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1. Definicje i uzyte skroty

3-PBA - (z ang. 3-Phenoxybenzoic acid), kwas 3 fenoksybenzoesowy

ADI - (z ang. Admissible Daily Intakes), dopuszczalna dzienna dawka

AFC - (z ang. Antral Follicular Count), liczba pecherzykdw antralnych

AHR - (z ang. Aryl Hydro-carbon Receptor), receptor arylowo-weglowodorowy

AMH - (z ang. Anti-Mdillerian Hormone), hormon anty-Mdllerowski

ANM - (z ang. Age of Natural Menopause), wiek naturalnej menopauzy

AR — (z ang. Androgen Receptor), receptor androgenowy

ART - (z ang. Assisted Reproduction Technologies), technologie wspomaganego rozrodu
ASRM - (z ang. American Society for Reproductive Medicine), Amerykanskie
Towarzystwo Medycyny Rozrodu

BAX - (z ang. Proteine encoded by BAX gene), biatko kodowane przez gen BAX z
rodziny biatek regulujacych apoptoze

BMI - (z ang. Body Mass Index), index masy ciata

BP — (z ang. Buthtylparaben), butyl-paraben, paraben butylowy

BPA — (z ang. Bisphenol A), bisfenol A

CDCCA - (z ang. cis-(Dichlorovinyl)dimethylcyclopropanecarboxylic Acid), kwas cis
(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy

Cl - (z ang. Confidence Interval), przedziat ufnosci

cis-DBCA - (z ang. cis-(Dibromovinyl)dimethylcyclopropanecarboxylic Acid), kwas cis-
(2,2-dibromowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy

Coef — (z ang. Coefficient), wspotczynnik korelacji

CF - (z ang. Confounding Factor), czynnik zaktocajgcy- zmienna, stanowigca czynnik

ryzyka danego efektu zdrowotnego, ktora nie moze by¢ uznana, jako jedyne ogniwoO



posrednie w procesie prowadzagcym do wystgpienia tego efektu zdrowotnego i ktdrej
rozktad w grupie obcigzonej danym czynnikiem i w grupie odniesienia jest rozny

Cr — (z ang. Creatinine), kreatynina

DBCA - (z ang. (Dibromovinyl)dimethylcyclopropanecarboxylic Acid), kwas cis-(2,2-
dibromowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy

DCCA - (z ang. (Dichlorovinyl)dimethylcyclopropanecarboxylic Acid, kwas (2,2-
dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy

Dmcl - (z ang. DNA Meiotic Recombinase 1), gen kodujacy rekombinaze¢ mejotyczng
DNA 1

DNA - (z ang. Deoxyribonucleic Acid), kwas deoksyrybonukleinowy

E.— (z ang. Estradiol), estradiol

EDCs - (z ang. Endocrine Disrupting Chemicals), substancje zaburzajace funkcje
endokrynng

EFSA - (z ang. European Food Safety Authority), Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci

ELISA - (z ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), test immunoenzymatyczny

EP — (z ang. Ethylparaben), etyl-paraben, paraben etylowy

EPA — (z ang. U.S. Environmental Protection Agency), Agencja Ochrony Srodowiska

w Stanach Zjednoczonych

ER - (z ang. Estrogen Receptor), receptor estrogenowy

ERpB - (z ang. Estrogen Receptor-/), jadrowy receptora estrogenowy beta

ERa — (z ang. Estrogen Receptor-«), jadrowy receptora estrogenowy alfa

ERRy — (z ang. Estrogen-Related Receptor vy), receptor zalezny od estrogenu gamma
ESHRE - (z ang. European Society of Human Reproduction and Embryology),

Europejskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu i Embriologii



FDA — (z ang. Food and Drug Administration), Agencja Zywnosci i Lekow

FFQ — (z ang. Food Frequency Questionnaire), kwestionariusz dotyczacy czestosci
spozywania wybranych produktow

FIGO - (z ang. International Federation of Gynecologists and Obstetricians),
Miegdzynarodowa Fedrederacja Ginekologow i Potoznikow

FSH - (z ang. Follicle-Stimulating Hormone), hormon folikulotropowy

GnRH - (z ang. Gonadotropin-Releasing Hormone), gonadoliberyna

GPR30 - (z ang. G Protein-coupled Receptor 30), receptor sprzezony z biatkiem G 30
H1f00 — (z ang. Oocyte-Specific Linker Histone H1), histon H1 specyficzny dla oocytu
HLH - (a ang. Basic Helix-Loop-Belix), czynniki transkrypcyjne specyficzne dla komdrek
germinalnych

iBuP — (z ang. Isobuthylparaben), isobutyl-paraben, paraben izobutylowy

ICSI — (z ang. Intracytoplasmic Sperm Injection), doplazmatyczne wstrzykniecie plemnika
IUI — (z ang. Intrauterine Insemination), inseminacja wewnatrzmaciczna

IVF - (z ang. In Vitro Fertilization), zaptodnienie in vitro

KISS1 - (z ang. Kisspeptin gene), gen kodujacy kisspeptyne

Lhx8 — (z ang. official symbol of LIM homeobox 8), oficjalny symbol dla rodziny biatek
LIM homeobox 8

LIM 8 - (z ang. LIM homebox 8), rodzina biatek, odpowiedzialnych za odwzorowywanie
1 roznicowanie réznych tkanek, specyficzny dla komorek germinalnych, kodujacy czynniki
transkrypcyjne odpowiedzialne za r6znicowanie tkanek w tym foliculogenezg

LOD - (z ang. Limit of Detection), granica wykrywalnosci

MEPS - (z ang. Micro-Extraction by Packed Syringe), potautomatyczna mikroekstrakcja

MET - (z ang. Metabolic Equivalent Task), wydatek energetyczny


https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski

MCF-7 — (z ang. acronym of Michigan Cancer Foundation-7 ), linia komorkowa
pochodzaca od ludzkiego raka piersi

MP — (z ang. Methylparaben), metyl-paraben, paraben metylowy

MRNA - (z ang. Messenger Ribonucleic Acid), informacyjny kwas rybonukleinowy
MRSA - (z ang. Methicyllin-Resistant Staphylococcus aureus), oporne na metycyling
Staphylococcus aureus

NGFs — (z ang. Non-Growing Follicles), nierosnace pgcherzyki

NOBOX - (z ang. Newborn Ovary Homeobox Gene), gen kodujacy biatka warunkujace
0ogeneze

OP — (z ang. Organophosphate Pesticide), pestycydy fosfoorganiczne

OR - (z ang. Odds Ratio), iloraz szans

OSHA - (z ang. Occupational Safety and Health Administration), Agencja
Bezpieczenstwa 1 Higieny Pracy

PE — (z ang. Pre-Eclampsia), preeklampsja

PCB - (z ang. Polychlorinated Biphenyl), polichlorowane bifenyle

PCW - (z ang. PVC, Polyvinyl Chloride), polichlorek winylu, stosowany do wytwarzania
tworzyw sztucznych

PGCs - (z ang. Primordial Germ Cells), pierwotne komorki ptciowe

PIH - (z ang. Pregnancy Induced Hypertension), nadci$nienie indukowane cigza

POI - (z ang. Premature Ovarian Insufficiency), przedwczesna niewydolno$¢ jajnikow
PP — (z ang. Propylparaben), propyl-paraben, paraben propylowy

PSS — (z ang. Perceived Stress Scale), skala odczuwanego stresu

Rec8 — (z ang. Meiotic Recombination protein REC), gen kodujacy rekombinazg
mejotyczng

RfD - (z ang. Reference Doses), dawki referencyjne przy ekspozycji


https://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski

ROS - (ang. Reactive Oxygen Spieces), reaktywne formy tlenu

RyR - (z ang. Ryanodine Receptor), receptor rianodynowy

SCCS - (z ang. European Scientific Committee on Consumer Safety), Unijny Komitet
Naukowy ds. Produktow Konsumenckich

Scp3 — (z ang. the Meiotic Specific Synaptonemal Complex Protein SCP3), specyficzny dla
mejozy kompleks synaptonemalny 3

SD - (z ang. Standard Deviation), odchylenie standardowe

SERM - (z ang. Selective Estrogen Receptor Modulator), selektywny modulator receptora
estrogenowego

SIS — (z ang. Selected lon Storage), tryb przechowywania wybranego jonu

Sohlh2 — (z ang. Spermatogenesis and Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 2), gen
kodujacy specyficzne czynniki transkrypcyjne HLH odpowiedzialne za spermatogeneze

1 oogeneze

Stra8 — (z ang. Stimulated By Retinoic Acid 8), gen kodujacy biatko receprorowe dla kwasu
retinowego, odpowiedzialnego za inicjacje mejozy w spermatogenezie i 00genezie

SULT - (z ang. Human Estrogen Sulfotransferase), sulfotransferaza estrogenowa

TH - (z ang. Thyroid Hormones), hormony tarczycy

TCL - (z ang. Triclosan), triklosan

TDCCA - (z ang. trans-(Dichlorovinyl)dimethylcyclopropanecarboxylic Acid), kwas trans
(2,2-dichlorowinylo) 2,2-dimethylocyclopropano karboksylowy

TDI - (z ang. Tolerable Daily Intake), dzienna dawka tolerowana

TFR - (z ang. Total Fertility Rate), srednia liczba urodzen na kobiete

WHO - (z ang. World Health Organization), Swiatowa Organizacja Zdrowia

WHR - (z ang. Waist to Hip Ratio), stosunek biodra-talia
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2. Wstep

Catkowity wskaznik ptodnosci (total fertility rate (TFR) - $rednia liczba urodzen
na kobiete) w krajach wysokorozwinietych w XXI wieku stale si¢ obniza. Dla Europy,
pomiedzy rokiem 2010 a 2015, TFR wynosit 1,6, a dla Standw Zjednoczonych Ameryki
1,85 (World Population Prospect by UN, 2017). W Polsce odnotowano spadek TFR
pomiedzy rokiem 1960 a 2015 z poziomu 3,0 do 1,3 i jest on jednym z najnizszych
w Europie (The World Bank, 2017). Wg danych z GUS, w okresie od roku 1980 do 2013,
poza spadkiem poziomu ptodnosci odnotowano przemieszczanie si¢ wzorca ptodnosci
w okresie rozrodczym w kierunku starszych grup wiekowych. Najwyzsze nat¢zenie
ptodnosci przesuncgto si¢ z grupy wieku 20-24 lata do grupy 25-29 lat (Rzadowa Rada
Ludnosciowa, 2014). Wynika to z faktu opodzniania prokreacji dzigki powszechnosci
dostepu metod kontroli urodzen oraz ambicji zawodowych kobiet, pokoleniowej zmianie
modelu rodziny, warunkéw socjoeckonomicznych wptywajacych na decyzje o mniegjszej
liczbie potomstwa, ale rowniez z faktu wzrostu odsetka par nieptodnych.

Nieptodno$¢ jest definiowana, jako brak cigzy pomimo regularnych stosunkow
ptciowych (minimum 3 w tygodniu), utrzymywanych powyzej 12 miesigcy bez stosowania
jakichkolwiek metod antykoncepcyjnych. Odsetek par nieptodnych w krajach rozwinietych
wzrost ponad dwukrotnie w ostatnim potwieczu. Na poczatku XXI wieku nieplodnosé
w krajach rozwinietych dotyczyta 15% par (Fritz i Speroff, 2011), podczas gdy w latach 60
XX wieku byto to 7-8% par. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) okresla nieptodnos¢,
jako chorobe spoteczng. Dramatyczny wzrost liczby matzenstw leczacych si¢ z powodu
nieplodnosci spowodowat, ze zdrowie reprodukcyjne zwlaszcza wptyw na nie czynnikoéw
srodowiskowych, stal si¢ wazng kwestig zdrowia publicznego. Na ten stan rzeczy
ma wplyw wiele czynnikéw, takich jak: coraz pdzniejszy wiek kobiet, w ktorym

podejmuja decyzje o prokreacji; wpltyw czynnikéw stylu zycia, jak 1 coraz czegsciej
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postulowany wptyw czynnikow srodowiskowych, zwlaszcza powszechnie wystepujacych
zwiazkow chemicznych zaburzajacych funkcje endokrynng. Liczne badania wskazuja,
7e narazenie na szeroko rozpowszechnione w $rodowisku substancje, zwane egzogennymi
zwigzkami endokrynnymi, inaczej substancjami zaburzajacych funkcjonowanie uktadu
hormonalnego, okreslanych po angielsku jako ,,Endocrine Disruptors” lub ,,Endocrine
Disrupting Chemicals” (EDCs) negatywnie wptywa na zdrowie reprodukcyjne zwierzat
i ludzi, oraz jest powigzane z niektorymi chorobami, w tym réwniez z nieptodnoscia
(Colborn 1 wsp., 1993). Amerykanskie Towarzystwo Medycyny Rozrodu (American
Society for Reproductive Medicine), Swiatowa Organizacja Zdrowia, Miedzynarodowa
Federacja Ginekologow i Potoznikoéw (International Federation of Gynecologists and
Obstetricians — FIGO) oraz Miedzynarodowe Towarzystwo Endokrynologiczne
(The Endocrine Society) wydalo oficjalng deklaracj¢, ze czynniki §rodowiskowe moga
negatywnie wptywac¢ na zdrowie reprodukcyjne (Di Renzo i wsp., 2015; Gore i wsp.,
2015). Polskie Towarzystwo Endokrynologiczne réwniez wydato opini¢ na temat
zwigzkoéw z grupy ,,endocrine disruptor chemicals” (EDCs), w opinii AutoroOw konieczne
jest przeprowadzenie w Polsce badan epidemiologicznych pozwalajagcych na ocene
zwiazku pomiedzy ekspozycja na EDCs, a wystgpowaniem zaburzen czynnosci gruczotéw
wydzielania wewnetrznego (Rutkowska 1 wsp., 2015). Zwiazki te, chociaz rzadko
prowadza do nieodwracalnej bezptodnos$ci, moga znaczaco wydluzy¢ czas oczekiwania
na cigz¢ (Matthews i Hamilton, 2009). Uplywajacy czas staje si¢ kluczowy, gdy decyzje
0 prokreacji sg odraczane.

W odroznieniu od warunkéw spoleczno-ekonomicznych, zalezno$¢ pomigdzy
powszechnie wystepujacych czynnikami $rodowiskowymi, a plodnosciag kobiet,
jest stosunkowo mato poznana. Wynika to z faktu, ze skutki dziatania takich czynnikoéw

srodowiskowych sg trudno obserwowalne i mozliwe do oszacowania wytacznie za pomoca
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badan postugujacych si¢ wlasciwymi biomarkerami narazenia. Wigkszos¢ z dostepnych
danych literaturowych odnosi si¢ do wptywu poszczegdlnych czynnikéw srodowiskowych
na ptodno$¢ mezczyzn, pomimo tego, ze kobiety czesto sg narazone na wyzsze stezenie
czynnikow S$rodowiskowych, zwlaszcza parabendw z uwagi na czestsze Sstosowanie
roznego rodzaju produktow kosmetycznych. Dodatkowo, ze wzgledu na trudnosci
w obiektywnej ocenie ptodnosci kobiet niewiele jest badan analizujacych ten temat.

Niewatpliwie markerami potencjalu rozrodczego u kobiet jest wiek, rezerwa
jajnikowa oraz funkcjonowanie uktadu podwzgdrze-przysadka-jajnik. Do oceny rezerwy
jajnikowej powszechnie stosuje si¢ oceng¢ ultrasonograficzng liczby pecherzykow antralnyh
AFC (ang. Antral Folicle Count) i badanie st¢zenia FSH (hormon fulikulotropowy)
oceniane w pierwszych dniach cyklu miesigczkowego (2-4 dzien cyklu), oraz pomiar
stezenia AMH (hormon anty-Miillerowski). Badanie stgzenia AMH jest bardziej czulym
markerem rezerwy jajnikowej niz badanie FSH (Barbakadze i wsp., 2015). Baird i Steiner
(2012) sugeruja, ze stezenie tego hormonu moze by¢ stosowane, jako niezalezny wskaznik
oceny plodnosci kobiet w badaniach wplywu czynnikéw §rodowiskowych.

Wzrost $wiatowe] aktywno$ci przemystowej doprowadzit do zwigkszenia
ekspozycji ludzi na szerokg gama nowoczesnych substancji chemicznych, takich jak:
ftalany, parabeny, bisfenol A, triklosan i1 wiele innych. Zwigzki te wobec masowej
produkcji uzytkowej znalazty si¢ powszechnie w srodowisku. Narazenie nastgpuje poprzez
kontakt z tymi zwigzkami w pozywieniu, wodzie, powietrzu, poprzez kontakt z plastikami
czy kosmetykami. Zwigzki te wystepuja w produktach codziennego uzytku takich jak:
plastikowe butelki, puszki z zywnoS$cia, detergenty, kosmetyki, zabawki, czy pestycydy.
Badane zwigzki chemiczne zalicza si¢ do szerokiej grupy nazwanej w pisSmiennictwie
angielskim ,,Endocrine Disrupting Chemicals” (ECDs). Sa to zwiazki, ktore wykazuja

zdolno$¢ interakcji z ukladem hormonalnym zaktocajac jego prawidtowe dziatanie,
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prowadzac do zaburzenia syntezy, funkcji, przechowywania i/lub metabolizmu hormonéw
a takze mogg mie¢ niekorzystny wplyw na ptodno$¢ kobiet i mezczyzn (Colborn i wsp.,
1993) oraz moga odgrywac role w patogenezie nieptodnosci (Crain 1 wsp., 2008).
Wigkszos¢ dostepnych danych z literatury ocenia wplyw ekspozycji wybranych
egzogennych zwigzkéw endokrynnych w odniesieniu do wynikow cigz lub plodnosci
mezezyzn. Ze wzgledu na fakt, Zze ptodnos¢ u kobiet jest trudna do oceny i moze by¢
potwierdzona jedynie przez uzyskanie cigzy, tylko kilka badan skupilo si¢ na kwestii

narazenia na czynniki srodowiskowe i ich potencjalnego wptywu na ptodnos¢ kobiet.
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3. Czynniki sSrodowiskowe zaburzajace funkcje endokrynna (EDCs)

a rezerwa jajnikowa

3.1 Narazenie na czynniki Srodowiskowe zaburzajace funkcj¢ endokrynna

Zwiazki z grupy EDCs takie jak: bisfenol A, triklosan, parabeny czy syntetyczne
pyretroidy sa coraz powszechniej stosowane w wiekszosci branz przemystu przede
wszystkim w przemysle rolniczym, lesniczym, w hodowli zwierzat, przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym. Wykorzystywane sg w produkcji i do pakowania
zywnosci 1 napojow, wystepujg w produktach codziennego uzytku takich jak: kosmetyki,
mydta, szampony, dezodoranty, pasty do z¢bow i inne produkty do pielegnacji ciata,
zabawki, leki i sprzet medyczny, detergenty i s$rodki owadobdjcze i chwastobdjcze.
Narazenie nastgpuje poprzez kontakt z tymi zwigzkami w pozywieniu, wodzie, powietrzu,

poprzez kontakt ze skorg i sluzowkami (Harte i wsp., 1991).

Narazenie na bisfenol A (BPA)

Bisfenol A (BPA) jest jednym =z powszechnie wytwarzanych zwigzkow
chemicznych na $wiecie. Globalna produkcja BPA w 2003 roku wyniosta 2 214 000 ton,
przy oczekiwanym wzroScie popytu o 6-10% rocznie (Burridge, 2003). Jest on stosowany
do produkcji materiatow obecnych w wielu produktach konsumenckich: poliwgglanowe
butelki z tworzyw sztucznych dla niemowlat, butelki do wody, zywice epoksydowe
wykorzystywane do lakierowania wewngtrznych powierzchni pojemnikow oraz puszek
na zywnos$¢ i na napoje, rur wodociggowych. BPA jest obecny rowniez w niektorych
wypetniaczach i kompozytach dentystycznych (Brede i wsp., 2003). Powtarzajaca si¢
ekspozycja produktéw zawierajacych BPA na $wiatto 1 ciepto, kontakt z $rodkami

czyszczacymi i starzenie si¢ produktu moze powodowaé zwigkszenie przedostania si¢ BPA
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do napoi i do zywno$ci (Howdeshell i wsp., 2003; Vandenberg i wsp., 2009). Bisfenol A
obecny jest rowniez w wodzie powierzchniowej (Klecka i wsp., 2009), w glebie, w wyniku
nawadniania Sciekami (Chen i wsp., 2011), w powietrzu, W wyniku spalania odpadow
gospodarstw domowych i elektronicznych (Fu i Kawamura, 2010) oraz produkcji zywic
(Rudel i wsp., 2001).

Ekspozycja na BPA moze wystgpi¢ droga pokarmowg, wdychanie i wchianianie
przez skére. BPA wykryto w roznych plynach biologicznych, w tym w moczu, surowicy,
$linie (Calafat i wsp., 2005), ptynie p¢cherzykowym (Lenie i wsp., 2008), w mleku matki

(Sun 1 wsp., 2004), krwi pepowinowej i w ptynie owodniowym (Ikezuki 1 wsp., 2002).

Narazenie na triklosan

Triklosan (TCL) jest to aromatyczny organiczny zwigzek chemiczny z grupy
chlorowanych fenoli, stosowany, jako $rodek przeciwgrzybiczy i bakteriobojczy.
Ma postaé biatego krystalicznego proszku o charakterystycznym, stabym zapachu fenolu.
Triklosan jest powszechnie stosowany w przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym.
Wykorzystywany jest w produkcji past do zgbdéw, mydta do rak, mydta do ciata, zeli pod
prysznic i dezodorantow. Jest ponadto skutecznie stosowany do zwalczania
drobnoustrojow, takich jak oporne na metycyling Staphylococcus aurcus (MRSA) (Brady
i wsp., 1990; Cookson i wsp., 1991). Triklosan jest powszechnie stosowany do produkcji
srodkoéw do prania i do mycia chirurgicznego rak (Boyce i Pittet, 2002) oraz dezynfekcji
skory przed zabiegiem chirurgicznym celem eliminacji MRSA u nosicieli (Wilcox i wsp.,
2003). Triklosan jest wykorzystywany rowniez w produkcji stentéw moczowodowych
(Knudsen i wsp., 2005), szwéw chirurgicznych (Justinger i wsp., 2009) oraz celem

prewencji zakazenia przeszczepu (Cakmak i wsp., 2009).
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Triklosan skutecznie zapobiega nadmiernemu rozwojowi bakterii na skorze
ludzkiej, zmniejsza ryzyko infekcji, zapobiega przykremu zapachowi, chroni przed
infekcjami po zabiegach dentystycznych. Dodatek triklosanu do produktow codziennego
uzytku, takich jak pasty do z¢bow, ptyny do ptukania ust, mydta, dezodoranty czy inne
kosmetyki ma na celu zapewnienie dziatania antyseptycznego (Rodricks i wsp., 2010).

TCL moze by¢ wchlaniany droga doustng, skorng 1  wziewna.
Droga pokarmowa odgrywa jednak znaczacg role w przypadku ekspozycji na triklosan
(Rodricks i wsp., 2010). Stezenia triklosanu wykryto we krwi, w mleku, moczu, tkance

thuszczowej 1 watrobie (Allmyr i wsp., 2006; Calafat i wsp., 2008; Geens i wsp., 2012).

Narazenie na parabeny

Parabeny to estry (np. metylowy, etylowy, propylowy, butylowy, izobutylowy
i benzylowy) kwasu p-hydroksybenzoesowego. Substancje te przyjmujg posta¢ drobnych
bezbarwnych i bezzapachowych krysztatkow. Parabeny sg grupg zwigzkow chemicznych
o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych 1 konserwujacych, powszechnie stosowanych
w produktach do pielgegnacji ciata, farmaceutykach i zywnosci (Andersen, 2008; National
Toxicology Program, 2008). Sa obecne w balsamach do nawilzania ciata, kremach
do twarzy, tuszach do makijazu, pomadkach do ust, mydtach do rak, szamponach,
odzywkach do wlosow, dezodorantach 1 niektoérych produktach spozywczych
(Yazar i wsp., 2011; Witorsch i wsp., 2010; Wang i wsp., 2006). Ich powszechne uzycie
wynika z faktu, ze zwigzki te maja niskg toksycznos¢ i niewysokie koszty produkciji.
Przeciwbakteryjna aktywnos¢ parabendw zwicksza si¢ wraz z wydluzeniem tancucha
alkilowego (np. butyl-paraben (BP)> propyl-paraben (PP)> metyl-paraben (MP))

(Byford i wsp., 2002; Routledge i wsp., 1998; Vo i wsp., 2010).
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Najczesciej stosowane w kosmetykach i zywnos$ci sg metyl- i propyl-paraben
ze wzgledu na dzialanie synergistyczne tych zwigzkéw (Andersen, 2008).

Ekspozycja na parabeny moze wystapi¢ przez spozycie, wdychanie lub absorpcje
przez skore (Moos 1 wsp., 2015). Po wchionieciu, parabeny nie gromadza si¢
W organizmie, ale sg metabolizowane przez esteraze 1 w postaci skoniugowanej wydalane
z moczem, z6icig i odchodami (Golden 1 wsp., 2005). Metabolity parabenéw w moczu

sg wiarygodnymi biomarkerami ekspozycji (Ye i wsp., 2006).

Narazenie na syntetyczne pyretroidy

Najczescie] stosowanymi pyretroidami sg allometryna, bifentryna, cyflutryna,
lambda cyhalotryna, cypermetryna, deltametryna, permetryna, d-fenotryna, resmetryna
i tetrametryna (Maund i wsp., 2001). Zwiazki te, w konsekwencji wprowadzenia zakazu
lub ograniczen stosowania insektycydow hamujgcych cholinoesterazy, Sa powszechnie
stosowane od ponad 20 lat w celu zwalczania owadow - szkodnikow w rolnictwie (Maund
i wsp., 2001) i staly si¢ coraz bardziej rozpowszechnione (Luo i Zhang, 2011; Feo i wsp.,
2010). Pyretroidy zdominowaty rynek $srodkéw owadobdjczych, ze wzgledu na wysoka
skuteczno$¢, szerokie spektrum dziatania, niskg toksycznos¢ zardwno u ssakow i ptakow
oraz biodegradacje (Pap 1 wsp., 1996).

Swiatowa Organizacja Zdrowia uznata, ze rozpylanie syntetycznych pyretroidow
samolotami celem kontroli zakazen, jest bezpieczne. Pyretroidy, uznane, jako
nieszkodliwe, sa obecnie powszechne stosowane w Srodowiskach miejskich (Amweg
i wsp., 2005) do zwalczania owadow i szkodnikéw na duzych przestrzeniach
krajobrazowych miast.

Ponadto sg stosowane w rolnictwie, le$nictwie, ogrodnictwie, zaktadach opieki

zdrowotnej, sa czynnymi chemicznie skladnikami wielu produktow stosowanych
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do zwalczania owaddw w gospodarstwach domowych (Feo i wsp., 2010). Znajduja si¢ one
w detergentach, szamponach, lekarstwach stosowanych w leczeniu $wierzbu 1 wszawicy,
ponadto permetryna jest powszechnie uzywana do impregnowania tkanin (np. dywany,
koce, mundury), jako $rodek odstraszajacy stawonogi.

Ich stezenia w produktach leczniczych 1 biobojczych sg niejednokrotnie wyzsze
niz w $rodkach ochrony roslin. W Polsce dopuszczonych jest do obrotu kilkadziesigt
preparatdow owadobojczych zawierajgcych syntetyczne pyretroidy.

Narazenie s$rodowiskowe populacji ogolnej wynika gltownie ze spozywania
pokarmow skazonych pyretroidami, inhalacji lub absorpcji przez skore pyretroidow
zawartych w $rodkach do zwalczania szkodnikow stosowanych w pomieszczeniach
mieszkalnych, biurowych, zaktadach opieki zdrowotnej, ogrodach, skwerach, parkach.
Konsumpcja $wiezych owocow 1 warzyw rowniez wigze si¢ z wyzsza ekspozycja (Fortes
i wsp.,, 2013; Riederer i wsp., 2008). Sa one powszechnie wykrywane
w probkach kurzu i powierzchni w gospodarstwach domowych, w ktorych stosuje si¢
pestycydy (Lu i wsp., 2013; Trunnelle i wsp, 2013). Do kontaktu z pyretroidami dochodzi
podczas leczenia zwierzat domowych, kontaktu ze skazonymi ubraniami roboczymi,
mundurami lub dywanami i innymi tekstyliami zaimpregnowanymi pyretroidami

(Rossbach i wsp., 2010, 2014).

3.2 Dopuszczalna ekspozycja na wybrane EDCs

European Food Safety Authority (EFSA) w roku 2015 okreslito, ze ekspozycja
srodowiskowa na BPA nie niesie za sobg ryzyka w zadnej grupie wiekowej, pomimo
istnienia alarmujgcych publikacji dotyczacych niekorzystnego wptywy BPA na zdrowie.
Jednoczesnie ta sama organizacja zmniejszyta tzw. dzienna dawke tolerowang (Tolerable
Daily Intake, TDI) z 50 pg/kg.m.c/dzieh na 4 pg/kg.m.c/dzien. Srednia dawka

dopuszczalnej ekspozycji na BPA okreslona przez WHO dla dorostych wynosi
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0,01 do 0,04 pg/kg m.c/dzien i jest wielokrotnie nizsza niz okreslona przez EFSA (WHO,
2011). Agencja Zywnosci i Lekow, FDA (ang. Food and Drug Administration) okreslita
szacunkowe ryzyko toksyczno$ci dla cztowieka na 5 mg/kg m.c/dzien, tzw. najwyzsze
stezenie, przy ktorym nie obserwuje si¢ dziatan ubocznych (FDA, 2012). Badania
przeprowadzone in vivo na zwierzetach wykazaly jednak efekt toksyczny przy ekspozycji
na mniejsze dawki niz 5 mg/kg m.c/dzien. Biorac pod uwage te doniesienia, FDA w 2012
roku zakazato produkcji butelek dla niemowlgt zawierajacych BPA, réwnocze$nie
okreslajac pozostate artykuly zawierajagce BPA, jako bezpieczne dla zdrowia. Natomiast
EFSA, FDA, German Society for Toxicology, Health Canada and Japanese National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology nie widzg przeciwwskazan
do stosowania BPA w materiatach majacych kontakt z zywno$cig, pomimo wspomnianych
wczesniej doniesieniach o toksyczno$ci wsrod zwierzat.

Triklosan zostat wymieniony w dyrektywie Europejskiej Wspolnoty Kosmetycznej
z 1986 roku (European Community Cosmetics, dyrektywa 76/768/EWG) regulujacej
stosowanie triklosanu, jako s$rodka konserwujacego w produktach kosmetycznych.
Dopuszczalne stezenie triklosanu w kosmetykach nie moze przekracza¢ 0,3%. W roku
2010 Unijny Komitet Naukowy ds. Produktow Konsumenckich (SCCS) wydat opinig,
ze maksymalna koncentracja TCL w poszczegolnych produktach takich jak w pasty
do z¢bow, mydta do rak, mydta do ciata, zele pod prysznic i dezodoranty wynoszaca 0,3%
jest z toksykologicznego punktu widzenia bezpieczna (SCCS, 2010).

W Europie triklosan nie jest dopuszczony do stosowania jako konserwant zywnos$ci
(EFSA, 2004). Pomimo wprowadzenia tych ograniczen, potwierdzono skazenie wody
pitnej triklosanem (Kantiani i wsp., 2008). Ponadto, faktyczna zawarto§¢ TCL waha si¢
od 0,1% do 1% w produktach do pielegnacji ciata i moze sigga¢ az 1% w produktach

stosowanych w lecznictwie, takich jak rekawiczki, ptyny do mycia i dezynfekcji stosowane
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w szpitalach, gdzie wymagana jest silna aktywnos$¢ bakteriobojcza. Ze wzgledu na jego
popularne zastosowanie, wykryto pozostatosci srodowiskowe na poziomie mikrogramow
na litr, co sugeruje rozlegle skazenie ekosystemoé6w wodnych i bioakumulacj¢ triklosanu
w $srodowisku (Ahn i wsp., 2008).

Prawo UE  uregulowalo  stosowanie = parabendow w  kosmetykach.
Jeden lub kilka z nich moze by¢ obecne w danym produkcie, natomiast dopuszczalne
maksymalne catkowite stezenie parabenéw w produktach konsumpcyjnych nie powinno
przekracza¢ 8 g parabenow/kg produktu kosmetycznego, przy stezeniu poszczegodlnych
parabenéow ponizej 4 g/kg produktu. Natomiast Unijny Komitet Naukowy
ds. Bezpieczenstwa Produktow Konsumenckich (European Scientific Committee
on Consumer Safety, SCCS) wydat opini¢ w 2011 (SCCS, 2011), ze w przypadku
parabenow o mniejszych czgsteczkach (metylo-parabenu i etylo-parabenu), ten limit jest
uwazany za bezpieczny, to juz dla parabendéw o dtuzszych czgsteczkach (propyl-parabenu
i butyl-parabenu) zaleca si¢ obnizenie limitu do maksymalnej catkowitej koncentracji
1,9 g/ parabendw / kg produktu. Wynika to z faktu, ze w oparciu o dane na zwierzetach,
efekt estrogenny parabendw wzrasta wraz z dlugoscig tancucha alkilowego. Pomimo
postulatow sugerujacych obnizenie dopuszczalnych stezen parabenow, opierajac sie
na badaniach przeprowadzonych na gryzoniach, gdzie rekomendowane warto$ci wynosza
1000 mg/ kg m.c./dzien dla metyl-parabenu i etyl-parabenu, 10 mg/kg mc./dobg
dla propyl-parabenu (Oishi, 2004) i 2 mg/kg m.c/ dobe dla butyl-parabenu (Fisher i wsp.,
1999), SCCS uznaje te wartosci za zbyt restrykcyjne, argumentujac wigksza absorpcja
parabendéw przez skore gryzoni niz ludzi, natomiast w przypadku innych, rzadziej
uzywanych parabendw (izopropyl-parabenu, izobutyl-parabenu) dost¢pne sa bardzo
ograniczone dane i na ich podstawie nie mozna oszacowa¢ potencjalnego zagrozenia

(SCCS, 2011).
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Organizacja Narodéw Zjednoczonych ds. Zywienia i Rolnictwa oraz Swiatowa
Organizacja Zdrowia (FAO/WHO, 2009) ustanowity dopuszczalng dzienng dawke
w produktach zywieniowych (ADI) dla pyretroidéw na poziomie 40, 20, 10, 20, 10, 20,
20, 50 pg/kg/dzien dla cyflutryny, cyhalotryny, deltametryny, fenwaleratu, bifentryny,
cypermetryny, cypermetryny 1 permethryny odpowiednio. Dostgpne sg réwniez
europejskie regulacje dotyczace ADI: 3, 5, 10, 20, 15 i 50 pg/kg/dzien dla cyflutryny,
cyhalotryny, deltametryny, esfenwaleratu, bifentryny, cypermetryny odpowiednio
(European Commission, 2009). Ostre i przewlekte dawki referencyjne (RfD) ustalone
przez Amerykanska Agencje Ochrony Srodowiska (EPA) dla wszystkich populacji
wynosza 250 pg/kg/dzien dla permetryn (US EPA, 2009). W przypadku cypermetryny,
przy przewleklej ekspozycji RfD wynosi 60 pg/kg m.c./dobe dla populacji ogoélnej (w tym
niemowlat 1 dzieci) 1 100 ug/kg/ dzien przy ostrej ekspozycji (US EPA, 2006). Nalezy
zwroci¢ uwage, ze w dostepnych badaniach populacyjnych oceniajgcych wptyw narazenia
na pyretroidy, podawane stg¢zenia byly o rzad wielko$ci mniejsze niz obecnie dopuszczone
(Claeys i wsp., 2008). Agencja Bezpieczenstwa i Higieny Pracy w Stanach Zjednoczonych
(OSHA) ustalita granice 5 miligraméw pyretroidow na metr sze$cienny powietrza
w miejscu pracy (5 mg/m®) przypadajace na 8-godzinne zmiany przez 40 godzin
tygodniowo.

W Niemczech Komisja ds. Biomonitoringu Czlowieka ustalita wartosci
referencyjne stezen metabolitow pyretroidow w moczu dla populacji ogdlnej bez wzgledu
na wiek. Dla kwasu cis (2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowego
(CDCCA) wartos¢ referencyjna wynosi 1 ug/l, a dla kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-
2,2-dimethylocyclopropano-1-karboksylowego (TDCCA) i kwasu 3 fenoksybenzoesowego
(3-PBA) 2 ng/l (Schulz i wsp., 2009). Badania populacyjne oceniajgce poziom narazenia

na pyretroidy w Stanach Zjednoczonych (National Health and Nutrition Examination
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(NHANES)) (CDC, 2014) wykazatly wzrost okoto 1,5-2 razy ekspozycji na 3-PBA
i TDCCA w latach 2007-2008 niz w okresach wczesniejszych (1999-2000 i 2001-2002).
Potwierdza to znaczacy wzrost ekspozycji srodowiskowej na pyretroidy, réwnolegly

do wzrostu wykorzystania pestycydow w ciggu ostatniej dekadzie w USA.

3.3 Rozwoj gonady zenskiej i ustanowienie rezerwy jajnikowej

Pierwotne komorki ptciowe (PGCs- primordial germ cells), zwane zawigzkowymi
komorkami zarodkowymi, pojawiaja si¢ w okresie embrionalnym bardzo wczesnie, bo juz
okoto 3-4 tygodnia cigzy. Roznicujg si¢ one z endodermy pecherzyka zottkowego.
We wczesnym okresie rozwoju embrionalnego, w przyblizeniu okoto 5 tygodnia ciazy,
parzyste gonady sa czesciag wyniostosci mezodermy posredniej tworzacej listwe ptciowa.
Sktadaja si¢ z pierwotnych komorek plciowych, wymieszanych z nabtonkiem
otrzewnowym, z ktorego powstang sznury pilciowe i rdzen, pochodzacy z komorek
mezenchymalnych. Pomiedzy 4-5 tygodniem cigzy PGCs w liczbie 300-1000 rozpoczynaja
migracj¢ przez dystalng cze$¢ jelita pierwotnego, wnikajac do listew plciowych. Liczba
ich ulega zwielokrotnieniu poprzez mitoze. Ulegaja podzialowi podczas samej migracji,
ale takze w samej listwie piciowej, by w 18 tygodniu cigzy osiggnaé przyblizong liczbe
6-7 milionow. Ostatecznie PGCs (oogonia ), w 11-12 tygodniu cigzy wchodza w pierwszy
podziat redukcyjny DNA (mejozg), podczas ktorego powstaja pierwotne oocyty. Ich dalszy
rozwoj zostaje zatrzymany na etapie profazy podczas pierwszego podzialu mejotycznego.
Réwnolegle, PGCs zostajg otoczone przez komorki pochodzace ze sznurow piciowych
| rozpoczyna si¢ tworzenie pecherzykéw zawigzkowych, ktdre wzrastaja do pecherzykow
przedantralnych. Na tym etapie dochodzi do atrezji oogonii i duzej czesci pecherzykow
zwigzkowych (Pepling Spradling, 2001). Do czasu porodu apoptozie ulegaja praktycznie

wszytkie oogonie, a liczba pecherzykow zarodkowych zmniejsza si¢ na tyle,

23



ze u noworodka pici zenskiej pozostaje ich wyltacznie w przyblizeniu 1-2 miliony.
Rezerwa jajnikowa kobiet jest ustanowiona w okresie prenatalnym (Skinner, 2005),
a liczba oocytow juz od tej pory stale maleje (Vaskivuo i wsp., 2001). W okresie
dojrzewania pozostanie okoto 300 000 oocytow w jajnikach, by wchodzac w okres
menopauzalny ich liczba zmniejszyta si¢ do ponizej 1000 (Faddy i wsp., 1992).
Po osiagni¢ciu dojrzatosci ptciowej, w wyniku apoptozy, nastepuje stata utrata oocytow,
dokonujgca si¢ na kazdym etapie dojrzewania pecherzykow (od zwigzkowych
do antralnych) oraz w wyniku samej owulacji.

Postepujagcemu zmniejszeniu liczby oocytow w calym zyciu reprodukcyjnym
towarzyszy rowniez spadek jakosci oocytow z wiekiem (Broekmans i wsp., 2007),
co probuje si¢ thumaczy¢ faktem, ze oocyty obarczone aberracjami majg wolniejsze tempo
eliminacji poprzez apoptozg, C€zego konsekwencja jest wzrost odsetka oocytOw
obarczonych aberracjami, zwlaszcza - trisomig chromosomu 21 (Hulten i wsp., 2010).

W jajniku kobiet w okresie rozrodczym najliczniejsza pule pecherzykow stanowig
pecherzyki zawigzkowe 1 to one decyduja o potencjale rozrodczym kobiety. Kazdego dnia
pewna ilo$¢ pecherzykéw zawigzkowych jest rekrutowana do wzrostu. Ich liczba
przeznaczona do wzrostu i dojrzewania bedzie spadac¢ z wiekiem. Zdecydowana wigkszos$¢
pecherzykow  zawigzkowych — rozpoczynajagcych  wzrost ulega pozniej — atrezji,
tylko nieliczne z nich osiagng stadium pecherzykow pierwotnych, wtérnych i antralnych.

Zatrzymanie PGCs w profazie pierwszego podzialu mejotycznego, apoptoza
oogonii 1 pecherzykdéw zawigzkowych wyznacza poczatkowy limit dla rezerwy jajnika,
gdyz wydaje sig¢, ze neo-oogeneza nie wystepuje poza okresem ptodowym. W ostatnich
latach koncepcja ta zostata zakwestionowana przez dowody mogace potwierdza¢ mozliwy

mechanizm oogenezy w okresie postnatalnym z komodrek macierzystych linii piciowej

24



w jajniku lub szpiku kostnym (Zou i wsp., 2009). Koncepcja ta pozostaje jednak
kontrowersyjna.

Etapy rozwoju do pecherzykow antralnych jest gonadotropinowo niezalezny.
Dopiero pecherzyk antralny ma receptory dla FSH. Rekrutacja pecherzykéw antranych
wraz z selekcja pecherzyka dominujacego, dojrzewanie pgcherzyka Graafa i owulacja
jest fazag gonadotropinowo zalezng. Dalsza rekrutacja pgcherzyka antralnego nastepuje
w fazie lutealnej cyklu i uzalezniona jest od funkcjonowania osi podwzgdrze-przysadka-
jajnik, w skrécie mowigc od pulsacyjnego wydzielania GnRH 1 FSH, ktore to pulsy
sg warunkowane spadkiem w fazie lutealnej ste¢zen progesteronu, estradiolu i inhibiny B.

Rezerwa jajnikowa odzwierciedla przede wszystkim liczbe pierwotnych
pecherzykow w sktad, ktorych wchodzg pecherzyki nierosngce (NGFs) oraz pecherzyki
rekrutowane do podzniejszych etapow rozwoju (pierwotne, wtorne 1 antralne),
ktore ostatecznie bedg zdolne do owulacji.

W ostatnich latach wprowadzono pojecie rezerwy jajnikowej, podstawowego
parametru opisujacego potencjal rozrodczy. Terminem tym okresla si¢ pule pecherzykow
antralnych w jajniku. Rezerwa jajnikowa jest uwarunkowana przede wszystkim
genetycznie 1 zmniejsza si¢ z wiekiem. Niewatpliwie markerami potencjalu rozrodczego
u kobiet jest wiek, rezerwa jajnikowa oraz funkcjonowanie uktadu podwzgorze-przysadka-
jajnik.

Do oceny Kklinicznej rezerwy jajnikowej w literaturze wykorzystuje sig:
pomiar liczby pecherzykoéw antralnyh AFC (antral follicle count), pomiar objetosci jajnika,
ocene stezenia FSH w pierwszych dniach cyklu miesigczkowego (2-4 dzien cyklu),
ocen¢ stezenia AMH, ocen¢ stgzenia estradiolu w pierwszych dniach cyklu

miesigczkowego (2-4 dzien cyklu) oraz oceng stezenia inhibiny B.
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Ryc. 1. Ocena rezerwy jajnikowej. (Rycina z Wielkiej Interny, tom 12, Endokrynologia,

pod redakcjqg Wojciecha Zgliczynskiego (Wielka Interna, 2011)).
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Liczna pecherzykow zawigzkowych odzwierciedla wlasciwg rezerwe jajnika, stezenie AMH liczbe
pecherzykéw rozwijajacych sie w fazie gonadotropowo zaleznej, AFC — liczba pecherzykdéw antralnych

Chociaz bezspornie wiek jest najczulszym wskaznikiem predykcyjnym zaréwno
ilosciowej jak 1 jakoSciowej rezerwy jajnikowej, wystepuja duze znamienne osobniczo
réznice czasu reprodukcyjnego kobiet (Broekmans, i wsp., 2006; te Velde i Pearson,
2002).

Pavlik 1 wsp., w duzym badaniu przekrojowym (przeprowadzonym wsrdéd 13963
kobiet) wykazat, ze objetos¢ jajnika negatywnie koreluje z wiekiem (Pavlik i wsp., 2000).
Obserwacje te potwierdzily si¢ w kolejnych badaniach, wykazujace przewage
wykorzystania ultrasonografii trojwymiarowej do oceny objetosci jajnika (Kupesic i wsp.,
2003). Jednakze, praktyczne zastosowanie oceny objetosci jajnika jako markera rezerwy
jajnikowej pozostaje ograniczone z powodu malej czutosci i specyficznosci wynikow

(Hendriks i wsp., 2007).
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Liczba pecherzykow antralnych (AFC) dostarcza informacji na temat iloSciowej
rezerwy jajnikowej (Broeckmans, i wsp., 2006). Poniewaz AFC spada z wiekiem
(0,35-0,95 pecherzyka antralnego/rok) (Ng i wsp., 2003; Scheffer i wsp., 1999), wynik ten
dostarcza istotniejszych klinicznie informacji niz sama obje¢to$¢ jajnikow. Korelacja
pomigdzy AFC a wiekiem reprodukcyjnym jest dobrze udokumentowana (Kupesic i wsp.,
2003; Scheffer i wsp., 1999, 2003), a jej warto$¢ prognostyczna lepsza niz ocena stezen
FSH czy wyniki testow stymulacyjnych (Kwee i wsp., 2007). Uwaza si¢, ze w jajnikach
kobiet w wieku 25-40 lat obecnych jest okoto 20-150 pecherzykow $rednicy 0,05-2,00
mm, zbyt matych by byly wiarygodnie ocenione w konwencjonalnych technikach
obrazowych. Pomimo, ze badanie ultrasonograficzne umozliwia obrazowanie
pecherzykow s$rednicy powyzej 2 mm, uwaza si¢, ze badanie dobrze koreluje z liczbg
pecherzykow zawigzkowych, a tym samym rezerwg jajnikowa (Scheffer 1 wsp., 1999;
Broekmans i wsp., 2004). AFC jest traktowany, jako jeden z najlepszych parametrow
do oceny rezerwy jajnikowej (Rosen i wsp., 2012).

Hormon Anty-Mullerowski (AMH) jest wydzielany przez komorki ziarniste
dojrzewajacych pecherzykow (Visser i wsp., 2006; La Marca i Volpe, 2006) i koreluje
z liczbg dojrzewajgcych pecherzykow - pierwotnych, wtornych i antralnych (Broekmans
i wsp., 2008). AMH podobnie jak i AFC spada z wiekiem (Wiweko i wsp., 2013). Badanie
stezenia AHM jest bardziej czulym markerem rezerwy jajnikowej niz badanie FSH
(Barbakadze i wsp., 2015; Wiweko i wsp., 2013) i moze by¢ ono wykorzystywane celem
oceny szansy nieptodnych pacjentow na urodzenie dziecka (Weenen i wsp., 2004).
Ponadto Baird i Steiner (2012) sugeruja, by stosowaé ocen¢ stezenia tego hormonu,
jako niezaleznego wskaznika oceny ptodnosci kobiet w badaniach oceniajagcych wptyw

czynnikow §rodowiskowych.
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Bezspornym ograniczeniem wszystkich metod oceny rezerwy jajnikowej jest fakt,
ze nie dostarczajg one informacji o liczbie potencjalnie prawidtowych pecherzykéw

jajnikowych z kompetentnym oocytem.

3.4 Mechanizm dzialania wybranych zwigzkéw Srodowiskowych zaburzajacych

funkcje endokrynng na gonade zenska i rezerwe jajnikowa kobiet

Funkcja rozrodcza zalezy miedzy innymi od funkcjonowania osi podwzgorze-
przysadka-jajnik. Po dojrzewaniu piciowym, skoordynowane sprzezenia zwrotne osi
podwzgorze-przysadka-jajnik kontroluje zdolno$¢ do owulacji i przygotowania narzadu
rodnego do cigzy. W podwzgorzu hormony steroidowe takie jak estradiol i progesteron,
aktywuja neurony Kkisspeptyny, ktore reguluja wydzielanie gonadoliberyny (GnRH),
neurohormonu  wytwarzanego glownie w polu przedwzrokowym podwzgorza,
stymulujacego przedni ptat przysadki do pulsacyjnego wydzielania hormonow
gonadotropowych:  hormonu  folikulotropowego (FSH) i luteinizujacgo (LH),
warunkujgcych prawidlowy przebieg folikulogenezy. Zwickszone stezenia steroidowych
hormonéw plciowych, poprzez sprzezenie zwrotne aktywujg neurony Kisspeptyny
W podwzgorzu prowadzac do przedowulacyjnego wyrzutu LH.

Hormony steroidowe wywieraja swoje dziatanie w tkankach docelowych taczac sig
ze swoimi odpowiednimi receptorami btonowymi i jadrowymi. Kazda zmiana dotyczaca
wydolnosci jajnika, stezenia steroidowych hormondw piciowych, gonadotropowych,
gonadoliberyny, ale takze aktywno$ci neuronow Kisspeptyny, poprzez wpltyw na o$
podwzgorze-przysadka-jajnik moze niekorzystnie wptywaé na ptodnosé.

Mechanizm potencjalnego wplywu czynnikow S$rodowiskowych z grupy

zaburzajacych funkcje endokrynng (EDCs) na ptodno$¢ kobiet wigze si¢ z ich
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podobienstwem do naturalnych ligandow majacych zdolnos¢ do wigzania do receptorow:
estrogenowych (ER), arylowoweglowodorowych (AHR) i androgenowych (AR).
Receptory te wykazujg swoistos¢ do szerokiej gamy EDCs (Shanle i Xu, 2011) i stanowig
miejsce uchwytu dla egzogennych hydrofobowych ligandow wplywajg na gametogenezg.
Zwiazki te, maja wplyw zardwno na poczatkowg rezerwe jajnikowa ustalang w czasie
zycia ptodowego, jak 1 moduluja rezerwe jajnikowa w dorostym zyciu (Richardson i wsp.,
2014). Wiele z tych zwigzkéw wplywa na sygnalizacje dla receptoréw steroidowych,
imitujgc efekt estrogeny jak 1 androgenny, wywierajac efekt zaréwno agonistyczny
i antagonistyczny (Shanle i Xu, 2011). Prawdopodobny mechanizm dziatania EDCs wigze
si¢ takze z ich wptywem na syntez¢ hormondéw steroidowych (Chedrese i Feyles, 2001),
ich  metabolizm (Diamanti-Kandarakis 1 wsp., 2009; Shanle i Xu, 2011)
oraz funkcjonowanie uktadu podwzgorze-przysadka-jajnik (Patel i wsp., 2015).

Receptor estrogenowy (ER) stanowi "otwarte drzwi" dla szeregu substancji
chemicznych powszechnie wstepujacych w $§rodowisku, umozliwiajgc im dostep
do wrazliwych mechanizméw kontrolnych modulujgcych gametogezeze, folikulogeze
i apoptoze, a tym samym rezerwe jajnikowg u kobiet. Receptor arylowowgglowodorowy
(AHR), dziatajac przez jeszcze niezidentyfikowany naturalny ligand, takze reguluje
gametogeneze 1 rezerwe jajnikowa. Ekspozycja w macicy na zwigzki srodowiskowe zdolne
do dziatania, jako ligandy AHR moze zakldcaé oogenezg, wplywajac tym samym
na poczatkowa rezerwe oocytow U noworodka i pozniejsza ptodnos¢ (Mattison 1 wsp.,
1989). Wydaje si¢, ze aktywacja AHR powoduje indukcje BAX (biatka, z rodziny biatek
przyspieszajacych apoptoze, dziatajacych poprzez zwickszenie przepuszczalnosci blony
zewngetrznej mitochondriOw), jako czgsci grupy proapoptotycznych regulatoréw $mierci
komorki, czym mozna tlumaczy¢ promujacy wplyw na apoptozg zwigzkow bedacych

ligandami AHR (Pru i wsp., 2009).
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Istnieje wiele wspoizaleznosci pomiedzy systemami receptorow AHR i1 ER.
Do wspotdziatania systemow receptorow ER i AHR moze dochodzi¢, w co najmniej trzech
mechanizmach (Shanle 1 Xu, 2011): 1) aktywacja AHR moze prowadzi¢ do indukcji
enzymoéw cytochromu, P450, ktore zwiekszajg metabolizm estradiolu; 2) pobudzenie
receptora AHR moze uposledzi¢ sygnalizacje receptora ER przez wigzanie z promotorami
docelowego genu ER; 3) aktywowane receptory AHR z kofaktorami mogg hamowaé
potencjat transkrypcyjny. Istnieje znaczna ilo$¢ substancji chemicznych, ktére moga
aktywowa¢ AHR 1 ER np. BPA czy ftalany (Zhang i wsp., 2003).
W tkance jajnikowej obecne sg réwniez receptory androgenowe (AR) (Horie
i wsp., 1992). Wydaje si¢, ze wigkszos¢ zwigzkoéw srodowiskowych zdolnych do interakcji
z AR ma dziatanie antagonizujgce wobec androgenow (Kruger i wsp., 2008). Ponadto,
wplyw androgendéw na tkanke jajnikowg jest w duzej mierze uzalezniony od konwers;ji
androgenow do estrogenow poprzez wptyw na aktywnos$¢ aromatazy (Smith i wsp., 2009).
Bisfenol A jest uwazany za selektywny modulator receptora estrogenowego
(ang. Selective Estrogen Receptor Modulator, SERM). Komorki jajnika sg wrazliwym
celem dla BPA, ze wzgledu na jego dziatanie podobne do estrogenu. BPA wydaje si¢
zarowno dziata¢ za posrednictwem klasycznego receptora estrogenowego jadrowego alfa
(ERo) i beta (ER B) (Kuiper i wsp., 1998), jak i nieklasycznych receptorow btonowych dla
estrogenow takich jak: receptor sprz¢zony z biatkiem G 30 (GPR30) (Thomas i Dong,
2006), odpowiedzialny za niektore szybkie efekty, jakie estradiol ma na komorki
i receptor zalezny od estrogenow gamma (ERRy), bedacy jadrowym aktywatorem
transkrypcji  (Matsushima 1 wsp, 2007) i tym samym moggcym ingerowac
w folikulogenez¢ w jajniku (Markey i wsp., 2003; Newbold i wsp., 2009). Badania
biochemiczne wykazaly, ze BPA poprzez wigzanie si¢ z ERa moze antagonizowac

dziatanie antyapoptotyczne estrogenow (Kuiper i wsp., 1998), co ma decydujace znaczenie
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dla przezycia komorek ziarnistych i zywotnosci oocytu (Palter i wsp., 2001). Natomiast,
wigzanie si¢ BPA z obydwoma receptorami dla estrogenow o i B moze nasila¢ dziatanie
estrogenne, sprzyjajace apoptozie w jajniku (Xu i wsp., 2002). Uwaza si¢, ze BPA
wykazuje pewne preferencyjne powinowactwo ERP w poréwnaniu z ERa i1 ze za
posrednictwem receptora ER BPA wptywa na zaburzenia mejozy w oocycie prowadzace
do aneuploidii (Can i wsp., 2005), a takze do zahamowania cyklu komdrkowego
(Eichenlaub-Ritter i wsp., 2008) i wigkszej liczby nieprawidtowych komoérek jajowych
(Susiarjo i wsp., 2007). Istniejg rowniez doniesienia o zaleznym od dawki ekspozycji
na BPA zmianach w dojrzewaniu oocytOw w okresie mejozy i niekorzystnym wptywie
na prawidlowe parowanie chromosoméw w ludzkich oocytach (Machtinger i Orvieto,
2014).

Wyniki eksperymentalnych badan wskazuja, ze ekspozycja wewnatrzmaciczna
ptodow i noworodkéw szczurzych poddanych na niskie i wysokie dawki BPA powodowata
zmiany morfologiczne i histologiczne w tkance jajnikowej (Adewale i wsp., 2009),
mniejsza objetos¢ jajnikow ze zmniejszong liczbg komodrek jajowych 1 cialek zottych
(Delclos i wsp., 2014). Ekspozycja na BPA w badaniach przeprowadzonych na gryzoniach
I na komorkowych ludzkich prowadzita do zahamowania rozpadu gniazd komorek
zarodkowych, prowadzagc do powstawania pecherzykow z wickszg iloscig oocytow
(ang. Multi-Oocyte Follicles, MOFs) (Wang i wsp., 2014; Zhang i wsp., 2014; Zhang
i wsp., 2012). Ekspozycja na BPA, poprzez hamowanie rozpadu gniazd komorek
zarodkowych, przyczynia si¢ do faktu, ze wiele komorek jajowych pozostaje
niewlaczonych do pierwotnych pecherzykow lub prowadzi do powstawania wigkszej
liczby MOFs w jajnikach, czego konsekwencja jest zmniejszenie liczby pecherzykow
pierwotnych w jajnikach. Natomiast obserwacje, ze BPA wystepuje rowniez w ptynie

owodniowym (Ikezuki i wsp., 2002) sugerujg, ze substancje zaburzajace gospodarke
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hormonalng, takie jak BPA moga wplyw¢ na ustanowienie poczatkowej rezerwy
jajnikowej.

Ponadto ekspozycja na BPA zwicksza apoptoz¢ oocytdw, wplywa
na nieprawidtowe dojrzewanie oocytow (Zhang i wsp., 2012; Zhang i wsp., 2014), zmienia
rozktad pecherzykow w jajnikach poprzez zwigkszenie rekrutacji pecherzykéw
pierwotnych, przyspiesza rozw0j pecherzykow zawigzkowych do pierwotnych i zwigksza
atrezje pecherzykow antralnych (Wang i wsp., 2014; Rodriguez i wsp., 2010), przyspiesza
proliferacj¢ komorek ziarnistych i tekalnych (Rivera i wsp., 2011) oraz prowadzi
do nieadekwatnej odpowiedzi pecherzykoéw wzrastajagcych na FSH (Rivera i wsp., 2011).

Ekspozycja noworodkdw owiec i szczurbw na BPA wigzata si¢ z obnizeniem
stezenia GNRH (Qiu i wsp., 2016; Wang i wsp., 2014). Wyniki eksperymentalnych badan
przeprowadzonych na myszach wskazujg, ze ekspozycja na niskie dawki BPA w zyciu
ptodowym prowadzi do zwigkszonej proliferacji komorek gonadotropowych przysadki,
ekspozycja na BPA niezaleznie od dawki 0,5 i 50 mg/kg /dobe wigzata si¢
ze zmniejszaniem si¢ ilosci receptoréw dla GnRH i przy dawce 0,5 mg /kg /dob¢ BPA
odnotowano takze wyzsze stezenia LH i FSH, przy czym przy dawce 50 mg/kg/dobe BPA
poziomy LH i1 FSH byly znamiennie nizsze w poréwnaniu grupa kontrolng (Brannick
1 wsp., 2012). Ponadto przedtuzona ekspozycja na BPA (25 1 50 mg/kg/dobe) w okresie
prenatalnym i laktacji korelowata z wyzszymi poziomami KISS1, GnRH i FSH
w porownaniu z grupa kontrolng (Xi i wsp., 2011). Wyniki tych badan wskazuja, ze BPA
moze wptywa¢ na funkcjonowanie przysadki mézgowej i tym samym na funkcjonowanie
osi podwzgorze-przysadka-jajnik, ale efekt jest zalezny od okresu zycia, w ktorym
nastgpita ekspozycja i czasu jej trwania.

Niektore odpowiedzi komorkowe sa wywotywane przy stezeniach BPA, ktore sg

znacznie ponizej poziomdéw, ktdre powinny wigza¢ si¢ z klasycznymi receptorami
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jadrowymi. Zaproponowano, ze te bardziej czute odpowiedzi komoérkowe mogg byc
wyzwalane przez receptory dla estrogenow, inicjujace niegenomowe mechanizmy
(Vandenberg i wsp., 2009). Analiza molekularna u gryzoni ujawnita, ze ekspozycja
na BPA zmniejsza ekspresj¢ czynnikéw kontrolujacych folikulogeneze, takich jak:
NOBOX i LIM 8 (Lhx8), specyficznych dla spermatogenezy i oogenezy czynnikow
transkrypcyjnych basic helix-loop-helix 2 (Sohlh2) i stymulowanych przez kwas retinowy
8 (Stra8), czynnikéw krytycznych dla inicjacji mejozy. Ponadto udowodniono, ze BPA
obniza ekspresj¢ rekombinazy mejotycznej DNA 1 kodowanej przez gen Dmcl,
rekombinazy mejotycznej kodowanej przez gen Rec8, specyficznego dla mejozy
kompleksu synaptonemalnego 3 (Scp3) i specyficznych dla komorek germinalnych
dimeryzujacych czynnikow transkrypcyjnych wspotuczestniczagcych w  gametogenezie
nazywanych Figla (Zhang i wsp., 2012, Zhang i wsp., 2014). Ekspozycja na BPA hamuje
metylacjc DNA wysp CpG obecnych w Lhx8, co dowodzi, ze¢ BPA moze uposledzac
prawidtowe procesy folikulogenezy (Zhang i wsp., 2014) 1 wydolnos$¢ jajnika. Ekspozycja
na wysokie dawki BPA zmniejszyta ekspresje Figla i wariantu histonu H1 specyficznego
dla dojrzewajgcego oocytu (H1f00) oraz zwickszyta ckspresje genow dla hormonu
anty-Mullerowskiego (AMH) (Li i wsp., 2014b). Zwigkszona apoptoza pecherzykow
antralnych w jajniku obserwowana przy ekspozycji na BPA korelowata ze zwigkszonymi
poziomami apoptotycznej biatkowej kaspazy-3 (Lee i wsp., 2013).

Badania te dowodza, Ze narazenie na BPA moze obniza¢ potencjal reprodukcyjny
kobiet na wielu etapach. BPA moze dziata¢ poprzez nasladowanie lub/i antagonizowanie
dziatania estrogenu moze mie¢ niekorzystny i bezposredni wplyw na ustanowienie
pierwotnej rezerwy jajnikowej, jako$¢ oocytow, moze modulowaé rezerw¢ w okresie
postnatalnym i po osiggni¢ciu dojrzato$ci plciowej poprzez posredni wplyw na o$

przysadka-podwzgolrze-jajnik oraz bezposredni wplyw na oocyt zaburzajac jego
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dojrzewanie, zmieniajac jego potencje do zaptodnienia i prawidlowego rozwoju zarodka
oraz zmieniajagc receptywnos$¢ endometrium na implantacje¢ zarodka. Efekt BPA
na potencjal reprodukcyjny jest zalezny od okresu zycia, w ktérym nastgpita ekspozycja

I Czasu jej trwania.

Triklosan wykazuje aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do receptora
estrogenowego (ER) jak i receptora androgenowego (AR) (Ahn i wsp., 2008; Chen i wsp.,
2007). Jego fenolowa struktura jest podobna do niesteroidowych zwigzkow
0 wlasciwosciach estrogennych, takich jak dietylostilbestrol i bisfenol A.
Co wiecej, TCL jest strukturalnie podobny do koplanarnych ortopodstawionych
polichlorowanych bifenyli (PCB) i uwrazliwia kanaty wapniowe rianodynowe (RyR)
obecne w roznych grupach miesniowych i neuronach. Receptory RyR sg czulym celem
dziatania TCL 1 reguluja uwalnianie Ca 2 co sugeruje jego potencjalnie dzialanie
neurotoksyczne (Ahn i wsp., 2008). Ponadto podobienstwo struktury TCL do hormonéw
tarczycy (TH) sugeruje, ze narazenie na TCL moze modulowa¢ dziatanie TH (Veldhoen i
wsp., 2006).

Mechanizm potencjangeo wptywu triklosanu na rezerwe¢ jajnikowa nie jest do
konca poznany. Badania eksperymentalne wykazuja, ze triklosan moze wzmacnia¢ efekt
estrogenu na macice, powodujac hipertrofie tkanek u szczuréw (Stoker 1 wsp., 2010).
Podwyzszone st¢zenia endogennego estradiolu wykryto po podskoérnym wstrzyknieciu
triklosanu u zaptodnionych samic myszy (Ahn i wsp., 2008). Wyzsze dawki triklosanu
mogg powodowaé rOwniez zaburzenia wewngtrzmacicznego wszczepienia blastocysty
u tych myszy (Ahn i wsp., 2008). Badania in vitro takze potwierdzajg fakt, ze triklosan
ma wlasciwosci estrogenowe i androgenowe, wptywajac na interakcj¢ miedzy estradiolem
| testosteronem z ich receptorami, dzialajac zardbwno jako agonista i antagonista receptora

dla estrogendw i androgenow (Ahn i wsp., 2008; Chen i wsp., 2007; Stoker i wsp., 2010).
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W zwigzku z tym mozna postawi¢ hipoteze, ze triklosan wykazuje potencjalnie szkodliwy
wptyw na ludzkie jajniki, wplywajac zar6wno na endogenne $ciezki steroidogenezy
jajnikow, jak 1 na produkcje estrogendéw lub klirens watrobowy hormondéw piciowych.
Ponadto triklosan moze zaburza¢ interakcje migdzy estrogenami a ich odpowiednimi
receptorami, zaktocajac tworzenie 1 rozwdj pecherzykow.

Majac na uwadze, ze TCL jest strukturalnie podobny do BPA i moze wywieraé
dziatanie antagonistyczne do receptorow AR 1 ER, reguluje funkcjonowanie kanatow
wapniowych bedacych kofaktorami wigkszosci procesoOw metabolicznych 1 moze
modulowa¢ dziatanie hormonow tarczycy, hormondéw piciowych, a tym samym wptywaé
na rezerwe jajnikows.

Parabeny sa zwigzkami zaburzajagcymi funkcjonowanie uklad hormonalnego
o dziataniu estrogennym (Golden i wsp., 2005; Routledge i wsp., 1998; Soni i wsp., 2005).
Ponadto wykazano, ze parabeny wigzg si¢ z receptorem dla estrogenoéw zarowno ERa
1 ERP (Soni i wsp., 2005).

Z przegladu najbardziej aktualnych badan przeprowadzonych na gryzoniach
i na ludziach in vitro, analizujgcych roézne potencjalne mechanizmy dziatania
hormonalnego ekspozycji na estry parabenéw wynika, ze parabeny maja zar6wno wptyw
estrogenowy, jaki antyandrogenny oraz mogg zaburza¢ homeostaz¢ hormondéw tarczycy
(Taxvig i wsp., 2008). Mechanizm dziatania estrogenowego parabenéw moze wynikac
z hamowania aktywnosci sulfotransferazy estrogenowej (SULT) w cytoplazmie komorek
skéry 1 watroby. Jest ona w réznym stopniu hamowana przez mikromolarne stg¢zenia
metyl-parabenu, etyl-parabenu, propyl-parabenu i butyl-parabenu. Sita dziatania i stopien
hamowania SULT wzrasta wraz z dlugoscia tancucha estrow parabenow (Prusakiewicz
i wsp. 2007). Parabeny majg potencjal indukowania proliferacji w komdrkach MCF-7

(linia komodrkowa pochodzaca od ludzkiego raka piersi), posiadajacej receptory
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dla estrogenéw (Van Meeuwen i wsp., 2008). Ponadto w badaniach eksperymentalnych
wykazano zdolno$¢ wszystkich parabendw do hamowania aktywnosci aromatazy in vitro,
ale w stezeniach znacznie wyzszych niz w wykrytych probkach u ludzi. Nie wykazano
natomiast zwigzku miedzy hamowaniem aromatazy a dilugoscig tancucha parabenu
(Van Meeuwen i wsp., 2008). Ponadto, takze w badaniach eksperymentalnych
udowodniono dziatanie antyandrogenowe parabenow, ktéore moze by¢ tlumaczone
hamujgcym wpltywem metyl-parabenu, propyl-parabenu i butyl-parabenu na indukowang
przez testosteron aktywno$¢ transkrypcyjng (Chen i wsp., 2007). Na podstawie badan
przeprowadzanych na szczurach postuluje si¢ dodatkowo potencjalny wptyw parabendéw
na stezenia hormonéw tarczycy. Wykazano mozliwos¢ dziatania butyl-parabenu,
jako stabego agonisty i antagonisty receptora dla hormonow tarczycy w przysadce
szczurow (Taxvig i wsp., 2008).

Wszystkie dotychczas przeprowadzone badania in vivo, prébujgce analizowaé
mechanizmy dziatania parabenoéw na oogenez¢ byly przeprowadzone na gryzoniach.
U samic poddanych ekspozycji na parabeny, pomigdzy 7 a 21 dniem cigzy wykazano,
ze narazenie na BP spowodowato znaczace zmniejszenie si¢ ekspresji mRNA dla receptora
ERp w jajnikach ptodéw a ponadto efekt ten jest zalezny od dawki (Taxvig i wsp., 2008).

Syntetyczne pyretroidy zaliczane sg do insektycydow III generacji. Ich struktura
chemiczna oparta jest na naturalnie wystepujacej pyretrynie, ktora znajduje si¢ w kwiatach
Chrysanthemum cineraraefolum. Podstawowa struktura pyretroidow sktada si¢ z grupy
kwasowej i alkoholowej, z wigzaniem estrowym. Zwigzki te poddane byly stopniowo
chemicznym modyfikacjom celem zwigkszenia ich zdolnosci owadobojczych
| ograniczenia ich wrazliwo$ci na powietrze i $wiatto (Leggett i wsp., 2011).

Potencjalny mechanizm wplywu ekspozycji na syntetyczne pyretroidy na funkcje

rozrodcze nie jest do konca poznany. Pyretroidy sg to zwiazki z grupy zaburzajacych
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funkcj¢ endokrynng (Liu i wsp., 2011a, 2011b; Kaotil i You, 2015). Badania in vitro
1 in vivo wykazaty, ze narazenie na pyretroidy moze zakloca¢ funkcje jajnikdéw, takie jak
rozwo6j pecherzykow i synteza hormonow piciowych. Liu i wsp. (2011a, 2011b) wykazali,
ze bifentryna zmniejsza wydzielanie hormonu luteinizujgcego (LH) w szczurzych
komorkach ziarnistych jajnika i moze zakloci¢ ekspresje genow odpowiedzialnych
za owulacje (Liu 1 wsp., 2011a, 2011b). Ostatnie badania wykazaty, ze permetryna moze
wplywac degeneracyjnie na pgcherzyk jajnikowy szczura i ciatko zotte, a efekt jest zalezny
od dawki (Kotil i You, 2015). Fenwalerat hamowal wzrost pecherzykow
oraz steroidogenez¢ estradiolu i progesteronu (Fei i wsp., 2010; Chen i wsp., 2005).
Ekspozycja na cypermetryng poprzez wplyw na biosynteze hormonow FSH i LH
oddzialywata na wzrost pgcherzykdéw jajnikowych u szczura oraz promowala atrezje
pecherzykow jajnikowych (Molavi i wsp., 2014).

Badania na zwierzgtach sugerujg, réwniez, ze ekspozycja na pyretroidy wplywa
na zaburzenia czynnos$ci funkcji jajnikéw, ktora powoduje objawy podobne
do przedwczesnej niewydolnos¢ jajnika (POI) u kobiet (Molavi i wsp., 2014).

Ponadto wykazano, ze pyretroidy moga indukowac stres oksydacyjny poprzez
tworzenie reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen spieces (ROS)) w modelach
eksperymentalnych (Giray i wsp., 2001; Kale i wsp., 1999). Niektore dane sugeruja
rébwniez, ze syntetyczne pyretroidy maja wlasciwosci antyandrogenne poprzez
antagonizowanie receptora androgenowego i moga wplywaé na zmiany w st¢zeniach

hormonoéw tarczycy i hormondw ptciowych (Han i wsp., 2008).
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3.5 Stan wiedzy o wplywie wybranych czynnikéw srodowiskowych zaburzajacych

funkcje¢ endokrynna na potencjal rozrodczy kobiet i rezerwe jajnikowa

Przyjmuje si¢, ze nizsza poczatkowa rezerwa jajnikowa ustalona w zyciu
ptodowym moze prowadzi¢ do mtodszego wieku ostatniej cigzy i wczesniejszego wieku
wystgpienia naturalnej menopauzy (ANM). Analogicznie zaklada si¢, Ze czynniki
prowadzace do przyspieszenia utraty rezerwy jajnikowej w okresie postnatalnym beda si¢
takze przyczynia¢ do skrocenia okresu reprodukcyjnego.

Na ustalenie poczatkowej rezerwy jajnikowej maja niewatpliwie wptyw czynniki
genetyczne, natomiast narastajagce dowody wskazuja, ze czynniki §rodowiskowe moga
stanowi¢ wazne determinanty rozwojowe wplywajace na poczatkowa rezerwe¢ jajnikowa
jak 1 moga modyfikowac rezerwe jajnikowa w dorostym zyciu (Richardson i wsp., 2014).
Potaczenie tych wezesnych i pdzniejszych ekspozycji na czynniki §rodowiskowe moze
potencjalnie prowadzi¢ do szybszego obnizania si¢ rezerwy jajnikowej, ograniczajac
ptodno$¢ w pdzniejszych latach rozrodczych i przyspiesza¢ czas wystapienia naturalnej
menopauzy (Richardson i wsp., 2014). Wsrod czynnikow srodowiskowych mogacych mieé
wplyw na obnizanie si¢ rezerwy jajnikowej wymienia si¢ mi¢dzy innymi zwigzki
chemiczne o potencjale zaburzajacym funkcje endokrynna.

Do tej pory w literaturze $wiatowej ukazaly si¢ pojedyncze badania oceniajace
zalezno$¢ pomigdzy ekspozycja na wybrane czynniki $rodowiskowe z grupy ECDs

w okresie rozrodczym i ich wptywie na rezerwe jajnikows.

Bisfenol A - rezerwa jajnikowa i potencjat rozrodczy kobiet

W przypadku ekspozycji na BPA do tej pory tylko dwa badania podejmujg temat
narazenia, a rezerwy jajnikowej. W badaniu przeprowadzonym w Stanach Zjednoczonych,

wsérod kobiet leczacych si¢ z powodu nieptodnosci stwierdzono istotnie statystyczng
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zaleznos$¢ pomiedzy liczbg pecherzykow antralnych (AFC) a narazeniem na dzialanie BPA
(p dla trendu<0,001) (Souter i wsp., 2013). Natomiast nie zaobserwowano zwigzku miedzy
ekspozycja na BPA a stezeniem hormonu folikulotropowego (FSH) w trzecim dniu cyklu
oraz objetoscig jajnika (OV) (Souter i wsp., 2013). Moze wynika¢ to z faktu, ze grupa
pacjentek, u ktorej oceniano OV i FSH byta mniej liczna niz grupa pacjentek, u ktérych
oceniano AFC. Mniejsza liczba badanych mogla nie by¢ wystarczajagca do uzyskania
znamiennego statystyczne wyniku. Autorzy sugeruja zatem, ze AFC wydaje si¢ by¢
najbardziej czulym wskaznikiem rezerwy jajnikowej (Souter i wsp., 2013).

W badaniu przeprowadzonym w Chinach narazenie na BPA wptywalo negatywnie
na stezenie hormonu AMH 1 FSH wsérdd kobiet z klinik leczenia nieptodnosci (Zhou
i wsp., 2017).

Inne przeprowadzone badania, dotyczace wplywu ekspozycji na BPA na potencjat
rozrodczy kobiet, koncentrujg si¢ na zaleznosci pomiedzy narazeniem a wynikami IVF
(Bloom i wsp., 2011; Ehrlich i wsp., 2012a, 2012b; Fujimoto i wsp., 2011; Minguez-
Alarcon i wsp., 2016; Mok-Lin i wsp., 2010). Wigkszos$¢ z tych badan przeprowadzono
w Massachusetts General Hospital Fertility Center wsrod kohorty par leczacych sie
z powodu nieptodnosci (Ehrlich i wsp., 2012a, 2012b; Minguez-Alarcon i wsp., 2016;
Mok- Lin i wsp., 2010). W badaniu Mok-Lin i wsp. z 2010 roku wsréd 84 kobiet
zaobserwowano, ze stezenie BPA w moczu wigzalo si¢ z mniejsza liczba pobranych
oocytdw oraz obnizonym stezeniem estradiolu (Mok-Lin i wsp., 2010). Nastepnie Ehrlich
1 wsp. (2012a) odnotowali negatywny wplyw bisfenolu A na odsetek implantacji.
W kolejnym badaniu z tej samej kohorty par leczacych si¢ z powodu nieplodnosci
potwierdzono negatywny wplyw BPA na st¢zenie estradiolu, pule i liczbe oocytow
oraz odsetek prawidlowo zaptodnionych oocytow (Ehrlich i wsp., 2012b). Réwniez

Fujimoto i wsp. (2011) wykazali, ze ekspozycja na BPA wplywa na obnizenie odsetka
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prawidtowo zaptodnionych oocytow. Wyniki kolejnych badan potwierdzaja negatywny
wplyw bisfenolu A na stezenie estradiolu, mniejszg liczbe blastomeréw w zarodku oraz
obnizenie oceny jakos$ci zarodka w zwigzku z wyzszym stopniem fragmentacji (Bloom i
wsp., 2011).

Z drugiej strony w badaniu 256 kobiet ucz¢szczajacych do kliniki leczenia
nieptodnosci nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy st¢zeniem BPA, a odsetkiem
implantacji, odsetkiem cigz klinicznych oraz urodzen zywych (Minguez-Alarcon i wsp.,
2016).

Rozbieznos¢ w wynikach prezentowanych badan wynika migdzy innymi
z doboru populacji badanej, a takze mozliwosci nieuwzglednienia lub uwzglednienia
roznych czynnikoéw zakidcajacych. Na rézne rezultaty uzyskane w badaniach wplywa
robwniez ocena stezenia bisfenolu A w réznych ptynach biologicznych: moczu

lub surowicy.

Triklosan- rezerwa jajnikowa i potencjat rozrodczy kobiet

Zwiazek migdzy stezeniami TCL w moczu, a potencjatlem rozrodczym badal Lange
1 wsp. (2015). W badaniu tym wykazano, ze stezenia TCL w moczu bylo zwigzane
ze zmniejszong iloscig uzyskiwanych oocytow, ale pozostawato bez wpltywu na inne
wyniki kliniczne cykli IVF (odsetek implantacji, cigz klinicznych lub zywych urodzen).
W badaniu przeprowadzonym w Chinach w$rdd pacjentéw z klinik leczenia nieplodnos$ci
zaobserwowano obnizony wskaznik implantacji u osob, u ktorych stezenie triklosanu byto
wyzsze lub rowne poziomowi mediany (0,045 pmol/mol Cr) (Hua i wsp., 2017).

W  badaniu przeprowadzonym w Stanach Zjednoczonych ws$réd kobiet
uczeszczajacych do kliniki leczenia nieptodnosci wykazano, Zze narazenie na triklosan

wplywa negatywnie na liczbe pecherzykéw antralnych (Minguez-Alarcon i wsp., 2017).
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Ze wzgledu na to, ze tylko trzy badania podejmuja temat wplywu narazenia
na triklosan na zdolnosci reprodukcyjne kobiet, konieczne jest przeprowadzenie badan
epidemiologicznych postugujacych si¢ odpowiednimi biomarkerami narazenia ws$rod

kobiet, zwtaszcza z populacji generalnej w przypadku badan rezerwy jajnikowe;.

Parabeny- rezerwa jajnikowa i potencjat rozrodczy kobiet

W badaniu oceniajagcym wplyw narazenia na parabeny a rezerwe jajnikowa
zaobserwowano zmniejszenie liczby pecherzykow antralnych (AFC) oraz wzrost st¢zenia
FSH w 3-cim dniu cyklu wraz ze wzrostem stezenia propyl-parabenu (PP) moczu (Smith
I wsp., 2013). Natomiast, nie wykazano zalezno$ci pomigdzy stezeniami metyl-parabenu
(MP) i butyl-parabenu (BP) w moczu a stgzeniem FSH w 3 dniu cyklu i liczba
pecherzykow antralnych.  Stezenie MP, PP i BP nie wptywato réwniez na objetosé
jajnikdw. Moze to wynika¢ z faktu, ze aktywno$¢ biologiczna i mechanizm dziatania
parabendw rdznig si¢ pomiedzy soba.

Kolejne badania koncentruja si¢ na ocenie narazenia na parabeny i wyniku
procedury IVF (wskaznik zaptodnien, jako$¢ zarodkow, wskaznik implantacji i zywych
urodzen) (Dodge i wsp., 2015; Minguez-Alarcén i wsp., 2016; Sabatini i wsp., 2011) .
Wykazano zwiazek pomiedzy nizsza, jakoscia zarodkow ocenianych w trzeciej dobie
(Sabatini i wsp., 2011) przy narazeniu na metyl-paraben i propyl-paraben. W badaniu
przeprowadzonym przez Dodge i wsp. (2015) ekspozycja na metyl-paraben wigzata si¢
z obnizeniem wskaznika zywych urodzen (OR=0,19; 95%CI: 0,04-0,82). Nie znaleziono
istotne]  statystycznie zalezno$ci w przypadku wskaznika implantacji. Dodge
i wsp. (2015), wykazal rowniez, ze stezenie metyl-parabenu u partnera wigzalo si¢
ze spadkiem zywych urodzen po IUl (inseminacja wewnatrzmaciczna), podczas gdy

nie potwierdzono istotnej korelacji pomigdzy stezeniami parabenéw u partnerow,
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a wskaznikiem implantacji w procedurze IVF. Jednym mozliwym wyjasnieniem jest
zasadniczo inny stopien inwazyjnosci tych procedur.

Z drugiej strony w badaniu Minguez-Alarcon i wsp., 2016 nie potwierdzono
wplywu metyl-parabenu, propyl-parabenu i butyl-parabenu na wynik procedur IVF (ilo$¢
dojrzatych oocytow, odsetek zaptodnien i zarodkow wysokiej jakosci). Mozna
to tlumaczy¢ nizszymi wykrywalnymi stezeniami parabendéw w moczu 1 mozliwoscig
btednego oszacowania narazenia na parabeny, opartego na pomiarze st¢zenia
w pojedynczej, losowo pobranej prébce moczu, zwazywszy na fakt, ze parabeny

sg substancjami chemicznymi o krétkim okresie pottrwania.

Syntetyczne pyretroidy- rezerwa jajnikowa i potencjat rozrodczy kobiet

Badania dotyczace wplywu ekspozycji na syntetyczne pyretroidy odnosza si¢
glownie do wptywu na ptodnos¢ mezczyzn. Obserwowano obnizenie, jako$ci nasienia
(ruchliwo$ci, liczby plemnikoéw, morfologii (zwigkszenie odsetka plemnikéw
z nieprawidtlowg morfologia)) (Jii wsp., 2011; Jurewicz i wsp., 2015).

Badania wsrod kobiet dotycza gtownie wyniku cigzy (porod przedwczesny, mata
masa urodzeniowa) (Zhang 1 wsp., 2013; Mytton i wsp., 2007) i rozwoju
neurobehavioralnego dzieci (Shelton i wsp., 2014; Xue i wsp., 2013).

Liczne badania na zwierzg¢tach sugeruja rowniez, ze ekspozycja na pyretroidy
wplywa na zaburzenia czynnosci funkcji jajnikow, ktora powoduje objawy podobne
do przedwczesnej niewydolnosci jajnika (POI) u kobiet (Molavi i wsp., 2014). Natomiast
sg tylko dwa badania epidemiologiczne dotyczace narazenia na syntetyczne pyretroidy
I jej wptywu na potencjat rozrodczy kobiet. Withworth i wsp., (2015) zaobserwowali,
ze ekspozycja na te zwigzki obnizata stezenie AMH (Withworth i wsp., 2015). Z kolei

w badaniu przeprowadzonym w Chinach, wraz ze wzrostem st¢zenia jednego
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z metabolitow syntetycznych pyretroiddow 3-PBA wzrastalo ryzyko przedwczesnej
niewydolnosci jajnikow (Li i wsp., 2018).

Z uwagi jednak na alarmujace wyniki badan na zwierz¢tach wykazujace negatywny
wplyw ekspozycji na pyretroidy na ptodnos¢ u samic (Marettova i wsp., 2017) i nieliczne

badania epidemiologiczne konieczne wydaje si¢ kontynuowanie badan w tym kierunku.
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4. Sformulowanie problemu badawczego

Swiatowa Organizacja Zdrowia okresla nieptodno$é jako chorobe spoteczna.
Nie jest ona rzadkim zjawiskiem, dotyczy, bowiem 15-20% par. Powszechnie przyjeto
definicj¢ nieptodnosci, jako brak cigzy pomimo regularnych stosunkéw piciowych
(minimum 3 w tygodniu), utrzymywanych powyzej 12 miesiegcy bez stosowania
jakichkolwiek metod antykoncepcyjnych. Na ten stan rzeczy ma wpltyw wiele czynnikow,
takich jak wiek kobiety w chwili decyzji o prokreacji, wptyw czynnikow stylu zycia
czy coraz powszechniej postulowany wptyw czynnikow S$rodowiskowych, zwlaszcza
wystepujacych powszechnie zwigzkow chemicznych zaburzajacych funkcj¢ endokrynna.
Dramatyczny wzrost liczby malzenstw leczacych sie z powodu nieptodnosci spowodowat,
ze zdrowie reprodukcyjne, a zwlaszcza wptyw na nie czynnikéw $rodowiskowych stat
si¢ wazng kwestig zdrowia publicznego.

Rozwoj ekonomiczny spoleczenstwa oraz ambicje zawodowe kobiet stanowig
istotne czynniki, opo6zniajace decyzje o prokreacji. Z drugiej strony czynniki
srodowiskowe, zaburzajace funkcj¢ endokrynng rzadko prowadza do nieodwracalnej
nieplodnosci, lecz moga znacznie wydtuzy¢ czas oczekiwania na cigze. Czas ten staje si¢
coraz bardziej cenny w sytuacji, gdy decyzje o prokreacji podejmowane sg coraz pozniej.
W odroznieniu, od warunkéw spoleczno-ekonomicznych, wptyw powszechnie
wystepujacych  czynnikow  $rodowiskowych na  plodnos¢, zwlaszcza  kobiet,
jest stosunkowo mato poznany. Wynika to z faktu, ze skutki dziatania takich czynnikéw
srodowiskowych sg trudno obserwowalne i mozliwe do ustalenia tylko za pomocg badan
postugujacych si¢ wlasciwymi biomarkerami narazenia.

W badaniach na zwierzgtach wykazano, ze czynniki S$rodowiskowe moga

negatywnie wptywaé¢ na ptodno$¢ (Gore i wsp., 2015), natomiast badania na ludziach
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stanowig swego rodzaju wyzwanie ze wzgledu na nieodlgczne ograniczenia badan
epidemiologicznych (Gore i wsp., 2015). Wiekszo$¢ z dostepnych danych literaturowych
odnosi si¢ do wplywu poszczegdlnych czynnikéw na ptodno$¢ mezczyzn, pomimo tego,
ze kobiety czesto sg narazone na wyzsze stezenie czynnikow $srodowiskowych takich jak
przede wszystkim parabeny, z uwagi na czgstsze stosowanie produktow do pielegnacji
ciala czy innych produktéw kosmetycznych. Dodatkowo, ze wzgledu na trudnosci
w obiektywnej ocenie ptodnosci kobiet niewiele badan podejmuje si¢ tego tematu.

W badaniu przeprowadzonym wsrod kobiet zgtaszajacych sie do klinik leczenia
nieptodnosci z powodu nieptodnosci partnerskiej zaobserwowano, ze parabeny wplywaty
na zmniejszenie rezerwy jajnikowej oraz obnizenie stezenia FSH (Smith i wsp., 2013).

Z Kolei , narazenie na bisfenol A zmniejszato liczbe pecherzykow antralnych oraz stezenie
estradiolu (Souter i wsp., 2013; Mok-Lin i wsp., 2010). Réwniez narazenie na triklosan
wplywalo negatywnie na liczbg¢ pecherzykow antralnych (Mingez-Alarcon i wsp., 2017).
Inne badania prowadzone wérod kobiet dotyczyly oceny wynikow technik wspomaganego
rozrodu w aspekcie ekspozycji na czynniki srodowiskowe, w tym réwniez triklosan (Lange
1 wsp., 2015). Natomiast sg tylko dwa badania epidemiologiczne dotyczace narazenia
na syntetyczne pyretroidy i jej wptywu na potencjat rozrodczy kobiet. Withworth 1 wsp.
(2015) zaobserwowali, ze ekspozycja na te zwigzki korelowala z nizszymi stezeniami
AMH (Withworth i wsp., 2015). Z kolei w badaniu przeprowadzonym w Chinach,
wraz ze wzrostem st¢zenia jednego z metabolitow syntetycznych pyretroidow 3-PBA

Istotna zatem wydaje si¢ odpowiedZ na pytanie, czy rzeczywiscie narazenie
na powszechnie wystepujace zwiazki Srodowiskowe z grupy zaburzajacych funkcje
endokrynng moze wpltywaé na rezerw¢ jajnikowa kobiet, a tym samym modyfikowaé

ptodnos¢ kobiety.
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Hipoteza badawcza zaklada, ze badane, rozpowszechnione w $rodowisku
substancje moga wptywac na rezerwe jajnikowg kobiet ze wzgledu na to, ze sg to zwigzki
0 potencjalnym wptywie modulujacym uktad endokrynny (ang. Endocrine Disrupting
Chemicals). Zatem poprzez modyfikowanie sity oddziatywania poszczegdlnych hormondéw

moga negatywnie wptywac na zdrowie reprodukcyjne, w tym na rezerwe jajnikowa.
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5. Cel pracy

Celem og6lnym pracy jest ocena wptywu ekspozycji srodowiskowej na badane
zwiazki chemiczne zaburzajace funkcje endokrynne na rezerwe jajnikowa kobiet.
Cele szczegolowe dotycza:
1). Oceny ptodnosci kobiet poprzez badanie rezerwy jajnikowej:
a). liczby pecherzykow antralnych (AFC) (ang. Antral Follicle Count);
b). stezenia AMH (ang. Anti-Mdllerian Hormone);
b). stezenia hormonow: FSH (ang. Follicle-Stimulating Hormone), estradiol
2). Oceny narazenia na nietrwale czynniki §rodowiskowe - ocena st¢zenia w moczu
(dwukrotnie)
a). parabendbw - (metylowego, etylowego, propylowego, butylowego,
izobutylowego);
b). pyretroidow - wybranych metabolitow pyretroidéw (cis-DCCA (kwas cis-(2,2-
dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy) (CDCCA), trans-
DCCA (kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-
karboksylowy) (TDCCA), cis-DBCA (kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy), 3-PBA (kwas 3-fenoksybenzoesowy));
c). bisfenolu A;
d). triklosanu
3). Oceny czynnikow zwigzanych ze stylem zycia (palenie, spozywanie alkoholu,
aktywno$§¢ fizyczna, dieta, stres) i1 narazen w pracy zawodowej, ktdre zostang

uwzglednione w analizie, jako potencjalne czynniki zaktocajace.
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6. Material i Metody

6.1 Badana populacja

6.1.1 Kryteria doboru kobiet do badania

Przyjeto, ze objete badaniem kobiety powinny mie¢ ponizej 40 lat i zglosi¢ si¢
do kliniki leczenia nieptodnosci w celach diagnostycznych z powodu nieptodnosci pary,
czyli brak cigzy pomimo regularnych stosunkéw plciowych (minimum 3 w tygodniu),
utrzymywanych  powyzej 12 m-cy bez stosowania jakichkolwiek  metod
antykoncepcyjnych w okresie od grudnia 2014 do czerwca 2016 roku.

Do badania kwalifikowano wytacznie kobiety regularnie miesigczkujace, u ktoérych
potwierdzono cykle owulacyjne, nieposiadajgce wspotistniejacych chorob przewlektych
0 znaczeniu klinicznym, mogacych obniza¢ rezerwe jajnikowa (np. niewydolnos¢ kory
nadnerczy, nieprawidlowy kariotyp, zesp6l lamliwego chromosomu X). Kryterium
wykluczajace stanowity: trzy poronienia w wywiadzie, powyzej trzech przeprowadzonych
procedur zaptodnienia pozaustrojowego, samoistna przedwczesna niewydolno$¢ jajnikow,
przebyte leczenie chirurgiczne w obrgbie jajnikéw, chemioterapii lub radioterapii miednicy
mniejszej (czyli stany mogace prowadzi¢ do jatrogennego obnizenia rezerwy jajnikowej),
obecno$¢ torbieli w jajnikach w tym endometrianych (z wylaczeniem torbieli
funkcjonalnych) oraz stany przebiegajace z brakiem cykli owulacyjnych takie jak zespot
policystycznych jajnikow, przedwczesne wygasnigcie czynnosci jajnikow, hipogonazyzm
hipogonadotropowy, hiperprolactynemia z uwagi na to, ze te choroby moga by¢ przyczyna
skrajnie niskiej lub wysokiej rezerwy jajnikowe;j.

Kobiety, ktore zgodzity si¢ na udziat w badaniu po zapoznaniu si¢ z protokotem
badania i podpisaniu zgody na udzial w badaniu zostaly poproszone o wypelnienie

kwestionariusza. Badaniem obje¢tych zostato 511 kobiet w wieku 24-39 lat.
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6.2 Model badania epidemiologicznego

Przedmiotem analizy byla zalezno$¢ pomig¢dzy narazeniem na powszechnie
wystepujace czynniki $§rodowiskowe z grupy zaburzajacych funkcje endokrynng
(bisfenol A, parabeny, triklosan, syntetyczne pyretroidy) na rezerwe jajnikowg kobiet.

Dla analizy tych zalezno$ci przyjeto model badania przekrojowego. Analiza
obejmowata kobiety, ktore zglosity si¢ do kliniki leczenia nieptodnosci w celach
diagnostycznych z powodu nieptodnosci pary, (czyli brak cigzy pomimo regularnych
stosunkow piciowych (minimum 3 w tygodniu), utrzymywanych powyzej 12 miesigcy
bez stosowania jakichkolwiek metod antykoncepcyjnych. W analizie kontrolowano

nastepujace potencjalne czynniki zakidcajace: wiek, palenie tytoniu, BMI.

6.3 Metodyka pozyskiwania informacji o badanej populacji
6.3.1 Wywiad kwestionariuszowy

Informacje odnos$nie badanych kobiet uzyskano na podstawie kwestionariusza.
Wywiad obejmowat dane dotyczace cech spoteczno-demograficznych, stylu zycia (palenie,
spozywanie alkoholu, diety (na podstawie kwestionariusza na temat czestosci spozywania
wybranych produktow - Food Frequency Questionaire), aktywnosci fizycznej
(na podstawie kwestionariusza Seven Day Physical Activity Recall, dotyczacego
aktywnosci fizycznej w ostatnich 7 dniach, pozwalajacego wyliczy¢ wydatek energetyczny
[Metabolic Equivalent Task- MET]), stresu (kwestionariusz Cohena - stres zyciowy,
kwestionariusz do Subiektywnej Oceny Pracy - stres zawodowy), chor6b wystepujacych
W przesztosci i innych narazen wystgpujacych w $rodowisku zamieszkania lub pracy
(kwestionariusz narazen i pracy zawodowej przygotowany w Instytucie Medycyny Pracy

w Lodzi).
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Na podstawie pomiardw antropomenrtcznych zostat obliczony wskaznik masy ciata
BMI (ang. Body Mass Index) oraz stosunek obwodu talii do obwodu bioder WHR

(ang. Waist to Hip Ratio).

6.3.2 Ocena poziomu stresu
Ocena stresu zawodowego:

Ocena poziomu stresu zawodowego zostala wykonana za pomoca Kwestionariusza
do Subiektywnej Oceny Pracy (Dudek i wsp., 2004). Stuzy on do oceny subiektywnej
percepcji pracy i przeznaczony jest do pomiaru indywidualnego poczucia stresu
zawodowego pracownikéw. Metoda ta pozwala na oceng, czy sytuacja stresujaca
ma miejsce, oraz na 0golng oceng poczucia stresu. Kwestionariusz sktada sie¢ z 55 pozycji
opisujgcych rozne cechy pracy. Przy kazdej z nich znajdujg si¢ cyfry od, 1 do 5,
ktore okreslajg stopien, w jakim dana cecha jest ucigzliwa, irytujaca i stresujgca dla osoby
oceniajacej. Cyfra ,,1” oznacza, ze dana cecha w ogole nie wystepuje na danym
stanowisku, a ,,5” to najwyzszy stopien jej ucigzliwosci. Wskaznik poziomu poczucia
stresu jest sumg ocen (punktéw) zakreslonych przez badanego pracownika. Im jest ona

wyzsza, tym wigksze jest poczucie stresu badanej osoby.

Ocena stresu zyciowego:

Stres zyciowy oceniano za pomoca Skali Odczuwanego Stresu (PSS - Preceived Stress
Scale) (Cohen i wsp., 1983). PSS stuzy do badania oséb dorostych, zdrowych i chorych.
Zawiera 10 pytan dotyczacych roznych subiektywnych odczué¢ zwigzanych z problemami
I zdarzeniami osobistymi, zachowaniami i sposobami radzenia sobie. Stluzy do oceny
natezenia stresu zwigzanego z wlasng sytuacja Zyciowa na przestrzeni ostatniego miesigca.

W rezultacie skala mierzy tylko obecny (nie chroniczny) poziom postrzeganego stresu.
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Pytania s3 zaprojektowane w ten sposOb, aby respondenci oszacowali
jak nieprzewidywalne, nickontrolowane i przecigzone jest ich zycie. Ponadto, pytania maja
charakter og6lny, a zatem sg stosunkowo wolne tresci, ktore bytyby specyficzne dla danej
grupy spoteczne;.

Odpowiadajgc na kazde z pytan wskazuje si¢ jak czesto badana osoba odczuwala,
czy myslata w okreslony sposob (Cohen i1 wsp., 1983). Opcje odpowiedzi dla kazdego
uczucia lub mysli to: nigdy, prawie nigdy, czasami, dos¢ czesto, bardzo czesto. Wyniki
stanowig sume¢ w punktach z kazdego pytania. Im wyzsza ocena tym wyzszy poziom

ich globalnego (zyciowego) stresu.

6.3.3 Ocena diety

Dieta zostala oceniona przy uzyciu kwestionariusza dotyczacego czestosci
spozywania wybranych produktéow FFQ - [Food Frequency Questionnaire
(Rimm i wsp., 1992). Kwestionariusz FFQ uwazany jest za trafne narzedzie pomiarowe,
ktore moze by¢ zrédlem rzetelnych informacji o czgstotliwosci 1 ilosci zwyczajowo
spozywanej zywnosci (Rimm i1 wsp., 1992). Zasadnicza czg¢$¢ kwestionariusza FFQ
zawiera pytania dotyczace zwyczajowej czestotliwosci spozywania produktéow w ciggu
ostatnich 12 miesigecy. Czgstotliwo$¢ spozywania produktéw jest okreslana przez
respondentow poprzez swobodne wskazanie zwyczajowej czestotliwosci spozywania
W ciggu dnia, tygodnia, miesigca i roku. Respondenci mieli do wyboru 6 kategorii
czestotliwosci spozycia zywnosci: (1) nigdy lub prawie nigdy, (2) 1-3 razy w tygodniu,
(3) 4-6 razy w tygodniu, (4) codziennie, (5) 1-3 razy w miesigcu, (6) rzadziej niz raz

W miesigcu.
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6.3.4 Ocena aktywnosci fizycznej

Aktywno$¢ fizyczna zostala oszacowana na podstawie kwestionariusza Seven Day
Physical Activity Recall. Narzedzie koncentruje si¢ na zebraniu danych o czgstosci,
intensywno$ci oraz czasie trwania zaréwno aktywno$ci fizycznej zwigzanej
z wykonywaniem zawodu jak i pozazawodowej w okresie 7 dni poprzedzajacych badanie
(Garfield 1 wsp., 2012). Umozliwia obliczenie catkowitego wydatku energetycznego
w ciggu doby czy tygodnia. Pozwala zgromadzi¢ informacje dotyczace aktywnosci
ruchowej o matej (1,5 METs (ang. Metabolic Equivalent Task (wydatek energetyczny))/h),
umiarkowanej (4 METs/h), duzej (6 METs/h) 1 bardzo duzej (10 METs/h) intensywnosci
(Zuazagoitia 1 wsp., 2014). Uwzglednia wydatek energetyczny zwigzany ze Snem
(1 METs/h). Dzigki temu mozliwe jest szacowanie catkowitego wydatku energetycznego
w ciggu doby czy tygodni (kcal/kg/dzien, kcal/kg/tydzien), rOwniez w odniesieniu do masy

ciata badanych (kcal/dzien, kcal/tydzien) (Zuazagoitia i wsp., 2014).

6.3.5 Ocena srodowiska pracy

Praca zawodowa zostata oceniona na podstawie Kwestionariusza narazen i pracy
zawodowe] przygotowanego w Instytucie Medycyny Pracy w Lodzi. Kwestionariusz
zawieratl nazwe stanowiska, zadania wykonywane w pracy, pozycje ciata podczas pracy
1 czas jej utrzymywania, dzwiganie cigzkich przedmiotow. Narzedzie zawierato rdwniez
informacje o narazeniu zawodowym na czynniki chemiczne (rozpuszczalniki, pestycydy,
metale cigzkie, barwniki, farby, lakiery i PCW), substancje biologiczne (krew, mocz),
1 czynniki fizyczne (promieniowanie jonizujace, promieniowanie X, ekspozycja do pol

elektromagnetycznych, hatasu, wysokiej temperatury i drgania mechaniczne).
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6.3.6 Pomiary antropometryczne

W celu oceny wystepowania otylosci u badanych kobiet wykonane byly
nast¢pujgce pomiary: 1) waga ciala z doktadnoscig do 0,1 kg — przy wykorzystaniu
elektronicznej wagi osobowej SECA (model 8801321009, SECA UK Ltd; Birmingham,
UK); 2) wzrost, z doktadnoscig do 1 mm — przy wykorzystaniu stadiometru (Leicester
Height Measure, SECA UK Ltd), 3) obwdd pasa i bioder, z doktadnoscig do 1 mm —

przy wykorzystaniu tasmy miernicze;j.

6.4 Ocena rezerwy jajnikowej badanych kobiet
Rezerwa jajnikowa zostata oceniona za pomocg badania:
1. liczby pecherzykéw antralnych (AFC) (ang. Antral Follicle Count);
2. stezenia hormonu AMH (ang. Anti-Mdullerian Hormone);
3. stezenia hormonu FSH (ang. Follicle-Stimulating Hormone) (ha poczatku cyklu (2-4
dzien cyklu));
4. ste¢zenia estradiolu (na poczatku cyklu (2-4 dzien cyklu)).

Koncentracia AMH w  surowicy krwi  oznaczana byla  metoda
mikroimmunoenzymatyczng (ELISA) z wykorzystaniem komercyjnych zestawow wg.
instrukcji producenta (The AMH Gen Il ELISA kit i The Inhibin B Gen Il ELISA Kkit;
Beckman Coulter, Inc., USA). Koncentracja FSH i estardiolu w surowicy krwi zostaly
oznaczone metodg chemiluminescencyjng z wykorzystaniem komercyjnych zestawoOw
dla systemu VITROS Eci wg. instrukcji producenta (Ortho-Clinical Diagnostics Johnson
& Johnson, UK).

Badanie ilosci pecherzykéw antralnych bylo przeprowadzone zgodnie
z rekomendacjami (Broekmans i wsp., 2010). Badania byly przeprowadzone wylacznie

przez certyfikowanych lekarzy w zakresie badan USG w ginekologii, przeszkolonych
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w zakresie oceny AFC. Wszystkie badania byly przeprowadzone na poczatku fazy
folikularnej, pomiedzy 2-4 dniem cyklu. Wykonywanie oceny liczby pecherzykow
antralnych we wczesnej fazie folikularnej jest rekomendowane celem zmniejszenia
fluktuacji AFC w cyklu wynikajacej z obecnosci torbieli czy tez ciatka zoéitego. Do oceny

uwzgledniane byly pecherzyki o wymiarach od 2 do 10 mm.

6.5 Ocena ekspozycji na wybrane czynniki Srodowiskowe

W probkach moczu oznaczane byty nietrwate zanieczyszczenia organiczne takie
jak: metabolity pyretroidow (CDCCA, TDCCA (kwasy cis- i trans-(2,2-dichlorowinylo)-
2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowe), cis-DBCA (kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-
2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy), 3-PBA (kwas 3-fenoksybenzoesowy)),
catkowite stezenie parabendw (suma ste¢zen wolnych metabolitow oraz polaczen z kwasem
glukuronowym  parabenow: metylowego, etylowego, propylowego, butylowego
i izobutylowego), bisfenol A oraz triklosan. Izolacja analitow z matrycy przeprowadzona
byla z zastosowaniem poétautomatycznej mikroekstrakcji do fazy statej (Micro-Extraction
by Packed Syringe - MEPS), ekstrakty zostaly poddane derywatyzacji i analizie z uzyciem
chromatografii gazowej z tandemowg spektrometrig mas (GC-MS/MS).

Metody analityczne byly poddawane wewngtrznej kontroli jakosci (zastosowanie
materiatdw  odniesienia) oraz kontroli zewnatrz laboratoryjnej poprzez udziat
w miedzynarodowych programach kontroli jakosci (G-EQUAS -The German External

Quality Assessment Scheme For Analyses in Biological Materials).
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6.6 Analiza statystyczna

W  zaplanowanych analizach wplywu badanych czynnikow $rodowiskowych
na rezerwe¢ jajnikowa kobiet zgodnie z przyjetymi celami badawczymi uwzglednionych
zostalo szereg czynnikow zakldcajacych. Czynniki te zostaly wylonione na podstawie
pismiennictwa oraz analiz na podstawie badania. Analiza statystyczna zostala wykonana
przy uzyciu pakietu statystycznego R (ver.3) (R Core Team, 2016). Przyjeto poziom
istotnosci statystycznej p=0,05.

Ustalono, ze wymagana minimalna wielko$¢ proby przy poziomie istotnosci 0,05,
moc dla wybranej hipotezy alternatywnej 0,8 oraz OR=2 wynosi 385. W przypadku
zmiennych cigglych wymagana wielko$¢ proby moze by¢ mniejsza.

Pierwszym etapem analizy byta identyfikacja czynnikéw zakltocajacych.
Kolejny etap obejmowal regresje liniowg lub logistyczng. Ostateczny model
wieloczynnikowy uwzglednial czynniki zakldcajace oraz wszystkie istotne czynniki
w modelu jednoczynnikowym na poziomie istotnosci 0,1. Czynniki potencjalnie
wplywajgce na parametry rezerwy jajnikowej uwzglednione przy modelowaniu zwigzku
badanych narazen z rezerwg jajnikowa przy pomocy regresji liniowej: wiek pacjentki,
BMI, palenie tytoniu (tak/nie).

Wartosci liczbowe stezen badanych czynnikéw $rodowiskowych ponizej granicy
oznaczalnosci (<LOD) zastgpiono wartosciami LOD/2 (Meeker i wsp., 2011).
Dla wszystkich (tj. wlaczajac osoby z wartosciami LOD/2 dla probek ponizej LOD)
prébek narazen oraz oddzielnie dla podzbioru probek o warto$ciach oznaczalnych (>LOD)
wyznaczono statystyki opisowe: $rednie arytmetyczne, odchylenia standardowe, $rednie
geometryczne, mediany itd. Stezenie badanych czynnikow S$rodowiskowych zostato
przedstawione, jako warto$ci z przeliczeniem na ci¢zar wlasciwy moczu (stosunek gestosci

obiektu do substancji odniesienia) i bez przeliczenia na cigzar wtasciwy moczu wg. wzoru:
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stezenie znormalizowane = stezenie oznaczone*(1.015-1) / (oznaczona gestos¢ wihasciwa
moczu -1) (Meeker i wsp., 2011).

Na podstawie tak okreslonych pomiaréw okreslano dyskretne percentyle narazenia.

Powtarzalno$¢ pomiarow narazen weryfikowano przez wykonanie dodatkowego
(powtorzonego) pomiaru a nastepnie wyznaczono wspotczynniki korelacji Spearmana
miedzy pierwszym 1 powtornym pomiarem stezenia. Ze wzgledu na nieregularno$¢
1 asymetri¢ rozktadéw pomiarOw narazen zmienne opisujace narazenia wykorzystano
w modelach regresji w postaci zdyskretyzowanej (skategoryzowanej).
Czynniki srodowiskowe takie jak: trzy metabolity syntetycznych pyretroidow: CDCCA,
TDCCA, DBCA oraz paraben izobutylowy zostaty podzielone na dwie grupy: <LOD
1 2LOD ze wzgledu na to, ze oznaczenia w ponad 60% prob byly ponizej granicy
wykrywalnosci (LOD).

Z kolei czynniki $rodowiskowe takie jak: metyl-paraben, etyl-paraben, propyl-
paraben, butyl-paraben, triklosan, bisfenol A i 3-PBA zostaly podzielone na cztery grupy,
ze wzgledu na wielko$¢ narazenia: <25 percentyla, (25-50] percentyl, (50-75] percentyl,
>75 percentyla. Dodatkowo narazenie byto rowniez przedstawione, jako zmienna ciggla.

Zmienne wynikowe, okre$lajace rezerwe¢ jajnikowg uzyto W  postaci
dychotomicznej skategoryzowanej na dwa poziomy: poziom ponizej mediany i powyzej
mediany oraz alternatywnie w postaci zlogarytmowanej. Dla zmiennych wynikowych
w postaci dychotomicznej stosowano model regresji logistycznej, a dla zmiennych
zlogarytmowanych zwykty model regresji liniowe;.

Nastepnie obliczono parametry poszczegdlnych modeli regresji, w ktdrych zmienng
zalezng byly zmienne okres$lajace stan rezerwy jajnikowej, a zmiennymi obja$niajagcymi
byly skategoryzowane stezenia narazen oraz (dodatkowo, jako zmienne roéwniez

wplywajace na stan rezerwy jajnikowej) wyzej wspomniane czynniki zakldcajace.
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Miarg potencjalnego wpltywu narazenia i rezerwy jajnikowej byl wspodiczynnik
regresji beta dla zmiennej objas$niajacej bedgcej miarg narazenia. Wspotczynnik regresji
dla zmiennej narazenia otrzymany w modelu zawierajgcym zaro6wno zmienng narazenia
jak i zmienne zaklocajagce nazywany jest - zgodnie z przyjeta terminologia
epidemiologiczng - wspotczynnikiem skorygowanym wg. w/w czynnikdéw zaktocajacych,
a wspotczynnik z modelu zawierajacego tylko zmienng narazenia — wspotczynnikiem
surowym.

Wyznaczono w ten sposdb wspotczynniki zaleznoSci poszczegolnych miar rezerwy

jajnikowej od poszczegbdlnych narazen.

6.7 Realizacja badania

Badaniem objeto 511 kobiet w wieku od 24-39 lat rekrutowanych w klinice
leczenia nieptodno$ci 1 zglaszajacych si¢ do tego osrodka w celach diagnostycznych
z powodu nieptodnosci pary, czyli braku osiggniecia cigzy pomimo regularnych stosunkoéw
ptciowych tj. minimum 3 razy w tygodni utrzymywanych powyzej 12 miesi¢cy
bez stosowania jakichkolwiek metod antykoncepcyjnych. Osoby, ktore wyrazity chec
na udzial w badaniu po zapoznaniu si¢ z protokotem badania i podpisaniu zgody na udziat
w badaniu zostaly poproszone o wypelnienie kwestionariusza. Informacje uzyskane
na podstawie wywiadu zostaly uwzglednione w analizie, jako potencjalne czynniki
zaklocajace.

Kazda z badanych kobiet zostala poddana badaniu lekarskiemu. Na podstawie
pomiaréw antropometrycznych zostal obliczony wskaznik masy ciata BMI (ang. Body
Mass Index) oraz stosunek obwodu talii do obwodu bioder WHR (ang. Waist to Hip

Ratio).
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Od badanych os6b zostat pobrany materiat biologiczny: krew i mocz. Mocz zostat
pobrany dwukrotnie (w odst¢gpnie 3 do 6 miesiecy) w celu weryfikacji narazenia na
nietrwate zwiazki srodowiskowe.

Ocena stanu Kklinicznego oraz rezerwa jajnikowa zrekrutowanych pacjentek zostata
przeprowadzona w Kklinice leczenia nieptodnosci lub placowkach wspotpracujacych.
Badanie przedmiotowe i podmiotowe oraz ultrasonograficzne narzadu rodnego byty
przeprowadzone wedlug jednolitych standardow przez lekarzy specjalistow z dziedziny
potoznictwa i ginekologii, certyfikowanych w zakresic badan ultrasonograficznych
w ginekologii.

Wszystkie badania kwestionariuszowe, badanie lekarskie, pobrania moczu byty
przeprowadzone podczas pierwszej kwalifikacyjnej do metod wspomaganego rozrodu. Od
rekrutowanych pacjentek w odstepie od trzech do sze$ciu miesiecy ponownie zostal
pobrany mocz celem weryfikacji narazenia na czynniki srodowiskowe. Podczas kolejnej
wizyty pomiedzy 2-4 dniem cyklu przeprowadzono pobrania krwi oraz USG
transwaginalne narzadu rodnego wykonywane w celu oceny AFC.

Oznaczenia czynnikow Srodowiskowych zostaly przeprowadzone metoda
chromatografii gazowej ze spektrometria mas w Katedrze Toksykologii, Uniwersytetu
Medycznego w Gdansku.

Na badanie uzyskano zgode Komisji Bioetycznej dzialtajacej przy Instytucie

Medycyny Pracy w Lodzi- Uchwata nr 23/2014 z dnia 04.11.2014.
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7. Wyniki
7.1 Ogolna charakterystyka badanej populacji

Badaniem objeto 511 pacjentek kliniki leczenia nieptodnosci, ktore wyrazity zgode
na udzial w badaniu. Charakterystyka badanych kobiet przedstawiona jest w Tabeli 1.
Wigkszo$¢ z badanych kobiet miato wyksztalcenie wyzsze (75%) i $rednie (21%). Osoby
z wyksztalceniem zawodowym stanowity okoto 4% badanych. Srednia wieku badanych
osOb wynosita 33 lata. W zwigzku malzenskim pozostawato 93% badanych kobiet.
Aktywnych zawodowo byto 92% badanych kobiet, bez pracy pozostawato tylko 8% o0sob.
Analizujac okres staran o cigz¢ badanych par zglaszajacych si¢ do kliniki, stwierdzono,
ze czas trwania nieptodnosci w wigkszosci przypadkéw wynosit 3-5 lat (29,55%) i >5 lat
(35,23%). Przebyte w przesztosci choroby dotyczyly niewielkiej liczby badanych kobiet
1 pozostawaly bez zwigzku z nieptodnos$cia partnerska. Tylko 15% badanych deklarowato
przebycie lub leczenie przewlekle z powodu jednej z chorob wymienionych
w kwestionariuszu (nadci$nienie tetnicze, wady serca, choroby nerek, nowotwory,
cukrzyca, choroby tarczycy, choroby skorne, alergie). U badanych kobiet wymagajacych
leczenia z powodu podanych chorob przewlektych, choroba byta wyréwnana
I nie stanowila przeciwwskazania do cigzy. Wigkszo$¢ z badanych kobiet miato
prawidlowa wage ciata (59%; BMI 18,5-24,9 kg/m?) i nie palito papierosow (92,17%),
30% badanych mialo nadwage (BMI 25-29,9 kg/m?). Badane kobiety byly aktywne
fizycznie. Uprawianie jakiejkolwiek formy aktywnosci fizycznej deklarowalo 68%
badanych. 81% kobiet spozywalo kawe, najczesciej codziennie (70,67%). Wigkszos¢
badanych kobiet spozywalo czerwone wino (okoto 61%), piwo (54%) 1 biate wino

najczesciej 1-3 razy w miesigcu (47%). Spozycie alkoholi wysokoprocentowych
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deklarowato 36% badanych kobiet, najczgsciej rzadziej niz 1 w miesigcu (41%).
Suma punktéw z Kwestionariusza do Subiektywnej Oceny Pracy wynosita $rednio
94,4+25,0 co odpowiada §redniemu poziomowi stresu zawodowego (Dudek 1 wsp., 2004).
Natomiast suma punktéw z Kwestionariusza Cohena wynosita 22,1+5,8 i byt to $redni

poziom stresu wynikajacego z codziennego zycia.
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Tabela 1. Charakterystyka badanej populacji

Zmienna N (%) Srednia + SD
Wyksztalcenie

Podstawowe 0

Zasadnicze 18 (3,52%)
Srednie 108 (21,14%)
Wyzsze 385 (75,34%)
Wiek [lata] 33,30 + 3,69
24-30 121 (23,68%)
31-39 390 (76,32%)
BMI [kg/m?] 23,18 + 3,80
<18,5 29 (5,68%)
18,5-24,9 301 (58,90%)
25-29,9 154 (30,14%)
30-40 27 (5,28%)
Stan cywilny

Mezatka 477 (93,35%)
Panna 25 (4,89%)
Rozwodka 9 (1,76%)
Palenie papieroséw

Nie 471 (92,17%)
Tak 40 (7,83%)
Czas trwania nieplodnosci (lata)

1-2 39 (7,63%)
2-3 141 (27,59%)
3-5 151 (29,55%)
>5 180 (35,23%)
Praca zawodowa

Nie 42 (8,22%)
Tak 469 (91,78%)
Aktywnos¢ fizyczna

Nie 162 (31,70%)
Tak 349 (68,30%)
Przebyte choroby

Cukrzyca 3 (0,59%)
Wady serca 8 (1,57%)
Nadci$nienie tetnicze 11 (2,15%)
Choroby nerek 7 (1,37%)
Nowotwory 6 (1,17%)
Inne choroby (min. ch. tarczycy, ch. 42 (8,23%)
skory, alergie)

Spozycie kawy

Nie 95 (18,59%)
Tak 416 (81,41%)
Spozycie alkoholu

Piwo 276 (54,01%)
Biate wino 241 (47,16%)
Czerwone wino 310 (60,67%)
Alkohole wysokoprocentowe 182 (35,62%)
Stres zawodowy (Kwestionariusz do

subiektywnej oceny pracy)

Suma punktow 94,9+25,0
Stres zwigzany z codziennym Zyciem

(Kwestionariusz Cohena)

Suma punktow 22,1459

N —liczba; SD - odchylenie standardowe

61




7.2 Ocena rezerwy jajnikowej

Liczba pecherzykéw antralnych u badanych kobiet wynosita 12,73+8,94 1 byta
w granicach normy. AFC <4 pecherzykow jest zwigzane ze znacznym zmniejszeniem
szansy na cigz¢ oraz z tym, ze odpowiedz jajnikow na stymulacje owulacji bedzie
nieprawidtowa (Radwan i Wotczynski, 2011). Stezenie AMH wynosito 1,17+1,46 ng/ml
I byto nieznacznie wyzsze niz norma. W przypadku FSH i estradiolu $rednie st¢zenie
wynosito 6,38+£2,18 mIU/ml i 93,74+16,63 odpowiednio i mieScito si¢ w granicach norm

dla tych hormondw (Tabela 2).

Tabela 2. Parametry oceny rezerwy jajnikowej badanych kobiet

Parametry A Srednia £+ | G Srednia+ | Min | Q25 | Median | Q75 | Q95 | Max
SD SD

AFC (n) 12,7348,94 | 12,25+1,73 1 8 11 20 30 40

AMH (ng/ml) | 1,17+1,46 1,21+1,4 0,02 10,9 1,3 29 9,36 18

FSH (1U/1) 6,38+2,18 6,00+1,43 0,9 4,86 | 6,14 7,51 10,48 | 13,5

E2 (pg/ml) | 93,74+16,63 | 91,33+12,89 |75 |83 |95 120 | 180 | 200

A Srednia- érednia arytmetyczna; G Srednia- $rednia geometryczna; SD- odchylenie standardowe; Min-wartoé¢ minimalna; Max-
warto§¢ maksymalna; Q25-25 perentyl; Q75-75 percentyl, Q95-95 percentyl; AMH-hormon anty-Millerowski; AFC- liczba
pecherzykow antralnych; FSH-hormon folikulotropowy; E2-estradiol.

7.3 Stezenie wybranych czynnikow S$rodowiskowych zaburzajacych funkcje
endokrynna

Wyniki przeprowadzonego badania wykazaty, ze osoby uczestniczace w badaniu
byly srodowiskowo eksponowane na badane czynniki §rodowiskowe zaburzajace funkcje
endokrynna: parabeny, syntetyczne pyretroidy, bisfenol A i triklosan (Tabela 3). Srednie

geometryczne st¢zenie parabenéw w moczu badanych oséb w pierwszej probie wynosito:

butylowego 4,70+2,96 ng/ml, etylowego 11,2+7,0 ng/ml, metylowego 92,68+4,28 ng/ml,
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propylowego 16,20+6,33 ng/ml, a izobutylowego 3,16+2,55 ng/ml i bylo podobne
do poziomu parabenéow w innych badaniach wsérdd kobiet zaréwno uczeszczajacych
do kliniki leczenia nieptodnosci w celach diagnostycznych jak i u kobiet z populacji
generalnej.

W przypadku metabolitéw syntetycznych pyretroidow $rednia geometryczna = SD
wynosity: CDCCA 0,22+2,40 ng/ml TDCCA 0,50+2,62 ng/ml, DBCA 0,26+2,42 ng/ml,
3-PBA 0,31+2,60 ng/ml. Srednie stezenie triklosanu i bisfenolu A wynosito odpowiednio:
2,78+7,17 ng/ml, 1,38+ 2,34 ng/ml (Tabela 3).

Srednie stezenie parabendéw w moczu skorygowane cigzarem wiasciwym moczu
badanych os6b w pierwszej probie wynosito: butylowego 5,02+3,05 ng/ml, etylowego
12,90£7,04 ng/ml, metylowego 107,93+4,39 ng/ml, propylowego 18,67+6,25 ng/ml
a izobutylowego 2,80+2,68 ng/ml. W przypadku metabolitdw syntetycznych pyretroidow
srednia geometryczna + SD wynosily: CDCCA 0,20£2,78 ng/ml TDCCA 0,45%2,95
ng/ml, DBCA 0,22+2,78 ng/ml, 3-PBA 0,31+2,71 ng/ml. Srednie stezenie triklosanu

i bisfenolu A wynosito odpowiednio: 3,04+7,14 ng/ml, 1,60+ 2,15 ng/ml (Tabela 3).
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Tabela 3. Stgzenie zwigzkow srodowiskowych, zaburzajacych funkcje endokrynna (badanie I)

Stezenie Miary statystyczne

(ng/ml) A Srednia+SD G Srednia+SD LOD Q25 Mediana Q75 Q95 Max N >LOD (%)
CDCCA 0,48+1,39 0,22+2,40 0,1 0,13 0,16 0,28 1,54 15,30 511 32,75
TDCCA 1,21+3,59 0,50+2,62 0,1 0,26 0,36 0,65 3,47 30,85 511 34,90
DBCA 0,50+1,23 0,26+2,42 0,1 0,14 0,20 0,34 2,16 11,10 511 19,41
3-PBA 0,72+2,33 0,31+2,60 0,1 0,16 0,25 0,48 2,28 29,50 511 66,47
MP 198,91+224,37 92,68+4,28 0,5 37,69 119,74 280,89 688,12 1260,36 511 93,92
EP 57,21+112,02 11,28+7,00 0,5 2,00 9,52 56,42 258,96 785,72 511 84,31
PP 97,80+430,61 16,20+6,33 0,5 4,06 15,54 59,21 371,12 7193,09 511 84,11
BP 10,13420,22 4,70+2,96 1,0 1,99 3,95 8,60 40,89 202,43 511 64,12
iBuP 5,1946,53 3,16+2,55 1,0 1,35 2,47 6,07 19,06 34,95 511 10,60
TCL 45,75+169,50 2,78+7,17 0,3 0,67 1,58 6,06 283,20 1677,68 511 82,75
BPA 2,25+4,77 1,38+2,34 0,2 0,78 1,29 2,27 5,96 68,63 511 96,67
SG adjusted (korygowane ci¢zarem wlasciwym moczu) (ng/ml)

CDCCA 0,47+1,26 0,20+2,78 0,1 0,10 0,15 0,32 1,86 12,08 511 32,75
TDCCA 1,15+3,15 0,45+2,95 0,1 0,21 0,35 0,78 4,43 26,84 511 34,90
DBCA 0,49+1,04 0,22+2,78 0,1 0,12 0,18 0,35 2,70 7,93 511 19,41
3-PBA 0,70+2,12 0,31+2,71 0,1 0,15 0,24 0,50 2,30 24,01 511 66,47
MP 232,974287,21 107,93+4,39 0,5 43,1 145,76 316,12 731,34 2922,30 511 93,92
EP 62,64+121,45 12,90+7,04 0,5 2,37 13,10 62,76 264,13 42,43 511 84,31
PP 98,94+382,95 18,67+6,25 0,5 4,56 18,49 72,70 359,68 5394,81 511 84,11
BP 10,904+21,58 5,02+3,05 1.0 2,27 4,29 9,73 37,21 197,77 511 64,12
iBuP 4,61+5,54 2,80+2,68 1.0 1,24 2,53 4,86 15,38 30,92 511 10,60
TCL 38,72+166,72 3,04+7,14 0,3 0,80 1,72 6,63 322,77 1900,92 511 82,75
BPA 2,39+4,63 1,60+2,15 0,2 0,95 1,52 2,42 6,85 79,19 511 96,67

A Srednia- $rednia arytmetyczna; G Srednia- $rednia geometryczna; Q25- 25 kwartyl; Q75-75 kwartyl; Q95-95 kwartyl; LOD (limit of detection) -granica wykrywalnosci, CDCCA- kwas cis- (2,2-dichlorowinylo) -2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2- dimetylocyklopropano-1-karboksylowy;
3-PBA-kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; iBuP-izobutyl- paraben; TCL — triklosan; BPA — bisfenol
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W drugiej probce moczu stezenia badanych zwigzkow ($Srednia geometryczna =+
SD) wynosity w przypadku metabolitow syntetycznych pyretroidow: CDCCA 0,23+0,30
ng/ml, TDCCA 0,27+0,33 ng/ml, DBCA 0,30+0,90 ng/ml, 3-PBA 0,25+0,33 ng/ml.
Stezenie parabendéw ($rednia geometryczna + SD) wynosito: butylowego 3,99+9,90 ng/ml,
etylowego 5,71+44,97 ng/ml, metylowego 49,13+£105,39 ng/ml, propylowego 9,14+38,58
ng/ml. Paraben izobutylowy nie zostal wykryty w drugiej probce moczu. St¢zenie
triklosanu i bisfenolu A w drugiej probce moczu wynosito odpowiednio 1,67+30,34ng/ml
i 1,27+1,71 ng/ml (Tabela 4).

W  drugiej probce moczu S$rednie stezenia badanych zwigzkéw (Srednia
geometryczna + SD) skorygowane cigzarem wlasciwym moczu u badanych o0s6b
w wynosity w przypadku metabolitow syntetycznych pyretroidow: CDCCA 0,22+0,49
ng/ml, TDCCA 0,25+0,39 ng/ml, DBCA 0,32+0,79 ng/ml, 3-PBA 0,27+0,51 ng/ml.
Srednie stgzenia parabenéw (Srednia geometryczna + SD) wynosito: butylowego
4,74+7,73 ng/ml, etylowego 7,85+8,85 ng/ml, metylowego 67,18+125,60 ng/ml,
propylowego 46,49+52,13 ng/ml. Stezenie triklosanu i bisfenolu A w drugiej probce
moczu wynosito odpowiednio 5,14+12,37ng/ml i 1,72+2,28 ng/ml (Tabela 4).

Porownanie $rednich stezen wybranych zwigzkow $rodowiskowych w pierwszym

i drugim badaniu moczu przedstawia rycina 2, 3 i 4.
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Tabela 4. Stezenie zwigzkow srodowiskowych, zaburzajacych funkcj¢ endokrynng (badanie 1)
Stezenie Miary statystyczne
(ng/ml) A Srednia£SD G Srednia+SD LOD Q25 Mediana Q75 Q95 Max N >L.OD (%)
CDCCA 0,35+0,42 0,23+0,30 0,1 0,13 0,15 0,35 0,44 1,65 120 25
TDCCA 0,41+0,55 0,27+0,33 0,1 0,14 0,21 0,43 0,55 3,15 120 49,17
DBCA 0,76x1,16 0,30+0,90 0,1 0,13 0,20 0,46 0,52 7,24 120 27,5
3-PBA 0,40+0,59 0,25+0,33 0,1 0,14 0,22 0,34 0,43 3,32 120 61,67
MP 116,62+154,42 49,13+105,39 0,5 19,08 61,22 154,14 216,85 993,87 120 90,83
EP 33,91+71,06 5,71+£44 97 0,5 1,19 3,51 24,09 37,21 391,51 120 71,67
PP 32,91+71,06 9,14+38,58 0,5 2,44 9,86 25,65 42,11 504,93 120 70
BP 9,44+30,90 3,99+9,90 1,0 1,90 3,43 7,76 9,21 235,34 120 47,5
TCL 19,31464,59 1,67+30,34 0,3 0,41 0,76 3,35 7,29 396,13 120 53,33
BPA 2,11+£3,41 1,27+1,71 0,2 0,62 1,08 2,33 4,56 27,39 120 53,33
SG adjusted (korygowane cigzarem wlasciwym moczu) (ng/ml)
CDCCA 0,46+0,70 0,22+0,49 0,1 0,09 0,16 0,38 0,54 2,75 120 25
TDCCA 0,45+0,83 0,25+0,39 0,1 0,13 0,23 0,41 0,52 5,90 120 49,17
DBCA 0,69+1,71 0,32+0,79 0,1 0,12 0,21 0,44 0,56 10,93 120 27,5
3-PBA 0,53+1,08 0,27+0,51 0,1 0,14 0,22 0,41 0,61 7,12 120 61,67
MP 149,84+207,56 67,18+125,60 0,5 24,20 91,16 204,18 312,78 1715,13 120 90,83
EP 38,45+77,20 7,8518,85 0,5 1,58 4,73 37,71 42,15 534,96 120 71,67
PP 39,75+82,17 46,49+52,13 0,5 3,46 11,49 10,02 17,21 470,18 120 70
BP 8,95+17,41 4,74+7,73 1.0 2,23 4,37 9,51 11,22 126,08 120 47,5
TCL 30,27+129,13 5,14+12,37 0,3 0,42 0,99 4,13 7,21 990,33 120 53,33
BPA 2,9345,37 1,7242,28 0,2 1,09 1,58 2,65 3,78 41,24 120 53,33

A Srednia- $rednia arytmetyczna; G Srednia- §rednia geometryczna; Q25- 25 kwartyl; Q75-75 kwartyl; Q95-95 kwartyl; LOD (limit of detection) -granica wykrywalnosci CDCCA- kwas cis- (2,2-dichlorowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2- dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA-
kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; TCL — triklosan; BPA — bisfenol A
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Ryc 4. Srednie stezenia triklosanu i bisfenolu A
w moczu (badanie I i ll)
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7.4 Korelacje pomiedzy badanymi czynnikami Srodowiskowymi

Tabela 5 przedstawia korelacje Spearmana pomiedzy badanymi czynnikami
srodowiskowymi w pierwszym badaniu (pierwsza probka moczu). Ponizej przekatnej
przedstawione sg wspOtczynniki korelacji, natomiast powyzej przekatnej przedstawione
sg istotnosci statystyczne korelacji (p). W pierwszej probie moczu badane zwigzki silnie
ze sobg korelowaty. Istotnie statystyczng korelacje zaobserwowano migedzy metabolitami
syntetycznych pyretroidow: CDCCA, TDCCA, DBCA, 3-PBA (p<0,001). Bisfenol A
(BPA) i butyl-paraben (BP) istotnie statystycznie korelowaly ze wszystkimi badanymi
zwigzkami. Triklosan korelowat istotnie statystycznie ze wszystkimi badanymi zwigzkami,
oprdcz propyl-parabenu (PP) (p=0,28). Etyl-paraben (EP), metyl-paraben (MP), propyl-
paraben (PP), izobutyl-paraben (iBuP) korelowaly ze wszystkimi badanymi zwigzkami

oprdcz niektorych z badanych metabolitow syntetycznych pyretroidow.
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Tabela 5. Korelacje pomiedzy badanymi czynnikami srodowiskowymi (badanie I)

CDCCA | TDCCA | DBCA | 3-PBA | MP EP PP iBuP BP TCL BPA
CDCCA | 1 <0,001 <0,001 | <0,001 | 0,43 0,09 0,34 0,06 <0,001 | <0,001 | <0,001
TDCCA | 0,77 1 <0,001 | <0,001 | 0,12 0,005 0,33 0,08 <0,001 | <0,001 | <0,001
DBCA 0,26 0,18 1 <0,001 | 0,01 0,14 0,005 0,04 <0,001 | 0,007 <0,001
3-PBA 0,70 0,68 0,38 1 <0,001 | 0,001 <0,001 | 0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
MP 0,03 0,07 0,11 0,19 1 <0,001 | <0,001 | 0,002 | <0,001 | <0,001 | <0,001
EP 0,08 0,12 0,07 0,14 0,55 1 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,001
PP 0,04 0,04 0,12 0,18 0,64 0,41 1 <0,001 | <0,001 | 0,28 0,002
iBuP 0,08 0,08 0,09 0,14 0,13 0,17 0,16 1 <0,001 | <0,001 | 0,04
BP 0,25 0,19 0,18 0,35 0,30 0,28 0,28 0,34 1 <0,001 | <0,001
TCL 0,19 0,16 0,12 0,23 0,18 0,15 0,19 0,05 0,22 1 <0,001
BPA 0,24 0,23 0,25 0,34 0,18 0,14 0,14 0,09 0,27 0,27 1

Pod przekatng wspolczynniki korelacji; powyzej przekatnej wartosci (p); CDCCA- kwas cis- (2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-
karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-
2,2- dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA- kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-
butyl-paraben; iBuP-izobutyl-paraben; TCL - triklosan; BPA — bisfenol A.

Tabela 6 przedstawia korelacje pomiedzy badanymi czynnikami Srodowiskowymi
w badaniu II (druga probka moczu). Ze wzgledu na to, ze drugie badanie moczu
przeprowadzono ws$rod mniejsza liczby kobiet (N=120) korelacje migdzy badanymi
zwigzkami wygladaly inaczej niz w badaniu I. W mniejszej liczbie przypadkéw badane
zwiazki byly ze sobg skorelowane. Trzy z metabolitow syntetycznych pyretroidéw

(CDCCA, TDCCA i 3-PBA) korelowaly ze soba na poziomie istotnosci p<0,001.

Metabolit DBCA nie korelowal w sposéb istotny z CDCCA i TDCCA, natomiast
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korelowat z 3-PBA. Wynikalo to z faktu, ze byto on wykryty jedynie w 30% badanych
prébek.

3-PBA istotnie korclowat z MP, PP, BP, TCL i BPA. Badane parabeny (EP, PP,
MP, BP) réwniez korelowaly ze sobg, a nie odnotowano istotnie statystycznej korelacji
miedzy EP 1 BP oraz PP i BP. Nie zaobserwowano rowniez korelacji pomiedzy MP 1 EP

a bisfenolem A i pomiedzy wszystkimi badanymi parabenami a triklosanem.

Tabela 6. Korelacje pomiedzy badanymi czynnikami srodowiskowymi (II badanie)

CDCCA | TDCCA | DBCA 3-PBA | MP EP PP BP TCL | BPA
CDCCA |1 <0,001 0,14 <0,001 | 0,80 | 0,59 0,41 054 |005 |0,02
TDCCA | 0,73 1 0,12 <0,001 | 0,07 | 0,36 0,02 0,20 0,002 | 0,01
DBCA 0,14 0,15 1 <0,001 | 0,08 |054 0,15 0,17 0,49 | 0,06
3-PBA 0,51 0,56 0,49 1 0,003 | 0,71 0,007 0,02 0,03 | 0,002
MP 0,02 0,17 0,16 0,28 1 <0,001 | <0,001 | 0,004 |0,12 | 0,06
EP 0,05 0,09 0,06 0,03 044 |1 <0,001 | 0,09 0,62 | 0,22
PP 0,08 0,19 0,13 0,25 049 | 0,37 1 0,17 0,13 | 0,003
BP 0,06 0,12 0,13 0,23 0,26 | 0,16 0,13 1 0,37 | 0,008
TCL 0,18 0,28 0,07 0,20 0,15 | -0,05 0,14 0,08 1 0,008
BPA 0,23 0,24 0,17 0,27 0,17 | 0,11 0,27 0,25 024 |1

Pod przekatng wspotczynniki korelacji; powyzej przekatnej wartosci p ; CDCCA- kwas cis- (2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-
karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-
2,2- dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA- kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-
butyl-paraben; TCL — triklosan; BPA — bisfenol A

Stezenia parabenow (MP, EP, PP) i triklosanu korelowaly ze sobg w dwoch
probkach moczu. Natomiast w przypadku bisfenolu A, metabolitbw syntetycznych
pyretroidow i butyl-parabenu stezenia w I i II probie roznity sie (Tabela 7). Wynika
to z tego, ze parabeny i triklosan wystepuja w produktach kosmetycznych, ktore uzywamy
przez caty czas. Natomiast pyretroidy wystepuja w preparatach, ktore stosujemy sezonowo

(spray na komary, nawozy dla ro$lin). Jesli chodzi o butyl-paraben to brak korelacji moze
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wynika¢ z faktu, ze byt on wykryty jednie w 47% badanych préb w drugim badaniu i 64%
w badaniu pierwszym.

Analizujgc st¢zenia bisfenolu A, to mimo powszechnego jego uzycia, w wigekszo$ci
dostepnych danych rowniez, wykazano zmiennos¢ w uzyskiwanych wynikach pomig¢dzy
dwoma prébkami moczu pobieranymi u tej samej osoby (Meeker i wsp., 2011).
Moze to wynika¢ z faktu, ze bisfenol A uwalniany jest przy podgrzaniu produktu oraz

wiekszej konsumpcji napoi w okresie letnim.

Tabela 7. Korelacje pomiedzy stezeniami badanych czynnikow srodowiskowych w dwoch
prébach moczu

Badane czynniki coef p
B1 CDCCA ~ B2 CDCCA 0,09 0,33
B1 TDCCA ~ B2 TDCCA 0,16 0,10
B1 DBCA ~ B2 DBCA -0,01 0,96
B1 3-PBA ~ B2 3-PBA 0,15 0,12
B1 MP ~ B2 MP 0,31 0,001
B1EP ~B2EP 0,32 <0,001
B1 PP ~B2PP 0,39 <0,001
B1iBuP ~ B2 iBuP Brak wykrywalnos$ci w drugiej probie
B1BP ~ B2 BP 0,08 0,39
B1TCL~B2TCL 0,28 0,002
B1 BPA ~ B2 BPA 0,03 0,75

Bl-badanie pierwsze; B2-badanie drugie, coef- wspoétczynnik korelacji; CDCCA- kwas cis- (2,2-dichlorowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA -
kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2- dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA-kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-
etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; iBuP-izobutyl-paraben; TCL - triklosan; BPA — bisfenol A.

7.5 Ocena zaleznoSci miedzy narazeniem na wybrane czynniki Srodowiskowe
arezerwa jajnikowa badanych kobiet
Narazenie jako zmienna ciggla-modele jedno i wieloczynnikowe

Gdy analizowano zmienne narazenia, jako zmienne ciggle wykazano, ze stezenie

parabenu propylowego 1 butylowego wptywato na obnizenie liczby pecherzykow
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antralnych (p=0,028 1 p=0,04 odpowiednio). RoOwniez narazenie na bisfenol A wptywato
negatywnie na liczbe pecherzykow antralnych (p=0,03). Nie wykazano zwigzku miedzy
narazeniem na inne badane parabeny (etylowy, metylowy, izbutylowy), triklosan
1 syntetyczne pyretroidy a liczba pecherzykow antralnych (Tabela 8). Stgzenie bisfenolu A
w moczu obnizato réwniez stezenie hormonu AMH (p=0,02). Narazenie na propyl-paraben
wplywato pozytywnie na st¢zenie FSH (p=0,03) i negatywnie na st¢zenie estradiolu
(p=0,048). Roéwniez etyl-paraben obnizat stezenie estradiolu (p=0,01) (Tabela 8).

Stezenie badanych metabolitow syntetycznych pyretroidow (CDCCA, TDCCA,
DBCA, 3-PBA) nie wplywato w sposob istotny statystycznie na st¢zenie zadnego
z badanych hormonéw (AMH, FSH, estradiol). Rowniez narazenie na metyl-paraben,
izobutyl-paraben i triklosan nie wigzato si¢ istotnie ze stezeniem badanych hormonow
(Tabela 8).

Przy kontroli potencjalnych czynnikéw zaktocajacych (wiek, BMI 1 palenie),
narazenie na propyl-paraben i bisfenol A zmniejszato liczbe pecherzykow antralnych
(p=0,04 i p=0,03 odpowiednio) (Tabela 9). Analizujac stezenie badanych hormondéw
to ekspozycja na bisfenol A wptywata negatywnie na stezenie AMH (p=0,02) a ekspozycja
na propyparaben zwigkszata stezenie FSH (p=0,028) i wplywata na obnizenie stezenia
estradiolu (p=0,04) (Tabela 9). Nie wykazano zwigzku miedzy narazeniem na inne badane
parabeny (metylowy, etylowy, butylowy i izbutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy

a liczbg pegcherzykow antralnych i stgzeniem badanych hormonéw (Tabela 9).
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Tabela 8. Zalezno$¢ pomigdzy narazeniem na badane czynniki Srodowiskowe a rezerwa jajnikowa — zmienna ciagta-

model jednoczynnikowy

AFC AMH FSH E2
coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef 95%ClI p
CDCCA | -0,02 -0,08;0,04 0,48 -0,04 -0,13;0,06 0,41 -0,01 -0,05;0,03 0,68 -0,05 -0,11,0,02 0,17
TDCCA | -0,03 -0,1;0,02 0,22 -0,06 -0,15;0,03 0,17 -0,004 | -0,04;0,03 0,83 -0,03 -0,09;0,03 0,30
DBCA -0,02 -0,08;0,04 0,46 -0,02 -0,11;0,08 0,73 -0,01 -0,05;0,03 0,03 0,01 -0,06;0,07 0,85
3-PBA -0,02 -0,07;0,04 0,57 -0,05 -0,13;0,03 0,20 -0,01 -0,04;0,02 0,51 -0,02 -0,08;0,04 0,51
MP -0,01 -0,04;0,02 0,42 -0,03 -0,08;0,01 0,16 -0,002 -0,02;0,02 0,82 -0,01 -0,04;0,03 0,72
EP -0,01 -0,05;0,03 0,72 -0,02 -0,06;0,01 0,20 0,004 -0,01;0,02 0,62 -0,03 -0,07;-0,01 0,01
PP -0,04 -0,15;-0,02 0,028 -0,02 -0,05;0,02 0,43 0,01 0,06;0,12 0,03 -0,03 -0,05;0 0,048
iBuP -0,02 -0,09;0,05 0,61 -0,05 -0,15;0,06 0,38 -0,01 -0,05;0,04 0,76 -0,04 -0,11,0,04 0,31
BP -0,02 -0,13;-0,01 0,04 -0,06 -0,12;0,01 0,09 -0,01 -0,04;0,02 0,52 0,01 -0,04;0,05 0,99
TCL -0,003 | -0,03;0,02 0,85 -0,01 -0,05;0,03 0,58 0,004 -0,01,0,02 0,63 -0,01 -0,04;0,02 0,38
BPA -0,05 -0,08;-0,01 0,03 -0,02 -0,12;-0,02 0,02 0,01 -0,04;0,05 0,09 0,09 0,02;1,17 0,11

AMH- hormon anti-Mullerowski; AFC- liczba pecherzykow antralnych; FSH-hormon folikulotropowy; E2-estradiol; coef- wspotczynnik korelacji, Cl- przedziat ufnosci; CDCCA- kwas cis- (2,2-
dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA- kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; iBuP-izobutyl-paraben; TCL — triklosan; BPA —
bisfenol A



Tabela 9. Zalezno$¢ pomigdzy narazeniem na badane czynniki sSrodowiskowe a rezerwa jajnikowg- zmienna ciggta-

model wieloczynnikowy

AFC AMH FSH E2
coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef 95%ClI p
CDCCA | -0,004 | -0,06;0,06 | 0,89 -0,02 -0,11,0,08 0,76 -0,02 -0,06;0,02 0,30 -0,03 -0,09;0,04 0,46
TDCCA | -0,01 -0,07;0,04 | 0,66 -0,03 -0,12;0,06 0,54 -0,02 -0,05;0,02 0,38 -0,01 -0,07;0,05 0,77
DBCA -0,02 -0,08;0,05 0,63 -0,01 -0,11;0,09 0,85 -0,02 -0,06;0,02 0,26 0,003 -0,07;0,07 0,94
3-PBA -0,01 -0,06;0,04 0,63 -0,04 -0,12;0,04 0,33 -0,02 -0,06;0,01 0,23 -0,004 -0,06;0,05 0,90
MP -0,02 -0,06;0,01 0,14 -0,05 -0,10;0,001 0,06 -0,01 -0,03;0,01 0,51 -0,01 -0,05;0,02 0,52
EP -0,004 -0,03;0,02 0,77 -0,03 -0,07;0,02 0,22 0,002 -0,02;0,02 0,81 -0,03 -0,06;0,05 0,09
PP -0,02 -0,13;-0,01 | 0,04 -0,03 -0,07;0,02 0,22 0,03 0,02;0,12 0,028 -0,03 -0,06;-0,001 | 0,04
iBuP 0,02 -0,05;0,09 0,61 -0,003 -0,11;0,10 0,95 -0,02 -0,07;0,02 0,31 -0,02 -0,10;0,06 0,62
BP 0,004 -0,04;0,05 | 0,84 -0,05 -0,12;0,01 0,11 -0,01 -0,04,0,02 0,49 0,005 -0,04;0,05 0,83
TCL -0,01 -0,03;0,02 | 0,60 -0,02 -0,06;0,03 0,42 0,003 -0,02;0,02 0,77 -0,01 -0,04;0,02 0,56
BPA -0,04 -0,13;-0,01 | 0,03 -0,01 -0,11;-0,03 0,02 -0,004 | -0,05;0,04 0,87 0,06 -0,02;0,13 0,14

Model korygowany o wiek, BMI, palenie.

AMH- hormon anti-Millerowski; AFC- liczba pecherzykow antralnych; FSH-hormon folikulotropowy; E2-estradiol; coef- wspofczynnik korelacji, Cl- przedziat ufnosci; CDCCA- kwas cis- (2,2
dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA- kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; iBuP-izobutyl-paraben; TCL — triklosan;

BPA — bisfenol A



Narazenie jako zmienna kategorialna-modele jedno i wieloczynnikowe

Wykazano, ze stezenie parabenu propylowego w moczu w drugim i trzecim
percentylu ((25-50] i (50-75] percentyl) wptywato na zmniejszenie liczby pecherzykow
antralnych (p=0,03 i p=0,03 odpowiednio) (Tabela 10). Roéwniez st¢zenie bisfenolu A
I parabenu butylowego w trzecim i czwartym kwartylu ((50-75] i >75 percentyl) obnizato
liczbe pecherzykow antralnych (p=0,04, p=0,04 i p=0,028, p=0,03 odpowiednio). St¢zenie
bisfenolu A w czwartym kwartylu wptywato negatywnie na stezenie AMH (p=0,04),
a stezenie propyl-parabenu w drugim i trzecim kwartylu zwiekszato st¢zenie FSH (p=0,03
i p=0,04 odpowiednio) (Tabela 10). W przypadku estradiolu, zaobserwowano obnizenie
stezenia tego hormonu w drugim i trzecim kwartylu narazenia na etyl-paraben (p=0,031
i p=0,026) oraz w drugim kwartylu narazenia w przypadku propyl-parabenu (p=0,049).
Nie wykazano zwigzku miedzy narazeniem na inne badane parabeny (metylowy, butylowy
i izbutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy w drugim, trzecim i czwartym kwartylu
narazenia a liczbg pgcherzykow antralnych i stezeniem badanych hormonéw (Tabela 10).

Kiedy kontrolowano model o potencjalne czynniki zaktocajace: wiek, palenie
i BMI, narazenie na paraben propylowy w trzecim kwartylu ((50-75] percentyl) wptywat
na zmniejszenie liczby pegcherzykow antralnych (p=0,048), obnizenie st¢zenia estradiolu
(p=0,03) oraz zwigkszal st¢zenie FSH (p=0,026) (Tabela 11). Rowniez ekspozycja
na bisfenol A w czwartym kwartylu (>75 percentyl) zmniejszata liczbe pgcherzykow
antralnych (p=0,028) i zmniejszala stezenie AMH (p=0,03) (Tabela 11).

Nie wykazano istotnie statystycznej zaleznosci pomi¢dzy narazeniem na parabeny:
metylowy, etylowy, butylowy, izobutylowy, triklosan i badane metabolity syntetycznych
pyretroiddw (CDCCA, TDCCA, DBCA i 3-PBA) a badanymi parametrami rezerwy
jajnikowe;j: liczba pecherzykow antralnych, stezeniami hormonow: AMH, FSH, estradiol

(Tabela 11).
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Tabela 10. Zaleznos¢ pomiedzy narazeniem na badane czynniki srodowiskowe a rezerwa jajnikowa- zmienna kategorialna-
model jednoczynnikowy

AFC AMH FSH E2
Kategorie | coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef | 95%ClI p coef 95%ClI p
CDCCA | >LOD 0,04 -0,07;0,15 0,49 0,04 -0,14;,0,22 | 0,64 | 0,02 | -0,07;0,08 0,96 -0,06 | -0,18;0,07 0,39
TDCCA | >LOD 0,01 -0,11;0,11 0,96 -0,07 -0,24;,0,11 | 046 | 0,02 | -0,05;0,10 0,52 -0,07 | -0,20;0,05 0,25
DBCA >LOD 0,08 -0,06;0,21 0,27 0,12 -0,09;0,33 | 0,26 | -0,03 | -0,12;0,05 0,46 0,08 -0,07;0,23 0,30
3-PBA Q2 -0,09 | -0,24;0,07 0,26 -0,06 -0,30;0,18 | 0,61 | -0,06 | -0,16;0,04 0,27 -0,07 | -0,24;0,11 0,45
Q3 -0,07 | -0,21;0,08 0,38 -0,03 -0,26;0,20 | 0,80 | -0,06 | -0,15;0,04 0,24 0,08 -0,08;0,25 0,31
Q4 -0,03 | -0,17;0,12 0,73 -0,15 -0,38;0,08 | 0,19 |-0,02 | -0,11;0,08 0,73 -0,05 | -0,21;0,11 0,54
MP Q2 0,07 -0,09;0,22 0,40 0,20 -0,04;,0,44 | 0,10 | -0,06 | -0,16;0,04 0,24 0,07 -0,10;0,24 0,39
Q3 -0,06 | -0,22;0,09 0,42 -0,06 -0,30;0,18 | 0,63 | -0,01 | -0,11;0,09 0,83 -0,05 | -0,22;0,12 0,58
Q4 -0,04 | -0,20;0,11 0,58 -0,13 -0,36;0,11 | 0,30 | 0,02 | -0,08;0,12 0,74 -0,04 | -0,21;0,13 0,63
EP Q2 -0,07 | -0,22;0,08 0,35 -0,17 -0,41;,007 | 0,17 | 0,03 |-0,07;0,13 0,5 -0,19 | -0,35;-0,02 0,031
Q3 -0,04 | -0,19;0,12 0,65 0,02 -0,22;025 | 0,87 |-0,02 | -0,12;0,08 0,69 -0,19 | -0,36;-0,02 0,026
Q4 -0,08 | -0,23;0,08 0,32 -0,18 -0,42;0,06 | 0,13 | 0,03 | -0,07;0,13 0,55 -0,03 | -0,20;0,13 0,69
PP Q2 -0,02 | -0,17;-0,01 0,03 0,03 -0,22;0,27 10,83 | 0,01 |0,09;0,12 0,03 -0,17 | -0,34;-0,01 0,049
Q3 -0,02 | -0,18;-0,01 0,03 0,01 -0,23;025 0,94 | 0,06 | 0,04;0,16 0,04 -0,10 | -0,27;0,07 0,24
Q4 0,01 -0,14;0,17 0,87 0,02 -0,24;,0,24 0,99 | 0,02 | -0,08;0,12 0,66 -0,12 | -0,28;0,05 0,17
iBuP >LOD 0,09 -0,08;0,26 0,29 0,03 -0,24;,0,30 | 081 |0,01 |-0,11;0,11 0,99 -0,10 | -0,29;0,10 0,33
BP Q2 -0,05 | -0,20;0,10 0,51 -0,02 -0,26;0,21 | 0,85 | 0,01 |-0,09;0,11 0,82 -0,01 | -0,18;0,16 0,93
Q3 -0,04 | -0,11;-0,01 0,028 0,01 -0,23;025 ] 0,93 | -0,06 | -0,15;0,04 0,27 -0,06 | -0,23;0,11 0,46
Q4 -0,02 | -0,17;-0,12 0,03 -0,19 -0,43;0,05 | 0,12 | 0,02 |-0,08;0,12 0,68 0,12 -0,05;0,29 0,15
TCL Q2 -0,09 | -0,24;0,06 0,25 -0,04 -0,28;0,19 | 0,72 | -0,03 | -0,12;0,07 0,62 -0,11 | -0,28;0,06 0,20
Q3 0,03 -0,13;0,18 0,73 -0,03 -0,27;0,22 | 0,84 | -0,03 | -0,13;0,07 0,60 -0,08 | -0,25;0,10 0,38
Q4 -0,03 | -0,18;0,12 0,69 -0,08 -0,32;0,17 | 0,53 | 0,04 |-0,07;0,13 0,49 -0,09 | -0,21;0,10 0,33
BPA Q2 0,05 -0,10;0,1 0,51 -0,02 -0,11;0,36 | 0,31 | -0,01 | -0,10;0,10 0,93 -0,06 | -0,23;0,11 0,47
Q3 -0,05 | -0,10;-0,1 0,04 -0,07 -0,17;,0,40 | 0,16 | 0,02 | -0,08;0,12 0,68 0,11 -0,06;0,27 0,20
Q4 -0,02 | -0,13;-0,01 0,04 -0,02 -0,11;-0,01 | 0,04 | -0,01 | -0,10;0,09 0,94 0,04 -0,13;0,21 0,62

Grupy odniesienia: 1. w przypadku kategorii >LOD to wartosci <LOD; 2. w przypadku kategorii Q2, Q3, Q4 to wartosci Q1 Q1-< 25 percentyl; Q2- (25-50] percentyl; Q3-(50-75] percentyl; Q4->75 percentyl, AMH-
hormon anti-Mdllerowski; AFC- liczba pgcherzykow antralnych; FSH-hormon folikulotropowy; E2-estradiol; coef- wspotczynnik korelacji, Cl- przedziat ufnosci; CDCCA- kwas cis- (2,2-dichlorowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2- dimetylocyklopropano-1-karboksylowy;
3-PBA- kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; iBuP-izobutyl-paraben; TCL — triklosan; BPA — bisfenol A.
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Tabela 11. Zalezno$¢ pomiedzy narazeniem na badane czynniki srodowiskowe a rezerwg jajnikowa- zmienna kategorialna-
model wieloczynnikowy

AFC AMH FSH E2
Kategorie | coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef 95%ClI p coef 95%ClI p
CDCCA | >LOD 0,03 -0,08;0,14 0,61 | 0,03 -0,16;0,21 0,77 | -0,01 -0,08;0,07 0,88 -0,03 -0,15;0,10 0,70
TDCCA | >LOD 0,03 -0,09;0,14 0,66 | -0,04 -0,22;0,14 0,66 | 0,01 -0,07;0,08 0,86 -0,03 -0,15;0,10 0,64
DBCA | >LOD 0,04 -0,09;0,18 0,52 | 0,08 -0,14,0,29 0,48 | -0,05 -0,14;0,04 0,25 0,04 -0,11;0,19 0,58
3-PBA | Q2 -0,06 -0,21;0,10 0,47 | 0,01 -0,24,0,25 0,96 | -0,02 -0,13;0,09 0,74 -0,07 -0,30;0,12 0,46
Q3 -0,03 -0,17;0,13 0,76 | -0,01 -0,25;0,23 0,96 | -0,09 -0,20;0,01 0,08 -0,02 -0,19;0,16 0,85
Q4 -0,02 -0,17;0,13 0,81 |-0,11 -0,35;0,13 0,36 | -0,11 -0,29;0,07 0,22 0,14 -0,02;0,31 0,09
MP Q2 0,03 -0,13;0,18 0,72 | 0,15 -0,09;0,40 0,22 | 0,05 -0,05;0,15 0,34 0,03 -0,15;0,20 0,76
Q3 -0,11 -0,27;0,04 0,16 |-0,11 -0,36;0,13 0,37 | -0,08 -0,19;0,03 0,14 0,05 -0,12;0,23 0,55
Q4 -0,05 -0,21;0,11 0,54 |-0,16 -0,41,0,09 0,20 | -0,04 -0,14,0,07 0,50 -0,08 -0,25;0,10 0,39
EP Q2 -0,01 -0,17;0,15 0,95 |-0,15 -0,41,0,10 0,24 | -0,09 -0,20;0,02 0,12 0,04 -0,14;0,22 0,66
Q3 0,03 -0,13;0,18 0,76 | 0,02 -0,23;0,26 0,91 |0,01 -0,09;0,12 0,79 -0,01 -0,24;0,11 0,45
Q4 -0,02 -0,18;0,14 0,83 |-0,18 -0,43;0,07 0,16 | -0,05 -0,15;0,06 0,39 -0,14 -0,32;0,04 0,12
PP Q2 -0,06 -0,22;0,10 0,44 | -0,09 -0,35;0,16 0,49 | 0,02 -0,08;0,13 0,69 -0,12 -0,29;0,05 0,18
Q3 -0,01 -0,20;0,15 0,048 | -0,01 -0,3;0,25 0,96 | 0,05 0,03;0,18 0,026 -0,11 -0,20--0,01 0,03
Q4 -0,03 -0,18;0,13 0,75 | -0,08 -0,33;0,17 0,54 | 0,02 -0,08;0,13 0,67 -0,13 -0,31;0,04 0,13
iBuP >LOD 0,1 -0,07;0,27 0,24 | 0,03 -0,24,0,30 0,84 |-0,01 -0,11;0,10 0,96 -0,13 -0,31;0,04 0,14
BP Q2 -0,04 -0,19;0,12 0,64 | -0,02 -0,26;0,22 0,87 | -0,03 -0,13;0,07 0,58 -0,13 -0,30;0,04 0,14
Q3 0,07 -0,08;0,22 0,35 | 0,02 -0,23;0,26 0,89 | -0,09 -0,19;0,01 0,08 0,05 -0,12;0,22 0,56
Q4 0,01 -0,14;0,16 0,89 |-0,20 -0,45;0,04 0,11 | -0,01 -0,11;0,10 0,90 -0,08 -0,25;0,09 0,37
TCL Q2 -0,07 -0,22;0,09 0,40 | -0,01 -0,25;0,24 0,97 | -0,05 -0,15;0,06 0,37 -0,05 -0,22;0,13 0,59
Q3 0,02 -0,14;0,18 0,79 | -0,06 -0,31;0,19 0,64 | -0,04 -0,14,0,07 0,51 -0,09 -0,26;0,09 0,34
Q4 -0,05 -0,20;0,11 0,55 |-0,10 -0,34;0,15 0,46 | 0,03 -0,08;0,13 0,64 -0,03 -0,20;0,14 0,74
BPA Q2 0,04 -0,11;0,19 0,62 | -0,01 -0,13;0,36 0,35 | -0,05 -0,15;0,06 0,37 -0,05 -0,22;0,11 0,53
Q3 0,06 -0,09;0,21 0,46 | -0,06 -0,08;0,40 0,19 |-0,01 -0,11;0,09 0,82 0,13 -0,04;0,30 0,13
Q4 -0,09 -0,26;-0,02 0,028 | -0,20 -0,33;-0,01 0,03 |-0,01 -0,12;0,09 0,80 0,01 -0,17;0,17 0,98

Model korygowany o wiek, BMI, palenie. Grupy odniesienia: 1. w przypadku kategorii >LOD to wartosci <LOD; 2. w przypadku kategorii Q2, Q3, Q4 to wartosci Q1 Q1-< 25 percentyl; Q2- (25-50] percentyl; Q3-
(50-75] percentyl; Q4->75 percentyl; AMH- hormon anti-Miillerowski; AFC- liczba p¢cherzykow antralnych; FSH-hormon folikulotropowy; E2-estradiol; coef- wspétczynnik korelacji, Cl- przedziat ufnosci; CDCCA-
kwas cis- (2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy, TDCCA- kwas trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; DBCA - kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowy; 3-PBA- kwas 3-fenoksybenzoesowy; MP-metyl-paraben; EP-etyl-paraben; PP-propyl-paraben; BP-butyl-paraben; iBuP-izobutyl-paraben; TCL - triklosan; BPA — bisfenol A
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8. Dyskusja

Zasadniczym pytaniem, jakie stawiano planujgc badanie, zbierajgc materiat
i przeprowadzajac analizy byto czy zwigzki powszechnie wystepujace w Srodowisku
z grupy zaburzajacych funkcje endokrynng, w pisSmiennictwie angielskim ,,Endocrine
Disrupting Chemicals” (ECDs) moga wptywaé na rezerwe jajnikowg kobiet, be¢daca
jednym z predyktoréw ich ptodnosci. Liczne dane literaturowe wskazuja, zdolno$é
interakcji tych zwigzkoéw z uktadem hormonalnym zakldcajac jego prawidtowe dziatanie,
prowadzac do zaburzenia syntezy, funkcji, przechowywania i / lub metabolizmu
hormondéw 1 mogg mie¢ niekorzystny wptyw na ptodnos¢ kobiet i m¢zczyzn oraz moga
odgrywac role w patogenezie nieptodnosci.

Odpowiedz na pytanie dotyczace wplywu narazenia na powszechnie wystepujace
zwiazki $rodowiskowe zaburzajagce funkcje endokrynng na rezerwe jajnikowa byla
mozliwa dzigki przeprowadzeniu oceny narazenia na badane zwiazki $rodowiskowe
w materiale biologicznym (potwierdzenie rzeczywistego narazenia na badane czynniki
srodowiskowe) wsrod kobiet uczeszczajacych do kliniki leczenia nieptodno$ci z powodu

nieptodnosci pary.

8.1 Ocena rezerwy jajnikowej badanych kobiet

Rezerwa jajnikowa zostata oceniona za pomoca badania powszechnie stosowanych
markerow rezerwy jajnikowej: badania liczby pecherzykow antralnych (AFC) (ang. Antral
Follicle Count), stezenia AMH, stezenia FSH i st¢zenia estradiolu (oznaczanych
jednoczasowo pomiedzy 2-4 dzien cyklu).

Pecherzyki antralne, sg to pecherzyki w jajnikach o $rednicy 2 — 10 mm, ktore sg
gotowe do wzrostu. Wzrost i dojrzewanie pecherzykéw  antralnych  jest

gonadotropinozalezne, pozostaje pod wplywem gonadotropin  produkowanych
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w przysadce mozgowej lub egzogennych gonadotropin podawanych w trakcie leczenia.
Podczas wzrostu pecherzyki antralne stajg si¢ pecherzykami dominujgcymi, a w nich
dojrzewaja komorki jajowe. Rezerwa jajnikowa jest niewatpliwie uwarunkowana
genetycznie, zmniejsza si¢ z wiekiem i jest zalezna od funkcjonowania uktadu podwzorze-
przysadka-jajnik. Badania naukowe wykazaty, ze AFC ponizej czterech pecherzykoéw
u kobiet par nieptodnych jest zwigzane ze znamiennym obnizeniem szansy na cigze
oraz z tym, ze odpowiedz jajnikdw na stymulacje owulacji bedzie niesatysfakcjonujaca
(Radwan i Wolczynski, 2011). AFC jest traktowany, jako jeden z najlepszych parametrow
oceny rezerwy jajnikowej (Rosen i wsp., 2012) i znalazt powszechnie zastosowanie
w indywidualizacji protokotow stymulacyjnych (La Marca i wsp., 2013).

Rownie dobrym parametrem, celem precyzyjnej oceny rezerwy jajnikowej,
jest AMH (hormon anty-Millerowski), zwany inaczej substancja hamujacg rozwoj
przewodow Miillera (ang. Mullerian-Inhibiting Substance, MIH). Jest to dimeryczna
glikoproteina nalezaca do grupy transformujacych czynnikéw wzrostu (Weenen i wsp.,
2004) . Wystepuje on zaréwno u kobiet jak 1 u mezczyzn, ale odgrywa odmienng role
u kazdej z ptci. Hormon ten odgrywa znaczaca role¢ w rozwoju narzadow rozrodczych
u obu ptci w okresie embrionalnym. U kobiet znamienng obecno$¢ AMH stwierdza si¢
dopiero po okresie dojrzewania piciowego. Jego rola polega prawdopodobnie na regulacji
folikulogenezy, glownie w mechanizmie hamowania pierwotnej rekrutacji pgcherzykow
1 zmniejszaniu wrazliwo$ci matych pecherzykéw antralnych na aktywno$¢ hormonu
folikulotropowego (FSH). Jest produkowany w komorkach ziarnistych dojrzewajacych
pecherzykOw jajnikowych antralnych i preantralnych w fazie gonadotropinoniezaleznej,
a jego stezenie $cisle koreluje z ilo$cig pecherzykoéw wzrastajacych (La Marca i wsp.,

2005).
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Do tej pory gtownym Kklinicznym zastosowaniem oznaczania AMH u Kkobiet,
byta ocena rezerwy jajnikow w diagnostyce nieptodnosci celem oszacowania szans
na cigze, przedwczesnej niewydolnosci jajnikow (POI, z ang. Premature Ovarian
Insufficiency) i hipogonadyzmie hipogonadotropowym. POI definiuje si¢, jako utrate
czynnosci jajnikow (zakonczenie funkcji rozrodczej 1 hormonalnej z powodu wyczerpania
si¢ pecherzykow jajnikowych) przed 40 rokiem zycia. POl wystepuje u 1/100 kobiet przed
40 rokiem zycia i u 1/1000 kobiet przed 30 rokiem zycia. Jest zwigzany z pewnymi
aberracjami chromosomowymi, zespolem tamliwego chromosomu X, galaktozemig
i zaburzeniami receptora FSH. Jednak etiologia najczeSciej pozostaje nieznana.
Na podstawie badania przeprowadzonego w Holandii, AMH jest uwazany za bardzo
przydatny marker kliniczny, potwierdzajacy rozpoznanie POl u kobiet z podwyzszonym
stezeniem FSH (Knauff i wsp., 2009). AMH wydaje si¢ by¢ dobrym wskaznikiem oceny
rezerwy jajnikéw rowniez w grupie kobiet z rozpoznaniem jatrogennej niewydolnosci
jajnikow, zwigzanej z ekspozycja na chemioterapi¢, radioterapi¢ w rejonie miednicy
lub procedur¢ operacyjng obejmujacg jajniki. Ponadto AMH wydzielany wyltacznie
u kobiet przez komorki ziarniste pecherzykdéw jajnikowych jest stosowany jako marker
nowotworéw pochodzacych z tych komorek (Karkanaki i wsp., 2011). AMH jest bardzo
czutym i specyficznym markerem nowotworéw pochodzacych z komorek ziarnistych
(folliculoma) korelujacym z rozmiarem guza, przy czym w tych przypadkach stgzenia
AMH moga by¢ znacznie podwyzszone: §redni poziom wynosi 190 ng / ml (w zakresie
od 2 do 1124 ng/ml), a wzrost stgzenia AMH moze poprzedza¢ klinicznie jawny
nowotwor nawet o 16 miesiecy (Karkanaki i wsp., 2011), co daje dodatkowa mozliwos¢
wykorzystania AMH, jako markera do oceny ryzyka nawrotu folliculoma u kobiet,

ktore przeszty owariektomig. Jest to szczegoélnie istotne, gdyz jest to nowotwor
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charakteryzujacy si¢ ryzykiem nawrotu choroby nawet po 10-20 latach po resekcji guza
pierwotnego (Karkanaki i wsp., 2011).

Stosunkowo stabilny poziom AMH w réznych fazach cyklu miesigczkowego
powoduje, iz AMH stanowi unikalny parametr endokrynologiczny, oceniajacy wydolnos$¢
zenskiej gonady (La Marca i wsp., 2005). Ponadto oznaczenie AMH moze stuzy¢ u par
nieptodnych, jako jeden z parametréw do préby oszacowania szans na urodzenie dziecka
(Weenen i wsp., 2004). Nalezy jednak pamictaé, ze AMH, jako parametr rezerwy
jajnikowej dostarcza wytacznie informacji o puli pecherzykoéw jajnikowych, jaka
dysponuje kobieta w okresie prokreacyjnym, niestety nie mowi o jakosci i ilosci oocytow.
Te ostatnie dwa parametry negatywnie korelujg przede wszystkim z wiekiem. Ocena
stezenia AMH jest przede wszystkim obecnie powszechnie wykorzystywana
do indywidualizacji protokotow stymulacyjnych (ustalenia poczatkowej dawki
gonadotropin) (Tobler i wsp., 2015).

Stezenie FSH cechuje si¢ duza zmiennos$cia, wynikajaca przede wszystkim
ze sprzegzenia zwrotnego zaleznego od stezenia estradiolu, ale rowniez z pulsacyjnego
charakteru wyrzutow, warunkowanych przez GnRH, a podlegajacemu regulacji poprzez
stezenia nie tylko estradiolu, ale takze innych hormondw takich jak leptyna, kispeptyna,
tyreotropina, prolaktyna czy kortyzol. Poziom FSH, ze wzgledu na duze fluktuacje
w okresie prokreacyjnym u kobiet, jest trudny do jednoznacznej interpretacji. Niemnigj
jednak stezenie FSH jest czgsto nadal wykorzystywane do oceny rezerwy jajnikowe;.
Wysokie stezenia FSH negatywnie koreluja z odpowiedzig jajnikow na stymulacje, liczba
prawidtowych komérek jajowych i szansa na cigze (Macura i Sliwa, 2014). Mimo,
ze juz stezenia FSH powyzej 10 U/l moze sugerowac obnizong rezerwe jajnikow, nie musi
to zosta¢ potwierdzone w kolejnych cyklach, z drugiej strony, u kobiet z obnizong

juz rezerwa jajnikowa, mozna si¢ spotkaé¢ z prawidlowymi stezeniami FSH.
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W obecnych czasach praktyczne zastosowanie kliniczne FSH ogranicza si¢
do wykluczenia hipogonadyzmu hypogonadotropowego, przedwczesnej niewydolno$ci
jajnikéw (POI), menopauzy, ale tez bywa stosowany w biezagcych cyklach celem decyzji
odnosnie wlgczenia stymulacji hormonalnej, zwtaszcza u kobiet z obnizong rezerwg
jajnikowg. W zwigzku z powyzszym, stezenia FSH oznaczane celem oceny rezerwy
jajnikowej u kobiet w okresie prokreacyjnym powinno by¢ uzupeilnione o ocene AFC
| oznaczenie stezenia AMH. Powszechnie uwaza si¢, ze u kobiet planujacych cigze,
stezenie FSH powyzej 15 mIU/ml jest nieprawidlowe 1 moze $§wiadczy¢ o obnizonej
rezerwie jajnikowej. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze juz stezenie FSH powyzej 10
mIU/ml moze sugerowaé ograniczong szans¢ na cigze, a przy stezeniach FSH > 25mIU/ml
szanse na cigze sg bardzo mato prawdopodobne.

Kolejnym parametrem rezerwy jajnikowej jest estradiol. Oznaczenie st¢zenia
estradiolu rozpatrywane Iacznie ze stezeniem FSH stuzy do oceny funkcjonowania osi
podwzgorze-przysadka-jajnik oraz moze by¢ pomocne w rdznicowaniu Wtornej
od pierwotnej niewydolno$¢ jajnikow, fizjologicznie towarzyszacej przekwitaniu.
Znamiennie podwyzszone stezenia estradiolu i niskie stezenia FSH moga by¢ stwierdzane
w przypadku guzéw feminizujgcych jajnika, a fizjologicznie wystepuja w okresie cigzy
(Radwan i Wolczynski, 2011). W praktyce oznaczenia estradiolu sg powszechnie
wykorzystywane celem monitorowania leczenia gonadotropinami w protokotach
stymulacyjnych.

W celu wyeliminowania nieprawidtowosci w oznaczeniach stgzen hormonow,
wszystkie badania hormonalne wykonane byty w jednym laboratorium, dysponujacym tym
samym sprzgtem przez caly czas trwania badania. Natomiast badanie ultrasonograficzne
wykonywane celem oceny ilosci pecherzykow antralnych byto przeprowadzone przez

lekarzy specjalistow ginekologii i poloznictwa, certyfikowanych w zakresie badan
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ultrasonograficznych w ginekologii, przeszkolonych w zakresie oceny AFC zgodnie
z rekomendacjami (Broekmans i wsp., 2010).

Z punktu widzenia praktyki medycznej, ocena rezerwy jajnikowej u Kkobiet,
borykajacych si¢ z nieptodnoscia, jest istotnym czynnikiem ulatwiajgcym podejmowanie
dalszych decyzji diagnostycznych i terapeutycznych. Na podstawie AFC i AMH mozna
oszacowa¢ szanse na uzyskanie cigzy. Wykazanie obecnosci w warstwie korowej jajnikow
antralnych pecherzykow jajnikowych jest podstawowym parametrem pozwalajagcym

ocenié szanse na uzyskanie wtasnego potomstwa (Macura i Sliwa, 2014).

8.2 Ocena narazenia na badane czynniki Srodowiskowe

Badane substancje sg grupa zwigzkéw endokrynnie czynnych klasyfikowanych,
jako nietrwate, glownie ze wzgledu na swojg szybka biodegradacj¢ w srodowisku i szybki
metabolizm w organizmie. Do takich EDCs naleza bisfenol A, parabeny, triklosan
oraz syntetyczne pyretroidy. Badane zwiazki oznaczane byly w moczu metoda
chromatografii gazowej z tandemowag spektrometrig mas. Obecnic jest to jedna
z rekomendowanych i powszechnie stosowanych metod do oceny narazenia na zwigzki
endokrynnie czynne. Ze wzgledu na to, ze sg to zwigzki nietrwate, czesto ich jednokrotne
oznaczanie w moczu moze nie odzwierciedla¢ rzeczywistego narazenia.

Niewatpliwym atutem prezentowanego badania jest ocena narazenia
na analizowane zwiazki dwukrotnie, w odstepie od trzech do szeéciu miesigcy. W badaniu
stezenia parabenéw (MP, EP, PP) i triklosanu korelowaty ze soba w dwoch probkach
moczu. Natomiast w przypadku bisfenolu A, metabolitow syntetycznych pyretroidow
I butyl-parabenu stezenia w I i II probie réznity si¢. Jest to zgodne z wcze$niej
prowadzonymi badaniami, gdzie stg¢zenia parabendéw w powtoérnych probkach moczu,

pobranych od tej samej osoby, byty podobne (Meeker i wsp., 2011), podczas gdy stezenia
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BPA 1 syntetycznych pyretroidow wykazywaty na istotne roéznice pomiedzy kolejnymi
probkami moczu (Meeker i wsp., 2005). Ponadto parabeny i triklosan wystepuja
w produktach kosmetycznych, ktoére uzywamy przez caly czas. Natomiast pyretroidy
wystepuja w preparatach, ktore stosujemy sezonowo (spray na komary, $rodki ochrony
ro$lin). Analizujac narazenie na butyl-paraben, to brak korelacji, moze wynika¢ z faktu, ze
byt on wykryty jednie w 64% badanych prob w badaniu pierwszym i 47% w drugim
badaniu.

Wyniki przeprowadzonego badania wykazaly, ze osoby uczestniczgce w badaniu
byly srodowiskowo eksponowane na badane czynniki srodowiskowe zaburzajace funkcje
endokrynng: parabeny, syntetyczne pyretroidy, bisfenol A 1 triklosan. Najczesciej
wykrywanym zwigzkiem w moczu badanych kobiet byt bisfenol A. Okoto 97% kobiet
mialo wykrywalne stezenie tego zwigzku w moczu. Roéwniez u wigkszosci badanych
kobiet wykryto: metyl-paraben (>LOD okoto 94% prob), etyl-paraben (84%), propyl-
paraben (84%), triklosan (83%), 3-PBA (66%) i butyl-paraben (64%). Pozostate badane
zwigzki wykryto w mniej niz potowie badanych proéb: TDCCA (35%), CDCCA (33%),
DBCA (19%) i izobutyl-paraben (11%).

Srednie geometryczne stgzenie parabenéw w moczu badanych osob w pierwszej
probie wynosity dla butyl-parabenu 4,70£20,22 ng/ml, etyl-parabenu 11,2+112,0 ng/ml,
metyl-parabenu 92,68+224,4 ng/ml, propyl-parabenu 16,20+430,6 ng/ml i dla izobutyl-
parabenu 3,16+6,53 ng/ml. Srednie stezenie triklosanu i bisfenolu A wynosito
odpowiednio: 2, 78+169,50 ng/ml i 1,37+ 4,77 ng/ml.

Stezenie parabenéw etylowego 1 butylowego bylo wyzsze niz w badaniu
przeprowadzonym w populacji generalnej kobiet w Stanach Zjednoczonych - National
Health and Nutrition Examination Survey 2017, gdzie $rednie stezenie butyl-parabenu

I etyl-parabenu wynosito odpowiednio 0,90 ng/ml, 3,84 ng/ml (CDC, 2017). Natomiast
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stezenie metyl-parabenu oraz triklosanu bylo nizsze w moim badaniu niz w badaniu
przeprowadzonym w USA, gdzie $rednie stezenie metyl-parabenu i triklosanu wynosito
odpowiednio 104 ng/ml i 10,6 ng/ml (CDC, 2017). W przypadku ekspozycji na bisfenol A
i paraben propylowy stezenia byly podobne: 1,37 ng/ml w Polsce i 1,39 ng/ml w USA
i 16,20 ng/ml w Polsce i 16,53 ng/ml w USA odpowiednio (CDC, 2017). Paraben
izbutylowy nie byt oznaczany w badaniu National Health and Nutrition Examination
Survey 2017. Z kolei w badaniu przeprowadzonym w Kanadzie wsrod mieszkancow
terenéw miejskich st¢zenie tego zwigzku byto nizsze (mediana 0,22 mg/ml) (Genuis
i wsp., 2013) niz w badaniu w Polsce (mediana 2,47 ng/ml). Roznica w poziomach
narazenia mogta wynika¢ z faktu duzo mniejszej badanej liczby o0s6b w badaniu
kanadyjskim (11 osob).

W przypadku metabolitow syntetycznych pyretroidow mediana, 75 percentyl
i 95 percentyl byto podobne w przypadku 3-PBA w Polsce (0,25 ng/ml, 0,48 ng/ml, 2,28
ng/ml odpowiednio) i w badaniu National Health and Nutrition Examination Survey 2017
(0,25 ng/ml, 0,74 ng/ml, 2,30 ng/ml odpowiednio). Natomiast stezenie CDCCA, TDCCA
1 DBCA byto nieznacznie wyzsze w Polsce (75 percentyl wynosit: 0,28 ng/ml, 0,65 ng/ml,
0,34 ng/ml odpowiednio) niz w USA (75 percentyl wynosit: 0,18 ng/ml, 0,56 ng/ml,
<LOD odpowiednio).

Biomarkery ekspozycji sa obecnie powszechnie wykorzystywane w epidemiologii
srodowiskowej w celu szacowania indywidualnego narazenia ze wzgledu na fakt, ze moga
uwzglednia¢ wszystkie zrodta i drogi narazenia. Badanie metabolitdw zwigzkow
srodowiskowych w moczu jest korzystne, ze wzgledu na latwo$¢ pobierania materiatu
biologicznego, duze objetosci probek i stosunkowo niskie limity stezen analizowanych
substancji. Ograniczeniem jest niewatpliwie fakt, ze zwigzki te naleza do grupy

nietrwatych substancji organicznych, ktore s3a szybko metabolizowane 1 wydalane

85



z organizmu. Zatem czgsto jedna probka moczu nie odpowie na pytanie dotyczace
narazenia na zwigzki 0 dluzszym okresie ekspozycji. Dlatego tez w celu przezwyciezenia
tego ograniczenia, probki moczu byly pobierane dwukrotnie, aby oszacowal narazenie
wynikajace ze stylu zycia. Wiekszo$¢ badanych zwigzkéw znajduje si¢ w produktach
codziennego uzytku takich jak produkty do higieny osobistej, produkty spozywcze, leki,
detergenty i $rodki ochrony osobistej, ktore sa stosowane powszechnie i codziennie.
Nie zmieniamy cz¢sto naszych przyzwyczajen, a co za tym idzie, dwie proby moczu
sg wystarczajgce, aby oceni¢ ekspozycj¢ ciggla przy narazeniu na niskie stezenia tych

zwiazkow.

8.3 Wyniki przeprowadzonych analiz
Ekspozycja na bisfenol A, a rezerwa jajnikowa

Narazenie na bisfenol A wptywato negatywnie na liczbe pecherzykdéw antralnych
(p=0,03) oraz zmniejszato st¢zenic hormonu AMH (p=0,02).

W badaniu przeprowadzonym w Stanach Zjednoczonych, wsrdd kobiet leczacych
si¢ z powodu nieptodnosci, stwierdzono istotnie statystyczng zalezno$¢ pomiedzy liczbg
pecherzykow antralnych (AFC), a narazeniem na dziatanie BPA (dla ekspozycji na BPA
w pierwszym, drugim i trzecim kwartylu; p dla trendu<0,001) (Souter i wsp., 2013).
Nie zaobserwowano zwiazku pomiedzy narazeniem na BPA a stezeniem FSH (Souter
1 wsp., 2013). Wyniki te sa zgodne z obserwacjami uzyskanymi w prezentowanym
badaniu, gdzie ekspozycja na BPA (w czwartym kwartylu narazenia) wplywala
na obnizenie liczby pgcherzykow antralnych i nie wplywata na stgzenie FSH i estradiolu.
Autorzy sugeruja, zatem, ze AFC wydaje si¢ by¢ najbardziej czulym wskaznikiem rezerwy
jajnikowej (Souter i wsp, 2013). Z kolei, w badaniu przeprowadzonym w Chinach,

narazenie na BPA wptywalo negatywnie na st¢zenie hormonu AMH 1 FSH wsrod kobiet z
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Klinik leczenia nieptodnosci (Zhou i wsp., 2017). Jednak zalezno$ci te nie byly istotne
statystycznie. Analizujagc wyniki badania uzyskane w Chinach, dotyczace wplywu
narazenia na BPA na stezenia AMH, to wyniki w przedstawionym badaniu sg zbiezne i
wykazujg negatywny wptyw narazenia na BPA na st¢zenie AMH, natomiast w przypadku
FSH sa rozbiezne. Jednak wyniki badania przeprowadzonego w Chinach nie byly istotne
statystycznie. Dodatkowo badanie przeprowadzono na mniejszej grupie kobiet (n=268),
u ktorych przyczyng nieptodnosci byt zespot policystycznych jajnikow. Natomiast
w prezentowanym badaniu kobiety z zespotem policystycznych jajnikow byty wykluczone
z badania.

Nie wykazano wptywu BPA na st¢zenie estradiolu. W badaniu Mok-Lin i wsp.
(2010), przeprowadzonym na grupie 84 kobiet zaobserwowano, ze stezenie BPA w moczu
wigzalo si¢ ze zmniejszonym stezeniem estradiolu (Mok-Lin i wsp., 2010).

Rozbieznos¢ w wynikach prezentowanych badan moze zaleze¢ od doboru populacji
badanej, a takze moze by¢ skutkiem nieuwzglednienia lub uwzglednienia roéznych

czynnikoéw zaktocajgcych.

Ekspozycja na triklosan, a rezerwa jajnikowa

W przedstawionym badaniu nie wykazano istotnie statystycznej zaleznosci
pomigdzy narazeniem na triklosan a badanymi parametrami rezerwy jajnikowej, liczba
pecherzykow antralnych, stgzeniami hormonow: AMH, FSH i estradiolu. Jedyne,
jak do tej pory, badanie oceniajace wptyw narazenia na triklosan na parametry rezerwy
jajnikowej, przeprowadzono w Stanach Zjednoczonych wsrdd kobiet uczgszczajacych
do kliniki leczenia nieptodnosci. W badaniu tym wykazano, ze ekspozycja na triklosan
wplywa negatywnie na liczb¢ pecherzykoéw antralnych (Minguez-Alarcon i wsp., 2017).

Jednak mniejsza, niz w prezentowanym badaniu grupa kobiet (n=109) oraz inna metoda
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oznaczania triklosanu w moczu (chromatografia cieczowa z tandemowa spektrometrig

mas) moze wplywac na inne rezultaty przedstawionych badan.

Ekspozycja na parabeny, a rezerwa jajnikowa

Przy kontroli potencjalnych czynnikdw zaktocajgcych, narazenie na propyl-paraben
zmniejszato liczbe pecherzykow antralnych (p=0, 04), zwigkszato stezenie FSH (p=0,028)
I wptywalo na obnizenie st¢zenia estradiolu (p=0,04). Nie wykazano zwigzku miedzy
narazeniem na inne badane parabeny (metylowy, etylowy, butylowy 1 izbutylowy), a liczba
pecherzykow antralnych i stgzeniem badanych hormonéw.

W badaniu, przeprowadzonym w Stanach Zjednoczonych wsérdéd kobiet
uczeszczajagcych do  klinik leczenia nieptodnosci, oceniajgcym wplyw narazenia
na parabeny na rezerw¢ jajnikows, zaobserwowano rowniez zmniejszenie liczby
pecherzykow antralnych (AFC) w przypadku ekspozycji na propyl-paraben (dla ekspozycji
w drugim i trzecim kwatylu) (Smith i wsp., 2013). Wyniki te sg zgodne z obserwacjami
uzyskanymi w prezentowanym badaniu, gdzie narazenie na propyl-paraben (dla ekspozycji
w trzecim kwatylu) wptywalo na zmniejszenie liczby pecherzykow antralnych. Smith
i wsp. (2013) wykazali réwniez wzrost st¢zenia FSH w 3-cim dniu cyklu wraz
ze wzrostem stezenia propyl-parabenu (PP) w moczu dla ekspozycji w trzecim kwartylu
(Smith i wsp., 2013). Ekspozycja na PP w trzecim kwartylu wptywata pozytywnie na FSH.
Natomiast, nie wykazano zalezno$ci pomiedzy stezeniami metyl-parabenu (MP) i butyl-
parabenu (BP) w moczu a st¢zeniem FSH oznaczanego w 3-cim dniu cyklu i liczbg
pecherzykow antralnych (Smith i wsp., 2013). Stezenie MP, PP i BP nie wplywato rowniez
na objeto$¢ jajnikow (Smith i wsp., 2013). Moze to wynika¢ z faktu, ze aktywno$¢

biologiczna i1 mechanizm dziatania parabendéw rdznig si¢ pomigdzy soba. Roéwniez
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w prezentowanym badaniu zaobserwowano wzrost stezenia FSH przy narazeniu na propyl-
paraben w drugim i trzecim kwartylu.

W moim badaniu propyl-parben wptywat rowniez na obnizenie st¢zenia estradiolu.
Do tej pory nie opublikowano badan oceniajagcych zwigzek pomiedzy narazeniem
na parabeny a stezeniem estradiolu. Jednak ze wzgledu na to, ze sg to zwigzki z grupy
substancji zaburzajacych funkcje endokrynng, tego typu zalezno$¢ jest mozliwa,
ale wymaga potwierdzenia w dalszych badaniach.

Zwigzek PP z obnizeniem rezerwy jajnikowej jest zgodny z danymi dotyczgcymi
zwierzat, gdzie wykazano jego aktywno$¢ estrogenng parabenow. Wptyw na potencjat
reprodukcyjny w przypadku PP jest wigkszy w porownaniu z MP (Routledge i wsp. 1998;
Vo i wsp., 2010). Chociaz dane dotyczace zwierzat dowodza, ze BP wywiera silniejsze
dziatanie estrogenne niz PP lub MP, to w prezentowanym badaniu BP byl rzadziej
wykrywany, a kiedy zostal wykryty, stezenie jego w moczu bylo znamiennie nizsze
niz stezenia PP czy MP. Fakt ten moze stanowi¢ wyjasnienie braku zaleznosci pomiedzy
narazeniem na BP a markerami rezerwy jajnikowej. Mozliwe jest rowniez, ze aktywno$¢

biologiczna i mechanizm dziatania poszczegdlnych parabendw roznig si¢ pomigdzy soba.

Ekspozycja na syntetyczne pyretroidy, a rezerwa jajnikowa

Rowniez w przypadku narazenia na syntetyczne pyretroidy nie wykazano
ich wptywu na badane parametry rezerwy jajnikowej. Opublikowane badania oceniajace
wplywu ekspozycji na syntetyczne pyretroidy, odnosza si¢ glownie do wpltywu
na ptodnos¢ mezezyzn.

Badania przeprowadzone wsrod kobiet dotycza gtownie wynikow potozniczych
(pordd przedwcezesny, mata masa urodzeniowa (Zhang i wsp., 2013; Mytton i wsp., 2007)

I rozwoju neurobehawioralnego dzieci (Shelton i wsp., 2014; Xue i wsp., 2013).
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Liczne badania na zwierzg¢tach sugerujg rowniez, ze ekspozycja na pyretroidy
wplywa na zaburzenia czynnosci funkcji jajnikow, ktéra powoduje objawy podobne
do przedwczesnej niewydolnosci jajnika (POI) u kobiet (Molavi i wsp., 2014). Natomiast
sg tylko dwa badania epidemiologiczne dotyczace narazenia na syntetyczne pyretroidy 1 jej
wplywu na potencjal rozrodczy kobiet. Withworth i wsp., 2015 zaobserwowali,
ze ekspozycja na te zwigzki obnizata stezenie AMH (Withworth i wsp., 2015), a w badaniu
przeprowadzonym w Chinach, wraz ze wzrostem stezenia jednego z metabolitow
syntetycznych pyretroidow 3-PBA wzrastato ryzyko przedwczesnej niewydolno$ci
jajnikow (Li i wsp., 2018).

Z uwagi jednak na alarmujgce wyniki badan na zwierzetach, wykazujace
negatywny wptyw ekspozycji na pyretroidy na ptodno$¢ u samic (Marettova i wsp., 2017)
i nieliczne badania epidemiologiczne, konieczne wydaje si¢ kontynuowanie badan w tym

Kierunku w réznych populacjach kobiet.

8.4 Ograniczenia zastosowanych metod badawczych
Ograniczenia metody oceny rezerwy jajnikowej

Oznaczenie AFC i AMH, cho¢ sg bezspornie najbardziej czulymi markery rezerwy
jajnikowej podlegaja ograniczeniom. Powtarzalnos¢ badan AFC niewatpliwie jest zalezne
od doswiadczenia osoby wykonujacej badanie 1 przestrzegania zasad pomiaru
oraz rozdzielczo$ci aparatow USG. Nalezy jednak pamigta¢, ze AFC tez podlega
fluktuacjom, a stezenie AMH réwniez moze podlega¢ wahaniom korelujacymi z AFC
(Depmann i wsp., 2006). Mimo, ze AMH jest uwazany za hormon stabilny, wykazujacy
niska zmienno$¢ W kolejnych cyklach, gdyz jest markerem niecyklicznej aktywnoS$ci
jajnikow, to wedlug badan oceniajacych fluktuacjc AMH u kobiet w okresie

prokreacyjnym, obserwowano nizsze stezenia AMH podczas bardzo wczesnej fazy
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lutealnej, bezposrednio po owulacji u mtodych kobiet z relatywnie wysokimi stezeniami
AMH, czyli z tzw. ,,mtodymi jajnikami” (Ledger, 2010).

Oznaczenia stezenia FSH, pomimo, ze wykonywane wytacznie w bardzo wczesne;j
fazie folikularnej (pomig¢dzy 2-4 dniem cyklu) obarczone sg duzymi wahaniami pomigdzy
cyklami. Jest to spowodowane pulsacyjnym charakterem wyrzutow FSH. Jego poziom
jest zalezny od funkcji podwzgorza, ktore z kolei podlega ztozonym regulacjom
modulujagcym wydzielanie GnRH zaleznych nie tylko od estrogenéw w ukladzie sprzgzen
zwrotnych ujemnych, ale tez od poziomu leptyny, kisspeptyny, TSH, PRL, kortyzolu
i opioidow.

Wiarygodna ocena markerow rezerwy jajnikowej jest niezwykle istotna
W SzacOwaniu szans na cigze, poréd i powinna stuzy¢ podeciu decyzji klinicznych

dotyczacych leczenia nieptodnosci 1 prowadzenia cigz.

Inne ograniczenia i ich kontrola w badaniu

Przedstawione badanie ma pewne ograniczenia. Po pierwsze, ekspozycja
na nietrwale zwiazki $rodowiskowe jest trudna ze wzgledu na szybki metabolizm
badanych zwigzkow. Problem ten zostal wyeliminowany, gdyz pobrane byly dwie probki
moczu od jednej osoby w odstepie trzech do szesciu miesiecy.

Kolejne ograniczenie wynika z braku danych z okresu prenatalnego (migdzy
innymi narazenia na EDCs i ekspozycji na inne niekorzystne czynniki) oraz z faktu,
ze oogeneza jest ztozonym procesem, ktorego poczatki si¢gaja zycia ptodowego. Ponadto
krytyczne okresy dla ekspozycji mogg by¢ wielokrotne, co sprawia, ze ocena zmian ilo$ci
1 jakosci oocytow wynikajacych z takich ekspozycji stanowi powazne wyzwanie

epidemiologiczne.
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W okresie prokreacyjnym, w celu stworzenia $rodowiska endokrynnego
sprzyjajacego przezyciu 1 wzrostowi oocytu wymagana jest zlozona dwukierunkowa
sygnalizacja miedzy réznymi miejscami strategicznymi (obejmujgcymi jajnik, przysadke
I podwzgoérze) oraz migdzy komorka jajows i jej podtrzymujacg linig komoérek ziarnistych.
Przewlekta ekspozycja na powszechnie wystepujace czynniki $rodowiskowe w niskich
lub wysokich dawkach moze zaktoca¢ dowolne z tych istotnych interakcji i moze zmieniac
sygnalizacj¢ pomiedzy oocytami a komérkami ziarnistymi, ostatecznie popychajgc oocyt
na szlak apoptozy.

Kolejnym ograniczeniem jest niewatpliwie ocena rezerwy jajnikowej wsrod kobiet
z kliniki leczenia nieptodno$ci. Mimo, ze osoby kwalifikowane do badania nie byly
obarczone czynnikami wplywajagcymi na obnizenie rezerwy jajnikowej, wynikow
nie mozna uogdlni¢ na kobiety z populacji generalnej. Dodatkowo, trudno by byto znalez¢
grupe kobiet z populacji 0golnej, ktore miatby oznaczong rezerwe jajnikows, gdyz nie jest
to badanie przesiewowe zalecane w tej grupie kobiet.

Przeprowadzone badanie epidemiologiczne jest pierwszg w Polsce analizg
oceniajagcg wplyw narazenia na zwigzki endokrynnie czynne (bisfenol A, triklosan,
parabeny, syntetyczne pyretroidy) na rezerwe jajnikowa, bedaca swoistego rodzaju
»wskaznikiem wieku ptodnego” u kobiet. Przewagg badania, nad dotychczas
opublikowanymi pracami, jest proponowana, po raz pierwszy, ocena narazenia na wiele
czynnikow  $rodowiskowych, zrekrutowanie znaczaco wigkszej grupy badane;j,
uwzglednienie czynnikéw zakldcajacych oraz dwukrotny pomiar ekspozycji pomiar
ekspozycji w odstepie czasowym (co w przypadku zwigzkow, ktore majg krotki okres
polowicznego rozktadu ma ogromne znaczenie).

Badanie przeprowadzono w jednym osrodku, z réznorodng populacja pacjentow,

a wszystkie prébki moczu zebrano i przetworzono w oparciu 0 jeden protokot przed

92



okresleniem parametréw rezerwy jajnikowej. Badanie dotyczyto wzglednie duzej populacji
kobiet. Wszystkie oznaczenia czynnikéw S$rodowiskowych i pomiary stezen badanych
hormonéw byty wykonywane przez to samo laboratorium, przy uzyciu tej samej metodyki.
Badanie ilo$ci pgcherzykow antralnych bylo przeprowadzone zgodnie z rekomendacjami
(Broekmans wsp., 2010). W celu zminimalizowania zmienno$ci "miedzy operatorami”,
badania byly przeprowadzone wytacznie przez lekarzy pracujgcych w tym samym
o$rodku, certyfikowanych w zakresie badan USG w ginekologii i przeszkolonych
w zakresie oceny AFC zgodnie z tymi samymi wytycznymi.

Do tej pory w literaturze $wiatowej ukazaly si¢ pojedyncze badania dotyczace
wybranych czynnikow $rodowiskowych i ich wpltywu na rezerwe jajnikowa kobiet (Souter
i wsp., 2013; Zhou i wsp., 2017; Mok-Lin i wsp., 2010; Ehrich i wsp., 2012a, 2012b;
Bloom i wsp., 2011; Minguez-Alarcon i wsp., 2017; Smith i wsp., 2013). Zatem,
prezentowane badanie bedzie stanowito istotny wkiad w stan wiedzy dotyczacej wptywu
powszechnie wystepujacych czynnikdéw srodowiskowych na rezerwe jajnikowa kobiet.

Obecnie wiele kobiet odracza lub $wiadomie podejmuje pozne decyzje
0 prokreacji, wiele kobiet zmaga si¢ z przedwczesnym obnizaniem si¢ rezerwy
jajnikowej i z problemem nieptodnosci, dlatego tak wazna jest tematyka prezentowanego

badania.

Czynniki zaktocajgce

W badaniu uwzgledniono nast¢pujace czynniki zaktocajace mogace mie¢ wpltyw
na rezerwe jajnikowa: wiek, palenie tytoniu, BMIL

W informacjach pozyskanych droga wywiadu kwestionariuszowego istnieje
mozliwo$¢ wystgpienia ,,btedu pamieci” (Recall Bias). Mimo, ze kobiety z nieptodnoscia

wydaja si¢ bardziej wiarygodnie podawa¢ zdarzenia z przeszto$ci, mogace miec
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ich zdaniem zwigzek z ptodnoscig, to wigkszos¢ pytan zawartych w kwestionariuszach
i ankietach nie kojarzy si¢ bezposrednio z nieptodnoscig. Majac to na uwadze, nalezy

si¢ spodziewac istotnego wplywu ,,btedu pamieci” na wynik badania.

94



9. WNIOSKI

1. Wyniki przeprowadzonego badania wykazaly, ze osoby uczestniczgce w badaniu
byly srodowiskowo eksponowane na badane czynniki srodowiskowe zaburzajace funkcje
endokrynng: parabeny, syntetyczne pyretroidy, bisfenol A i triklosan, na co wskazuja
pomiary narazenia za pomocg metod monitoringu biologicznego.

2. Narazenie na parabeny i bisfenol A wplywato negatywnie na parametry rezerwy
jajnikowej. Narazenie na propyl-paraben i bisfenol A zmniejszato liczb¢ pecherzykow
antralnych. Ekspozycja na bisfenol A wptywata negatywnie na stezenie AMH, ekspozycja
na propyl-paraben zwigkszata st¢zenie FSH i obnizata st¢zenia estradiolu.

3. Nie wykazano zwigzku mi¢dzy narazeniem na inne parabeny (metylowy, etylowy,
butylowy i izobutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy, a liczbg pecherzykoéw
antralnych i stezeniem badanych hormonow.

4, Kobiety w wieku rozrodczym powinny by¢ wszechstronnie informowane
za pomoca przekazow medialnych o wplywie powszechnie wystepujacych czynnikow
srodowiskowych zaburzajacych funkcje endokrynng zwlaszcza bisfenolu A i propyl-
parabenu na rezerwe jajnikowa.

5. Kobiety planujgce cigze¢ oraz cigzarne powinny otrzymaé¢ informacje
od prowadzacych ich lekarzy o zasadnosci ograniczenia kontaktu z tymi substancjami oraz

wykaz produktow, w jakich mogg si¢ one zawierac.
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11. Streszczenie

Wplyw narazenia na powszechnie wystepujace zwiazki Srodowiskowe

zaburzajace funkcj¢ endokrynna na rezerwe jajnikowa.

Wstep

Na poczatku XXI wieku nieplodno§¢ w krajach rozwinigtych dotyczyta 15% par
(Fritz i Speroff, 2011), podczas gdy w latach 60 XX wicku byto to 7-8% par. Swiatowa
Organizacja Zdrowia okresla nieptodno$é¢ jako chorobe spoteczng. Powszechnie przyjgto
definicj¢ nieptodnosci jako brak cigzy pomimo regularnych stosunkow piciowych
(minimum 3 w tygodniu), utrzymywanych powyzej 12 miesiecy bez stosowania
jakichkolwiek metod antykoncepcyjnych. Na ten stan rzeczy ma wptyw wiele czynnikéw
takich jak coraz pozniejszy wiek kobiet, w ktdrym podejmuja decyzje o prokreacii,
wplyw czynnikéw stylu zycia jak i coraz powszechniej postulowany wptyw czynnikow
srodowiskowych, zwlaszcza zwigzkéw chemicznych zaburzajacych funkcje endokrynna.
Dramatyczny wzrost liczby matzenstw leczacych si¢ z powodu nieplodnosci spowodowat,
ze zdrowie reprodukcyjne zwlaszcza wpltyw na nie czynnikéw Srodowiskowych stat sie
wazng kwestig zdrowia publicznego. Liczne badania wskazuja, ze narazenie na szeroko
rozpowszechnione w $rodowisku substancje, zwane egzogennymi zwigzkami
endokrynnymi inaczej substancjami zaburzajgcych funkcjonowanie uktadu hormonalnego,
okreslanych po angielsku, jako ,,Endocrine Disruptors” lub ,,Endocrine Disrupting
Chemicals” (EDCs) negatywnie wptywa na zdrowie reprodukcyjne zwierzat i ludzi oraz
jest powigzane z niektérymi chorobami, w tym réwniez z nieptodnoscig (Colborn i wsp.,

1993).
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Wzrost $wiatowe] aktywnosci przemystowej doprowadzit do zwigkszenia
ekspozycji ludzi na szerokg gamg nowoczesnych substancji chemicznych, takich jak
ftalany, parabeny, bisfenol A, triklosan i1 wiele innych. Zwigzki te wobec masowej
produkcji uzytkowej znalazty si¢ powszechnie w srodowisku. Narazenie nastepuje poprzez
kontakt z tymi zwigzkami w pozywieniu, wodzie, powietrzu, poprzez kontakt z plastikami
czy kosmetykami. Zwigzki te wystepuja w produktach codziennego uzytku takich jak:
plastikowe butelki, puszki z zywnos$cia, detergenty, kosmetyki, zabawki, czy pestycydy.
Sa to zwiazki, ktore wykazuja zdolnos¢ interakcji z uktadem hormonalnym zaktocajac jego
prawidtowe dzialanie, prowadzac do zaburzenia syntezy, funkcji, przechowywania i / lub
metabolizmu hormonow 1 mogg mie¢ niekorzystny wptyw na ptodnos¢ kobiet i mezczyzn
(Colborn i wsp., 1993) oraz odgrywaé role w patogenezie nieptodnosci (Crain i wsp.,
2008).

Mechanizm potencjalnego wpltywu czynnikow $rodowiskowych z  grupy
zaburzajacych funkcj¢ endokrynng (EDCs) na ptodnos¢ kobiet wigze si¢ z ich
podobienstwem do naturalnych ligandéw majacych zdolno$¢ do wigzania receptorow:
weglowodorow arylowych (AHR) i receptorow estrogenowych (ER), ktore biorg udziat
w modulacji rezerwy jajnikowej. Zwigzki te majg wptyw zardbwno na poczatkowsg rezerwe
jajnikowg ustalang w czasie zycia ptodowego, jak 1 modulujg rezerweg jajnikowa

w dorostym zyciu (Richardson i wsp., 2014).

Cel

Celem badania byla ocena wptywu ekspozycji srodowiskowej na powszechnie
wystepujace zwigzki chemiczne zaburzajace funkcj¢ endokrynna (ang. Endocrine
Disrupting Chemicals) (parabeny, bisfenol A, triklosan, syntetyczne pyretroidy) na rezerwe

jajnikowa.
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Cele szczegdtowe dotyczyty:

1). Oceny rezerwy jajnikowej kobiet poprzez badanie:

a) liczby pecherzykow astralnych (AFC) (z ang. Antral Follicle Count)

b) st¢zenia AMH (z ang. Anti-Mdllerian Hormone)

c) stezenia hormondéw: FSH (z ang. Follicle-Stimulating Hormone) i

estradiolu mierzone pomiedzy 2-4 dniami cyklu

2). Oceny narazenia na nietrwate czynniki srodowiskowe- ocena st¢zenia w moczu

(dwukrotne oznaczenie)

a).

b).

C).
d).

parabenow - (metylowego, etylowego, propylowego, butylowego,
izobutylowego);

pyretroiddbw - wybranych metabolitow pyretroidow (cis-DCCA
(kwas cis-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-
karboksylowego) (CDCCA), trans-DCCA (kwas trans-(2,2-
dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowego)
(TDCCA), cis-DBCA  (kwas  cis-(2,2-dibromowinylo)-2,2-
dimetylocyklopropano-1-karboksylowego), 3-PBA  (kwas  3-
fenoksybenzoesowego));

bisfenolu A,

triklosanu.

3). Oceny czynnikdw zwigzanych ze stylem zycia (palenie, spozywanie

alkoholu, otylo$¢, aktywno$¢ fizyczna, dieta, stres) i narazen w pracy zawodowej,

ktore zostang uwzglednione w analizie, jako potencjalne czynniki zaktocajace.
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Metodyka
Badana populacja

Aby zrealizowaé przyjete cele badawcze badaniem objeto 511 kobiet w wieku
od 24-39 lat. Badaniem =zostaly objete kobiety zglaszajace si¢ do kliniki leczenia
nieptodnosci w celu diagnostyki i leczenia nieptodnos$ci partnerskiej, czyli braku cigzy
pomimo regularnych stosunkow plciowych (minimum 3 w tygodniu), utrzymywanych
powyzej 12 miesigcy bez stosowania jakichkolwiek metod antykoncepcyjnych) w okresie
od grudnia 2014 do czerwca 2016 roku. Do badania kwalifikowano wylacznie kobiety
regularnie miesigczkujace, u ktorych potwierdzono cykle owulacyjne, nieposiadajace
wspotistniejacych chordb przewleklych o znaczeniu klinicznym mogace obnizaé rezerwe
jajnikowg (np. niewydolnos$¢ kory nadnerczy, nieprawidtowy kariotyp, zesp6t tamliwego
chromosomu X). Kryterium wykluczajace stanowily: trzy poronienia w wywiadzie,
powyzej trzech przeprowadzonych procedur zaplodnienia pozaustrojowego, samoistna
przedwczesna niewydolno$¢ jajnikdéw, przebyte leczenie chirurgiczne w obrgbie jajnikow,
chemioterapii lub radioterapii miednicy mniejszej (czyli stany mogace prowadzié
do jatrogennego obnizenia rezerwy jajnikowej), obecno$¢ torbieli w jajnikach, w tym
endometrianych (w wytaczeniem torbieli funkcjonalnych) oraz stany przebiegajace
z brakiem cykli owulacyjnych takie jak zespot policystycznych jajnikow, przedwczesna
niewydolnos¢ jajnikdw, hipogonazyzm hipogonadotropowy, hiperprolactynemia. Kobiety,
ktore zgodzily si¢ na udziat w badaniu, po zapoznaniu si¢ z protokolem badania
I podpisaniu zgody na udzial w badaniu, zostaly poproszone o wypelienie
kwestionariusza.

Informacje uzyskane na podstawie wywiadu zostalty uwzglednione w analizie, jako

potencjalne czynniki zaktocajace.
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Na badanie uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej dziatajacej przy Instytucie

Medycyny Pracy w Lodzi- Uchwata nr 23/2014 z dnia 04.11.2014.

Dane uzyskane na podstawie kwestionariusza

Wywiad obejmowatl dane dotyczace cech spoteczno-demograficznych, stylu zycia:
palenia, spozywania alkoholu, diety (na podstawie kwestionariusza na temat czgstosci
spozywania wybranych produktow - Food Frequency Questionaire), aktywnosci fizycznej
(na podstawie kwestionariusza Seven Day Physical Activity Recall dotyczacego
aktywnosci fizycznej w ostatnich 7 dniach pozwalajacego wyliczy¢ wydatek energetyczny
(Metabolic Equivalent Task - MET)), stresu (kwestionariusz Cohena - stres zyciowy,
kwestionariusz do Subiektywnej Oceny Pracy - stres zawodowy)), chorob wystepujacych
w przeszioSci i innych narazen wystepujacych w $rodowisku zamieszkania lub pracy
(kwestionariusz narazen i pracy zawodowej przygotowany w Instytucie Medycyny Pracy
w Lodzi).

Na podstawie pomiardw antropometrycznych zostat obliczony wskaznik masy ciata
BMI (ang. Body Mass Index) oraz stosunek obwodu talii do obwodu bioder WHR

(z ang. Waist to Hip Ratio).

Pomiary antropometryczne

W celu oceny wystgpowania otytosci u badanych kobiet wykonane zostaty
nastepujace pomiary: 1) waga ciala z doktadnoscig do 0,1 kg — przy wykorzystaniu
elektronicznej wagi osobowej SECA (model 8801321009, SECA UK Ltd; Birmingham,
UK); 2) wzrost, z doktadnoscig do 1 mm — przy wykorzystaniu stadiometru (Leicester
Height Measure, SECA UK Ltd), 3) obwod pasa i bioder, z doktadnosciag do 1 mm — przy

wykorzystaniu taSmy miernicze;j.
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Od badanych os6b zostat pobrany materiat biologiczny: krew i mocz. Mocz zostat
pobrany dwukrotnie (w odst¢gpnie 3 do 6 miesiecy) w celu weryfikacji narazenia na

nietrwate zwigzki srodowiskowe.

Ocena rezerwy jajnikowej
Rezerwa jajnikowa zostata oceniona za pomocg badania:
1). liczby pecherzykow antralnych (AFC) (z ang. Antral Follicle Count),
2). stezenia hormonow:
a). AMH (z ang. Anti-Mullerian Hormone);
b). FSH (z ang. Follicle-Stimulating Hormone) (oznaczony pomig¢dzy
2 a 4 dniem cyklu);

C). Estradiol (oznaczony pomig¢dzy 2 a 4 dniem cyklu).

Badanie ilosci pecherzykow antralnych bylo przeprowadzone zgodnie
z rekomendacjami (Broekmans i wsp., 2010). Badania byly przeprowadzone wyltgcznie
przez certyfikowanych lekarzy w zakresie badan USG w ginekologii, przeszkolonych
w zakresie oceny AFC. Wszystkie badania byly przeprowadzone na poczatku fazy
folikularnej, pomiedzy 2-4 dniem cyklu. Wykonywanie oceny liczby pecherzykow
antralnych we wczesnej fazie folikularnej jest rekomendowane celem zmniejszenia
fluktuacji AFC w cyklu wynikajacej z obecnosci torbieli czy tez ciatka zottego. Do oceny
uwzgledniane byly pecherzyki o wymiarach od 2 do 10 mm.

Koncentracja AMH w  surowicy krwi  byla  oznaczana  metoda
mikroimmunoenzymatyczng (ELISA) z wykorzystaniem komercyjnych zestawow wg.
instrukcji producenta (The AMH Gen Il ELISA kit i The Inhibin B Gen Il ELISA Kkit;

Beckman Coulter, Inc., USA).
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Stezenie FSH, estardiolu w surowicy krwi byly oznaczone metoda
chemiluminescencyjng z wykorzystaniem komercyjnych zestawow dla systemu VITROS
Eci wg. instrukcji producenta (Ortho-Clinical Diagnostics Johnson & Johnson, UK).

Ocena rezerwy jajnikowej oraz st¢zenia hormonoéw u kobiet, czyli cze$¢ kliniczna
badan oraz ocena stanu klinicznego zrekrutowanych pacjentek zostala przeprowadzona

w klinice leczenia nieptodnosci.

Ocena ekspozycji na czynniki srodowiskowe

W probkach moczu dwukrotnie oznaczane byty nietrwale zanieczyszczenia

organiczne takie jak:

1). metabolity syntetycznych pyretroidow (cis-DCCA (kwas cis-(2,2-
dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowego) (CDCCA),
trans-DCCA (kwasu trans-(2,2-dichlorowinylo)-2,2-dimetylocyklopropano-
1-karboksylowego) (TDCCA), cis-DBCA (kwas cis-(2,2-dibromowinylo)-
2,2-dimetylocyklopropano-1-karboksylowego) (DBCA), 3-PBA (kwas 3-
fenoksybenzoesowego));

2). calkowite st¢zenie parabendéw (suma st¢zen wolnych metabolitdw oraz
potaczen z kwasem glukuronowym parabendéw: metylowego (MP),
etylowego (EP), propylowego (PP), butylowego (BP) i izobutylowego
(iBuP);

3). bisfenolu A (BPA);

4). triklosan (TCL).

Izolacja analitow z matrycy przeprowadzona zostala z zastosowaniem

potautomatycznej mikroekstrakcji do fazy statej (Micro-Extraction by Packed Syringe -
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MEPS), ekstrakty zostaly poddane derywatyzacji i analizie z uzyciem chromatografii
gazowej z tandemowa spektrometrig mas (GC-MS/MS).

Metody analityczne zostaly poddane wewngetrznej kontroli, jakosci (zastosowanie
materialow odniesienia) oraz kontroli zewnatrz laboratoryjnej poprzez udzial
w migdzynarodowych programach kontroli jakosci (G-EQUAS -The German External
Quality Assessment Scheme For Analyses in Biological Materials).

Czynniki §rodowiskowe zostaty oznaczone w Katedrze Toksykologii, Uniwersytetu

Medycznego w Gdansku.

Czynniki zaktocajgce i analiza statystyczna

W analizach wplywu badanych czynnikow srodowiskowych na parametry rezerwy
jajnikowej kobiet zgodnie z przyjetymi celami badawczymi uwzgledniono szereg
czynnikoéw zakidcajacych. Czynniki te zostaly wytonione na podstawie piSmiennictwa oraz
analiz na podstawiec badania. Analiza statystyczna zostata wykonana przy uzyciu pakietu
statystycznego R. Pierwszym etapem analizy byla identyfikacja czynnikow zaktocajacych.
Kolejny etap obejmowal regresj¢ liniowg lub logistyczng. Ostateczny model
wieloczynnikowy uwzglednial czynniki zakltocajace oraz wszystkie istotne czynniki
w modelu jednoczynnikowym na poziomie istotnosci 0,1. Narazenie przedstawione
zostato, jako zmienna ciagta jak rowniez w odpowiednich podgrupach, charakteryzujacych

kwartyle narazenia.

Wyniki:
Badana populacja
Badaniem objeto 511 pacjentek kliniki leczenia nieptodnosci, ktore wyrazity zgode

na udziat w badaniu. Wigkszos¢ z badanych kobiet mialo wyksztatcenie wyzsze (75%)
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i $rednie (21%). Osoby z wyksztalceniem zawodowym stanowity okoto 4% badanych.
Srednia wieku badanych o0soéb wynosita 33 lata. 93% badanych kobiet stanowity mezatki.
Aktywnych zawodowo bylo 92% badanych kobiet bez pracy pozostawato tylko 8% o0sob.
Analizujagc okres nieptodnosci badanych par zgtaszajacych si¢ do kliniki, stwierdzono, ze
czas trwania nieptodnosci w wigkszosci przypadkow wynosit 3-5 lat (29,55%) i >5 lat
(35,23%). Przebyte w przesztosci choroby dotyczyly niewielkiej liczby badanych kobiet
1 nie mialy zwigzku z nieptodnos$cig partnerska. Tylko 15% badanych deklarowato jedna
z chorob wymienionych w kwestionariuszu (cukrzyca, nadci$nienie, wady serca,
padaczka). Wigkszos¢ z badanych kobiet mialo prawidlowa wage ciata (59%; BMI 18,5-
24,9 kg/m?) i nie palilo papierosow (92,17%). Badane kobiet byly aktywne fizycznie.
Uprawianie jakiejkolwiek formy aktywnosci fizycznej deklarowato 68% badanych. 81%
badanych kobiet spozywato kawe, najczesciej codziennie (70,67%). 30% badanych miato
nadwage (BMI 25-29,9 kg/m?). Suma punktéw z Kwestionariusza do Subiektywnej Oceny
Pracy wynosita $rednio 94,4+25,0 co odpowiada $redniemu poziomowi stresu
zawodowego (Dudek i wsp., 2004). Natomiast suma punktéw z Kwestionariusza Cohena

wynosita 22,1+5,8 1 byt to sredni poziom stresu wynikajacego z codziennego zycia.

Ocena rezerwy jajnikowej

Liczba pecherzykéw antralnych u badanych kobiet wynosita 12,73+8,94 i1 byta
w granicach normy, gdyz <4 pecherzykow jest zwigzane ze znacznym zmniejszeniem
szansy na cigz¢ oraz z tym, ze odpowiedz jajnikéw na stymulacje owulacji bedzie
nieprawidlowa (Radwan i Wolczynski, 2011). Stezenie AMH wynosito 1,17+1,46 ng/ml
1 bylo nieznacznie wyzsze niz norma. W przypadku FSH i estradiolu $rednie st¢zenie
wynosito 6,38£2,18 mIU/ml i 93,74+16,63 odpowiednio i mieScito si¢ w granicach norm

dla tych hormondw.
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Stezenie wybranych czynnikow srodowiskowych

Wyniki przeprowadzonego badania wykazaly, ze osoby uczestniczgce w badaniu
byly srodowiskowo eksponowane na badane czynniki srodowiskowe zaburzajace funkcje
endokrynna: parabeny, syntetyczne pyretroidy, bisfenol A i triklosan. Srednie stezenie
parabenow w moczu badanych os6b w pierwszej probie wynosito: butylowego 4,70+2,96
ng/ml, etylowego 11,2+7,0 ng/ml, metylowego 92,68+4,28 ng/ml, propylowego
16,20+6,33 ng/ml a izobutylowego 3,16+2,55 ng/ml i bylo podobne do poziomu
parabenow w innych badaniach przeprowadzonych wsrod kobiet zarbwno uczeszczajacych
do kliniki leczenia nieptodnosci w celach diagnostycznych jak i u kobiet z populacji
generalnej. W przypadku metabolitdw syntetycznych pyretroidow $rednia geometryczna +
SD wynosity: CDCCA 0,2242,40 ng/ml TDCCA 0,50+2,62 ng/ml, DBCA 0,26+2,42
ng/ml, 3-PBA 0,31+2,60 ng/ml. Srednie stezenie triklosanu i bisfenolu A wynosito
odpowiednio: 2,78+7,17 ng/ml, 1,38+ 2,34 ng/ml.

W drugiej probce moczu stezenia badanych zwigzkow (Srednia geometryczna =+
SD) wynosity w przypadku metabolitow syntetycznych pyretroidow: CDCCA 0,2340,30
ng/ml TDCCA 0,27+0,33 ng/ml, DBCA 0,30+0,90 ng/ml, 3-PBA 0,25+0,33 ng/ml.
Stezenie parabenoéw (Srednia geometryczna + SD) wynosito: butylowego 3,99+9,90 ng/ml,
etylowego 5,71+44,97 ng/ml, metylowego 49,13+£105,39 ng/ml, propylowego 9,14+38,58
ng/ml. Paraben iBuP nie zostal wykryty w drugiej prébce moczu. St¢zenie triklosanu
i bisfenolu A w drugiej probce moczu wynosito odpowiednio 1,67+30,34ng/ml i 1,27+1,71

ng/ml.

Korelacje pomiedzy badanymi czynnikami srodowiskowymi
W pierwszej probie moczu badane zwigzki silnie ze soba korelowaty. Istotnie

statystyczng korelacje zaobserwowano migdzy metabolitami syntetycznych pyretroidow:
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CDCCA, TDCCA, DBCA, 3-PBA (p<0,001). Bisfenol A (BPA) i butyl-paraben (BP)
istotnie statystycznie korelowaty ze wszystkimi badanymi zwigzkami. Triklosan korelowat
istotnie statystycznie korelowal ze wszystkimi badanymi zwigzkami, oprocz propyl-
parabenu (PP) (p=0,28). Etyl-paraben (EP), metyl-paraben (MP), propyl-paraben (PP),
izobutyl-paraben (iBuP) korelowaly ze wszystkimi badanymi zwigzkami oprocz
niektorych z badanych metabolitow syntetycznych pyretroidow.

Ze wzgledu na to, ze drugie badanie moczu przeprowadzono wérdd mniejsza liczby
kobiet (N=120) korelacje migdzy badanymi zwigzkami wygladaly inaczej niz w badaniu 1.
W mniejszej liczbie przypadkéw badane zwiagzki byly ze sobg skorelowane.
Trzy z metabolitdw syntetycznych pyretroiddow (CDCCA, TDCCA i 3-PBA) korelowaty
ze sobg na poziomie istotnosci p<0,001. Metabolit DBCA nie korelowat w sposéb istotny
z CDCCA 1 TDCCA, natomiast korelowal z 3-PBA. Wynikato to z faktu, ze byt
on wykryty jedynie w 30% badanych probek.

3-PBA istotnie korelowat z MP, PP, BP, TCL i BPA. Badane parabeny (EP, PP,
MP, BP) réwniez korelowaty ze sobg, a nie odnotowano istotnie statystycznej korelacji
miedzy EP 1 BP oraz PP i BP. Nie zaobserwowano rowniez korelacji pomiedzy MP 1 EP
a bisfenolem A i1 pomiedzy wszystkimi badanymi parabenami a triklosanem.

Stezenia parabenow (MP, EP, PP) i triklosanu korelowaty ze sobg w dwodch
probkach moczu. Natomiast w przypadku bisfenolu A, metabolitdw syntetycznych

pyretroidoéw i butyl parabenu stezenia w I 1 II probie roznity sie.

Ocena zaleznosci miedzy narazeniem na wybrane czynniki Srodowiskowe, a rezerwg
Jajnikowg badanych kobiet
Gdy analizowano zmienne narazenia, jako zmienne cigglte wykazano, ze stg¢zenie

parabenu propylowego i butylowego wptywalo na obnizenie liczby pecherzykow
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antralnych (p=0,028 1 p=0,04 odpowiednio). RoOwniez narazenie na bisfenol A wptywato
negatywnie na liczb¢ pecherzykéw antralnych (p=0,03). Nie wykazano zwigzku miedzy
narazeniem na inne badane parabeny (etylowy, metylowy, izbutylowy), triklosan
1 syntetyczne pyretroidy a liczbg pecherzykéw antralnych. Stezenie bisfenolu A w moczu
obnizato st¢zenie hormonu AMH (p=0,02). Narazenie na propyl-paraben wptywato
pozytywnie na st¢zenie hormonu FSH (p=0,03) i negatywnie na stezenie estradiolu
(p=0,048). Rowniez etyl paraben obnizat stezenie estradiolu (p=0,01).

Stezenie badanych metabolitow syntetycznych pyretroidow (CDCCA, TDCCA,
DBCA, 3-PBA) nie wplywato w sposob istotny statystycznie na st¢zenie zadnego
z badanych hormonéw (AMH, FSH, estradiol). Réwniez narazenie na metyl, butyl,
izobutyl-paraben i triklosan nie wigzato si¢ istotnie ze st¢zeniem badanych hormonow.

Przy kontroli potencjalnych czynnikdéw zaktocajacych (wiek, BMI i palenie)
narazenie na propyl-paraben i bisfenol A zmniejszato liczbe pecherzykow antralnych
(p=0,04 i p=0,03 odpowiednio). Analizujac stezenie badanych hormonéw to ekspozycja
na bisfenol A wplywata negatywnie na stezenie AMH (p=0,02), ekspozycja na propyl-
paraben zwigkszata stezenie FSH (p=0,028) 1 wplywala na obnizenie stg¢zenia estradiolu
(p=0,04). Nie wykazano zwigzku miedzy narazeniem na inne badane parabeny (metylowy,
etylowy, butylowy i izbutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy a liczba pecherzykow
antralnych i st¢zeniem badanych hormonow.

Wykazano, ze stezenie parabenu propylowego w moczu w drugim i trzecim
percentylu ((25-50] i (50-75] percentyl) wptywato na zmniejszenie liczby pecherzykow
antralnych (p=0,03 i p=0,03 odpowiednio). Réwniez stezenie bisfenolu A i1 parabenu
butylowego w trzecim i czwartym kwartylu ((50-75] i >75 percentyl) zmniejszato liczbe
pecherzykow antralnych (p=0,04, p=0,04 i p=0,028, p=0,03 odpowiednio). St¢zenie

bisfenolu A w czwartym kwartylu wptywato negatywnie na stezenie AMH (p=0,04),
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a stezenie propyl-parabenu w drugim i trzecim percentylu zwickszalo stezenie FSH
(p=0,03 1 p=0,04 odpowiednio). W przypadku estradiolu zaobserwowano obnizenie
stezenia tego hormonu w drugim i trzecim percentylu narazenia w przypadku parabenu
etylowego (p=0,031 1 p=0,026) oraz w drugim kwartylu narazenia w przypadku parabenu
propylowego (p=0,049). Nie wykazano zwigzku migdzy narazeniem na inne badane
parabeny (metylowy, butylowy i izbutylowy), triklosan i syntetyczne pyretroidy w drugim,
trzecim 1 czwartym kwartylu narazenia a liczbg pecherzykow antralnych i stezeniem
badanych hormonow.

Kiedy kontrolowano model o potencjalne czynniki zaktocajace: wiek, palenie, BMI
narazenie na paraben propylowy w trzecim kwartylu ((50-75] percentyl) wptywat
na zmniejszenie liczby pecherzykow antralnych (p=0,048) i obnizenie stezenia estradiolu
(p=0,03) oraz zwigkszat st¢zenie FSH (p=0,026). Roéwniez ekspozycja na bisfenol A
w czwartym kwartylu (>75 percentyl) zmniejszata liczb¢ pecherzykow antralnych
(p=0,028) 1 zmniejszata stezenie AMH (p=0,03).

Nie wykazano istotnie statystycznej zaleznos$ci pomiedzy narazeniem na parabeny
(metylowy, etylowy, butylowy, izobutylowy), triklosan i badane metabolity syntetycznych
pyretroidbw (CDCCA, TDCCA, DBCA i 3-PBA) a badanymi parametrami rezerwy

jajnikowej: liczba pecherzykow antralnych, stezeniami hormonéw: AMH, FSH, estradiol.
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Whioski

1. Wyniki przeprowadzonego badania wykazaly, ze osoby uczestniczagce w badaniu byty
srodowiskowo eksponowane na badane czynniki S$rodowiskowe zaburzajagce funkcje
endokrynng: parabeny, syntetyczne pyretroidy, bisfenol A i triklosan na co wskazuja
pomiary narazenia za pomoca metod monitoringu biologicznego.

2. Narazenie na parabeny i bisfenol A wptywato negatywnie na parametry rezerwy
jajnikowej. Narazenie na propyl-paraben i1 bisfenol A zmniejszato liczbg pgcherzykoéw
antralnych. Analizujac st¢zenie badanych hormondéw to ekspozycja na bisfenol A
wptywata negatywnie na stezenie AMH, ekspozycja na propyl-paraben zwigkszala stgzenie
FSH i obnizata stezenia estradiolu.

3. Nie wykazano zwigzku miedzy narazeniem na inne parabeny (metylowy, etylowy,
butylowy 1 izobutylowy), triklosan i1 syntetyczne pyretroidy a liczbg pegcherzykow
antralnych i stezeniem badanych hormonow.

4. Kobiety w wieku rozrodczym powinny by¢ wszechstronnie informowane za pomoca
przekazow  medialnych o  wplywie powszechnie  wystgpujacych  czynnikéw
srodowiskowych zwlaszcza zaburzajacych funkcje endokrynng na rezerwe jajnikowa
zwlaszcza bisfenolu A i propyl-parabenu.

5. Kobiety planujace cigze oraz cigzarne powinny otrzyma¢ informacje 0od prowadzacych
ich lekarzy o zasadnos$ci ograniczenia kontaktu z tymi substancjami oraz wykaz

produktow, w jakich moga si¢ one zawierac.
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12. SUMMARY

Exposure to environmental endocrine disrupting chemicals and female ovarian

reserve.

Introduction

At the beginning of the 21st century in many developed countries the number of
couples seeking for infertility treatment has increased dramatically, approximately 15% of
couples in the United States and other developed countries are infertile (Fritzi and Speroff,
2011), while in the 1960s it concerned 7-8% of couples. The World Health Organization
defines infertility as a social disease. The definition of infertility was widely accepted
as a lack of pregnancy despite regular sexual intercourse (minimum 3 during the week),
maintained for over 12 months without using any contraceptive methods.
This is influenced by many factors, such as the impact of lifestyle and late decision about
procreation, but also increasingly often postulated impact of environmental factors
such as exposure to modern civilization threats such as environmental endocrine disrupting
chemicals (EDCs). The dramatic increase of the number of infertile couples caused
that reproductive health, especially the impact od EDCs, became an important public
health issue. Numerous studies indicate that the exposure to environmental contaminants
called endocrine disruptors (EDCs) is widespread and may negatively affects animal
and human reproductive health. Exposure to EDCs has been linked to several diseases
including infertility (Colborn et al., 1993).

Increased global industrial activity has exposed humans to wide variety of modern
chemical substances like: phthalates, parabens, bisphenol A, triclosan and many more.

These compounds due to mass production are commonly found in the environment.
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Exposure occurs through contact with these compounds in food, water, air, through contact
with plastics or cosmetics. Those chemicals are found in a variety of products used daily
like: plastic bottles, food cans, detergents, cosmetics, toys or pesticides. These compounds
belong to a broad group called "Endocrine Disrupting Chemicals™ (ECDs) in the English
literature. They are compounds that have the ability to interact with the endocrine system
disrupting its normal function, leading to impaired synthesis, function, storage
and / or metabolism of hormones and can have an adverse effect on female and male
fertility (Colborn et al., 1993) and play a role in the pathogenesis of infertility (Crain et al.,
2008; Mendola et al., 2008).

The potential mechanism of the influence of endocrine disrupting chemicals
(EDCs) on female fertility is related to their similarity to natural ligands that have
the ability to bind to receptors: aryl hydrocarbons (AHR) and estrogen receptors (ER)
that are involved in modulation of ovarian reserve. These compounds affect both the initial
ovarian reserve established during fetal life and modulate ovarian reserve in adult life

(Richardson et al., 2014).

Objective

The aim of the study is to assess the impact of environmental exposure
to endocrine disrupting chemicals (parabens, bisphenol A, triclosan, synthetic pyrethroids)
on ovarian reserve.
The specific objectives relate to:

1). Evaluation of female ovarian reserve by testing:

a). the number of antral follicles (AFC-antral follicle count) evaluated in
accordance with recommendations (Broekmans et al., 2010);

b). concentration of AMH (Anti-Mullerian Hormone);
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C).

hormone concentrations: FSH (Follicle Stimulating Hormone)

and estradiol measured between 2-4 days of the cycle.

2). Assessment of exposure to environmental factors - assessment in urine

(performed two times)

a).
b).

C).
d).

parabens - (methyl, ethyl, propyl, buthyl, isobuthyl)

pyrethroids - selected pyrethroid metabolites (cis-DCCA (cis- (2,2-
dichlorovinyl) -2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid)
(CDCCA), trans-DCCA  (trans-  (2,2-dichlorovinyl)  -2,2-
dimethylcyclopropane-1-carboxylic acis) (TDCCA), cis-DBCA (cis-
(2,2-dibromovinyl)  -2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic), 3-
PBA (3-phenoxybenzoic acid));

bisphenol A;

triclosan.

3). Assessment of lifestyle related factors (smoking, alcohol consumption,

obesity, physical activity, diet, stress) and occupational exposure, which will be

taken into account in the analysis as potential confounding factors.

Study population

Materials and Methods

To complete the adopted research goals, 511 women aged 24-39 were included

in the study. The study involved women who attended to the infertility treatment clinic
for the diagnosis and treatment of infertility (ie. the absence of pregnancy despite regular
sexual intercourse (minimum 3 per week), maintained over 12 months without using any
contraceptive methods) from December 2014 to June 2016 year. Only women with regular

and ovulatory menstrual cycles were qualified for the research. Women who had
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in the past three miscarriages, over three performed in vitro fertilization cycles, were
excluded from the study. Exclusion criteria were conditions that may lead to iatrogenic
or spontaneous reduction of ovarian reserve, such as previous surgical treatment
of the ovaries, chemotherapy or pelvic radiotherapy, the presence of cysts in the ovaries
including endometrial (excluding functional cysts), chronic diseases that could reduce
ovarian reserve (e.g., adrenocortical insufficiency, abnormal karyotype, fragile X
syndrome) and conditions leading to anovulatory cycles such as: polycystic ovary
syndrome, premature ovarian insufficiency, hypogonadotropic hypogonadism,
hyperprolactinemia. Women who agreed to participate in the study and signed the inform
consent to participate in the study were asked to complete the questionnaire. Information
obtained from the interview was included in the analysis as potential confounding factors.
The study obtained the consent of the Bioethics Committee operating at the

Institute of Occupational Medicine in Lodz - Resolution No. 23/2014 of 04/11/2014.

Data obtained from the questionnaire

The interview included data on socio-demographic characteristics, lifestyle:
smoking, alcohol consumption, diet (based on a questionnaire on the frequency
of consumption of selected products - Food Frequency Questionnaire), physical activity
(based on the Seven Day Physical Activity Recall questionnaire on physical activity in
recent years 7 days to calculate energy expenditure (Metabolic Equivalent Task-MET)),
stress (Cohena-stress questionnaire, questionnaire for Subjective Work Characteristics
Questionnaire - occupational stress)), past diseases and other exposures occurring in the
environment of residence or work (the questionnaire of exposures and professional work

prepared at the Institute of Occupational Medicine in £6dz).
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Based on anthropometric measurements, the Body Mass Index (BMI) and Waist-to-

Hip Ratio (WHR) were calculated.

Anthropometric measurements

In order to assess the occurrence of obesity in the examined women, the following
measurements were made: 1) body weight with an accuracy of 0.1 kg - using SECA
electronic personal weight (model 8801321009, SECA UK Ltd, Birmingham, UK); 2)
height, with an accuracy of 1 mm - using the stadiometer (Leicester Height Measure,
SECA UK Ltd), 3) waist and hip circumference, with an accuracy of 1 mm - using
a measuring tape.

Biological material was collected from the study subjects: blood and urine. Urine
was collected twice (from 3 to 6 months apart) to verify the exposure to nonpersistant

environmental compounds.

Ovarian reserve assessment
Ovarian reserve was evaluated using:
1). the number of antral follicles (AFC - Antral Follicle Count),
2). hormone concentration:
a). AMH (Anti-Mdllerian Hormone);
b). FSH (Follicle-Stimulating Hormone) (performed between day 2 and
day 4 of the cycle);

C). Estradiol (performed between day 2 and day 4 of the cycle).

The study of the amount of antral follicles was carried out in accordance

with the recommendations (Broekmans et al. 2010). The tests were carried out
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only by certified doctors in the field of ultrasound examination in gynecology, trained
in the assessment of AFC. All studies were performed at the beginning of follicular phase,
between 2-4 days of the cycle. Performing the assessment of the number of antral follicles
in the early follicular phase is recommended to reduce AFC fluctuation in the cycle
resulting from the presence of a cyst or a corpus luteum. Follicles with dimensions of 2 to
10 mm were considered for the assessment.

Concentration of AMH in serum was determined by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using recommended by manufacturer commercial kits (The AMH Gen I
ELISA kit and The Inhibin B Gen Il ELISA kit; Beckman Coulter, Inc., USA).

The concentations of FSH and estardiol in the blood serum were evaluated
by chemiluminescence immunoassay using commercial sets for the VITROS Eci system
according to manufacturer's instructions (Ortho-Clinical Diagnostics Johnson & Johnson,
UK).

Clinical part of the study (evaluation of ovarian reserve and performance
of hormone levels tests) and the assessment of the clinical status of the recruited patients

were carried out in the infertility treatment clinic or in cooperating units.

Evaluation of exposure to environmental factors

Two urine samples were used to evaluate environmental chemicals concentration

such as:

1). metabolites of synthetic pyrethroids: cis-DCCA (cis- (2,2-dichlorovinyl) -
2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid (CDCCA), trans-DCCA (trans-
(2,2-dichlorovinyl) -2,2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid (TDCCA),
cis-DBCA (cis- (2,2-dibromovinyl) -2, 2-dimethylcyclopropane-1-

carboxylic acid) (DBCA), 3-PBA (3-phenoxybenzoic acid));
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2). total concentration of parabens metabolites (sum of free and combined with
glucuronic acid parabens: methyl (MP), ethyl (EP), propyl (PP) and buthyl
(BP) and isobuthyl (iBuP) parabens);

3). bisphenol A (BPA);

4). triclosan (TCL).

Isolation of the analytes from the matrix was carried out using semi-automatic
micro-extraction to the solid phase (Micro-Extraction by Packed Syringe - MEPS),
the extracts were converted into a derativates and analysed using gas chromatography with
tandem mass spectrometry (GC-MS / MS).

Analytical methods have been subjected to internal quality control (use of reference
materials) and external laboratory control through participation in international quality
control programs (G-EQUAS-The German External Quality Assessment Scheme for
Analyzes in Biological Materials).

Environmental factors have been identified in the Department of Toxicology,

Medical University of Gdansk.

Confounding factors and statistical analysis

In the analysis of the impact of the selected environmental compounds on the
parameters of the ovarian reserve of women in accordance with the adopted research
objectives, a number of confounding factors were taken into account. These factors were
selected based on the literature and analyzes based on the study. The statistical analysis
was performed using the statistical package R. The first stage of the analysis was the
identification of interfering factors. The next stage included linear or logistic regression.

The final multifactor model included confounding factors and all relevant factors in a one-
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factor model at the significance level of 0.1. Exposure is presented as a continuous variable

as well as in the relevant subgroups that characterize exposure quartiles.

Results

Study population

In the study 511 patients of the infertility treatment clinic were recruited and agreed
to participate in the study. Most of the recruited women had higher education (75%)
and secondary education (21%). People with vocational education accounted for around
4% of the respondents. The average age of the surveyed women was 33 years, 93%
of them were married, 92% were professionally active, only 8% reported to be
unemployed. Analyzing the infertility period of the examined couples referring to the
clinic, it was found that the duration of infertility was in most of the cases 3-5 years
(29.55%) and above 5 years (35.23%). 81% of the surveyed women consumed coffee,
most often every day (70.67%). History illness concerned a small number of women
surveyed and were not related to partner infertility. Only 15% of respondents declared one
of the diseases mentioned in the questionnaire (diabetes, hypertension, heart defects,
epilepsy). Only 15% of respondents declared one of the diseases mentioned in the
questionnaire (diabetes, hypertension, heart defects, epilepsy). Most of the examined
women had normal body weight (59%, BMI 18.5-24.9 kg / m2) and were no cigarette
smokers (92.17%). The examined women were physically active, 68% of respondents
declared some kind of physical activity. 81% of the surveyed women consumed coffee,
most often every day (70.67%). Occupational stress measured by the Subjective Work
Characteristics Questionnaire was moderate (mean= 95). The level of life stress

as measured by the Perceived Stress Scale was also medium - 22 points.
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Evaluation of the ovarian reserve

The number of antral follicles in the examined women was 12.73 £ 8.94 and it was
within the normal range, because <4 follicles is associated with a significant reduction
in the chance of pregnancy and that ovarian response to ovulation stimulation will be not
satisfactory (Radwan and Wotczynski, 2011). The concentration of AMH was 1.17 £ 1.46
ng / ml and was slightly higher than the norm range. In the case of FSH and estradiol
the mean concentration was 6.38 £ 2.18 mIU /ml and 93.74 + 16.63 respectively

and within the norms for these hormones.

The concentration of selected environmental chemicals

The results of the study showed that participants of the study were exposed
to the environmental factors that interfere with the endocrine function: parabens, synthetic
pyrethroids, bisphenol A and triclosan. The mean concentration of parabens in the urine
of the subjects in the first sample was: buthyl 4.70 £ 2.96 ng / ml, ethyl 11.2 £ 7.0 ng / ml,
methyl 92.68 + 4.28 ng / ml, propyl 16.20 £ 6.33 ng / ml and isobuthyl 3.16 + 2.55 ng / ml
and was similar to the level of parabens in other studies among both women attending
the infertility treatment clinic for diagnostic purposes as well as women from the general
population. In the case of synthetic pyrethroid metabolites, the geometric mean + SD was:
CDCCA 0.22 + 2.40 ng / ml TDCCA 0.50 + 2.62 ng / ml, DBCA 0.26 £ 2.42 ng / ml,
3-PBA 0.31 + 2.60 ng / ml. The mean concentration of triclosan and bisphenol A was
2.78 £ 7.17 ng/ ml, 1.38 + 2.34 ng / ml, respectively.

In the second urine sample, the concentrations of the tested compounds (geometric
mean * SD) in the case of synthetic metabolites of pyrethroids were: CDCCA
0.23 £ 0.30 ng / ml, TDCCA 0.27 £ 0.33 ng / ml, DBCA 0.30 £ 0, 90 ng / ml, 3-PBA

0.25 £ 0.33 ng / ml. The concentration of parabens (geometric mean + SD) were:
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buthylparaben 3.99 + 9.90 ng / ml, ethylparaben 5.71 + 44.97 ng / ml, methylparaben
49.13 £ 105.39 ng / ml, propylparaben 9.14 + 38.58 ng / ml. IBuUP paraben was not
detected in the second urine sample. The concentration of triclosan and bisphenol A in the

second urine sample was 1.67 + 30.34ng / ml and 1.27 + 1.71 ng / ml, respectively.

Correlations between the studied environmental chemicals

In the first urine sample, the tested chemicals strongly correlated with each other.
A statistically significant correlation was observed between the synthetic pyrethroid
metabolites: CDCCA, TDCCA, DBCA, 3-PBA (p <0.001). Bisphenol A (BPA)
and buthylparaben (BP) significantly statistically correlated with all tested compounds.
Triclosan correlated significantly statistically correlated with all tested compounds, except
propylparaben (PP) (p = 0.28). Ethylparaben (EP), methylparaben (MP), propylparaben
(PP), isobuthylparaben (iBuP) correlated with all tested compounds except some of the
synthetic pyrethroid metabolites.

Due to the fact that the second urine test was conducted among a smaller number
of women (N = 120), the correlations between the tested compounds looked different than
in the first analysis. The tested compounds were correlated in a smaller number of cases.
Three of the synthetic pyrethroid metabolites (CDCCA, TDCCA and 3-PBA) correlated
with each other at the significance level of p <0.001. In contrast, the DBCA metabolite did
not significantly correlate with CDCCA and TDCCA, but correlated with 3-PBA. This was
due to the fact that it was only detected in 30% of the samples tested. 3-PBA significantly
correlated with MP, PP, BP, TCL and BPA. The studied parabens (EP, PP, MP, BP) also
correlated with each other, and no statistically significant correlation was found between
EP and BP and PP and BP. Additionally no correlations were observed between MP and

BP and BPA and all evaluated parabens and triclosan.
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The concentrations of parabens (MP, EP, PP) and triclosan correlated with each
other in two urine samples. However, in the case of bisphenol A, synthetic metabolites

of pyrethroids and buthyl paraben the concentrations in the I and Il samples were different.

The association between exposure to selected environmental chemicals and ovarian
reserve

When the exposure variable were analyzed as continuous variables, it was shown
that the concentration of propyl and buthylparaben resulted in a decrease in the number of
antral follicles (p=0.028 and p=0.04 respectively). Also, exposure to bisphenol A had
a negative effect on the number of antral follicles (p=0.03). There was no relationship
between exposure to other parabens tested (ethylparaben, methylparaben,
isobuthylparaben), triclosan and synthetic pyrethroids and the number of antral follicles.
The concentration of bisphenol A in the urine correlated with the decreased concentration
of the AMH (p=0.02). Exposure to propylparaben correlated positively with the
concentration of FSH (p=0.03) and negatively with estradiol (p=0.048). Also, ethylparaben
reduced the estradiol concentration (p=0.01).

The concentration of the synthetic pyrethroid metabolites (CDCCA, TDCCA,
DBCA, 3-PBA) did not significantly influence the concentration of any of the hormones
tested (AMH, FSH, estradiol). Also, exposure to methylparaben, buthylparaben,
isobuthylparaben and triclosan was not significantly related to the concentration
of hormones tested.

When the model was controlled for potential confounders (age, BMI and smoking)
exposure to propylparaben and bisphenol A decreased the antral follicles count (p=0.04
and p=0.03 respectively). Regarding the concentration of tested hormones, exposure

to bisphenol A had a negative effect on the concentration of AMH (p=0.02), exposure
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to propylparaben increased FSH (p=0.028) and decreased the estradiol concentration
(p=0.04). There was no relationship between exposure to other parabens tested
(methylparaben, ethylparaben, buthylparaben and isobuthylparaben), triclosan and
synthetic pyrethroids, and the antral follicles count of and the concentration of hormones
tested.

It was observed that the concentration of propylparaben in the urine in the second
and third percentile ((25-50] and (50-75] percentile) decreased the number of antral
follicles (p = 0.03 and p = 0.03 respectively). Also the concentration of bisphenol A
and buthylparaben in the third and fourth quartiles ((50-75] and > 75th percentile)
decreased the antral follicles count (p=0.04, p=0.04 and p=0.028, p=0.03 respectively).
Concentration of bisphenol A in the fourth quartile negatively affected the concentration
of AMH (p=0.04) and the concentration of propylparaben in the second and third quartiles
increased the FSH concentration (p=0.03 and p=0.04 respectively).

In the case of estradiol, there was a decrease in the concentration of this hormone in
the second and third quartiles of ethylparaben exposure (p=0.031 and p=0.026) and in the
second quartile of propylparaben exposure (p=0.049). There was no relationship between
the antral follicles count and the concentration of analyzed hormones and exposure to other
tested parabens (methyl, butyl and isobutyl), triclosan or synthetic pyrethroids in the
second, third or fourth quartile of exposure.

When the model was adjusted for potential confounding factors such as age,
smoking, BMI, exposure to propylparaben in the third quartile ((50-75] percentile) resulted
in the reduction of the antral follicles count (p=0.048), decreased estradiol concentration
(p=0.03) and increased FSH concentration (p=0.026). Also exposure to bisphenol A
in the fourth quartile (> 75th percentile) decreased the number of antral follicles

(p = 0.028) and decreased the AMH concentration (p = 0.03).
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There was no statistically significant relationship between the exposure to parabens:
methyl, ethyl, butyl, isobutyl, triclosan and tested synthetic pyrethroid metabolites
(CDCCA, TDCCA, DBCA and 3-PBA) and the analysed parameters of ovarian reserve:

antral follicles count and hormone concentrations: AMH, FSH, estradiol.

Conclusions

1. The results of the study showed that women participating in the study were
environmentally exposed to the examined endocrine disrupting chemicals: parabens,
synthetic pyrethroids, bisphenol A and triclosan confirmed by the results of exposure
measurements using biological monitoring methods.

2. Exposure to parabens and bisphenol A negatively influenced ovarian reserve
parameters. Exposure to propylparaben and bisphenol A reduced the number of antral
follicles. Regarding the concentration of tested hormones, bisphenol A exposure negatively
affected AMH concentration, propylparaben exposure increased FSH concentration and
decreased estradiol concentrations.

3. There was no relationship between exposure to other paraben (methyl, ethyl, buthyl
and isobuthyl), triclosan or synthetic pyrethroids and the antral follicles count and the
concentration of hormones tested.

4. Women in reproductive age should be comprehensively informed through the mass
media about the influence of exposure to common environmental chemicals, especially
those disrupting endocrine functions and the ovarian reserve, particularly bisphenol A and
propylparaben.

5. Women planning pregnancy and pregnant should receive information from their
physicians about justified contact restrictions with these chemicals and information in

which products contain them.
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13. Zalaczniki

Instytut Medycyny Pracy w Lodzi

Informacje dla osob objetych badaniem

» Wplyw stresu i czynnikow srodowiskowych na plodnos¢”

Szanowna Pani,

Jest Pani w trakcie leczenia metoda pozaustrojowego zaptodnienia (IVF). Pomimo tego, ze jest to
najskuteczniejsza procedura leczenia nieptodnosci $rednia szansa na ciaze to okoto 30% w przeliczeniu na
pobranie komorek jajowych. Najwigkszy wptyw na wynik leczenia ma jako$¢ komoérek rozrodczych
(komorek jajowch i plemnikdw). We wczednieszych badaniach prowadzonych przez nasz zespol
wykryliSmy zalezno$ci migdzy innymi pomigdzy stylem zycia, narazeniem na czynniki srodowiskowe,

stresem a jako$cig nasienia.

Nieodtaczng czescia leczenia metoda IVF jest szczegdotowa analiza komoérek jajowych oraz
zarodkow. Daje to nam mozliwo$¢ poréwnania tych danych z wynikami analiz oceniajacych Pani narazenie
na szkodliwe czynniki $rodowiskowe oraz na stres. Czynniki te ocenimy z probki pobranego moczu,

niewielkiej ilosci krwi oraz ankiety.

Uciazliwos$ci dla Pani beda niewielkie. Nie bedzie konieczna Zadna dodatkowa interwencja medyczna

ani dodatkowy czas spedzony u nas. UcigzliwoSci te polegajg na:

e pozostawieniu w Gamecie prébki moczu,

e przekazania okoto 1-1.5 ml krwi (podczas rutynowego pobrania na badania hormonalne),

e wypehieniu ankiety (okoto 20 min) podczas rutynowej wizyty. Ankiete¢ bedzie Pani mogla
wypetni¢ na dowolnej wizycie (np. pomigdzy oddaniem krwi a wizyta lekarska oceniajaca wyniki
stymulacji owulacji),

e cwentualnego kontaktu telefonicznego przez czilonka naszego zespotu (kontakt telefoniczny jest

czesto standardowa procedurg podczas i ewentualnie po zakonczeniu leczenia)

Wszystkie uzyskane dane s3 poufne z zachowaniem zasad okre§lonych w ustawie
o ochronie danych osobowych tj. nie beda nikomu udostepniane, postuza jedynie do anonimowych analiz
zbiorczych. Raport z badania, bedzie miat charakter publikacji naukowej niepozwalajacej na identyfikacje
0s0b bioracych udziat w badaniu. Niestety w zwigzku z tym nie bedziemy mogli przedstawi¢ Pani wlasnego
wyniku badania. Mamy nadziej¢, ze uzyskane wyniki analiz pozwolg na poprawe wynikow leczenia

nieptodnosci w przysztosci.

Dzigkujemy i zyczymy powodzenia

148



Instytut Medycyny Pracy w Lodzi
Imig | NaZWISKO ...oeovviiiiiiiiiee e Nr nadany badanej osobie ... ............

Formularz swiadomej zgody

Wyrazam dobrowolng che¢ uczestnictwa w badaniach medycznych prowadzonych
przez Szpital Gameta oraz Instytut Medycyny Pracy w todzi w ramach projektu

oceniajacego wplyw czynnikow §rodowiskowych na ptodnos¢.

Oswiadczam, ze zostaltam poinformowana o celu, znaczeniu 1 zakresie
prowadzonych badan. Wiadomo mi, ze w proponowanym projekcie zostanie zachowana
anonimowos$¢ oraz poufno$¢ wszystkich danych, dostep do nich beda mialy jedynie osoby
prowadzace badanie. Zostatam poinformowana, ze w kazdej chwili moge cofngé¢ zgode
na udzial w badaniu bez podania przyczyny, jednakze po ich zakonczeniu zezwalam
na zbiorcze publikowanie uzyskanych wynikéw, bez ujawniania moich danych

personalnych.

Wyrazam zgode na udziat w badaniu w zakresie:
1 przeprowadzenia wywiadu
"1 pobrania probki moczu
1 pobrania probki krwi

[ kontaktu telefonicznego

Wyrazam zgode na przetwarzanie moich danych osobowych dla potrzeb w/w. badania
zgodnie z Ustawg o Ochronie Danych Osobowych (Dz. U. Nr 123, poz. 883 z p6zn. zm.) .
Sktadajac ponizej swoj podpis stwierdzam, ze zapoznatam si¢ z formularzem, rozumiem

jego tres¢ 1 wyrazam zgodg¢ na udziat w badaniu.

data Imie i Nazwisko Uczestnika podpis

data Imig i Nazwisko Osoby Prowadzgcej Badanie podpis
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Wplyw czynnikow Srodowiskowych na plodnos¢
2014

Ankieta

Dane poufne - wylacznie do celéw badawczych

Lo6dz 2014
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Ponizsza ankieta zostata zaprojektowana wspolnie z Pracownia Srodowiskowych
Zagrozen Reprodukcji Instytutu Medycyny Pracy w Lodzi — jednostka naukowa
wyspecjalizowang w prowadzeniu badan nad wplywem szkodliwych czynnikéw

srodowiskowych na ptodnos¢.

Prosimy Pania o wypetnienie ankiety. Odpowiedzi, ktore Pani udzieli sg niezbgdne

do realizacji naszego badania: ,,Wplyw czynnikéw srodowiskowych na ptodnos¢”.

Ankieta sktada si¢ z kliku czg$ci. Odpowiedzi begda analizowane wspoélnie
z wynikami badan laboratoryjnych i embriologicznych. Dzigki temu uda nam si¢ udzieli¢

odpowiedzi na pytania o wptyw na plodnos$¢:

e czynnikow Srodowiskowych (np. miejsca zamieszkania - ekspozycja na oldw,
kadm 1 policykliczne we¢glowodory aromatyczne),

e stylu zycia (np. diety, spozycia alkoholu, palenia czynnego i biernego),

e poziomu stresu,

e pracy zawodowej,

¢ indywidualnej wrazliwo$ci na narazenie i dzialanie czynnikow zewnetrznych.

Dzi¢kujemy bardzo za szczegdélowe wypetnienie ankiety.
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1. Data przeprowadzenia wywiadu

3. Adres
ZAMIESZKANIA. ... ettt sttt sttt e b e b e bt se e sbe e tesreesbe e e e eneenns
ulica numer domu  kod pocztowy miejscowos¢
nr telefonu domowego komdrkowego

4. Czy obecnie mieszka Pani przy ulicy o duzym nat¢zeniu ruchu samochodowego?
a) NIE b) TAK
NAZWA ULICY ...t s

5. Czy w odleglosci do 1 km od Pani obecnego miejsca zamieszkania znajdujg si¢
stacje benzynowe, huty, kopalnie lub inne duze emitery przemystowe?

a) NIE b) TAK JAKIE? oo
odlegtos¢ od domu.......... m
6. Czy w miejscu Pani zamieszkania wystepuja jakies$ ucigzliwosci (np. hatas, dymy)?

a) NIE b) TAK
JAKIE? e

7. Data Pani Ur0dzZeNIA  .ooeeveeeeeieeeeeie e e

8. Stan cywilny
a). Mezatka (takze trwaly zwigzek nieformalny)
b). Rozwiedziona (w separacji)
¢). Wdowa
d). Panna

9. Woyksztalcenie (ostatnia ukonczona szkota)
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a). Podstawowa

b). Gimnazjum

C). Zasadnicza zawodowa
d). Srednia

e). Policealna

). Wyzsza (licencjat)

g). Wyzsza magisterska

10. Czas trwania nieptodnosci

a). 1-2lat b). 2 -3 lata c).3-5lat d). > 5 lat

11. Sytuacja zawodowa
Uczennica lub studentka TAK NIE
Pracuje zawodowo TAK NIE
Nie pracuj¢ zawodowo TAK NIE
Bezrobotna (poszukujaca pracy) TAK NIE
Rencistka TAK NIE
Inna / jaka?

12. Pani masa ciafa ...........c.ccceenee. kg

13. Jaki jest Pani wzrost? ..........ccccevenine cm

14. Czy chorowata Pani lub choruje na nastepujace choroby?

Przebyte choroby Odpowiedzi
TAK NIE
Cukrzyca
Nadci$nienie t¢tnicze
Wady serca

Choroby nerek przebiegajace z biatkomoczem

Padaczka

Nowotwory

Ostre lub przewlekte choroby zakazne (np. WZW —
z6ltaczke typu B lub C)
jakKie?.......coocovevvennnnn.

Inne

15. Prosz¢ okresli¢ sposob ogrzewania mieszkania
a). Miejskie

b). Olejowe
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16.

17.

18.

19.

20.

c). Gazowe

d). Weglowe

e). Inne JAKIE? oo

Proszg¢ okresli¢ rodzaj kuchni stosowanej do przygotowywania positkow
a). Weglowa

b). Gazowa

c). Elektryczna

Czy w Pani domu w czasie ostatnich 3 lat byt przeprowadzany remont (wymiana
mebli, wyktadzin podtogowych na nowe)?

a) TAK b) NIE
Jezelitak to Kiedy? ..o

Nowe wyposazenie (wyktadziny, meble, inne
JAKIE?) ettt a et et e e e reenae e enre s

Czy w ostatnich trzech latach miata Pani stycznos$¢ z farbami lub
rozpuszczalnikami np.

W zwigzku z malowaniem mieszkania?

a) TAK b) NIE

JAKIMIA?. e, kto wykonywat malowanie.........................

Jak Pani ocenia sytuacje materialng gospodarstwa domowego, w ktérym Pani zyje?
a). Pienigdzy wystarcza swobodnie na biezace wydatki i mozna sporo odtozy¢

b). Pieni¢edzy wystarcza na biezace wydatki, ale niewiele mozna odtozy¢

¢). Pienigdzy z trudem wystarcza na biezace wydatki, a o ich odtozeniu nie ma
mowy

d). Pieniedzy nie wystarcza nawet na biezace wydatki

Czy czgsto spozywa Pani zywno$¢ zakupiong w supermarkecie w postaci
a). potproduktéw lub produktéw pakowanych prozniowo

b). gotowych produktow lub pétproduktéw pakowanych w foli¢

¢). mrozonek

d). gotowych produktow pakowanych w puszki

154



€). nie spozywam

21. Czy czgsto kupuje Pani napoje w plastikowych butelkach (soki, woda mineralna,
mleko)?

a). TAK ile?....cccoveiiin. b). NIE
22. Czy czesto kupuje Pani napoje w puszkach (napoje gazowane, piwo)
a). TAK ile?.............. b). NIE
23. Czy jest Pani wegetariankg lub stosuje inng specjalng diete?
a). TAK ..o, jaka? b). NIE
24. Czy pije Pani kawe?
a). NIE pije b). TAK Pije
Ilo$¢ kawy ............... tygodniowo......... dziennie;
25. Czy pije Pani napoje energetyzujace (np. Red Bull, Tiger, Monster itp.)
a). TAK jesli TAK to ile?.....ccoceevieieiieiieieeee b). NIE
26. Czy kiedykolwiek palita Pani papierosy?
a). NIE (przejdz do pyt. 28)
b). TAK liczba wypalanych papierosow ............dziennie
27. Czy obecnie pali Pani papierosy?
a). TAK Liczba wypalanych papierosow w ciggu dnia............ceccveereeennnne
b). NIE Kiedy zaprzestata Pani palenia............c.cccoevevvieciieiiiiececieceeae.

28. Czy Pani maz (partner) pali papierosy?

a). NIE b). TAK
29. Czy zdarzato sig¢, ze przebywala Pani w pomieszczeniu, w ktorym kto$ palit
papierosy?
a). NIE b). TAK
(Prosze w ponizszej tabeli opisa¢ | Liczba 0sob palacych Liczba godzin
ile 0s6b palito w Pani obecnoscii | w Pani obecnosci dziennie

przez ile godzin dziennie)
Narazenie na dym tytoniowy

W domu

W pracy

Inna sytuacja......................
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30. Czy jest Pani aktywna fizycznie (np. gimnastykuje si¢, spaceruje, jezdzi na

rowerze, ptywa)
a). NIE (przejdz do pyt. 32) b). TAK

Rodzaj aktywnos$ci fiZyCznej .......c.ovvniiiiiiiii i

31. Czas poswigcony na aktywnos¢ fizycznag (liczba godzin tygodniowo Zgcznie na

wszystkie formy aktywnosci fizycznej wymienione w pyt. 30)
32. Czy Pani pracuje zawodowo
a) TAK b) NIE (przejdz do pyt. 39)

33. Na czym polega Pani praca? Na jakim stanowisku Pani pracuje ? (prosze opisa¢
wykonywane czynnosci)

34. Jaki jest wymiar czasu pracy?

dzienny ..o, godz. b) tygodniowy .......ccccceevvrrieennene godz.
35. W jakim systemie zmianowym Pani pracuje?

a). Zawsze w dzien

b). Zawsze w nocy

c). Praca zmianowa bez nocnej zmiany

d). Praca zmianowa z nocna zmiang

e). Inny—jaki? ...l

36. Prosze okresli¢, jakg pozycje ciata Pani utrzymywata lub utrzymuje podczas pracy

1 jak dlugo podczas dnia pracy? (prosze podaé czas z doktadnoscig do 7> godziny,
jezeli Pani nie pracowata w takiej pozycji prosze wpisac ,,0”; uwaga - suma czasu
przebywania w wyroznionych pozycjach - to ogolny czas pracy, wpisa¢ w ostatniq
kolumne)

Jak dtugo w ciagu dnia pracy przyjmuje Pani nastgpujace Razem: ogolny
pozycje Cczas pracy

Siedzaca na kolanach, Stojaca Chodzenie

W kucki,

w przysiadzie
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37. Czy podczas pracy korzysta lub korzystata Pani z monitora ekranowego,

komputera?

a). Czasami (nie codziennie)

b). Czesto (codziennie, lecz mniej niz 50% czasu pracy)

¢). Bardzo czgsto (ponad 50% czasu pracy)
d). Prawie przez caty czas pracy

e). Nie

38. Czy podczas pracy, ktorg Pani wykonuje lub wykonywata ma/miata Pani kontakt z

nastepujacymi substancjami?

Czynniki

Odpowiedzi

TAK

NIE

gazy stosowane do narkozy

rozpuszczalniki

substancje dezynfekcyjne

promieniowanie jonizujace

promienie X

pole elektromagnetyczne

(urzgdzenia i maszyny zasilane prqdem elektrycznym,
telefon komérkowy, kuchenka mikrofalowa, lampa
kwarcowa)

- prosze podac zrodta ekspozycji)

leki przeciwnowotworowe

srodki ochrony roslin

nawozy sztuczne

metale ciezkie (rte¢, otow, kadm)

barwniki, farby, lakiery

substancje biologiczne (krew, mocz)

PCV (produkcja, sprzedaz, uktadanie wyktadzin
podiogowych, PCV, lub inne)

Wysokie temperatury

Wibracje

Halas

gazy stosowane do narkozy

rozpuszczalniki

substancje dezynfekcyjne

promieniowanie jonizujace

promienie X

pole elektromagnetyczne
(urzqdzenia i maszyny zasilane prqdem elektrycznym,
telefon komdrkowy, kuchenka mikrofalowa, lampa
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kwarcowa)
- prosze podac zZrodta ekspozycji)

leki przeciwnowotworowe

srodki ochrony roslin

nawozy sztuczne

metale ciezkie (rte¢, otow, kadm)

barwniki, farby, lakiery

substancje biologiczne (krew, mocz)

PCV (produkcja, sprzedaz, uktadanie wyktadzin
podiogowych, PCV, lub inne)

Wysokie temperatury

Wibracje

Halas

Podnoszenie lub przenoszenie cigzarow do 5 kg

Podnoszenie lub przenoszenie ciezarow > 5 kg

39. Czy uzywa Pani telefonu komérkowego?
a). TAK b). NIE (przejdz do pyt. 44)

40. Ile przecigtnie czasu dziennie poswigca Pani na rozmowy przez telefon
komdrkowy?

................................ czas w minutach

41. Gdzie nosi Pani telefon komérkowy?

43. Od jak dawana uzywa Pani telefonu komorkowego? .................ocoeveeins (lata)
44. Czy prowadzi Pani samochdd?
a). TAK b). NIE
45. lle czasu dziennie prowadzi Pani samochod?
.......................... minut dziennie
46. Czy w mieszkaniu stale przebywaja zwierzeta domowe (kot, pies)?

a). TAK jakie? ............... b).NIE

47. Czy w ciagu ostatniego roku stosowano §rodki owadobojcze (przeciw pchtom,
kleszczom typu obroza, ptyn, spray) u zwierzat domowych?
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a). TAK jakie? ............

48. Czy w pomieszczeniach mieszkalnych w ciggu ostatnich 6 miesi¢cy stosowano
srodki owadobdjcze (przeciw komarom, muchom, karaluchom, molom) lub
preparaty do zwalczania roztoczy?

a). TAK jakie? ............

Prosze jeszcze raz sprawdzié, czy na wszystkie pytania udzielono odpowied?zi.

Dane o osobie zbierajacej wywiad

Imi¢ i nazwisko

Telefon

Serdecznie dzigkujemy Pani za udzial w badaniu
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KWESTIONARIUSZ
DO SUBIEKTYWNEJ OCENY PRACY

imi¢ 1 nazwisko

Ponizej znajduja si¢ opisy wymagan i cech pracy, ktére moga by¢ mniej lub bardziej
typowe dla Pani stanowiska pracy. Proszg je przeczytac i po zastanowieniu odpowiedzie¢, czy
dana cecha wystegpuje na Pani stanowisku. Jesli tak, prosz¢ oceni¢, w jakim stopniu cecha ta
przeszkadza w pracy, denerwuje, stanowi zrodto irytacji i stresu. Odpowiedzi prosze udziela¢
obrysowujac kotkiem odpowiednia cyfr¢ obok opisu zgodnie z przedstawionymi ponizej
mozliwosciami. W przypadku pomytki lub checi zmiany odpowiedzi, prosze przekresli¢
kotko na krzyz i zakresli¢ nowe.

Kategorie odpowiedzi:

1 - cecha nie wystepuje, nie dotyczy mojego stanowiska pracy;
2 - cecha wystepuje, ale mi nie przeszkadza i nie denerwuje;

3 - czasami mnie to irytuje lub przeszkadza;

4 - do$¢ czgsto mnie to irytuje lub przeszkadza;

5 - irytuje mnie to caly czas w pracy, a nawet denerwuje si¢ z tego powodu w domu.

1- Moja praca wymaga czujnosci, tj. gotowosci do szybkiego 12345
reagowania na wazny sygnat, ktory mogt pojawic si¢ w kazdym
momencie.

2 - Moja praca polega na cigglym powtarzaniu tych samych prostych 12345
czynnosci, wymagajacych jednak pewnej koncentracji uwagi.

3 - W pracy wykonuj¢ ztozone zadania umystowe, wymagajace zbierania | 1 2 3 4 5
informacji, rozpoznawania problemow i znajdowania sposobow ich
rozwigzywania.

4 - Moja praca wymaga duzego wysitku fizycznego zwigzanego z 12345
dzwiganiem lub przenoszeniem ci¢zarOw.

5 - Pracujac na moim stanowisku nie mam informacji o tym, czy to co 12345
robi¢, wykonuje dobrze czy Zle.

6 - W mojej pracy muszg przerzucacé si¢ z jednej czynno$ci na druga, 12345
a kazda z nich wymaga pewnej koncentracji uwagi.

7 - Zdarza sig, ze po przyjsciu do pracy jestem zaskakiwany przez 12345
przetozonych zadaniami, jakie mi zlecaja.

8 - Moja praca wykonywana jest w narzuconym rytmie, niezaleznymode | 1 2 3 4 5
mnie.

9 - Do mojej pracy musze przychodzi¢ i wychodzi¢ z niej o doktadnie 12345
okreslonej godzinie.

10 - W pracy wymagany jest ode mnie pospiechu. 12345

11 - W mojej pracy wymaga si¢ wykonywania zadan w 12345

nieprzekraczalnych terminach i zarazem istniejg powazne przeszkody
uniemozliwiajace dotrzymanie tych termindw.
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12 - Na moim stanowisku praca wykonywana byta zrywami; sg okresy,w |1 2 3 4 5
ktorych nie ma nic do roboty, a pdzniej trzeba nadrabia¢ stracony
CZas.

13 - Przerwy w pracy na odpoczynek i jedzenie sg doktadnie wyznaczone. |1 2 3 4 5

14 - Na moim stanowisku musz¢ godzi¢ wiele sprzecznych interesow i 12345
oczekiwan przetozonych, podwtadnych i wspdtpracownikow.

15 - Na moim stanowisku w ciggu ostatnich paru lat wiele zmienitosiew |1 2 3 4 5
warunkach i sposobie wykonywania pracy.

16 - Moja nieobecnos¢, nawet jednodniowa, powoduje zaktoceniawpracy | 1 2 3 4 5
instytucji.

17 - W mojej pracy otrzymuje¢ zadania wymagajace ode mnie 12345
rywalizowania z innymi.

18 - Dos¢ czesto zdarza sig, Ze swoja prace musze wykonywac 12345
W samotnosci, bez mozliwosci kontaktowania si¢ z innymi ludzmi.

19 - Na moim stanowisku praca wymaga ode mnie r6znych form 12345
wspotpracy z innymi pracownikami lub klientami, takich jak
uzgadnianie opinii, celow i osigganie ugody.

20 - Udzielanie pomocy innym osobom jest moim podstawowym 12345
obowigzkiem 1 po§wigcam mu sporo czasu.

21 - Na moim stanowisku pracy dochodzi do konfliktéw, zadraznien i 12345
ktétni z pacjentami, petentami 1 innymi ludzmi spoza
przedsigbiorstwa.

22 - Moje stanowisko wigze si¢ z niskim prestizem i uznaniem 12345
spolecznym.

23 - Popelnione bledy lub zaniedbania w pracy na moim stanowiskumoga |1 2 3 4 5
spowodowac utrate zdrowia innych ludzi, a nawet zagrozi¢ ich zyciu.

24 - Moja praca zwigzana jest z odpowiedzialno$cig materialng 12345
i finansowa.

25 - Bardzo fatwo na moim stanowisku popetni¢ biad, za ktory groza mi 12345
surowe konsekwencje.

26 - W mojej pracy wystepuje zagrozenie zdrowia z powodu narazeniana |1 2 3 4 5
szkodliwe czynniki lub z powodu wypadku.

27 - To, jak mam wykonywac¢ swoja prace jest w szczegotach ustalane 12345
przez mojego przetozonego.

28 - W mojej pracy dos¢ czesto dokonuje wyborow, ktore prowadza do 12345
przezywania przeze mnie silnych konfliktow wewnetrznych.

29 - Na moim stanowisku moge oczekiwac, ze bede wzywany do 12345
wykonywania swoich obowigzkow o kazdej porze doby.

30 - Pracuj¢ na trzy zmiany lub w ruchu ciggltym, lub tylko w nocy. 12345

31 - Zdarza si¢, ze musz¢ zabiera¢ prace do domu z r6znych powodow. 12345

32 - Na moim stanowisku wystepuja zte fizyczne warunki pracy:
- zbyt duzy hatas 12345
- nieodpowiednia temperatura 12345
- zle o$wietlenie 12345
- ciasnota 12345
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33 -

Na moim stanowisku wystepuja wymienione nizej warunki, ktore u
wigkszosci ludzi wywotujg wstret lub inne nieprzyjemne odczucia:

- brud 12345
- wilgo¢ 12345
- odor 12345

34 - Mam poczucie, ze W swojej pracy nie wykorzystuje swoich 12345
mozliwosci, zdolnos$ci 1 kwalifikacji.

35 - Z powodu awansowania musiatem i jeszcze musz¢ wtozy¢ sporo 12345
wysitku w to, aby sprosta¢ wymaganiom pracy.

36 - Zdarza sig¢, ze po powrocie do domu nie mogg przesta¢ myslec¢ o 12345
sprawach zwigzanych z praca.

37 - Tlos¢ obowiagzkdéw 1 zadan natozonych na mnie w pracy jest tak duza, |1 2 3 4 5
ze ledwie sobie z nimi radzg.

38 - Wykonanie niektorych zadan sprawia mi spore trudnosci. 12345

39 - Mam poczucie, ze w pracy moi zwierzchnicy nie traktujg mnie 12345
sprawiedliwie.

40 - Mialem poczucie, ze to co robi¢ w mojej pracy nie ma wigkszego 12345
sensu 1 tak naprawdg¢ nikomu to nie jest potrzebne.

41 - Co najmniej od roku istnieje w mojej instytucji sytuacja, w ktorej 12345
mam poczucie, ze moge by¢ zwolniony.

42 - Pracuje w godzinach nadliczbowych. 12345

43 - Mam poczucie, ze moja praca zawodowa odbija si¢ uyjemnienamoim | 1 2 3 4 5
zyciu rodzinnym.

44 - Jesli wystepuja w mojej pracy jakiekolwiek trudnosci lub ktopoty,nie | 1 2 3 4 5
mogg liczy¢ na skuteczng pomoc moich przetozonych.

45 - Jesli wystepuja w mojej pracy jakiekolwiek trudnosci lub ktopoty,nie | 1 2 3 4 5
mogg liczy¢ na skuteczng pomoc moich kolegow.

46 - Zdarza mi si¢ wraca¢ do domu z poczuciem nie wykonania zadania. 12345

47 - Tempo, w jakim pracuj¢ nie jest dostosowane do moich potrzeb, 12345
temperamentu i upodoban.

48 - Mam poczucie, ze jestem w pracy niedoceniany. 12345

49 - W pracy musz¢ wykonywac swoje zadania, pomimo braku 12345
odpowiednich srodkow materialnych (narzedzi, surowcoéw, pieniedzy
itp.).

50 - Zdarza si¢, ze mam w pracy poczucie niepewnosci z réznych 12345

powodow, np. braku potrzebnych informacji czy wyraznie
okreslonego celu.
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KWESTIONARIUSZ S. COHENA

imi¢ 1 nazwisko

INSTRUKCJA

Pytania tego kwestionariusza dotycza Pani mysli 1 odczu¢. Odpowiadajac na kazde z
pytan prosz¢ wskazaé, jak czesto odczuwata czy myslat Pani w okreslony sposob w
ostatnim miesigcu.

Chociaz niektore z pytan sa do siebie podobne, to ze wzgledu na wystepujace migdzy
nimi réznice, nalezy kazde z nich traktowac jako odrgbne. Prosz¢ udziela¢ odpowiedzi na
kazde z pytan dosy¢ szybko, to znaczy prosze nie usilowac przypomnie¢ sobie, ile razy
odczuwata czy myslata Pani w okreslony sposob, ale nalezy raczej udziela¢ odpowiedzi w
oparciu o szybko dokonane oszacowanie. Dla kazdego z pytan jest do wyboru pigé
mozliwych odpowiedzi. Wybrang odpowiedz nalezy zaznaczy¢ kotkiem.

1. Jak czesto w ostatnim miesigcu wytracaty ci¢ z rownowagi jakie§ niespodziewane
zdarzenia?
0 1 2 3 4

nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto

2. Jak czgsto w ostatnim miesigcu czulas$, ze nie potrafisz kontrolowaé przebiegu waznych
dla ciebie spraw?
0 1 2 3 4

nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto

3. Jak czesto w ostatnim miesigcu czula$ si¢ zdenerwowana i zestresowana?
0 1 2 3 4

nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto

4. Jak czesto w ostatnim miesigcu zdotatas upora¢ si¢ z denerwujacymi ktopotami dnia
codziennego?
0 1 2 3 4

nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto

5. Jak czgsto w ostatnim miesigcu miata§ przeswiadczenie, ze poradzisz sobie z waznymi
zmianami, ktore pojawity si¢ w twoim zyciu?
0 1 2 3 4

nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto

6. Jak czgsto w ostatnim miesigcu bytas pewna, ze jeste§ w stanie sam pokierowaé
wlasnymi sprawami?
0 1 2 3 4

nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
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Jak czesto w ostatnim miesigcu czulas, ze sprawy uktadajg si¢ po twojej mysli?

0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
8. Jak czesto w ostatnim miesigcu stwierdzatas, ze nie mogla§ upora¢ si¢ ze wszystkim,
co miata$ do zrobienia?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
9. Jak czesto w ostatnim miesigcu udato ci si¢ kontrolowaé stany swojego
podenerwowania?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czgsto
10. Jak czesto w ostatnim miesigcu miate§ poczucie panowania nad sytuacja?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
11. Jak czgsto w ostatnim miesigcu zto$cily cie sprawy, na ktére nie miatas wptywu?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
12. Jak czgsto w ostatnim miesigcu zdarzylo ci si¢ mysle¢ o rzeczach, ktore jeszcze musisz
wykonac?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
13. Jak czgsto w ostatnim miesigcu byle§ w stanie decydowaé o tym, na co przeznaczy¢
swoj czas?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
14. Jak czesto w ostatnim miesigcu czulas, ze trudnosci tak si¢ spietrzyty, ze nie zdotasz im
podotac?
0 1 2 3 4
nigdy prawie nigdy czasami dos¢ czesto bardzo czesto
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Ankieta zywieniowa

Imig i nazwisko.........oooiiiiiiiiiiiii

Ile razy w ostatnim tygodniu/miesigcu spozywala Pani wymienione nizej produkty

A B C D E F
Produkt Nie 1-3razy 4-6 razy Codziennie 1-3razy Rzadziej niz
spozywatam | wtygodniu | w tygodniu w miesigcu lrazw
miesigcu
PRODUKTY ZBOZOWE

Pieczywo jasne
(np. chleb, bulki, bagietka)

Pieczywo ciemne
(np. razowe, zZytnie,
graham)

Pieczywo cukiernicze
(np. chatka, drozdzowki)

Kasze
(np. jeczmienna, gryczana)

Ryz, makaron

Ptatki $niadaniowe

MLEKO | PRZETWORY MLECZNE

Mleko

Jogurt, kefir, maslanka

Ser bialy, twarog

Ser zotty

Masto

Margaryna

MIESO, DROB, JAJA

Migso: wolowina,
wieprzowina, cielgcina

Dréb

Watrébka

Wedliny

RYBY | OWOCE
MORZA

Dorsz

Pstrag

Sledz

Makrela

Tunczyk

Karp

Panga

Morszczuk

Mintaj
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Ile razy w ostatnim tygodniu/miesigcu spozywata Pani wymienione nizej produkty

A B C D E F
Produkt Nie 1-3razy 4-6 razy Codziennie 1-3 razy Rzadziej niz
spozywatam | wtygodniu | w tygodniu W miesiacu lrazw
miesigcu
Ryby wedzone
Owoce morza
Inne
JaKie. ..o

OWOCE, WARZYWA (sur

owe i/lub gotowane), GRZYBY

Jabtka

Gruszki

Sliwki

Truskawki, maliny

Wisnie, czere$nie

Mandarynki, pomarancze,
grejpfruty, kiwi

Brzoskwinie, morele

Banany

Inne

Marchew, pietruszka

Buraki

Salata

Pomidor

Ogorek

Papryka

Rzodkiewka

Cebula, czosnek

Kalafior, brokuty, kapusta,

Koper, pietruszka —na¢,

Ziemniaki

Rosliny straczkowe
(np. soja, fasola, groch)

Grzyby

Inne

PESTKI, ORZECHY, SLODYCZE

Pestki, orzechy

Czekolada

Cukierki, ciasto, herbatniki

NAPOJE

Herbata czarna

Herbata zielona, czerwona

Kawa

Kakao, kawa zbozowa

sok warzywny
JaKie..oo

166




Produkt

Ile razy w ostatnim tygodniu/miesigcu spozywata Pani wymienione nizej produkty

A

B

C

D

E

F

Nie
spozywatam

1-3razy
w tygodniu

4-6 razy
w tygodniu

Codziennie

1-3razy
W miesigcu

Rzadziej niz
lrazw
miesigcu

Piwo

Wino biale

Wino czerwone

Alkohole

Jak czesto stosuje Pani nastepujace sposoby przyrzadzania

potraw?

gotowanie

smazenie

pieczenie

grillowanie
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Kwestionariusz Aktywnos$ci Ruchowej
Seven Day Physical Activity Recall

Prosimy o uwazne przeczytanie ponizszych pytan i jak najdoktadniejsze odpowiedzi. Na
koncu kwestionariusza podane (na odwrocie) s3 przyktady aktywnosci ruchowej o
umiarkowanej, duzej i bardzo duzej intensywno$ci. Aktywnos$ci o niskiej intensywnos$ci
(praca siedzaca, ogladanie telewizji) zostanie obliczona automatycznie na podstawie Pana
odpowiedzi dotyczacej liczby godzin snu oraz aktywnos$ci ruchowej o umiarkowane;j,
duzej 1 bardzo duzej intensywnosci.

Kwestionariusz dotyczy 7 ostatnich dni.

1.

Przecietnie, ile godzin spates kazdej nocy w ciggu 5 ostatnich powszednich dni
tygodnia (poniedziatek-piatek) (z doktadnoscia do 0,5 godziny?)
Przecietnie ................. godzin

Przecigtnie, ile godzin spate$ kazdej nocy w ostatnig sobote 1 niedzielg?
Przecigtnie ................. godzin

Wiysitki o umiarkowanej intensywnos$ci tagcznie w ciggu ostatnich 5 powszednich
dni tygodnia (z doktadnoscig do 0,5 godziny?)
Przecigtnie ................. godzin

Wysitki o umiarkowanej intensywnosci tacznie w ciggu ostatniej soboty i niedzieli
(z doktadnoscig do 0,5 godziny?)
Przecigtnie ................. godzin

Wysitki o duzej intensywno$ci tacznie w ciggu ostatnich 5 powszednich dni
tygodnia (z doktadnos$ciag do 0,5 godziny?)
Przecigtnie ................. godzin

Wysitki o duzej intensywnos$ci tacznie w ciggu ostatniej soboty i niedzieli
(z doktadnosciag do 0,5 godziny?)
Przecigtnie ................. godzin

Wiysitki o bardzo duzej intensywnosci facznie w ciggu ostatnich 5 powszednich dni
tygodnia (z doktadno$cia do 0,5 godziny?)
Przecietnie ................. godzin

Wiysitki o bardzo duzej intensywnosci tagcznie w ciggu ostatniej soboty 1 niedzieli
(z doktadnoscia do 0,5 godziny?)
Przecietnie ................. godzin

W pordéwnaniu z aktywnos$cig ruchowa w ciggu ostatnich 3 miesigcy, ostatni
tydzien charakteryzowat si¢

a. Wigksza aktywnoscig ruchowg

b. Podobng aktywnos$cig ruchowa

C. Mniejszg aktywnos$cig ruchowa
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10. W przypadku aktywnosci ruchowej, ktorg trudno jest zakwalifikowaé

wyszczegllnij ponize;j:

Przyktady aktywnosci ruchowe;:

O umiarkowanej intensywnosci:

Praca zawodowa: marsz, dostarczanie korespondencji, malowanie wngtrz,
podnoszenie i przenoszenie lekkich przedmiotdéw (np. praca ekspedienta)
Prace domowe: wycieranie kurzu i podtogi, mycie okien, grabienie trawnika,
zmywanie naczyn, nakrywanie do stotu

Aktywnos¢ sportowa (rzeczywisty czas ruchu): siatkdwka, tenis stotowy,
intensywny spacer (ok. 4,86 km/godz), golf, gimnastyka

O duzej intensywnoSci:

Praca zawodowa: prace ciesielskie i stolarskie, prace budowlane

Prace domowe: szorowanie podtog

Aktywnosé sportowa (rzeczywisty czas ruchu): tenis (parami), taniec, spokojny
jogging (trucht)

O bardzo duzej intensywnosci:

Praca zawodowa: kopanie, przenoszenie ci¢zkich tadunkow

Aktywnosé sportowa (rzeczywisty czas ruchu): tenis (singiel), intensywne bieganie,
ptywanie, pitka nozna, koszykowka
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