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Souhrn

Cilem této prace bylo ovéfit hypotézu, ze expanze kumulérnich bun€k savcich oocyti
je citlivéjsi indikator ptisobeni genisteinu, daidzeinu a zearalenonu, nez hodnoceni

dosazeného stupné jaderného zrani.

Genistein a daidzein se fadi do podskupiny fytoestrogenti, tzv. isoflavonoidii, ktera
obecné zahrnuje nejvyznamnéjsi fytoestrogeny. Zearalenon spada do skupiny mykotoxint,
latek produkovanych houbami a je oznaCovany jako mykoestrogen. Bézné se vyskytuji

Vv potravinach i krmivech a svou strukturou se velmi podobaji endogennim estrogentim.

Mechanismy, kterymi tyto latky v organismu pisobi, nejsou doposud zcela objasnény.
Predpoklada se vSak, ze v mnoha piipadech se tak déje prostfednictvim vazby na estrogenové
receptory Vv bunkach, které se rozliSuji na dva typy a a B. Svym efektem se podileji na
vyznamnych zménach v celém organismu. Vzhledem k jejich plisobeni skrze estrogenové
receptory, ovliviiuji zejména morfologii a funkce celé reprodukéni soustavy, véetné vyvoje a

zrani samicich pohlavnich bunék — oocyti.

Tato prace je zamétfena na vyvoj prasecich oocytl, pfedev§im pak na miru inhibice
expanze kumuldrnich bunék. Spravny pribéh expanze kumulo — oocytarniho komplexu je
dilezity pro uspésny proces oplozeni oocytu spermii. Jakékoliv negativni naruSeni vyvoje

V této fazi, tak mize byt pti¢inou snizené plodnosti samic.

Oocyty pro naSe experimenty byly ziskdvany aspiraci z dozralych folikuld
na vajecnicich prasni¢ek dovazenych z jatek a nésledné vybirany dle predem stanovenych
kritérii vhodnych pro kultivaci. Oocyty byly posléze kultivovany v 1ml kultiva¢niho média po
dobu 24h do stddia metafaze I. Kultivaéni médium bylo obohacené o rlstové proteiny,
huméanni gonadotropin a ¢ist¢ DMSO v pfipad¢ kontrolnich skupin, nebo o pfislusny
kontaminant rozpustény v DMSO v piipadé pokusnych skupin. Po 24 hodinové kultivaci byly
skupiny oocytii, vhodnych pro statistické hodnoceni, nasnimény digitalni kamerou. Plochy
kumulo — oocytarnich komplexd byly posléze méfeny z nasnimanych fotografii pomoci
programu Niss Elements, verze 4.0 a vyhodnoceny v programu STATISTIKA. Soub&zné
S naSimi experimenty probihalo 1 hodnoceni jaderné¢ho zrani, které vSak bylo soucasti jiné
studie. Nicméné pro interpretaci vlivu ndmi studovanych latek na expanzi kumularnich bunék

oocytl jsou tyto udaje nezbytné a zatazené do nasich vysledkd.



Vysledky nasich pokust potvrdili ucinky na Urovni kumuldrnich bunék vSech
testovanych latek ve vSech pouzitych koncentracich. Podobné tomu bylo i v pfipadé dil¢ich

experimentl hodnoticich G¢inky na Grovni jaderného zrani.

Nami testované davky vybranych kontaminanti se sice neprojevili bez efektu na
kumularnich bunék, ve srovnani s jadernym zranim, projevily podstatné vyraznéji. Vyssi
citlivost expanze kumulo — oocytarniho komplexu, ve srovnani s jadernym zranim tedy
nebyla zcela prokazana. Zda se vsak vhodné, pouziti hodnoceni miry expanze jako

paralelniho indikatoru efektu nami testovanych latek na celkovy vyvoj prasecich oocyta.

Klicova slova: oogeneze, genistein, daidzein, zearalenon, prase



Summary

The aim of this study was to test the hypothesis that the expansion of cumulus cells in
mammalian oocytes is a more sensitive indicator of genistein, daidzein and zearalenone than
assessing the degree of nuclear maturation.

Genistein and daidzein belong to a subgroup of phytoestrogens called isoflavones,
which generally includes the most important phytoestrogens. Zearalenone falls to a group of
mycotoxins produced by fungi and is known as mykoestrogen. It is commonly found in food
and feed and its structure is very similar to endogenous estrogens.

The mechanisms by which these substances function in the body have not yet been
fully clarified. It is assumed, however, that in many cases this is done by binding to estrogen
receptors in cells, which are distinguished into two types of a and B. Its effects contribute to
significant changes in the whole organism. Due to their effects through estrogen receptry,
they affect especially the morphology and function of the entire reproductive system,
including the development and maturation of female sex cells - oocytes.

This work focuses on the development of porcine oocytes, especially on the level of
inhibition of cumulus cell expansion. The correct progress of the expansion of cumulus -
oocyte complex is important for the successful process of oocyte fertilization by sperm. Any
negative disruption of the development at this stage can thus be identified as a cause of
reduced fertility females.

Oocytes for our experiments were obtained by aspiration from matured follicles in the
ovaries of gilts imported from slaughterhouses and subsequently selected according to
predetermined criteria suitable for cultivation. The oocytes were then cultured in 1 ml culture
medium for 24 hours to the metaphase stage |I. The medium was enriched with growth
proteins, human gonadotropin and clear DMSO for controls, or a corresponding contaminant
dissolved in DMSO in the case of the experimental groups. After 24 hours of cultivation were
the groups of oocytes suitable for statistical evaluation scanned by a digital camera. Areas of
cumulus - oocyte complexes were then measured from the images using Niss Elements,
version 4.0 and evaluated in the programme STATISTIKA. In parallel with our experiments
an evaluation of nuclear maturation was conducted, but this was a part of another study.
However, for the interpretation of the influence of the studied compounds on the expansion of

cumulus oocyte cells are these data necessary and included in our results.



The results of our experiments confirmed the effects on the level of cumulus cells of
all compounds tested at all the concentrations used. The situation was similar in the case of

hte partial experiments evaluating the effects on the level of nuclear maturation.

The tested doses of selected contaminants have shown some effect on nuclear
maturation. Nevertheless, the inhibitory effects of the lowest concentration of all three
compounds on the expansion of cumulus cells in comparison with the nuclear maturation
showed to be significantly stronger. Higher sensitivity of the expansion of cumulus - oocyte
complex, compared to nuclear maturation was therefore not fully established. It seems
appropriate, however, to use assessment of the rate of expansion as a parallel indicator of the

effect of the tested substances on the overall development of porcine oocytes.

Key words: oocyte maturation, genistein, daidzein, zearalenon, pig
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1 Uvod

Lidé i zvifata se setkdvaji s velkym mnozstvim latek, které v organismu puasobi
podobnym ucinkem jako endogenni estrogeny. Velmi dulezitou skupinou téchto
environmentalnich estrogend, jsou tzv. pfirodni xenoestrogeny — fytoestrogeny a mykotoxiny.
Latky tvofici se v rostlinach a houbach a vyskytujici se tak v mnoha potravinach a zvitecich

krmivech rostlinného ptivodu.

Hormonalni plsobeni ptirodnich xenoestrogenl v organismu ovlivituje Sirokou Skalu
fyziologickych funkci. I kdyz fytoestrogeny, pifedevsim v lidském organismu, mohou piisobit
1 pozitivnimi U€inky, jejich vliv v oblasti reprodukce zvifat je pfedev§im negativni. V piipade
mykotoxinii pusobicich jako environmentdlni estrogeny, byl zaznamenan pouze negativni
efekt. Tyto negativni vlivy jak fytoestrogenl tak zearalenonu na vsSech trovnich reprodukéni

soustavy jsou potvrzeny zna¢nym mnozstvim in vivo i in vitro studii.

Mnoho studii prokazuji inhibi¢ni uc¢inky nami studovanych latek i na zrani savc¢ich
oocytd, a to zejména na urovni jaderného zrani. Souvislosti mezi vlivem na jednotlivé stupné
vyvoje a zrani oocytll a inhibi¢nimi U¢inky na expanzi kumulo — oocytarniho komplexu vsak

nejsou doposud pfili§ objasnény.



2 Cil prace

Cilem této prace je zjistit a zhodnotit miru expanze kumularnich bunék prasecich
oocytd kultivovanych vin vitro podminkach pii plsobeni vybranych fytoestrogent
(genisteinu, daidzeinu) a zearalenonu v nizkych davkach, které jiz nemaji prokazatelny uc¢inek
na jaderné zrani a ovéfit tak hypotézu, ze expanze kumularnich bunék je citlivéjsi indikator

pusobeni uvedenych latek nez hodnoceni dosazeného stupné€ jaderného zréani.



3 Literarni prehled

3.1 Environmentalni estrogeny

V piirodé se vyskytuje mnoho latek, které vice ¢i méné negativné plisobi na zdravi
zivych organisml. Mezi n¢é se fadi i endokrinni disruptory: environmentalni latky, které
narusuji hormondlni rovnovahu organismt a svou u¢innosti jiz pii extrémné nizkych davkach
negativné ovliviiuji celkovou homeostazu, reprodukc¢ni, vyvojové a behavioralni funkce
(Hilscherova et Blaha, 2009; Sucharda et Kotecky, 2003). Jsou to chemické latky vyskytujici
se v zivotnim prostiedi: pfirodni i syntetické hormony, pfirodni soucasti rostlin, pesticidy,
latky pouzivané pii vyrob€ plastickych hmot a riznych konzumnich vyrobki, dalsi
primyslové vyuzivané latky a odpady (Hrubd, 2009). Vzhledem k dynamicnosti a rychlosti
vyzkumu endokrinnich disruptori se seznam téchto latek neustale rozsifuje. (Sucharda et

Kotecky, 2003).

Jednou ze skupin latek, které se fadi mezi endokrinni disruptory jsou 1 tzv.
,environmentalni estrogeny®, které se svym u¢inkem velmi podobaji pfirozenym estrogentim
(Sucharda et Kotecky, 2003). Dle pivodii mlizeme environmentalni estrogeny rozdé€lit na
syntetické xenoestrogeny, které vznikaji lidskou ¢innosti (pesticidy, detergenty apod.) a na

pfirodni xenoestrogeny (Holoubek et Cadova, 2000; Kujalova et al., 2007).

Syntetické xenoestrogeny se fadi mezi primyslové vyrabéné produkty nebo jejich
metabolity: pesticidy (DDT, endosulfan, atrazin); derivaty stilbenu; nizkochlorované
polychlorované bifenyly, dioxiny, furany nebo polyaromatické uhlovodiky. Déle nékteré
acidobazické indikatory, napi. fenolftalein; n€které ftalaty a bisfenol A, které se louhuji
zobald potravin, nebo alkylfenoly (oktylfenol, nonylfenol), coZz jsou zéstupci
biodegradac¢nich produkti obsazenych v mnohych detergentech, natérovych hmotach,
pesticidech nebo kosmetickych piipravcich (Holoubek et Cadova, 2000; Kujalovéa et al.,
2007).



3.2 Prirodni xenoestrogeny

Pfirodni xenoestrogeny mohou mit sviij pivod v rostlinach, kdy se jednd o tzv.
fytoestrogeny, ¢i jsou to produkty vlaknitych hub (plisni), oznacované jako mykoestrogeny

(Kalag et Mika, 1997; Holoubek et Cadova, 2000; Kujalova et al., 2007).

3.2.1 Fytoestrogeny

Fytoestrogeny jsou latky vyskytujici se v mnohych potravinach, jako jsou obiloviny,
lusténiny, listova zelenina, ovoce nebo také traviny. Hlavnim zdrojem fytoestrogenti jsou vSak
jeteloviny a predevsim sdja (Knight et Eden, 1995; Kujalova et al., 2007). Poprvé byly
izolovany z rostlin na konci 20. let 20. stoleti a byly identifikovany ve vice nez 300 druzich
rostlin (Kala¢ et Mika, 1997). Svou strukturou a funkci jsou podobné endogennimu hormonu
178 — estradiolu (Bou¢ et al, 2000; Pilsdkova et al., 2010) nebo syntetickému hormonu
diethylstilboestrolu (Boué et al, 2000).

Biologicka aktivita fytoestrogend, ptfesnéji jejich ucinek na reprodukcei, je prokazana
diky mnoha studiim. Jednou z nejvyznamnéj$ich je studie syndromu neplodnosti u ovci
(Bennetts et al, 1946), pozdéji oznacovaném jako ,,jetelova choroba® (angl. clover disease)
(Kala¢ et Mika, 1997). Ta byla zaznamenéna jiz v roce 1940 a tykala se ovci v zapadni
Australii spasajicich porosty bohaté na jetel podzemni (Trifolium subterraneum). U zvitat po
poziti jetele dochazelo ke zhorSenému zabtezavani — pocet zabteznutych ovci klesal, Castéji se
vyskytovaly aborty a porodni komplikace (Alpert, 1976; Kala¢ et Mika, 1997). Nésledné
studie prokazaly vys$i koncentrace formononetinu a biochaninu, latek fadicich se tak mezi

prvni objevené fytoestrogeny (Rossiter et Beck, 1996).

Koncentrace fytoestrogenii v rostliné je zavisld na nckolika faktorech, kterymi jsou
napiiklad: druh rostliny (polyploidni odridy mivaji fytoestrogenii vice nez diploidni), ¢ast
rostliny (listy ¢asto obsahuji podstatné vice estrogenu nez lodyhy), vegetacni faze, kdy napf.
Smetanka lékafska vykazuje slabou estrogenni aktivitu ve fazi listové rzice a silnou
estrogenni aktivitu v dobé kvétu, a to diky kvétnimu stvolu (Kala¢ et Mika, 1997). Ze studii,
ve kterych bylo prokdzano zvySeni koncentrace fytoestrogenti pii napadeni rostliny
patogennimi organismy (a to az patnactindsobn¢), se da usuzovat, ze fytoestrogeny slouzi

Vv rostlin€ 1 jako obranny mechanismus. Tento fakt mtze byt dilezity pii Slechténi rostlin na



vyssi odolnost proti Skiidciim a chorobam, a je zaroven moznosti, jak v rostliné obsah

fytoestrogenti zvySovat (Kala¢ et Mika, 1997).

Rozdéleni fytoestrogenti

Fytoestrogeny jsou skupina latek, ktera se da délit do nékolika tiid. Obvykle se ovSem
déli pouze do dvou zékladnich skupin s nejvyznamnéjSimi zastupci a to: kumestany a
isoflanoidy, které zahrnuji lignany a isoflavony (Sharma et al., 2005). V n¢které literatuie
Jsou mezi fytoestrogeny fazeny jesté skupiny tzv. fytoestroll a stilbenti (Knight et Eden,

1995).

Fytoestroly, p-sitosterol, kampesterol a stigmasterol, jsou souéasti bézné rostlinné
stravy a jejich vyskyt byl zaznamenén i ve dievé (Cantrill, 2008; Rouskova et al., 2010).
Vzhledem k jejich schopnosti snizovat hladinu cholesterolu se bézn¢€ ptidavaji do potravin ve
volné nebo esterifikované formé. Fytoestroly dale vyznamné ovliviluji imunitni systém,
pusobi preventivné proti nékterym typiim nadorovych onemocnéni a jsou znamy 1 jejich

antioxidac¢ni u¢inky (Rouskova at al., 2010).

Z derivati stilbenu je nejdulezitéjsi zastupce resveratrol, ktery je nejvice obsazen ve
slupkach cervené vinné révy, a tedy i v Cerveném viné (P&knicova, 2007), v araSidech a
v nizSich koncentracich i1 ve slupkdch vinné révy bilé (Moravcova et Kleinova, 2002;
Cornwell et al., 2004). V ptirod¢ se vyskytuji dva isomery resveratrolu, cis a trans a v
rostlinach se vét§inou vyskytuje smés obou izomerdt (Smidrkal et al., 2001). Estrogenni

aktivita vsak byla zjisténa pouze u isoformy trans (Cornwell et al., 2004).

Kumestanii se v pfirod¢ vyskytuje velky pocet, ale pouze nékteré z nich vykazuji
estrogenni aktivitu (Cornwell, 2004). Z hlediska estrogenni aktivity a obsahu v rostlinném
fytoestrogenem ve vojtésce (Moravcova et Kleinova, 2002). Jeho afinita k estrogennim
receptorim je asi 100 — 200x niz8i nez v piipadé 17p — estradiolu a ma i podstatné nizsi
ucinky nez synteticky diethylstilbestrol (Burton et Wells, 2002). Ve srovnani s ucinky
1soflavonti je 30 — 40 x U¢inngjsi (Kalac et Mika, 1997).



Isoflavonoidy jsou skupinou latek zahrnujici nejen podskupinu lignanti, ale pfedevs§im
nejznaméjsi podskupinu fytoestrogent, tzv. isoflavony, mezi které se tadi nejsledovanéjsi

fytoestrogeny — biochanin A, genistein a daidzein.

Isoflavonoidy

Isoflanoidy patii mezi rostlinné fytoalexiny. Jejich typickymi producenty jsou rostliny
z Celedi bobovitych, ale byly nalezeny i v mnoha dalSich jak jednodéloznych, tak
dvoudéloznych rostlinach (Vitkova et al., 2004). Tuto Sirokou skupinu fytoestrogent Ize

rozdé€lit do dvou podskupin: Lignany a Isoflavony.

Lignany jsou tfida fenylpropanoidt, dimerid a oligomert (Cornwell et al., 2004).
(Moravcova et Kleinova, 2002). Pozd¢ji vsak byly objeveny v biologickych tekutinach savct
v obdobi menstruacniho cyklu pfirozené savéi lignany (enterodiol a enterolakton), a proto
byly dany do souvislosti s estrogennim ufinkem a oznafeny za ojedinélou skupinu
endogennich hormontl (Opletal et Simerda, 2010; Moravcova et Kleinova, 2002). Do
organismu se mohou dostat i rostlinnou stravou (Opletal et Simerda, 2010), ktera viak neni na
lignany pfili§ bohatd, a to z ddvodu technologického zpracovani, kdy je obvykle frakce

lignanti oddélena spole¢né se slupkami a vlakninou (Moravcova et Kleinova, 2002).

Existuji dva hlavni dimery lignant, sekoisolariciresinol (SECO) a matairesinol, které
vSak samy o sob¢ estrogenni ¢innost nevykazuji, nicméné jsou snadno pfeménény na vyse
zminéné tzv. savéi lignany - enterodiol a enterolakton, které jiz jsou estrogenné aktivni

(Cornwell et al., 2004).

vvvvvv

olej. Matairesinol je ve Inéném seminku zastoupen pouze v minoritnim mnozstvi (Moravcova

et Kleinova, 2002; Opletal et Simerda, 2010).

Isoflavony jsou podskupinou flavonoidd, které se v rostlinnych tkanich vyskytuji
zejména jako cukerné derivaty glykosidu (Barret, 1996): 7 — O — glykosidy s cukernou

slozkou, kterou tvofi malonat —, ¢i methylmalonat — hemiestery (Kala¢ et Mika, 1997) a u



kterych doSlo ke zmén€ chemické struktury pfesunem fenolového jadra v heterocyklickém
uhlovodiku z pozice C3 do pozice C2 (Cornwell et al., 2004). Estrogenni aktivita samotnych
isoflavonti je v pomérné nizka, po strukturalnich pfeménach v pribéhu metabolismu se vSak

vyrazné zvysuje (Kala¢ et Mika, 1997).

Isoflavony jsou syntetizovany hlavné ve vegetacnim vrcholu rostliny, vyskytuji se
tedy predevsim v chloroplastech nadzemnich orgdni rostlin a ve stopovém mnozstvi jsou
zastoupeny i v kofenech. Urcita ¢ast obsahu isoflavoni je v listu pfitomna jiz na poc¢atku jeho
rustu, zbytek se vytvari béhem rustu. K jejich pfeméné dochazi az pii plném rozvinuti listu

(Kala¢ et Mika, 1997).

Ptitomnost isoflavontl byla zjisténa v nékterych 1é¢ivych rostlinach, jako je krucinka
barviiska (Genista tinctoria) nebo janovec metlaty (Sarothamnus scoparius). V malé mife
jsou zastoupeny V zité a zitnych vyrobcich, objevuji se i v pivu nebo bourbonu a nové byly

objeveny i v rybizu a dal$im drobném ovoci (Moravcova et Kleinova, 2002).

Hojné se vyskytuji v jeteli (Moravcova et Kleinova, 2002; Burton et Wells, 2002;
Pilsakova et al., 2010), kde nejvice zastoupenym fytoestrogenem je biochanin A (Moravcova
et Kleinova, 2002) a formononetin (Kala¢ et Mika, 1997). Jejich nejbohat$im zdrojem je vSak
sOja lustinata (Moravcova et Kleinova, 2002; Cederroth et al., 2012; Pilsakova et al., 2010)
bohata na daidzein, genistein a glycitein (Moravcova et Kleinova, 2002). Stejné jako u jinych
fytoestrogenii je koncentrace isoflavonli v s6je zavisla na mnoha faktorech. Jednim
z dilezitych faktord je troven zpracovani. Obecné plati, Ze vysSsi stupent zpracovani je spojen
S jejich niz§im obsahem. Druhd generace s6jovych vyrobkl (napt. tofu) obsahuje pouze 6 —

20% z celkového mnozstvi isoflavonti v nezpracované soji (Pilsakova et al., 2010).

v

Mezi nejznaméjsi isoflavony se slabs$i estrogenni aktivitou patii vySe zminéné latky
formonentin a biochanin A. Béhem metabolickych procesi vS§ak mohou byt, diky ¢innosti
sttevnich bakterii, pfeménény na biologicky aktivnéj$i a piedev§im vice sledované latky,
genistein a daidzein (Tolleson et al., 2002).

vvvvvv

hlavnim estrogenem vyvoldvajicim jiz zminénou ,jetelovou chorobu®. Jeho biologicky
aktivnéjSim metabolitem je equol, pfi¢emz formononetin sam o sob¢ estrogenni aktivitu

nevykazuje (Kala¢ et Mika, 1997).



Nejbohat§im zdrojem biochaninu A je jetel ¢erveny (Trifolium pratense) (Kalaé et
Mika, 1997; Czerpak et al., 2003), ktery obsahuje 0,8% biochaninu A z hmotnosti susiny listl
(Czerpak et al., 2003). Dale byla jeho pfitomnost zjiSténa, kromé s6ji také ve vojtésce (Kalac

et Mika, 1997) a ve Svestkach (Czerpak et al., 2003).

Genistein (4°,5,7-trihydroxyisoflavon)

Genistein se krom¢ jiz zminéné so6ji, vyskytuje i v n€kolika druzich jetelu - jeteli
luénim, v jeteli plazivém, jeteli perském a ve vojtéSce (Kala¢ et Mika, 1997). Hlavnim
potravinovym zdrojem genisteinu je biologicky aktivni glukosid genistin, ktery se tvofi pii

fermentaénich procesech béhem zpracovani rostlin nebo jejich traveni (Barlow et al., 2007).

Genistein plsobi jako inhibitor tyrosin kindz, DNA topoisomerazy I a I, a ribosomalni
S6 kindzy. Jelikoz tyrosin kinazy jsou skupinou enzymi zapojenych do kontroly mitogeneze,
regulace bunécného cyklu a bunécné transformace, je genistein jeden z nejvice sledovanych

isoflavond (Knight et Eden, 1995).

Daidzein (4’,7-dihydroxyisoflavon)

Daidzen se v mladych listech neobjevuje. Narozdil od ostatnich isoflavont, které se
vyskytuji v listech uz v dobé, kdy se list objevi (Kala¢ et Mika, 1997). Vyskytuje se
vV semenech sdji, v malém mnoZstvi v pici jetele plazivého a vojtésky a ve stopovém mnozZstvi

v jeteli luénim a svou strukturou je velmi podobny genisteinu (Kala¢ et Mika, 1997).

Podobné¢, jako v ptipadé genisteinu, je hlavnim potravinovym zdrojem daidzeinu jeho
aktivni glukosid a metabolicky prekurzor daidzin. Ten pak muze byt vstiebavan do krve nebo
dalsimi metabolickymi procesy pfeménén na equol a 0 — desmethylangolensin (Barlow et al.,
2007). Utinnost daidzeinu je vysoce zavisla na stupni metabolického rozkladu. Jeho
metabolity equol a 0 — desmethylangolensin (0 — DMA) vykazuji vétsi afinitu vaci
estrogenovym receptorim nez samotny daidzein, a equol piisobi siln€j$Sim estrogennim

ucinkem nez 0 — DMA (Knight et Eden, 1995; Barlow et al., 2007).

Metabolické pfemény genisteinu a daidzeinu jsou blize popsany v kapitole 4.3

Metabolismus piirodnich xenoestrogent.



Chemickeé struktury vybranych fytoestrogenti jsou znazornény na obr. €. 1.
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Obr. &. 1: Struktura vybranych FE a endogenniho estradiolu.

3.2.2 Mykotoxiny

Nékteré mykotoxiny mohou pusobit jako piirodni xenoestrogeny. Vznikaji jako
toxické produkty metabolismu vlaknitych hub, vyskytujicich se nejen na objemnych krmivech
ale 1 na obilovinach, olejninach apod. (Kanora et Maes, 2009). Tvofi se jak v obdobi riistu
plodin, tak v pribéhu sklizné nebo béhem skladovani (D'Mello, 1997). Jedna se o organické
latky mimofadné stabilni, jejichz toxicita nebyva béznou upravou krmiv a stravy sniZena, a

proto jsou nebezpecné nejen pro zvitata, ale 1 pro ¢loveéka (Kala¢ et Mika, 1997).

Tvorba mykotoxinii v Krmivu zavisi na mnoha faktorech, jako jsou vlhkost substratu,
relativni vlhkost, dostupnost kysliku, a v zavislosti na druhu houby produkujici toxiny i
teplota. Dilezitymi aspekty stupné intoxikace je mnozstvi davky a doba jejiho plsobeni.
V disledku zkrmovani mikrobialné zavadnych krmiv, dochédzi u zvifat k mnoha zdravotnim
komplikacim, které se mohou projevit na celkovém zdravotnim stavu jedince, kdy dochéazi k
potlac¢eni imunity, prijmiim, krvaceni nebo snizeni vykonnosti a produkce. Nejvice, se vSak
negativni vliv mykotoxind odrazi v oblasti reprodukce u samcti i samic (Kanora et Maes,
2009).



Dtlezitymi producenty téchto latek jsou prfedev§im fytopatogenni houby rodi
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Claviceps a Fusarium produkujici celou fadu

mykotoxinil s estrogennimi ucinky.
Zearalenon

Zearalenon je vzhledem ke své vysoké ucinnosti a rozsitenému vyskytu dalezitym
zastupcem skupiny mykotoxint. Spolecné s jeho derivaty a a B zearalenolem jsou fazeny do
rodiny fenolovych slouc¢enin produkovanych houbami rodu Fusarium spp., a to piedevs$im F.
graminearum a F. culmorum (Desjardins, 2006; D'Mello, 1997). Pravidelné se vyskytuje
zejména V kukufici, Ciroku, pSenici a Zzitu (Zinedine et al., 2007) a byva nejCastéjSim
mykotoxinem v krmivech zivo¢i$ného ptivodu, zvlasté¢ masové a rybi moucky (Kala¢ et Mika,

1997).

K nejvyssi produkci zearalenonu dochazi béhem skladovani, pokud je vysoka teplota a
vlhkost a jsou tak vytvoreny vhodné podminky pro zaplisnéni krmiva, zatimco v obdobi ristu

plodin je jeho tvorba minimalni (Cheek, 1998).

Nejcitlivéjsim zivocisnym druhem na zearalenon jsou prasata, zejména prasnice a
prasnic¢ky, u kterych je negativni vliv na plodnost a reprodukci nejvyraznéjsi (Kanora et
Maes, 2009). Oproti tomu dribez se fadi mezi extrémné odolné druhy (Osweiler, 1986). Tyto
rozdily v citlivosti, pravdépodobné souvisi a odliSnostmi v metabolickych pfeménach u

jednotlivych druhti hospodatskych zvitat (Olsen, 1989).

OH O H
(]
HCY
[=]
Zearalanon
O G H
" I
(]
Taleranol (beta-Zearalanol) beta- fearalenal Zearalenon

Obr. ¢. 2.: Chemicka struktura zearalenonu a jeho derivati.
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3.3 Mechanismus piisobeni xenoestrogeni

Prestoze u¢inkil xenoestrogenli na organismus je zndmo mnoho, mechanismus jejich

pusobeni neni stale zcela objasnén (Benassayag et al., 2002).

Xenoestrogeny mohou obecné piisobit prostfednictvim interakce s transportnimi
proteiny, membranovymi a estrogenovymi receptory a jinymi mechanismy pusobeni
(Cederroth, 2012; Benassayag et al., 2002). Mohou tak ovliviiovat rizné biologické funkce,
jako je syntéza proteind, transport vapniku (Ca), oxidaci lipidi, diferenciaci bunék, proliferaci

nebo ucinky ristovych faktorti (Moravcova et Kleinova, 2002).

Je nutno dodat, ze ptirodni xenoestrogeny nemaji pouze estrogenni efekt, ale v uréitém

piipadé pusobi i antiestrogenné. (Ososki et Kennelly, 2003).

3.3.1 Vazba na estrogenové receptory

Ze vsech znamych mechanismtl plsobeni xenoestrogenil, je nejvice prozkoumana

jejich schopnost vazby na estrogenové receptory (Kuiper et al., 1998).

Estrogenové receptory byly poprvé objeveny a izolovany v padesatych letech 20.
stoleti z n¢kolika druht savci, véetné clovéka. V osmdesatych letech byl naklonovan prvni
estrogenovy receptor, dnes oznacovany jako ER a. O par let pozdé€ji vSak byl objeven dalsi
typ - ER B. (Herynk and Fuqua, 2004). Tyto subtypy estrogennich receptorii se od sebe 1isi
distribuci ve tkéanich a afinitou k ligandu (Gruber et al., 2002). V organismu se vyskytuji
v nékolika isoformach (Herynk et Fuqua, 2004; Singleton et Khan, 2003; Barone et al., 2010).

Estrogenni receptory patii do skupiny tzv. nukledrnich receptorti a skladaji se z
nekolika funkénich domén oznafovanych A — F, které svymi funkcemi ovliviiuji celkovou

afinitu receptoru (Drummond et Fuller, 2010; Herynk et Fuqua, 2004).

Amino - koncova A/B doména souvisi s transaktivaci genové exprese. C — doména,
téZ oznaCovana jako E/F doména, zastava dilezitou roli pfi dimerizaci receptoru a jeho
interakci s DNA. Dilezitou soucasti je téZ karboxyl - koncova ligand — vazajici doména, ktera
je zésadni pro vazbu specifickych ligandlii na receptor, jadernou translokaci, dimerizaci a
modulaci cilové exprese. Estrogenové receptory se 1isi v obou koncovych doménach, a
ackoliv jsou kodovany odliSnymi geny, jejich DNA vazajici domény jsou vysoce homologni
(Benassayag et al.,2002).
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Utinky xenoestrogentii pies estrogenové receptory probihaji pomoci dvou zakladnich
mechanism u¢inku, genomického a negenomického (Bjornstrom et Sjoberg, 2005;
Singleton et Khan, 2003, Hall et al., 2001).

Genomicky ucinek xenoestrogenii je vyvolavan vazbou hormonu na receptor
lokalizovany v jadie, ktery interaguje se specifickymi palindromatickymi sekvencemi DNA,
nazyvanymi estrogen responsive elements (ERE). Tato interakce je spoustécim mechanismem
pro RNA — dependentni proteosyntézu (Benassayag et al., 2002). Estrogenovy receptor tak
pusobi jako transkripcni faktor a pozitivné ¢i negativné ovliviiuje genovou expresi cilovych

gend (Benassayag et al., 2002; Singleton et Khan, 2003).

Dalsi, mén¢ Castou cestou ptisobeni xenoestrogent v organismu je tzv. negenomicka
cesta. V tomto pfipadé se xenoestrogeny vazou na piislusné membranové receptory a dochazi
k aktivaci transduk¢nich signélnich drah (Benassayag et al., 2002; Bjornstrom and Sjoberg,
2005) a produkci druhych posla (napt. cAMP) (Benassayag et al., 2002). Timto ptisobenim na
cilové transkripéni faktory mtize negenomicky ucinek nepiimo ovlivnit i genovou expresi.
Negenomické Uc¢inky jsou charakteristické svou rychlosti, coz je spojovano s aktivaci fadou
protein - kinazovych kaskad (Bjornstrom and Sjoberg, 2005). Xenoestrogeny se mohou timto
mechanismem uplatiovat diky vysoké citlivosti pfi relativné nizkych koncentracich estrogent
(Singleton et Khan, 2003; Bjornstrom and Sjoberg, 2005). Negenomicka cesta pasobeni je

typicka pievazné pro zearalenon, na rozdil od fytoestrogenti (Minervini et Dell” Aquila, 2008).

3.3.2 Rozmisténi estrogenovych receptora v organismu

Distribuce a mnozstvi estrogenovych receptorti v jednotlivych tkénich je odlisné
Vv zavislosti na konkrétnim cilovém organu (Gruber et al., 2002) a jeho fyziologickém a
patologickém stavu (Benassayag et al., 2002). Oba subtypy byly spole¢né identifikovany

v mlécné zlaze, déloze, vajeCnicich a v cévach (Benassayag et al., 2002).

Vyskyt receptor ER a je ve vysoké koncentraci zaznamendn predev§im v mlécné
zlaze, déloze a varlatech. Déle se nachazi i v hypofyze a ledvinach (Singleton et Khan, 2003;

Gruber et al, 2002).

Rozmisténi ER B je obecné $irsi. Na rozdil od ER a jsou tyto receptory zastoupeny

V podstaté ve vSech télnich soustavach. Vyskytuji se pfevazné v kardiovaskularni soustave,
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travicim traktu, hypotalamu, plicich a ledvinach, prostaté a v granuldznich buiikdch ovarii

(Singelton et Khan, 2003; Gruber et al., 2002).

3.3.3 Afinita prirodnich xenoestrogeni k estrogenovym receptorim

Obecné Ize fici, ze ve srovnani sendogennim estradiolem musi byt pfirodni
xenoestrogeny v organismu ve 100 — 1000x vy$si koncentraci, aby se projevil podobny
biologicky ucinek (Singelton et Khan, 2003; Moravcova et Kleinova, 2002). Vyssi
koncentrace (100nM) fytoestrogeni jsou schopné vyvolat reakce stejného rozsahu jako
fyziologické hladiny endogennich estrogeni. Estrogenni u¢inek genisteinu je pii koncentraci
100nM dokonce vys$i nez estrogenni sila 17p — estradiolu (Benassayag et al., 2002).

Nicméné jejich potencidl pro vyvoldni téchto biologickych ucinkl je velmi slozity a
zavisi na tadé faktord. Dulezitym faktorem je mira schopnosti xenoestrogenti vazat se na
estrogenové receptory (Singelton et Khan, 2003). Afinita xenoestrogenti k estrogenovym
receptorim spolec¢né¢ s konformacnimi zménami po vazbé¢ ligand — estrogenovy receptor, jsou
dalezitymi parametry pro U¢innost transkripce a agonistického ¢i antagonistického piisobeni

xenoestrogenti (Benassayag et al., 2002).

Fytoestrogeny maji ve srovnani s 17 estradiolem niz8i vazebnou schopnost k obéma
typlim estrogennich receptorti. Pfi ¢emz afinita k ER B je az 5x vysS§i neZ k ER o (Vrzaiova et

Heresova, 2003).

Dulezitou roli pro afinitu fytoestrogenti, konkrétn¢ isoflavontl, hraje pozice a mnozstvi
OH — skupin ve struktufe jednotlivych latek. Obecné se da fici, Ze afinita k estrogenovym
receptorim roste spolecné s rostoucim poctem OH skupin. Genistein obsahujici 3 OH —
skupiny ma vysokou vazebnou afinitu, oproti tomu afinita daidzeinu a biochaninu A, které

maji pouze jednu OH — skupinu, je zna¢n¢ snizena (Benassayag et al., 2002).

Pti vazbé fytoestrogentl na estrogenové receptory, jsou jednoznacné preferovany ER J3,
na rozdil od zearalenonu, ktery pfi své aktivaci upfednostiiuje vazbu s ERa (Herynk et Fuqua,
2004). Afinita jednotlivych fytoestrogeni k ER B je v nasledujicim sestupném poiadi:

estradiol >> kumestrol > genistein > daidzein > biochanin A > formonentin. Afinita k ER a je
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fazena podobné: estradiol >> genistein =~ kumestrol > daidzein > biochanin A > formonentin

(Moravcova et Kleinova, 2002; Benassayag et al., 2002).

Oproti fytoestrogenim se vSak zearalenon vyznacuje svou vysokou afinitou vici
obéma estrogenovym receptorim (Kanora et Maes, 2009). Obecné je tedy povazovan za
Xenoestrogen s nejvétsimi estrogennimi ucinky (Mueller et al., 2004) a jeho afinitka k ER f je
srovnatelna s kumestrolem (Benassayag et al., 2002). Dulezitym krokem ke zvySeni toxicity
zearalenonu, a tim i jeho afinity, je jeho redukce na a — zearalenol. A to z davodu poklesu
estrogenni potence derivatli zearalenonu timto smérem: o — zearalenol > zearalenon > 3 —
zearalenol (Minervini et al., 2001). Problematika pfemény zearalenonu na aktivngjsi latky je

ptiblizena v podkapitole 3.4.2 Metabolismus zearalenonu.
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3.4 Metabolismus prirodnich xenoestrogenu

Pfirodni xenoestrogeny se na rozdil od jinych endokrinnich disruptori v téle
neakumuluji, ale prochazeji pomérné rychlymi metabolickymi procesy. Ty jim napomadhaji

vyvolavat v téle specifické ucinky dle prislusné latky.

Ze skupiny fytoestrogent jsou isoflavony, lignany i stilbeny latky, které prochazeji
katabolismem podobnym jak u lidi, tak u zvifat. Zatimco metabolismus napf. kumestant

nebyl doposud popsan (Moravcova et Kleinova, 2002).

3.4.1 Metabolismus isoflavonu

Hlavnim zdrojem isoflavoni je potrava, kde se nejcastéji vyskytuji jako neaktivni
cukerné derivaty, B — glykosidy (Murkies et al., 1998). Aby byly v organismu biologicky
aktivni a vstiebatelné, je zapotiebi nékolika konjugacénich a dekonjugacnich krokd (Murkies
et al.,, 1998; Knight et Eden, 1995). Pii metabolickych preménach, pravdépodobné dochazi
K hydrolytickému S$tépeni zalude¢ni kyselinou, stfevnimi  — glukosiddzami nebo B —
glukosidazami ptitomnymi v potravé (Moravcova et Kleinova, 2002; Mazur, 2000). Pfi tomto
Stépeni se odstrani cukerné slozky a neaktivni glykosidovéd forma se pfeméni na biologicky

aktivni a vsttebatelné aglykony (Knight et Eden, 1996; Mazur, 2000).

Volné aglykony jsou absorbovany v tenkém stievé. Dale jsou transformovany
v jatrech, kde dochazi ke konjugaci s kyselinou glukoronovou, a v mensi mite se sulfaty za
vzniku glukuronidll a sulfoglukuronidi. Tyto konjugaty jsou poté podobné jako endogenni
estrogeny vylu¢ovany moci, v mensi mife stolici. Rovnéz piechézeji do zluce a dostavaji se

do krevniho tecisté¢ (Moravcova et Kleinova, 2002; Mazur, 2000; Knight et Eden, 1996).

Absorbované metabolity fytoestrogentli se krevnim obéhem dostavaji zpét do jater, kde

prochazeji tzv. enterohepatalni cirkulaci (Murkies et al., 1998; Lampe, 2003).
Tyto konjugaty tedy mohou byt vylou¢eny moci z t€la ven, nebo se zluci dostavaji
zpét do streva, kde po opé&tovné hydrolyzaci stfevnimi bakteriemi, mohou znovu vstoupit do

enterohepatalniho cyklu, nebo byt absorbovany a degradovany (Moravcova et Kleinova,

2002; Lampe, 2003).
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Metabolismus genisteinu a daidzeinu

Dulezitou roli v metabolismu genisteinu a daidzeinu hraji jejich biologické prekurzory
biochanin A a formonentin (Murkies et al., 1998). Ty jsou po vstoupeni do organismu rychle
demethylovany. Ke zvySeni rozsahu vazby vzniklych aglykont na estrogenové receptory tak

dochazi odstranénim 4'- OH skupiny (Tolleson et al., 2002).

Biochanin A je ve stfevé pfeménén na genistein. Ten je dale metabolizovan pomoci
sttevnich bakterii na dihydrogenistein a nasledné na 6 - hydroxy — ODMA (O -
demethylangolensin). Konec¢nym produktem metabolismu genisteinu je estrogenné aktivni p —

ethylfenol (Moravcova et Kleinova, 2002; Lampe, 2003; Knight et Eden, 1995).

Formonentin, Dbiologicky prekurzor daidzeinu v organismu piechazi na
dihydrodaidzein a ten je poté transformovan na equol nebo O- DMA (Tolleson, 2002;
Moravcova et Kleinova, 2002; Knight et Eden, 1995). Schopnost produkovat oba tyto
metabolity daidzeinu je velmi individualni. Pouze 30 — 40% populace prokazateln¢ vylucuje
equol, jako kone¢ny produkt metabolismu. Déti v neonatalnim véku pak equol neprodukuji
vibec, a to diky nepfitomnosti odpovidajici stievni mikrofléry (Moravcova et Kleinova,

2002).

Protoze se isoflavony v rostlinach vyskytuji prevazné ve formé glykosidl, je nutné
pfipomenout glykosidy genistin a daidzin. Ty se po vstupu do organismu metabolizuji na
genistein a daidzein a nasledné prochéazeji vySe zminénymi metabolickymi procesy (Wang et

al., 1998).

Obecné ma na metabolismus isoflavont a jejich biologickou dostupnost vliv nejen
variabilita mezi jedinci riiznych druht, ale i pohlavi, stafi nebo vyrazné individualni rozdily.
Dalsimi dulezitymi faktory jsou funkcni stav stfevniho epitelu, slozeni stfevni mikroflory,
aktivita enzymi, stievni onemocnéni, pouzivani antibiotik nebo doba plisobeni fytoestrogenti

(Moravcova et Kleinova, 2002; Murkies et al., 1998)
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3.4.2 Metabolismus zearalenonu

Ke vstfebavani zearalenonu v organismu dochazi pomérné snadno, a to piedevSim
Vv gastrointestindlnim traktu, podobné jako u fytoestrogenti (Minervini et al., 2001). Na
zakladé provadénych studii, byly u zvifat popsany dvé hlavni biotransformacni cesty

zearalenonu (Minervini et Dell”Aquila, 2008).

V prvnim pfipadé dochazi k hydroxylaci zearalenonu, katalyzované 3o0- a 3f-
hydroxysteroidni dehydrogenazou za vzniku a- a P-zearalenolu (Minervini et al., 2001;
Minervini et Dell’Aquila, 2008). Druhou metabolickou cestou je konjugace zearalenonu a
jeho metabolitt s kyselinou glukoronovou v jatrech. To je katalyzovano uridin — difosfat —
glukuronyltransferazou. Vzniklé glukuronidy mohou byt vylouceny moci (5%), v mensi mite
stolici nebo mohou podstoupit jiz zminény tzv. enterohepatalani cyklus (Minervini et al.,

2001; Minervini et Dell” Aquila, 2008).

Rozdily v metabolickych drahdch zearalenonu u jednotlivych hospodarskych zvirat
jsou tak pfi¢inou jejich rozdilné citlivosti a rozdili v projevu néslednych ucinkti (Minervini et
al., 2001). Pfevladajicim metabolitem zearalenonu U prasat je jeho estrogenné nejaktivné;si
derivat a - zearalenol, cozZ je také jeden z divodi, pro¢ jsou K G¢inklim zearalenonu prasata
fazena mezi nejcitlivéjsi hospodaiska zvirata (Minervini et al., 2001). Dalsim divodem je
nizka glukuronidazové kapacita (Kanora et Maes, 2009) nebo enterohepatalni cyklus, ktery
ma za nasledek prodlouzené zadrzeni zearalenonu a jeho derivati v obéhovém systému,
zpomaluje jejich vyluCovani a zvySuje negativni efekt zearalenonu na organismus (Minervini

et Dell’ Aquila, 2008).

U odolngjsich zvifat jako jsou kravy, ovce nebo brojlefi se naopak vyskytuje podstatné

méné aktivni metabolit § — zearalenol (Minervini et al., 2001).
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3.5 U¢inky pFirodnich xenoestrogent

Uginktim piirodnich xenoestrogent je jiz del§i dobu vénovéana znaéna pozornost. A to
nejen Vv oblasti zivoCisné fiSe, ale i v mnoha oborech humanni mediciny. Pfirodni
xenoestrogeny jsou vV dnesni dobé pfedmétem mnoha in vivo i in vitro studii, jelikoz ovliviuji
celkovou homeostazu organismu prostfednictvim svych U¢inki na trovni bunck, tkani i
celych soustav (Burton et Wells, 2002). Vzhledem k plisobeni xenoestrogenii zejména
prostfednictvim vazby s estrogenovymi receptory, se projevuji jejich ucinky predevSim

Vv reproduk¢ni soustave.

Kone¢ny efekt piirodnich xenoestrogent je zapotiebi brat komplexné a to s ohledem
na fadu vngjsich faktord, jako je jejich koncentrace, stejn¢ jako koncentrace endogennich
estrogend, typ receptoru v konkrétni tkéni (bunce), a dale také individualni charakteristiky
daného organismu, jako je druh, pohlavi, vék, zdravotni stav (Moravcova et Kleinova, 2002),

a v ptipad¢ samic také fazi estralniho cyklu (Minervini et Dell Aquila, 2008).

V souvislosti s G¢inky xenoestrogent je vhodné pfipomenout jejich schopnost vyvolat
V organismu estrogenni, ale i antiestrogenni aktivitu, ktera je zavisla predev§im na poméru
koncentraci endogennich a exogennich estrogeni (Moravcova et Kleinova, 2002). Pokud je
Vv téle endogennich estrogentli dostate¢né mnozstvi, maji xenoestrogeny antiestrogenni ucinek
(Romero et al., 2008; Burton et Wells, 2002). A to v dtsledku soupeteni o vazebné misto na
estrogenovych receptorech ve prospéch exogennich estrogenti a nasledné blokaci ucink
estrogent fyziologickych (Romero et al., 2008; Vrzanova et Heresova, 2004). V opacném
ptipadg, je-li koncentrace endogennich estrogent nizka, maji ptirodni xenoestrogeny slaby
estrogenni efekt (Romero et al., 2008; Burton et Wells, 2002). K tomu muize dochazet napt. u
zen vmenopauze, kdy dochazi k fyziologickému poklesu piirozenych estrogent.
Fytoestrogeny jsou tak ¢asto volenou alternativou hormonalni substitu¢ni terapie (Vrzanova et

Heresova, 2004; Romero et al., 2008).

Biologicka aktivita pfirodnich xenoestrogent se muze projevovat jak negativng, tak
pozitivné. Ackoliv u zvitat je zaznamenavano predevs§im negativni plisobeni na organismus,
V humanni mediciné jiz byly naopak prokazany vyznamné pozitivni Ucinky, tykajici se

fytoestrogeni.
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Fytoestrogeny na lidsky organismus mohou pusobit antivirovymi, bakteriocidnimi,
antimykotickymi a protizanétlivymi ucinky. Pozorovany byly i antimutagenni (Knight et
Eden, 1995), antioxida¢ni (Murkies et al., 1998) nebo antiprolifera¢ni vlastnosti, které jsou
obecné povazované jako antikarcenogenni (Knight et Eden, 1995; Cornwel et al., 2004). To je
dokazano ptredevsim ve studiich z asijskych zemi, kde je ve srovnani se zapadni civilizaci
nizsi vyskyt nadorovych onemocnéni prsii, vaje¢nikid, délohy a prostaty, spojovany s vyssi
konzumaci isoflavonti z lusténin a séji (Moravcova et Kleinova,2002; Knight et Eden, 1995).
Rovnéz je potvrzeno snizeni vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, osteopordzy, ¢i

zmirnéni pfiznakll menopausy (Moravcova et Kleinova, 2002; Sharma et al., 2005).

3.5.1 U¢inky na reprodukéni soustavu zvirat

Vzhledem Kk vyskytu fytoestrogenti a zearalenonu piedev§im v jetelovinach a
lusténinach je jejich Gc¢inkiim vystavena zna¢na ¢ast hospodaiskych zvitat, a to nejen pasouci

se prezvykavci, ale i prasata krmena sdjovou dietou.

Je mnoho studii dokazujicich negativni dopady pfirodnich xenoestrogenli na
reprodukéni funkce zvifat. Kromé jiz zminéné prvotni studie syndromu neplodnosti ovci (viz.
kapitola 3.2.1 Fytoestrogeny), byly zkoumany negativni G¢inky fytoestrogenti u krav, prasat,
nékterych laboratornich zvifat (Burton et Wells, 2002; Benassayag et al., 2002) i1 kiepelek
(Knight et Eden, 1995). Podobné je tomu i u zearalenonu, jehoz negativni ucinky byly

prokazany u vétSiny hospodarskych a nékterych laboratornich zvifat.

Biologické ucinky fytoestrogent, stejné jako zearalenonu, prokazatelné ovliviiuji jak
reprodukéni soustavu samic tak i1 samctll. Problematice spojené s ti€inky na sam¢i pohlavni
ustroji je vSak vénovana mensi pozornost ve srovnani se samicemi. U byki zptsobuje vysoky
obsah kumestrolu infekéni metaplazii v prostaté a v bulbouretralnich Zzlazach nebo Kk
feminizaci a stim spojenym vytokem mlééného sekretu z mlééné zlazy. Genistein muze
negativné ovliviiovat prib¢h kapacitace a akrozomové reakce spermie, ¢imz je naruSen proces
oplozeni (Marquez et al., 2012). Ke snizeni plodnosti souvisejici se zhorSenou kvalitou
spermii a jejich Zivotaschopnosti dochézi 1 vlivem zearalenonu, napt. u kancti. Taktéz se u
nich vyskytuji pfiznaky feminizace, sniZeni libida a s tim spojena redukce hmotnosti varlat az

0 30% (Minervini et Dell”Aquila, 2008).
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U vétSiny samic hospodarskych zvifat dochédzi vlivem isoflavonii a zearalenonu
k docasné ¢i trvalé neplodnosti. Isoflavony pravdépodobné zpusobuji inhibici luteiniza¢niho
hormonu, stimulujiciho sekreci progesteronu a v disledku toho se samicim nepodaii ovulovat
a nasledné zabteznout (Mérquez et al., 2012). Pokud fytoestrogeny ptsobi kratkodobé, jedna
se o neplodnost pouze docasnou. Jestlize je v§ak organismus vystaven pisobeni fytoestrogent
dlouhodobé¢, dochazi pak k neplodnosti trvalé (Marquez et al., 2012). V piipad¢ zearalenonu
folikulu, a i pfes nasledné projevy fije nedojde k ovulaci (Minervini et Dell”Aquila, 2008;

Minervini et al., 2001).

Fytoestrogeny negativné ovliviiuji 1 pribéh biezosti, jak bylo ukdzdno napf. na
potkanich samicich, kterym byly v bfezosti podavany riizné davky isoflavonti (od 10 do 100
mg/kg ). V zavislosti na davce, doslo k prokazatelnému snizeni poctu zivé narozenych
jedinct a naopak zvySeni poctu resorbovanych a rozlozenych plodu v déloze. Vliv na matku
nebyl zaznamenan (Romero et al., 2008). U klisen jsou opakované aborty popisované

v souvislosti s uc¢inky kumestrolu (Marquez et al., 2012).

V otazkach pisobeni zearalenonu na bifezost prasnic a na samotné embryo, hraje
dilezitou roli faze biezosti, ve kterém byl zearalenon samici podavan. Prahova turoven
zearalenonu (1mg/kg télesné hmotnosti) nenarusuje prabéh biezosti v ptipadé, Ze byl
podavany 7 — 10 den po pafeni. Za kritické se povazuji prvni dva dny, kdy ucinky
zearalenonu mohou zptlisobit degenerativni zmény embryi, které jsou dobte patrné jiz tfindcty
den po pafeni (Minervini et Dell’Aquila, 2008). Pfi podani zearalenonu béhem biezosti
Vv koncentraci 200mg/kg télesné hmotnosti, se pak zvySuje embryondlni a fetalni mortalita,
muze dochazet ke sniZzeni hmotnosti plodii (Kanora et Maes, 2009) nebo miZe dojit
k placentarnimu pfenosu zearalenonu do plodu (Minervini et Dell’Aquila, 2008). Castym
dopadem zearalenonu na prasnice je také zvySeny vyskyt faleSnych biezosti (Minervini et

Dell”Aquila, 2008; Minervini et al., 2001).

Fytoestrogeny i zearalenon mohou mit dopad i na narozend mlad’ata, kterym se tyto
latky dostavaji do téla transplacentarné, kdy nasledné dochazi ke vzniku abnormalit na
genitaliich, nebo prostfednictvim kontaminovaného matefského mléka (Minervini et
Dell’ Aquila, 2008). V souvislostech s dopady u¢inkt isoflavont na mlad’ata, byly provedeny

mnohé experimenty na laboratornich krysach. U mlad’at sam¢iho pohlavi dochazelo ke
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zhorSeni kvality semene ¢i ke zvySenému vyskytu vrozenych malformaci jako je napf.
kryptorchismus nebo rakovina varlat (Benassayag et al., 2002). U samicich mlad’at mély
isoflavony negativni vliv nejen na vyvoj reprodukéniho ustroji, ale 1 na vyvoj

neuroendokrinni kontroly ovulace a puberty (Benassayag et al., 2002).

Biologicky ucinek jak fytoestrogend, tak zearalenonu se prokazatelné projevuje i na
mléénych zldzach samic. Konkrétné napi. formonentin méa negativni vliv na zménu délky
strukd, coz bylo pozorovano u ovci po spasani jetele luéniho (Burton et Wells, 2002).
Zearalenon ovliviiuje nejen vyvoj a funkCnost mlééné Zzlazy u prasnic (Minervini et

Dell”Aquila, 2008; Minervini et al., 2001), ale mize také vyrazné snizovat produkci mléka u

2003) poukazujici také na mozné spojeni zvySené¢ho pifijmu fytoestrogenli s vyskytem
onemocnéni vemene dojnic, pievazné mastitid. Nutno vSak podotknout, ze mastitidy jsou
obecny chovatelsky problém, a spojovani tohoto problému s obsahem fytoestrogent je proto

velmi t&Zko interpretovatelné (Opletal et Simerda, 2010).

K patologickym zménam vlivem xenoestrogentt mize dochazet i v oblasti pochvy a
vulvy, kde vlivem napt. formonentinu a zearalenonu, dochazi k vyraznému prokrveni a
otokiim. V piipad¢ zearalenonu miize u prasnic dochdzet k vaginalnim ¢i dokonce rektalnim
vyhfezim (Minervini et Dell’Aquila, 2008; Minervini et al., 2001). Negativné¢ se
xenoestrogeny projevuji 1 na stavbé a funkci délohy. Vysoky obsah isoflavont zpisobuje
hyperplazii délozni sliznice, coz bylo prokézano u ovci a morcat (Benassayag et al., 2002).
Nékteré in vivo studie potvrzuji aktivitu genisteinu, daidzeinu a equolu v oblasti regulace
kontraktilni aktivity délohy u krys (Benassayag et al., 2002). U bahnic se vlivem isoflavonti
mohou vyskytovat cysty v endometriu a ekchymoézy v délozni sliznici. U ovci spasajicich
vétsi mnozstvi jetele luéniho byly sledovany i1 subakutni endometritidy (Burton et Wells,
2002). U prasnicek se vlivem zearalenonu vyskytuji edémy a deformity délohy (Minervini et

Dell”Aquila, 2008, Minervini et al., 2001).

Fytoestrogeny mohou zplisobovat 1 patologické zmény na vajecnicich. Obecné se da
fici, ze svymi u¢inky aktivitu vaje¢nikii snizuji (Opletal et Simerda, 2010). U nékterych ovci,
stejné jako u krav (Marquez et al., 2012), se vlivem piedev§im isoflavoni vyskytuji
paraovaridlni cysty (Burton et Wells, 2002). U prasnicek zearalenon zplsobuje zvySeny
vyskyt atrofiec vajecniki (Minerviny et al., 2001; Kanora et Maes, 2009). Vzhledem

k uc¢inkiim xenoestrogenti na vaje¢niky, je ovliviiovana i samotna tvorba folikulti. U samic
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hospodarskych zvifat, pfedev§im u ovcei, dochédzi pod vlivem isoflavonti k nadmérné tvorbé
sttednich a malych folikuli s nedostate¢né vyvinutou dutinou, a k atrézii folikuli, u mysi
navic doprovazenou hypertrofii granuléznich bunc¢k (Burton et Wells, 2002). Na mysich
ovariich byl také pozorovan snizeny vyskyt Graafovych folikulii a absence zlutych télisek

(Burton et Wells, 2002).

Jelikoz fytoestrogeny i zearalenon zasahuji do hladiny endogennich estrogenti v téle
samic, mohou ovliviiovat i jejich fijové cykly. Po zkrmovani nadmérného mnozstvi
fytoestrogentt dochazi u piezvykavct K nepravidelnym intervalim mezi Fijemi, k vyskytu
nepravé fije ¢i anestru, k nymfomanii nebo snizenému poctu ovulaci (Marquez et al., 2012;
Opletal et Simerda, 2010). Vlivem zearalenonu miize u prasnic dochézet k neustile se

opakujicim fijim (Minervini et Dell”Aquila, 2008, Minervini et al., 2001).

3.5.2 Vliv na trovni samicich gamet

Existuje fada praci v in vitro podminkach zabyvajicich se vlivem fytoestrogent a
zearalenonu na jednotlivé fdze meiotického zrani sav¢ich oocytli. Pro spravné pochopeni této

problematiky je nezbytné pfiblizit samotny vznik a vyvoj oocytu.

Vyvoj samicich zarodecnych bunéck, tzv. oogeneze, zafind u savcl jiz v raném
embryonalnim vyvoji a pretrvava az do doby ukonceni pohlavni aktivity samice (Wassarman
et Albertini, 1994). Prevazna vétSina samicich pohlavnich bun€k se diferencuje jiz
V prenatadlnim obdobi. V neddavné dobé vSak byla provedena pozorovani, kterd ptipousti
diferenciaci samicich zarode¢nych bun€k 1 postnatilné. A to nejen z pretrvavajicich
primordidlnich kmenovych bun&k ve vajecnicich, ale také z bunék kostni dfené¢ (Johnson et

al., 2005).

Oocyty se vytvareji z malého poctu primordidlnich zarodecnych bunék, tzv. primordial
germ cells (PGC). Zacatek oogeneze je typicky seskupenim PGCs, které proliferuji a migruji
az do mista budouciho vaje¢niku (genitani liSty). Tam ztraceji schopnost motility a méni se na
tzv. oogonie. Nasledné¢ dochdzi k intenzivnimu mitotickému dé€leni, oddéleni oogonii
Z genitalni listy a vstupu do profaze prvniho meiotického déleni, béhem kterého vznikaji
primarni oocyty. V tomto obdobi soucasné s oogenezi probiha proces folikulogeneze — vyvoj
folikulti, ktery zahrnuje obaleni oocytll vrstvou pregranuléznich buné€k, intaktni bazalni
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membranou (lamina basilaris) a vznik tzv. primordialnich folikuli (Wassarman et Albertini,
1994).

Profaze prvniho meiotického déleni je ¢lenéna do 5 fazi — leptotene, zygotene,
pachytene, diplotene a diakineze. Béhem téchto fazi postupné¢ dochazi ke kondenzaci a
oddéleni homolognich chromozomt, ptekiizeni nesesterskych chromatid (crossing — over) a
k rekombinaci chromozomu. Ve stadiu diakineze se rekombinované chromozomy oddaluji a
dochazi k zastaveni meiozy v prvnim meiotickém bloku. V tomto stadiu oocyty pietrvavaji az
do obdobi pohlavni dospélosti, kdy pied ovulaci dostavaji impulz ke znovuzahajeni procesu

meiozy (Wassarman et Albertini, 1994).

Dalsi prabéh oogeneze probihd ve dvou na sebe navazujicich fazich - faze ristu a
zrani.

Do faze riistu se oocyty dostavaji v pubertalnim obdobi samice, kdy u oocytii dochazi
K intenzivni transkripci, translaci a vytvofeni novych organel. U nékterych primordialnich
folikulti opét dochdzi k intenzivni proliferaci, béhem které jsou ploché granuldézni bunky

pfeménovany na kubické a vznikaji tak primérni folikuly.

Oocyty dale podstupuji intenzivni rlst a zvySuje se i pocet granuldznich bunck
obalenych vazivovou a epitelovou vrstvou. V tomto stadiu jsou oocyty oznaCovany jako

sekundarni. Zaroven se zacinaji obalovat glykoproteinovou vrstvou, tzv. zona pellucida.

Folikul se nasledné naplni tekutinou a vytvofi se dutina (antrum), kde se nachazi oocyt
jiz obaleny vrstvou kumularnich bun¢k. Pfesunutim oocytu z centralni pozice ke kraji folikulu
dojde ke vzniku vejconosného hrbolku (cumulus oophorus). V této fazi je folikul oznacovany
jako Graafiiv folikul, ktery je pripraven k ovulaci (Wassarman et Albertini, 1994; Picton et
al., 2008)

Faze zrani u oocytli nastupuje s opétovnym zahdjenim meiozy, kterd byla zastavena
ve stadiu diakineze, Cili v posledni fazi profaze I, a pokraCuje az do stddia metafaze IL
Dokonceni vyvoje oplozeni schopného oocytu se vSak ucastni pouze zlomek ptvodnich
primarnich oocytti. Prolomeni meiotického bloku jsou schopné pouze oocyty meioticky
kompetentni, pochdzejici z antralnich folikull a dosahujici druhové specifické velikosti
(Wassarman et Albertini, 1994). Velikost zralé¢ho folikulu u prasnic se pohybuje od 3.0 do 10
mm (Picton et al., 2008), meioticky kompetentni oocyt pak dosahuje velikosti 120pum (Petr et
al., 1994).
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Pti zrani oocytu soucasné dochazi ke zrani cytoplazmatickému i jadernému. Béhem
cytoplazmatického zrani dochazi v oocytu k mnoha biochemickym i morfologickym
zmeénam, které pfipravuji bunku na nésledné oplozeni a na Casny embryonalni vyvoj

(Wassarman et Albertini, 1994).

Pti jaderném zrani pak dochazi k redukci ptivodniho diploidniho po¢tu chromozomu
na haploidni. Jadro meioticky kompetentniho oocytu je pod mikroskopem dobie viditelné, ma
jasné ohrani¢enou jadernou membranu a je oznaCovano jako zarodeény vacek — germinal
vesicle (GV). K jeho rozpadu dochazi na zacatku opétovného zahajeni meiozy. Tento proces
je v angli¢tiné oznacovan jako germinal vesicle breakdown (GVBD) a dochazi pti ném ke
kondenzaci chromatinu a chromozomy se stadvaji barvitelnymi. Néasledn¢ se zacne rozpoustet

jaderna membrana a dojde k zaniku jadérka.

Béhem metafaze I (MI), se vytvaii délici vieténko a chromozomy se seskupuji do tzv.
metafazni figury. V anafdzi I (Al) se homologni chromozomy rozchazeji a v posledni fazi
prvniho meiotického déleni — v telofazi I (TI) dojde k vytvofeni prvniho polového téliska.
Podruhé se meiotické déleni zastavuje v metafazi 11 (MII), v tzv. druhém meiotickém bloku,
ktery je v in vivo podminkach prolomen impulsem v podobé spermie (Alberts et al., 1998;
Wassarman et Albertiny, 1994).

Velmi dualezité role v regulaci meiotického zrani sav¢ich oocytll hraji pfedevs§im

cyklin dependentni kindzy (CDK) a mitogeny-aktivované protein kindzy (MAPK).

Ke znovuzahajeni meiozy ve fazi M, je zapotiebi navazani cyklinu B na CDK 1 a
vytvofeni CDK1/cyklin B komplexu oznacovaného také jako M-phase promoting factor
(MPF), ktery dosahuje maximalni aktivity v MI fazi. Pro pokra¢ovani meiosy je vsak
nezbytny pokles této aktivity, ktery umoznuje prechod oocytu z faze MI do Al Svého
druhého vrcholu dosahuje ve fazi MII a to pod vlivem CSF (cytostatic factor), ktery ho
udrzuje aktivni aZ do doby oplozeni. Mechanismus oplozeni pak vyvolava inhibici CSF a tim
1 pokles aktivity CDK 1. Pokles aktivity CDK 1 je tedy nutny pro dokoneni meiosy a
vydéleni druhého polového téliska (Alberts et al., 1998; Wassarman et Albertini, 1994;
Brunet et Maro, 2005). MAP kinazova ¢innost je aktivovana v dob& pocatku GVBD pomoci
fosforylace, podobné jako MPF a je téz zapotiebi v obdobi prechodu z MI do MII, kdy jeji

aktivita na rozdil od MPF neklesa. Déle je MAP kindzova aktivita potfebnd napt. k tvorbe
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mikrotubull a ptfenosu signdlli pro zahdjeni meiosy z cytoplasmy do jadra (Chaube, 2001;

Hengyu et al., 2002).

Aktivita kinaz (MAPK a MPF) béhem meiotického zrani je znazornéna na Obr. €. 3
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Obr. &. 3. Aktivita MPF a MAPK béhem meiotického zrani mySich oocytl (Brunet and
Maro, 2005)

V souvislosti s regulaci meiosy je nutné zminit i dulezitou roli kumularnich bunék,
které spole¢né s oocytem tvoii tzv. kumulo — oocytarni komplex (COC — cumulus — oocyte

complexes).

Kli¢ové funkce kumularnich bunck jsou zajistény tzv. mezerovymi spoji (gap
junctions), které umoziuji dodavat oocytu Ziviny a specifické signaly ovliviiujici jeho rlst a
zrani (Tanghe et al., 2002). Touto cestou dochdzi ke komunikaci i mezi oocytem a
granulosnimi  buiikami. Dulezitou funkci kumuldrnich bunék je vedle podpory
cytoplazmatického zrani i udrzeni oocytu ve stadiu GV a prostfednictvim vyluCovani latek
aktivujicich meiozu se také podili na jejim znovuzahdjeni. V ptipadé znovuzahijeni meiosy
kumularni buniky produkuji kyselinu hyaluronovou a dojde tak k tzv. expanzi kumulu.
Béhem tohoto procesu se zvétSuje prostor mezi buitkami, dochazi k tvorbé mukozni latky a
k obaleni glykosaminoglykanovou matrix. Takto expandované bunky zistavaji v komplexu
s oocytem az do oplozeni (Tanghe et al., 2002). Kumularni bunky tak maji dalezitou funkci i
kratce po ovulaci, kdy se podili na komplexnim mechanismu kontroly pfistupu spermii do
oocytu (Tanghe et al., 2002). U¢inky n&kterych latek negativné ovliviiujicich expanzi

kumulérnich bunék, tak mohou narusit cely proces oplozeni.
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Vliv fytoestrogeni a zearalenonu na meiotické zrani

In vitro zrani prasecich oocyti do faze TI a MII velmi negativné ovliviiuji derivaty
zearalenonu, o- a [-zearalenol, v zavislosti na davce. Kultivace oocyti po dobu 48h
Vv piitomnosti a-zearalenolu vedla k vyraznému poklesu oocytii, které uspésné dokoncily
jaderné zrani pii podstatné niz$i koncentraci nez v piipadé p-zearalenol (Alm et al., 2002).
Neschopnost oocytit dozrat do stadia MII je zpisobeno chromozomalnimi abnormalitami
jadra, kdy pod vlivem zearalenonu dochazi ke zméndm pfti tvorbé dé€liciho vieténka béhem MI

faze (Malekinejad et al., 2007).

Dulezitym fytoestrogenem, nejéastéji pouzivanym pro in vitro studie, ktery vyznamné
ovliviiuje zrani sav¢ich oocytli a Casnou embryogenezi, je genistein (Makarevich et al., 1997).
V zavislosti na davce, je genistein schopen blokovat rozpad zarode¢ného vacku (GVBD)
oocytd prasete (Jung et al., 1993; Vodkova et al., 2008) i mysi (Makarevich et al., 1997). U
genistinu, glykosidické formy genisteinu, byl zaznamenan podobny efekt, ale S niz$i uc¢innosti
(Vodkova et al., 2008). Tatemoto a Terada (1996) nezjistili statisticky prokazatelny vliv na
urovni GVBD u oocytl skotu, které byly kultivované s genisteinem. Pfesto se vSak uinky
projevili. V zavislosti na davce dochazelo ke zvySenému vyskytu oocytd, u kterych bylo
zastaveno meiotické zrani ve stadiu pozdni diakineze ¢i premetafaze 1. Genistein nemusi
pusobit striktn€ inhibi¢né. Tym Makarevich et al. (1997) zaznamenal dokonce stimulacni

efekt na zrani prasecich oocytl, a to pfi nizkych davkach genisteinu.

Ucinky daidzeinu na sami¢i gamety jsou ve srovnani s genisteinem mén¢
prozkoumané. Existuji vSak prace (napt. Galeati et al, 2010) zabyvajici se vlivem nizkych
koncentraci na jaderné zrani prasecich oocytl a na schopnost jejich nasledného oplozeni, kdy

negativni vliv genisteinu na tyto procesy nebyl potvrzen.

Fytoestrogeny 1 zearalenon pusobi vin vitro podminkach rovnéZz na urovni
kumularnich bunék oocytu. V poslednich letech byly provadény studie potvrzujici inhibi¢ni
ucinky daidzeinu na produkci steroidnich latek (progesteronu a estradiolu) kumuldrnimi
buitkami oocytil prasete (Galeati et al., 2010; Tiemann, 2007). Tyto inhibi¢ni u¢inky byly
prokazany i v pfipadé zearalenonu (Sambuu et al., 2011). Jiné studie zaznamenaly kompletni
blokaci stimula¢niho efektu folikulo - stimulaéniho hormonu i EGF béhem expanze kumuli

mysSich oocyti, a to pod vlivem vysokych koncentraci genisteinu (Tirone et al., 1997).
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Inhibi¢ni uc¢inky fytoestrogentll a zearalenonu piimo na expanzi kumuldrnich buné€k tak
prozatim nejsou zcela objasnény. Pfedpoklada se vSak, ze existuji jisté souvislosti mezi mirou
expanze a blokaci jaderné¢ho zrani. Pti pouziti velmi nizkych koncentraci nami studovanych
latek, by se jiz G¢inky nemély projevit na jaderném zrani, ale zaroven by mélo dochazet

k vyrazné blokaci expanze kumulo — oocytarniho komplexu.
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4 Metodika
Ziskavani vajecnikt
Vajecniky byly ziskdvany =z prasnicek porazenych na jatkach, odkud byly ve

fyziologickém roztoku a pii konstantni teplot¢ 39°C transportovany do laboratofe KVD

(katedry veterinarnich disciplin).

Izolace oocytil

Z ovaridlnich folikuld o velikosti 2 — Smm byla aspiraci pomoci injekéni stiikacky
(20G) ziskavana folikuldrni tekutina. Ta byla posléze pienesena na Petriho misku pod
binokularni lupu, kde byly pomoci sklenéné kapilary vybirdny oocyty spliujici ptislusné

parametry:
e velikost pfiblizn¢ 120pum
e homogenni neporusena cytoplasma

e kompaktni vrstva kumularnich bunék

Kultivace oocytl

Tyto oocyty byly poté 24h kultivovany v miskach NUNC se 4 jamkami (Nunc,
Roskilde, Denmark) v 1 ml kultivaéniho média M199 (sloZeni nize v Tab. ¢.1) v termostatu

pfti konstantnich podminkach — teploté 39°C a smési 5% CO; se vzduchem.

Tab. €. 1.: Slozeni zasobniho média M 199

Slozka ¢/100 ml média M199
HEPES 0,15
laktat sodny 0,06
pyruvat sodny 0,025
Gentamicin 0,0025
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Pted samotnou kultivaci bylo medium obohaceno o:
e 1341UeCG: 6.6 1Ucg/ml (P.G. 600 Intervet Boxmeer, Holandsko)

e 20ul rastovych proteinti fetalniho bovinniho séra (Biopharm)/ml zasobniho

media

Experimentalni schéma

V experimentu byl sledovan vliv zearalenonu (ZEA), genisteinu (GEN) a daidzeinu

(DAI) na expanzi kumulo — oocytarniho komplexu (COC) v nasledujicich koncentracich:
o ZEA-24;48;9.4uM
e GEN-3;6;10uM

e DAI- 40; 60; 80uM

Kontaminanty byly rozpustétny v  DMSO (dimethylsulfooxid) a byly vytvofeny
pracovni roztoky o ptislusnych koncentraci kontaminanti. Do experimentalnich skupin bylo
pfidano vzdy stejné mnozstvi pracovnich roztokl - 4 ul. Stejné mnoZstvi ¢isttho DMSO bylo

ptidano také do kontrolni skupiny.

Zpracovani vysledk a statistické vyhodnoceni

Po 24 hodinové kultivaci byly komplexy oocytii a jejich kumuldrnich bun¢k (COC)
nasnimany digitdlni kamerou. Z nasnimanych fotografii byly plochy jednotlivych COC
manualné ohraniCeny a zméfeny v programu Niss Elements, verze 4.0 (Laboratory Imaging,
Praha). Tyto vysledky (v umz) byly u kazdé experimentdlni, resp. kontrolni skupiny,
piepocitany na pramérnou plochu COC. Primérné plochy COC jsou vypocitavany minimalné
ze 100 oocyti v kazdé hodnocené skupiné. Konecné vysledky jsou vyjadieny v procentech,
pfi¢emz experimentalni skupiny jsou vztaZeny ke kontrolni skuping, kterd je povaZzovana za
100%. Statistické vyhodnoceni plochy COC bylo provedeno v programu STATISTICA
(verze 10, STATSOFT, CZ), metodou Kruskal-Wallisova ANOVA.
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Soubézné s hodnocenim expanze kumulo — oocytarniho komplexu probihaly
experimenty zabyvajici se blokaci jaderného zrani téz pod vlivem stejnych koncentraci

genisteinu, daidzeinu a zearalenonu, jako v nasi studii.

Do vysledki experimentu byly zahrnuty pouze oocyty, u kterych minimalné 85%
oocytll z kontrolni skupiny dosahlo stadia MI. Faze jaderného zrani byla urcena po fixaci
oocyti v roztoku kyseliny octové a ethanolu (1 : 3), obarvenim 1% vodnym roztokem
orceinu a naslednym vyhodnocenim na svételném mikroskopu za pouziti fazového kontrastu.
Kontrola jaderného zréni probihala paralelné¢ s hodnocenim expanze COC. Vysledky
jaderného zrani jsou rovnéz uvedeny v této praci (kapitola 5. Vysledky), jsou vSak soucasti
jiné Casti experimentu a v této praci byly pouzity k celkovému posouzeni G¢inkt. Jaderné

zrani bylo vyhodnoceno pomoci 2 — testu.
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5 Vysledky

Vliv jednotlivych kontaminantli (zearalenonu, genisteinu a daidzeinu) na expanzi
kumularnich bun¢k prasecich oocytl je vyjadien jako dosazend plocha (%) expanze kumulo —
oocytarniho komplexu (COC), ve srovnani s kontrolou, a znazornén v nasledujicich tabulkach
Tab. €. 2 - 4. Rozdil expanze kumulu u pokusné skupiny a kontrolni skupiny je znazornén na

Obr. ¢. 4a5.

Vliv zearalenonu na plochu kumulo — oocytarniho komplexu

Zearalenon pusobil na expanzi kumulérnich bunék ve vSech koncentraci. S rostouci
koncentraci dochazelo ke snizeni expanze COC. Pokusné skupiny se statisticky vyznamné
plochu COC. Efekt koncentraci 2.4 a 4.8uM byl vSak téméf totozny. Obé tyto koncentrace
snizovali primérnou plochu COC témét o 30%. Nejvyraznéjsi efekt byl zaznamendn pii
pouziti nejvyssi koncentrace (9.4 uM), kdy se plocha COC snizila o vice nez 40% ve srovnani

s kontrolni skupinou.

Tab. ¢. 2: Vliv zearalenonu na plochu kumulo — oocytarniho komplexu po 24

hodinové kultivaci.

Koncentrace zearalenonu Priumérna plocha COC
(M) (%)
0 100"
2.4 71°
4.8 72°
9.4 58¢

ABC_ hodnoty ve sloupcich, oznacené riznymi indexy se od sebe statisticky vyznamné lisi (P<0,05).
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Vliv genisteinu na plochu plochu kumulo — oocytarniho komplexu

V piipad¢ pisobeni genisteinu byl trend ucinkd obdobny jako u zearalenonu. Mira
inhibovala expanzi kumulo — oocytarniho komplexu. Ve srovnani se zearalenonem, byl sice
zaznamenan vyrazngj$i rozdil v inhibici expanze mezi nejnizsi a stiedni koncentraci (3 a 6
uM). Tento rozdil vSak neni statisticky vyznamny. K nejvyraznéjsi blokaci doslo pii pouziti
nejvyssi koncentrace (10 uM), kdy plocha COC dosahovala pouze 40% pramérné plochy

kontrolni skupiny.

Tab. ¢. 3: Vliv genisteinu na plochu kumulo — oocytarniho komplexu po 24 hodinové

kultivaci.
Koncentrace genisteinu Primérna plocha COC
(nM) (%)
0 100*
3 84°
6 74°
10 41°

ABC_ hodnoty ve sloupcich, oznacené riiznymi indexy se od sebe statisticky vyznamné lisi (P<0,05).

Vliv daidzeinu na plochu kumulo — oocytarniho komplexu

Trend plsobeni daidzeinu je ve srovnani s genisteinem a zearalenonem odli$ny.
Paradoxné se zde nejniz$i koncentrace projevila nejucinnéji a snizovala primérnou plochu
COC témét o polovinu. Nejvyssi koncentrace naopak inhibovala expanzi nejméné. Podobné

jako u genisteinu a zearalenonu, dvé nejniz§i pouzité koncentrace inhibovaly expanzi S

obdobnym uc¢inkem.
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Tab. ¢. 4: Vliv daidzeinu na plochu kumulo — oocytarniho komplexu po 24 hodinové

kultivaci.
Koncentrace daidzeinu Priamérna plocha COC
(nM) (%)
0 100%
40 52°
60 57°
80 70°

ABC_ hodnoty ve sloupcich, oznacené riiznymi indexy se od sebe statisticky vyznamné lisi (P<0,05).

Obr. ¢. 4: Mira expanze kumularnich bunék oocyti z kontrolni skupiny po 24

hodinové kultivaci bez piitomnosti kontaminantu.

—
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Urovné dosaZenych fizi meiotického zrani oocytd, piebrané z diléich

experimenti hodnoticich vliv na jaderné zrani.

Genistein 1 daidzein pusobily na meiotické zrani prostiednictvim vSech tii testovanych
k ¢astecné inhibici jaderného zrani, kdy nebyl zaznamenan statisticky vyznamny vliv na

dozréani oocytt do stadia GV/GVBD.

Inhibi¢ni ucinky, na zrani oocytti do stadia MI, se v piipad¢ zearalenonu a genisteinu
objevily pfi pouziti vSech testovanych koncentraci a vliv nebyl prokdzan v zavislosti na
davce. U zearalenonu sice byla zaznamenana tendence snizovani poctu oocytti dozralych do
stadia MI se zvySujici se koncentraci. Tento trend vSak neni statisticky pritkkazny. Genistein,
ve srovndni s kontrolou, vyznamn¢ inhiboval dozrani oocytli do stadia MI, ale G¢inky vSech
testovanych koncentraci byly témét stejné. Jinak tomu bylo u daidzeinu, ktery prokazatelné

inhiboval vyvoj oocytil do stadia MI pouze v koncentraci nejvyssi.

Statisticky vyznamny vliv na vyvoj abnormalnich a degenerovanych oocyti mély
zearalenon a daidzein, a to pouze pfi pouziti jejich nejvyssi koncentrace. V pfipad¢ genisteinu

nebyly zaznamenany z4dné abnormalni ¢i degenerované oocyty.

Data z téchto experimentl jsou uvedeny v nasledujicich tabulkéch - Tab. ¢. 5 7.
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Tab. €. S: Vliv zearalenonu na jaderné zrani prasecich oocyti po 24 hodinové kultivaci

Faze Koncentrace zearalenonu (uM)
meiotického
Zréni (%) 0 2.4 4.8 9.4
GV + GVBD 6,6 10,4"8 13,28 12,88
LD + PM 3,17 8,58 15,5¢ 12,88
Ml 88,8" 74,58 67,55C 58,5°
Al =TI 0,8" 2 8” 1,9% 1,4%
MII 1,74 1,9% 1,0* 0,74
Ab + deg 1,14 1,9 1,9 7,6°

GV — zarodecny vacek (germinal vesicle), GVBD — rozpad zdarodecného vacku (germinal vesicle breakdown), LD +
PM — pozdni diakineze (late diakinesis) + premetafaze, MI — metafaze I, AI + Tl — anafaze I + telofaze I, MII — metafaze I,

Ab. + deg. — abnormdlini a degenerované oocyty

ABC _ hodnoty v Fadcich oznacené riiznymi indexy se od sebe statisticky viznamné lisi (P<0,05)
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Tab. €. 6: Vliv genisteinu na jaderné zrani prasecich oocytii po 24 hodinové kultivaci

Faze Koncentrace genisteinu (uM)
meiotického
zrani (%) 0 3 6 10
GV + GVBD 40" g 7" 17,28 13,28
LD + PM 2,00 6,55 6,95 6,6°
MI 88,8" 73,98 69,08 72,48
Al —TI 2.4 437 1,74 1,34
MII 247 6,5° 5,28 6,65
Ab + deg 0,4% 0,0% 0,0% 0,0°

GV — zarodecny vacek (germinal vesicle), GVBD — rozpad zdarodecného vacku (germinal vesicle breakdown), LD +
PM — pozdni diakineze (late diakinesis) + premetafaze, MI — metafaze I, AI + Tl — anafaze I + telofaze I, MII — metafaze I,
Ab. + deg. — abnormdlini a degenerované oocyty.

ABC _ hodnoty v Fddcich oznacené riiznymi indexy se od sebe statisticky viznamé lisi (P<0,05)
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Tab. €. 7: Vliv daidzeinu na jaderné zrani prasecich oocytii po 24 hodinové kultivaci

Faze Koncentrace daidzeinu (uM)
meiotického

Zréni (%) 0 40 60 80
GV + GVBD 3A A 78 14¢
LD + PM 1A 108 4"B 4"
MI 90" 85" 85" 728
Al —TI 1A oA 2A 2A
MII qah 0B 2AB 3A
Ab + deg 1 17 0* 58

GV — zdarodecny vacek (germinal vesicle), GVBD — rozpad zarodecného vicku (germinal vesicle breakdown), LD +
PM — pozdni diakineze (late diakinesis) + premetafaze, MI — metafaze I, AI + Tl — anafaze I + telofaze I, MII — metafaze I,

Ab. + deg. — abnormdlini a degenerované oocyty.

ABC _ hodnoty v Fadcich oznacené riiznymi indexy se od sebe statisticky viznamé lisi (P<0,05)
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo zhodnotit miru expanze kumularnich bun¢k prasecich oocytl a
overit tak hypotézu, ze expanze kumuldrnich bunck je citlivéjsi indikator na plisobeni

uvedenych latek, nez hodnoceni dosazeného stupné jaderného zrani.

Kumularni bunky jsou pti vyvoji oocytl dilezité z nékolika divodi. Veetné podpory
meiotického zrani, pomoci produkce vysokych koncentraci steroidnich hormont, zejména
progesteronu, ktery napomaha rozpadu zarode¢ného vacku (Yamashita et al., 2003), u nich po
znovuzahajeni meiosy dochazi k expanzi. V podobé kumulo — oocytarniho komplexu poté
setrvavaji s oocytem do prolomeni druhého meiotického bloku a podileji se na kontrole
pristupu spermie do oocytu (Tanghe et al., 2002). Je tedy zfejmé, zZe spravny prub¢h expanze
je dilezity pro dokonceni vyvoje oplozeni schopného oocytu a pro nasledny uspésny proces

oplozeni stejné jako predesly pribéh jaderného zrani.

Zearalenon, genistein i daidzein, v naSich experimentech, inhibovaly expanzi
kumularnich bun¢k prostfednictvim vSech testovanych koncentraci. K vyrazné inhibici tak
dochazelo pii pouziti jiz nejnizsi koncentrace. V piipadé zearalenonu a genisteinu dochéazelo
k nejvyraznéjsi blokaci expanze pod vlivem nejvySsi koncentrace. Naopak tomu bylo u
pusobit v zavislosti na davce se projevila pouze u genisteinu, rozdily v G€incich jednotlivych
koncentraci vSak nejsou statisticky prikazné. U vSech tech latek byl tak zaznamenan trend

stagnace vlivu nejnizsi a stiedni koncentrace.

Vzhledem Kk teoretickym znalostem o afinité zearalenonu k estrogenovym receptoriim,
stejné jako o jeho vyrazngjSim efektu na reprodukci, ve srovnani s fytoestrogeny, by se dalo
predpokladat, ze 1 v pfipadé¢ vlivu na expanzi kumularnich bun¢k bude dosahovat
nejvyrazngjSich inhibi¢nich uc¢inki. Zearalenon vSak pusobil ve své stfedni koncentraci (4.8
uM) témét stejnym ucinkem jako stfedni koncentrace genisteinu (6 pM). V porovnani
pusobeni nejvysSich koncentraci, genistein (10 uM) inhiboval expanzi kumuldrnich bunék
témeét o 20 % ucinnéji nez zearalenon (9.4 pM) a zaroven byly ucinky této koncentrace

v v

vSak pouzit ve zna¢n¢ vysSich koncentracich ve srovnani s ostatnimi testovanymi latkami, a to
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vzhledem K jeho nizsi afinité¢ vici estrogenovym receptorim. Otazkou tak zlstava, do jaké
miry jsou ucinky daidzeinu v naSich experimentech srovnatelné s efektem zearalenonu a
genisteinu. Problematice spojené s negativnim vlivem pfirodnich xenoestrogeni na expanzi
kumulérnich bunék je vSak vénovano pomérné méné pozornosti nez ucinkiim na samotné
jaderné zrani.

Nicméné byly uskute¢nény studie prokazujici vliv fytoestrogenti a zearalenonu na
funkce kumuléarnich bunék pied procesem expanze. Tym Tiemann et al. (2007) ve své studii
prokazali inhibi¢ni G¢inky genisteinu a daidzeinu na produkci steroidnich latek (pfedevsim
progesteronu) granuldosnimi bunikami prasecich oocyt. Toto zjiSténi vedlo nékteré autory
k pfedpokladu, Ze by stejného efektu mohlo byt dosazeno i v pifipadé produkce steroidnich
hormon®i kumuldrnimi buikami. To nésledné bylo potvrzeno napfiiklad tymem Galeati et al.
(2010), kdy byl testovan daidzein ve velmi nizkych koncentracich (1 a 10 uM) téz na
oocytech prasat. Jiz mnohem dfive, byl inhibi¢ni ucinek na produkci steroidnich hormont
b&hem meiotického zrani prasecich oocytli prokdzan i pod vlivem zearalenonu a jeho derivati

(Olsen, 1989).

Problematikou spojenou prave s vlivem fytoestrogenli na expanzi kumulu se zabyvala
napiiklad studie Vodkové et al. (2008), zkoumajici vliv genisteinu. Genistein zde pfi vysSich
koncentracich, nez nami testovanych, pisobil mnohem vyrazné€j$imi inhibi¢nimi u¢inky ve
srovnani s naSimi vysledky. To zaroven potvrzuje trend genisteinu, ktery mél v naSem
experimentu tendenci se zvySujici se davkou sniZovat primérnou plochu kumulo —
oocytarniho komplexu. Uginky zearalenonu a daidzeinu v oblasti expanze kumularnich bungk
nebyly doposud zkoumany zadnymi studiemi. Potlaceni expanze kumulu oocytd prasat bylo
poznatky je zifejmé, Ze nami prokazané Ucinky testovanych latek nejsou pouze ndhodné. A

fytoestrogeny i zearalenon se tak na vyvoji oocytii podileji svou estrogenni aktivitou.

Pro porovnani Uc¢inkli zearalenonu, genisteinu a daidzeinu na expanzi kumuléarnich
bunck a na jaderné zrani jsou pouzita data hodnoceni jaderné¢ho zréni z dil¢iho experimentu,
probihajiciho zarovenl s hodnocenim expanze kumuldrnich bunék. Tyto data jsou uvedeny

Vv kapitole 5. Vysledky.
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V hodnoceni miry inhibice jaderného zrani byl prokazan vliv vSech tii testovanych
latek. Inhibi¢ni u¢inky na dozrani oocyt do stadia MI, se v piipadé zearalenonu a genisteinu
objevili pifi pouziti vSech testovanych koncentraci a vliv nebyl prokazan v zavislosti na davce.
Jinak tomu bylo u daidzeinu, ktery prokazateln¢ inhiboval vyvoj oocytli do stadia MI pouze

Vv koncentraci nejvyssi.

Inhibi¢ni u€inky vysokych dévek genisteinu byly prokazany napiiklad ve studiich
zaméifenych na praseci oocyty (Vodkova et al.,2008) nebo na oocyty mysi (Van Cauwenberge
et Alexandre, 2000). Van Cauwenberge et Alexandre (2000), soubézné s vyzkumem
genisteinu, prokazali i inhibi¢ni vliv na jaderné zrani pod vlivem daidzeinu ve srovnatelné
koncentraci (50 uM) s ndmi testovanymi davkami (40 a 60 uM), a to s podobnymi vysledky
jako v piipadé¢ nami piedloZzenych experimentd. Minervini et al. (2001) zase potvrdili
schopnost zearalenonu nejen zvySovat procento oocyti piedéasné zablokovanych ve stadiu
MI ale také jeho vliv na tvorbu abnormalnich a degenerovanych spermii. To je v souladu
snasimi vysledky, kdy se v pfipadé¢ zearalenonu vyskytl nejvyssi pocet oocytl

s degenerativnimi zménami.

Nase 1 ostatni vysledky tedy prokazuji vliv jak na trovni jaderného zrani, tak na
urovni kumularnich bunék. Zda-li je vSak mira expanze kumuldrnich bunék citlivéjSim
indikatorem plisobeni fytoestrogentl, nez Ui€inky na samotné jaderné zrani, neni doposud zcela
objasnéno. Z porovnani vlivu testovanych latek na expanzi kumulo — oocytarniho komplexu

a na jaderné zrani, byly zaznamenany nasledujici poznatky.

Zearalenon, genistein i daidzein sice pusobili prostfednictvim vSech testovanych
koncentraci jak na expanzi kumularnich bungk, tak na jaderné zréni. Inhibi¢ni G¢inky na
plochu kumulo — oocytarniho komplexu se v$ak ve srovnani s jadernym zranim projevili
vyraznéjSim efektem, a to predevSim v nejniz§ich koncentracich, které inhibovaly jaderné
zrani pouze ¢astecne.

Z téchto poznatkll je patrné, Ze hodnoceni miry inhibice expanze kumularnich bunék
je pfinejmenSim vhodnym paralelnim méfitkem pro vyzkum vlivu fytoestrogenti a
zearalenonu na meiotické zrani sav€ich oocytll. Zaroven se vSak nabizi otazka, jaké by byly
ucinky Zearalenonu, genisteinu a daidzeinu na jaderné zrani, pfi pouZiti jeSt€ niZSich

koncentraci, nez byly nami testované davky.
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[ Zavér
Vysledky naSich pokust potvrdili G¢inky vSech testovanych latek ve vSech pouzitych

koncentracich, a to jak na trovni kumularnich bungk, tak na Grovni jaderného zrani.

Cvwr

Na inhibici expanze kumulo — oocytarniho komplexu se podileli jiz nejnizsi
koncentrace vSech tii testovanych latek. U vSech latek byl vSak zaznamenan trend stagnace
pusobeni nejnizsi a stfedni koncentrace, kdy dochazelo k podobnym inhibi¢nim ua¢inkiim.

Tento trend byl zaznamenan i v ptipad€ plisobeni na jaderné zrani.

Zearalenon a genistein snizovali primérnou plochu kumulo — oocytarniho komplexu
nejvice prostiednictvim nejvyssich koncentraci. Jinak tomu bylo v ptipad¢ daidzeinu, ktery se
na expanzi kumulu nejvyraznéji projevil pfi pouziti nejnizsi koncentrace.

Néami testované davky vybranych kontaminantli se sice neprojevily bez efektu na
kumularnich bunck, ve srovnani sjadernym zrdnim, projevili podstatné vyraznéji. Vyssi
citlivost expanze kumulo — oocytarniho komplexu, ve srovnani s jadernym zranim tedy
nebyla zcela prokazana. Zda se vSak vhodné, pouziti hodnoceni miry expanze jako

paralelniho indikatoru efektu nami testovanych latek na celkovy vyvoj prasecich oocytt.
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