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Anotace

Problémy muZzského reprodukéniho zdravi, zahrnujici napf. neplodnost a vzrastajici vyskyt
testikuldrnich nadort, jsou v soucasné spole¢nosti zavaznym tématem spojenym s nartistajicim
mnozstvim chemickych latek kolem nas. Mé prace se zaméfuje na potencialni negativni vliv téchto
latek na muzské reprodukcni zdravi, zejména na hodnoceni reprotoxicity perfluorovanych latek
(PFAS). V teoretické ¢asti poskytuji piehled problematiky muzského reprodukéniho zdravi a zapojeni
in vitro pfistupt a modelt. Cilem bylo nejen piedstavit oblast hodnoceni reprotoxicity latek a jejich
vliv na muzsky reprodukéni systém, ale také zkoumat alternativy k tradi¢nim testiim na zvitatech
a aktivné prispivat k jejich zdokonaleni. V praktické ¢asti jsem proto vyuzila in vitro trojrozmérny
model Leydigovych TM3 bunc¢k k hodnoceni reprodukéni toxicity vybranych smési PFAS
prostfednictvim obrazové analyzy. Na zavér bylo navrzeno feseni, které by mohlo vyznamné zlepsit
proces hodnoceni bezpecnosti latek, zejména s ohledem na jejich potencidlné reprotoxické ucinky.

Klicova slova

Endokrinni disruptory; in vitro modely; muzské reprodukéni zdravi; perfluorované latky; reprodukéni
toxicita



Annotation

Male reproductive health concerns, encompassing issues such as infertility and the escalating
occurrence of testicular tumors, are a serious topic in modern society. These issues are closely linked
to the rising prevalence of chemicals in our environment. My research focuses on investigating the
potential adverse impact of these substances on male reproductive health, with a specific focus on
evaluating the reproductive toxicity of perfluorinated substances (PFAS). In the theoretical part of
my work, | present an overview of challenges surrounding male reproductive health and the
utilization of in vitro approaches and models. Beyond introducing the field of reprotoxicity
evaluation, my goal is to explore alternatives to traditional animal testing and actively contribute to
their improvement. In the practical phase of my study, I utilized an in vitro three-dimensional model
of Leydig TM3 cells to assess the reproductive toxicity of selected real-life PFAS mixtures through
detailed image-based analysis. The results led to a proposed solution that holds the potential to
enhance the safety evaluation process for substances, particularly in relation to their potential
reprotoxic effects. In conclusion, my research aims to illuminate the intricate relationship between
environmental chemicals and male reproductive health. Simultaneously, it advocates for improved
methodologies that prioritize individual well-being and contribute to the refinement of safety
assessment practices.

Keywords

Endocrine disruptors; in vitro models; male reproductive health; perfluorinated substances;
reproductive toxicity
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Seznam zkratek

15P-1 — linie mysSich Sertoliho bun¢k

2D — dvourozmérné prostiedi

3D — trojrozmérné prostiedi

3R — 3R koncept: ,,Replacement” — nahrazeni, ,,Reduction — sniZeni a ,,Refinement” — zlepSeni
3aHSD — 3a-hydroxysteroid dehydrogenaza

ACR — protein pro regulaci aktivity cytoskeletu

ALCs — dospélé Leydigovy bunky

ATCC — ,,The American Type Culture Collection*

BMI — index télesné hmotnosti

BPA — bisfenol A

BTB — hematotestikularni bariéra

C8 — zdravotni projekt ,, The C8 Health Project™

CAMP — cyklicky adenosinmonofosfat

CSTEE — Védecky vybor pro toxicitu, ekotoxicitu a zivotni prostiedi EU
DAZL — protein ,,deletovano v azoospermii‘ (,,deleted in azoospermia®)
DDT - 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

DHH — protein ,,desert hedgehog protein*

DMEM/F12 — Dulbeccovo a Eaglovo modifikované médium a Hamovo F-12 médium (,,Dulbecco’s
Modified Eagle Medium and Ham's F-12 Medium®)

DMSO - dimethylsulfoxid
EDCs — endokrinni disruptory
EDS — ethandimethansulfonat
EU — Evropska unie

FLCs — fetalni Leydigovy bunky



FSH — folikulostimula¢ni hormon

FSHR — receptor pro folikulostimula¢ni hormon, marker funk¢énich Sertoliho bun¢k
GC-1 spg — linie mysich diferencovanych spermatogonii typu B

GnHR — hormon uvolilyjici gonadotropin

GPF — zeleny fluorescencni protein

hCG — lidsky choriovy gonadotropin produkovany placentou

HSD3B1 — 3beta-hydroxysteroid dehydrogenaza/delta-deltaizomeraza typu I nebo hydroxy-delta-5-
steroid dehydrogendza, 3 beta- a steroidni delta-izomeraza 1

ILCs — nezralé Leydigovy buiiky

JECS — japonsky projekt ,,The Japan Environment and Children‘s Study*
LCs — Leydigovy bunky

LH — luteiniza¢ni hormon

LHCGR — receptor pro luteiniza¢ni hormon a lidsky choriovy gonadotropin
LHR — receptor pro luteiniza¢ni hormon

MAZ10 — linie mySich Leydigovych bunék

miR-140-3p/5p — microRNA miR-140-3p/5p

MLTC-1 — linie mySich Leydigovych bun¢k

MRHI — Iniciativa muzského reprodukéniho zdravi

NC — negativni kontrola

NLCs — neonatalni Leydigovy bunky

PKA — proteinkinaza A

PBDE — polybromované difenylethery

PBR — periferni benzodiazepinovy receptor

PBS — Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

PC — pozitivni kontrola

PDGFRa — riistovy faktor o odvozeny od trombocytil
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PFAS — poly- a perfluoroalkylované slou¢eniny

PFDA — kys. perfluorodekanova

PFHPA — kys. perfluoroheptanova

PFHXS — kys. perfluorhexansulfonova

PFNA — kys. perfluornonanova

PFOA — kyselina perfluorooktanova

PFOS — perfluorooktansulfonat

PFUNDA — kys. perfluoroundekanova

PLCs — progenitorové Leydigovy buiky

PRML1 — protein protamin 1

RCF — relativni centrifugacni sila (,,Relative Centrifugal Force*)
REACH — registrace, evaluace a autorizace chemickych latek
ROS — reaktivni druhy kysliku

SB431542 — (,,potent inhibitor of activin receptor-like kinase*)
SC — stimulaéni kontrola

SLCs — kmenové Leydigovy bunky

SSCs — spermatogonialni kmenové buiiky

StAR — steroidogenni akutni regulaéni protein

TCDD - 2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin

TM3 — linie mysich Leydigovych bunck

TM4 — linie mySich Sertoliho bunék

WT1 — protein Wilmsova tumoru 1
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UVOD

V soucasné dobé se setkavame s fadou piipadi, kdy jsou u muzi diagnostikovany rtzné poruchy
jejich reprodukéniho systému, coZ pro né znamena zasadni zménu v bézném zivote. Tyto poruchy se
Casto projevuji neschopnosti reprodukce, vyskytem malformaci muzskych pohlavnich organt
a bohuzel i1 zvySenou pravdépodobnosti vzniku nddord. Tyto neblahé skute¢nosti mohou souviset
s nezdravym zivotnim stylem jednotlivce nebo s ¢astym vystavenim se chemickym latkam.

Rada téchto latek, s jejichz vlastnostmi a rozsifenim souvisi mnoho zdravotnich problémd,
predstavuje velké riziko. Abychom mohli posoudit, zda maji tyto latky skute¢né negativni dopad na
clovéka, potiebujeme hodnotit jejich (ne)bezpecnost. Dlouhou dobu byla pro tyto ucely vyuzivana
zvifata, coz vSak pfinaselo fadu komplikaci. Diky stéle se rozvijejicim modernim technologiim byly
predstaveny nové modely, metody a pristupy, které by mohly testovani na zvifatech nahradit. Inovace
ve form¢ trojrozmérnych (3D) tkanovych a bunéénych modeld jsou schopny napodobit funkci
a stavbu organu i jejich systému, a to véetné muzské reprodukeni soustavy. Avsak tyto alternativy
jsou stale na zacatku svého vyvoje, a pro dosazeni dokonalosti je nezbytné iniciovat rozsahlejsi
a detailnéjsi vyzkumy.

V ramci své prace jsem se snazila pfispet k dalSimu ovéfeni kvality t€chto modelil a zdroven jsem se
pokousela zjistit co nejvice o feSeni, diky kterému by zvifata nemusela trpét pfi hodnoceni
(ne)bezpecnosti chemickych latek a jejich smési kolem nés. S ohledem na vSechny tyto faktory a na
dosavadni znalosti jsem v teoretické ¢asti své prace nastinila okruh hodnoceni reprodukéni toxicity
latek a mozné vyuziti alternativnich testikularnich modelt. V praktické ¢asti jsem tyto informace
aplikovala na konkrétnim 3D modelu, ktery se sklada ze samcich Leydigovych bunék, a zhodnotila

reprotoxicitu né€kolika vybranych redlnych smési latek, se kterymi se dennodenné setkavame.
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CILE PRACE

Ve své praci jsem si vymezila nasledujici cile:

1) Predstavit problematiku hodnoceni reprotoxicity latek a jejich vlivu na muzské reprodukéni
zdravi se zaméfenim na alternativni modely a metody oproti tradicnim piistupim vyuzivajicim
zvirata

2) Prispét ke zdokonaleni testikularniho in vitro modelu zalozeného na Leydigovych bunkach,
ktery by mohl byt vyuzit k lepSimu hodnoceni muzské reprotoxicity latek

3) Vyuzit tento in vitro testikularni model k hodnoceni muzské reprotoxicity realnych smési
perfluorovanych latek identifikovanych v seminalni plazmé hasict

4) Navrhnout i‘eSeni, jak vylepSit hodnoceni bezpe¢nosti latek a jejich smési s ohledem na jejich
ucinky na muzské reprodukéni zdravi na zékladé vysledki z teoretické a praktické ¢asti mé prace

12



PODIL AUTORKY NA PRACI

Pii praci v laboratofi jsem se aktivné podilela na provadéni vétSiny experimentil, véetné pasazovani bunck,
vytvafeni mikrogelt 3D Petri Dish®, zakladani experimentd, vymény médii, fotodokumentace
a stanovovani Zivotaschopnosti bun¢k. Pokud se jednalo o manipulaci se $kodlivymi chemickymi
latkami, jako jsou napt. perfluorované latky PFAS, se kterymi jsem z bezpecnostnich divodi sama
nemohla pracovat, tak jsem alespon piihlizela.

Vyznamnou ¢ast mé prace tvorila analyza obrazu a nasledné zpracovani téchto dat, coz jsem Uspésné
zvladala samostatné s pfimou podporou od konzultantek. Pribézné jsem aktivn€ vyhodnocovala vysledky
a prezentovala je konzultantkam, coZ mi umoznilo ziskat cenné zpétné vazby a vylepsit analyzu dat
a tvorbu obrazki v praktické ¢asti experimentd.

Béhem celé SOC jsem se pravidelng potkavala s konzultantkami ohledn& celkové struktury a obsahu mé
prace, jedna se ale o mé vlastni dilo.
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TEORETICKA CAST

1 MUZSKE REPRODUKCNI ZDRAVI

Muzskym reprodukénim zdravim rozumime spravnou funkci pohlavnich organt, tvorbu spermii
a hormonti. Precizné kontrolovana hormonalni funkce hraje klicovou roli v prenatalnim vyvoji véetné
zrani mozku, regulaci ristu, starnuti, muzském sexualnim dospivani, plodnosti a vyvoji sekundarnich
pohlavnich znakti. V prenatalnim obdobi je dité vysoce citlivé na piisobeni okolnich faktori a jeho
vyvoj zavisi pravé na hormondlni aktivité. Hormonalni teorie sexuality tvrdi, Ze plisobeni hormoni
hraje dulezitou roli nejen pii diferenciaci pohlavi plodu, ale také ovliviiuje sexualni orientaci, ktera
se pozdéji u jedince rozviji (Garcia-Falgueras a Swaab 2010; Sychrova et al. 2022).

Pokud dojde k naruseni hormonalni hladiny v pribéhu Zzivota jedince, mize se s tim pojit fada
problému a rizik. Mezi nejbéznéjsi patii vrozené vady muzského pohlavniho ustroji, rakovina varlat
¢i infertilita. Tato onemocnéni a dysfunkce jsou vzajemné propojeny a mohou se projevovat
v ruznych féazich zivota Cloveka, pficemz vedou k dal§im negativnim dasledkim pro muzské
reprodukéni zdravi. Je tedy klicové porozumét témto souvislostem a hledat efektivni zplsoby
prevence a lécby, aby bylo mozné zachovat optimalni funkci muzské reprodukcni soustavy
(Skakkeback et al. 2016; Sychrova et al. 2022; Adachi et al. 2019; Garcia-Falgueras a Swaab 2010).

1.1 Momentalni situace

V posledni dob¢é se ocitdme v globalni krizi muzského reprodukéniho zdravi, ktera je zplisobena
mnoha faktory, jako jsou genetické a epigenetické predispozice, zivotni styl, Zivotosprava nebo
kvalita zivotniho prostiedi. Tento problém je pozorovan po celém svéte a projevuje se zejména stale
se snizujicim poctem a kvalitou spermii, nartstajicim vyskytem vrozenych abnormalit muzského
reprodukéniho systému a zvySujici se incidenci naddori muzského reprodukcniho systému. Mezi
nejcastéjSi onemocnéni patii kryptorchismus, nddory varlat a opozdény nebo piedcasny nastup
puberty (De Jonge a Barratt 2019).

Kryptorchismus patii mezi nejcastéjsi vrozené vady muzského reprodukéniho systému. V normalnich
piipadech varlata sestupuji do Sourku uz pied narozenim. Kdyz vSak jedno nebo ob¢ varlata
nesestoupi, hovofime o kryptorchismu. VétSina ptipadl této poruchy miize byt UspéSné feSena
operativnim zdkrokem po narozeni ditéte, ¢imZ se vyrazné sniZuje riziko vzniku nadoru varlat
I ohrozeni neplodnosti (Skakkebaek et al. 2016; Minhas et al. 2021).

Hypospadie ptedstavuje dalsi ¢astou vrozenou vadu muzského reprodukéniho systému, manifestujici
se roz§tépem mocové trubice na spodni stran¢ penisu. Zavaznost hypospadie je dand umisténim
rozstépu, které ovlivituje volbu optimalniho feSeni, podobn¢ jako u kryptorchismu — a to chirurgicky
zakrok (Skakkebaek et al. 2016).

Kryptorchismus a hypospadie jsou typicky povazovany za vrozené poruchy, jez se projevuji v obdobi
po narozeni. Naopak rakovina varlat a vznik zhoubnych nddorti byvaji identifikovany v prabéhu
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puberty, dosp€losti i béhem starnuti. Rizikové faktory spojené s timto onemocnénim jsou piedev§im
genetické a environmentalni. Terapie téchto nadorovych onemocnéni Casto zahrnuje chirurgické
zakroky, chemoterapii nebo radioterapii (Skakkebaek et al. 2016; Minhas et al. 2021).

Stale vice lidi se potyka s problémy spojenymi s neplodnosti. Muzsky faktor neplodnosti je
zodpovédny za pramérné 40—50 % téchto piipadii. Casto jsou s neplodnosti spojeny i dalsi zdravotni
problémy, jako je cukrovka, poruchy metabolismu nebo kardiovaskularni onemocnéni. Se zdravim
muze je spojeno 1 zdravi jeho partnerky, jejich déti a dalsi generace potomkii. Situaci zhorSuje
skutecnost, ze vétSina muzii neklade dostatek dirazu na pravidelné zdravotni kontroly a odbornou
pomoc vyhledava pouze v akutnich situacich (De Jonge a Barratt 2019).

V réamci japonského projektu a kohorty JECS (,,The Japan Environment and Children‘s Study*) byl
proveden vyzkum tykajici se sekundarniho poméru pohlavi. Byla zjisténa souvislost mezi
vystavovanim otcli chemickym latkdm na jejich pracovisti a pohlavim jejich narozenych déti. Otclim,
ktefi byli v pravidelném kontaktu s insekticidy, se rodilo méné chlapcti nez dévcat (Adachi et al.
2019).

Je klicové, aby se problémy tykajici se zhorSujiciho muzského reprodukéniho zdravi dostaly do
povédomi lidi a aby se podnikly kroky k jejich feSeni. Bez zasahu ¢lovéka budou muzi Celit stale
Cast€j$im chronickym onemocnénim a nevédomky pieddvat pozménéné geny dal$im generacim, ¢imz
se tyto problémy budou stdle opakovat. Existuji globalni organizace, jako je napf. Iniciativa
muzského reprodukéniho zdravi (MRHI — ,,The Male Reproductive Health Initiative®), které se touto
problematikou zabyvaji a snazi se informovat spolecnost i muze o dilezitosti ochrany jejich zdravi
(De Jonge a Barratt 2019). Moje prace bude aspoit malym stiipkem do této velké mozaiky.

1.2 Muzsky reproduké¢ni systém

Muzsky reprodukéni systém se skladd z wvnitinich struktur, mezi néz patii varlata, nadvarlata,
chamovody a prostata, a z vngSich struktur — Sourku a pyje. Funkce a stavba vSech téchto
komponenttt muzského reprodukéniho systému muize byt naruSena, coz muze nakonec ovlivnit
kvalitu muzského reprodukéniho zdravi. Protoze prakticka ¢ast mé prace je zaméfena na experimenty
s testikuldrnimi buiikami, proto se zde budu vénovat zejména varlatim.

Varlata jsou dobie prokrvena a protkana kanalky, znamymi jako semenotvorné kanalky (Obrazek 1),
jez podporuji tvorbu a vyvoj spermii (Obrazek 1a). Dale varlata produkuji dilezité pohlavni hormony
pro muzsky vyvoj, zejména tzv. androgeny. Hlavnim muzskym pohlavnim hormonem je testosteron,
ktery je v saméim téle vytvafen, spolu s dal§imi pohlavnimi hormony, hlavné ve varlatech
Leydigovymi buiikami (Obrazek 1b). Dal§imi dilezitymi buiikami jsou podptrné Sertoliho buiiky,
které pravé spolu s vyvijejicimi se spermiemi tvoti semenotvorné kanalky (Obrazek 1b). Ulohou
Sertoliho bun¢k je podporovat spermatogenezi (Obrazek 1a), tzn. vyvoj zarode¢nych bunék smérem
ke zdravym a pocetnym spermiim (Gurung et al. 2023).
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Obrizek 1: Rez semenotvornym kanalkem: A) Znizornéni pribéhu spermatogeneze a vyvoje saméich gamet; B)
Pficny fez semenotvornym kanalkem ukazujici hlavni testikularni typy buné€k, somatické Leydigovy a Sertoliho buiky
a vyvijejici se gamety (Betts et al. 2022).

Spermatogeneze zacind v obdobi pohlavniho dospivani a pfetrvava n€kdy az do vysokého véku.
Nastup puberty a produkce spermii i jeji ukonéeni je vysoce individualni a zalezi na mnoha
okolnostech (Jelinek a Zichacek 2007, s. 291-292, 324). Spermatogeneze probiha v semenotvornych
(semennych) kanalcich vyplilujicich varlata (Obrazek 1) a ma tii faze: rozmnoZovaci, ristovou a fazi
zrani. Na pocatku vyvoje spermii jsou spermatogonie, coZ jsou sam¢i prapohlavni buiiky, které se
mitoticky d¢€li a stale se obnovuji a také se méni na primérni spermatocyty (spermatocyty . fadu).
Primarni spermatocyty se déli meioticky (I. redukéni déleni) a z kazdého priméarniho spermatocytu
vznikaji dva sekundarni spermatocyty (spermatocyty II. fadu). Sekundarni spermatocyty maji stale
zdvojené chromatidy, proto zdhy dochéazi k druhému meiotickému de€leni (II. redukéni déleni), jehoz
produktem jsou spermatidy. Spermatidy se jiz dale nedéli a prochazi procesem spermiogeneze, tzn.
vyvijeji se ve spermie. Takto vzniklé spermie se piesouvaji skrz kanalky do nadvarlat. V nadvarlatech
spermie dozravaji a ziskavaji bi¢ik, pomoci kterého se mohou pohybovat (Benesova et al. 2003, s.
106, 175).

Béhem ejakulace se pln€ vyvinuté spermie pohybuji z nadvarlat do chdmovodu diky stahtim hladkého
svalstva. Chamovod je parova svalnata trubice, kterd je pevné uchycend uvnitt Sourku pomoci
pojivovych tkani, nervli a cév. Z nadvarlete prochazi ptes panevni dutinu az k tfiselnému kanalu,
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a nakonec dosdhne mocového méchyte, kde se rozsiii do tzv. ampule. Spermie, které sem dorazi, se
smisi s hlenovitym sekretem z piidruzenych méchyikovitych Zlaz a nasledné se sekretem prostaty.
Timto procesem vznika tekutina zvana ejakulat, kterd postupuje dale do mocové trubice uvniti penisu,
a nakonec je vypuzena ven (Betts et al. 2022).

1.2.1 Leydigovy buiiky

Jelikoz v praktické ¢asti vyuzivam Leydigovy buiiky, zaméfim se v této kapitole na né. V posledni
dob¢ ziskava stale vétsi pozornost vyzkum Leydigovych bunék (Obrazek 2), které jsou klicovymi
aktéry v procesu tvorby testosteronu, hlavniho sam¢iho pohlavniho hormonu, a zaroven zajist'uji
spravny hormonélni vyvoj jedince. Tyto intersticidlni buiikky se nachazeji mezi semenotvornymi
kanalky uvnitt varlat (Aladamat a Tadi 2023). Prvni zminka o Leydigovych bunikach saha az do roku
1850, kdy byla jejich pritomnost ve varlatech zvifat popsana anatomem Franzem von Leydigem, po
némz ziskaly 1 jméno. Mezi jejich charakteristické rysy patii vyrazn€¢ vyvinuté hladké
endoplazmatické retikulum, vysoky pocet mitochondrii a tukovych kapének a tzv. Reinkeho
(eozinofilni) krystaly (Shima 2019).

Leydigovy buiky se dé€li do dvou hlavnich linii — fetalni (FLCs) (Obrazek 2a) a dospélé (ALCs)
(Obrazek 2b). U lidi byla jesté identifikovana populace tzv. neonatalnich Leydigovych bunék, ale
neni zatim moc prozkoumana. Existuje mnoho hypotéz tykajicich se spole¢ného nebo odlisného
puvodu FLCs a ALCs, avSak predpoklada se, Ze u lidi se ob¢ linie vyviji nezavisle na sobé. Béhem
procesu dospivani se postupné FLCs vytraci a davaji prostor ALCs (Chen et al. 2009; Landreh 2014;
Shima 2019).

FLCs (Obrazky 2a a 3) plni zasadni funkci, a to produkci pohlavnich hormont, zejména androgentl,
které stoji za sexudlni diferenciaci a maskulinizaci jedince. Tyto bunky se zacinaji vyskytovat uz pti
embryondlnim vyvoji. Podle né€kolika hypotéz pochazeji z tzv. progenitorového fondu (,,progenitor
pool ), ktery tvoii progenitorové bunky. Ty pak postupné prochdzeji diferenciaci, dale rostou
a nasledné¢ za pomoci nékolika faktorti dospivaji do podoby zralych FLCs. Faktory, které témto
procesim napomahaji, jsou proteiny (jako DHH — ,Desert hedgehog protein®), mitogeny (jako
PDGFRa — ristovy faktor A odvozeny od trombocytil), transkripéni faktory (jako WT1 — protein
Wilmsova tumoru 1) a také microRNA (jako miR-140-3p/5p), které jsou produkovany Sertoliho
bunkami (Svechnikov et al. 2010Db).

Ve spolupraci se Sertoliho buiikami jsou FLCs schopny tvofit vysledny testosteron. Béhem
prenatalniho vyvoje dosahuje vrchol tvorby testosteronu u lidskych plodi muzského pohlavi v 8.
mesici (Obrazek 3b), zatimco u potkana kolem 17. az 18. dne (Obrazek 3a). Po této dobé FLCs
postupné zanikaji a pfestavaji se podilet na tvorbé testosteronu. Tuto roli postupné ptebiraji ALCs.
Nekteré studie vSak naznacuji, ze FLCs ve varlatech ptetrvavaji i v dospé€losti a tvoii az 20% populace
Leydigovych bunék (Wen et al. 2016; Landreh 2014; Svechnikov et al. 2010b).
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KMENOVE PROGENITOROVE NEZRALE DOSPELE STARNOUCI
LEYDIGOVY LEYDIGOVY LEYDIGOVY LEYDIGOVY LEYDIGOVY
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Obrazek 2: Leydigovy buiiky: A) Schématické zobrazeni fetalni Leydigovy buiiky (FLCs), ktera obsahuje velké jadro,
jadérko, lipidové kapénky ($edé), hladké ER a mitochondrie; B) Diagram vyvoje dospélych Leydigovych bunék (ALCs)
zacinajici kmenovymi Leydigovymi buiikami a konéici zralymi Leydigovymi buitkami, posléze s poklesem testosteronu
vyvoj konéi starnoucimi Leydigovymi buiikami (Chen et al. 2009; Landreh 2014).

Informace o vyvoji a funk¢énosti samc¢iho reprodukéniho systému pochazeji zejména z in vivo nebo
z in vitro experimentd na hlodavcich. OvSem existuji nezanedbatelné rozdily mezi Leydigovymi
bunikami hlodavct a témi lidskymi. Mezi tyto rozdily patii naptiklad zavislost produkce pohlavnich
hormonti na aktivaci receptoru pro luteiniza¢ni hormon (LHCGR u lidi, Lhr u hlodavcii). LH je tvofen
v podvésku mozkovém a stimuluje Leydigovy bunky k produkci pohlavnich hormont ptes vazbu
pravé na LHR. Tento receptor mize byt u lidi aktivovén i lidskym choriovym gonadotropinem
produkovanym placentou (hCG — ,,human chorionic gonadotropin®). Hlodav¢i FLCs nejsou pro
produkci hormoni zavislé na vazbé LH na Lhr, pfestoze se Lhr u nich za¢ina objevovat uz od 16. dne
embryonalniho vyvoje. Fetalni varlata hlodavcl jsou sice schopna na pfitomnost LH reagovat
a spustit tvorbu androgenti a dalSich pohlavnich hormont, nejsou vSak na ném zavisla. Oproti tomu
po narozeni je LH nezbytny pro spusténi steroidogeneze v hlodavéich ALCs (Chen et al. 2009; Teerds
a Huhtaniemi 2015).

Lidské FLCs musi byt pro produkci pohlavnich hormoni aktivovany pfes LHCGR, ovSem spiSe pies
pusobeni hCG. Béhem vyvoje lidského plodu je totiz pii vrcholu produkce testosteronu koncentrace
hCG desetkrat vyssi nez LH. Z toho vyplyva, Ze lidské FLCs jsou tedy zcela zavislé na hCG, nikoliv
na LH. LH zistava klicovym pro steroidogenezi ALCs (Obrazek 3), a pfi jeho nedostatku by mohlo
dojit napt. k hypogonadismu, coz je poruseni funkce varlat, které miize vést az k neplodnosti (Teerds
a Huhtaniemi 2015; Oduwole et al. 2021; Chen et al. 2009; Zirkin a Papadopoulos 2018).
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Obrazek 3: Schéma steroidogeneze: A) Schéma potkani steroidogeneze se dvéma androgennimi vrcholy; B) Schéma
lidské steroidogeneze se tfemi androgennimi vrcholy. Zkratky: ALC — dospélé Leydigovy bunky, FLC — fetalni
Leydigovy bunky, ILC — nezralé Leydigovy buiky, NLC — neonatdlni Leydigovy bunky, PLC — progenitorové
Leydigovy buiiky, SLC — kmenové Leydigovy buiiky (Ye et al. 2017).

ALCs se vyvijeji béhem puberty z kmenovych Leydigovych bunék (SLCs) a prochézeji celkem
¢tyfmi stadii: SLCs, progenitorové Leydigovy bunky (PLCs), nezralé Leydigovy bunky (ILCs)
a nakonec zralé dospé€lé a posléze starnouci ALCs. V pribéhu tohoto vyvoje Leydigovy bunky

postupné ztraceji schopnost proliferace, zatimco se dale diferencuji a zvySuji svou steroidogenni
kapacitu (Obrazky 2b a 3) (Li et al. 2022).

Nediferenciované SLCs se u hlodavct zac¢inaji vyvijet v neonatalnich varlatech uz tésné po narozeni,
u lidi az v prepubertalnim obdobi. Tyto buiikky maji vietenovity tvar a podobaji se mezenchymalnim
buiitkdm. SLCs neprodukuji androgeny, jelikoz neprodukuji dostatecné mnozstvi steroidogennich
enzymi. Namisto toho vSak maji, stejné jako vSechny kmenové bunky, schopnost proliferace
(regenerace, samoobnovy) a pfeménit se na jiny bunécny typ. Béhem 10.—14. postnatalniho dne
u hlodavct a pied tietim rokem u ¢lovéka prochéazeji SLCs diferenciaci do druhého stadia, kterym
jsou PLCs (Ye et al. 2017; Landreh 2014; Prince 2001; Svechnikov et al. 2010a).

PLCs jsou drobné vietenovité buniky podobné SLCs (Chen et al. 2009). Na rozdil od SLCs vsak
exprimuji vys$$i hladinu steroidogennich enzymt a jsou schopny produkovat mal¢ mnozZstvi
androgentl, konkrétné androsteronu. Pti jejich vyvoji se PLCs postupné zvétsuji a ziskavaji ovalny
tvar, ale zaroven se snizuje jejich proliferaéni kapacita (Ye et al. 2017). Poté jsou PLCs
transformovany na ILCs (Wu et al. 2007).
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Obrazek 4: Schéma steroidogeneze ve zralé Leydigové buiice (ALC): Steroidogenni akutni regula¢ni protein (StAR)
a periferni benzodiazepinovy receptor (PBR) se podileji na transportu cholesterolu do vnitini mitochondrialni membrany.
Upvniti mitochondrie dochdzi k pfeméné cholesterolu na pregnenolon. Nasledné je pregnenolon transportovan do hladkého
endoplazmatického retikula, kde je pfeménén na testosteron, ktery je poté uvoliiovan do cytoplazmy predtim, nez opusti
burniku. Modre: stimulatory steroidogeneze, Cervené: konverzni kroky a zapojené enzymy (Landreh 2014).

Ve své praci vyuzivam mysi Leydigovy TM3 buiiky, coZ jsou prave nezralé Leydigovy bunky, takze
ted” podrobné&ji popisi pravé toto vyvojové stadium ALCs. Mezi 28.-56. dnem u potkanu, 10.-12.
dnem u mysi a 3.—8. rokem u ¢lovéka prevazuji ve varlatech ILCs (Landreh 2014). ILCs jsou v této
fazi ovalného tvaru a obsahuji velké mnozstvi lipidovych kapének a hladkého endoplazmatického
retikula (Wu et al. 2007). U ILCs se zacina objevovat vysoka hladina enzymt metabolizujicich
testosteron (jako Sa reduktaza typu I a 3aHSD — 3a-hydroxysteroid dehydrogenaza), které preménuji
testosteron na androgenni metabolit, androstendion (Landreh 2014). Pocet téchto bun¢k se v obou
varlatech hlodavct pohybuje kolem 25 miliont, coZ je polovina findlniho poctu Leydigovych bunék
(Chen et al. 2009). Potkani ILCs se mezi 28. a 56. dnem svého vyvoje déli jenom jedenkrat a vznikaji
ALCs (Landreh 2014).

V patnacti letech u ¢lovéka a v 56. dni Zivota potkana je proces vyvoje Leydigovych bunék ukoncen,
v této chvili jsou ve varlatech dominantnim typem zralé dospélé ALCs. Celkovy pocet ALCs ve
varlatech dospélych jedinci je 50 milionti u hlodavet a 200 milionti u ¢lovéka (Landreh 2014). ALCs
jsou kulatého tvaru a v porovnani s ILCs maji vétsi mnozstvi hladkého endoplazmatického retikula
a mnohem mensi pocet lipidovych kapének (Chen et al. 2010). Zralé ALCs normalné neprochazeji
proliferaci, ale dokdzou se zregenerovat z SLCs, pokud by byly eliminovany napt. chemicky
ethandimethansulfonatem (EDS), ktery zabiji pouze zralé Leydigovy buiky (Benton et al. 1995), jak
bylo prokazano u potkana. Hlavni androgen produkovany ALCs je testosteron (Obrazek 4).
S pfibyvajicim vékem se koncentrace testikularniho testosteronu postupné snizuje. Je to vysledkem
ztraty steroidogenni funkce u ALCs, nikoliv snizenim poctu bunék. S timto poklesem testosteronu se
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u ¢loveka poji zmény ve sloZeni téla, snizena vitalita, svalova ¢innost a fyzicka a sexualni vykonnost
nebo také depresivni nalada a sniZzena kognitivni funkce (Chen et al. 2010).

1.3 Faktory ovliviiujici muzské reprodukéni zdravi

mezi které patii genetické a epigenetické predispozice, stari jedince, nezdravy zivotni styl nebo
zne€isténi zivotniho prostifedi (Rehman et al. 2018; WHO 2023). Ze znecisténi se jedna zejména
0 chemické latky, které naruSuji endokrinni systém, o tzv. endokrinni disruptory (viz nésledujici
kapitola).

Nas vek, genetické predpoklady ani expozici endokrinnim disruptorim, které se nachéazeji v naSem
okoli, zdsadné neovlivnime, na tyto faktory méme pouze maly vliv. Naopak, nas Zivotni styl ovlivnit
muizeme. Mezi prvky nezdravého zivotniho stylu patii napf. obezita, nadmérné pozivani alkoholu,
koufeni, uzivani drog, stres atd. (Rehman et al. 2018).

Stav obezity se definuje indexem télesné hmotnosti (BMI) s hodnotou ptrevySujici 25. V dnesni dobé
trpi obezitou vice nez 2 miliardy lidi po celém svété. Nékteré studie a vyzkumy (Dubeux et al. 2016;
Alshahrani et al. 2016) poukazuji na negativni vztah obezity a kvality spermatu, ale také na mozné
hormonalni poruchy s tim spojené. Dalsi studie (Bardisi et al. 2016) zkoumaly G¢inek bariatrické
operace a ubytku vahy na hladinu testosteronu jedince. Po provedeni operace se hladina testosteronu
zvysila a obnovila se také hormonalni rovnovaha (Rehman et al. 2018). Je dulezité na tomto misté
zdiraznit, Ze endokrinni disruptory s nejvyssi pravdépodobnosti pfispivaji 1 ke vzniku nebo progresi
metabolickych onemocnéni véetné€ obezity, a tim také negativné ovliviiuji muzské reprodukéni zdravi
(Gupta et al. 2020).

DalSim faktorem, ktery ma dopad na kvalitu spermatu, je konzumace alkoholu. Nejvétsi spotiebu
alkoholu v kratkém casovém intervalu maji mladi muZzi v reprodukénim véku. Jedna v&decka studie
(Jensen et al. 2014) srovnavala tfi typy konzumentd alkoholu. U prvnich dvou typt studovanych,
ktefi konzumovali alkohol v rozmezi 5-25 alkoholickych napoji za tyden, byl pozorovan pokles
kvality spermatu. AvSak muzi, ktefi pravideln€ pozivali nadmérné mnozstvi alkoholu a ptesahovali
toto rozmezi, méli podstatné horsi vysledky. Alkoholismus miiZe zpiisobit mimo jiné i poskozeni
funkce Leydigovych bunék, tedy mit vliv na hormonalni rovnovahu (Rehman et al. 2018).

VétSina studii se shoduje, Ze koufeni miiZze negativné ovliviiovat kvalitu a kvantitu spermatu. Asare-
Anane et al. (2016) dosli pfi svém vyzkumu k zavéru, Ze u kufakli jsou vSechny parametry a hodnoty
spermatu horsi v porovnani s nekufdky. Rozsah poSkozeni spermii piimo zavisi také na davkach
nikotinu u jedince (Rehman et al. 2018; Asare-Anane et al. 2016).

V neposledni fad€ se mezi faktory negativné ovlivitujici muzsky reprodukéni systém a zdravi fadi
nadmérny emocni i psychicky stres a uzivani drog. Oba tyto faktory podporuji sniZenou kvalitu
spermatu u muzl a jdou ruku v ruce s riznymi psychologickymi poruchami (Kumar Mahat a Arora
2016).
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Uvedené ptiklady nezdravych prvki zZivotniho stylu jsou jenom jedny z mnoha. Pokud se ndm podati
snizit nebo eliminovat aspon tyto hlavni faktory, bude mozné podstatné zredukovat incidenci muzské
neplodnosti 1 dal§i onemocnéni a poruchy muzského reprodukéniho zdravi.

2 ZIVOTNIi PROSTREDI A MUZSKE REPRODUKCNI ZDRAVI

2.1 Endokrinni disruptory

Jak uz bylo zminéno v piedchozi kapitole, muzské reprodukéni zdravi je ovlivilovano nékolika
faktory, mezi néz patii i expozice endokrinnim disruptoriim. Endokrinni systém ¢loveka se sklada ze
zlaz vylucujicich chemické ptenaSece (hormony), které nepietrzité interaguji s uritymi cili
(receptory). Tyto interakce reguluji mnoho klicovych funkei, véetné ristu, vyvoje, reprodukce,
energetické rovnovahy, metabolismu a regulace télesné hmotnosti (La Merrill et al. 2020). Védecky
vybor pro toxicitu, ekotoxicitu a zivotni prosttedi EU (CSTEE — ,,the European Union Scientific
Committee on Toxicity, Ecotoxicity and the Environment®) definuje endokrinni disruptor jako
exogenni latku nebo smés latek, které narusuji funkce endokrinniho systému a zpisobuji tak
nepiiznivé zdravotni efekty v organismu, potomstvu nebo celé (sub)populaci. Lidé€ jsou témto latkam
vystavovani prakticky kazdy den, protoze jsou vSudyptfitomné v zivotnim prostiedi a také
v pfedmétech kazdodenni potieby (Sharma et al. 2020; Diamanti-Kandarakis et al. 2009).

Endokrinni disruptory mohou omezit funkci endokrinniho systému na trovni ptislusnych receptorti
a jednotlivych typt bunék. Tyto latky ptsobi prostfednictvim riznych mechanismi, napf.
napodobenim funkci endogennich hormont (tzn. jsou jejich agonisty), blokovanim jejich ¢innosti
(tzn. jsou jejich antagonisty) nebo zasahovanim do jejich metabolismu a transportu. Vyvoj spermii
ajejich dozravéani i1 produkce pohlavnich hormont jsou peclivé regulovany nékolika trovnémi
kontroly, coz znamena, ze existuje riziko naruseni téchto procesi v nékolika fazich (Obrazek 5)
(Diamanti-Kandarakis et al. 2009).

Utinky endokrinnich disruptorti na testikularni funkce zahrnuji i dal3i cile, napt. poskozeni Sertoliho
bunék vedouci ke zvysSeni programované bunécné smrti (apoptdzy) spermatocytl. Praveé Sertoliho
buniky hraji klicovou roli ve vyvoji spermii tim, Ze podporuji jejich dozravani, absorbuji ptebytecnou
cytoplazmu a maximalizuji spermatogenezi. Zasah endokrinnich disruptori do spermatogennich
procest vede k naruseni tohoto procesu a naslednému zhors$eni kvality a po¢tu spermii (Sharma et al.
2020).
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Obrazek 5: Hlavni mechanismy, kterymi endokrinni disruptory ovliviiuji produkci hormoni i pocet a kvalitu
spermii. Hormon uvoliujici gonadotropin (GnHR) stimuluje tvorbu luteiniza¢niho hormonu (LH), ktery aktivuje tvorbu
pohlavnich hormonti, a folitropinu (folikulostimulaéni hormon, FSH), ktery spousti spermatogenezi. Plsobenim
endokrinnich disruptord dochazi k nasledujicim procestim: 1) naruSeni receptord pro LH a FSH v Leydigovych nebo
Sertoliho bunkach, 2) ovlivnéni procesu steroidogeneze (tvorby pohlavnich hormonil) v Leydigovych buiikach, 3) piimé
poskozeni Leydigovych nebo Sertoliho bunék, 4) tlumeni a zamezeni vyvoje spermatocytd, 5) naruseni zralych spermit,
6) naruseni spermii v nadvarlatech (Sharma et al. 2020).

Endokrinni disruptory jsou strukturdlné riiznorod¢ latky ptirodniho nebo umélého ptiivodu, které se
lisi svymi fyzikalné-chemickym vlastnostmi a svym uplatnénim (Tabulka 1). Patéi mezi né latky,
které se v téle cloveéka rychle metabolizuji, jako ftalaty a bisfenoly, i latky, které pretrvavaji
Vv Zivotnim prostfedi mnohem déle, protoZe jsou odolné viici odbouravani (perzistentni), coz vede
k jejich vSudypfitomnosti a naslednému hromadéni v lidském téle i télech dalSich organismi
(bioakumulace) s potencidlem negativnich dopadd. Mezi tyto druhy patii napi. organochlorované
pesticidy, dioxiny a perfluorované latky (PFAS) (Rodprasert et al. 2021).

Tabulka 1: Ptiklady potencialnich endokrinnich disruptort spolu s jejich vyuzitim a vyskytem (Sharma et al. 2020).

Potencialni EDCs  Vyuziti / vyskyt

. * Vyroba plastl, konkrétn€ polykarbonatti a epoxidovych pryskytic
Bisfenoly, napr.

bisfenol A * Vyskytuji se v obalovych materialech, napf. pii baleni potravin nebo vody,

také v zubnich vyplnich

* Organochlorovana latka
DDT * 1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan

* Pesticid, napf. se stale pouZziva proti komartim pfenasejicim malarii

* Skupina polychlorovanych organickych heterocyklickych sloué¢enin
Dioxiny, nap¥. * Vedlejsi produkty béleni buni¢iny a papiru chlorem, souc¢ast pesticidu,
TCDD vznikaji pfi nedokonalém spalovani chlorovanych organickych latek, napt.

pfi spalovani zdravotnického odpadu a plastt
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Ftalaty

Genistein

Glyfosat

Insekticidy

Mikrocystin-LR

Nanocastice
stfibra
(nanostiibro)

Nonylfenol
a nonylfenol

ethoxylaty
Oktylfenol

a oktylfenol
ethoxylaty

Parabeny

Perfluorované

slouceniny (PFAS)

Polybromované
difenylethery

(PBDE)
Polycyklické
aromatické

uhlovodiky, napf.

benzo[a]pyren

* Zmekcovadla do plasti (plastifikatory)

* Vyskytuji se v obalovych materidlech, primyslovych plastech,
zdravotnickych pomiickach, vyrobcich pro osobni péci nebo lécich

* Ptirodni latka ze skupiny isoflavont

* Vyskytuje se v soji a sojovych vyrobcich, hormonélnich ptipravcich,
ptirodni 1é¢ivech a potravinovych doplicich

* N-(fosfonomethyl)glycin

« Sirokospektralni systémovy herbicid (,,Roundup*)

* Nejruznéjsi produkty vyuzivané v zemedélstvi

* Bioakumulace v prostiedi

* Toxicka latka produkovana sinicemi

* Vyskytuje se ve vyssich koncentracich ve sladké vodé béhem premnozeni
sinic v tzv. vodnim kvétu

* Maly shluk atomu sttibra, jehoz nejmensi rozmér nepiesahuje 100 nm
(,,koloidni sttibro*)

» Staly se nedilnou soucésti zdravotniho, kosmetického i odévniho primyslu
— rehabilitacni, preventivni a 1écebné preparaty, obvazy na popaleniny,
chirurgické nastroje, protézy, sportovni a funkcni obleCeni, menstruacni
pomtcky

* Neionické tenzidy, praimyslové detergenty

* Vyskytuji se v barvach, pesticidech, vyrobcich pro osobni péci, plastech,
jsou soucasti pracich a Cisticich prostredki

* Neionicke tenzidy, pramyslové detergenty

* Pouzivaji se jako povrchové aktivni latky v nejriznéjSich mycich,
odmastovacich, ¢isticich a desinfekénich prostfedcich, k vyrobe
zmé&kcovadel plasti, soucast fungicid, herbicidi nebo bakterialnich
ptipravki

» Konzervaéni latky

* Nalezeny v jidle, kosmetice, vyrobcich pro osobni péci a v 1écich

» Chemickeé latky, které patii do skupiny fluorovanych uhlovodiki, ale které
obsahuji vazby atomu uhliku pouze s atomy fluoru (nikoli vodiku) a dale
vazby mezi uhlikovymi atomy

* Vsudyptitomné, pouzivaji se k povrchové tpraveé naprt. textilii (koberce)
a ktize, papiru, stavebnich materialti, chrani proti poskozeni

* Umeéle vyrabéné organické slouceniny slouzici jako zpomalovace hoteni

* Vyskytuji se ve stavebnich materialech, vybaveni byt a domil, elektronice

* Vznikaji nedokonalym spalovanim organického materialu, napf.

spalovanim uhli, benzinu, oleje a dfeva
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* Vyskytuji se napt. ve vyfukovych plynech naftovych motord, cigaretovém
kouti, pokrmech pfipravovanych na dfevéném uhli, vyparech
Z kuchynského oleje, vedlejsich produktech primyslového odpadu

Triazinové
herbicidy o . . .. it
. i * Soucasti pripravkll pouzivanych jako herbicidy v zemédé€lstvi
substituované . 5 )
* Dostavaji se az do podzemnich vod
chlorem

(nap¥. atrazin)
* Biocidni latky brénici ristu fas a sinic na ponofenych konstrukcich,
Tributylcin a jeho  lodnich trupech, ve vodarenskych vézich
slouceniny * Soucasti pripravkt na ochranu dieva, rodenticidl i biocidnich pfipravkl
proti mekkystm, dezinfekénich pripravkl
* 5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol
Triklosan * Protibakterialni a protihoubové ¢inidlo vyskytujici se ve vyrobcich pro
osobni péci, domacich potfebach, primyslovych a veterinarnich produktech
Vinklozolin a jeho  * Organochlorovana latka

metabolity * Fungicid aplikovany na ovoce a zeleninu

Pesticidy jsou bézné se vyskytujici latky v prostfedi, nachazejici se nejen v pudé, ale také
v konzumovanych rostlinach. DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan) byl jednim
Z nejznaméjsich a nejvice pouzivanych pesticidi, ktery byl v Evropské unii zakazan kviali svym
disruptivnim U¢inkiim na reprodukéni a sexudlni vyvoj jedincl. Studie ukazaly, Ze muzi vystaveni
pesticidim vykazuji vyS$8i incidenci rakoviny prostaty a niz8§i kvalitu spermatu mechanismy
znazornénymi na Obrazku 5 (Czarnywojtek et al. 2021).

Dioxiny, derivaty organickych chemickych sloucenin obsahujicich chlor, se pfirozené uvoliuji
béhem lesnich pozart nebo vulkanickych erupci nebo béhem nedokonalého spalovéani chlorovanych
organickych latek, napt. pfi spalovani zdravotnického odpadu a plastii. Déle jsou soucasti pesticidli
a nejcastéji je pfijimame konzumaci potravin kontaminovanych pravé témito toxickymi latkami.
Jejich negativni vliv na zdravi lidi je moZné ukézat na konkrétnich epidemiologickych studiich. Napf.
byla zjisténa mozna souvislost mezi ptitomnosti dioxinu TCDD (2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin)
v téle téhotnych Zen a nizkou porodni vdhou a hladinou testosteronu u narozenych synil
(Czarnywoijtek et al. 2021).

PFAS, hojné€ vyuZzivané v primyslu, textilni vyrobé a pti baleni potravin, zahrnuji Siroké spektrum

e 24

(Lymperi a Giwercman 2018). Jelikoz jsem se t€mito latkami zabyvala v praktické ¢asti mé prace,
tak se jim budu podrobné&ji vénovat v nasledujici samostatné podkapitole.

Mezi méné perzistentni latky, které v naSem prostiedi pretrvavaji kratsi dobu, patii bisfenoly (napf.
bisfenol A, BPA), parabeny a ftalaty (Tabulka 1) (Rodprasert et al. 2021). BPA je organicka
sloucenina spadajici do skupiny fenold, ktera je hojn¢ uzivana v riznych odvétvich primyslu, ¢asto
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k vyrobé polykarbonatli, epoxidové pryskyftice, zpomalovach hoieni nebo hlinikovych plechovek.
BPA je také soucasti zubnich plomb, termopapiru a mnohych parféma a deodoranti. Lidé s nim
hladinu FSH, LH a testosteronu u muzi pfes mechanismy znazornéné na Obrazku 5. Navic prochézi
pies placentu a mize narusit spravny vyvoj plodu. Neni vyloucené ani riziko predéasné puberty nebo
vzniku rakoviny prostaty (Rodprasert et al. 2021; Czarnywojtek et al. 2021).

Parabeny, estery kyseliny p-hydroxybenzoové, maji antibakterialni a fungicidni u¢inky a prodluzuji
zivotnost kosmetickych vyrobkt, vyrobki denni péce, potravin a nékterych farmaceutik. Stejné jako
ostatni potencialni endokrinni disruptory mohou zpiisobovat negativni zmény v endokrinnim systému
a byla zjisténa mozna souvislost mezi jejich pisobenim a obezitou (Kolatorova et al. 2018; Nowak
et al. 2018; Darbre 2017).

Ftalaty jsou vSudyptitomné chemikalie, které jsou Siroce pouzivané jako zmékcovadla, komponenty
plastd, rozpoustédel nebo lepidel. Clovék je vystaven témto latkam jejich inhalaci, konzumaci,
ptfimym kontaktem s kiizi nebo nitroZilné€ napt. pti dialyze. Ftalaty jsou spojeny s moznou schopnosti
snizovat koncentraci testosteronu v krvi a také pocet spermii pfes mechanismy znazornéné na
Obrazku 5. Tyto latky také mohou zvySovat riziko poruch muZzskych pohlavnich organli a vzniku
rakoviny prostaty (Czarnywojtek et al. 2021).

V modernim svété jsme vystaveni endokrinnim disruptortim a dal$im chemickym slouc¢enindm téméf
nepietrzité. Je dillezité zvazit jejich piinos pro nas Zivot a jejich potencialni negativni i€inky na nase
zdravi, (tzv. analyza nakladd a ptinost). Také by bylo vhodné hledat $etrnéjsi alternativy s piedem
znamym vlivem na naSe zdravi (Czarnywojtek et al. 2021).

2.2 Perfluorované latky (PFAS)

PFAS — poly- a perfluoroalkylované slou¢eniny piedstavuji Sirokou skupinu vice nez 3 000 riznych
sloucenin. Tyto latky, vyrabéné jiz vice nez 70 let, se vyznacuji dlouhymi uhlikovymi fetézci
a vysokou odolnosti diky pevné vazb¢é mezi uhlikem a fluorem, coz je ¢ini mimotadné stalymi
a perzistentnimi v Zivotnim prostiedi. Jejich vysoké pohyblivost jim umoziiuje se presouvat na dlouhé
vzdalenosti, podporuje jejich tendenci k bioakumulaci a zvySovani koncentrace v tkanich organismi
skrze potravni fetézce (biomagnifikace) (Panieri et al. 2022; Tarapore a Ouyang 2021).

Nékteré PFAS, jako naptiklad PFOS a PFOA, byly zjistény v krvi, matetském mléku, moci, tkanich
a organech U riznych lidi po celém svéte a jejich pfitomnost byla spojena s n¢kolika nepiiznivymi
vlivy na zdravi (Panieri et al. 2022; Tarapore a Ouyang 2021).

Diky své odolnosti vii¢i vysokym teplotam, chemické stabilit€¢ a hydrofilnim a hydrofobnim
vlastnostem (zavisi na délce fetézce a funkénich skupinach) se PFAS staly soucasti mnoha odvétvi
prumyslu, nachazeji se v elektronickych zafizenich, balicich materialech, kosmetice, kobercich
a textiliich a jsou pouzivany jako zpomalovacée hotfeni v hasicich pénach (Tabulka 1) (Panieri et al.
2022; Tarapore a Ouyang 2021).

26



PFAS PRODUKCE, POUZITI, RECYKLACE
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Obrazek 6: Schématicka ilustrace environmentalni distribuce poly- a perfluoroalkylovanych sloucenin (PFAS)
a jejich expozice €lovéka a bioty. Obrazek zobrazuje kompletni cestu PFAS od jejich zdroje po expozici v riznych
castech zivotniho prostiedi a zdlirazituje mozné dopady na lidské zdravi a ekosystémy. Distribuce PFAS do Zivotniho
prostfedi zahrnuje nékolik rozptylovych a expozi¢nich cest, které spojuji zdroje s finalnimi receptory — lidmi
a ekosystémy. Primarnimi zdroji emisi PFAS jsou primyslova vyroba, primyslové vyuziti a recyklace. Dalsi nepiimé
zdroje zahrnuji likvidaci odpadu a pouzivani kontaminovaného kalu na zemédélské pudé. Redistribuci PFAS mezi
vzduch, pidu, vodu a sedimenty reguluji tékavost, depozice, louzeni a odtokové procesy. Tyto cesty pfispivaji ke
kratkodobé nebo dlouhodobé expozici vodnich ekosystémi, suchozemskych ekosystémt a lidi PFAS latkami.
Mechanismy, jako bioakumulace a neptima expozice ¢loveéka skrze konzumaci kontaminovanych zdroja potravy, mohou
vést k vstupu PFAS do potravniho fetézce (Panieri et al. 2022).

Lokalni a rozptylené zdroje emisi PFAS do ovzdusi zahrnuji primyslovou vyrobu fluoropolymert,
stavebnictvi, baleni potravin nebo pouzivani hasicich pén. Hlavnimi zne€i$t'ujicimi zdroji PFAS vSak
jsou prumyslové a komunalni ¢istirny odpadnich vod. Tyto ¢istirny mohou piispivat k Sifeni PFAS
do atmosféry a sladkych vod vlivem vypousténi kontaminované vody nebo jejiho nésledného
pouzivani v zemédélstvi (Obrazek 6). S ohledem na pevné vazby mezi uhlikem a fluorem, nizkou
koncentraci ve vodé€ a hydrofilni povahu PFAS nemusi byt konvenc¢ni €isténi vod u€inné. Naopak
biologické cisténi odpadnich vod miize narusit vazby mezi uhlikovymi fetézci, coz vede k vzniku
PFAS s kratkymi fetézci. V dasledku toho mohou byt tyto latky rozptyleny do atmosféry, pitné vody,
obili, ovoce, zeleniny a dal$ich zdroju potravy (Panieri et al. 2022; Tarapore a Ouyang 2021).

Vzhledem k vSudyptitomnosti PFAS latek v Zivotnim prostiedi a jejich perzistenci se u lidi mohou
projevovat rizné zdravotni potize. PFAS mohou vstoupit do naseho téla riznymi cestami, napiiklad
inhalaci vzduchu a prachovych ¢astic, nebo pozitim kontaminované vody nebo potravy. Tyto latky
mohou zpiisobit zmény ve vyvoji jedince, ovlivnit jeho metabolismus a endokrinni systém, a také
vykazovat karcinogenitu, imunotoxicitu a reprotoxicitu. Bohuzel jen malo z nich je podrobné
prostudovano (Panieri et al. 2022).

V epidemiologické studii provedené¢ Grandjean et al. (2017) byly zkoumdny souvislosti mezi
postnatalni expozici déti PFAS latkdm a naslednymi zdravotnimi nasledky. Zjistilo se, ze déti jsou
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kvili svému neukoncenému vyvoji citlivéjsi a méné odolné viici plisobeni téchto latek. Ukazala se
mozna asociace téchto latek se snizenou hladinou nékterych protilatek, tedy PFAS mohou u déti byt
imunotoxické (Grandjean et al. 2017).

Dalsi epidemiologicka studie od Petersen et al. (2022) hodnotila u¢inky ptisobeni jednotlivych PFAS
u mladych muzu. Zjistila se asociace téchto perfluorovanych latek a zvySené hladiny FSH, coz muze
byt jednim z vedlejsich ptiznaki hypogonadismu. Tedy, podobné jako dalsi endokrinni disruptory,
expozice PFAS muze piedstavovat rizikovy faktor ovliviwjici lidské zdravi (Petersen et al. 2022;
Panieri et al. 2022; Fenton et al. 2021).

3 HODNOCENI REPROTOXICITY

V soucasné populaci jsou reprodukéni problémy docela bézné. Priblizné 5 az 10 % parh se potyka
S problémy spojenymi s pocetim ditéte, 10 az 15 % rozpoznanych téhotenstvi neni Uspésné
dokonceno, pfiblizn€ 3 az 5 % novorozencti ma vazné vrozené vady a piiblizn€ 10 % déti trpi neuro-
vyvojovymi poruchami (Svingen 2023). Také pozorujeme zvySeni vyskytu nadord v populaci, véetné
nadort varlat, které postihuji jedince stale mladsiho véku (di Martino et al. 2022).

Je pravdépodobné, Ze expozice chemickym latkdm pfispivd k tomuto problému, protoze nckteré
chemikalie, ¢ast z nich s rozsahlou environmentalni, spotfebitelskou nebo pracovni expozici, jsou
reprodukénimi toxikanty u zvifat. Podle zpravy Narodni akademie véd Spojenych stati (,,the US
National Academy of Sciences®) je ptiblizné 28 % vSech hlavnich vyvojovych poruch pficitatelnych
zcela nebo ¢astecné expozici latkdm z prostiedi. Hlavni pozornost je zaméfena zejména na uc¢inky
vyvolané béhem prenatalniho vyvoje. V tomto mimotadné citlivém obdobi mohou byt chemickymi
latkami indukovany nevratné G¢inky. Hodnoceni bezpecnosti latek je ale velmi limitované. Z tisice
latek a jejich smési, jimz mizeme byt vystaveni, vétSina nebyla dostate¢né¢ hodnocena z hlediska
reprodukéni toxicity (Svingen 2023). V nasledujicim textu vysvétlim, pro¢ tomu tak je.

3.1 Epidemiologické studie

Reprotoxicitu, tj. negativni G¢inky chemickych latek na vyvoj a funkci reprodukéni soustavy, lze
studovat a hodnotit prostfednictvim epidemiologickych studii. Epidemiologické studie sleduji
a dokazuji spojitost mezi pfi¢inou a nasledkem. Existuje jich Siroka Skéala — od pozorovani az po
fizené experimenty. Experimentalni fizené studie se provadi zejména u léCiv, pro ostatni typy
chemickych latek a znecisténi jsou z etického hlediska nepouzitelné, proto piinaseji pouze moznou
souvislost mezi pfitomnosti chemické latky a zdravotnim problémem. Potvrzeni této kauzality je
nutné pomoci experimentalnich studii in vivo, in vitro nebo in silico (Petersen et al. 2020).

Jelikoz jsem se v praktické Casti zabyvala vlivem PFAS na testikularni bunky, ukazu na ptikladu
téchto latek, jaké informace epidemiologické studie mohou pfinést. Vybrané studie pochazeji ze
souhrnného reSerSniho ¢lanku Petersena et al. (2020), ktery shrnuje negativni G¢inky PFAS na
muzskou reprodukéni soustavu. Negativni G€inky téchto studii zahrnovalo plisobeni PFAS na kvalitu
a mnozstvi spermii nebo hladinu pohlavnich hormont, zatimco jiné sledovaly moznou zvySenou
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incidenci vzniku zhoubnych nadorti a malformaci pohlavnich organa v souvislosti s expozici PFAS
(Petersen et al. 2020).

Napt. studie Vested et al. (2013) se zaméfila na prenatalni expozici PFAS v krvi téhotnych Zen
v Dansku a jeji mozné nasledky pozorovatelné u mladych muzi narozenych témto zenam. Vyhodou
tohoto vyzkumu bylo jeho rozvrzeni a pozorovani s odstupem nékolika let. Diky tomu mohly byt
studovany ucinky expozice PFOS a PFOA béhem prenatalniho obdobi a vyvoje muzskych
pohlavnich organt, a jak se projevily u dospélych jedincti. Vysledky této studie naznacuji, ze fetalni
muzsky reprodukéni systém je citlivy viici expozici PFOA a mtze piispivat pozdé€ji k niz§imu poctu
spermii a snizené hladiné FSH a LH v krvi mladych muzu (Vested et al. 2013).

Dalsi epidemiologické studie se zamétfovaly na moznost, Ze PFAS jsou n¢jak zapojeny do vzniku
a rozvoje nadorti muzskych pohlavnich organt. Ve své studii se Barry, Winquist, a Steenland (2013)
zabyvali incidenci rakoviny varlat a expozici PFAS. Jejich vyzkum se zaméfil na oblast Zapadni
Virginie v USA pobliz chemického zdvodu DuPont. Vzorky pro tuto studii pochédzely od muzi, kteti
zili, pracovali nebo chodili do $koly v blizkosti DuPontu a zGc¢astnili se projektu C8 (Frisbee et al.
2009) mezi lety 2005-2006. Tento chemicky zavod aktivné vyuzival PFAS od roku 1946 pro vyrobu
nepiilnavého kuchynského nadobi a ¢ast jich bylo vypusténo do feky Ohio, do ovzdusi a nasledné
byla kontaminovéna i podzemni voda, kterou vyuzivali mistni obyvatelé. Nejvetsi priimérnd hladina
PFOA byla zjiSténa u zamé&stnanci DuPontu. Vysledky této studie dolozily spojitost narlstajici
incidence rakoviny varlat s naristajici hladinou PFOA. (Barry et al. 2013; Frisbee et al. 2009).

Kvuli limitovanému poc¢tu studii zabyvajicich se problematikou reprotoxicity nejsou jejich zavéry
vzdy konzistentni a vSeobecné prenositelné. K témto nejasnym vysledkiim mulze piispivat také
né€kolik faktort. Patii mezi né napft. studovani vlivu riznych PFAS latek na rozdilné vékové skupiny
a jejich vzajemné porovnavani nebo testovani hypotéz, které Cerpaji ze stejnych dat. Také vybirani
ucastnikl v z4jmu uspésného vysledku studii mliZze vést k zaujatosti a nepfesnosti. Proto je tieba
uskutecnit vetsi a kvalitné;jsi epidemiologické studie, které by pomohly objasnit a 1épe definovat tuto
problematiku (Petersen et al. 2020).

3.2 Tradiéni testovani na zviratech

Béhem Zivota jsme vystaveni mnoha chemickym latkam a jejich smé&sim. Abychom mohli posoudit,
zda a do jaké miry jsou tyto latky toxické a Skodlivé pro cloveéka, je nutné hodnotit jejich bezpecnost.
Toto hodnoceni (ne)bezpecnosti latek pro ¢loveka se dle platné legislativy stale provadi primarné in
Vivo metodami na zvifatech, konkrétné zejména na vyssich obratlovcich. Testy na zvifatech jsou vsak
znaéné€ nakladné, Casoveé naro¢né, malo propustné (hodnoti malo latek najednou), malo prediktivni
pro Cloveka a také jsou z etického hlediska oznaCovany jako kontroverzni. Proto je reprodukéni
toxicita latek pro clovéka studovana velice omezené. V posledni dobé proto dochézi k rozvoji
a hledani novych alternativnich metod a ptistupti. Tim by se zredukovalo mnozstvi zvitat potiebnych
pro hodnoceni toxicity latek véetné reprotoxicity a zvétsil by se také pocet latek, u kterych by byl
jejich reprotoxicky potencial stanoven (Kubincova et al. 2016).
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S hodnocenim skodlivosti/bezpec¢nosti latek na zvitatech se zacalo jiz v padesatych letech minulého
stoleti. Spolu s tim ve druhé poloviné 20. stoleti, konkrétn¢ v roce 1959, byl oficidln¢ ptredstaven
koncept tii R — ,,Replacement” (nahrazeni), ,,Reduction” (snizeni) a ,,Refinement” (zlepSeni) (3R
Centrum CR 2023; Tannenbaum a Bennett 2015). Tyto tfi zasady se staly milnikem pro eticky
a védecky ptistup k pouzivani zvitat ve vyzkumu, ke studiu lidské biologie, zdravi a bezpecnosti latek
a staly se o nékolik let pozd¢ji nedilnou soucasti védeckych, etickych a legislativnich pozadavki na
experimentalni ¢innost se zvifaty v EU. Jejich cilem je nahradit zvifeci testovani alternativnimi
metodami (,,replacement”), snizit pocet testovanych zvitat (,,reduction”) a vylepS$it podminky uziti
zvitat, aby se minimalizoval jejich stres, bolest a utrpeni (,,refinement”) (Kubincova et al. 2016; Diaz
et al. 2021).

Napt. dle nafizeni REACH (registrace, evaluace a autorizace chemickych latek) (EC/2006/1907),
které vstoupilo v platnost v ¢ervnu 2007, je testovani na zvifatech pfipustné jen v piipadé, kdy
neexistuje jina, pln¢ funk¢éni nahrada. Téchto alternativ, mezi které patii i in vitro metody a pfistupy,
zatim neni mnoho, nicmén¢ se stale vyviji nova mozna feseni. JelikoZ ale natizeni REACH nafizuje
ziskat toxikologicka data pro vSechny chemické latky vyrabéné v EU nebo do ni dovaZené v mnoZstvi
vétSim nez 1 t rocné a téchto latek je velké mnozstvi, fadové vice nez 14 000, neni prakticky mozné
vSechny kompletné otestovat pouze za pomoci zvifat. Dle studie Knight et al. (2023) bylo od roku
2009 pro testovani REACH pouzito 2,9 milionu zvifat a dalSich 1,3 milionu je stale pouzivano. I proto
je nutné vyvijet jejich alternativy a funkéni nahrady (EU-OSHA 2006; Kubincova et al. 2016; Saldutti
et al. 2013; Knight et al. 2023).

Studie reprodukéni toxicity u samcl se vétSinou zabyvaji pozorovanim ucinkl testované latky na
jejich reprodukéni systém. Pro hodnoceni reprotoxicity latek se monitoruji parametry, jako je vyvoj
télesné hmotnosti, klinické ptiznaky, hmotnost varlat a nadvarlat, kvalita a kvantita spermii, stadia
spermatogeneze nebo hladina testosteronu v krvi. Pro lepsi ndzornost ucinkl reprotoxicity se také
provadi kompletni histopatologie varlat a nadvarlat (Brannen et al. 2016; Aulmann 2012).

Na piikladu studii reprotoxicity PFAS na zvitatech uk4zu, jak se pfi nich postupuje. Ve své studii Qu
et al. (2016) pozorovali uc¢inky PFOS u dospélych mysich samct (stafi 6-8 tydnd). Témto mySim
bylo PFOS podavano oraln€ sondou po dobu péti tydnit v mnozstvi 0,05 nebo 10 mg/kg/den. Mysi
s menSim mnoZzstvim PFOS v téle nevykazovaly Zadné vyznamné zmény. Naopak u mysi
vystavenym vysS§imu mnozstvi PFOS byl zaznamenan vyrazny pokles hladiny testosteronu, poctu

wrwe

zarode¢nych bunék (Qu et al. 2016).

Studie Zhang et al. (2020) zkoumala souvislost mezi expozici PFOS a vyvojem fetalnich a dospélych
Leydigovych buné¢k u potkant. T€hotné samice dostavaly davku 1 nebo 5 mg/kg/den PFOS od 5. do
20. dne embryonalniho vyvoje potomka. U narozenych samcti byly zaznamenavany jejich testikularni
funkce 1., 35. a 90. den po narozeni. Byl zaznamenan pokles hladiny testosteronu ve vsech tiech
dnech méfeni. Piasobeni PFOS na téhotné samice potkanti mize ve vysledku tedy negativné ovlivnit
vyvoj FLCs i ALCs (Zhang et al. 2020).
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Tyto studie ukazuji moznou spojitost mezi piisobenim PFAS na zvifata a jejich negativnimi ucinky.
Existuje v8ak stale n€kolik piekazek, které brani jednozna¢nému porozuméni problematice, jakym
mechanismem PFAS tyto negativni ucinky zpuasobuji. Je proto Zadouci provadét podrobnéjsi
experimenty zahrnujicich razné toxikologické modely a metody, které by Iépe zmapovaly
mechanismy pusobeni PFAS (Zeng et al. 2019).

3.3 Alternativni in vitro metody a modely

V poslednich letech dochazi k vyraznym zméndm v oblasti hodnoceni bezpecnosti chemickych latek,
kdy tradi¢ni in vivo metody na zvifatech ustupuji novym, inovativnim pfistupim. Tyto alternativni
metody musi spliiovat alesponl jeden z principtt 3R. Aby mohly byt tyto metody vyuzivany pro
hodnoceni bezpecnosti dle platné legislativy, musi projit slozitym a zdlouhavym procesem vyvoje,
validace a implementace, coz prodluzuje a znesnadiiuje jejich vyuzZiti, plati to zejména pro in vitro
metody a modely, které se stavaji jednim z klicovych hra¢t v revoluci hodnoceni toxicity (Kubincova
et al. 2016).

Latinsky vyraz in vitro znamena ¢esky ,,ve skle® a in vitro metody a modely ptedstavuji Sirokou skalu
adaptivnich postupil, metod a modell snazicich se napodobit biologickou stavbu a procesy mimo cely
organismus. Oproti tradicnim metodam vyuzivajicim zvifata pracuje in vitro metoda pouze
S bunéénymi a tkanovymi systémy nebo izolovanymi organy. Diky pokrokiim v molekulérni biologii,
biotechnologii a pocitacovém modelovani toxicity se tyto progresivni metody neustale zdokonaluji.
Timto zplisobem muzeme lépe hodnotit zdravotni rizika potencidlné toxickych latek a soucasné
minimalizovat potiebu laboratornich testii na zvifatech (Kubincova et al. 2016).

Snaha o zdokonaleni hodnoceni bezpecnosti latek a upousténi od in vivo metod na zvifatech vedou
k vytvateni prostredi, které co nejlépe simuluje slozitost biologickych procest a struktur. K dosazeni
tohoto cile se vyviji soubory, tzv. baterie testll, a stupniovité schéma testovani. V tomto schématu jsou
vysledky jednoho stupné pouZity pro nasledujici komplexnégjsi kroky, kde se po kazdém kroku
posuzuje nutnost dal§iho testovani. Dalsim krokem smérem ke zdokonaleni in vitro metod a modelt
je nahrada sav¢€ich rakovinnych bunécnych linii za lidské nerakovinné ekvivalenty a zdokonaleni
zpusobu jejich kultivace a péstovani. Tradi¢né se buiiky péstuji na Petriho misce v jedné vrstvé, coz
se nazyva dvojrozmérna (2D) kultivace (Obrazek 7). Jelikoz v téchto podminkach bunky nepolarizuji
a ztraci svou funkc¢nost, tak se od nich upousti a prechazi se k tzv. trojrozmérné (3D) kultivaci
(Tabulka 2). 3D modely se snazi co nejptesnéji napodobit zivy organismus (Kubincova et al. 2016;
Saldutti et al. 2013).

Na ptikladu varlat budu ptedstavovat jednotlivé typy in vitro modelt. V kvalitnim a funkénim in vitro
modelu varlat musi probihat procesy spermatogeneze i steroidogeneze. 2D model varlat vyuziva
primarni, imortalizované nebo nadorové bunky, které rostou na povrchu plastovych desticek a tvoii
monovrstvu nejcastéji jednoho typu testikuldrnich bunek (Obrazek 7). Piikladem bunéénych linii
testikularnich buné€k jsou mysi Leydigovy TM3, MA10 nebo MLTC-1 bunky, mysi Sertoliho TM4
nebo 15P-1 buiky nebo mysi diferencované spermatogonie B GC-1 spg (ATCC 2023). Lidské linie
testikuldrnich bun€k nejsou komercéné dostupné, pouze primarni, ale i téch je velice omezené
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mnozstvi, proto vétSina mechanistickych informaci o reprotoxicité latek pochazi z in vitro studii
vyuzivajicich hlodav¢i testikularni bunky (Blazkova 2018).

Vyhodou 2D modeli je jejich snadné a nizkonékladové provedeni, které i pfes své nedokonalosti
umoznilo lepsi porozuméni muzské reprodukcni biologii a reprotoxicité latek. 2D ko-kultury
hlavnich typta testikularnich bunék, jako jsou Sertoliho, Leydigovy a zarodecné buiiky, umoznily
jejich vzijemnou bunéfnou interakci a snazily se Iépe imitovat proces spermatogeneze
i steroidogeneze in vitro, coz se ale nepovedlo dokonale. Kultury a ko-kultury testikularnich bun¢k
péstované ve 2D ztraci svou funk¢nost, jako je produkce hormont nebo zrani spermii, a jsou tedy
pouzitelné omezen¢ (Kubincova et al. 2016; Saldutti et al. 2013; Blazkova 2018).

Aby se docililo pozadovaného vysledku rekonstrukce autentického prosttedi varlat, ustupuje se od
tradi¢ni (konvencni) kultivace testikularnich bunék ve 2D modelu a prechazi se na 3D model
(Obrazek 7) (Kubincova et al. 2016; Sakib et al. 2019; Saldutti et al. 2013). 3D bunééné struktury se
svoji organizaci podobaji skuteénym tkanim a piiblizuji se tak in vivo prostiedi. Existuje mnoho 3D
modelt, které samostatn¢ kultivuji a zkoumaji jeden typ testikularnich bunck, nebo kultivuji vice
typu testikularnich bunék dohromady (Tabulka 2). 3D modely relevantni pro testovani reprotoxicity
jsou multiceluldrni sféroidy, organoidy, mikrofluidni zafizeni i orgdnové a tkanové explantity
(Obrazek 8) (Kubincova et al. 2016; Blazkova 2018).
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Srovnani 2D vs. 3D bunécné kultury

Bunky rostouci na 2D kultivacni misce

Bunky rostouci v 3D ECM

Nucena
organizace
bunék a polarita

Difdize rozpustnych
faktort v médiu
(bez gradientu)

&‘

|

Buriky pfilnou k ECM
skrze integrin-
matrixové vazani

gradient rozpustnych
faktord

{ Koncentrovany

Expozice bunék
v kapalinovém
rozhrani

- Buriky jsou

zapuiténé

Vysokd tuhost
podporuje sifeni
monovrstvy bunék

Omezena interakce
mezi burikami

|

®
Matrixové fibrily Interakce mezi
omezuji Siteni bunék burikami

Obrizek 7: Srovnani dvourozmérnych (2D) vs trojrozmérnych (3D) in vitro modelé kultivovanych bunék (AAT

Bioquest 2023).

Nejnovéjsim milnikem v oblasti in vitro modelu je tzv. organ na Cipu (,,organ-on-chip®). Tento

revoluéni systém umoziuje rist miniaturnich tkani uvnitt mikrofluidniho Cipu, ktery je designovan

tak, aby reprodukoval bunééné a extracelularni charakteristiky orgénd. Tyto Cipy jsou schopny

reagovat na biochemické a fyzikalni podnéty, coZ umoznuje udrZet a simulovat funkci ptislusného

organu. Mikrofluidni ¢ip samotny ptedstavuje jemné sit¢ mikrokanalkt, kterymi prochézi minimalni

mnozstvi média (Leung et al. 2022).

Sféroidy Organoidy

e % o »
/7 18 &\
o " %o
Tkanové Mikrofluidni
explantaty zarizeni

Obrazek 8: Srovnani in vitro 3D modeld podle jejich komplexnosti a fyziologického vyznamu. Rada zagina modelem
sféroidt, pokracuje modelem organoidd, tkanového explantatu a kon¢i mikrofluidnim zafizenim (ptevzato z Blyth et al.

2023 a upraveno).
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Tabulka 2: Priklady 3D in vitro modelii a jejich obecna charakteristika (Blazkova 2018; Kubincova et al. 2016; Sakib
et al. 2019; Pendergraft et al. 2017; Sychrova et al. 2022; Komeya et al. 2016; Sato et al. 2015).

3D in vitro model Charakteristika
e Agregéty primarnich bunék nebo bunéénych linii, nejsou
zalozeny na kmenovych bunkach
e Slozita architektonicka struktura
e Kultivuji se nékolika metodami:
Vyuzitim neadhezivnich povrchi
Metodou visici kapky (,,hanging drop®)
Agita¢nim michanim (bioreaktor)
Multicelularni sféroidy - Vyuzitim gravitace (mikrogravitace), magnetické nebo
elektrické sily a akustického vInéni
e Procesem samouspotadani vznika kompaktni sféroid
e Vyhodou je rychlé provedeni, nenakladnost piipravy
a kultivace a také automatizace procesu kultivace
a hodnoceni toxicity latek
e Piikladem vyuziti sféroidd pro testikularni bunky jsou
sféroidy Leydigovych TM3 bunék (Sychrova et al. 2022)
e Zjednodusené 3D organy vzniklé ko-kultivaci jednotlivych
typt bunék predstavujici pozadovany organ
Primarni, nadorové, kmenové nebo progenitorové buiky
a bunécéné linie
e Vyuziti v personalizované medicin€ a pii hodnoceni vlivii
latek na lidské zdravi
Organoidy e Pfiprava je Casov¢ a financné narocna a je tieba dikladné
kontrolovat kultiva¢ni podminky
o Uspésné vytvofeny testikularni model z lidskych
spermatogonialnich kmenovych bunék (SSCs), Sertoliho
a Leydigovych bunék (Pendergraft et al. 2017) produkoval:
Markery — DAZL, ACR, PRM1, HSD3B1, FSHR
Androgeny
e Systém s cirkulujicim médiem simulujici krevni fecisté
organismu
Do systému je ptivadén kyslik a ziviny, odvadény jsou
pak odpadni metabolity
e Zarizeni je velice slozité a je nutné stale udrzovat pritok
média
Mikrofluidni zaiizeni e V testikularnim systému zvySuje uc¢innost a udrzuje proces
spermatogeneze
e Piikladem vyuziti tohoto zatizeni pro model varlat je uspésné
udrzovani spermatogeneze ex vivo (Komeya et al. 2016)
Pfi tomto pokusu byla pouzita tkan z mySich varlat
Tato tkan produkovala testosteron a reagovala na
stimulaci luteinizacnim hormonem
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e Tvofeny ¢astmi tkan¢ izolované z odebrané¢ho organu nebo
celym izolovanym organem
e Burka rostouci na zivé tkani si zachovava ptvodni
architekturu tkdn€ a mezibunénou komunikaci
o Spatna dostupnost tkani a organd pro vyuziti této metody
e Nutnost dikladné kontrolovat kultivacni podminky, financné
Organové explantaty naroc¢né
e Satoetal. (2015) vyuzil organovy explantat z transgenni
mysi Acrosin-GFP and Gsg2-GFP nesouci GFP marker
meiotickych a haploidnich zarode¢nych bunck pro imitaci
procesu spermatogeneze in vitro
Ke kultivaci byly pouzity fragmenty z mysich varlat
Testikularni bunky ptitom produkovaly GPF

Zkratky: ACR — protein pro regulaci aktivity cytoskeletu, DAZL — gen (,,deleted in azoospermia-like*); FSHR — receptor
pro folikulostimulacni hormon a marker funkénich Sertoliho bun¢k; GPF — zeleny fluorescencni protein; HSD3B1 —
marker funkénich Leydigovych bun¢k; PRM1 — protamin 1; SSCs — spermatogonialni kmenové butiky.

V zavislosti na konkrétnim designu mize byt do Cipu integrovana primarni tkan, napf. orgdnovy fez
z biopsie, nebo uméle vytvorena tkan, jako napft. sféroid nebo organoid. Pfi postupu shora doli se
primarni nebo uméle vytvorend tkan integruje do Cipu, zatimco pii postupu zdola nahoru jsou
izolované bunky z primarnich nebo imortalizovanych linii nebo z kmenovych bun¢k kultivovany
v mikrofluidnim prostfedi, coz vede k vytvoieni nové tkan¢ (Leung et al. 2022).

Organy na Cipu lze rozdélit do dvou hlavnich typt: pevné organové Cipy a Cipy s bariérovou tkani.
V prvnim typu jsou buiiky kultivovany jako 3D tkanova hmota, coZ umoziuje vzdjemnou interakci
bunék a jejich interakci s médii. Tento pfistup je bézny u Cipl varlat, jater, nadord, srdce a tuku. Ve
druhém typu je podporovano pfirozené formovani bariéry mezi tekutinovymi kompartmenty, coz
umoznuje sledovat selektivni transportni procesy pres bariéru. Tato metoda se Casto vyuziva u Cipi
modelujicich stievo, plice, kiizi a opét varlata (tzv. hematotestikularni bariéra, BTB) (Leung et al.
2022).

AbuMadighem et al. (2022) vytvofil model varlete na Cipu, aby otestoval jeho funkénost a schopnost
prubéhu spermatogeneze in vitro. Testikularni buniky byly izolované ze semenotvornych kanalki
sexualné nezralych mys$i a kultivované v mikrofluidnim ¢ipu. Buiikky se vyvinuly do sféroidi
a pokracovaly v jejich proliferaci a diferenciaci. Béhem experimentu byla zkouména schopnost bunék

v

reagovat na pridani testosteronu a kyseliny retinové do kultiva¢niho media. Jako srovnavaci méfitko
pouzili konven¢ni 3D bunécné kultury v jamkové desticce. Po srovnani vykazoval model ¢ipu veétsi
potencial napodobit varlata in situ nez jamkova desti¢ka. V ¢ipu se nachazelo vice diferenciovanych
bunék, coz demonstruje vyhodu ¢ipového modelu (AbuMadighem et al. 2022). 1 piesto, Ze tato
nejnove)si 3D technologie otevird nové moznosti v oblasti biologického vyzkumu, jeji nevyhodou je

vysoka finan¢ni naro¢nost a potieba slozitéjsiho Skoleni a postupti pro jeji obsluhu (Leung et al.
2022).
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Na piikladu studii reprotoxicity PFAS pomoci in vitro modelt a metod ukazu, jak se pii nich
prakticky postupuje. Ve své studii Eggert et al. (2019) pozorovali Géinky PFOA na fetalnich a zralych
potkanich varlatech kultivovanych in vitro. Kultury fetalnich nebo dospélych varlat byly kultivovany
po dobu 24 hv 0az 100 pg/ml (0 az 242 uM) PFOA. PFOA ve vyssich koncentracich snizila v kultuie
fetalnich varlat hladinu cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), expresi proteinu StAR a nasledné
I produkci hormonti progesteronu a testosteronu, coz naznacuje jeji negativni dopad na testikularni
steroidogenezi. Tento pokles byl dan do souvislosti s indukci apoptdzy fetalnich Leydigovych bunék.
V dospélych semenotvornych kanélcich byla naopak zjisténa apoptdza zarodecnych bunck. Touto
studii autofi poukazali na negativni vlivy PFOA na fetalni i dospé&la varlata (Eggert et al. 2019).

Dalsi studie Qiu et al. (2013) se snazila nalézt spojitost mezi expozici PFOS a indukovanou dysfunkci
samc¢i reprodukce v zavislosti na naruSeni funkce a stavby Sertoliho bun¢k a bariéry BTB. Ovétovali
ptitom vysledky jejich in vivo studie, kdy mys$im byly po dobu 4 tydnt podavany rizné koncentrace
PFOS (0.25-50 mg/kg/den) a expozice PFOS zvysila vakuolizaci Sertoliho bun¢k a narusila strukturu
a permeabilitu BTB. K ovéfeni pouzili in vitro metody na primarnich mys$ich Sertoliho bunkach
kultivovanych ve 2D modelu. In vitro model a metody potvrdily poskozeni nebo zanik Sertoliho
bunék a zaroven také poruseni integrity BTB in vitro ptisobenim PFOS v koncentracich 20 az 60 uM.
Pravée toto oslabeni BTB nejspiS§ umoznilo prinik PFOS pfimo do varlat a ndsledny vznik sam¢ich
reprodukénich dysfunkci, napt. snizeni po¢tu spermii (Qiu et al. 2013).

V téchto studiich jsou shrnuty mozné toxické efekty PFAS latek postihujici funkce testikularnich in
vitro modeld. Do budoucna by bylo dobré zvazit vyuzivani a vyvijeni nazornéjsich a prediktivnéjsich
lidskych modelovych systémil pro expozici PFAS. Tato inovace by slouzila jako zaklad pro budouci
porozuméni mechanismu spermatogeneze a steroidogeneze a vlivu PFAS na tyto dulezité procesy
probihajici ve varlatech (Tarapore a Ouyang 2021).

Diky neustale rostoucim poznatkim ve vSech oblastech véd o zivé pfirodé se objevuji nové
a sofistikované objevy, metody a inovace, které ndm umoZiuji 1épe porozumét a posuzovat
biologické procesy, hodnotit bezpecnost latek a zkoumat jejich dopady na lidské télo. Oblast
hodnoceni bezpe¢nosti latek prochdzi dlouhym vyvojem, a i kdyZ jsme nyni schopni limitované
rozpoznat jejich nebezpecnost jinymi zplisoby, neZ pouze pomoci testll na zvifatech, tento vyvoj stale
pokracuje a je otazkou Casu, neZ budeme schopni pln€é pochopit dosaZitelnost nasich soucasnych
oc¢ekavani a identifikovat hranice naseho poznani (Kubincova et al. 2016).
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PRAKTICKA CAST

Prakticka ¢ast mé prace se zaméfuje na hodnoceni reprodukéni toxicity latek prosttednictvim in vitro
3D modelu testikuldrnich bun¢k. Konkrétné vyuzivam mnohobunécéné sféroidy vytvoiené z linie
mysich Leydigovych bunék. Prvnim krokem bylo vytvofeni optimalnich podminek pro kultivaci
a monitorovani sféroidl, coz zahrnovalo optimalizaci sloZeni kultivacniho média a automatizovani
kroku hodnoceni velikosti a tvaru sféroidt. Druhym krokem bylo vyuziti tohoto modelu pro konkrétni
hodnoceni reprotoxicity latek.

Hodnoceni reprotoxicity zahrnovalo analyzu velikosti, tvaru a Zivotaschopnosti sféroidu v reakci na
expozici vybranym chemickym latkdm. Pro monitorovani velikosti a tvaru sféroidii jsem vyuzila
metodu zalozenou na analyze obrazu. Ke Stanoveni Zivotaschopnosti 3D bunécné kultury jsem
pouzila metodu stanovujici metabolickou aktivitu bunék sféroidu zaloZenou na detekci resazurinu.
V tomto konkrétnim piipadé jsem se zaméfila na tii smési sedmi PFAS, které simuluji realnou
pracovni expozici hasici, ktefi pouzivaji hasici pény s obsahem PFAS. Tyto PFAS jsou znamé
chemické latky, které mohou ovlivnit reprodukéni zdravi, jak jsem popsala v teoretické Casti
v kapitole 3.1. Vysledky mé studie budou pfinosem pro lep$i pochopeni potencialnich rizik spojenych
s expozici témto latkdm a pfispéji k ochrané reprodukéniho zdravi pracovnikli vystavenych
nebezpe¢nym podminkam.

4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzita bunécna linie

Obecna charakteristika Leydigovych TM3 bunék (Blazkova 2018) (Obrazek 9):
e samdi epitelidlni buriky izolované z varlat 11-13 dnu staré mysi (Mus musculus)
e zakoupeno z ATCC (,,American Type Culture Collection®; kat. ¢. CRL-1714 ™)
e optimalni fedéni pro kultivaci je 1 : 20 —1 : 100
e doba zdvojeni bunék se pohybuje v rozmezi 18-22 h.

4.2 Tvorba mikrogeli 3D Petri Dish®

Pomoci specidlnich formicek typu ,,24-35 Large Spheroids® jsem vytvofila agar6zové mikrogely
zvané 3D Petri Dish®, ve kterych se kultivuji mnohobunééné sféroidy (Obrazek 10). Diky
neadhezivnimu povrchu agardzy buiiky nepfilnou k povrchu, ale shluknou se do podoby sféroidu.
Timto se 3D model piiblizuje svou funkci a tvarem tkanim in vivo. Pouzity typ formicky umoznuje
tvorbu 35 sféroidu v kazdé jamce 24jamkové kultivacni desticky. Metoda 3D Petri Dish® mi taky
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umoznila vytvofit sféroidy, které budou mit na zacatku kultivace stejny pocet bunék, v mém piipadé
4 000 bun¢k/sféroid, coz zvySuje opakovatelnost celé procedury.

A) B)

Obrazek 9: Nazorna ukazka Leydigovych TM3 bunék kultivevanych ve 2D (A) a 3D (B) modelu (Zdroj: autor).

4.2.1 Material

e Kultiva¢ni médium pro Leydigovy TM3 buiiky — DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D2906)
s pfidanym konskym (5% v/v, Sigma-Aldrich, kat. ¢. H1270) a fetalnim bovinnim sérem (5%
v/v, Biosera, kat. ¢. FB-1001/500) (toto sloZzeni média doporucuje ATCC)

e Mikro-formic¢ky pro tvorbu 3D Petri Dish® typu ,,24-35 Large Spheroids* (Microtissues,
dostupné od firmy Sigma-Aldrich, kat. ¢. Z764051-6EA)

e Agar6za (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9539)
e Chlorid sodny NaCl — 0,9% © (w/v) (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0)
e Sklenéna lahvicka s autoklavovatelnym vickem (100 ml); centrifugacni zkumavka (15 ml)

e 24jamkova sterilni kultivacni desticka (TPP, dostupné od firmy Sigma-Aldrich, kat. ¢.
Z707805-72EA)

e Sterilizované kleste; Spachtle a pipety
e Autoklav; mikrovinna trouba; termoblok; centrifuga s rotorem pro mikrodesticky

4.2.2 Postup

Pro vytvofeni 3D Petri Dish® jsem nasledovala standardni operaéni postup (SOP) dostupny
Vv laboratofi a diplomovou praci Elisky Blazkové (Blazkova 2018). Zacala jsem ptipravou 2% (w/v)
agardzového roztoku. Do sklenéné lahvicky jsem vazila 1 g agar6zy a ptidala 50 ml 0,9% sterilniho
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roztoku NaCl (w/v). Smés byla peclivé promichana a poté autoklavovana po dobu 30 min. Ztuhly
agarozovy roztok byl nasledné¢ rozpustén v mikrovinné troubé. Po kratkém zchlazeni rozpusténé
agarozy na 60—70 °C jsem pievedla 15 ml roztoku do sterilni centrifugacni zkumavky.

Pro vytvoteni 1 mikrogelu jsem pocitala se 400 pl 2% agar6zy. Zkumavka s roztokem byla umisténa
do termobloku nastavené¢ho na 65 °C, ktery byl umistén uvnitf laminarniho boxu, aby se zabranilo
tuhnuti agar6zy. Do mikro-formy jsem napipetovala 330 pl agardzy, dbala jsem na odstranéni
bublinek a po ztuhnuti agar6zy byly gely uspotadany do jednotlivych jamek v 24jamkové desticce
vysevnou komitirkou vzhiiru. Aby se mikrogel pevné uchytil ke dnu jamky, nechala jsem zbylou
agarozu zchladnout na 50—60 °C a pot¢ ptidala 150 ul ke dnu jamky.

Poté jsem provedla ekvilibraci gela v kultivaénim médiu. To zahrnovalo vyménu roztoku NaCl
Vv agardze za kultivaéni médium. Do kazdé jamky bylo ptfidano 1 000 pl média. Desticka byla opatrné
ptrenesena do inkubatoru (37 °C, 5% CO2) na 15 min. Po vyjmuti desticky jsem odsala médium
Pasteurovou pipetou a cely proces byl zopakovan. VSechny manipulace s laboratornimi pomtickami
a materialem pro vyrobu mikrogelii probihaly v biohazardnim boxu tfidy II. s laminarnim proudénim.
Vsechny predméty pienesené do biohazardniho boxu byly o¢istény 70% ethanolem.

Obrazek 10: Schématicky postup tvorby mikrogelii 3D Petri Dish® ((Microtissues, Inc. 2023).

4.3 Kaultivace a pasazovani Leydigovych TM3 bunék

Proces kultivace bunék zahrnuje péstovani bunék v optimalnim médiu za optimalnich podminek.
Proces pasadzovani obecné& oznacuje prenos bunéénych kultur z ptivodni kultivaéni naddoby do nové.
Tento postup je klicovy pro zabranéni 100% pokryti celé plochy naddoby bunikami, ¢imz se ptedejde
kontaktni inhibici, kdy buriky pfestanou rist, nebo za¢nou preristat pies sebe.
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4.3.1 Material

e Kultiva¢ni médium pro Leydigovy TM3 bunky — viz kapitola 4.2.1
e Trypsin—0,25 % w/v Trypsin-EDTA (Biosera, kat. ¢. XC-T1717)

e PBS - Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (pH 7,2) — 137mM NaCl, 2,7mM KCI, 8mM
Na;HPO4 a 1,47mM KH2PO4 (byly pouzity reagencie vhodné pro kultivaci bunék v nejvyssi
kvalit¢, Sigma-Aldrich)

e Sterilni kultivaéni nadoby pro tkafiové kultury o velikostech 25 nebo 75 cm? (TPP, kat. &.
90026 nebo 90076)

e Sterilni pipety a mikropipety, sterilni plastové Pasteurovy pipety
e Cellometer Auto T4 Bright Field Cell Counter (BioTek)

4.3.2 Postup

Nejprve bylo nezbytné nechat kultivacni médium a trypsin vyhtat na teplotu 37 °C ve vodni lazni.
Pted zapocetim prace s buiikami byla v biohazardnim boxu spusténa UV germicidni lampa, ktera
prostfedi sterilizovala po dobu minimaln€¢ 15 min. Pracovni plocha byla dezinfikovana 70%
ethanolem, a vSe, co bylo umisténo do biohazardniho boxu, proslo stejnou procedurou, aby se
minimalizovalo riziko kontaminace. Pod svételnym mikroskopem byly buniky peclivé zkontrolovany,
zda nejsou kontaminovany a morfologie zlistala nezménéna.

Nésledné probéhl proces pasaze bunék diive, nez by mohly pokryt celou plochu kultiva¢ni nadoby
(70-90% konfluence, tzn. 70-90% pokryti povrchu kultivaéni nadoby buiikami). Staré kultivaéni
médium bylo odsato a dovniti bylo pfidano PBS (1,5 nebo 2,5 ml podle velikosti kultiva¢nich
lahvicek). Po oplachnuti bun¢k bylo PBS odsato a cely proces byl zopakovan dvakrat. K odlepeni
bunék od dna byl pfidan trypsin (0,5 nebo 1,5 az 2 ml podle velikosti kultiva¢nich lahviéek),
a nasledné byly buiky inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 2-5 min. Po odlepeni bun¢k ode dna
bylo nutné trypsin neutralizovat médiem (1,5 nebo 4,5 ml podle velikosti kultiva¢nich lahvic¢ek), aby
nedoslo k naslednému poskozeni bunék. Cést bunék se pienesla do nové kultivaéni ldhve a Eerstvého
média a dale se kultivovala v inkubatoru pfi teploté 37 °C a v atmosféte s 5% CO2 a 95% vlhkosti,
zbytek bungk se pouzil do naslednych experiment.

Aby bylo mozno zjistit koncentrace bunék ve vzniklé suspenzi, bylo 20 pl bunééné suspenze
pteneseno do pocitaci komurky piistroje Cellometer Auto T4. Na zakladé vysledku bylo dopocitano,
kolik pl bunécné suspenze je potieba pienést pro tvorbu daného poctu sféroidil, kdy se pocitalo 4 000
bunék na sféroid. Pokud bylo nutné bunky zakoncentrovat, jelikoz jejich koncentrace v suspenzi byla
nizsi, nez bylo pozadovano, tak byla suspenze pienesena sérologickou pipetou do centrifugacni
zkumavky a nasledné centrifugovana pii 290 RCF po dobu 5 min. Po vyjmuti zkumavky byly buiky
na dné. Staré kultivaéni médium bylo odsato, zanechavajic pouze buiiky, a nasledn¢ bylo ptidano
nové kultivaéni médium o pozadovaném objemu. Cely roztok byl resuspendovan pipetou pro
maximalni rozptyleni bun¢k v médiu.
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4.4 Nasazeni mnohobunécénych sféroidi

441 Material

e Kultiva¢ni médium pro Leydigovy TM3 bunky — viz kapitola 4.2.1

e Stimula¢ni médium — kultiva¢ni médium obohacené o forskolin (20 uM, Sigma-Aldrich, kat.
¢. 344270); luteinizaéni hormon LH (10 ng/mL, Sigma-Aldrich, kat. ¢. L6420); 20a-
hydroxycholesterol (1 ug/ml, Sigma-Aldrich, kat. ¢. 700156P) a SB431542 (1 uM, Sigma-
Aldrich, kat. ¢. 616461); latky byly rozpustény v dimethylsulfoxidu DMSO, finalni
koncentrace DMSO v médiu neptesdhla 0,1 v/v (toto médium bylo pouzito pouze pro
experiment porovnavajici dvé rozdilna kultivacni média)

e 24jamkova kultivaéni desticka s ekvilibrovanymi mikrogely

e Automaticka pipeta

4.4.2 Postup

Lahev s kultivacnim médiem, piipadné se stimulacnim médiem, byla pfenesena do biohazardniho
boxu a otfena 70% ethanolem. Z vng&jsi ¢asti ekvilibrované 3D Petri Dish® i z vysevné komirky bylo
odsato kultivaéni médium a do vysevné komirky bylo pfeneseno 65 pl bunétné suspense,
postupovalo se tak pro vSechny planované mikrogely. Béhem nasazovani bun¢k musela byt bunécna
suspenze nékolikrat propipetovana, aby bunky neklesaly ke dnu zkumavky. Po nasazeni bun¢k do
vysevné komurky se ¢ekalo 10 min. nez burniky pfisedly ke dnu mikro-jamek 3D Petri Dish®.
Nasledovalo pfidani 1 ml kultivaéniho, popf. stimula¢niho, média do kazdé jamky. Kultivacni
desticka obsahujici nasazené builky a médium byla opatfena mymi inicidly, datem a ndzvem
experimentu a byla umisténa do inkubatoru (37 °C, 5% COg2). V experimentu porovnavajicim
kultivatni médium se stimulacnim, se médium meénilo kazdy druhy den. V tyto dny se také
monitorovaly velikost a tvar sféroidii pomoci invertovaného mikroskopu Zeiss Axio Z1 Observer
(Carl Zeiss, Némecko) a systému TissueFAXS (TissueGnostics, Rakousko) ve spojeni s CMOS
kamerou Baumer HXG40c a s pouzitim objektivu se zvétSenim 2,5x.

4.5 Hodnoceni reprotoxicity smési PFAS

Pii tomto typu experimentu byly tii dny staré sféroidy exponované smésim PFAS. Na zakladé
prubézného foceni, sledovani zmén velikosti, tvaru a zivotaschopnosti sféroidi a vysledného
zpracovani dat se zhodnotilo, zda maji tyto latky né¢jaky negativni vliv na Leydigovy TM3 buiiky.

4.5.1 Material

e PFAS latky (Cistota: >98%) — seznam a jejich pomér ve smésich je v Tabulce 3 a jejich
struktury v Obrazku 11
e DMSO - dimethylsulfoxid

e Sterilni sklenéné vialky; automaticka pipeta
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4.5.2 Postup

Podobné jako u predchoziho experimentu byly vytvofeny, pfilepeny a ekvilibrovany mikro-gely
metodou 3D Petri Dish®. Leydigovy TM3 buiiky byly opét nasazeny v koncentraci 4 000
bunék/sféroid. Béhem tii dni se vytvotily kompaktni sféroidy, které byly exponovany tfemi smésmi
obsahujicimi 7 PFAS s riznymi poméry jednotlivych PFAS (Tabulka 3 a Obrazek 11).

Tabulka 3: Seznam pouZitych PFAS latek a jejich pomér v jednotlivych studovanych smésich (Zdroj: autor).

Frakce Frakce Frakce
PFAS MW i . ¢
Firma, kat. ¢ PFAS-MIX1 PFAS-MIX2 PFAS-MIX3
PFDA-KYS. 513967  sigmaAldrich, 43929 0.064 0.041 0.060
perfluorodekanova
PFHPA — kys.
S 365040 SigmaAldrich, 43996  0.047 0.030 0.044
perfluoroheptanova
PFHXS — kys. LGC, DRE-
perfluorhexansulfonova 399,944 C15986900 0.167 0.107 0.156
PFNA — kys.
yS. 463,971  Sigma Aldrich, 91977 0.021 0.014 0.020
perfluornonanova
PFOA — kys. Sigma Aldrich,
413,974 . . .
perfluorooktanova 3.9 171468 0.361 0.124 0.608
PFOS - . .
. 499,937  Sigma Aldrich, 77282 0.309 0.664 0.084
perfluorooktansulfonat
PFUNDA — kys.
un YS ' 563964 SigmaAldrich, 80444  0.030 0.019 0.028
perfluoroundekanova
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Obrazek 11: Strukturni vzorce studovanych PFAS: A) PFDA — kys. perfluorodekanova, B) PFHPA — kys.
perfluoroheptanova, C) PFHXS — kys. perfluorhexansulfonova, D) PFNA — kys. perfluornonanova, E) PFOA
— kys. perfluorooktanova, F) PFOS — perfluorooktansulfonat, G) PFUNDA — Kkys. perfluoroundekanova (LGC
2024).

42



Smési byly namichény ze zasobnich roztokl jednotlivych PFAS rozpusténych v DMSO v danych
pomérech (Tabulka 3), nasledné byly tyto roztoky smési dale nafedény v kultivaénim médiu na
pozadované vysledné sumarni koncentrace (0,8; 4; 20 a 100 uM; c1-c4). Z mikrogeld s vytvofenymi
sféroidy bylo odsato staré kultivaéni médium a nasledné¢ vyménéno za 1 ml nového expozi¢niho
média obsahujiciho studované smési. Na kazdé desce byly pfitomny nejen expozi¢ni varianty, ale
také sféroidy ni¢im neexponované (pouze Vv kultivaénim médiu), exponované rozpoustédlem (0,1%
DMSO, tzv. rozpoustédlova kontrola) a v pozitivni toxické latce (10% DMSO, tzv. pozitivni
kontrola). Sedmy den inkubace, tj. ¢tvrty den expozice, bylo médium vyménéno opét za expozi¢ni
médium a desaty den inkubace, tj. sedmy den expozice, byl pokus ukoncen. Tvar a velikost sféroidi
byly monitorovany pomoci invertovaného mikroskopu Zeiss Axio Z1 Observer (Carl Zeiss,
Némecko) a systému TissueFAXS (TissueGnostics, Rakousko) ve spojeni s CMOS kamerou Baumer
HXG40c a s pouzitim objektivu se zvétSenim 2,5x v tyto dny inkubace: 1., 3., 7. a 10. den.
Experiment byl zopakovan tfikrat nezavisle.

4.6 Hodnoceni Zivotaschopnosti pomoci resazurinu

Na konci expozice (10. den inkubace a zaroveni 7. den expozice) byla hodnocena Zivotaschopnost
sféroidi. metodou vyuzivajici resazurin. Princip této metody spocivd v pfeméné modrého
nefluoreskujiciho resazurinu na jeho fluoreskujici rizovy protéjSek resorufin, ke které mize dojit
pouze v zivych bunkach pomoci mitochondrialnich dehydrogenaz. Da se proto fici, ze mnozstvi
pfeménéného resazurinu je umérné metabolické aktivité bunék sféroidu a jejich Zivotaschopnosti.

4.6.1 Material

e Bezsérové médium pro Leydigovy TM3 buiiky — viz kapitola 4.2.1 (neobsahuje konské
a fetalni bovinni sérum)

e Resazurin (MW = 229, Sigma Aldrich, kat. ¢. R7017)
e Sterilni mikrocentrifuga¢ni zkumavka; automaticka pipeta

e 24jamkova kultiva¢ni desticka s multicelularnimi sféroidy uvnité mikro-gelu 3D Petri
Dish®

e 96jamkova Cerna desticka (napt. Greiner Bio-one, kat. ¢. P/N 655098)
e Mikrosdestickovy fluorimetr (Synergy 4, BioTek)

e Ttepacka

4.6.2 Postup

Nejprve se kultivacni médium vytemperovalo ve vodni lazni na 37 °C. Po ukoncéeni expozice bylo ze
vSech jamek kultivac¢ni destiCky se sféroidy odsato staré médium, které se vymeénilo za 1 ml
bezsérového média a deska byla umisténa na 15 min do inkubatoru (37 °C, 5% CO3). Tento proces
se zopakoval jesteé jednou. Médium bylo opét odstranéno a bylo piidano bezsérové kultivaéni médium
(1 ml) obsahujici resazurin (20 uM = 4,5 pg/ml v PBS) do kazdé jamky obsahujici sféroidy. Nasledné
byla deska umisténa do inkubatoru (37 °C, 5% COz2) na 4 h. Po skonceni inkubace byla kultivacni
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desticka vlozena na tfepacku a 5 min mirn¢ tfepana. Do ¢erné 96jamkové desticky se z kazdé jamky
24jamkové desky preneslo 3% 250 ul média (triplikat z kazdé jamky) a byla zmétena fluorescence pii
vlnovych délkach 530/590 nm Ex/Em.

4.7 Analyza dat

Ziskané snimky monitorujici sféroidy byly vyhodnocovany pomoci automatického makra
v programu ImageJ/Fiji (NIH, USA; Basu et al. 2020) nebo CellProfiler (Stirling et al. 2021).
Piestoze jsou sféroidy 3D prostorové modely, jejich velikost a tvar byly hodnoceny z jejich 2D
projekce. Geometrické parametry, které byly timto zptisobem ziskany, slouzily k charakteristice tvaru
a velikosti mnohobunéénych sféroidti. Vybranymi parametry byly plocha, obvod, Feretiv prumér,
objem, kruhovitost, kulatost, pomér stran (pomér hlavni a vedlejsi osy) a celistvost. Jejich
charakteristika a vypocet jsou podrobn¢ uvedeny v Blazkova (2018).

Hodnoty méfenych parametr byly poté zpracovany a vykresleny v prostiedi programu Microsoft
Excel (Microsoft 365). U experimentu srovnavajiciho dvé rozdilna média (obycejné kultivaéni
a stimulac¢ni), ktery byl proveden na 6 riiznych deskach (az 5 040 sféroidi) pro kazdy inkubacni ¢as,
byl vypocitan aritmeticky primér, median a 25% a 75% kvartil. U experimentu hodnoticiho
reprotoxicitu smési PFAS, ktery byl zopakovan ttikrat nezavisle, byly rozmérové parametry urcujici
velikost sféroidu normalizovany na negativni kontrolu (pouhé kultivaéni médium a sféroidy) v daném
Case a vypocitalo se procento kontroly. Bezrozmérmé parametry charakterizujici tvar sféroidi
normalizovany nebyly. Z hodnot charakterizujicich velikost nebo tvar jednotlivych sféroidi v jednom
nezavislém experimentu byly vypocitany aritmetické priméry. Nakonec byla slou¢ena dohromady
vSechna nezavisla opakovani a byl vypocitan aritmeticky primeér a smérodatna odchylka (n = 3).

Pfi hodnoceni zivotaschopnosti sféroidi byla pozad’ova fluorescence (blank — pouze médium s gelem
bez sféroidii) odectena od kazdé hodnoty naméfené fluorescence. Nasledné byly hodnoty
fluorescence normalizovany na fluorescenci negativni kontroly a vysledky jsou vyjadfeny jako
procento této negativni kontroly. Nakonec byly slouceny dohromady nezéavisla opakovani a byl
vypocitan aritmeticky primeér a smérodatna odchylka (n = 3).

5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace analyzy sféroidi

Pro analyzu vSech snimk sféroida a sledovani jejich zmén v pribéhu jednotlivych experimentd jsem
puvodné vyuzivala makro vytvoiené v programu ImageJ/Fiji umoznujici automatickou analyzu
obrazu (NIH, USA; Basu et al. 2020). Avsak nedavno jsem dostala piilezitost vyzkouSet novy nastroj
jménem CellProfiler (Stirling et al. 2021), ktery sliboval urychleni a zjednoduseni zpracovani dat.
Rozhodla jsem se porovnat tento novy program s dosavadnim makrem v ImageJ a otestovat jeho
efektivitu, prakti¢nost a rychlost.
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Porovnani obou programili jsem provedla na snimcich zachycujicich tvorbu a zrani sféroida
kultivovanych v bézném kultivaénim médiu béhem 10 dnd. V obou programech jsem pro kazdy
sféroid ziskala udaje o jeho plose a obvodu, které odrazely jeho velikost, a o celistvosti a kruhovitosti,
které charakterizovaly jeho tvar. Po zpracovani a prevedeni vSech téchto parametrti pro jednotlivé dny
inkubace do grafii jsem peclivé porovnala vysledky. Velikost sféroidii se v zasadg lisila jen minimalné
(Obrazek 12), nicméné pfi analyze tvaru sféroida se projevily vyznamné rozdily, zejména v programu
CellProfiler, kde variabilita parametri, zejména kruhovitosti, byla vétsi (Obrazek 13).

Po zvazeni vSech kladl a zéporti jsem i1 nadale pouzivala makro v programu ImagelJ/Fiji. I kdyz
CellProfiler do urcit¢ miry urychloval a usnadiioval praci, tak pro rutinni pouzivani by bylo potfeba
nejprve vyiesit jeho nepfesnost a variabilitu pfi urCovani tvarta sféroidi. Jelikoz jsem s programem
Imagel/Fiji pracovala delsi dobu a postupy pii vyhodnocovani snimkii jsem méla jiz
zautomatizované, tak vyhoda rychlejsiho hodnoceni v programu CellProfiler nebyla tak vyrazna.
Nelze ale vyloucit, Ze by se CellProfiler v budoucnosti stal uzitecnym nastrojem pro efektivné;si
a snaz$i vyhodnocovani mikroskopickych snimku sféroida, kdyby se vyftesily zjisténé nedostatky.
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Obrazek 12: Porovnini funké&nosti maker vytvoienych v programech ImagelJ/Fiji a CellProfiler pro sledovani
velikosti sféroidu Leydigovych TM3 bunék kultivovanych v béZném kultiva¢nim médiu. Velikost je vyjadiena
plochou (um?; A.) a obvodem (um; B.) a byla monitorovana v pribéhu 1., 3., 7. a 10. dne inkubace sféroidd. Krabicovy
graf znazoriuje rozdéleni dat do kvartilt (25%, 50%, 75% kvartil), zvyraziuje pramér (kiizek), a ukazuje minimum
a maximum i odlehlé hodnoty. Celkové bylo hodnoceno 70 sféroidi pro kazdy den inkubace (Zdroj: autor).
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Obrazek 13: Porovnani funk¢énosti maker vytvoienych v programech ImagelJ/Fiji a CellProfiler pro sledovani
tvaru sféroidi Leydigovych TM3 bunék kultivovanych v béZném kultivaénim médiu. Tvar je vyjadten celistvosti
(A.) a kruhovitosti (B.) a byl monitorovan v pribéhu 1., 3., 7. a 10. dne inkubace sféroidi. Krabicovy graf zndzorfiuje
rozdéleni dat do kvartild (25%, 50%, 75% kvartil), zvyraziiuje pramér (ki'izek), a ukazuje minimum a maximum i odlehlé
hodnoty. Celkové bylo hodnoceno 70 sféroidt pro kazdy den inkubace (Zdroj: autor).

5.2 Optimalizace sloZeni kultiva¢niho média

Aby in vitro modely co nejlépe odrazely piislusné buriky, tkang, organy ¢i dokonce soustavy organd,
které napodobuji, je potieba zvolit co nejoptimalné;jsi kultivacni podminky. Jednou z nich je volba
idealniho slozeni kultiva¢niho média, ve kterém jsou sféroidy dlouhodob¢ zivotaschopné a funkénost
ptislusnych bunék odrazi realitu. Z tohoto divodu jsem provedla experiment, ktery srovnaval dvé
rozdilna kultivacni média a hodnotil, které¢ je pro kultivaci sféroidit Leydigovych TM3 bunék
vhodngjsi. Jednalo se o bézné kultivacni médium (slozeni viz kapitola 4.2.1) a o stimula¢ni médium,
coz je toto bézné kultivacni médium obohacené 0 ¢tyti faktory — forskolin, luteiniza¢ni hormon, 20a-
hydroxycholesterol a SB431542 (slozeni viz kapitola 4.4.1), které mély podporovat funkénost
Leydigovych bunék, tedy zvySovat jejich steroidogenni potencial.
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Bylo pftipraveno celkem 6 kultivac¢nich desek obsahujicich sféroidy (hodnotila jsem 770 az 2 450
sféroidt na variantu, tedy nasadilo se 22 az 70 jamek), ¢ast sféroida byla dale kultivovana v béZzném
médiu a druhd ¢ast ve stimulacnim médiu po dobu 14 dnti. Béhem jejich kultivace byla kazdé dva dny
provadéna fotodokumentace, analyzovaly se fotografie sféroidi makrem v programu ImageJ/Fiji
a porovnavaly se rozdily v parametrech urcujicich tvar a velikost sféroidii. Dale se sbiralo médium
pro analyzu hladin hormont (pregnenolon, progesteron, androstenedion, testosteron, 173-estradiol)
a v jednotlivé Casové body i sféroidy pro izolaci RNA a hodnoceni exprese enzymu zapojenych do
produkce hormont (proto bylo tolik desek). To vsak jiz nebylo soucasti mé prace a tyto analyzy stale
probihaji.

Nejprve popisu, jak se sféroidy tvorily a prospivaly v bézném kultivaénim médiu doporu¢ovaném
sbirkou bunéénych kultur ATCC. Béhem jednoho az dvou dnt se vytvoiil kompaktni celistvy sféroid
kulatého tvaru o primémé plose 56 677 um?, primémém obvodu 908 pm, primémém Feretové
priméru 282 um a primérném objemu 10 075 573 um?® (Obrazky 14 a 16). Sféroidy byly téméf
idealn¢ celistvé, kruhovité ¢i kulaté, jelikoz hodnoty kulatosti, kruhovitosti ¢i celistvosti se blizily
hodnoté 1, podobné jako pomér stran (Obrazky 15 a 16). Béhem nasledujicich Sesti dni se velikost
sféroidi snizovala, coZ je patrné u v§ech parametri charakterizujicich velikost, napt. objem se zmensil
1,7x (na 5 917 569 umd), ale tvar se podstatné neménil, pouze celistvost se po propadu ve 4. dnu
inkubace mirné zvétSovala. BEhem dalSich Sesti dni se velikost opét zacala zvétSovat az se definitivné
ustalila na objemu kolem 20 000 000 um?3, tedy asi 2x vét§im neZz na za¢atku. Z parametri, které
popisuji tvar, se ménila pouze celistvost a béhem poslednich Sesti dnti se dale mirné zvySovala.

Pti porovnani sféroidt kultivovanych v bézném a stimulaénim médiu bylo hned patrné, ze stimula¢ni
médium od zacatku podporovalo riist a zvétSovani sféroidi a na konci inkubace byly asi 1,7x vétsi
nez sféroidy v b&zném médiu (objem = 36 076 956 um?; Obrazky 14 a 16). Jinak ale kiivky velikosti
u vsech sledovanych parametrii kopirovaly trend sféroidi v béZzném médiu, tedy nejdiive pokles
nasledovany ristem, pfi¢emz rist byl akcelerovanéjsi.

Stéroidy se neliSily pouze velikostné, ale také tvarové. Ackoliv se na parametrech pomér stran
a kulatost zména média neprojevila, hodnoty kruhovitosti byly podstatné nizsi, tedy sféroidy se mirné
odchyluji od idealné kruhovitého tvaru (Obrazky 15 a 16). Celistvost sféroidu, ktera popisuje jejich
hladkost okraji a kompaktnost, byla také mensi, coz je vidét i na fotografiich, sféroidy ve stimulaénim

v

médiu jsou viditeln¢ ¢lenitéjsi a méné kompaktni (Obrazek 16).
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Obrazek 14: Porovnani vlivu béZného a stimula¢niho kultiva¢niho média na velikost sféroidi Leydigovych TM3 bunék béhem kultivace. Velikost sféroidt je vyjadiena
plochou (um?; A.), obvodem (um; B.), Feretovym priimérem (um; C.) a objemem (um3; D.). Fotodokumentace byla provadéna 2., 4., 6., 8., 10., 12. a 14. den inkubace. Bodovy
graf prezentuje primérné hodnoty parametri pro kazdy inkubaéni den a smérodatné odchylky (n = 770-2 450 sféroidd; Zdroj: autor).
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Obrazek 15: Porovnani vlivu béZného a stimula¢niho kultivaéniho média na tvar sféroidu Leydigovych TM3 bunék béhem Kkultivace. Tvar sféroidu je vyjadien
kruhovitosti (A.), kulatosti (B.), pomérem stran (C.) a celistvosti (D.). Fotodokumentace byla provadéna 2., 4., 6., 8., 10., 12. a 14. den inkubace. Bodovy graf prezentuje
pramé&rné hodnoty parametrii pro kazdy inkubaéni den a smérodatné odchylky (n = 770-2 450 sféroida; Zdroj: autor).
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Obrazek 16: Porovnani sféroidi Leydigovych TM3 bunék kultivovanych v béZném a stimulaénim médiu.
Fotografie ukazuji reprezentativni sféroidy pro zvolenou variantu a inkubaéni ¢as (2., 8. a 14. den inkubace; Zdroj. autor).

5.3  Hodnoceni reprotoxicity realnych smési PFAS

Potencial tii smési PFAS (PFAS-MIX1-3), které modeluji realnou distribuci PFAS v ohrozené
pracovni skupiné hasi¢t, tedy jejich pracovni expozici, byl studovan v pokro¢ilém in vitro modelu
multicelularnich sféroidi Leydigovych TM3 bunék. Jakmile se vytvoiily kompaktni sféroidy (3. den
inkubace), byly exponovany smésmi PFAS-MIX1-3 vbézném médiu (viz kapitola 4.2.1)
v koncentracich 0,8; 4; 20 a 100 uM (viz kapitola 4.5.1) po dobu 7 dni. Na kazdé expozi¢ni 24jamkové
desce byly kromé studované smési i negativni a pozitivni kontroly. Negativni kontroly zahrnovaly
neexponované sféroidy (negativni kontrola; NC) a sféroidy vystavené rozpoustédlové kontrole (0,1%
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DMSO; SC). Jako pozitivni kontrolu jsem zvolila vysokou koncentraci pouzitého rozpoustédla (10%
DMSO; PC), jelikoz tato koncentrace opakované a reprodukované pusobila cytotoxicky na sféroidy
Leydigovych TM3 bunék Vv piedchozich experimentech (Blazkova 2018). Experiment byl prohlasen
za validni, kdyz negativni kontroly nemély zadny vliv na tvar, velikost a Zivotaschopnost sféroidi
a pozitivni kontrola naopak ovlivnila negativné sledované parametry. Dle prezentovanych vysledka
je ziejmé, ze rozpoustédlo (0,1% DMSO) neovlivnilo velikost, tvar ani Zivotaschopnost sféroidi
(Obrazky 17-19).

Nejdtive popiSu vliv pozitivni kontroly, 10% DMSO, na sféroidy béhem 7denni expozice. Tato
cytotoxicka latka zpusobila zvétseni velikosti sféroidii Leydigovych TM3 bunék oproti negativnim
kontrolam po 3 dnech expozice, coz se prokazalo u vSech parametri popisujicich velikost sféroida
(106-134% negativni kontroly) (Obrazky 17 a 20). Vysledky ale ukazaly velkou variabilitu u¢inku
pozitivni kontroly u v§ech sledovanych parametri oproti rozpoustédlové kontrole. Sféroidy vystavené
pozitivni kontrole Se podstatné lisily tvarem (Obrazky 18 a 20), ktery se odchylil od idealné
kruhovitého a kulatého objektu (kruhovitost a kulatost <1). Dale se pomér stran mirné zvysil, tzn.
elipsa se prodlouzila ve sméru horizontalnim, a celistvost byla narusena (<l), coZz je patrné
i Z reprezentativni fotografie (Obrazek 20). Po 7 dnech se velikost sféroidii exponovanych pozitivni
kontrole vyrazné neliSila od ucinku rozpoustédlové kontroly, ale tvar byl stale narusen. Na konci
expozice byla zZivotaschopnost Leydigovych TM3 sféroidl po zasahu pozitivni kontroly blizko nule
(Obrazek 19A), i kdyz sféroidy stale drzely pohromadé.

Utinky smési PFAS-MIX1-3 se od sebe neligily, ale byly odligné od G¢inku pozitivni kontroly.
Stéroidy vystavené vSem tfem smésim PFAS mirné zvétSovaly svou velikost (aZ 120% objemu
negativni kontroly u nejvyssi koncentrace PFAS-MIX2) ve vyssich koncentracich (20 a 100 uM)
(Obrazky 20, 21-23). Variabilita byla ale vétsi u aéinkt sféroidiit vystavenych smésim nez
u rozpoustédlové kontroly. Pro findlni rozhodnuti, zda smési zvétSuji velikost Leydigovych TM3
sféroidti by bylo tieba zopakovat tento experiment alespon jesté jednou nebo dvakrat (coz praveé
probiha) a udélat statistickou analyzu vysledkd.

Expozice smésim méla na rozdil od pozitivni kontroly minimalni vliv na tvar sféroidii, tvar se nelisil
od tvaru sféroidii v rozpoustédlové kontrole (Obrazky 20, 24-26). Sféroidy zistaly kompaktni,
celistvé a mély skoro ideélni tvar kruhového sféroidu s podobnou maximalni horizontalni a vertikalni
vzdalenosti. Taky nebyl zjistén podstatny G¢inek studovanych smési, na rozdil od pozitivni kontroly,
na Zivotaschopnost bun¢k, i1 kdyZ opét se ukdzala velka variabilita u smé€smi exponovanych sféroid
(Obrazek 19).
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Obrazek 17: Vliv pozitivni kontroly (10% DMSO, PC) na velikost sféroidii Leydigovych TM3 bunék po 7denni
expozici v béZzném médiu. Velikost sféroidl je vyjadiena plochou (um?; A.), obvodem (um; B.), Feretovym primérem
(um; C.) a objemem (um? D.). Parametry byly normalizovany na negativni kontrolu (neexponované sféroidy)
a vyjadieny jako % negativni kontroly. V jednotlivém experimentu bylo hodnoceno 35 nebo 70 sféroida (1 nebo 2 jamky),
experiment se opakoval ttikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla opakovani byla zprimérovana a v grafu je zndzornén jejich
aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3). V bodovém grafu je nazna¢eno, kdy za¢ala expozice (3. den inkubace).
Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den inkubace. SC = rozpoustédlova kontrola (0,1% DMSO; Zdroj: autor).
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Obrazek 18: Vliv pozitivni kontroly (10% DMSO, PC) na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po 7denni
expozici v béZném médiu. Tvar sféroidi je vyjadien kruhovitosti (A.), kulatosti (B.), pomérem stran (C.) a celistvosti
(D.). Parametry nebyly normalizovany na negativni kontrolu. V jednotlivém experimentu bylo hodnoceno 35 nebo 70
sféroidii (1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla opakovani byla zprimérovana
a v grafu je znazornén jejich aritmeticky prumér a smérodatné odchylky (n = 3). V bodovém grafu je naznaceno, kdy
zacala expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den inkubace. SC = rozpoustédlova kontrola
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Obriazek 19: Zivotaschopnost Leydigovych TM3 bunék po expozici pozitivni kontrole (A., 10% DMSO) a tfem
smésim perfluorovanych latek (PFAS-MIX1-3) (B.) hodnocena resazurinovou metodou. Hodnoty fluorescence byly
normalizovany na negativni kontrolu (neexponované sféroidy) a jsou zobrazeny jako % negativni kontroly. Experiment
byl opakovan tfikrat nezavisle. Jednotliva opakovani byla zprimérovana a v grafech je vyjadien jejich aritmeticky primér
a smérodatné odchylky (n = 3). SC = rozpoustédlova kontrola (0,1% DMSO; Zdroj: autor).
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Obrazek 20: Vliv pozitivni kontroly (10% DMSO) a tii smési poly- a perfluorovanych latek PFAS-MIX1-3 na
sféroidy Leydigovych TM3 bunék po 7denni expozici. Sféroidy byly 3. den inkubace vystaveny rozpoustédlové
kontrole (SC, 0,1% DMSO), pozitivni kontrole (PC, 10% DMSO) a 3 smésim PFAS latek (MIX1, MIX2, MIX3)
v koncentraci 100 uM. Fotografie ukazuji reprezentativni sféroidy pro zvolenou variantu a inkubaéni ¢as (3., 7. a 10. den

inkubace sféroidii; Zdroj: autor).
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Obrazek 21: Vliv smési perfluorovanych litek PFAS-MIX1 na velikost sféroidii Leydigovych TM3 bunék po
7denni expozici v béZném médiu. Koncentrace smési: 0,8 (c1); 4 (c2); 20 (c3) a 100 (c4) uM. Velikost sféroidu je
vyjadiena plochou (um?; A.), obvodem (um; B.), Feretovym primérem (um; C.) a objemem (um?; D.). Parametry byly
normalizovany na negativni kontrolu (neexponované sféroidy) a vyjadieny jako % negativni kontroly. Pro porovnani byla
vykreslena i rozpous$tédlova kontrola (SC; 0,1% DMSQ). V jednotlivém experimentu bylo hodnoceno 35 nebo 70 sféroida
(1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla opakovani byla zprimérovana a v grafu
je znazornén jejich aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3). V bodovém grafu je naznaeno, kdy zacala
expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den inkubace (Zdroj: autor).
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Obrazek 22: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS-MIX2 na velikost sféroidii Leydigovych TM3 bunék po
7denni expozici v béZném médiu. Koncentrace smési: 0,8 (c1); 4 (c2); 20 (c3) a 100 (c4) uM. Velikost sféroidu je
vyjadiena plochou (um?; A.), obvodem (um; B.), Feretovym primérem (um; C.) a objemem (um?; D.). Pro porovnani
byla vykreslena i rozpoustédlova kontrola (SC; 0,1% DMSO). Parametry byly normalizovany na negativni kontrolu
(neexponované sféroidy) a vyjadieny jako % negativni kontroly. V jednotlivém experimentu bylo hodnoceno 35 nebo 70
sféroidti (1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla opakovani byla zprimérovana
a v grafu je znazornén jejich aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3). V bodovém grafu je naznaceno, kdy
zaCala expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den inkubace (Zdroj: autor).
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Obrazek 23: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS-MIX3 na velikost sféroidi Leydigovych TM3 bunék po
7denni expozici v béZném médiu. Koncentrace smési: 0,8 (c1); 4 (c2); 20 (c3) a 100 (c4) uM. Velikost sféroidu je
vyjadiena plochou (um?; A.), obvodem (um; B.), Feretovym priimérem (um; C.) a objemem (um?; D.). Pro porovnani
byla vykreslena i rozpoustédlova kontrola (SC; 0,1% DMSO). Parametry byly normalizovany na negativni kontrolu
(neexponované sféroidy) a vyjadieny jako % negativni kontroly. V jednotlivém experimentu bylo hodnoceno 35 nebo 70
sféroidti (1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla opakovani byla zprimérovana
a v grafu je znazornén jejich aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3). V bodovém grafu je naznaceno, kdy
zaCala expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den inkubace (Zdroj: autor).
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Obrizek 24: Vliv smési perfluorovanych litek PFAS-MIX1 na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po 7denni
expozici v béZzném médiu. Koncentrace smési: 0,8 (c1); 4 (c2); 20 (c3) a 100 (c4) uM. Tvar sféroidl je vyjadien
kruhovitosti (A.), kulatosti (B.), pomérem stran (C.) a celistvosti (D.). Parametry nebyly normalizovany na negativni
kontrolu. Pro porovnani byla vykreslena i rozpoustédlova kontrola (SC; 0,1% DMSO). V jednotlivém experimentu bylo
hodnoceno 35 nebo 70 sféroidii (1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla
opakovani byla zprimérovana a v grafu je znazornén jejich aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3).
V bodovém grafu je naznaceno, kdy zacala expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den
inkubace (Zdroj: autor).
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Obrizek 25: Vliv smési perfluorovanych litek PFAS-MIX2 na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po 7denni
expozici v béZzném médiu. Koncentrace smési: 0,8 (c1); 4 (c2); 20 (c3) a 100 (c4) uM. Tvar sféroidl je vyjadien
kruhovitosti (A.), kulatosti (B.), pomérem stran (C.) a celistvosti (D.). Parametry nebyly normalizovany na negativni
kontrolu. Pro porovnani byla vykreslena i rozpoustédlova kontrola (SC; 0,1% DMSO). V jednotlivém experimentu bylo
hodnoceno 35 nebo 70 sféroidti (1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla
opakovani byla zprimérovana a v grafu je znazornén jejich aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3).
V bodovém grafu je naznaceno, kdy zacala expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den
inkubace (Zdroj: autor).
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Obrazek 26: Vliv smési perfluorovanych litek PFAS-MIX3 na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po 7denni
expozici v béZném médiu. Koncentrace smési: 0,8 (c1); 4 (c2); 20 (c3) a 100 (c4) uM. Tvar sféroidl je vyjadien
kruhovitosti (A.), kulatosti (B.), pomérem stran (C.) a celistvosti (D.). Parametry nebyly normalizovany na negativni
kontrolu. Pro porovnani byla vykreslena i rozpoustédlova kontrola (SC; 0,1% DMSO). V jednotlivém experimentu bylo
hodnoceno 35 nebo 70 sféroidi (1 nebo 2 jamky), experiment se opakoval tfikrat nezavisle. Jednotliva nezavisla
opakovani byla zprimérovana a v grafu je znazornén jejich aritmeticky primér a smérodatné odchylky (n = 3).
V bodovém grafu je naznacena, kdy zacala expozice (3. den inkubace). Snimky byly pofizovany 1., 3., 7. a 10. den
inkubace (Zdroj: autor).
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6 DISKUZE

Jak uz bylo vysvétleno v teoretické ¢asti, problematika muzského reprodukcéniho zdravi se v posledni
dobé stava stale Castéji tématem k feSeni, a to kvili neustéle se zvySujicimu poctu infertilnich jedincd,
muzt s anomalii pohlavnich organti a pfipadu testikularnich nadorti (De Jonge a Barratt 2019).
Vsechny tyto negativni zmény jsou ovlivnény a podniceny rtiznymi faktory. MuZze se jednat
0 nezdravy zivotni styl jedince (Rehman et al. 2018), anebo o expozici chemickym latkdm, zejména
endokrinnim disruptoriim, které jsou prakticky vSude kolem nas (Sharma et al. 2020). Konkrétnimi
latkami, které zptisobuji fadu zdravotnich problému (Panieri et al. 2022), a kterymi se v praci pfimo
zabyvam, jsou PFAS, tedy pfesnéji jejich realnymi smésmi.

PFAS (Obrazek 11) piedstavuji Sirokou skupinu vice nez 3 000 riznych sloucenin (Tarapore
a Ouyang 2021), které jsou hojné vyuzivany ve spotiebnich a prumyslovych produktech. Naptiklad
PFOA byla v minulosti vyuzivana pro povrchovou tpravu textilu, k vyrobé teflonu nebo Cisticich
prostfedkd (Sharma et al. 2020). Postupem casu se zacaly objevovat informace o $kodlivosti téchto
latek, coz vedlo Kk jejich omezovani. Prvni PFAS, které se to tykalo, byl PFOS, jehoz pouzivani bylo
Siroce zakazano v EU od roku 2006, v roce 2020 nasledovala PFOA. V minulém roce (2023) se
dokonce objevil navrh Evropské agentury pro chemické latky (ECHA) na zékaz vyroby, pouzivani
auvadéni na trh (v¢etné dovozu) celé skupiny PFAS (BfR 2023). I kdyz tyto latky jiz nebudou
vyrabény, pouzivany ani dovazeny, jejich stabilita a nedegradovatelnost (Panieri et al. 2022)
znamenaji, ze se s jejich negativnimi ucinky budeme potykat jesté¢ dlouho, ne nadarmo se jim totiz
fika v&cné chemikalie (,,PFAS — the Forever Chemicals®) (Kwiatkowski et al. 2020).

PFOS a PFOA patii mezi nejvice zkoumané PFAS, véetné jejich vlivu na muzské reprodukéni zdravi,
jak jsem shrnula ve své teoretické Casti. Obé tyto latky jsou spolu s dalsimi PFAS soucasti hasicich
pén, které pouzivaji hasi¢i nebo vojaci letectva béhem zasahu pii haseni (Panieri et al. 2022). Tito
uzivatelé jsou kvili ¢astému pouzivani hasicich pén opakované vystavovani negativnimu ptisobeni
PFAS v daleko vyssich koncentracich, nez bézna populace, coz muze vyustit k poskozeni jejich
zdravi, véetné reprodukéniho systému. Nékolik studii s hasici doslo k podobnému zavéru (Mazumder
et al. 2023), jak hasici, tak vojaci letectva patii oproti béZzné populaci do skupiny pracovnikl se
zvysenym rizikem vzniku nadort, véetné téch tykajicich se muzského reprodukéniho systému. Kvili
Casté a opakované expozici jsou hasic¢i idealni skupinou, u které by se dala analyzovat reprotoxicita
téchto nebezpecnych latek a jejich vyzkum by se mohl posunout na vyssi uroven. Epidemiologické
studie vSak nabizeji pouze potencidlni spojitost mezi latkou v prostiedi a negativnimi zdravotnimi
dasledky. Pro potvrzeni této spojitosti je nezbytné provést experimentalni pokusy a hodnotit jeji
nebezpecnost a spojena rizika.

Hodnoceni nebezpe¢nosti a rizik spojenych s toxicitou latek je vétSinou provadéno na jednotlivych
latkach, coz vSak nereprezentuje skutecné podminky expozice ¢lovéka. Realita spociva v tom, ze lidé
jsou vystaveni smésim s rtiznorodym slozenim a koncentracemi latek. Z tohoto divodu by mélo
hodnoceni smési latek ziskat prioritu, aby vyzkum odpovidal skutecnym podminkdm v Zivotnim
prostiedi (Rotter et al. 2018). Abych se této skute¢nosti dokazala co nejvice ptiblizit, hodnotila jsem
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realné smési PFAS a zaroven jsem tak co nejvérnéji napodobila opravdovou pracovni expozici hasica.
Hodnoceni bylo zaméteno na reprodukéni toxicitu téchto smési.

Tradicné se pro hodnoceni vlivu latek na muzské reprodukéni zdravi pro védecké, biomedicinské
nebo regulacni ucely vyuzivaji zvifeci modely (Saldutti et al. 2013). Ty v8$ak maji né¢kolik podstatnych
omezeni, vcetné¢ etickych aspekti, nizké propustnosti, vysokych nékladi, casové narocnosti
a omezené vypovidaci hodnoty pro lidské zdravi. Naptiklad az 30 % 1éki selhava kvili vyraznym
Skodlivym vedlej$im ucinkim, vcetné reprotoxicity. Toto jasn¢ ukazuje, ze preklinické testovani
novych lé¢iv zalozené prevazné na testech na zviratech je nedostate¢né (Sun et al. 2022). Proto se
usili zaméfuje na vyvoj a zdokonalovani alternativnich metod testovani, které jsou dostupnéjsi,
zdravi. Jeden z takovych modell jsem si vybrala, snazila jsem se jej zdokonalit a aplikovala jej
k hodnoceni testikularni toxicity modelovanych realnych smési PFAS. V ramci mé prace jsem zvolila
hodnoceni reprotoxicity redlnych smési latek na modelu, ktery je alternativou ke standardnim testim
na zvitatech, abych co nejlépe reflektovala aktudlni trendy v oboru a prispéla alespon Caste¢né
K posunuti této problematiky vpied.

Pro svou praktickou ¢ast jsem vyuzila in vitro model mnohobunéénych sféroidi vytvoreny z mysich
Leydigovych TM3 bunék, nebot’ lidska varianta bunééné linie Leydigovych bunék bohuzel zatim neni
dostupna. Leydigovy TM3 bunky byly izolovany z varlat nedosp&lych mysi, piedstavuji tak nezraly
typ Leydigovych bun¢k (Sychrova et al. 2022). Volba nezralych prepubertalnich Leydigovych bun¢k
byva Casto zamérna, nebot’ jedinci, ktefi nedosahli Gplného vyvoje, vCetné pohlavni a sexualni
zralosti, jsou mnohem citlivéjsi na ptisobeni chemickych latek (Grandjean et al. 2017). Timto vybérem
tak testujeme nejhorsi mozny scénai ptisobeni PFAS. Tento typ bunék ma rovnéz potencial vyvijet se
k zralejSim Leydigovym builkam a zvySovat svij steroidogenni potencidl, zejména v 3D
prostfedi (Sychrova et al. 2022). Optimalizace sloZeni kultivacniho média a automatizace faze
hodnoceni velikosti a tvaru sféroidii byly provedeny s cilem vytvofit idealni kultiva¢ni a monitorovaci
podminky pro hodnoceni reprotoxického potencialu smési latek.

Analyza obrazu je vyuzitelna v Sirokém spektru obort, zahrnujici i toxikologii (Li a Xia 2019). Pro
snadné, objektivni a rychlé vyhodnoceni potizeného snimku je klicové automatizovat tuto analyzu
obrazu. Pfi srovnani dvou automatickych nastroji vytvorenych v programu ImageJ/Fiji (NIH, USA,;
Basu et al. 2020) nebo CellProfiler (Stirling et al. 2021) bylo hlavnim cilem zjistit, ktery by byl pro
monitorovani velikosti a tvart sféroidi Leydigovych TM3 bun¢k vhodnéjsi. Z mého porovnani jedné
sady mikrofotografii sféroidii analyzovanych v jednom nebo druhém programu jsem zjistila, Ze
velikost byla naméfena podobné v obou piipadech, avSak tvar byl v programu CellProfiler velmi
variabilni a nesouhlasil tpln¢ s tvarem na fotografiich, coZ nevyvazilo ani rychlejsi provedeni analyzy
v tomto programu. Jelikoz se jedna o oteviené makro, dochazi v soucasné dobé k vylepSeni jeho
nastaveni, aby bylo mozZné ho nésledné efektivnéji vyuZzivat. Jedna z moZznosti, jak lze vylepsit
efektivitu CellProfileru, by mohlo byt spojeni s dalsim volné dostupnym programem Ilastic, ktery
umoziuje interaktivni segmentaci obrazu na zaklad¢ strojového uceni. Pro svou néslednou praci jsem
vsak rad¢ji vyuzila makro v programu ImageJ.
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V nésledujicim kroku optimalizace slozeni média jsem porovnéavala standardni kultivaéni médium se
stimula¢nim kultivaénim médiem, abych urcila lepsi prostiedi pro kultivaci sféroida a analyzovala
jejich vlastnosti v obou médiich. Stimula¢ni médium bylo obohaceno o ¢tyti faktory — LH, forskolin,
20a-hydroxycholesterol a SB431542 (viz kapitola 4.4.1.), které by mély zlepsit steroidogenni
potencial sféroidl a podpofit dozrani Leydigovych bunék (Yang et al. 2020). LH pies LHR spousti
steroidogenezi v Leydigovych buinkach (Obrazek 4). Forskolin aktivuje enzym adenylat cyklazu
asignalni drahu spusténou pres proteinkindzu A (PKA), coz aktivuje prvni kroky syntézy
testosteronu, podobné jako LH (Obrazek 4). 20a-hydroxycholesterol je steroid, ktery slouzi jako
substrat pro produkci hormonti. SB431542 je selektivni inhibitor drahy TGF-f/Activin/NODAL, ktera
potlacuje expresi steroidogennich genti aktivovanych zvysenou hladinou cAMP, spusténou pravé LH
a forskolinem. Nejprve jsem se zaméfila na vliv sloZzeni média na velikost a tvar sféroidii. Hodnoceni
steroidogenniho potencialu sféroidl probihd prave nyni a neni tak soucasti této prace.

Model sféroidii Leydigovych TM3 bunék byl jiz opakované vyuzivan k hodnoceni reprotoxicity latek
(Sychrova et al. 2022; Blazkova 2018). Pro kultivaci bylo v obou ptipadech pouzito standardni
médium doporucené¢ ATCC. Podobné jako v mém ptipadé¢ byly pozorovany zmény, zejména ve
velikosti a v mens$i mife ve tvaru, v zavislosti na ¢ase. Béhem prvnich tii dnt kultivace vznikly
kompaktni kruhové sféroidy, jejich velikost se zmenSovala a jejich tvar se stabilizoval a s ¢asem se
uz podstatné neménil. Velikost i tvar byly na za¢atku srovnatelné s predchozimi studiemi (Sychrova
et al. 2022; Blazkova 2018). Velikost klesala jesté nékolik dni, ale poté zacala opét stoupat a ke konci
kultivace prekrocila pivodni hodnoty. Tento narast velikosti nebyl v predchozich studiich pozorovan
pti pouziti kompletniho média v takovém rozsahu. Podobny trend vsak byl zjistén pfi pouziti média
S niz§im obsahem hormont (Blazkova 2018). Rozdil tedy lze vysvétlit tim, Ze nasledny rist je zavisly
na mnoZzstvi hormontl v médiu, které€ je dano sloZenim séra a lisi se dle vyrobce 1 mezi varkami téchto
Sér.

Ve stimulaénim médiu sféroidy kopirovaly kiivku ristu v bézném médiu, ale rist v ném byl
akcelerovan. Sféroidy se v tomto médiu ale také liSily tvarove. Odchylily se od idealn€ kruhovitého
tvaru a byly méné¢ celistvé a viditelné ¢lenitéjsi. Toto zjiSténi dokazuje, Ze slozeni kultivaéniho média
a jeho kontrola jsou velice diilezité. OvSem v médiich obsahujicich chemicky nedefinované slozky,
jako je sérum, je to velice tézké. Proto se zacinaji objevovat chemicky definovand bezsérova média
(Valk et al. 2018) jejichz pouzivani povede ke zdokonalovani modelu mysich Leydigovych TM3

bunék.

Po srovnéni uc¢inkli obou médii na rist a vyvoj sféroidii nelze jednoznacné urcit, které médium je pro
jejich kultivaci vhodnéjsi. Obycejné kultivacni médium sice nepodporovalo riist sféroida tolik jako
stimula¢ni médium, nicméné oproti tomuto médiu nijak zdsadné neovliviiovalo a nerozrusovalo
kompaktni tvar sféroidli. K definitivnimu vybéru a upiednostnéni jednoho z médii je tfeba nejdiive
porovnat hladinu hormonti v médiu a ptitomnost charakteristickych znakt Leydigovych bunék. Proto
jsem pro hodnoceni reprotoxicity realnych smési PFAS radé¢ji kultivovala sféroidy v bézném
kultiva¢nim médiu.

64



V praktické ¢asti mé prace jsem pracovala s redlnymi smésmi PFAS, které byly modelovany podle
vyskytu a distribuce PFAS v semindlni plazm¢ hasi¢t po zasahu, tedy po pracovni expozici hasici
pené obsahujici PFAS. Slozeni smési PFAS, se kterymi jsem pracovala, bylo podobné skutec¢né situaci
ve vzorcich semindlni plazmy a odrazelo jejich distribuci u jednotlivych hasi¢i. U hasici bylo
identifikovano 7 PFAS (Obrazek 11) s nejvétsi koncentraci zjisténou pro PFOA a PFOS. Ve své praci
jsem zkoumala puasobeni tii raznych smési 7 PFAS latek, které se liSily nejvice pravé koncentraci
PFOA a PFOS (viz kapitola 4.5.1.). Expozice t¢émto smésim probihala na multicelularnich sféroidech
Leydigovych TM3 buiikach po dobu 7 dnt.

I pies odligné slozeni PFAS byl jejich vliv na sféroidy Leydigovych bunék téméf identicky. Zadna ze
smési PFAS latek neméla vliv na tvar sféroidu, ktery zlstaval idealné kulaty, celistvy a sféroidy si
zachovavaly svou kompaktnost. Zadné vyrazné zmény nebyly pozorovany ani pfi hodnoceni
zivotaschopnosti. Jediny vliv mély smési na velikost sféroidi, kterou zvétSovaly. OvSem tento t€inek
byl hodné¢ variabilni a je nezbytné ho jesté ovérit v naslednych opakovanich a statisticky vyhodnotit.
Pro komplexni pochopeni vlivu smési na Leydigovy burky je nutné zahrnout i dalsi parametry, jako
je vliv na produkci hormoni a expresi charakteristickych znakt Leydigovych bunék. Zatim lze
vyloucit pouze ptimy cytotoxicky ucinek smési PFAS na sféroidy, coz je v kontrastu s G¢inkem
pouzité pozitivni kontroly.

Z dalsi studie vyplyva, ze jednotlivé PFAS mohou inhibovat testikularni steroidogenezi, konkrétné
produkci progesteronu (Zhao et al. 2017). V tomto ptipadé byl pouzit 2D model linie Leydigovych
bun¢k mLTC-1. Relativni rychlost inhibice progesteronu zptsobena riznymi PFAS byla linedrné
spojena s jejich délkou uhlovodikového fetézce, jejich mirou celkové polarizability molu latky
(molarni refraktivitou) a také s jejich cytotoxickym ucinkem. Z PFAS, které byly obsazeny ve
studovanych smésich, byly v této studii zahrnuty — PFOA, PFOS, PFHXS a PFNA. Vsechny tyto
PFAS byly schopny inhibovat produkci progesteronu a soucasné sniZzovat mitochondrialni
membranovy potencial, pficemz obsah reaktivnich kyslikovych druhfi (ROS) se vyznamné zvysil.
Utinné koncentrace zptisobujici 50% inhibici syntézy progesteronu byly: PFOA — 21 uM, PFOS — 42
uM, PFHXS — 450 uM a PENA — 17 uM.

PFOA ve vyssich koncentracich (121 a 242 uM) také snizila hladinu cAMP, zptisobila pokles exprese
proteinu StAR a nasledné vedla k propadu produkce hormonti progesteronu a testosteronu ve fetalni
kultufe potkanich varlat in vitro, coz opét naznaCuje negativni dopad na steroidogenezi.
V semenotvornych kandlcich izolovanych 2z dospélych potkanich varlat a kultivovanych
a exponovanych in vitro byla naopak zjiSténa pouze apoptoéza zarodecnych bunck. Tato studie
poukazala na negativni vlivy PFOA na fetalni i dospéla varlata (Eggert et al. 2019).

Z vysledkt publikovanych v dostupné literatute je tedy ziejmé, ze je dulezité podivat se také na jiné
parametry, které¢ by mohly realné smési PFAS v Leydigovych bunkach ovliviiovat, pfedtim nez bude
mozné posoudit, zda maji reprotoxicky potencial. Idealn¢ zahrnout do testovani i dalsi typy
testikularnich bun¢k a nasledné je studovat i v mnohem komplexnéjsich in vitro modelech.
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ZAVER

V teoretické casti jsem shrnula problematiku muzského reprodukéniho zdravi v zavislosti na

pusobeni reprotoxickych latek. K hodnoceni negativnich efektt, které tyto latky zpisobuji, jsem
vyuzila novych alternativnich metod a modelt, které mohou nahradit tradi¢ni testovani na zvitatech.
V praktické ¢asti jsem se piimo zabyvala zdokonalovanim in vitro modelu sloZzeného z Leydigovych
bunék. S vyuzitim tohoto in vitro modelu a pokrocilych metod vyhodnocovani jsem studovala
reprotoxicitu realnych smési PFAS, kter¢ byly identifikovany v seminalni plazmé hasict. Na zakladé
vSech znalosti tykajicich se této problematiky jsem navrhla fesSeni, ktera by mohla zdokonalit
hodnoceni (ne)bezpecnosti latek a jejich smési. VSechny mé piedem stanovené cile byly timto
splnény.

1)

2)

3)

Po srovnani dvou hodnoticich programii byl novy program CellProfiler vyhodnocen jako
rychlejsi, ale zatim méné pfesny nastroj pro proces obrazové analyzy

V mé praci jsem srovnavala ulinky dvou rozdilnych kultivacnich médii. Ze zjisténych
vysledku vsak zatim nelze jasné urcit, které by bylo pro kultivaci sféroidit vhodné&jsi. Sféroidy
ve stimula¢nim médiu byly sice vétsi, ale mnohem ¢lenitéjsi a méné kompaktni nez v bézné
varianté kultivaéniho média

Hodnocené smési PFAS mély na sféroidy Leydigovych bunék téméf identicky Géinek. Zadna
ze smési PFAS nem¢éla vliv na tvar sféroidl a vyrazné zmény nebyly pozorovany ani pfi
hodnoceni zivotaschopnosti. Zaznamenano bylo pouze nepatrné zvétSeni rozméri sféroida.

Vyhodnocovani vlivu smési na steroidogenni potencial jesté probiha.

M¢ navrhy zefektivnéni hodnoceni (ne)bezpecnosti latek:

1)

2)

3)

Jelikoz kolem nas existuji tisice latek, predevSim ve formée smési, je nezbytné, aby hodnoceni
jejich (ne)bezpec€nosti bylo co nejrychlejsi a mohlo hodnotit velké mnoZstvi latek a jejich
smési. Proto je potieba co nejvice automatizovat cely proces. Jako mozné feSeni, které by
pomohlo pfi monitorovani velikosti a tvaru sféroiddl, se nabizi vylepSeni a zdokonaleni makra
v programu CellProfiler. Tento program ma potencial byt rychlejsim a efektivnéjsim pfi
vyhodnocovani snimkii nez v soucasnosti pouzivany program Imagel. Je proto tieba vylepsit
jeho nastaveni, aby nedochazelo k nepfesnému urceni tvaru in vitro modelt.

SloZeni média pouZivaného ke kultivaci bunéénych a tkanovych kultur je urcujici pro presny
vysledek hodnoceni experimentd. Obsah séra v médiu je problematicky, protoze kazda Sarze
mize mit mirné odli§né hladiny hormond a ristovych faktori. Reenim je kultivace
bunécnych a tkanovych kultur v bezsérovém médiu s jasné definovanym chemickym
slozenim, které by mohlo zdokonalit model sféroidi a zlepsit jejich funkénost. Spolu se
zptisobem kultivace (2D vs 3D, statickd vs dynamickad) a automatickym vyhodnocovanim je
to kli¢ovy bod pro vyvoj dokonalejsich in vitro modelt, které mohou nahradit vyuZzivani zvitat
ve védé, ale 1 pro hodnoceni (ne)bezpecnosti latek a jejich smési.

Dulezité je kromé jednotlivych latek hodnotit také toxicitu jejich smési, aby tim byly 1épe
simulovany podminky redlného zivota. Tato inovace pfispéje k lepSimu porozuméni
a zhodnoceni (ne)bezpecnosti latek a pomuze piedejit moznym neblahym G¢inkdm na lidské
zdravi.

66



POUZITA LITERATURA

3R CENTRUM CR, 2023. 3R Centrum CR. SZU | Oficidlni web Stdtniho zdravotniho iistavu v Praze
[online]  [vid. 2023-12-30]. Dostupné  z: https://szu.cz/odborna-centra-a-pracoviste/centrum-
toxikologie-a-zdravotni-bezpecnosti/3r-centrum/

AAT BIOQUEST, 2023. Unlocking the Potential of 3D Cell Culture: A Guide to Assay Optimization
| AAT Bioquest. AAT Bioquest [online] [vid. 2023-12-30]. Dostupné
z: https://www.aatbio.com/resources/assaywise/2023-12-1/unlocking-the-potential-of-3d-cell-
culture-a-guide-to-assay-optimization

ABUMADIGHEM, Ali, Sholom SHUCHAT, Eitan LUNENFELD, Gilad YOSSIFON a Mahmoud
HULEIHEL, 2022. Testis on a chip—a microfluidic three-dimensional culture system for the
development of spermatogenesis in-vitro. Biofabrication [online]. 14(3), 035004. ISSN 1758-5090.
Dostupné z: doi:10.1088/1758-5090/ac6126

ADACHI, Sho, Junko SAWAKI, Narumi TOKUDA, Hiroyuki TANAKA, Hideaki SAWAI,
Yasuhiro TAKESHIMA, Hiroaki SHIBAHARA a Masayuki SHIMA, 2019. Paternal occupational
exposure to chemicals and secondary sex ratio: results from the Japan Environment and Children’s
Study. The Lancet Planetary Health [online]. 3(12), €529-e538. ISSN 2542-5196. Dostupné
z: doi:10.1016/S2542-5196(19)30239-6

ALADAMAT, Nameer a Prasanna TADI, 2023. Histology, Leydig Cells. In: StatPearls [online].
Treasure Island (FL): StatPearls Publishing [vid. 2023-12-30]. Dostupné
z: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK556007/

ALSHAHRANI, S., A. -F. AHMED, A. H. GABR, M. ABALHASSAN a G. AHMAD, 2016. The
impact of body mass index on semen parameters in infertile men. Andrologia [online]. 48(10), 1125—
1129. ISSN 1439-0272. Dostupné z: doi:10.1111/and.12549

ASARE-ANANE, H., S. B. BANNISON, Emmanuel K. OFORI, R. O. ATEKO, A. T. BAWAH, S.
D. AMANQUAH, S. Y. OPPONG, B. B. N. GANDAU a J. B. ZIEM, 2016. Tobacco smoking is
associated with decreased semen quality. Reproductive Health [online]. 13, 90. ISSN 1742-4755.
Dostupné z: doi:10.1186/512978-016-0207-z

ATCC, 2023. Animal Cells. ATCC [online] [vid. 2024-01-02]. Dostupné
z: https://www.atcc.org/cell-products/animal-
cells#t=productTab&numberOfResults=24&f: Tissue=[ Testis]

AULMANN, Walter, 2012. Assessment of reproductive toxicity under REACH. Regulatory
Toxicology and Pharmacology [online]. 63(2), 286-290. ISSN 0273-2300. Dostupné
z: doi:10.1016/j.yrtph.2012.03.003

BARDISI, Haitham EI, Ahmad MAJZOUB, Mohamed ARAFA, Ahmad ALMALKI, Sami Al SAID,
Kareim KHALAFALLA, Gaby JABBOUR, Moataz BASHA, Abdulla Al ANSARI a Edmund
SABANEGH, 2016. Effect of bariatric surgery on semen parameters and sex hormone
concentrations: a prospective study. Reproductive BioMedicine Online [online]. 33(5), 606-611.
ISSN 1472-6483, 1472-6491. Dostupné z: doi:10.1016/j.rbomo.2016.08.008

BARRY, Vaughn, Andrea WINQUIST a Kyle STEENLAND, 2013. Perfluorooctanoic Acid (PFOA)
Exposures and Incident Cancers among Adults Living Near a Chemical Plant. Environmental Health

67



Perspectives [online]. 121(11-12), 1313-1318. ISSN 0091-6765. Dostupné
z: doi:10.1289/ehp.1306615

BASU, Amrita, Aneta DYDOWICZOVA, James E. TROSKO, Ludék BLAHA a Pavel BABICA,
2020. Ready to go 3D? A semi-automated protocol for microwell spheroid arrays to increase
scalability and throughput of 3D cell culture testing. Toxicology Mechanisms and Methods [online].
30(8), 590-604. ISSN 1537-6516. Dostupné z: doi:10.1080/15376516.2020.1800881

BENESOVA, Marika, Hana HAMPLOVA, Katetina KNOTOVA, Pavlina LEFNEROVA, Ivana
SACKOVA a Hana SATRAPOVA, 2003. Odmaturuj z biologie. 1. vyd. Brno: ©Didaktis. ISBN 80-
86285-67-7.

BENTON, Lauri, Li-Xin SHAN a Matthew P. HARDY, 1995. Differentiation of adult Leydig cells.
The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology [online]. 53(1), Hormonal Steroids, 61—
68. ISSN 0960-0760. Dostupné z: doi:10.1016/0960-0760(95)00022-R

BETTS, J. Gordon, Kelly A. YOUNG, James A. WISE, Eddie JOHNSON, Brandon POE, Dean H.
KRUSE, Oksana KOROL, Jody E. JOHNSON, Mark WOMBLE, Peter DESAIX, J. Gordon BETTS,
Kelly A. YOUNG, James A. WISE, Eddie JOHNSON, Brandon POE, Dean H. KRUSE, Oksana
KOROL, Jody E. JOHNSON, Mark WOMBLE a Peter DESAIX, 2022. 27.1 Anatomy and
Physiology of the Testicular Reproductive System. OpenStax [online]. B.m.: OpenStax [vid. 2023-
12-30]. Dostupné z: https://openstax.org/books/anatomy-and-physiology-2e/pages/27-1-anatomy-
and-physiology-of-the-testicular-reproductive-system

BFR, 2023. Here to stay: per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) in food and in the environment
- BfR. BfR [online] [vid. 2024-01-16]. Dostupné
z: https://www.bfr.bund.de/en/here_to_stay per__and_polyfluoroalkyl substances pfas in_foo
d_and_in_the environment-244188.html

BLAZKOVA, Eliska, 2018. Studium testikuldrni toxicity pomoci in vitro modelii [online]. B.m.
[vid. 2023-12-30]. Diplomova prace. Masarykova univerzita, Pfirodovédecka fakulta. Dostupné
z: https://is.muni.cz/th/r640z/

BLYTH, Rhianna Rachael Romany, Charles N. BIRTS a Stephen A. BEERS, 2023. The role of three-
dimensional in vitro models in modelling the inflammatory microenvironment associated with
obesity in breast cancer. Breast Cancer Research : BCR [online]. 25, 104. ISSN 1465-5411. Dostupné
z: doi:10.1186/s13058-023-01700-w

BRANNEN, Kimberly C., Robert E. CHAPIN, Abigail C. JACOBS a Maia L. GREEN, 2016.
Alternative Models of Developmental and Reproductive Toxicity in Pharmaceutical Risk Assessment
and the 3Rs. ILAR Journal [online]. 57(2), 144-156. ISSN 1084-2020. Dostupné
z: doi:10.1093/ilar/ilw026

CZARNYWOITEK, A., K. JAZ, A. OCHMANSKA, M. ZGORZALEWICZ-STACHOWIAK, B.
CZARNOCKA, N. SAWICKA-GUTAI, P. ZI()LKOWSKA, . KRELA-KAZMIERCZAK, P. GUT,
E. FLOREK a M. RUCHALA, 2021. The effect of endocrine disruptors on the reproductive system
— current knowledge. European Review for Medical and Pharmacological Sciences [online]. 25(15),
4930-4940. ISSN 1128-3602, 2284-0729. Dostupné z: doi:10.26355/eurrev_202108_26450

DARBRE, Philippa D., 2017. Endocrine Disruptors and Obesity. Current Obesity Reports [online].
6(1), 18-27. ISSN 2162-4968. Dostupné z: doi:10.1007/s13679-017-0240-4

68



DE JONGE, C. a C.l. R. BARRATT, 2019. The present crisis in male reproductive health: an urgent
need for a political, social, and research roadmap. Andrology [online]. 7(6), 762—768. ISSN 2047-
2927. Dostupné z: doi:10.1111/andr.12673

DIAMANTI-KANDARAKIS, Evanthia, Jean-Pierre BOURGUIGNON, Linda C. GIUDICE, Russ
HAUSER, Gail S. PRINS, Ana M. SOTO, R. Thomas ZOELLER a Andrea C. GORE, 2009.
Endocrine-Disrupting Chemicals: An Endocrine Society Scientific Statement. Endocrine Reviews
[online]. 30(4), 293-342. ISSN 0163-769X. Dostupné z: doi:10.1210/er.2009-0002

DIAZ, Lorenza, Elena ZAMBRANO-GONZALEZ, Maria E. FLORES, Maricla CONTRERAS, José
C. CRISPIN, Gabriela ALEMAN, César BRAVO, Alejandra ARMENTA-ESPINOSA, Victor J.
VALDES, Armando TOVAR, Gerardo GAMBA, J orge BARRIOS-PAYAN a Norma A.
BOBADILLA, 2021. Ethical Considerations in Animal Research: The Principle of 3R’s. Revista de
Investigacion Clinica [online]. 73(4) [vid. 2023-12-30]. Dostupné z: doi:10.24875/R1C.20000380

DI MARTINO, Erica, Lesley SMITH, Stephen H. BRADLEY, Scott HEMPHILL, Judy WRIGHT,
Cristina RENZI, Rebecca BERGIN, Jon EMERY a Richard D. NEAL, 2022. Incidence trends for
twelve cancers in younger adults—a rapid review. British Journal of Cancer [online]. 126(10), 1374—
1386. ISSN 1532-1827. Dostupné z: doi:10.1038/s41416-022-01704-x

DUBEUX, Victor T., Thaisa RENOVATO, Ana Clara ESTEVES, Lialyz ANDRE, Aylana
DE OLIVEIRA a Ivan Aratjo PENNA, 2016. The impact of obesity on male fecundity: a Brazilian
study. JBRA Assisted Reproduction [online]. 20(3), 137-141. ISSN 1517-5693. Dostupné
z: doi:10.5935/1518-0557.20160031

EGGERT, Anna, Sheyla CISNEROS-MONTALVO, Sathyavathy ANANDAN, Stefania MUSILLI,
Jan-Bernd STUKENBORG, Annika ADAMSSON, Mirja NURMIO a Jorma TOPPARI, 2019. The
effects of perfluorooctanoic acid (PFOA) on fetal and adult rat testis. Reproductive Toxicology
[online]. 90, 68-76. ISSN 0890-6238. Dostupné z: doi:10.1016/j.reprotox.2019.08.005

EU-OSHA, 2006. Regulation (EC) No 1907/2006 - Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals (REACH) | Safety and health at work EU-OSHA [online]. 18. prosinec 2006.
[vid. 2024-01-03]. Dostupné z: https://osha.europa.eu/en/legislation/directives/regulation-ec-no-
1907-2006-of-the-european-parliament-and-of-the-council

FENTON, Suzanne E., Alan DUCATMAN, Alan BOOBIS, Jamie C. DEWITT, Christopher LAU,
Carla NG, James S. SMITH a Stephen M. ROBERTS, 2021. Per- and Polyfluoroalkyl Substance
Toxicity and Human Health Review: Current State of Knowledge and Strategies for Informing Future
Research. Environmental toxicology and chemistry [online]. 40(3), 606-630. ISSN 0730-7268.
Dostupné z: doi:10.1002/etc.4890

FRISBEE, Stephanie J., A. Paul BROOKS, Arthur MAHER, Patsy FLENSBORG, Susan ARNOLD,
Tony FLETCHER, Kyle STEENLAND, Anoop SHANKAR, Sarah S. KNOX, Cecil POLLARD,
Joel A. HALVERSON, Veronica M. VIEIRA, Chuanfang JIN, Kevin M. LEYDEN a Alan M.
DUCATMAN, 2009. The C8 Health Project: Design, Methods, and Participants. Environmental
Health  Perspectives  [online].  117(12), 1873-1882.  ISSN 0091-6765.  Dostupné
z: doi:10.1289/ehp.0800379

GARCIA-FALGUERAS, Alicia a Dick F. SWAAB, 2010. Sexual Hormones and the Brain: An
Essential Alliance for Sexual Identity and Sexual Orientation. In: S. LOCHE, M. CAPPA, L.

69



GHIZZONI, M. MAGHNIE a M.O. SAVAGE, ed. Endocrine Development [online]. B.m.: S. Karger
AG, s. 22-35 [vid. 2024-01-02]. ISBN 978-3-8055-9302-1. Dostupné z: doi:10.1159/000262525

GRANDJEAN, Philippe, Carsten HEILMANN, Pal WEIHE, Flemming NIELSEN, Ulla B
MOGENSEN, Amalie TIMMERMANN a Esben BUDTZ-JORGENSEN, 2017. Estimated
Exposures to Perfluorinated Compounds in Infancy Predict Attenuated Vaccine Antibody
Concentrations at Age 5-Years. Journal of immunotoxicology [online]. 14(1), 188-195. ISSN 1547-
691X. Dostupné z: doi:10.1080/1547691X.2017.1360968

GUPTA, Radhika, Prashant KUMAR, Nighat FAHMI, Bhaskar GARG, Sriparna DUTTA, Shilpee
SACHAR, Avtar S. MATHARU a Karani S. VIMALESWARAN, 2020. Endocrine disruption and
obesity: A current review on environmental obesogens. Current Research in Green and Sustainable
Chemistry [online]. 3, 100009. ISSN 2666-0865. Dostupné z: doi:10.1016/j.crgsc.2020.06.002

GURUNG, Purnima, Ekrem YETISKUL a Ishwarlal JIALAL, 2023. Physiology, Male Reproductive
System. In: StatPearls [online]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing [vid. 2023-12-30].
Dostupné z: http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK538429/

CHEN, Haolin, Ren-Shan GE a Barry R. ZIRKIN, 2009. Leydig cells: From stem cells to aging.
Molecular and cellular endocrinology [online]. 306(1-2), 9-16. ISSN 0303-7207. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.mce.2009.01.023

CHEN, Haolin, Erin STANLEY, Shiying JIN a Barry R. ZIRKIN, 2010. Stem Leydig Cells: From
Fetal to Aged Animals. Birth defects research. Part C, Embryo today : reviews [online]. 90(4), 272—
283. ISSN 1542-975X. Dostupné z: doi:10.1002/bdrc.20192

JELINEK, Jan a Vladimir ZICHACEK, 2007. Biologie pro gymndzia: (teoretickd a praktickd cdst).
9. vyd. Olomouc: Nakladatelstvi Olomouc. ISBN 978-80-7182-213-4.

JENSEN, Tina Kold, Mads GOTTSCHAU, Jens Otto Broby MADSEN, Anne-Maria ANDERSSON,
Tina Harmer LASSEN, Niels E SKAKKEBZAK, Shanna H SWAN, Larke PRISKORN, Anders
JUUL a Niels JORGENSEN, 2014. Habitual alcohol consumption associated with reduced semen
quality and changes in reproductive hormones; a cross-sectional study among 1221 young Danish
men. BMJ Open [online]. 4(9), e005462. ISSN 2044-6055. Dostupné z: doi:10.1136/bmjopen-2014-
005462

KNIGHT, Jean, Thomas HARTUNG a Costanza ROVIDA, 2023. 4.2 million and counting... The
animal toll for REACH systemic toxicity studies. ALTEX - Alternatives to animal experimentation
[online]. 40(3), 389-407. ISSN 1868-8551. Dostupné z: doi:10.14573/altex.2303201

KOLATOROVA, L., M. SRAMKOVA, J. VITKU, J. VCELAK, O. LISCHKOVA, L. STARKA a
M. DUSKOVA, 2018. Parabens and Their Relation to Obesity. Physiological Research [online].
S465-S472. ISSN 1802-9973, 0862-8408. Dostupné z: doi:10.33549/physiolres.934004

KOMEYA, Mitsuru, Hiroshi KIMURA, Hiroko NAKAMURA, Tetsuhiro YOKONISHI, Takuya
SATO, Kazuaki KOJIMA, Kazuaki HAYASHI, Kumiko KATAGIRI, Hiroyuki YAMANAKA,
Hiroyuki SANJO, Masahiro YAO, Satoshi KAMIMURA, Kimiko INOUE, Narumi OGONUKI,
Atsuo OGURA, Teruo FUJII a Takehiko OGAWA, 2016. Long-term ex vivo maintenance of testis
tissues producing fertile sperm in a microfluidic device. Scientific Reports [online]. 6, 21472.
ISSN 2045-2322. Dostupné z: doi:10.1038/srep21472

70



KUBINCOVA, P., J. NOVAK a 1. SOVADINOVA, 2016. Novy piistup pfi stanoveni akutni
systémové toxicity. Chemické listy. 110(2), 118-125. ISSN 1213-7103.

KUMAR MAHAT, Roshan a Manisha ARORA, 2016. Risk Factors and Causes of Male Infertility-
A Review. Biochemistry & Analytical Biochemistry [online]. 5(2) [vid. 2023-12-30].
ISSN 21611009. Dostupné z: doi:10.4172/2161-1009.1000271

KWIATKOWSKI, Carol F., David Q. ANDREWS, Linda S. BIRNBAUM, Thomas A. BRUTON,
Jamie C. DEWITT, Detlef R. U. KNAPPE, Maricel V. MAFFINI, Mark F. MILLER, Katherine E.
PELCH, Anna READE, Anna SOEHL, Xenia TRIER, Marta VENIER, Charlotte C. WAGNER,
Zhanyun WANG a Arlene BLUM, 2020. Scientific Basis for Managing PFAS as a Chemical Class.
Environmental science & technology letters [online]. 7(8), 532-543. ISSN 2328-8930. Dostupné
z: doi:10.1021/acs.estlett.0c00255

LA MERRILL, Michele A., Laura N. VANDENBERG, Martyn T. SMITH, William GOODSON,
Patience BROWNE, Heather B. PATISAUL, Kathryn Z. GUYTON, Andreas KORTENKAMP,
Vincent J. COGLIANO, Tracey J. WOODRUFF, Linda RIESWIJK, Hideko SONE, Kenneth S.
KORACH, Andrea C. GORE, Lauren ZEISE a R. Thomas ZOELLER, 2020. Consensus on the key
characteristics of endocrine-disrupting chemicals as a basis for hazard identification. Nature Reviews.
Endocrinology [online]. 16(1), 45-57. ISSN 1759-5029. Dostupné z: doi:10.1038/s41574-019-0273-
8

LANDREH, Luise, 2014. Identification and characterization of stem Leydig cells in the testis
[online]. Stockholm [vid. 2023-12-30]. Diserta¢ni prace. Karolinska Institutet. Dostupné
z: http://openarchive.ki.se/xmlui/handle/10616/42196

LEUNG, Chak Ming, Pim DE HAAN, Kacey RONALDSON-BOUCHARD, Ge-Ah KIM, Jihoon
KO, Hoon Suk RHO, Zhu CHEN, Pamela HABIBOVIC, Noo Li JEON, Shuichi TAKAYAMA,
Michael L. SHULER, Gordana VUNJAK-NOVAKOVIC, Olivier FREY, Elisabeth VERPOORTE a
Yi-Chin TOH, 2022. A guide to the organ-on-a-chip. Nature Reviews Methods Primers [online]. 2(1),
1-29. ISSN 2662-8449. Dostupné z: doi:10.1038/s43586-022-00118-6

LGC, 2024. Perfluoroalkylated substances (PFAS) Reference Materials | LGC Standards. LGC
Standards [online] [vid. 2024-01-27]. Dostupné z: https://www.lgcstandards.com/GB/en/Food-and-
Beverage-Reference-Materials/Food-contact-materials/Perfluoroalkylated-substances-PFAS-
[cat/279603

LI, Shuaizhang a Menghang XIA, 2019. Review of High-content Screening Applications in
Toxicology. Archives of toxicology [online]. 93(12), 3387-3396. ISSN 0340-5761. Dostupné
z: doi:10.1007/s00204-019-02593-5

LI, Zhao-Hui, Jun-Dong LU, Shi-Jun LI, Hao-Lin CHEN a Zhi-Jian SU, 2022. Generation of Leydig-
like cells: approaches, characterization, and challenges. Asian Journal of Andrology [online]. 24(4),
335-344. ISSN 1008-682X. Dostupné z: doi:10.4103/aja202193

LYMPERI, Stefania a Aleksander GIWERCMAN, 2018. Endocrine disruptors and testicular
function. Metabolism - Clinical and Experimental [online]. 86, 79-90. ISSN 0026-0495, 1532-8600.
Dostupné z: doi:10.1016/j.metabol.2018.03.022

MAZUMDER, Nur-Us-Shafa, Md Tanjim HOSSAIN, Fatema Tuj JAHURA, Arjunsing GIRASE,
Andrew Stephen HALL, Jingtian LU a R. Bryan ORMOND, 2023. Firefighters’ exposure to per-and
polyfluoroalkyl substances (PFAS) as an occupational hazard: A review. Frontiers in Materials

71



[online]. 10 [vid. 2024-01-20]. ISSN 2296-8016. Dostupné
z: https://lwww.frontiersin.org/articles/10.3389/fmats.2023.1143411

MICROTISSUES, INC., 2023. Protocols. 3D Petri Dish by Microtissues, Inc. [online] [vid. 2024-
01-09]. Dostupné z: https://www.microtissues.com/protocols

MINHAS, Suks, Carlo BETTOCCHI, Luca BOERI, Paolo CAPOGROSSO, Joana CARVALHO,
Nusret Can CILESIZ, Andrea COCCI, Giovanni CORONA, Konstantinos DIMITROPOULOS,
Murat GUL, Georgios HATZICHRISTODOULOU, Thomas Hugh JONES, Ates KADIOGLU, Juan
Ignatio MARTINEZ SALAMANCA, Uros MILENKOVIC, Vaibhav MODGIL, Giorgio Ivan
RUSSO, Ege Can SEREFOGLU, Tharu THARAKAN, Paolo VERZE a Andrea SALONIA, 2021.
European Association of Urology Guidelines on Male Sexual and Reproductive Health: 2021 Update
on Male Infertility. European Urology [online]. 80(5), 603-620. ISSN 0302-2838. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.eururo.2021.08.014

NOWAK, Karolina, Wioletta RATAJCZAK-WRONA, Maria GORSKA a Ewa JABLONSKA,
2018. Parabens and their effects on the endocrine system. Molecular and Cellular Endocrinology
[online]. 474, 238-251. ISSN 0303-7207. Dostupné z: doi:10.1016/j.mce.2018.03.014

ODUWOLE, Olayiwola O., llpo T. HUHTANIEMI a Micheline MISRAHI, 2021. The Roles of
Luteinizing Hormone, Follicle-Stimulating Hormone and Testosterone in Spermatogenesis and
Folliculogenesis Revisited. International Journal of Molecular Sciences [online]. 22(23), 12735.
ISSN 1422-0067. Dostupné z: doi:10.3390/ijms222312735

PANIERI, Emiliano, Katarina BARALIC, Danijela DJUKIC-COSIC, Aleksandra BUHA
DJORDJEVIC a Luciano SASO, 2022. PFAS Molecules: A Major Concern for the Human Health
and the Environment. Toxics [online]. 10(2), 44. ISSN 2305-6304. Dostupné
z: doi:10.3390/toxics10020044

PENDERGRAFT, Samuel S., Hooman SADRI-ARDEKANI, Anthony ATALA a Colin E. BISHOP,
2017. Three-dimensional testicular organoid: a novel tool for the study of human spermatogenesis
and gonadotoxicity in vitrot. Biology of Reproduction [online]. 96(3), 720-732. ISSN 0006-3363.
Dostupné z: doi:10.1095/biolreprod.116.143446

PETERSEN, Kajsa Ugelvig, Katia Keglberg HERVIG, Esben Meulengracht FLACHS, Jens Peter
BONDE, Christian LINDH, Karin Serig HOUGAARD, Gunnar TOFT, Cecilia Host RAMLAU-
HANSEN a Sandra Segaard TOTTENBORG, 2022. Per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) and
male reproductive function in young adulthood; a cross-sectional study. Environmental Research
[online]. 212, 113157. ISSN 0013-9351. Dostupné z: doi:10.1016/j.envres.2022.113157

PETERSEN, Kajsa Ugelvig, Josefine Rahbak LARSEN, Laura DEEN, Esben Meulengracht
FLACHS, Katia Keglberg HERVIG, Sidsel Dan HULL, Jens Peter Ellekilde BONDE a Sandra
Segaard TOTTENBORG, 2020. Per- and polyfluoroalkyl substances and male reproductive health:
a systematic review of the epidemiological evidence. Journal of Toxicology and Environmental
Health, Part B [online]. 23(6), 276-291. ISSN 1093-7404. Dostupné
z: d0i:10.1080/10937404.2020.1798315

PRINCE, F. P., 2001. The triphasic nature of Leydig cell development in humans, and comments on

nomenclature. Journal of Endocrinology [online]. 168(2), 213-216. ISSN 0022-0795, 1479-6805.
Dostupné z: doi:10.1677/joe.0.1680213

72



QIU, Lianglin, Xuhui ZHANG, Xiaoming ZHANG, Yudong ZHANG, Jun GU, Minjian CHEN,
Zhan ZHANG, Xinru WANG a Shou-Lin WANG, 2013. Sertoli Cell Is a Potential Target for
Perfluorooctane Sulfonate—Induced Reproductive Dysfunction in Male Mice. Toxicological Sciences
[online]. 135(1), 229-240. ISSN 1096-6080. Dostupné z: doi:10.1093/toxsci/kft129

QU, Jian-Hua, Chun-Cheng LU, Cheng XU, Gang CHEN, Liang-Lin QIU, Jun-Kang JIANG, Shuai
BEN, Yu-Bang WANG, Ai-Hua GU a Xin-Ru WANG, 2016. Perfluorooctane sulfonate-induced
testicular toxicity and differential testicular expression of estrogen receptor in male mice.
Environmental Toxicology and Pharmacology [online]. 45, 150-157. ISSN 1382-6689. Dostupné
z: doi:10.1016/j.etap.2016.05.025

REHMAN, Ibraheem, Gulfam AHMAD a Saad ALSHAHRANI, 2018. Lifestyle, Environment, and
Male Reproductive Health. In: Bioenvironmental Issues Affecting Men’s Reproductive and Sexual
Health [online]. B.m.: Elsevier, s. 157-171 [vid. 2023-12-30]. ISBN 978-0-12-801299-4. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-801299-4.00010-4

RODPRASERT, Wiwat, Jorma TOPPARI a Helena E. VIRTANEN, 2021. Endocrine Disrupting
Chemicals and Reproductive Health in Boys and Men. Frontiers in Endocrinology [online]. 12,
706532. ISSN 1664-2392. Dostupné z: doi:10.3389/fendo.2021.706532

ROTTER, S., A. BERONIUS, A. R. BOOBIS, A. HANBERG, J. VAN KLAVEREN, M. LUIJTEN,
K. MACHERA, D. NIKOLOPOULOU, H. VAN DER VOET, J. ZILLIACUS a R. SOLECKI, 2018.
Overview on legislation and scientific approaches for risk assessment of combined exposure to
multiple chemicals: the potential EuroMix contribution. Critical Reviews in Toxicology [online].
48(9), 796-814. ISSN 1040-8444. Dostupné z: doi:10.1080/10408444.2018.1541964

SAKIB, Sadman, Anna VOIGT, Taylor GOLDSMITH a Ina DOBRINSKI, 2019. Three-dimensional
testicular organoids as novel in vitro models of testicular biology and toxicology. Environmental
Epigenetics [online]. 5(3), dvz011. ISSN 2058-5888. Dostupné z: doi:10.1093/eep/dvz011

SALDUTTI, Louise Parks, Bruce K. BEYER, William BRESLIN, Terry R. BROWN, Robert E.
CHAPIN, Brian ENRIGHT, Elaine FAUSTMAN, Paul M. D. FOSTER, Thomas HARTUNG,
William KELCE, James H. KIM, Elizabeth G. LOBOA, Aldert H. PIERSMA, David SEYLER, Katie
J. TURNER, Hanry YU, Xiaozhong YU a Jennifer C. SASAKI, 2013. In vitro testicular toxicity
models: Opportunities for advancement via biomedical engineering techniques. ALTEX - Alternatives
to animal experimentation [online]. 30(3), 353-377. ISSN 1868-8551. Dostupné
z: doi:10.14573/altex.2013.3.353

SATO, Takuya, Kumiko KATAGIRI, Kazuaki KOJIMA, Mitsuru KOMEYA, Masahiro YAO a
Takehiko OGAWA, 2015. In Vitro Spermatogenesis in Explanted Adult Mouse Testis Tissues. PL0S
ONE [online]. 10(6), e0130171. ISSN 1932-6203. Dostupné z: doi:10.1371/journal.pone.0130171

SHARMA, Aditi, Josephine MOLLIER, Richard W. K. BROCKLESBY, Charlotte CAVES, Channa
N. JAYASENA a Suks MINHAS, 2020. Endocrine-disrupting chemicals and male reproductive
health. Reproductive Medicine and Biology [online]. 19(3), 243-253. ISSN 1445-5781. Dostupné
z: d0i:10.1002/rmb2.12326

SHIMA, Yuichi, 2019. Development of fetal and adult Leydig cells. Reproductive Medicine and
Biology [online]. 18(4), 323-330. ISSN 1445-5781. Dostupné z: doi:10.1002/rmb2.12287

SKAKKEBAEK, Niels E., Ewa RAJPERT-DE MEYTS, Germaine M. BUCK LOUIS, Jorma
TOPPARI, Anna-Maria ANDERSSON, Michael L. EISENBERG, Tina Kold JENSEN, Niels

73



JORGENSEN, Shanna H. SWAN, Katherine J. SAPRA, Saren ZIEBE, Larke PRISKORN a Anders
JUUL, 2016. Male Reproductive Disorders and Fertility Trends: Influences of Environment and
Genetic Susceptibility. Physiological Reviews [online]. 96(1), 55-97. ISSN 0031-9333. Dostupné
z: doi:10.1152/physrev.00017.2015

STIRLING, David R., Madison J. SWAIN-BOWDEN, Alice M. LUCAS, Anne E. CARPENTER,
Beth A. CIMINI a Allen GOODMAN, 2021. CellProfiler 4: improvements in speed, utility and
usability. BMC Bioinformatics [online]. 22(1), 433. ISSN 1471-2105. Dostupné
z: doi:10.1186/512859-021-04344-9

SUN, Duxin, Wei GAO, Hongxiang HU a Simon ZHOU, 2022. Why 90% of clinical drug
development fails and how to improve it? Acta Pharmaceutica Sinica B [online]. 12(7), 3049-3062.
ISSN 2211-3835. Dostupné z: doi:10.1016/j.apsb.2022.02.002

SVECHNIKOV, K., G. I1ZZO, L. LANDREH, J. WEISSER a O. SODER, 2010a. Endocrine
Disruptors and Leydig Cell Function. Journal of Biomedicine and Biotechnology [online]. 2010,
684504. ISSN 1110-7243. Dostupné z: doi:10.1155/2010/684504

SVECHNIKOV, K., L. LANDREH, J. WEISSER, G. 1ZZ0, E. COLON, I. SVECHNIKOVA a O.
SODER, 2010b. Origin, Development and Regulation of Human Leydig Cells. Hormone Research
in Paediatrics [online]. 73(2), 93-101. ISSN 1663-2818. Dostupné z: doi:10.1159/000277141

SVINGEN, Terje, 2023. Reproductive Toxicology. DTU National Food Institute [online] [vid. 2023-
12-30].  Dostupné  z: https://www.food.dtu.dk/english/topics/chemical-exposure/reproductive-
toxicology

SYCHROVA, Eliska, Affiefa YAWER, Petra LABOHA, Amrita BASU, Aneta DYDOWICZOVA,
Ishita VIRMANI, Pavel BABICA a Iva SOVADINOVA, 2022. In vitro testicular toxicity of
environmentally relevant endocrine-disrupting chemicals: 2D vs. 3D models of prepubertal Leydig
TM3 cells. Environmental Toxicology and Pharmacology [online]. 93, 103869. ISSN 1382-66809.
Dostupné z: doi:10.1016/j.etap.2022.103869

TANNENBAUM, Jerrold a B Taylor BENNETT, 2015. Russell and Burch’s 3Rs Then and Now:
The Need for Clarity in Definition and Purpose. Journal of the American Association for Laboratory
Animal Science : JAALAS. 54(2), 120-132. ISSN 1559-6109.

TARAPORE, Pheruza a Bin OUYANG, 2021. Perfluoroalkyl Chemicals and Male Reproductive
Health: Do PFOA and PFOS Increase Risk for Male Infertility? International Journal of
Environmental Research and Public Health [online]. 18(7), 3794. ISSN 1661-7827. Dostupné
z: doi:10.3390/ijerph18073794

TEERDS, Katja J. a llpo T. HUHTANIEMI, 2015. Morphological and functional maturation of
Leydig cells: from rodent models to primates. Human Reproduction Update [online]. 21(3), 310-328.
ISSN 1355-4786. Dostupné z: doi:10.1093/humupd/dmv008

VALK, Jan van der, Karen BIEBACK, Christiane BUTA, Brett COCHRANE, Wilhelm G. DIRKS,
Jianan FU, James J. HICKMAN, Christiane HOHENSEE, Roman KOLAR, Manfred LIEBSCH,
Francesca PISTOLLATO, Markus SCHULZ, Daniel THIEME, Tilo WEBER, Joachim WIEST,
Stefan WINKLER a Gerhard GSTRAUNTHALER, 2018. Fetal bovine serum (FBS): Past — present
— future. ALTEX - Alternatives to animal experimentation [online]. 35(1), 99-118. ISSN 1868-8551.
Dostupné z: doi:10.14573/altex.1705101

74



VESTED, Anne, Cecilia Host RAMLAU-HANSEN, Sjurdur Frodi OLSEN, Jens Peter BONDE,
Susanne Lund KRISTENSEN, Thorhallur Ingi HALLDORSSON, Georg BECHER, Line Sméstuen
HAUG, Emil Hagen ERNST a Gunnar TOFT, 2013. Associations of in Utero Exposure to
Perfluorinated Alkyl Acids with Human Semen Quality and Reproductive Hormones in Adult Men.
Environmental Health Perspectives [online]. 121(4), 453-458. ISSN 0091-6765. Dostupné
z: doi:10.1289/ehp.1205118

WEN, Qing, C.Yan CHENG a Yi-Xun LIU, 2016. Development, function and fate of fetal Leydig
cells. Seminars in cell & developmental biology [online]. 59, 89-98. ISSN 1084-9521. Dostupné
z: doi:10.1016/j.semcdb.2016.03.003

WHO, 2023. Infertility. World Health Organization [online] [vid.2023-12-30]. Dostupné
z: https://lwww.who.int/news-room/fact-sheets/detail/infertility

WU, Xiufeng, Shenggin WAN a Mary M. LEE, 2007. Key factors in the regulation of fetal and
postnatal leydig cell development. Journal of Cellular Physiology [online]. 213(2), 429-433.
ISSN 1097-4652. Dostupné z: doi:10.1002/jcp.21231

YANG, Yan, Chenxing ZHOU, Tiantian ZHANG, Quan LI, Jiaxin MEI, Jinlian LIANG, Ziyi LI,
Hanhao LI, Qi XIANG, Qihao ZHANG, Lei ZHANG a Yadong HUANG, 2020. Conversion of
Fibroblast into Functional Leydig-like Cell Using Defined Small Molecules. Stem Cell Reports
[online]. 15(2), 408-423. ISSN 2213-6711. Dostupné z: doi:10.1016/j.stemcr.2020.07.002

YE, Leping, Xiaoheng LI, Linxi LI, Haolin CHEN a Ren-Shan GE, 2017. Insights into the
Development of the Adult Leydig Cell Lineage from Stem Leydig Cells. Frontiers in Physiology
[online]. 8, 430. ISSN 1664-042X. Dostupné z: doi:10.3389/fphys.2017.00430

ZENG, Zhuotong, Biao SONG, Rong XIAO, Guangming ZENG, Jilai GONG, Ming CHEN, Piao
XU, Peng ZHANG, Maocai SHEN a Huan YI, 2019. Assessing the human health risks of
perfluorooctane sulfonate by in vivo and in vitro studies. Environment International [online]. 126,
598-610. ISSN 0160-4120. Dostupné z: doi:10.1016/j.envint.2019.03.002

ZHANG, De-Yong, Xiao-Lu XU, Xiu-Ying SHEN, Qin RUAN a Wen-Lang HU, 2015. Analysis of
apoptosis induced by perfluorooctane sulfonates (PFOS) in mouse Leydig cells in vitro. Toxicology
Mechanisms and  Methods [online].  25(1), 21-25. ISSN 1537-6516.  Dostupné
z: do0i:10.3109/15376516.2014.971140

ZHANG, Huishan, Hemin LU, Panpan CHEN, Xipo CHEN, Chengcheng SUN, Ren-Shan GE,
Zhijian SU a Leping YE, 2020. Effects of gestational Perfluorooctane Sulfonate exposure on the
developments of fetal and adult Leydig cells in F1 males. Environmental Pollution [online]. 262,
114241. ISSN 0269-7491. Dostupné z: doi:10.1016/j.envpol.2020.114241

ZHAO, Wei, Ruina CUI, Jianshe WANG a Jiayin DAI, 2017. Inhibition effects of perfluoroalkyl
acids on progesterone production in mLTC-1. Journal of Environmental Sciences [online]. 56, 272—
280. ISSN 1001-0742. Dostupné z: doi:10.1016/j.jes.2016.08.026

ZIRKIN, Barry R a Vassilios PAPADOPOULOS, 2018. Leydig cells: formation, function, and

regulation. Biology of Reproduction [online]. 99(1), 101-111. ISSN 0006-3363. Dostupné
z: doi:10.1093/biolre/ioy059

75



SEZNAM OBRAZKU A TABULEK

Obrizek 1: Rez semenotvornym Kanalkem .............ccevuiveeverreerssesnsssnsesessessesssssssssssssssssssssssesssssssssssssnsenns 16
ODbrazek 2: LeydigoVy DUNKY .......oiiiiiiiiiiiie ittt ettt bbb bbb bt e b sbe e e e 18
Obrazek 3: Schéma StETOIAOZEINEZE .........vvvvverieiiieiirieee e r e n e nre e nns 19
Obrazek 4: Schéma steroidogeneze ve zralé Leydigové bunice (ALC).......coovviriiiiniiie v 20
Obrazek 5: Hlavni mechanismy, kterymi endokrinni disruptory ovliviwji produkci hormonit i pocet a kvalitu
] 013 0 0111 SO PPSRT 23
Obrazek 6: Schématickd ilustrace environmentdlni distribuce poly- a perfluoroalkylovanych sloucenin
(PFAS) a jejich eXpozice ClOVEKA @ DIOTY .......cviuiiiiriiiiiiiiiie ettt 27
Obrazek 7: Srovnani dvourozmérnych (2D) vs trojrozmérnych (3D) in vitro modela kultivovanych bunék 33
Obrazek 8: Srovnani in vitro 3D modeld podle jejich komplexnosti a fyziologického vyznamu ................. 33
Obrazek 9: Nazorna ukazka Leydigovych TM3 bunék kultivovanych ve 2D (A) a 3D (B) modelu ............ 38
Obrazek 10: Schématicky postup tvorby mikrogelli 3D Petri Dish®..........cccccceeviiiiiiiiiiieeeeee, 39
Obrazek 11: Strukturni vzorce studovanych PEAS ... 42
Obrazek 12: Porovnani funk¢énosti maker vytvorenych v programech Imagel/Fiji a CellProfiler pro sledovani
velikosti sféroidii Leydigovych TM3 bun¢k kultivovanych v bézném kultivaénim médiu .........c.ccovvvvernnnnn 45
Obrazek 13: Porovnani funkénosti maker vytvorenych v programech ImagelJ/Fiji a CellProfiler pro sledovani
tvaru sféroidti Leydigovych TM3 bunék kultivovanych v bézném kultivaénim médiu............ccooeevivrrennnnnn 46
Obrazek 14: Porovnani vlivu béZzného a stimula¢niho kultiva¢niho média na velikost sféroidti Leydigovych
TM3 bunck bERem KUItIVACE ......ccviiiiiiiiii s 48
Obrazek 15: Porovnani vlivu béZzného a stimula¢niho kultivacniho média na tvar sféroidi Leydigovych TM3
DUNEK DEREIM KUITIVACE ...ttt sttt ettt sb e sbe e sae e s abe e e e be e s beesbe e st beenbeenbeen 49

Obrazek 16: Porovnani sféroidi Leydigovych TM3 bun¢k kultivovanych v bézném a stimulacnim médiu 50
Obrazek 17: Vliv pozitivni kontroly (10% DMSO, PC) na velikost sféroidii Leydigovych TM3 bunék po

7denni eXpozZiCi V DEZNEM MEAIU .....eeiviiiiiiiiieieie ettt sttt st et e e sbeesbeesenas 52
Obrazek 18: Vliv pozitivni kontroly (10% DMSO, PC) na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po 7denni
EXPOZICT V DEZNEM MEAIU ...ttt bbbt b et b et b et e et et ans 53
Obrizek 19: Zivotaschopnost Leydigovych TM3 bun&k po expozici pozitivni kontrole (A., 10% DMSO)
a ttem smésim perfluorovanych latek (PFAS MIX1-3) (B.) hodnocena resazurinovou metodou................. 54
Obrazek 20: Vliv pozitivni kontroly (10% DMSO) a tii smési poly- a perfluorovanych latek PFAS MIX1-3
na sféroidy Leydigovych TM3 bun€k po 7denni €XPOZIC .......eerverrveiiiiiiiieiiie ettt 55
Obrazek 21: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS MIX1 na velikost sféroidii Leydigovych TM3 bunék
po 7denni eXpozici V DEZNEM MEAIU ......ueiiviiiiiiiiiiiii ittt ettt e et enneene e 56
Obrazek 22: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS MIX2 na velikost sféroidii Leydigovych TM3 bunék
po 7denni eXpozici V BEZNEM MEAIU .....eveiuviriiiiiiiiii ettt r e r et 57
Obrazek 23: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS MIX3 na velikost sféroidi Leydigovych TM3 bunék
po 7denni eXpozici V BEZNEM MEAIU .....oveiuveiiiiiiiiiii ettt sbeer b e e 58
Obrazek 24: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS MIX1 na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po
7denni eXpoziCl V DEZNEM MEAIU .....eveeiiiviiiiiiie ittt sb et sb ettt b e b nnas 59
Obrazek 25: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS MIX2 na tvar sféroidi Leydigovych TM3 bunék po
7denni eXpozici V DEZNEM MEAIU .....c.vveviiriiieiieiee e nns 60
Obrazek 26: Vliv smési perfluorovanych latek PFAS MIX3 na tvar sféroidii Leydigovych TM3 bunék po
7denni eXpozici V DEZNEM MEAIU .....c.vveviiriiieiieiee e nns 61
Tabulka 1: Priklady potencialnich endokrinnich disruptorti spolu s jejich vyuzitim a vyskytem ................ 23
Tabulka 2: Ptiklady 3D in vitro modeli a jejich obecna charakteristika ...........cocooviviniiiiiincnencicc 34
Tabulka 3: Seznam pouzitych PFAS latek a jejich pomér v jednotlivych studovanych smésich.................. 42

76



