii prostaty. Ve studii Duskové
et al., 2010 nalezli zvySeni cholesterolu, HDL, LDL po 3, 6, 8 mésicich, s normalizaci vSech
parametrd po jednom roce lécby. U pacientl sandrogenni alopecii pozorovali pokles

inzulinové resistence v inzulinovém toleran¢nim testu po roce lécby finasteridem.

Tento model se tedy nezdda byt vhodny pro studium ucinku nizsich hladin DHT, spiSe vSak by
byl vhodny pro dlouhodobé sledovani, které by mohlo ukdazat, zda dochdzi ke zméndm
metabolickych parametrd snizenim hladiny DHT u pacientl exponovanym vyssim hladinam

DHT. Zatim publikované studie jsou kratkodobé a na malém poctu probandd.

7. Zmény steroidogeneze u obéznich

Snizené hladiny testosteronu spadajici az do rozmezi hypogonadismu jsou pfi muzské
obezité casté (Hofstra et. al, 2008, De Maddalena et.al., 2012, Dandona et Dhindsa, 2011,
Allan et Mclachlan, 2010, Wang C et al.,, 2011). Mechanismus poklesu koncentrace
cirkulujiciho celkového testosteronu je vysvétlovan silnou expresi aromatdzy, enzymu, ktery
konvertuje testosteron na estradiol v tukové tkani, coz vede ke zvyseni hladiny estradiolu.
Spolecné se zvySenym leptinem a adipokindzami z tukové tkané to spousti inhibici osy
hypothalamus-hypofyza-gonady (Glass, 1989, Cohen, 1999). To vede k hypogonadotropnimu

hypogonadismu, jenz je u obéznich muzi ve velké mife pozorovan.

Ackoli se nékolik malo publikaci zabyva vztahem hladin testosteronu, dihydrotestosteronu a
estradiolu k obezité, vlivu obezity na metabolismus androgen(l je vénovana jeSté mensi
pozornost. Urcita dileZitda data byla ziskdna mérenim intra-adipdézniho metabolismu

androgenll (Corbould et al., 2002, Wake et al., 2007). Aktivita enzym( zapojenych do
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metabolismu androgenl se vrlznych ¢astech tukové tkané méni a spolecné s lokalni
aktivitou glukokortikoidl predstavuje dllezity faktor distribuce tuku.

Udaje tykajici se cirkulujicich androgen(i a jejich prekurzori u obéznich muzd, s vyjimkou
testosteronu a dihydrotestosteronu (Coté et al., 2012) jsou vzacné (De Pergola et al., 1994,

Labrie et al., 1997, Tchernof et Labrie, 2004, Barrett-Connor et Ferrara, 1996).
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VI. Metody
Cast studie

Analyzovali jsme relevantni Udaje z let 1994 — 2007 z databdze Endokrinologického Ustavu,
coz zahrnovalo 13152 muzl |é¢enych ambulantné pro jind onemocnéni, nez jsou poruchy
osy hypotalamus-hypofyza-gonady. Z této skupiny byly ziskdany sérové koncentrace DHT,
testosteronu a SHBG od 2665 muzl. Muzi léceni testosteronem nebo inhibitory 5a-
reduktazy, které prokazatelné ovliviuji pomér vysetfovanych steroidnich hormond, byli ze
studie vyrazeni. Nestanovili jsme zadna dalsi vyluCovaci kritéria, jelikoz nasim cilem bylo do
studie zahrnout skupinu pacientd co mozna nejpodobnéjéi spektru klientl naseho Ustavu,
ktery ma v péli zejména pacienty s poruchami Stitné Zzlazy, s diabetem a dalSimi
metabolickymi poruchami a obezitou. Co se tyCe etnického plvodu muili, vSichni jsou
kavkazského typu. Vzorky krve byly odebirany z kubitalni Zily mezi osmou a desatou hodinou
ranni a vzorky séra byly nasledné uchovavany pfi -20°C, nez doslo k jejich laboratornimu

zpracovani.

Laboratorni metody

Testosteron: Po extrakci diethyl-éterem s pouzitim kraliciho polyklonalniho antiséra proti
testosteron-3-CMO:BSA a radiojddem znacCeného testosteron-tyrozin methylesteru jako
znacky byla provedena radioimunoanalyza. Intra-analyzaCni a inter-analyzacni variacni

koeficienty byly pro danou metodu 8,2 % a 10,7 %, v uvedeném poradi.

Dihydrotestosteron: Byl stanovenen pomoci radioimunoanalyzy po extrakci diethyl-éterem
po KMnO4-oxidaci zkfizené reagujicich 4-en-3-oxosteroid( s pouzitim krali¢iho antiséra proti
dihydrotestosteron-3-CMO:BSA a [3H]dihydrotestosteronu jako znacky (Amersham, UK) (
Hampl et al., 1978). Intra-analyzacni a inter-analyzacéni varia¢ni koeficienty byly pro danou

metodu 8,7 % a 12,1 %, v uvedeném poradi.
SHBG byl stanoven pomoci IRMA kitu (Orion, Espoo, Finsko).

Volné frakce testosteronu a DHT byly vypocitany podle vzorce:

fT = (J A(A/4)+ (T /2330107 (A/ 2))1012
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fDHT = (J B(B/4)+ (1/1.304)x (DHT/23.3)10 ** (Blz))lo12

podle Vermeulen et al., 1996 s pouZzitim konstant (Sodergard et al., 1982), kde A = ((SHBG-T
+23.3)/23.3)10° a B=A/1.346.

Statistickd analyza
Zavislost volnych frakci DHT a T na véku:

Pro vyhodnoceni zavislosti hladin volnych frakci steroidnich hormond a poméru DHT a
testosteronu na véku byla pouZita polynomicka regrese. Optimalni stupeni polynomu byl
stanoven pomoci stfedni kvadratické chyby predikce a korelacni koeficient polynomické
regrese byl adjustovan na dany pocet stupnd volnosti (jednalo se tedy o predikovany

korelacni koeficient).

Adekvatnost prolozeni byla ovéfena rovnéz pomoci dalSiho testu zndmého jako Lack of Fit
Test. Navic byla zavislost na véku hodnocena jednofaktorovou ANOVA nasledovanou
vicenasobnym porovnanim metodou nejmensiho vyznamného rozdilu. Data byla
transformovdna pomoci mocninné transformace s ohledem na plvodné nesymetrickou
distribuci dat u vSech zavislych proménnych tak, aby bylo dosazeno symetrie v distribuci
studentizovanych rezidui a transformovanych dat pro regresi a ANOVA (Meloun et al., 2000).
V obou metodach byly nehomogenity detekovany pomoci rezidudlni analyzy (Meloun et al.,
2002, 2004) a vypocty byly provedeny z dat bez nehomogenit, které v Zzadném z vypoctl

nepredstavovaly vice nez 5 % z ptuvodnich dat.
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2.

cast studie: zkoumani rozdilu mezi vlivem T a DHT

Do studie byla zavzata skupina 232 zdravych muzid ve véku 20 aZ 78 let s body mass indexem
(BMI) v Sirokém spektru od 18 do 39. Méreny byly antropometrické parametry (tj. hmotnost,
vySka, pas, boky, pomér pas-boky, 14 koznich fas, BMI, procentualni zastoupeni svalové a
tukové tkané) a také byla provedena laboratorni analyza metabolickych parametrd (lipidové
spektrum — triglyceridy, celkovy cholesterol, HDL, LDL, parametry metabolismu glukézy —
glykémie, C-peptid, oralni glukdzovy tolerancni test — oGTT a steroidni hormony -
dihydrotestosteron, testosteron, 17a-hydroxy-progesteron, dehydroepiandrosteron,
dehydroepiandrosteron sulfat, 4-androsten-3,17-dion, LH, FSH, 17a-hydroxy-pregnenolon a
SHBG.

Celkova charakteristika muzskych dobrovolnik(i rozdélenych do podskupin Stihli a obézni je

uvedena v tabulce 1.

Studii schvdlila eticka komise a vSichni pacienti podepsali informovany souhlas pfed tim, nez

se studie zucastnili.
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Tabulka 1.

Charakteristika muzskych dobrovolnik
Souhrnna statistika antropometrickych charakteristik a laboratornich znamek stihlé a obézni podskupiny

BMI<25 kg/m’

BMI>25 kg/m’”

Proménné Primér(SD) Median (quartiles) Primér (SD) Median (quartiles)
Vék [roky] 30,5 (11) 26,5 (23,7, 34,2) 46,6 (17,3) 45,7 (32,1, 60,3)
BMI [kg/m2] 22,5(2.79) 22,8 (21,4,24) 29,6 (4,82) 28,2 (26,7, 31,4)
Télesnd vygka[em] 181 (18,2) 181 (177, 185) 179 (17,8) 180 (173, 183)
Bficho[cm] 82,7 (9,78) 82,2 (78,3, 86,6) 103 (15) 101 (94,4, 108)
Boky[cm] 95,9 (9,88) 96 (93,1, 98,8) 107 (12,3) 105 (101, 110)
Pas[cm] 79,4 (9,28) 78,8 (74,9, 83,4) 100 (15,1) 97,8 (91,1, 106)
Kostni hmota[kg] 12,8 (1,9) 12,8 (11,8, 13,6) 13,5 (2,08) 13,5 (12,2, 14,6)
Kostni hmota[%] 17,4 (2,41) 17,3 (16,2, 18,5) 14,5 (2,09) 14,5 (13,5, 15,5)

Svaly[kg]

Svaly[%]

Tuk[kg]

Tuk [%]

Hmotnost [kg]

c1 [cm] (koZni F asa na tvari)
c2 [cm] (koZni Fasa na bradé)

c3 [cm] (koZni Fasa hrudnikul)
c4 [cm] (kozni Fasa hrudniku2)

¢5 [cm] (kycelni koZni fasa)
c6 [cm] (bFidni kozni Fasa)
c7 [cm] (patelarni koZni fasa)

c8 [cm] (bicipitalni koZni Fasa)

c9 [cm] (predloketni koZni t.)
c10 [cm] (tricipitaIni koZni T.)
c11 [cm] (zadova koZni Fasa)
c12 [cm] (lytkova koZni F.1)
c13 [cm] (stehenni koZni F.)
c14 [cm] (lytkova kozni F.2)
TKsyst [mm Hg]

TKdiast[mm Hg]

GIOGTTO [mM]

cpep0 [nM]

IRIO [mIU/L]

IRI180 [mIU/L]

Tg [mM]

CH [mM]

HDL [mM]

LDL [mM]

Glykop [%]

DHT [nM]

T [nM]

17-OH-progesteron [nM]
DHEAS [nM]

DHEA [nM]

Androstendion (A2) [nM]

LH [1U/L]

FSH [IU/L]

SHBG [nM]
17-OH-pregnenolon [nM]

34,2 (4,79)
46,5 (5,75)
10,2 (4,11)
13,6 (4,78)
73,9 (10,2)
6,85 (3,26)
9,6 (4,7)

14,6 (6,36)
7,05 (3,01)
3,22 (1,67)
3,18 (1,77)
9,2 (4,82)
10,3 (4,15)
7,16 (3,34)
13,3 (5,21)
7,06 (3,46)
5,61 (1,56)
4,19 (2,27)
4,98 (3,06)
121 (18,4)
72,9 (11,3)
4,86 (0,855)
0,526 (0,189)
5,46 (3,06)
4,33 (4,32)
0,934 (0,412)
4,25 (0,907)
1,39 (0,335)
2,43 (0,812)
1,1(0,166)
2,17 (8,58)
18,5 (6,05)
3,37 (3)

7,28 (3,65)
23,9 (12,7)
7,81 (9,42)
5,01 (3,53)
4,77 (6,27)
31,3 (14,3)
15,9 (12,7)

33,9 (31,5, 36,5)
46,6 (44,1, 48,8)
9,32 (6,91, 12,9)
12,7 (9,87, 16,8)
73,8 (69,1, 79)
6(4,5,9)

8,45 (5,63, 13)
14 (9, 19)

7(5, 8)

3(2,4)
2,5(2,3,5)

8,5 (5,63, 12)
9,5(7, 12,4)
6,5(5,9)

13 (10, 16)

6 (4,5, 9,88)

5,5 (4,63, 6,5)
3,75 (2,5, 5)
4(3,6)

120 (111, 129)
72 (66,5, 78,5)
4,7 (4,5,5,1)
0,485 (0,4, 0,63)
4,72 (3,3, 6,85)
3,3(2,38,4,7)
0,78 (0,63, 1,18)
4,15 (3,65, 4,73)
1,35 (1,18, 1,58)
2,33 (1,85, 2,93)
1,07 (1, 1,14)
1,32 (1,12, 1,58)
17,4 (13,8, 22,4)
2,89 (2,32, 3.75)
6,64 (5,49, 9,17)
21,5 (14,9, 31)
7,08 (5,42, 8,38)
4,35 (3,3, 5,52)
3,85 (2,77, 4,83)
29,5 (21,6, 37,2)
13 (7,05, 21,9)

39 (6,31)
41,7 (5,84)
20,2 (7,91)
21,3 (6,7)
94,6 (15,7)
16 (5,73)
18,2 (6,45)
27,8 (10,3)
11,5 (5,5)
7,43 (4,25)
6,44 (3,5)
14,5 (7,09)
20,1 (6,76)
11,3 (5,26)
19,2 (8,45)
9,72 (4,6)
8,05 (2,53)
8,71 (3,91)
8,49 (5,24)
134 (23,4)
79,9 (14,3)
6,37 (2,77)
0,892 (0,373)
11,4 (9,48)
7,86 (7,03)
1,89 (1,58)
4,94 (1,05)
1,12 (0,305)
2,98 (0,859)
1,21 (0,251)
1,93 (8,8)
14,4 (5,03)
2,48 (2,08)
5,99 (3,36)
16,6 (10,8)
6,33 (1,95)
5,13 (3,46)
6,67 (7,03)
30,2 (24,6)
9,22 (9,12)

38,8 (35,4, 42,4)
41,6 (39,5, 43,6)
19 (14,8, 24,8)
20,7 (16,4, 25,6)
92,6 (84,3, 100)
15,8 (12, 20)

18,3 (13,5, 21,9)
27 (23, 33,5)

10 (8, 13)

6,5 (4, 10)

6 (4, 8,38)

12,8 (9,5, 18)

20 (16,5, 22,9)
10 (8, 13,9)

18,5 (12, 23,9)
9(6,5, 12)
8(6,5,9)

8 (6, 11)
7(4,5,11)

130 (120, 145)
80 (71, 89)
5,3(4,7,7)

0,805 (0,61, 1,11)
8,9 (6,3,12,1)
5,6 (3,7, 9,5)

1,62 (1,14, 2,22)
4,96 (4,36, 5,51)
1,08 (0,92, 1,32)
2,9(2,52, 3,51)
1,13 (1,05, 1,31)
1,07 (0,863, 1,3)
13,8 (11,1, 17,2)
2,09 (1,52, 2,84)
6,04 (3,55, 7,81)
14,9 (8,29, 21,5)
6,02 (5,1, 7,53)
4,2 (3,3, 5,98)
4,65 (3,2, 7,38)
25 (18,9, 33,8)
6(2,73,11,8)

Zkratky: DHT dihydrotestosteron; T testosteron; Prog progesteron; A2 androstendion; DHEA dehydroepiandrosteron; Progl7 17-
hydroxyprogesteron; Pregl7 17-hydroxypregnenolon; cl-c14 kozni fasy; TKsyst systolicky krevni tlak; TKdiast diastolicky krevni tlak;
glORTTO glukdza na lacno; cpep0 C-peptid na lacno; IRIO imunoreaktivni inzulin na lacno; Tg triglyceridy; Chol celkovy cholesterol; Glykop

glykované proteiny.
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Antropometricka data

Antropometricka data byla odebirana nalacno. Télesnd hmotnost, vyska, obvod pasu a boku
byly méreny u vSech ucastnikl studie za ucelem vypoctu body mass indexu (BMI) a vysetieni

akumulace visceralniho tuku pomoci obvodu pasu a poméru pasu a bokd (WHR).

Dale bylo méreno 14 koZnich fas (c1 — c14). Slozeni téla (% hmoty podkozniho tuku, %
svalové hmoty a % kostni hmoty z celkové télesné hmotnosti) bylo nasledné vypocteno
pomoci programu ANTROPO (Blaha, 1991). Byla mérena hmotnost (s pfesnosti na 0,1 kg) a
vyska (s presnosti na centimetry). Obvody byly méreny ve stoje, obvod pasu v poloviné mezi
dolnimi Zebry a hfebenem kosti kycelni a obvod bokt v urovni velkych trochanter(. BMI byl
vypolten jako hmotnost (kg) délend druhou mocninou vygky (m?) a WHR jako obvod pasu

déleny obvodem bokd.

Biochemicka analyza

Po celonoénim la¢néni byly odebrany vzorky krve ke stanoveni biochemickych parametra.
Hladina glukdzy v krvi byla mérena metodou glukdzo-oxidazy (Beckman(v analyzator glukozy
2). Glykované proteiny (Glykop) byly stanoveny pomoci spektrofotometrické redox reakce s
pouZitim nitro blue tetrazolia jako senzitivniho redox indikatoru pro specifickou kvantifikaci
fruktosamin(i v alkalickém roztoku. Imunoreaktivni inzulin (IRI) byl méfen pomoci
imunometrické analyzy a sérové hladiny C-peptidu byly méfeny radioimunometricky
(Immunotech IRMA, Marseilles, Francie). Celkovy cholesterol (Merckotest, CHOD-PAP-
Metoda), cholesterol s vysokou denzitou (HDL, Merck System Cholesterol, CHOD-PAP-
Metoda) a koncentrace triglyceridd (Merck System, GPO-PAP-Metoda) byly v séru méreny

pomoci analyzatoru Merck (Vitalab Eclipse). Hladina cholesterolu s nizkou denzitou (LDL)
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byla vypoctena jako: LDL = celkovy cholesterol-(TG/2,2)-HDL. U vSech subjektd byl proveden

tfihodinovy oralni glukézovy tolerancni test (0GTT) s glukézovou nalozi v davce 75 g.

Analyza steroidnich hormonu

Sérovy testosteron byl stanoven standardni radio-imuno analyzou (RIA) s pouZitim
antisérového anti-testosteron-3-karboxymethyloximu: BSA a testosteron-3-
karboxymethyloxim—tyrosylmethyl—ester—[125I] jako znacka. Intra-analyzovy koeficient byl 7,2
% a inter-analyzovy koeficient ¢inil 10 %, senzitivita byla 0,21 nmol/l. Androstendion byl
stanoven pomoci standartni RIA s antisérovym anti-androstendion-6-karboxy-
methyloximem: BSA a [°H] androstendion jako zna¢ka. Intra-analyzovy koeficient ¢inil 8,1 % a
inter-analyzovy 10,2 %, senzitivita byla 0,39 nmol/I. Vazebny globulin pro pohlavni hormony
(SHBG) byl stanoven pomoci IRMA kitu (Orion, Espoo, Finsko). Ke stanoveni LH, FSH (IRMA
kit), 17-hydroxyprogesteronu, DHEA a DHEAS (RIA kit) byly pouzity komercni kity
(Immunotech, Marseilles, Francie). DHT byl stanoven originadlni metodologii (Hampl et al.,

1990). 17-hydroxy-5-pregnenolon byl stanoven pomoci metody RIA.

Analyza statistickych dat

PUvodni data vykazovala vétSinou negaussovské rozdéleni a nekonstantni rozptyl. Pro
priblizeni distribuce dat normalnimu rozdéleni a k dosazeni homoscedasticity byla pavodni
data pred dalSim zpracovanim transformovana Box-Cox transformaci. Optimalni
transformacni parametr byl nalezen s pouZitim statistického softwaru Statgraphics

Centurion, verze XVI ze Statpoint Inc. (Herndon, Virginia, USA).
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SvyuzZitim vicerozmérné regrese sredukci dimenzionality metodou obousmérnych
ortogonalnich projekci do latentni struktury (O2PLS) byla provedena simultdnni analyza
vztah(l mezi antropometrickymi Udaji a metabolickymi parametry na jedné strané (matice X)
a steroidnimi hormony a k nim vztaZzenymi slou¢eninami na strané druhé (matice Y) a byly
hodnoceny prediktivni hodnoty individudlnich proménnych a byl objasnén jejich vztah
k ziskanym udajim. Metoda O2PLS umoZiuje predikci proménnych tvoficich matici Y
z proménnych matice X a naopak (Trygg, 2002). Prediktivita individudlnich proménnych pro
model mlzZe byt vyjadiena jako vztah dané proménné s prediktivni komponentou spolecnou
pro X i Y. Prediktivni komponenta zahrnuje variabilitu sdilenou mezi X a Y, pficemzZ tato
sdilenad variabilita je oddélena od variability ortogondlnich komponent vysvétlujicich
variabilitu sdilenou uvnit matice X Ci Y. Vysvétleni téchto posledné jmenovanych variabilit
vsak neni z hlediska interpretace modelu O2PLS zajimavé, nebot vtéchto pfipadech lze

pouzit analyzu hlavnich komponent, ¢i faktorovou analyzu.

Transformovana data byla podrobena analyze O2PLS, kterd je robustni multikolinearité
uvnitf matic zavisle i nezavisle proménnych. Na rozdil od regrese bez redukce dimenzionality,
ktery neni k multikolinearité robustni, se zvySujicim se stupném multikolinearity roste u
modelu s redukci dimenzionality, jako je OPLS, prediktivita modelu. Metoda O2PLS umoznila
nalezeni proménnych s vysokou prediktivni hodnotou pro popis vztahu mezi X a Y a umoznila

i nalezeni struktury téchto vztahda.

Model O2PLS Ize vyjadfit nasledovné:

X=T,P, +T,P] +E
Y=U,Q; +UoQq +F
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kde X je matice s nezavisle proménnych s / proménnymi, Y je matice zavisle proménnych s m
proménnymi. Tp a To predstavuji matice komponentnich skorl z prediktivnich a
ortogonalnich komponent, vuvedeném poradi, extrahovanych zX. Pp a Po predstavuji
matice komponentnich vah pro prediktivni a ortogonalni komponenty, v uvedeném poradi,
extrahovanych z X. Podobné Uy a Uy predstavuji matice komponentnich skéru z prediktivnich
a ortogonadlnich komponent, v uvedeném poradi, extrahovanych zY a Qp a Qo predstavuji
matice komponentnich vah z prediktivnich a ortogonalnich komponent, v uvedeném poradi,

extrahovanych z Y. E a F jsou chybové matice.

Relevanci individualnich proménnych pro O2PLS model byla testovana s pouzitim kritéria VIP
(variable importance). Do modelu byly zahrnuty pouze proménné, které mély statisticky
vyznamné VIP pro prvni a/nebo druhou prediktivni komponentu. Kritérium uvadéné jako
predikovanad rezidualni suma ¢tvercl odchylek (Prediction Error Sum of Squares, PRESS), bylo
pouZito pro testovani relevance prediktivnich komponent, tj. je zjiSténi poctu relevantnich

prediktivnich komponent.

K analyze dat byl poufZit statisticky software SIMCA-P+ Verze 12.0.0.0 z Umetrics (Ume3,
Svédsko).

Tento software nam, kromé zjisténi poctu relevantnich komponent, umoznil i detekci
vicerozmérnych nehomogenit a ovéreni vicerozmérného normalniho rozdéleni a

homoscedasticity v (transformovanych) datech (Trygg et al., 2007).
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3.

Cast studie: rozdil mezi vlivem DHT a jeho metabolitli

Ve treti ¢asti studie jsme provedli ndhodny vybér z celé skupiny 232 vzork( asi 10% sér pro
stanoveni metabolitd DHT. Vybrali jsme skupinu 25 muz( s vékovym priimérem 33,5 roku a
pramérnym BMI 23,6, u kterych jsme stanovili nejen metabolity DHT ale prakticky celé

steroidni spektrum pomoci plynové chromatografie hmotnostni spektrometrie (GC-MS).

K méreni koncentraci steroid( po derivatizaci byl pouZzit systém GCMS-QP2010 Plus od firmy
Shimadzu (Kjéto, Japonsko) skladajici se z plynového chromatografu vybaveného
automatickou kontrolou pratoku, autosamplerem AOC-20s a samostatnym kvadrupdlovym
detektorem (single quadrupole detector)a iontovym zdrojem s volitelnym napétim v rozmezi
10-195 V. K analyze byla pouzita stfedné polarni kapilarni kolona RESTEK Rxi (pramér 0,25

mm, délka 15 m, tloustka filmu 0,1 um).

Méreni probihalo na zdkladé ionizace dopadem elektronl s napétim iontového zdroje
nastavenym na 70 V a s emisnim proudem 160 pA. Teplota injekéniho portu, zdroj iontd
a rozhrani bylo udrzovano na teploté 220 °C, 300 °C a 310 °C v daném poradi. Analyzy byly
provedeny v modu selected ion monitoring s konstantni linearni rychlosti transportniho

plynu (He), udrZzovanou na 60 cm/s.

Pratok oplachu septa byl nastaven na 3 ml/min. Vzorky byly vstfikovany pomoci
vysokotlakého mdédu, kdy byl tlak pfi vstfiku a po ném byl udrzovan po dobu 1 minuty na
urovni 200 kPa. Napéti detektoru (elektronasobice) bylo nastaveno na Urovni 1,4 kV.

V séru byly pomoci metody GC-MS méreny nasledujici steroidy:

A® steroidy — pregnenolon, dehydroepiandrosteron (DHEA) a androstendiol véetné
odpovidajicich polarnich konjugatf,

A steroidy — progesteron, androstendion, testosteron,

5a/B-redukované-20-oxo-metabolity progesteronu tj. allopregnanolon, isopregnanolon,
pregnanolon, epipregnanolon,

20a-hydroxy-metabolity Preg — 20a-dihydropregnenolon odpovidaji polarni konjugat,

5a/B-redukované-20a-hydroxy-metabolity progesteronu —5a-pregnan-3a,20a-diol, 5a-
pregnan-3f,20a-diol, 5B-pregnan-3a,20a-diol, 5B-pregnan-3p,20a-diol, véetné
odpovidajicich polarnich konjugat(
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C19 5a/B-redukované-17-oxo-steroidy — androsteron, etiocholanolon a také jejich

odpovidajici polarni konjugaty a poldrni konjugaty epiandrosteronu,

polarni konjugaty C19 5a/B-redukovanych-17B-hydroxy-steroidd — 5a-androstan-3a,17p-
diolu, 5a-androstan-3,17B-diolu, 5B-androstan-3a,17B-diolu a 5B-androstan-383,17B-diolu,

70/B-hydroxy-metabolity DHEA a androstendiolu —7a-hydroxy-DHEA, 7B-hydroxy-DHEA, 5-
androsten-3B,7a,17B-triol, 5-androsten-3B,7B,17B-triol, stejné jako jejich odpovidajici

polarni konjugaty,

16a-hydroxy-metabolity A’ steroidél — 16a-hydroxypregnenolon, 16a-hydroxy-DHEA a také

jejich odpovidajici polarni konjugaty

Priprava vzorku

Nekonjugované steroidy byly extrahovany z 1 ml krevni plazmy diethyléterem (3 ml).
Diethyléterovy extrakt byl odparen v termobloku pfi 37 °C. Lipidy vodparku po
diethyléterové extrakci byly oddéleny extrakci mezi smési metanolu a vody v poméru 4 :1 (1
ml) a pentanu (1 ml), pfiéemz pentanovd faze obsahujici lipidy byla zlikvidovana a polarni

faze se steroidy byla odparena ve vakuové centrifuze pfi 60°C (po dobu 2 hodin).

Odparek polarni faze byl derivatizovan nejprve roztokem methoxylamin-hydrochloridu
v pyridinu (2 %), kdy byly obsazeny oxo-skupiny (inkubace pfi 60 °C, 1 hodina). Smés vznikla
po prvni derivatizaci byla odparena v proudu dusiku a vznikly odparek byl dale derivatizovan
pomoci reagencie Sylon B (99%  bis(trimethylsilyl)-trifluoroacetamid a 1%
trimethylchlorosilan) za vzniku trimethylsilyl-derivatl na hydroxy-skupinach steroidd (TMS-
MOX derivaty), (inkubace pfi 90 °C, 1 hodina). Smés vznikld pfi druhé derivatizaci byla
odparena v proudu dusiku a odparek byl rozpustén ve 20 pl izooktanu pricemz pro pro GC-

MS analyzu byl pouzit 1 ul roztoku.

Steroidni konjugaty, které zlstaly v rafinatech (vodnych fazich) po extrakci diethyléterem,
byly analyzovany ndasledovné: Rafindty byly odpareny ve vakuové centrifuze (pfi 37 °C po
dobu 5 hodin) a odparky byla hydrolyzovany podle Dehennina (Dehennin et al., 1996).
Hydrolyzované vzorky byly znovu odpafeny ve vakuové centrifuze (pfi 37 °C po dobu 5

hodin).
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Odparky pak byly rekonstituovany v 1 ml chromatografické vody a nasledné analyzovany
stejnym postupem jako v pripadé volnych steroidd. Na rozdil od pfipravy vzorku volného
steroidu byl vSak odparek po druhé derivatizaci rozpustén ve 200 pl izooktanu namisto 20 pl
izooktanu. Pred dalsim zpracovanim byly k plvodnim vzorkim i vodnym fazim po hydrolyze

a extrakci diethyléterem pridan 17a-estradiol jako vnitfni standard.

Odezva vnitfniho standardu byla zaznamenavana na efektivnich hmotnostech m/z = 231, 285
a 416. Pridani vnitfniho standardu k télni tekutiné pred pripravou vzorku (volné steroidy)
a k polarni fazi po extrakci diethyléterem (konjugované steroidy) zohlednilo vliv ztrat
vznikajicich béhem zpracovani vzorku a ty pak neovliviiovaly vlastni kvantifikaci steroidd.
Nicméné zkoumali jsme rovnéz extrakéni Ucinnost diethyléterové extrakce, stejné jako
ucinnost rozdéleni odparku po diethyléterové extrakci mezi smés metanolu a vody

a pentanu.

V prvnim pripadé se extrakéni ucinnost pohybovala mezi 75,6 % a 96,2 %, s lepSimi
parametry pro méné polarizované steroidy. Pro rozdéleni odparku po diethyléterové extrakci
izomery pregnanolonu, jako je pregnanolon (76,3 %), a naopak dosahovala téméfr 100 % v
pfipadé steroidd s vySsi polaritou neZ u progesteronu, u kterého byla Gcinnost

extrakce 99,6 %.

Ackoli je pridani odpovidajiciho steroidniho konjugatu jako vnitfniho standardu k ptivodnimu
vzorku spravnéjsi nez pfidani nekonjugovaného standardu do vodné faze po extrakci volnych
steroidU diethyléterem, nenasli jsme Zadny odpovidajici a komeréné dostupny steroidni

konjugat, ktery by dosahoval zanedbatelnych hladin v lidském krevnim obéhu.

Nicméné ucinnost hydrolyzy v nékolika komeréné dostupnych steroidnich konjugatech byla
ovéfena porovnanim znamych mnoistvi nekonjugovanych steroidld (1 ng) po extrakci
diethyléterem s ekvimoldrnim mnozstvim pfislusnych sulfatl po hydrolyze a extrakci volnych
steroidli diethyléterem. Testovali jsme Ucinnost hydrolyzy v 10 paralelnich mérenich a
nameéfili jsme hodnoty 98,4+1,8 %, 89,8+1,3 %, 82+1,5 %, 93,7t1,7 %, 91,8t1,9 %, 77,4+1,5
%, 79,6%2,3 %, 92,5+2,8 %, 84+2,2 %, 66,82 % a 72,4+2 % (prlmér + SEM) pro sulfaty
androsteronu, etiocholanolonu, epiandrosteronu, 17-hydroxypregnenolonu,
dehydroepiandrosteronu, pregnenolonu, epipregnanolonu, allopregnanolonu, pregnanolonu

a isopregnanolonu, v uvedeném pofradi.
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Tyto hodnoty ukazuji, Ze odhady pro steroidni konjugaty s pouzitim hydrolyzy navriené
(Dehennninem et al. 1996) ve vétsiné pripadd dobre odrazeji aktualni hladiny konjugovanych
steroidU v krevnim obéhu. | kdyZ by bylo vhodné pouZit ziskané hodnoty ke korekci nasich
vysledki pro steroidni polarni konjugaty, sulfaty byly komercné dostupné pouze pro
mensinu zkoumanych steroid(i. Z toho divodu jsme tyto korekéni faktory nepouzili. Ztraty
steroidll nezdvislé na odpovidajicim kroku hydrolyzy pak byly pokryty pridanim vnitfniho
standardu do rafindtu (vodné faze) po extrakci nekonjugovanych steroidd (obsahujici

steroidni konjugaty) diethyléterem pred hydrolyzou a dalSim zpracovanim rafinatu.

Teplotni a tlakové gradienty pro GC-MS analyzu trimethylsilyl-derivatd a retencéni ¢asy

steroidu

Abychom ucinné vyuzili biologicky materidl, jednotlivé vzorky byly pouZity v nezavislych
zpracovanich, pokazdé s uplatnénim ¢asti vySetrovanych steroidd. Volba steroidli mérenych
v individudlnich zpracovanich, teplotni a tlakové gradienty a volba efektivnich hmotnosti
pouzitych pro méreni v mdédu selected ion monitoring (SIM) byly kompletné optimalizovany,

aby bylo dosazeno minimalniho limitu detekce (LOD) pfi dostatecné selektivité.

Pouzity teplotni gradient pro prvni, tfeti a ¢tvrty béh (G1, G3, G4): 1 min prodleva pfi 80 °C,
zvyseni na 190 °C (40 °C/min), zvysSeni na 210 °C (4 °C/min), zvySeni na 300 °C (20°C/min), 5
min prodleva pti 300 °C, pocatecni tlak 34 kPa, teplota injektoru 220 °C, délka trvani analyzy
18,25 min.

Gradient pouZity pro 2. béh (G2): zvySeni z 80 °C na 190 °C (40 °C/min), zvySeni na 205 °C
(1,6 °C/min), zvyseni na 300 °C (40 °C/min), 5 minut prodleva pfi 300 °C, inicialni tlak 34 kPa,
teplota injektoru 240 °C, délka trvani analyzy 19,5 min.

Gradient poutzity pro 5. béh (G5): 1 min prodleva pfi 80 °C, zvyseni na 170 °C (40 °C/min),
zvyseni na 180 °C (1 °C/min), zvySeni na 300 °C (40 °C/min), 5 minut prodleva pfi 300 °C,
inicialni tlak 34 kPa, teplota injektoru 220 °C, délka trvani analyzy 21,5 min.

Gradient pouZity pro 6. béh (G6): 1 minuta prodleva pfi 80 °C, zvyseni na 200 °C (40 °C/min),
zvySeni na 240 °C (8 °C/min), zvySeni na 300 °C (40 °C/min), 5 minut prodleva pfi 300 °C,

inicialni tlak 34 kPa, teplota injektoru 220 °C, délka trvani analyzy 15,5 min.
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Efektivni hmotnosti, retencni ¢asy chromatografickych maxim, Cislo sekvence pro skupiny
steroidll a gradienty pouzité pri kvantifikaci individualnich steroid(l a validace jsou uvedeny

v publikaci (Hill et al., 2010).

Statisticka analyza dat

O2PLS byl poufZit pro statistické zpracovani. Pivodni data vykazovala vétSinou negaussovské
rozdéleni a nekonstantni rozptyl. Pro pfiblizeni distribuce dat normalnimu rozdéleni a
k dosazeni homoscedasticity byla plvodni data data pred dalSim zpracovanim
transformovana Box-Cox transformaci. Optimalni transformacni parametr byl nalazen s
pouzitim statistického softwaru Statgraphics Centurion, verze XVI ze Statpoint Inc. (Herndon,

Virginia, USA).

S vyuzitim vicerozmérné regrese sredukci dimenzionality metodou obousmérnych
ortogonalnich projekci do latentni struktury (O2PLS) byla provedena simultanni analyza
vztah(l mezi antropometrickymi Udaji a metabolickymi parametry na jedné strané (matice X)
a steroidnimi hormony a k nim vztazenymi slou¢eninami na strané druhé (matice Y) a byly
hodnoceny prediktivni hodnoty individudlnich proménnych a byl objasnén jejich vztah
k ziskanym udajim. Metoda O2PLS umoZiuje predikci proménnych tvoficich matici Y
z proménnych matice X a naopak (Trygg, 2002). Prediktivita individudlnich proménnych pro
model mize byt vyjadrena jako vztah dané proménné s prediktivni komponentou spolec¢nou
pro X i Y. Prediktivni komponenta zahrnuje variabilitu sdilenou mezi X a Y, pficemz tato
sdilena variabilita je oddélena od variability ortogonalnich komponent vysvétlujicich
variabilitu sdilenou uvnit matice X Ci Y. Vysvétleni téchto posledné jmenovanych variabilit
vsak neni z hlediska interpretace modelu O2PLS zajimavé, nebot vtéchto pripadech Ize

pouzit analyzu hlavnich komponent, ¢i faktorovou analyzu.

Transformovana data byla podrobena analyze O2PLS, ktera je robustni multikolinearité
uvnitf matic zavisle i nezavisle proménnych. Na rozdil od regrese bez redukce dimenzionality,
ktery neni k multikolinearité robustni, se zvySujicim se stupném multikolinearity roste u
modelu s redukci dimenzionality, jako je OPLS, prediktivita modelu. Metoda O2PLS umoznila
nalezeni proménnych s vysokou prediktivni hodnotou pro popis vztahu mezi X a Y a umoznila

i nalezeni struktury téchto vztahu.

33



Model O2PLS lze vyjadrit nasledovné:

X=T,P, +T,P] +E
Y=U,Q; +UoQq +F

kde X je matice s nezdvisle proménnych s / proménnymi, Y je matice zavisle proménnych s m
proménnymi. Tp a To predstavuji matice komponentnich skorl z prediktivnich a
ortogonalnich komponent, v uvedeném poradi, extrahovanych zX. Pp a Po predstavuji
matice komponentnich vah pro prediktivni a ortogonalni komponenty, v uvedeném poradi,
extrahovanych z X. Podobné Uy a Uy predstavuji matice komponentnich skérud z prediktivnich
a ortogonadlnich komponent, v uvedeném poradi, extrahovanych zY a Qp a Qo predstavuji
matice komponentnich vah z prediktivnich a ortogonalnich komponent, v uvedeném poradi,

extrahovanych z Y. E a F jsou chybové matice.

Relevanci individudlnich proménnych pro O2PLS model byla testovana s pouzitim kritéria VIP
(variable importance). Do modelu byly zahrnuty pouze proménné, které mély statisticky
vyznamné VIP pro prvni a/nebo druhou prediktivni komponentu. Kritérium uvadéné jako
predikovanad rezidualni suma ¢tvercl odchylek (Prediction Error Sum of Squares, PRESS), bylo
pouZito pro testovani relevance prediktivnich komponent, tj. ke zjisténi poctu relevantnich

prediktivnich komponent.
K analyze dat byl poufZit statisticky software SIMCA-P+ Verze 12.0.0.0 z Umetrics (Ume3,

Svédsko).

Tento software nam, kromé zjisténi poctu relevantnich komponent, umoznil i detekci
vicerozmérnych nehomogenit a ovéfeni vicerozmérného normalniho rozdéleni a

homoscedasticity v (transformovanych) datech (Trygg et al., 2007).



4. cast studie: zmény steroidogeneze u obéznich

Analyzou pomérli mezi steroidy vysSetfenymi ve druhé c¢asti studie (dihydrotestosteron,
testosteron, 17a-hydroxy-progesteron, dehydroepiandrosteron, dehydroepiandrosteron
sulfat, 4-androsten-3,17-dion, 17a-hydroxy-pregnenolon) jsme sledovali zmény enzyma.
Porovnavali jsme vZdy prekurzor a produkt. VySetfované muze jsme rozdélili do tfi skupin
podle BMI. Prvni skupinu tvofili muzi s BMI do 25, ve druhé skupiné byli muzi s BMI 25-30. Ve
treti skupiné pak byli muzi s BMI nad 30.

Analyza statistickych dat

K objasnéni vztahu mezi sledovanymi parametry a BMI jsme pouzili model ANCOVA se
skupinou BMI jako hlavnim faktorem s adjustaci na vék subjektl (kovariat) nasledovanou
vicenasobnym porovnavanim metodou nejmensiho vyznamného rozdilu (least significant

difference (LSD) multiple comparisons).

Pavodni zavislé proménné a kovariaty byly transformovany mocninnou transformaci pro
priblizeni dat a rezidui konstantnimu rozptylu a symetrické distribuci (Meloun et al., 2000).
Vypocty byly provedeny pomoci statistického softwaru Statgraphic Centurion verze XVI
(Herndon, VA, USA). Homogenita dat a rezidui byla zkontrolovand metodikou uvedenou

v literature (Meloun et al., 2002, Meloun et al., 2004).
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1.

VIl. Vysledky

Cast studie: sledovani zmén v prubéhu Zivota
Zavislost DHT a T na véku

V prvni ¢asti studie jsme sledovali vékovou zavislost volného T a volného DHT, tato prace je
pokradovanim studie z nasi laboratore o hladinach celkovych androgen( a jejich zménach

s vékem. Tato data zde uvadim, protoZe studie o volnych steroidech na né pfimo navazuje.

Graf zavislosti koncentraci testosteronu a dihydrotestosteronu na véku je znazornén na
obr.2 a 3 a graf zavislosti poméru DHT k testosteronu na obr.4. Pomér obou steroid( zUstal

v prlbéhu Zivota konstantni.

Zmény v hladiné testosteronu ve spojitosti s vékem jsou obecné ve shodé s ostatnimi daty

poklesu testosteronu s vékem (Elmlinger et al., 2003, Li et al., 2005).

Ve vékové skupiné 45 — 50 let a 50 — 55 let byl zjistén mirny, nicméné statisticky vyznamny
vzestup hladin testosteronu, tj. ve véku rozvoje andropauzy. Dalsi autofi také popsali
podobny vzestup sérovych hladin testosteronu v analogické vékové skupiné (Anderson et al.,
2007). DHT vykazal podobny trend, s méné vyraznym vzestupem pred andropauzou. Krivka
poméru DHT a testosteronu ukazala vyssi hodnoty, tj. prevliadani DHT nad testosteronem v
détstvi, ale prakticky konstantni pribéh od dospélosti do sénia. Nicméné u nejstarsich
subjektd krivka ukdzala pokles, ktery byl pozorovdn ve vybrané populaci se zndmkami

dlouhovékosti (Starka et al., 2008).

Zavislost volného DHT a T na véku

Pribéhy volného DHT a volného T jsou ukazany na obrazku 5 a 6. Pomér volného DHT
k volnému T je na obrazku 7. Volny DHT ma stejny pribéh jako volny T, jejich pomér zlstava

konstantni od puberty. V détstvi prevlada aktivita volného DHT.
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2.

cast studie: zkoumani rozdilu mezi vlivem T a DHT

V nasi studii jsme ovéfrili Uzky vztah mezi dihydrotestosteronem a testosteronem tykajici se
ucinku na télesné slozeni a hlavni metabolické parametry. Porovnanim hladin hormon( a
antropometrickych parametrd jsme zjistili negativni korelaci obou androgeni s vékem,

hmotnosti, koZznimi fasami, obvodem pasu, bok( a pomérem pasu a bokda. (obr. 8)

Vicecetna regresni analyza ukazala korelaci steroidnich hormon( s jednoduchou proménnou
(tabulky 2 — 4). Vztah steroid( ke sloZzeni hmoty téla, BMI, tukové hmoté, kostni hmoté a
svalové hmoté je vyznacen v tabulce 2, vztah k parametriim metabolismu glukdzy — glukdze
nala¢no, C-peptidu nalacno, inzulinu nalacno - v tabulce 3 a vztah ke slozZeni lipidQ, jako je

celkovy cholesterol, LDL cholesterol, HDL cholesterol a triglyceridy, v tabulce 4.

Pozitivni korelace kostni hmoty a svalové hmoty na jedné strané s hladinami T, DHT a SHBG a
negativni korelace androgenniho spektra s BMI a tukovou hmotou byly prokdzany podle
oCekavani.

Hladiny inzulinu a C-peptidu byly negativné spjaty jak s testosteronem, tak s
dihydrotestosteronem, ale koncentrace glukézy méla pouze slaby negativni vztah k
dihydrotestosteronu. Byla prokazana negativni korelace celkového cholesterolu, LDL

cholesterolu a triglycerid(i s obéma androgeny. HDL cholesterol koreloval pozitivné. (obr. 8)

Regresni koeficienty testosteronu a dihydrotestosteronu ve vztahu k dalSim proménnym jsou
velmi podobné kromé koeficientd T a DHT pro tukovou hmotu (Tabulka 2) a HDL- a LDL-
cholesterol (tabulka 4). Zda se, Ze testosteron ovliviiuje tyto parametry ucéinnéji nez

dihydrotestosteron.

Souhrnné jsou ucinky testosteronu a dihydrotestosteronu na antropometrickd data, kontrolu

glukozy a lipidové spektrum kvalitativné stejné.

Sledovali jsme také pomér DHT/T u Stihlych a obéznich muz(. Tento pomér byl konstantni a

neménil se s BMI.

Multivaria¢ni regresni analyza odhaluje vzajemné vztahy mezi zkoumanymi slozkami celku.
Prvni klicova slozka celku (tabulka 5) ukazuje, Ze androgeny a jejich prekurzory jsou v

negativnim vztahu k parametridm metabolického syndromu. V souvislosti s timto zjisténim je
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FSH k metabolickému syndromu v pozitivnim vztahu. Navic je zde pozitivni korelace mezi
SHBG a parametry metabolického syndromu. 17-hydroxy-progesteron (Progl7) prekvapivé
vykazuje jak nejvyssi vazbu komponenty na prvni prediktivni komponentu, tak pomér
komponenty k95 % intervalu spolehlivosti. Zatimco prvni sloupec tabulky 5 (vazba
komponent k prediktivnim komponentdm vyjadfenym jako regresni koeficienty) predstavuje
vliv proménné, parametr poméru regresniho koeficientu k jeho 95 % intervalu spolehlivosti
(v nasledujicim sloupci 2 vtabulce 5) demonstruje statistickou vyznamnost vazby

komponenty na proménnou.

Nejvyznamnéjsi parametr z matice X je obvod pasu; nicméné nejsignifikantnéjsi je koZzni rasa
cl (oblicejova koini rasa), pravdépodobné kvali vétsi interindividualni variabilité obvodu
pasu. Obecné vykazuji aktivni androgeny (T, DHT) niZsi vyznam ve srovndani se steroidy

primarné adrendlniho pdvodu (Progl7, Pregl7 a DHEA).

Za normalnich, fyziologickych okolnosti s neovliviiovanymi (nemanipulovanymi) hladinami
androgenl jsme zjistili negativni korelaci mezi hmotnosti, koZnimi fasami, obvodem pasu,
obvodem bokd, pomérem pas-boky, BMI, celkovym cholesterolem, LDL-cholesterolem a
inzulinovou rezistenci na jedné strané a hladinami testosteronu a dihydrotestosteronu a
SHBG na druhé strané. Alternativné jsme zjistili positivni korelaci mezi svalstvem a HDL-

cholesterolem na jedné strané a hladinami DHT, T a SHBG na strané druhé. (obr.8)
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Tabulka2.Vztah mezi hormony a télesnym slozenim na zakladé vysledku vicendsobné regrese” odvozené z O2PLS modelu

Vyjadiena proménna: Vyjadiena proménna: Vyjadiend proménna: Vyjadiena proménna: Vyjadiend proménna: Vyjadiena proménna: Vyjadi. proménna:

BMI Bficho Boky Pas Kosti[%] Svaly[%] tuk[%]
Vyjadf.prom. = 27,2% Vyjadi.prom. = 28,3% Vyjadi.prom. = 20,3% Vyjadi.prom. = 31,4% Vyjadi.prom. = 22,9% Vyjadi.prom. = 20,5% Vyjadi.prom. =
(25,7%) (26,9%) (19,2%) (29,9%) (21,8%) (19,2%) 27,2% (25,3%)
@] @] @] @] @] @] O
N N N N N N X
wn wn wn wn wn wn wn
(o)} (o)} (o)} (o)} (o)} (o)} (e)]
S~ S~ S~ S~ S~ S~ S~
z 5 z 5 z 5 z 5 z 5 z 5 z 5 z 5 £ 5 z 5 £ 5 z 5 5 5
Promé&nn @ S @ S @ S @ S @ S 85 @ S @ S @ S @ S @ S @ S @ S § S
T ] T o @ T ] T ] T T ] T ] T ] T ] T ] T T ] o @
a e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 e 8 & 8
DHT -0,124 ** -2,19 -0,127 **  -2,23 -0,115 **  -2,17 -0,126 ** -2,17 0,113 ** 2,13 0,125 ** 2,64 -0,139 ** -2,89
T -0,140 ** -3,38 -0,141 **  -3,79 -0,133 ** .575 -0,136 ** -3,52 0,137 ** 4,12 0,155 ** 4,22 -0,189 ** -3,79
Progl7 -0,155 ** -5,29 -0,162 ** 5,05 -0,140 ** -5,49 -0,164 ** -4,52 0,132 ** 6,61 0,142 ** 5,73 -0,139 ** -2,78
DHEA -0,106 ** -3,84 -0,121 **  -4,25 -0,086 ** -3,46 -0,131 **  -4,21 0,062 ** 2,64 0,055 * 1,40 0,005 0,09
A2 -0,053 * -1,40 -0,062 ** -1,66 -0,042 * -1,08 -0,068 ** -2,00 0,027 0,76 0,022 0,51 0,015 0,27
FSH 0,043 * 1,07 0,054 * 1,48 0,031 0,73 0,060 ** 1,67 -0,015 -0,45 -0,007 -0,23 -0,038 -0,93
SHBG -0,123 ** 2,41 -0,114 ** -2,55 -0,127 **  -3,19 -0,102 ** -2,19 0,147 ** 2,57 0,177 ** 3,45 -0,261 **  -6,60
Pregl7 -0,099 ** -3,02 -0,111 **  -3,01 -0,083 ** -3.85 -0,118 ** -3,14 0,064 ** 1,88 0,061 ** 1,61 -0,018 -0,26

Zkratky: DHT dihydrotestosteron; T testosteron; Prog progesteron; A2 androstendion; DHEA dehydroepiandrosteron; Prog17 17-hydroxyprogesteron; Preg17 17-hydroxypregnenolon; c1-c14

kozZni rasy; TKsyst systolicky krevni tlak; TKdiast diastolicky krevni tlak; glORTTO glukdza na lacno; cpepO C-peptid na lacno; IRIO imunoreaktivni inzulin na lacno; TG triglyceridy; Chol celkovy
cholesterol; Glykop glykované proteiny

“Vztah za predpokladu konstantni hodnoty zbylych nezdvisle proménnych



Tabulka 3. Vztah mezi hormony a metabolismem glukdzy zjiStény s vyuZitim
vicendsobné regrese odvozené z O2PLS modelu

Vyjadiena proménna: Vyjadiena proménna: Vyjadiena proménna:
glOGTTO cpep0 IRIO
Vyjadiend prom. = 16,3% Vyjadi.prom. = 16,8% Vyjadi.prom. = 13,2%
(14,8%) (15%) (12,2%)
X X X
n n n
L L L
- € - € - € - € - € — €
c o c o [ =) c o c o c o
85 85 85 85 85 &5
% @ % @ % @ % @ % @ % @
Proménnd & © R e S R e &£83C
DHT -0,046 * -1,20 -0,108  ** -2,95 -0,078  ** -2,66
T -0,019 -0,42 -0,126  ** -3,56 -0,105 **.2,20
Prog17 -0,091 * -1,57 -0,129  ** -4,44 -0,080  ** -2,20
DHEA -0,163 *¥* .4,85 -0,074 * -1,22 -0,004 -0,07
A2 -0,095 ** -2,86 -0,035 * -1,54 0,004 0,14
FSH 0,103 *¥* 3,73 0,025 0,61 -0,016 -0,39
SHBG 0,078 * 1,28 -0,125  ** -2,32 -0,140  ** -2,55
Pregl7 -0,131 ** 2,47 -0,072 *¥* 21,77 -0,015 -0,27

Zkratky: Jako v tabulce 1
“Vztah za predpokladu konstantni hodnoty zbylych nezdvisle proménnych

Tabulka 4.Vztah mezi hormony a lipidovymi markery zjistény pomoci vicendsobné regrese odvozené
z modelu O2PLS

Vyjadifena proménna: Vyjadiena proménna: Vyjadiena proménna: Vyjadiena proménna:
TG Chol HDL LDL
Vyjadf.prom. = 12,8% Vyjadi.prom. = 9,1% Vyjadi.prom. = 10,4% Vyjadi.prom. = 8,6%
(10,9%) (7,6%) (8,2%) (7,6%)
N N N X
wn wn wn wn
(o)} (o)} (o)} (e)]
S~ S~ S~ S~
_ € — € — € — € _ € — € _ € — €
28 g% 28 g% 28 g% g2 g8
& D & D & D a0 D & D & D & D & o
Proménnd ) £ 2 G ) £ 2 G ) £ 2 G ) £ 8
DHT -0,077 *¥* 2,52 -0,084 *¥* 2,46 -0,087 *¥* 2,18 -0,088 *¥* 1,91
T -0,112  ** -2,10 -0,108  ** -2,36 -0,098  ** -4,24 -0,097 ** -5,67
Progl7 -0,071 *¥* 1,61 -0,091 *¥* 2,94 -0,108 *¥* 4,05 -0,112 *¥* 387
DHEA 0,027 0,39 -0,021 -0,33 -0,073  * -1,52 -0,083  ** -1.84
A2 0,024 0,58 -0,005 -0,15 -0,036 * 1,34 -0,043 * 1,53
FSH -0,039 -0,79 -0,006 -0,13 0,030 0,80 0,037 0,98
SHBG -0,170 *¥* 2,73 -0,133 ** 1,99 -0,087 *¥* 1,83 -0,079 * 1,40
Pregl7 0,009 0,14 -0,029 -0,51 -0,069  ** -1,79 -0,076  ** -2,26

Zkratky: Jako v tabulce 1
“Vztah za predpokladu konstantni hodnoty zbylych nezdvisle proménnych



Tabulka 5. Vztahy mezi steroidy a souvisejicimi hormony (matice X) a antropometrickymi a
metabolickymi parametry (matice Y) vyjadiené jako komponentni vahy

Prediktivni komponenta 1 Prediktivni komponenta 1

Vyjadiend proménna = 14,5% Vyjadiend proménnd = 14,5%

(13,5%) (13,5%)
Proménna Proménna

8 g% & g £ K

g R £ £

X DHT 0,367 3,70 0,602 ** Y clo0 -0,124 -0,84 -0,283
T 0,391 3,83 0,641 ** cll -0,115 -0,62 -0,195
Progl7 0,450 7,05 0,737 ** cl2 -0,135 -1,01 -0,371 *
DHEA 0,395 4,47 0,643 ** cl3 -0,172 -1,32 -0,504 *
A2 0,255 4,39 0,419 ** cl4 -0,144 -0,79 -0,379
FSH -0,218 -2,13 -0,356 ** BPS -0,086 -0,50 -0,254
SHBG 0,294 1,66 0,481 ** BPD -0,101 -0,55 -0,326
Pregl7 0,410 3,75 0,672 ** glOGTTO -0,100 -0,50 -0,327
Y Vék -0,128 -0,71 -0,475 glOGTT60 -0,095 -0,29 -0,196

BMI[kg/mZ] -0,185 -1,54 -0,523 * glOGTT90 -0,134 -0,46 -0,322
Bficho -0,194 -1,35 -0,533 * glOGTT120 -0,125 -0,45 -0,275
Boky -0,169 -1,02 -0,452 * glOGTT150 -0,109 -0,41 -0,267
Pas -0,194 -1,29 -0,559 * cpep0 -0,157 -0,99 -0,394
Kosti[kg] -0,058 -0,33 -0,150 cpep60 -0,101 -0,52 -0,220
Kosti[%] 0,160 2,03 0,458 ** cpep90 -0,117 -0,50 -0,268
Svaly[kg] -0,077 -0,38 -0,234 cpepl20 -0,135 -0,59 -0,286
Svaly[%] 0,174 1,14 0,449 * cpepl50 -0,145 -0,61 -0,354
Tuk[kg] -0,191 -1,75 -0,483 ** cpepl80 -0,155 -0,65 -0,344
Tuk[%] -0,177 -1,22 -0,433 * IRIO -0,135 -0,80 -0,362
Hmotnost -0,175 -1,16 -0,486 * IRI60 -0,092 -0,46 -0,199
cl -0,190 -2,22 -0,547 ** IRI90 -0,113 -0,56 -0,234
c2 -0,179 -2,15 -0,437 ** IRI120 -0,130 -0,59 -0,238
c3 -0,180 -2,02 -0,456 ** IRI150 -0,133 -0,73 -0,301
cl -0,151 -0,98 -0,434 IRI180 -0,127 -0,90 -0,306
c5 -0,183 -1,33 -0,476 * TG -0,132 -0,91 -0,349
c6 -0,167 -1,12 -0,448 * Chol -0,097 -0,57 -0,286
c7 -0,141 -0,99 -0,313 HDL 0,110 0,72 0,311
c8 -0,191 -1,58 -0,533 * LDL -0,091 -0,66 -0,268
c9 -0,144 -0,65 -0,363 Glykop -0,058 -0,61 -0,204

“komponentni vdhy prediktivni komponenty vyjddrené ve formé regresnich koeficientt; bkonfidenéni interval
(interval spolehlivosti); komponentni vdhy prediktivni komponenty vyjddiené jako pdrové korelacni koeficienty
individudlnich proménnych s prediktivnimi komponentami; *p<0,05, **p<0,01; hodnoty v zdvorkdch predstavuji
vysvétlenou variabilitu po cross-validaci

Statistické vyhodnoceni ukazuje, Ze vétSina variability sdilené mezi Y a X je vyjadfena 1. prediktivni
komponentou (14,5 % celkové variability). Druhd ,relevantni” prediktivni komponenta predstavuje pouze 1,5 %
celkové variability a je tézko interpretovatelnd, pfislusné parametry nejsou uvedeny. Prvni prediktivni
komponenta ukazuje, Ze androgeny a jejich prekurzory jsou v negativnhim vztahu k parametrdm metabolického
syndromu.

Zkratky: DHT dihydrotestosteron; T testosteron; Prog progesteron; A2 androstendion; DHEA dehydroepiandrosteron; Progl7 17-
hydroxyprogesteron; Pregl7 17-hydroxypregnenolon; c1-c14 kozni fasy; BPSsystolicky krevni tlak; BPDdiastolicky krevni tlak; glORTTO...180
glukdza v glukézovém oralnim toleran¢nim testu (ORTT) v 0...180 min; cpepO...cpepl80 C-peptidv ORTT v 0 ...180 min; IRIO...IRI180
imunoreaktivni inzulin; TG triglyceridy; Chol celkovy cholesterol; Glykop glykované proteiny
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Obr. 8 Vztahy mezi steroidy a souvisejicimi hormony (matice X) a antropometrickymi a metabolickymi parametry (matice Y) vyjadrené jako komponentni vahy. Porovnanim
hladin hormon( a antropometrickych Gdajd jsme nalezli mezi hmotnosti, koZnimi fasami, obvodem pasu a bokt, pomérem pas/boky a BMI, celkovym cholesterolem, LDL a
insulinorezistenci negativni korelaci k hladiné testosteronu (T) a i dihydrotestosteronu (DHT) a SHBG. Dale pak pozitivni korelaci HDL a svalstva k hladiné T, DHT a SHBG.
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3.

Cast studie: rozdil mezi vlivem DHT a jeho metabolitt

Porovnanim hladin steroidd a antropometrickych Udajd jsme nalezli negativni korelaci mezi
hmotnosti, obvodem pasu a bokl, pomérem pas/boky a BMI na jedné strané a hladinami
testosteronu,  dihydrotestosteronu,  konjugovaného allopregnanolonu  (P3a5aC),
konjugovaného pregnanolonu (P3a5BC), konjugovaného androsteronu (A3a5aC),
konjugovaného epiandrosteronu (A3B5aC), konjugovaného etiocholanolonu (A3a5BC),
konjugovaného epietiocholanolonu (A3B5BC), konjugovaného 5a-androstane-3a,17B-triolu
(A3a5a17BC), konjugovaného 5a-androstan-3B,17B-triolu (A3B5a17BS) a SHBG na strané
druhé. (tabulka 6)

Nebyl prokdzan rozdil mezi vlivem DHT a jeho metabolitli na antropometrické parametry.

(obr.9)

Tabulka 6. Vztahy mezi relevantnimi ukazateli télesné hmoty
a relevantnimi sérovymi steroidy a SHBG u muz(i hodnocené
simultanné vicerozmérnou regresi s redukci dimensionality,
metoda obousmérnych ortogonalnich projekci do latentni
struktury (O2PLS)

KOMPONENTA TELESNE HMOTY

A STEROIDU
= =
Proménna € t
e e
2, 2.%
EZ 523 :
¥ 5 ¥ 5 oc
Hmotnost  0.474 3.27 0.643 **
BMI 0.470 2.93 0.697 **
Zavislé Pas 0.482 2.57 0.582  **
Boky 0.455 1.94 0.636 **
WHR 0.355 2.88 0.369 **
Vék 0.295 1.54 0.592 *
T -0.114 -0.53 -0.229
DHT -0.197 -0.80 -0.396
DHEAS -0.351 -2.26 -0.704 **
. P3a5BC -0.388 -4.94 -0.779 **
Prediktory  \3psac  -0393  -4.42 -0.789 **
A3a5BC -0.372 -2.54 -0.747 **
A3a5a17BC -0.396 -2.01 -0.794 **
A3B5a17BC -0.386  -2.60 -0.775 **
SHBG -0.173 -0.92 -0.348
Variabilita vysvétlena

o o —
prediktivni komponentou 41.6% (33.9% po cross validaci)

°R..Komponentni véhy vyjddiené jako pdrové korelaéni
koeficienty s prediktivni komponentou; *...p<0.05, **...p<0.01
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Obr. 9 Porovnanim hladin steroid( a antropometrickych tdajtl jsme nalezli negativni korelaci mezi hmotnosti,

obvodem pasu a bokd, pomérem pas/boky a BMI na jedné strané a hladinami testosteronu (T),

dihydrotestosteronu (DHT) a metabolitl DHT.

49



4.

Cast studie: zmény steroidogeneze u obéznich

Srovnani muzd s normalnim BMI, muz(i s nadvahou a obéznich muz( ukazalo, Ze statisticky
vyznamny pokles parametrl pro testosteron (Obr. 11A), dihydrotestosteron (Obr. 11A) a
SHBG koreluje se vzrUstajici télesnou hmotou. Se vzrlstajicim BMI klesaji také oba C21
prekurzory androgentl, 17a-hydroxyprogesteron a 17a-hydroxypregnenolon (Obr. 10A, D),
zatimco zmény hladin androstendionu, DHEA a DHEAS (Obr.10B, C, E), stejné jako zmény
hladin gonadotropin(i nedosahuiji statistické vyznamnosti (Obr. 11 D, E). Ackoli pokles SHBG
doprovazi pokles hladiny testosteronu, ¢imZz kompenzuje ztratu volného testosteronu,

nebyla pozorovana zadnd zména indexu volnych androgent (Obr. 11F).

Pomér dihydrotestosteronu/testosteronu nekoreluje se stupném obezity (Obr. 11C), s
pomeérem 170-hydroxyprogesteronu/17a-hydroxypregnenolonu a pomeérem
androstendionu/dehydroepiandrosteronu (Obr. 12A, B), coZ demonstruje nedotéenou
aktivitu 3B-hydroxysteroid-dehydrogendzy typu 2 (HSD3B2). Naproti tomu je z pomérl
DHEA/17a-hydroxypregnenolon a androstendion/17a-hydroxyprogesteron (Obr. 13A,B)
zjevné, Ze aktivita C17,C20-lydzy (CYP17A1) se stupném obesity klesd, zvlasté v pripadé
drahy A4 (Obr. 13B).

Statisticky vyznamné klesa pomér testosteronu/androstendionu (Obr. 14), coZ je v souladu s

poklesem aktivity 17B-hydroxysteroid-dehydrogenazy (HSD17B).

Multivariacni statisticka analyza ukazala, Ze vék je signifikantnim faktorem pro korelaci BMI a
hladiny 17a-hydroxypregnenolonu, 17a-hydroxyprogesteronu, androstendionu,
dehydroepiandrosteronu a jeho sulfatu a SHBG. Pokles testosteronu a dihydrotestosteronu

byl se vzrlistajicim BMI nezavisly na véku. (Obr. 15)
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Obrazek 10. Vztahy mezi hladinami steoridnich hormond, pomérem DHEAS/DHEA a BMI zjisténé pomoci ANCOVA se skupinou BMI jako
hlavnim faktorem s adjustaci na vék subjekt(l (kovariat, podrobnosti viz analyza statistickych dat). Krouzky s chybovymi sloupci predstavuji
praméry skupin s jejich 95 % intervaly spolehlivosti vypoctenymi pro vicenasobna porovnavéni metodou nejmensiho vyznamného rozdilu
(least significant difference, LSD mutiple comparisons) (p =0,05).

Neprekryvajici se intervaly spolehlivosti znamenaji statisticky vyznamny rozdil mezi odpovidajicimi skupinami.

Statistické udaje (R=korelacni koeficient linedarniho modelu, p=hladina vyznamnosti, F=kvantil Fisherova-Snedecorova rozdéleni pro
individualni zavislé proménné) jsou nasleduijici:

A: R=0,507, p<0,0001; Skupina: F=3,02, p=0,0508; Vék: F=30,87, p<0,0001.

B: R=0,63, p<0,0001; Skupina: F=1,85, p=0,1599; Vék: F=83,14, p<0,0001.

C: R=0,605, p<0,0001; Skupina: F=2,22, p=0,1107; Vék: F=97,98, p<0,0001.

D: R=0,456, p<0,0001; Skupina: F=9,38, p=0,0001; Vék: F=6,96, p=0,0089.

E: R=0,279, p=0,0006; Skupina: F=0,93, p=0,3973; Vék: F=7,08, p=0,0084.

F: R=0,278, p=0,0006; Skupina: F=3,72, p=0,0259; Vék: F=1,97, p=0,1618.

51



1B

17

=
m
|

Testosterone [nM)]
[ [
= u
1 1

[
w
Il

12 A

11—

5% %
BMI [kg/m?]
D °©
55
.
5 4
=
=
T
—
a5 -
4 4
35 A

4R R
W A A
~

BMI [kg/m?’]

5ci-Dihydrotestosterone [nM]

FSH [U/L]

1.4

1.3

1.2 9

111

0.8 4

0.8 -

5.5

[}

4.5 1

35 1

7 7 7
BMI [kg/m?]
¢

G
W h A
r

BMI [kg/m?]

S5a-Dihydrotestosteroneftestosterone

10D-Testosterone /SHBG

0.0%

0.085

0.075 1

0.07 4

0065 —T— T

64

62

20

58

=15

54

52

50

4 8 =
W o A
~

BMI [kg/m?)

BMI [kg/m?]

Obrazek 11. Vztahy mezi hladinami androgen(i, pomérem 5a-dihydrotestosteron/testosteron, gonadotropiny a indexem volnych

androgen( (100-testosteron/SHBG) a BMI zjisténé pomoci ANCOVA se skupinou BMI jako hlavnim faktorem s adjustaci na vék subjekt(

(kovariat, podrobnosti viz analyza statistickych dat). Krouzky s chybovymi sloupci pfedstavuji praméry skupin sjejich 95 % intervaly

spolehlivosti vypoctenymi pro vicenasobna porovnavani metodou nejmensiho vyznamného rozdilu (least significant difference, LSD mutiple

comparisons) (p =0,05).

Neprekryvajici se intervaly spolehlivosti znamenaji statisticky vyznamny rozdil mezi odpovidajicimi skupinami.

Statistické udaje (R=korelacni koeficient linedrniho modelu, p=hladina vyznamnosti, F=kvantil Fisherova-Snedecorova rozdéleni pro

individualni zavislé proménné) jsou nasleduijici:

A: R=0,403, p<0,0001; Skupina: F=13,44, p<0,0001; V&k: F=0,17, p=0,6838.

B: R=0,389, p<0,0001; Skupina: F=11,92, p<0,0001; V&k: F=0,49, p=0,4861.

C: R=0,129, p=0,308; Skupina: F=1,78, p=0,1717; V&k: F=0,29, p=0,5886.

D: R=0,21, p=0,0222; Skupina: F=4,25, p=0,0155; Vék: F=0,07, p=0,795.

E: R=0,366, p<0,0001; Skupina: F=1,48, p=0,231; V&k: F=13,32, p=0,0003.

F: R=0,447, p<0,0001; Skupina: F=0,05, p=0,9516; Vék: F=37,44, p<0,0001.
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Obrazek 12. Vztahy mezi poméry steroidnich hormon( odrazejici aktivitu 3B-hydroxysteroid-dehydrogendzy typu 2 (HSD3B2) a BMI zjisténé
pomoci ANCOVA se skupinou BMI jako hlavnim faktorem s adjustaci na vék subjektl (kovariat, podrobnosti viz analyza statistickych dat).
Krouzky s chybovymi sloupci pfedstavuji prdméry skupin s jejich 95 % intervaly spolehlivosti vypoctenymi pro vicendsobnd porovnavani
metodou nejmensiho vyznamného rozdilu (least significant difference, LSD mutiple comparisons) (p =0,05).

Neprekryvajici se intervaly spolehlivosti znamenaji statisticky vyznamny rozdil mezi odpovidajicimi skupinami.

Statistické Udaje (R=korelacni koeficient linedrniho modelu, p=hladina vyznamnosti, F=kvantil Fisherova-Snedecorova rozdéleni pro
individualni zavislé proménné) jsou nasledujici:

A: R=0,367, p<0,0001; Skupina: F=0,27, p=0,7658; Vék: F=19,43, p<0,0001.

B: R=0,524, p<0,0001; Skupina: F=1,54, p=0,2176; Vék: F=47,02, p<0,0001.
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Obrazek 13. Vztah mezi poméry steroidnich hormon0 odrézejici aktivitu C17-hydroxylazy, C17,20-lyazy (CYP17A1) a BMI zjisténé pomoci
ANCOVA se skupinou BMI jako hlavnim faktorem s adjustaci na vék subjekt( (kovariat, podrobnosti viz analyza statistickych dat). Krouzky
s chybovymi sloupci predstavuji priméry skupin s jejich 95 % intervaly spolehlivosti vypoc¢tenymi pro vicendsobnd porovnavani metodou
nejmensiho vyznamného rozdilu (least significant difference, LSD mutiple comparisons) (p =0,05).

Neprekryvajici se intervaly spolehlivosti znamenaji statisticky vyznamny rozdil mezi odpovidajicimi skupinami.

Statistické udaje (R=korelacni koeficient linedrniho modelu, p=hladina vyznamnosti, F=kvantil Fisherova-Snedecorova rozdéleni pro
individualni zavislé proménné) jsou nasledujici:

A: R=0,181, p=0,0676; Skupina: F=2,95, p=0,0546; Vék: F=0,03, p=0,8645.

B: R=0,239, p=0,0054; Skupina: F=4,3, p=0,0147; Vék: F=0,01, p=0,9056.
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Obrazek 14. Vztahy mezi poméry steroidnich hormoni odrazZejici aktivitu 17-hydroxysteroid-dehydrogenazy typu 3 (HSD17B3) a BMI
zjisténé pomoci ANCOVA se skupinou BMI jako hlavnim faktorem s adjustaci na vék subjektd (kovariat, podrobnosti viz analyza statistickych
dat). Krouzky schybovymi sloupci predstavuji prdméry skupin sjejich 95 % intervaly spolehlivosti vypoctenymi pro vicenasobnd
porovnavéani metodou nejmensiho vyznamného rozdilu (least significant difference, LSD mutiple comparisons) (p =0,05).

Neprekryvajici se intervaly spolehlivosti znamenaji statisticky vyznamny rozdil mezi odpovidajicimi skupinami.

Statistické udaje (R=korelacni koeficient linedarniho modelu, p=hladina vyznamnosti, F=kvantil Fisherova-Snedecorova rozdéleni pro
individualni zavislé proménné) jsou nasleduijici:

R=0,226, p=0,0113; Skupina: F=5,23, p=0.006; V&k: F=6,73, p=0,0102.
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Obrdzek 15. Zjednodusené schéma steroidogenezy (Hill et al., 2013) doplnéné o zmény enzymi u
obéznich.
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VIIl. Diskuze

DHT v pribéhu Zivota

Nékteri autofi vyslovili doménku, Ze testosteron je kompetitivnim hormonem pfi obsazovani
vazebnych mist  androgennich receptor( mnohem silnéjsim androgenem
dihydrotestosteronem a tedy jistym ochrannym faktorem proti plisobeni DHT zejména na
prostatu a kozni adnexa. Vzhledem k tomu, Ze bézny vyskyt benigni hyperplasie a karcinomu
prostaty nebo androgenni alopecie je spojen aZ s dosazenim stfedniho véku, byla vyslovena i

domnénka, Ze zde hraje roli vékoveé zavisld zména v poméru hladin obou androgend.

U rlznych druhd savcl se zmény poméru DHT/testosteron v c¢ase velmi lisi. U danka
skvrnitého (Rolf, Fischer, 1990) vykazuji béhem roc¢niho cyklu individudlni profily T a DHT
protichidné vztahy, u makak( (Macaca fascicularis) hodnoty testosteronu plynule narustaji,
dospélych hodnot dosahuji ve véku 5 — 6 let, zatimco hladiny DHT maji tendenci se ustdlit od
4 - 5 let véku (Meusy-Desolle, Dang, 1985). U potkan( jsou hladiny testosteronu nizké (nizsi
nez 1 ng/ml) do 42.dne Zivota; dospélych hladin (3 — ng/ml) je dosazeno v 62.den Zivota a s
narUstajicim vékem hladiny testosteronu postupné klesaji. Hladiny 5a-dihydrotestosteronu
(DHT) se od prepubertalniho véku do pokrocilého véku vyrazné neméni (90 — 160 pg/ml)
(Saksena, Lau, 1979). Sérovy DHT u slonl odrazi hladiny testosteronu, kromé prudkého
zvySeni testosteronu u samcu slona indického béhem fije, jeZ neni provazeno soubéinym

zvySenim hladin DHT (Rasmusen et al., 1984).

Na rozdil od dobfe znamého poklesu koncentraci testosteronu béhem Zivota muze jsou data
tykajici se zavislosti véku na hladinach dihydrotestosteronu nejasnd. Néktefi autofi uvadéji
pokles hladin DHT ( Drafta et al., 1982, Ghanadian, Puah, 1981, Housti et al., 1975), ale dalsi
nezjistili Zadné signifikantni zmény u starSich muz( (Gray et al.,, 1991, Maier, 2001, Pirke,
Doerr, 1975). Longitudinalni vysledky z Massachusettské studie starnuti muzd ukazaly u
starSich muz( vzrUstajici hladiny DHT (Feldman et al., 2002). Tento jev by mohl souviset
svyraznou zménou poméru DHT/testosteron ve stafi. Nase vysledky ziskané
z reprezentativni analyzy skupiny stfedoevropské populace ukazuji prevainé konstantni

pomér DHT/testosteron.
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Vliv testosteronu a DHT na télesné sloZeni a metabolické parametry

Vyssi incidence kardiovaskuldrnich onemocnéni u muzli nez u Zen v reprodukénim véku
nejprve vedla k predpokladu, Ze je testosteron rizikovym faktorem pro kardiovaskularni
onemocnéni. To vSak dosud nebylo prokdzdno. Naproti tomu jsou nizké (v nékterych
pripadech vysoké) hladiny testosteronu spojeny s visceralni obezitou, metabolickym
syndromem, diabetem mellitem a kardiovaskuldarnimi onemocnénimi. Suplementace
testosteronu nepfinesla uniformni vysledky (Blouin et al., 2008). Tak zvané fyziologické okno
pro testosteron bylo popsano jak pro pripady, kdy méla nizsi hladina T negativni vliv na
sloZeni téla a kardiovaskuldrni riziko, tak pro pfipady s vys$si hladinou T. Nicméné obecné je
pfijimana spojitost nizké sérové hladiny testosteronu se zvySenou adipozitou, nezadoucim
metabolickym rizikovym profilem, aterosklerézou a kardiovaskularnim rizikem (Page et al.,
2005, Basaria et al., 2010, Ohlsson et al., 2011), jez mohou byt u hypotestosteronemickych
muzl pouze ¢astecné korigovany pomoci exogenniho testosteronu. Tento poznatek byl
potvrzen také nynéjsi studii, PospiSilova et al. 2012, v niz byla zjisténa pozitivni korelace
obou androgent, T a DHT, s kostni hmotou, svalovinou, HDL-cholesterolem, a negativni
korelace s antropometrickymi parametry obezity, LDL-cholesterolu, celkového cholesterolu,
triglyceridd, glykémie nalacno, inzulinu a C-peptidu. To plati za normalnich fyziologickych

podminek bez jakéhokoli zasahu do pfirozenych hladin testosteronu a dihydrotestosteronu.

Na vliv DHT na rizikové faktory pro kardiovaskularni onemocnéni bylo zaméreno nékolik
experimentalnich modeld. Studie na zvifetech ukazuji na ucinek hladiny DHT na redukci
kardiovaskularniho rizika (Li et al, 2007, Qiu, et al., 2010). Experimenty s bunéénymi liniemi
poskytly doklad ucinku vysoké hladiny DHT ve smyslu inhibice rastu bunék hladké svaloviny
cév v bunécné kulture; tato inhibice je zavisld na davce (Somjen et al.,, 2009). Exogenni
dodani DHT do lidské bunécné kultury makrofagll je proaterogenni (Ng et al., 2003).
Nicméné davka DHT pouzivana ve studiich byla desetkrat vyssi nez fyziologické hladiny DHT v

krevni plazmé muzd, coZ potvrzuje negativni, na davce zavisly uc¢inek vysokych hladin DHT.

Yanes et al., 2009 sledovali U¢inek DHT na tvorbu aldosteronu v bunééné kulture a dokazali,
Ze se mohou suprafyziologické hladiny androgen( podilet na rozvoji kardiovaskularnich

onemochéni.
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Uginek DHT na tukovou tkan byl zkouman na nékolika zvifecich modelech. Dvé rozsahlé
genetické analyzy tukové tkané u gonadektomovanych mysi po substituci DHT prokazaly, Ze
nékolik gend pro glykolyzu a lipogenezi je regulovano pomoci DHT (Bolduc et al., 2007,

Bolduc et al., 2004).

Vysledky vyzkumu skupiny Bolducovy (Bolduc et al., 2007) naznacuji, Ze chronickd lécba
androgeny mulzZe pomoci zlepsit metabolicky profil diky regulaci rlznych kritickych
biochemickych drah podilejicich se na fyziologii tukové tkané. Kromé toho bylo po 21 denni
|écbé pomoci DHT up-regulovdano nékolik genll spojenych se zdravéjSim metabolickym
profilem, jako je adiponektin a antigen CD36. Studie na mysich (Movérare-Skrtic et al., 2006)
ukazaly, Ze 1écba DHT vedla k obezité spojené s omezenym vydejem energie a oxidace tukda.
Naproti tomu vSak DHT nemél vliv na konzumaci potravy a motorickou aktivitu. Lécba DHT
dale méla za nasledek zvyseni hladin HDL-cholesterolu a triglycerid(i spojené s vyznamnym

poklesem genové exprese 7alfa-hydroxylazy, indikujici snizenou tvorbu Zluovych kyselin.

Jak testosteron, tak DHT blokuji transformaci pluripotentnich bunék na tukové burky (Singh

et al., 2003).

Nékteré studie prokdzaly rozdilny metabolismus DHT v tukové tkdni u obéznich a Stihlych
pacient(. Byly zjistény rozdily v hladindch DHT a metabolismu viscerdIniho tuku u obéznich
muzd. U obéznich muzi byly vyssi hladiny DHT ve visceralnim tuku neZ v podkoZnim tuku
(Bélanger et al., 2006). Ve srovndni se Stihlymi muzi byla u obéznich muzi pozorovana vétsi
degradace DHT v omentalnim tuku (Blouin et al., 2006). Metabolit DHT androstan-3a,17B-
diol-17-glukuronid je metabolit, ktery koreluje pozitivné nejen s mnozstvim tuku, ale také s
centralni distribuci tuku, intrahepatalnim tukem, rizikovym typem lipidového spektra a
inzulinovou rezistenci (Vandenput et al., 2007). V nasi studii jsme neprokazali rozdilny vliv

mezi DHT a jeho metabolity na télesné slozeni.

Nékteré hypotézy predpokladaji, Ze zména poméru androgenl ve prospéch DHT se muze
objevit spolu s ucinkem na rozvoj obezity. V nasi studii Starka et al. 2009 jsme sledovali
pomér DHT/T u stihlych a obéznich muzd. Tento pomér byl konstantni. Oba androgeny maiji
ten samy ucinek jak u Stihlych, tak u obéznich muzi. Nebyla detekovdna Zadna zména

poméru DHT/T.
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Ve druhé &asti studie nebyly zjistény zadné klicové rozdily mezi vztahem testosteronu a
dihydrotestosteronu ve vztahu ke sloZeni téla a antropometrickym udajam, lipidovému
spektru a regulaci parametr glukdzy. Pfesto je mozné, Ze za upravenych podminek bud
s blokovanou tvorbou DHT, nebo pfi podavani testosteronu muize byt pozorovan specificky

ucinek na tvorbu tuku nebo lokalizaci tukovych depozit.

Srovnani hormonalnich hladin s antropometrickymi udaji v nasi studii neprokazalo zadné
rozdily v u¢inku aromatizovatelnych a nearomatizovatelnych steroidd. Oba druhy steroidd
spolu Uzce vzajemné koreluji ve vztahu k antropometrickym charakteristikdm, takze mizeme
vzit v Uvahu mozZnost zastoupeni jednoho typu za druhy v ramci Ucinku na slozeni téla. To
znamena, Ze fyziologické hladiny DHT jsou ekvivalentni hladindm testosteronu v Ucincich na
sloZeni téla a oba tyto steroidni hormony se mohou zastupovat. To nicméné neplati pro dalsi
ucinky téchto dvou steroid(, jako je jejich uloha v intrauterinnim vyvoji a jejich vliv na kozni
adnexa, nebo pro situaci, kdy jsou hladiny testosteronu nebo dihydrotestosteronu ovlivnény

podavanim hormonu a jejich modulatord.

Testosteron ma priznivé Ucinky na sloZeni téla a kontrolu glykémie u hypogonadalnich muzd.
Randomizované studie prinaseji silné dikazy, Ze terapie testosteronem ovliviiuje sloZeni téla
z metabolického hlediska, ale zmény jsou nevelké a nejsou konzistentné prevadény do
inzulinové rezistence a zlepSeni metabolismu glukdzy (Blouin et al., 2008, Grossmann, 2011,
Dandona et Dhindsa, 2011). Byly zaznamenany pokusy zavést v praxi substituci
hypogonadismu pomoci transdermalni |écby dihydrotestosteronem (Ly et al., 2001, Kunelius
et al, 2002, Roth et Page, 2011), coZz nalezlo uplatnéni také jako zneuZiti v podobé
anabolického dopingu (Fabregat et al., 2011). Nicméné ve svétle soucasnych vysledki se zd3,
Ze ve srovnani stestosteronem nepfinasi dihydrotestosteron Zadné vyhody, pokud jde o
pfiznivé ucinky na metabolické parametry a sloZeni téla, jsou-li udrzovany fyziologické

hladiny androgend.

Zmény steroidogeneze u obéznich

Ze ziskanych udajla v posledni ¢asti studie mUZzeme odvodit, Ze biosyntéza testosteronu u
muzld s nadvahou a u obéznich muzl je inhibovana jiz v okamzZiku Stépeni postrannich

fetézcl C21 steroidnich hormon( a ddle poklesem aktivity redukujici 17B-hydroxysteroid-
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dehydrogendzy (HSD17B). V popredi zajmu je zménény pomér DHEAS k DHEA, coz muzZe byt
disledek poklesu sulfatazy nebo vzestupu sulfotransferazy nebo zvysené sekrece DHEAS

z nadledvin (Duskova et al., 2013).

Ve vztahu ke steroidni 5a-reduktdze (SRD5A1) a 3B-hydroxysteroid-dehydrogenaze (HSD3B2)

nebyly v souvislosti s naristem BMI pozorovany zadné zmény.

Uvedena zjisténi se shoduji s in vitro studiemi metabolismu testosteronu v tukové tkani
v rliznych lokalizacich. Ve studii intra-adipézniho metabolismu pohlavnich hormond (Wake
et al., 2007), byla generalizovana obezita (BMI) spojena s narstem hladin aromatazy mRNA
a 5a-reduktaza typu 1 nepredikovala mnozZstvi nebo distribuci tuku. To podporuje hypotézu,
podle niz je intra-adipdzni metabolismus pohlavnich hormon(i determinantem Zenského

nebo muzského vzoru distribuce télesného tuku.

Modifikovand draha metabolismu androgend ovliviiuje tukovou tkan, jelikoz androgeny
moduluji funkci adipocytl a ovliviuji velikost kompartment( tukové tkané u clovéka.
Napfiklad enzymy aldo-keto reduktdzy 1C (AKR1C), zejména AKR1C2 a AKR1C3 mohou byt
cestou lokalni syntézy a inaktivace androgen( zapojeny do jemné regulace dostupnosti
androgen(l v tukové tkdani (Blouin et al., 2009). V abdomindlnich preadipocytech je 178-
hydroxysteroid- dehydrogendza typu 3 exprimovana spolec¢né s aromatazou (Corbould et al.,

2002).

Lze predpokladat, Ze u muzl klesa se stoupajicim body mass indexem tvorba Cyq steroidnich
hormon z jejich C,; prekurzorl a sniZzena aktivita 17B-hydroxysteroid-dehydrogenazy dale
omezuje tvorbu testosteronu a dihydrotestosteronu. Naproti tomu soustava pohlavnich

steroidnich hormon( ovliviiuje ukladani tuku a jeho lokalizaci.
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Zaver

Pomér fDHT/fT byl v pribéhu Zivota dospélych muzl konstantni, Zadny evidentni
zvrat v poméru obou hormon( jsme po puberté nenalezli

Pfed pubertou je dominantnim androgenem spiSe DHT nez T

Zjistili jsme negativni korelaci DHT a T a hmotnosti, koZznimi fasami, obvodem pasu,
bokli, pomérem pasu a bokd, celkovym cholesterolem, LDL cholesterolem a

triglyceridy

Nalezli jsme positivni korelaci mezi mnozstvim svalstva, hladinou HDL cholesterolua T

i DHT

Ucinky testosteronu a dihydrotestosteronu na antropometrickd data, kontrolu

glukdzy a lipidové spektrum jsou kvalitativné stejné

Neprokazali jsme tedy rozdil v uCinku aromatizovatelnych a nearomatizovatelnych

androgen( na télesné sloZeni a metabolické parametry
Neprokazali jsme rozdil v u€inku mezi DHT a jeho metabolity na télesné slozeni

Nalezli jsme u muzl pokles tvorby Cyg steroidnich hormon( z jejich Cy; prekurzor( se

stoupajicim BMI

Nalezli jsme snizenou aktivitu 17B-hydroxysteroid-dehydrogenazy, ktera dale

omezuje tvorbu testosteronu a dihydrotestosteronu
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X. Shrnuti zavérl prace

Nase vysledky pfinesly komplexni pohled na androgeny ve vztahu k véku, télesnému sloZeni,
metabolickym parametrim. Oba hlavni androgeny maiji v téchto oblastech stejné ucinky,
neni rozdil mezi aromatizovatelnymi a nearomatizovatelnymi androgeny. U obéznich muzu

se na poklesu C19 steroidnich hormon podili také sniZeni jejich tvorby z C21 prekurzord.
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