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Suhrn

Genistein a daidzein st hlavnymi zastupcami izoflavonov, vyskytujici sa takmer vo
vSetkych rastlinach, no najviac st zastipené v s6ji. Soja je dnes popularnou zlozkou v kimnej
davke hospodarskych zvierat. Vzhl'adom na to, ze vyziva je uzko spojena s reprodukciou a
hlavnym principom ucinku tychto latok je védzba na estrogénové receptory, dochadza k obave,
ze tieto latky moézu ovplyvnit’ reprodukény trakt zvierat vratane pohlavnych buniek. Ciel'om
tejto prace bolo tak overit’ ich mozny vplyv na kancie spermie v in vitro podmienkach pri
expozicii blizkej situdcii in vivo.

K pokusom bol pouzity nativny kanci ejakulat. Bol testovany samotny vplyv genisteinu a
daidzeinu o koncentracii 1,7 uM a tri r6zne koncentracie (0,425, 0,85 a 1,7 uM) spolo¢nej
kombinécie izoflavonov v pomere 1 : 0,7 na motilitu, mitochondridlny membranovy
potencidl, viabilitu a kapacitaciu spermii.

V pripade samotné¢ho poOsobenia genisteinu o koncentracii 1,7 uM boli pozorované
protektivne G¢inky na motilitu spermii uz po 1 hodine inkubacie, ktoré pretrvali aj po 2
hodinach. Daidzein v rovnakej koncentracii 1,7 uM vykazoval taktiez protektivne G¢inky v
porovnani medzi 1. a 2. hodinou inkubacie. Vplyv tychto latok sa prejavil aj na
mitochondrialnom membranovom potencialy a viabilite spermii, kde rovnako ako pri motilite
vykazovali stimulacny Uc¢inok. V pripade kapacitacie spermii U genisteinu nebol zisteny
ziadny vyznamny vplyv, naopak daidzein mal na kapacitaciu stimula¢né G¢inky.

Pri testovani spolo¢ného pdsobenia genisteinu a daidzeinu na motilitu spermii nebol zisteny
Ziadny vyznamny vplyv v jednotlivych koncentraciach po 1. a 2. hodine inkubdacie. Spolo¢ny
vplyv izoflavonov na mitochondridlny membranovy potencial a viabilitu sa prejavil
pozitivnym u¢inkom vo vSetkych sledovanych koncentraciach, pricom najvysSia testovana
koncentracia 1,7 uM prevySovala nizsie testované koncentracie. V poslednom teste nizsie
koncentracie izoflavonov (0,425 a 0,85 pM) stimulovali kapacitaciu spermii avSak pri vyssej
koncentracii (1,7 uM) nedoslo k vyznamnému vplyvu na kapacitaciu spermii.

Uz pri nizkych koncentraciach izoflavonov je zrejmy vplyv na jednotlivé testované parametre

spermii, ¢im tak m6zeme poukazat’ na mozny vplyv tychto latok in vivo.

KPucové slova: izoflavony, genistein, daidzein, spermie, kanec



Summary

Genistein and daidzein are major representants of isoflavones, which occur by all
plants, whereby mots of them are represented in soybeans. Today, soy is popular component
in daily ration in livestock. Since nutrition is closely associated with reproduction and with
the fact that the bond to the estrogen receptors is the main principle of the effect of these
substances, there comes to raising concern, that they can affect the reproductive track of
animals, including sex cells. The aim of this work was to verify their possible effect on boar
sperm in vitro conditions when exposed to a near in vivo situation.

The native boar ejaculate was used for the experiment. Single effect of genistein and daidzein
at concentration of 1,7 uM was tested as well as three different concentrations (0,425, 0,85,
1,7) of mutual combination of isoflavones in 1 : 0,7 ratio on motility, mitochondrial
membrane potencial, viability and capacitation.

Genistein above, at concentration 1,7 uM show protective effects on sperm motility just after
1 hour of incubation, which persisted after 2 hours inkubation. Daidzein at the same
concentration of 1,7 uM also exhibited protective effects in comparison, between 1 and 2
hours of incubation. The effect of these substances also manifested on mitochondrial
membrane potential and sperm viability, which showed as in the motility stimulatory effect.
In the case of capacitation, there was no significant effect found in genistein, on the other
hand, daidzein showed stimulatory effects on sperm capacitation.

In testing of combined effect of genistein and daidzein on sperm motility, there was not found
any significant effect in all tested concentrations after 1 and 2 hours of incubation. The
combined effect of isoflavones on the mitochondrial membrane potential and viability was
manifested by a positive effect at all observed concentrations, while the higher concentration
1,7 uM exceeded the lower concentrations. In the last test, lower isoflanoves concentrations
(0,425 and 0,85 uM) stimulated sperm capacitation, but higher concentration (1,7 uM) had no
significant effect on sperm capacitation.

Even at low concentrations of isoflavones there is a obvious effect on individual tested
parameters of sperm, so we can suggest, that there is a possible effect of these substances in

VivO.
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1 Uvod

V prostredi je obsiahnuté nespocetné mnozstvo roznych latok. O nemalej Casti z nich
ma l'udska populdcia vel'mi malé vedomie aj napriek tomu, ze je tymto latkam neustéle
vystavena. Patria sem aj endokrinné disruptory, chemické latky, ktoré moézu nartsSat
endokrinny systém zivého organizmu, vyvolat’ tak nepriaznivé U¢inky na vyvoj, nervovu
stistavu, imunitu a taktiez reprodukciu. Tieto latky nie su hrozbou len pre nés I'udi, no aj pre
zvierata. Patria sem latky pouzivané pri vyrobe plastov, pesticidov, priemyselne vyuzivané
latky, ale aj prirodzene sa vyskytujiice fytoestrogény. Fytoestrogény patria do heterogénnej
skupiny rastlinnych latok so Struktirou podobnou 17p-estradiolu. Vyskytuju sa vo velkom
mnozstve druhov rastlin, najviac su vSak obsiahnuté v strukovinach. Principom ucinku tychto
latok je okrem iného najmid vidzba na estrogénové receptory. NajpocetnejSou skupinou
fytoestrogénov st izoflavony a z nich najviac zastupeny genistein a daidzein. Tieto izoflavony
st najviac obsiahnuté v s¢ji. Sdja je dnes populdrna potravinarska prisada, pretoze je to
rastlinny protein bez cholesterolu bohaty na komplexné sacharidy a nenasytené tuky, s
vysokym obsahom vldkniny. Okrem sucasti I'udskej stravy je taktiez sucastou krmiv pre
hospodarske zvierata, najmé oSipané. Vyziva prasiat ma vyznamny vplyv na reprodukciu,
ktord je jednym z najddlezitejSich ukazovatelov rentability chovu, preto je potrebna vysoké
reprodukéna schopnost’ zvierat. To, ale okrem spravneho managementu zavisi aj na kvalite
pohlavnych buniek, samic¢ich vajicok a samcich spermii, ktoré st pre vznik nového jedinca
velmi dolezité. Spermie st vSak v samiCom trakte vystavované obrovskému vplyvu
estrogénnych a im podobnych l4tok, ktoré s pritomné v sekrétoch pohlavného tstrojenstva.
Sojové izoflavony, genistein a daidzein tak mézu pdsobit’ vel'mi rozmanito na ejakulované
kancie spermie, ba dokonca je mozny ich spolo¢ny vplyv nakolko spermie st v trakte samic
ovplyvnené niekol’kymi latkami naraz. Ulohou tejto prace bolo tak zistit’ potencialne uéinky

genisteinu a daidzeinu na fyziologicky status kanc¢ich spermii.



2 Ciel’ prace

Ciele prace:

Organizmus plemennych prasiat je bezne exponovany izoflavonmi soje. Ciel'om prace
je tak overit’ v in vitro podmienkach ich mozny vplyv na fyziologicky status kancich spermii
pri expozicii blizkej situacii in vivo - davky okolo 1 uM a spolo¢né pdsobenie genisteinu

a daidzeinu v pomere 1 : 0,7.

Hypotézy:
1) izoflavony sbje vo zvolenych koncentraciach pozitivne ovplyviiuji pohyblivost,

vitalitu, mitochondrialny membranovy potencial a kapacitaciu spermii;

2) u¢inky kombinacie oboch izoflavonov sa liSia od pdsobenia porovnatel'nych koncentracii

tychto latok jednotlivo.



3 Literarna reSers

3.1 Fytoestrogény

Slovo fytoestrogén je odvodené z Gréckeho slova phyto, ¢o znamena rastlina a slova
estrogen, ako hormon regulujtci fertilitu u samic cicavcov (Ganai and Farooqi, 2015).
Fytoestrogény su difenolické, nesteroidné, estrogénom podobné latky, ¢im mozu réznymi
mechanizmami ovplyviiovat’ estrogénny stav organizmu. St obsiahnuté takmer vo vsetkych
rastlinach, vo vysokych koncentraciach vsSak len Vv strukovinach (Baber, 2010), pricom ich
konec¢na koncentracia zavisi od odrody, geografickej polohy a roku rastu rastliny (Knight and
Eden, 1995). Ked'Ze st prijimané potravou a nie st produkované organizmom, radia sa medzi
neendokrinné estrogény (Menzel et al., 2007).

Spolu so syntetickymi xenoestrogénami sa radia do velkej a Strukturalne r6znorodej skupiny
zltcenin, ato enviromentalnym estrogénom, ktoré dokazu napodobiiovat’ a Vv niektorych
pripadoch antagonizovat' ucinky endogénnych estrogénov, ¢im sa cCasto oznacuju ako
endokrinne disruptory (Belcher and Zsarnovszky, 2001). Ako disruptory dokazu ovplyvnit’
endokrinny systém a tym sposobit’ vyvojové a reprodukéné poruchy (Galeati et al., 2010).

Damstra et al. (2002) definuji endokrinne disruptory (EDC) ako exogénne latky alebo zmesi,
ktoré menia funkcie endokrinneho systému a nasledne sposobujii nepriaznivé ucinky na
zdravie intaktného organizmu alebo jeho potomstva, pripadne populacie. Yeung et al. (2011)
poukazuju na ucinky EDC na spermatogenézu, priom uznavaju, ze ich uc¢inky mézu byt
viacstranné a pleiotropné. Expozicia vo¢i EDC moéze interferovat’ so signalizaciou bunky
prostrednictvom priamej alebo nepriamej hormonalnej dréhy alebo drdhy stvisiacej
s oxidaénym stresom v hytotalamo-hypofyzarnej osi, ale aj inych organoch, ako je pecen.
Endokrinné disruptory spdsobujii pocas prenatalneho a postnatalneho vyvoja ireverzibilné
zmeny, avSak udospelych jedincov st ich ucinky zvédcSa reverzibilné ako ndhle dojde

k obmedzeniu ich pdsobenia na organizmus (McLachlan et al. 2012).

Fytoestrogény si podobné estrogénom, horménom, ktoré zohravaji kl'a¢ovu rolu vo vyvoji
a zachovani normalnej sexualnej a reprodukéne funkcii. Okrem toho maji obrovsky rozsah
biologickych efektov v kardiovaskularnom, muskulo-skeletdrnom, imunitnom a centralnom
nervovom systéme. Najucinnejs§im estrogénom produkovanom v tele je 17pB-estradiol. Jeho
dva metabolity, estrén a estriol, si ovela slabSimi agonistami estrogénovych receptorov.
Fytoestrogény su tak strukturalne podobné estrogénom a maju im podobné funkcie. Dokazu

sa spravat’ ako estrogénny agonisti, vykazujuc synergicku funkciu s endogénnymi estrogénmi,



¢im vyvoléavaju estrogénne ucinky. Okrem agonizmu sa spravaji ako antagonisti, ktori moézu
blokovat’ estrogénne receptory alebo menit’ ich vlastnosti, ¢im spdsobuju antiestrogénne
ucinky (Ganai and Farooqi, 2015). Tym ich vieme klasifikovat' ako selektivne modulatory
estrogénnych receptorov (SERMs), ¢o su nesteroidné chemikalie s rovnakou strukturou ako
E2 (Ososki and Kennelly, 2003) a diferencialnou afinitou voci estrogénnym receptorom
(Luconi et al., 2002).

Tieto prirodne sa vyskytujice latky disponuju niekolkymi ucinkami, no prave schopnost
viazat sa na estrogénové receptory (ER) aimitovat’ tak estrogénovy efekt, je ich
najcharakteristickejSim mechanizmom ucinku. Estrogénové receptory patria medzi
intracelularne receptory, ktoré si primarne lokalizované v jadre a posobia ako transkripcné
faktory pre gény regulované estrogénom (Beck et al., 2005). U cicavcov rozliSujeme
estrogénové receptory na ERa a ERB (Milackova, 2016). Oba estrogénové receptory
sprostredkovavaju bunkovu signalizaciu estrogénov. Estrogénova signalizacia je rovnovéha
medzi dvomi protichodnymi silami vo forme oboch estrogénovych receptorov (Nilsson et al.,
2001). Nakolko nie su estrogénové receptory schopné fungovat' samy o sebe, vyzaduju
mnozstvo koregulaénych proteinov, ktorych bunecnd expresia vysvetl'uje niektoré odlisné
ucinky estrogénov na bunky (Heldring et al., 2007). Pozostavaji z troch nezavislych, ale
interagujucich funkénych domén, a to z terminalnej A/B domény, DNA viazucej domény C
aD/E/F domény viazucej ligand. Viazanie ligandu na ER spusta konformacné zmeny
v receptoroch ato vedie k zmenam rychlosti transkripcie estrogénom regulovanych génov
(Nilsson et al., 2001). Rovnako ako st rozdelené ER, sa aj ciel'ové tkaniva rozdel'uju na dve
skupiny. Pre neSpecifické cielové tkaniva ako prostata, semenniky, vaje¢niky, epifyza, Stitna
zl'aza, koza, mocCové cesty, lymfoidné a erytroidné tkanivo je typicky vysoky obsah ERB
(Weihua et al., 2003). Naopak ERo zohrava doleziti tlohu v klasickych tkanivach ako su
maternica, mlieCna zl'aza, hypotalamus, hypofyza, kostné tkanivo (Harris, 2007),
kardiovaskularny systém a pecen (Weihua et al., 2003).

Fytoestrogény interaguji ako s ERa tak s ERB ¢im vytvaraju slabé estrogénové alebo
antiestrogénové Uc€inky. Estradiol (E2) ma vysSiu afinitu k estrogénovym receptorom (ER)
Vv porovnani s fytoestrogénami (Retana-Marquez et al., 2012). Viaceri autori (Kuiper et al.,
1997, Casanova et al., 1999; Pfitscher et al., 2008; Retana-Marquez et al., 2012) uvadzaju, ze
pri in vitro testoch zistili, ze aj ked” vdc¢sina fytoestrogénov, hlavne izoflavony sa viazu na
oba typy ER aaktivuji ER dependentni génova transkripciu, tak vykazuju vysSSiu

estrogénovu aktivitu vo¢i ERB. To, Ze vécSina fytoestrogénov sa l'ahSie viaze na ERB ako



ERa je funkéne vyznamnd, pretoze tieto oba estrogénové receptory st diferencne
distribuované po celom tele a mozgu. Napriklad v nddorovych bunkéach prsnika je subor
génov multiplikovany aktivaciou ERP, pricom zvySuje progresiu bunkového cyklu a celkovo
potlaca proliferaciu, nakol’ko aktivacia ERa ma do zna¢nej miery opacné u€inky. Mdzeme tak
konstatovat, ze oba tieto subtypy ER reguluji rozne aspekty reprodukcie, sprévania,
neuroendokrinnej funkcie amaju pravdepodobné rozdielne ulohy pocas celého zivota
(Patisaul and Jefferson, 2010).

Vdaka viazbe na ER dokazu fytoestrogény navodit’ podobné ucinky ako maju estrogénové
hormény. Mézu tak pozmenit’ a tiez narusit’ rozne aspekty reprodukcie ako je sexudlny vyvoj,
nastup puberty aschopnost vajecnikov a semennikov produkovat’ dostatocné mnozstvo
horménov (Milackova, 2016). Na druhej strane epidemiologické Studie naznacujui, Ze strava
bohata na fytoestrogény je spojend so zniZzenym rizikom niektorych hormonalnymi G¢inkami
vyvolavajucich rakovinu (Witorsch, 2002). Okrem toho maji taktieZ vyznam v prevencii
rakoviny, osteopordzy, kardiovaskularnych ochoreni a menopauzy (Ososki and Kennely,
2003).

So6jové izoflavony véizbou na ER hypotalamu, hypofyzy, ¢i pohlavnych orgdnov podporuju
produkciu a vylucovanie testosteronu usamcov, ¢o nasledne stimuluje spermatogenézu,
spermiogenézu a rast semennikov (Yuan et al., 2012). Napriklad, relativna estrogénova sila
genisteinu pre ERP je 30 krat vyssia ako pre ERa. Vizbové aktivity tycho izoflavonov pre
obidva ER st ovela vyssie ako pre mnohé z klasickych syntetickych —endokrinnych
disruptorov, ako je bisfenol A, nonylfenol, DDT a metoxychlor (Cederroth et al., 2012).

Gu et al. (2006) uvadzaji poradie aglykonov sojovych izoflavonov v schopnosti vdzby na
estrogénové receptory V tomto poradi: equol > genistein > daidzein a ich konjugaty st menej
ucinné. | napriek tomu, Ze maji izoflavony 100 az 1000 krat nizSiu afinitu voci ER ako
estradiol (Kuiper et al., 1998). Thomas and Dong (2006) uvadzaju, ze sa silno viazu na
membranové ER a spdsobuji tak negenomické ucinky, ktoré st potencidlne Skodlivé pre
muzsku fertilitu (Fraser, 2006).

Ako nahle sa isoflavony naviazu na receptory, nespravaju sa ako typicky agonisti estrogénu,
ale ako selektivne modulatory estrogénovych receptorov, ako napriklad tamoxifén, ktory je
agonistom ER v maternici a kostiach, aleantagonistom v prsniku. Tato diferencialna aktivita
tychto latok je vysledkom ko-aktivatorov a ko-represorovych proteinov pritomnych v bunke

(Patisaul and Jefferson, 2010).



Ososki and Kennelly (2003) uvadzaju, ze vdaka interakcii senzymami a receptormi,
vzhladom k ich stabilnej Struktire a nizkej molekularnej hmotnosti dokazu prechadzat’ cez
bunkové membrany.

Mechanizmus pdsobenia estradiolu a fytoestrogénov je tak znazorneny na obrazku 1 kde
vytvoreny komplex ligand-receptor je schopny indukovat transkripént aktivitu (Retana-
Marquez et al., 2012). Je dolezité pripomenut, ze v tomto pripade sa jedna o negenomicky
ucinok, ktory oproti genomickému u¢inku trva velmi kratko (Singh et al., 2002).
Negenomicky Ucinok je nezavisly od génovej transkripcie a zahffia steroidmi indukovanu
modifikaciu cytoplazmatickych alebo bunkovych membranovo viazanych regulaénych
proteinov. Tieto signaliza¢né mechanizmy tak zohravaji primarnu tlohu pri tvorbe ucinkov

steroidov na endotelové bunky (Simoncini et al., 2004).
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Obr. 1 - Mechanizmus u¢inku estradiolu a fytoestrogénov (Retana-Marquez et al., 2012).

Medzi dalSie ucinky patri schopnost’ spravania sa ako antioxidanty, inhibuju aktivitu
enzymov zapojenych do biosyntézy estradiolu a inych steroidov ako su napriklad 17f-
hydroxysteroid dehydrogenéaza, Sa-reduktdza, aromataza alebo kindzy regulujiice fosforyla¢né

kaskady, ktoré sa podiel'aji na intraceluldrnej signalizacii (Whitten and Naftolin, 1998).



Niektori autori (Mitchel et al., 2001, Akiyama et al., 1987) uvadzaju, ze niektoré
fytoestrogénne zlGCeniny maju chemoprotekéné vlastnosti prostrednictvom mnohych
nereceptorovych mechanizmov vratane inhibicie protein-tyrozin kinazy, poskodenia aktivity
topoizomerazy ochrany proti poSkodeniu DNA a taktiez zmenu metabolizmu pohlavnych
hormonov.

Fytoestrogény moézu taktiez manipulovat’ s biosyntézou steroidov a ich transportom, napriklad
stimulaciou syntézy hormoénov viazanych na globulin (SHBG — stimulating hormone-binding
globulin), ktory je transportnym proteinom estrogénov a androgénov V bunkach pecene
a kompetitivne vytesiiovat’ bud’ 17-estradiol alebo testosteron z plazmy SHBG. Tato jemna
odchylka z kvantity alebo dostupnost SHBG pomocou fytoestrogénov meni volnt frakciu
endogénnych hormoénov v obehu systematicky alebo lokalne. Fytoestrogény mozu tiez
manipulovat’ s hladinami endogénnych horménov zasahovanim do enzymov potrebnych na
biosyntézu steroidov (Patisaul and Jefferson, 2010).

Niektoré fytoestrogény vykazuju inhibi¢ny ucinok na steroidné enzymy. Prikladom su
izoflavonoidy a lignany, ktoré¢ inhibujt aktivitu reduktazy, ¢im znizuju konverziu testosteronu

na aktivnu formu DHT (Retana-Marquez et al., 2012).

3.1.1 Klasifikacia fytoestrogénov

Dnes je znadme, Ze vySe 300 druhov rastlin obsahuje fytoestrogény medzi ktoré radime
hlavne izoflavony, lignany, kumestany a stilbeny (Oborna a kol., 2007). Podl'a chemicke;j
Struktary ich mézeme rozdelit’ do Styroch podtried, a to izoflavonoidy, flavonoidy, kumestany
a lignany (Nilson, et al., 2001). Za najbeznejsie z nich st povazované lignany a izoflavony

Mazur (1998). Moutsatsou (2007) radi k hlavnym fytoestrogénom aj flavonoidy.

Lignany su polyfenolické latky odvodené od fenylalaninu. Nachadzaju sa v roznych
semendch, celych zrnach, luskoch aovoci ako sucast bunkovej steny rastlin. Jednym
z najdolezitejSich  zdrojov st rastlinné oleje, kde st obsiahnuté lignany ako
sekoizolariciresinol, matairezinol, pinoresinol ¢i sesamin (Moravcova, 2002). Tie su
produktmi interstinalneho mikrobialneho rozkladu zo zlt€enin nachadzajucich sa v celych
zrnach, l'anovych semenach a mnohych druhoch zeleniny a ovocia. Lignany maju podobnu
Struktaru ako 17-8 estradiol a iné steroidové hormoény (Mazur, 1998), avsak ich estrogénova
aktivita je vel'mi nizka, kedy na dosiahnutie akychkol'vek aktivit sprostredkovanych ERa

a ERB su potrebné koncentracie 1mM a viac (Santell, et al., 1997). Okrem estrogénovej



aktivity, disponuju aj antivirusovou, antikarcinogénnou a baktericidnou funkciou, pricom
zaroven maju vyznamny antimykoticky vyznam (Rice, et al., 2008).

Estrogénne aktivne lignany, enterodiol a enterolakton st odvodené zo zlucCenin
secoizolariciresinolu a matairesinolu obsiahnutych v rastlinach. Tieto prekurzory sa vyskytuja
v aleuronickej vrstve zrna blizko vlaknitej vrstvy (Murkies et al., 1998).

Bowey et al. (2002) uvadza ako hlavné lignany syringirensinol, pinorensinol, lariciresinol,
isolariciresinol, matairesinol a secoisolariciresinol zvy¢ajne vyskytujice sa vo forme
glukozidov a diglukozidov.

Posobenim Erevnych baktérii a ich enzymami st hydrolyzované a metabolizované na ucinné

enterolignany ako su enterodiol a enterolaktén (Moravcova, 2002).

Kumestiany st derivatmi kumarinu, ktoré sa vyskytuju v telach rastlin ato najéastejSie
V lucerne, d’ateline a luskovinach ako st hrach a fazul'a. Estrogénne ucinky maj vicsie ako
izoflavony, no nie vSetky ich maju. Medzi jeden z estrogénne aktivnych patri kumestrol
(Moravcova, 2002). Kumestrol ma vyssiu vdazbovu aktivitu k estrogénovym receptorom ako
ma genistein atym vykazuje silnd estrogénova aktivitu podobni estradiolu (pri
uterotrofickom teste potkana) (Baber, 2010). Dalsou potlaca konverziu estronu na estradiol in
vitro inhibiciou enzymu 17B-hydroxysteroid oxidoreduktazy zavislym od mnozstva davky
(Patisaul and Jefferson, 2010).

NajdolezitejSim derivatom stilbenov je resveratrol, ktory je najviac obsiahnuty v Supkach
¢erveného hrozna (Oborna et al., 2007). Ukazalo sa, ze resveratrol moduluje metabolizmus
lipidov, inhibuje oxidaciu lipoproteinov s nizkou hustotou a tieZ inhibuje agregaciu krvnych
dostic¢iek. Ako fytoestrogén moézZe chranit kardiovaskularny systém, mé protizépalové
a protinadorové vlastnosti (Messina et al., 2015). Avsak biologicka dostupnost’ a metabolické
drahy musia byt zname skor ako sa vyslovia akékol'vek zavery o vyhodach resveratrolu pre
zdravie (Frémont, 2000). TaktieZ sa ukazalo, Ze vysoké davky resveratrolu vyrazne predlzuju
zivotnost mnohych druhov vratane Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans a

Drosophila melanogaster (Patisaul and Jefferson, 2010).

Medzi flavonoidy spadaja chrysin, apigenin, naringenin, kaempferol a quercetin. Niektoré
flavonoidy vykazuji miernu estrogénu aktivitu, zatial' Co iné su Uplne neaktivne (Nilsson et
al., 2001). Spolu s karotenoidmi su zodpovedné za pestré sfarbenie ovocia a zeleniny (Szalay,
2015). Baber (2010) rozdel'uje flavonoidy na flavony, flavonoly, flavanony a posledne

izoflavony, ktoré povazuje za najdolezitejSiu skupinu.



Izoflavony tvoria najpocetnej$iu skupinu, kde radime genistein a daidzein, glycetin,
formononetin, a biochanin A. Su to polyfenolické nesteroidné rastlinné zluceniny,
vyskytujuce sa takmer vo vsetkych rastlinach, pricom najbohat$im zdrojom izoflavonov je
d’atelina Cervena (formononetin, biochanin A) a hlavne soja fazulova (genistein, daidzein)
(Oborna et al., 2007). Soja je dnes sti¢astou nielen roznych alternativnych diét u I'udi, ale jej
vyznamnym konzumentom su z hospodarskych zvierat najmi prasata. Je to preto, ze sdja je
dnes hlavnym zdrojom proteinov v kimnych davkach. Jej vyznam sa zvysil hlavne po zdkaze
skrmovania vacsiny zivo¢iSnych bielkovin. Plnotu¢né soéjové boby alebo sdéjové extrahované
Sroty disponuju priaznivym zloZenim aminokyselin a relativne vysokym obsahom energie.
Antinutrické latky, hlavne inhibitory trypsinu, pdsobia negativne. Termickym spracovanim je
ich mozné eliminovat’. Pre vykrmné prasata sa tak bezné zastipenie soje vV zmesiach pohybuje
v rozmedzi 6 — 18 % (Vavrecka a kol., 2005).

Vysoké mnozstvo genisteinu a daidzeinu sa okrem soje vyskytuje v dalSich strukovinach
a obilninach (vid. tabulka 1) ako st fazula (Phaseolus vulgaris), cicer (Cicer arietinum),
araSidy (Arachis hypogaea), ja¢menn (Hordeum), SoSovica (Lens culinaris), hrach (Pisum

sativum) a taktiez v korenioch kudzu (Pueraria lobata)(Mazur, 1998).

Tabulka 1 - Mnozstvo genisteinu a daidzeinu obsiahnutého v jednotlivych rastlinach

uvadzanych v nanomoloch na gram suchej hmotnosti (Dixon, 2004)

Rastlina Genistein Daidzein
Séjové boby 993 - 3115 413 - 2205
Korene kudzu 467 7283
Fazul’a <1-19 <1-2
Cicer 3-8 <1-8
Lanové semienko 0 0
Arasid 2 1
PSeni¢né otruby <1 <1
Jacmei (celé zrno) <1 <1
SoSovica <1 <1
Hrach <1 <1




Izoflavony sa prirodzene vyskytuju ako biologicky neaktivne glykozidové konjugaty, genistin
a daidzin (Cederroth et al., 2009), ktoré¢ obsahuji gluk6zové alebo sacharidové zvysky
a aktivnymi sa stavaji po odstraneni zvySkov cukru ¢revnymi baktériami. Po vstupe do
traviaceho traktu sa rychlo metabolizuju, absorbuji a vstupuji do systémového obehu
prevazne ako konjugaty s obmedzenou biologickou dostupnostou. Nekonjugovana forma,
aglykon je bioaktivna forma (Retana-Marquez et al., 2012).

Aglykony su flavoidné molekuly bez pripojenych cukrov alebo inych derivatov. Medzi
aglykony patria genistein, daidzein a glycetin (Lee and Lee, 2009). Su jednou zo Styroch
chemichych foriem troch typov izoflavonov (Liu, 1997). Druhd je B-glukozidova forma
v ktorej je genistin, daidzin a glycitin. B-D-glukozidova forma genisteinu, genistin tvori 55 —
65 % obsahu tohto izoflavonu v s6jovych produktoch, B-D-glukozidova forma daidzeinu,
daidzin obsahuje asi 30 — 35 %. Glycitin, glycitein, biochanin A a formononetin spolu tvoria
< 10 % zo sdjovych izoflavonov (Jefferson et al., 2012). Pod acetylglukozidovli formu
spadajii  6"-O-acetyldaidzin, 6"-O-acetylgenistin a 6"-O-acetylglycitin. Do poslednej
malonylglukozidovej formy patria 6"-O-malonylgenistin, 6"-O-malonyldaidzin a 6"-O-
malonylglycitin (Liu, 1997). Surové sdjové boby su zlozené priblizne zo 70 — 80 % malonyl-
B-glukozidov, 25 % B-glukozidov, 5 % acetyl-B-glukozidov a menej nez z 2 % aglykonov
(Lee et al., 2004).

Uovci st formononetin abiochanin A biotransformované baktériami z bachora na
medziprodukty daidzein a genistein a potom na equol (Retana-Marquez et al., 2012). Equol
bol prvy krat izolovany vroku 1932 zkonského mocu anasledne o050 rokov bol
identifikovany u l'udi ako metabolit genisteinu a daidzeinu (Setchell and Clerici, 2010). Je
produktom crevnych baktérii pocas metabolizmu izoflavonov a disponuje estrogénovou
aktivitou s afinitou k obom estrogénovym receptorom ERa a ERB. Ako kone¢ny produkt
biotransformacie daidzeinu disponuje va¢simi antioxidaénymi schopnostami pomedzi
izoflavonmi (Setchell et al., 2002).

No aj napriek rychlej degradacii izoflavonov v ¢revéach su koncentracie v plazme vyznamné
(20 mmol/L u oviec), ktoré zodpovedaju patofyziologickym ucinkom na reprodukciu. Po
absorbcii sa izoflavony rekonjuguji v peeni hlavne na kyselinu glukuronovi (Retana-
Marquez et al., 2012). U hovddzieho dobytka a oviec mikroorganizmy bachoru konvertuju
daidzein a genistein na dva aktivne metabolity, equol a paraethyl-fenol (Lundh et al., 1990).,
avSak ziadne patofyziologické ucinky neboli zistené (Retana-Marquez et al., 2012).
Koncentracia daidzeinu a genisteinu klesa hodinu po kimeni, zatial’ ¢o equol a pentyl-fenol st

pritomné v krvi niekol’ko hodin po nakfmeni. Daidzein sa v bachore metabolizuje na equol,
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zatial’ o genistein na pentyl-fenol. Kravy vykazovali vysoké koncentracie tychto metabolitov
v krvnej plazme a moci pocas kimenia davkou obsahujicou vysoké koncentracie soje (Lundh
et al., 1990). U l'udi po konzumacii rastlinnych lignanov a izoflavonov v gastrointestinalnom
trakte nastavaji komplexné enzymatické metabolické premeny, ¢o vedie k tvorbe
heterocyklickych fenolov so Struktrou podobnou estrogénom. Absorbované metabolity
izoflavonov podliehaji enterohepatdlnemu obehu amoézu byt vylacené do  ZIcCe,
dekonjugované crevnou florou, reasorbované, rekonjugované peceniou a vylicené mocom
(Murkies et al., 1998).

Na zaklade toho je mozné izoflavony detekovat'v krvi a moci zvierat (Cederroth et al., 2009)

v semene, zI¢1, slinach, vykaloch a mlieku (Murkies et al., 1998).

3.1.2 Genistein, charakteristika a vlastnosti

Genistein (4, 5, 7 trihydroxyizoflavon) je biosynteticky najjednoduchsim z pomedzi
izoflavonoidnych zlucenin (Dixon, 2002). Inak tiez nazyvany genisterin, prunetol ¢i
sophoricol. Molekularny vzorec genisteinu je C;5H;005 (Rozman akol., 2006). Chemicka
Struktira genisteinu je zobrazend na obrazku 2. Genistein na rovnaké fenolycké jadro
a vzdialenost medzi 4’ a 7’ hydroxylovymi skupinami ako 17p-estradiol (Sureda et al., 2017).
Rovnaka vzdialenost medzi hydroxylovymi skupinami na opacnych stranich molekul
genisteinu a 17fB-estradiolu robi genistein schopny viazat' sa na ERa a ERB (Ganai and
Farooqi, 2015).

HO O

OH O
OH

Obr. 2 - Chemicka Struktara genisteinu (Fialova, 2012)
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Je beznym prekurzorom v biosyntéze antimikrobidlnych fytoalexinov a fytoanticipinov
v strukovinach, a je dolezitou nutraceutickou molekulou obsiahnutou v séji (Dixon, 2002).
Disponuje skalou roznych biologickych vlastnosti ako je prevencia rakoviny, osteoporozy,
kardiovaskularnych ochoreni u zvierat a 'udi (Mazumder, 2016, Nilsson et al., 2001).

Prvy krat bol izolovany v roku 1899 z krucianky farbiarskej (Genista tinctoria), ktora sa radi
do celade bobovité (Ganai and Faroogi, 2015). V roku 1931 bol prvy krat izolovany zo
sojovych bobov, priCom jeho estrogénna a uterotropna aktivita bola zistena koncom 50. rokov
20. storo¢ia (West et al., 1978).

Genistein je centralnym medziproduktom biosyntézy zlozitejSich izoflavonoidov s ulohou
vytvarania alebo inhibicie interakcii medzi rastlinami a mikrobmi (Dixon, 2002).

Ako bolo vysSie spomenuté, genistein patri medzi fytoestrogény so Sirokou paletou
farmakologickych G¢inkov na Zivo¢i§ne bunky, zahffiajucich inhibiciu tyrozin kinazy (Dixon,
2004), ¢o vo svojej publikacii uvadza aj Liggins (2000). Inhibicia tyrozin kinazy je dolezita,
pretoze tieto receptorové enzymy sa podiel’aju na kontrole mitogenézy, regulacii bunkového
cyklu, prezitia buniek a bunkovej transformdcie prostrednictvom vézby na rastovy faktor.
Faktory regulujtce rast, ktoré sit modulované tyrozin kindzou zahfnaju epidermélny rastovy
faktor, transformujuci rastovy alfa faktor, rastovy faktor odvodeny od krvnych dosticiek,
inzulin a rastovy faktory podobny inzulinu priCom vsetky boli zapojené do rastu nadorov
(Knight and Eden, 1995).

Proteinové tyrozin kinazy (PTK) katalyzuju fosforylaciu ich vlastnych tyrozinovych zvyskov
a zvyskov inych proteinov vratane rastovych faktorov, ktoré sa podiel'aju na proliferacii
nadorovych buniek. Genistein moze tak svojou inhibiciou potencidlne spomalit
tumorigenézu. PTK st vysoko exprimované v niekolkych oblastiach mozgu. Pri vysokych
davkach, genistein potlaca expresiu PTK v mozgu, ¢im ma tzv. neuroprotektivny ucinok.
Inhibicia aktivity proteinovej tyrozin kindzy mdze zohrdvat doleZita tlohu pri zlepSovani
kardiovaskularnych funkcii a taktieZ zabranuje vaskularizacii nadorov (Patisaul and Jefferson,
2010).

Okrem toho, Ze genistein patri medzi fytoestrogény navizujiice sa pri nizkej koncentracii na
estrogénové receptory, pdsobi aj ako inhibitor akrozomovej reakcie indukovanej zdénou
pellucidou a tiez vézbou spermie na zonu pellucidu (Silvestre, 2015)

Okrem estrogénneho ucinku moéze genistein tiez prispiet k antiestrogénnej aktivite
kompetitivnou vdzbou na rovnaké receptory ako estradiol (Sureda et al., 2017).

Genistein moze potencialne ovplyvnit’ mieru clearence adrogénov a estrogénov a tym vlastne

ich dostupnost’. Vysledky podavania fytoestrogénov zvieratam a 'udom sa tak mézu zna¢ne
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menit, pretoze genistein sa na l'udské o a B-estrogénové receptory viaze inak. Biologicka
dostupnost’ a metabolizmus genisteinu st kl'ucové vlastnosti potrebné k pochopeniu jeho
biologickych tuc¢inkov. Existuje maly pocet izoflavonovych glykozidov (ako napriklad
genistein) oproti znamym flavonoidovym glykozidom. Malonyl glukozidy genisteinu
nachadzajice sa V sdjovych bdoboch st labilné, nakol’ko po tepelnej uprave podlichaju
degradacii na neacylované glukozidy. Nésledne su hydrolyzované v tenkom ¢reve (Sureda et
al., 2017).

Kompletny metabolizmus genisteinu nie je presne znami. Vieme vSak, Ze genistin sa
nedokaze v sdjovych produktoch absorbovat’, nakol’ko jeho vysoka rozpustnost’ vo vode mu
zabranuje priechodu cez lipidova dvojvrstvu enterocytov. Glukozid musi najskor prechadzat’
tenkym ¢revom do hrubého Creva skor, ako ho bakteridlna fléra dekonjuguje na genistein,
ktory je rozpustny v tukoch a nie vo vode. Rozpustnost’ genisteinu V lipidoch ul'ah¢uje jeho
vstrebavanie v hrubom ¢reve (Rozman a kol., 2006). Pred vstupom do systémového obehu je
vacsina genisteinu konjugovana s kyselinou glukorénovou, uridin difosfatom (UDP) —
glukoronosyltransferazou (UDPGT) a mensie mnozstvo je konjugované na sulfat pomocou
enzymu sulfotransferaza (Committee on Toxicity, 2003). Konjugacia genisteinu prebieha
véreve, no bola zistena aj vpeteni. Crevo tak hra doéleziti twlohu pri gluronidacii
genisteinu.Ososki and Kennelly (2003) uvadzaju, ze genistein je v tele metabolizovany na
dihydrogenistein a potom na 6’-hydroxy-O-DMA a na hormonalne inertny p-ethylfenol
u oviec a l'udi.

Dal$im uéinkom je inhibicia horménu stvisiaceho s karcinogenézou u zvierat. Bolo dokazané,
Ze inhibuje proliferaciu buniek T'udskej rakoviny (Heldring et al., 2007), vd’aka modulacii
génov v bunkach a zvySovaniu apoptdzy rakovinotvornych buniek. Genistein a izoflavony
tiez posobia ako inhibitory aromatdzy. Vysoka hladina aromatazy je spojena s funkciou
nadobliciek, rakovinou prostaty a prsnikov (Banerjee et al., 2008; Whitehead et al., 2003).
Silvestre et al. (2015) uvadzaju genistein ako izoflavon s réznymi vlastnost'ami, ako je
antioxida¢na aktivita, ktord4 ma ochranny uc¢inok na fragmentaciu DNA a pohyblivost
Pudskych spermii. Menzel a kol. (2007) vsak uvadzaju, ze pohyblivost’ spermii u maciek
a hovidzieho dobytka nebola ovplyvnend genisteinom.

Liu et al. (1997) uvadzaju genistein s antioxida¢nou funkciou a schopnostou ochrany pred

peroxidaciou lipidov.
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3.1.3 Daidzein, charakteristika a vlastnosti

Daidzein (4, 7 trihydroxyizoflavon) je prirodzene vyskytujuci sa izoflavon, patriaci
Kk nesteroidnym estrogénom. (Sun et al., 2016). Jeho molekularny vzorec je Cy5H;904 @ VO
svojej chemickej Struktare sa daidzein odliSuje od genisteinu absenciou hydroxylovej skupiny
na piatej pozicii (Obr. 3). Tato hydroxylova skupina vznika prirodzene kondenzaciou rezidui
malonylkoenzymu A pocas tvorby naringenin chalkénu. K jej strate dochadza pocas tvorby
polyketidového intermediatu, ktory sa zacykli pocas tvorby chalkénu a je katalyzovany
Specifickou NADPH dependentnou reduktazou nazyvanou aj chalkén reduktaza (Dixon,
2004).

HO O

OH

Obr. 3 - Chemicka $truktara daidzeinu (Fialova, 2012)

Hlavnou metabolickou drahou izoflavonu daidzeinu, okrem konjugécie je konverzia na equol
(70%) a O-desmetylangolesin (5 - 20%) (Bannwart et al., 1984). V niektorych stadiach sa
ukazalo, ze equol, metabolit daidzeinu, vykazoval estrogénnu aktivitu v in vitro testovacich
systémoch. Dalej bolo preukazané, 7e vykazuje vys§iu estrogénnu aktivitu ako daidzein
(Chang et al., 1995). U hlodavcov je equol hlavnym cirkulujicim metabolitom medzi
izoflavonmi, ¢o predstavuje asi 70 — 90 % zo vsetkych cirkulujucich izoflavonov. Kym vsetky
hlodavce dokazu produkovat equol (Cederroth et al., 2009), prasatd ho metabolizuju
v mensom mnozstve (Setchell et al., 2002) a len 30% Tl'udi je schopnych metabolizovat’
daidzein na equol (Cederroth et al., 2009). Katalytickou hydrogenaciou moze byt equol 'ahko
syntetizovany z daidzeinu, ale tymto vznik4 forma vyuzivana komercne a hlavne pre stadium
jeho biologickej ucinnosti a vlastnosti (Setchell, Clerici, 2010).

O-desmetylangolensin, druhy metabolit daidzeinu nebol skiimany pre svoju estrogénnu
aktivitu (Schmitt et al., 2001).

Daidzein je taktiez inhibitorom alkoholdehydrogenazy a aldehyddehydrogenazy. Dokazuje to

Stidia Keunga a Vallesa (1993), ktori Skreckom u ktorych bola vytvorena zavislost' voci
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alkoholu podavali daidzein. Ten ich chut’ na alkohol znizoval. Vysoky obsah daidzeinu sa
nachadza v korefioch kudzu (vid. tabulka 1), ktoré sa pouzivaji najmi v Azii k liecbe

alkoholizmu.

3.2 Vplyv fytoestrogénov na reprodukciu

Ked’ze fytoestrogény najviac obsahuje so6ja, ktord je dnes populdrna potravinarska
prisada, zvysil sa tak zaujem o vyskum biologickych vlastnosti tychto zli¢enin a ich vplyve
na organizmus (Bingham et al., 1998 ).

Velky vyznam maji fytoestrogény u zien v obdobi menopauzy. Niekol'ko studii (Clarkson et
al., 2011; Bedell et al., 2014; Lagari and Levis, 2014) dokazuje pokles navalov tepla u zien,
ktorym bola podévand dennd davka izoflavonov v porovnani so Zenami bez suplementécie.
Lagari and Levis (2014) dokonca uvadzaju, Ze aj samotny equol mé schopnost’ redukovat’
vazomotorické menopauzalne symptomy.

Lu et al. (1996) nepoukazuj na vyznamné zmeny dizky menstruaéného cyklu u Zien, ktorym
bol podavany soéjovy dzus s celkovym obsahom izoflavonov 200 mg/den pocas jedného
mesiaca. Rovnaké vysledky pozorovali aj Martini et al. (1999) pri podavani s6jového napoja
pocas 2 menstruacnych cyklov s obsahom 38 mg izoflavonov za dein a Maskarinec et al.
(2002) pr1 podavani 100 mg izoflavonov na den u premenopauzalnych Zien pocas jedné¢ho
roka.

Existuju vsak stadie, ktoré naopak potvrdzuju negativny vplyv fytoestrogénov na reprodukciu
uzien. Unfer et al. (2004) uvadzaju, ze pri dlhodobej suplementacii (do 5 rokov)
fytoestrogénami dochadza k zvySenému vyskytu hyperplazie endometria. Rovnaké vysledky
zistili aj Murray et al. (2003) a Wolf et al. (2006).

Ned4 sa tak jednoznaCne potvrdit’ pozitivny alebo negativny vplyv fytoestrogénov na
reprodukény trakt. Je potrebné ale zdoraznit’, ze pri vysSie uvedenych pripadoch doslo k
odzneniu priznakov ako aj navrat docCasnej neplodnosti u Zien, ktoré prestali konzumovat’
vyrobky s vysokym obsahom sdje. Taktiez treba brat’ ohl'ad na réznorodost’ jednotlivych
pripadov, ako aj narocnost’ realizicie takto zameranych §tadii. Z doterajSich zisteni moéZeme
vSak konsStatovat’, ze v I'udskej populacii prevazuju pozitivne ucinky fytoestrogénov.

To sa vSak u zvierat potvrdit’ nedd, nakol’ko sa vdcS§inou stretavame s negativnym efektom na

organizmus.
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Najstar§Sim dokazom o nepriaznivom vplyve prirodne sa vyskytujicich fytoestrogénov na
reprodukciu u cicavcov, bola sprava v roku 1946, ktora naznacCovala, ze ovce pasice sa na
pastve s obsahom Cervenej d’ateliny vykazuji neplodnost’ (Bennetts et al., 1946).

Biggers et al. (1954) uvadzaja, Ze to bolo spdsobené vysokymi koncentraciami equolu
tvoreného Crevnymi baktériami po poziti velkého mnozstva metoxylovaného izoflavonu,
formononetinu, bohatého na niekol’ko druhov d’ateliny.

Neskor, boli zistené nizke plazmatické koncentracie progesterdénu a estrogénov u gravidnych
ovci kfmenych datelinou. To vyustilo k podstatnému zniZeniu (27 % ) poctu gravidnych
oviec, ktoré uspesne porodili oproti ovciam kifmenych travou (95 % ). Podobné ucinky na
plodnost’ boli pozorované u oviec, ktorym sa podavali vel'ké mnozstva estradiolu (300 mg)
po dobu 26 mesiacov (Adams and Sander, 1998).

O dvadsat’ rokov neskdr bolo prevedené podobné skimanie na kravach, ktoré vykazovali
poruchy plodnosti v obdobi skrmovania ¢ervenej d’ateliny. U gepardov chovanych v zajati sa
prejavila rovnaka porucha pri s6jovej diéte. Vo vSetkych troch pripadoch sa po znizeni obsahu

fytoestrogénov v kimnej davke obnovila fertilita (Jefferson et al., 2012).

Stadie ukazali, Ze vystavenie séjovym izoflavonom v rannom veku zvysuje diferenciaciu
mliecnej zl'azy, ktord je nasledne menej citlivd na chemicky indukovanu rakovinu prsnika.
Tento ucinok je pritomny pri vysokych davkach (500 mg genisteinu/kg telesnej hmotnosti)
anemeni plodnost avek nastupu puberty. Dal§im reprodukénym organom citlivym na
expoziciu izoflavonov je maternica. Neonatilne mysSi lieCené genisteinom vykazovali
zva¢Senu maternicu (pri davke 50 mg genisteinu/kg hmotnosti) a zvySenti hmotnost’ maternice
a vysku epitelovych buniek pri vysSich davkach (100 mg/kg hmotnosti). Toto naznacuje
estrogény ucinok genisteinu na maternicu. NavySe pri subkutdnnej davke 50 mg genisteinu
bol pozorovany adenokarcinom maternice, absencia zltého telieska a abnormality vaje¢nikov.
Zaujimavé vsak je, ze daidzein takéto ucinky na maternicu u mysi nesposoboval a tym nema
meratel'ny estrogénny ucinok (Dinsdale and Ward, 2010).

Bolo dokazané, Ze fytoestrogény podavané vo vysokych davkach alebo v kritickych Stadidch
vyvoja u hlodavcov mézu spdsobovat’ vazne poruchy reprodukéného traktu (Mitchell et al.,
2001) ¢o potvrdila stadia Nagao et al. (2001), ktori poukazuji na vplyv genisteinu pocas
neonatalneho obdobia vyustujiceho v abnormalny vyvoj pohlavnych zliaz u samic potkana
V postpubertalnom obdobi.

Pri dennej suplmenetacii 50mg genisteinu na kilogram Zivej hmotnosti bol zisteny zvySeny

vyskyt atrofie vajecnikov u samic potkana. Pri zvySeni davky na 500mg/kg z. hm. doslo
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k zvySenému vyskytu réznych patologickych javov ako je hydrometra, hyperplazia maternie,
zliaz maternice a krCku, zvySenej sekrécie mliecnej Zzlazy, pricom doSlo k celkovému
zvyseniu hmotnosti maternice a vajeénikov (Rozman, et al., 2006).

Skrmovanim vysokého obsahu soje v kimnych davkach u krav méze sposobit’ poruchy cyklu
a poruchy funkcie vajeénikov pocas ranného Stadia gravidity. Moze to byt spdsobené
inhibiciou produkcie progesteronu, ¢o vedie k narastu abortov (Tiemann et al., 2007).
Zvysené percento rannych embryonalnych Gmrti pozorovali aj Woclawek-Potocka et al.
(2013) vo svojej publikacii, kedy izoflavony a ich aktivne metabolity vyvolavaji syntézu PGF
epitelialnymi a stromatickymi bunkami endometria, znizuji hladiny progesteronu pocas
lutealnej fazy, ¢im dochadza k stimuldcii PGF lutedlnymi bunkami a znizeniu frekvencii
pulzov LH. Hashem et al. (2016) v nedavnej Stadii taktiez poukazali na zniZenii mieru

koncepcie u jalovic pri skrmovani krmiva s obsahom fytoestrogénov.

Tiemann et al. (2007) skumali G¢inky daidzeinu a genisteinu na sekréciu progesterénu
kultivovanych primarnych folikularnych buniek ziskanych z vaje¢nikov prasnic. Daidzein
neznizoval zivotaschopnost’ kultivovanych buniek pri koncentracii od 0,1 do 100 uM, avsak
genistein ich Zivotaschopnost’ znizoval pri 50 uM v porovnani s kontrolnou skupinou. Obidva
izoflavony pri netoxickych koncentraciach 1 a 10 pM inhibuji produkciu progesteronu.
Inhibi¢nu aktivitu daidzeinu na produkciu progesteronu bunkami prasacej granuldzy popisal
aj Nynca et al. (2009) a Galeati et al. (2010), ktori zarovenn uvadzaji, ze daidzein 0
koncentréacii 1 — 10 uM pridavany pocas dozrievania oocytov neovplyviioval vyvoj embrya
oSipanych.

Stadie in vitro ukézali, ze daidzein a quercetin posobia priamo na vaje¢niky prasnic zniZzenim
syntézy progesteronu a 17f-estradiolu a zvySuji expresiu ERP, ¢o poukazuje na Skodlivé
ucinky fytoestrogénov na reprodukéné procesy u samic (Retana-Marquez et al., 2012).

Ford et al. (2006) poukazali nato, Ze exogénny genistein ovplyviluje tkaniva v reprodukénom
trakte u ovariektomizovanych postpubertalnych prasnic. A to postupnym zvySovanim davok
genisteinu (od 50 po 400 mg/den) aplikovaného intramuskuldarne v dvanast’ hodinovych
intervaloch pocas 10 dni. Pri najvyssej davke genisteinu (400 mg/den) doslo k zmenam celého
reprodukéného traktu ato K zvySeniu hmotnosti maternice akréku, narastu vysky
epitelidlnych buniek obklopujicich maternicové Zlazy, lumen maternice a krc¢ok. Bolo
zaznamenané taktieZ zvySenie celkového obsahu bielkovin a zmnoZenie koncentracie DNA

Vv reprodukénych tkanivach.
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Farmer et al. (2009) uvadza, Ze pri skrmovani prasnic ad libitne od 90 do 119 dna zivota sa
preukazal celkovy vyssi prijem krmiva atym aj vySSie prirastky na hmotnosti u prasnic
s diétou obsahujucou séju, ktorym bolo denne pridavané 2,3g genisteinu premixovaného
v 15¢g kukurice oproti skupine prasnic bez obsahu s6je v krmive. Je potrebné tiez podotknut,
ze vysSie uvedend strava, nemala Zziaden vplyv na cirkulujuce koncentracie progesteronu,
prolaktinu, estradiolu aIGF1, av$ak hmotnost' pri prvej ruji bola vysSia u skupiny
suplementovanej s6jou ale dizka estru bola skratena oproti skupine bez obsahu séje v krmive.
Po 119 dni zivota prasni¢iek neboli zjavné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami ¢o
naznacuje adaptaciu na krmivo a tak vyvracia zistené udaje o ti¢inku pridaného genisteinu
u prepubertalnych prasniciek. Jefferson et al. (2007) vSak poukazal na zmeny v dizke
estralneho cyklu a skorsi nastup puberty (Lewis et al., 2003) u neonatalnych mysi oSetrenych
genisteinom. Su preto pravdepodobné medzidruhové rozdiely v obsahu a metabolizme
izoflavonov u samic potkana, prasnice, opic v porovnani so zenou, ¢o skumali Gu et al.
(20006), ktori zistili, ze celkovy metabolicky profil o§ipanych bol blizsie k metabolizmu u Zien
ako u potkanov ¢i opic. V sére prasiat a I'udskej plazme equol nebol zisteny, ale daidzein
a genistein prispel k > 88 % celkovym izoflavonom. Moc¢ opic a potkanov obsahoval vysoké
hladiny aglykénov ( > 85 % a > 32%), zatial’ ¢o u Zien a prasnic boli izoflavony vylucované

vo forme glukoronidov ( >80 %) s 10 % aglykonov.

Estrogény su hlavnymi samic¢imi steroidnymi horménmi. To, Ze sa v malej miere uplatiiuju aj
usamcov je zname uz od 30-tych rokov 20. storoia kedy bola zistena vnimavost
semennikov voéi tymto horménom. Neskor v 70-tych rokoch bol tento predpoklad potvrdeny
pritomnost'ou estrogénovych receptorov na semennikoch a prisemennikoch. Tento objav tak
otvoril brany k pocetnym $tiidiam pre blizSie zistenie funkcie estrogénov u samcov (Hess,
2003).

Estrogény hraji vyznamnu rolu pre vyvoj zarodo¢nych buniek a pri procese spermatogenézy,
napriklad estradiol je dolezity pre spravnu pohyblivost, Zzivotaschopnost' spermii a ich
penetraciu do oocytu (Idaomar et al., 1989).

Ded et al. (2010) zistili, Ze estrogény pdsobia na kancie spermie in Vvitro a navodzuju tak
prokapacitac¢ny ucinok, ktory zavisi na faze kapacitacie a individualnej citlivosti zvierat voci
estrogénom. U kancov svysokou vnimavostou voc¢i estrogénom doslo k stimulacii
kapacitacie uz pri nizkych koncentraciach estradiolu (5 nM). Avsak u jedincov so slabou

citlivost'ou voci estrogénom az vysoké koncentracie (10 -100 pM) stimulovali kapacitaciu.
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Pri expozicii zvySenych koncentracii estrogénov in vivo u pubertdlnych mysi doslo
k pred¢asnej kapacitacii spermii uz v nadsemennikoch. Tento stav bol vsak reverzibilny po
ukonceni stimulacie (Ded et al., 2013).

Podobne Sebkova akol. (2012) uvadzaju, ako prirodné, tak syntetické estrogény mozu
modifikovat’ proces kapacitacie a tym zvySuju riziko prokapacitacného ucinku nakol’ko pocet
spermii, ktoré nasledne presli akrozomovou reakciou bol mensi.

Vzhladom na to, Ze fytoestrogény maju schopnost napodobnovat estrogény bolo
predlozenych niekol'ko studii sledujucich vplyv tychto latok na reprodukciu muzov a samcov
jednotlivych druhov.

U muzov neboli zistené vyrazné zmeny v sérovych koncentraciach testosteronu, SHBG
a luteinizaéného hormonu pocas prijmu stravy obsahujicej soju (Allen et al., 2001). Mitchell
et al. (2001) uvadzaju, ze davka izoflavonu v doplnku stravy (40 mg) podavana muzom pocas
2 mesiacov, ktora je zhodna mnozstvu spotrebovanému v mnohych vychodnych krajinach,
nemala ziadny vplyv na hladiny gonadrotropinu alebo pohlavnych horménov, pricom neboli
zistené Ziadne zmeny v objeme ejakulatu, koncentracii a motility spermii.

Bolo tiez preukazané, Ze prijem vysokych déavok sojovych potravin alebo soéjovych
izoflavonov bol spojeny s nizSou koncentraciou spermii u I'udi (Chavarro et al., 2008).

Stadie na pokusnych zvieratich naznaduju, Ze expozicia fytoestrogénov poas obdobia vyvoja
sa neodportca. Dokazuje to Stadia Wisniewski et at. (2005) ktori tvrdia, Ze vystavenie vplyvu
genisteinu Vv perinatdlnom obdobi spdsobi niZSiu celkovii  hmotnost’ ako aj hmotnost’
semennikov, skrateni anogenitalnu oblast’ aniZSiu koncentraciu testosteronu Cco sa
v dospelosti prejavilo demaskulinizaciou pohlavnych organov azmenenym pohlavnym
spravanim.

Expozicia samcov potkanov na sojové izoflavony obsiahnuté v kfmnej davke, zvysila hladinu
testosteronu v sére a semennikoch (McVey et al, 2004), vysoké koncentracie daidzein
oneskorili vyvoj arast semennikov atiez indukovali S$trukturdlne zmeny v tkanivach
semennikov a zhorSovali spermatogenézu (Jiang, et al., 2008).

Hagele et al. (1998) uvadzaju, ze inkubacia bycich spermii s obsahom genisteinu
neovplyvnila motilitu spermii. Genistein vSak spdsoboval redukciu vazby medzi spermiou a
zonou pellucidou.

Pri skrmovani 250 ppm izoflavonov v kimnej davke bol zvySeny obsah fruktozy oproti
kontrolnej skupine kancov. Vieme, ze fruktéza je povazovana za hlavny energeticky zdroj
spermii, pricom zvySuje podiel spermii s linedrnym pohybom a indukuje kmitavy pohyb. To

dokazuje, ze suplementacia izoflavonmi s koncentraciou 250 ppm zaistila dostato¢ntl energiu
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pre spermie, ¢im sa zlepS$ila kvalita spermii u ¢inskych miniatarnych kancov. Autori d’alej
poukazuju nato, ze nizSia koncentracia izoflavonov (250 ppm) zvySuje testis index, percento
zivotaschopnych zarodo¢nych buniek, a-glykozidazy a hladiny Bcl-2 proteinu v testikularnom
tkanive, zatial' Co vysoké koncentracie (500 ppm) vyrazne narusuju jednotlivé parametre. Ti
isti autori dalej uvadzaju, ze nizSie koncentracie nepoOsobia negativne na reprodukcéné
parametre, ale vysoké koncentracie izoflavonov negativne ovplyviiuju reprodukéné parametre
kancov (Yuan et al., 2012).

Z vysledkov Krejcarkovej a kol. (2017) je zrejmy inhibi¢ny ucinok genisteinu na motilitu
spermii pri koncentraciach vyssich ako 2,5 uM Vv porovnani s kontrolou po dvoch a styroch
hodinach inkubacie.

Naopak Kim akol. (2014) vo svojej studii uvadzaju, ze ani jedna z koncentracii (1, 50 a 100
uM) genisteinu neovplyvnila motilitu spermii pri inkubéacii 3 a6 hodin v porovnani
s kontrolou, dokonca koncentracie 1 a 50 uM mali pozitivne G¢inky na motilitu a viabilitu
spermii pocas inkubacie 3 a 6 hodin. Vysoka koncentracia (100 uM) znizila mitochondridlnu
aktivitu spermii v porovnani s kontrolou pocas 6 hodinovej inkubacie. Autori tiez uvadzaju,
Ze genistein mal priaznivé ucinky na Zivotaschopnost’ spermii pri rozmedzi koncentracii 1 —
50 uM pocas S$iestich hodin inkubacie. Avsak pri koncentracii 100 uM pocas 6 hodinovej
inkubacie mal genistein $kodlivy ucinok na mitochondridlnu aktivitu. Genistein tak mal
antioxidacné vlastnosti pri koncentraciach 1 — 50 uM a moZe taktieZ jednotlivé charakteristiky
zlepSovat. Tieto vysledky st vsulade so zisteniami inych vyskumov, ze genistein ma
antioxida¢nu funkciu tiez na kultiru cervenych krviniek a potkanie spermie pricom spdsobuje
znizenie oxidac¢ného stresu a peroxidacie lipidov. Nizke (0,01 — 1 uM) ani vysoké ( 5 — 10

uM) koncentracie genisteinu neovplyvnili vyvoj embrya IVF.
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3.3 Kanci ejakulat
3.1.1 Zakladna charakteristika

Kazda samcia pohlavna bunka, spermia, je vysoko Specializovana bunka predurcena
K splynutiu  so sami¢ou pohlavnou bunkou, vajickom, za ucelom vzniku nového
zivotaschopného jedinca. Na to, aby vSak bola schopna prekonat’ vSetky bariéry samicieho
pohlavného traku musi prejst’ zlozitym vyvojom pocinajucim v stoenych semenotvornych
kandlikoch  umiestnenych v = semennikoch samca. Tento proces nazyvame
spermatocytogenéza, na ktory nadvdzuje samotny vyvoj spermatidy v zrelt spermiu,
spermatohistogenéza. Tento proces prebieha u vietkych druhov zvierat rovnako, no jeho dizka
je druhovo variabilnd, rovnako ako aj samotna morfologickd stavba spermie.
U kancov trva spermatogenéza 45 dni, pricom 10 az 12 dni prebieha priechod a zrenie spermii
v prisemennikoch (Louda, et al., 2001).
Percentualny podiel spermii z celkového ejakulatu je 3 — 5 %. Zrela kancia spermia disponuje
dizkou 43 — 45 pm, s dvomi odlisitelnymi oblastami a to hlavi¢kou a chvostikom, ktoré st od
seba oddelené kratkym spojovacim segmentom nazyvanym kréok. Hlavi¢ka je bilateralne
splostend a ovalna s nasledujucimi rozmermi: 7 um dlhé, 3,7 um Siroka v najSirSom bode
a 0,4 pm hruba. Bi¢ik ma dizku 37,4 pm, pricom najdlh$ou ¢astou je s 26,2 pm hlavna Gast’
bi¢iku (Bonet et al., 2013).
Semenna plazma tvori najvacsi objem z celého ejakulatu ato 95 — 97 %. Hlavnou tlohou
semennej plazmy je poskytnit spermiam potrebné ziviny a vytvorit vhodné prostredie
K ich prezitiu v sami¢om pohlavnom trakte. Je tvorend sekrétom z pridavnych pohlavnych
Zliaz, ktoré su tvorené mechurikovitymi zlazami, bulbouretralnymi ZzI'azami, prostatou (Reece,
1998). Mechurikovité zl'azy maju lalockovity tvar a tvoria najvacsi objem z celého ejakulatu.
Ich sekrét obsahuje mnozstvo sacharidov, bielkovin, aminokyseliny, enzymy, kyselinu
askorbovll acitronoviu. U kanca je obsiahnuté velké mnozstvo erghothioneinu, ktorého
funkciou je chranit’ spermie pred vplyvom paralyzujucich latok, ako st napriklad tazké kovy
(Gamcik, 1992). Bulbouretralne zlazy, taktiez nazyvané Cowperove su u kancov najvicsie
spomedzi hospodarskych zvierat. Ich sekrét je Specificky svojou viskozitou vd’aka obsahu
sialomucinu. Spolu so sekrétom mechurikovitych Zliaz sa podielaju na vytvoreni tzv.
vaginalnej zatky, ktord zabrani spidtnému vytoku ejakulatu z pohlavnych ciest samice (Noakes
et al., 2001). Prostata je neparova zl'aza, ktorej sekrét je bohaty na zinok, anorganické soli

avolné aminokyseliny. Su viom pritomné aj prostaglandiny, ktoré reaguji s hlienom
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sliznice kr¢ku a napomahaju tak priechodu cezen a taktiez napomahajii v transporte spermit

smerom K vajecnikom vd’aka kontrakcii hladkych svalov.

Kan¢i ejakulat by mal mat’ mlie¢ne bielu az sivo bielu farbu bez akychkol'vek primesi. Pach
by mal byt nevyrazny. Akykol'vek ostry zdpach zna¢i kontaminaciu semena a tym nie je
vhodny k dalsiemu pouzitiu. Je S$pecificky svojim velkym objemom ( > 100 cm3 )
V porovnani s ostatnymi druhmi hospodarskych zvierat. Koncentracia spermii v 1 ml je 200 —
300 miliénov, ¢im je kanci ejakulat asi pdt krat menej koncentrovany oproti byciemu
a priblizne rovnaky ako Zreb¢i. NajdolezitejSim a najcastejSie hodnotenym parametrom je
pohyblivost’ spermii, ktord by mala byt’ 50 — 80 % u normalneho ejakulatu. Percento zrelych
spermii v ejakulate by sa malo pohybovat’ medzi 80 — 95 %, podiel nezrelych spermii by mal
byt od 5 do 15 % aabnormalne spermie by nemali prekrocit’ 5 % z celkového ejakulatu
(Bonet et al., 2013). Hodnota pH je zasadita (7,3 — 7,8) ako u ostatnych druhov (Hafez, 2016).
Je potrebné podotknut, Ze jednotlivé vysSie uvedené hodnoty kolisaji nie len medzi
jednotlivymi plemenami, ale aj individudlne u kancov. Treba brat’ do tvahy aj iné¢ faktory
ovplyviiujice jednotlivé parametre ejakulatu ako je napriklad zdravotny stav plemennika,
podmienky chovu, krmivo a hlavne ro¢né obdobie, ktoré ma zvlast u kancov znaény vplyv.
Najhorsie vysledky hodnotenia ejakulatu boli zaznamenané pocas letnych mesiacov, ale pocas
zimnych mesiacov dosahovali parametre naopak lepSie hodnoty a celkovo bol ejakulat
kvalitnejsi (Smital, 2009). Kancim spermiam nevyhovuju vSak ani vel'mi nizke teploty, preto
je tazké ich uchovavat’ pri teplotach nizsich ako 10°C jak v kvapalnom stave tak i mrazené.
Je to kvoli vysokému obsahu nenasytenych mastnych kyselin v plazmatickych membranach
spermii kancov a nizkej koncentracii ocistnych enzymov v cytosole, ¢o vedie k indukcii
lipidovej peroxidacie a znizeniu pohyblivosti a zivotaschopnosti spermii (Brezezinska-

Slebodzinska a kol., 1995, Cerolini et al., 2000)

3.1.2 Motilita spermii

Schopnost’ pohybu ziskavaju spermie v prisemennikoch, kde vSak prebyvaji
Vv anabioze a az vplyvom ejakulacie a zmieSanim S produktmi pridavnych pohlavnych Zzliaz
dochadza k ich aktivacii a schopnosti pohybu (Gamcik, 1992).
Je to dolezita vlastnost’ zabezpecujuca distribuciu spermii v samiCom pohlavnom trakte a
ich penetraciu  do vajicka. To radi motilitu spermii medzi zakladné parametre

mikroskopického hodnotenia ejakulatu, ktory uréuje kvalitu hodnoteného ejakulatu.
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Hodnotenie sa stanovuje jak subjektivne, tak objektivne. Subjektivne hodnotenie udava
mikroskopicky zistitelny podiel spermii s priamoc¢iarym pohybom vpred za hlavickou, ktory
povazujeme za fyziologicky. Nefyziologicky pohyb mdéze predstavovat’ pohyb do kruhu, na
mieste okolo hlavi¢ky, kmitavy, prerusovany a pod. (Stastny and Stastna, 2013). Presnost
subjektivneho hodnotenia je plne zavisla na skusenostiach laboratornych pracovnikov, no aj
napriek tomu st vysledky vel'mi variabilné v porovnani s objektivnhym hodnotenim pomocou
pocitacovych systémov akym je CASA (Computer assisted sperm analysis).

Systém CASA je poloautomatickd pocitacova metdda pre hodnotenic morfologie a motility
spermii. Opticky systém zariadenia snima obraz, ktory je digitalizovany a prenasany na
monitor vo forme pixelov. Pomocou Specialnych algoritmov vyuzivajucich pocty a jasnost
pixelov st rozliSované pohyblivé a nepohyblivé spermie aje analyzovana draha kazdej
spermie. Draha tychto spermii je determinovana funkciou ich bi¢ikov a s charakteristikou
pohybu odraza fyziologicky stav spermie. Tieto parametre su dolezitym faktorom pri
posudzovani celkovej motility (VE&znik et al.,, 2004). Ukanca je minimalna hodnota
pohyblivych spermii 70% pre nativny ejakulat vhodny k d’alsiemu spracovaniu (Rozeboom,
2000).

3.1.3 Mitochondriidlny membranovy potencial

Mitochondrie st jednym zo zakladnych zdrojov ATP a Vv spermiach su tak potrebné
pre zabezpecenie ich pohybu bic¢ikom (Amaral et al., 2013). Mitochondrialny oddiel je
pokracovanim krcka spermie, charakterizovany pritomnost'ou mitochondrii usporiadanych do
zavitnicove] posvy tesne pod cytoplazmatickou membranou (Neil, 2006). Mitochondrialny
oddiel spermie sa sklada z asi 90 individualnych mitochondrii, ststredenych v zavitnicovej
posve. Mitochondridlna poSva sa priamo prikladd na chordovu sustavu komplexu osovych
vlakien, pre ktoré je charakteristické usporiadanie 2+9+9 (Massanyi, 1991).

KIaicovym parametrom pre hodnotenie mitochondridlnej funkcie je mitochondrialny
membranovy potencidl (MMP). Je generovany elektrochemickym gradientom, pocas ktorého
dochadza k transportu elektronov na membrane bunky (Sakamuru et al., 2017).

MMP reguluje neporusené funkéné mitochondrie a priamo suvisi s pohyblivostou spermii
(Marchetti et al.,, 2002), ¢o vo svojej Studii potvrdili aj Agnihotri et al. (2016).
Gallon et al. (2006) vo svojej publikacii uvadzaji, ze rychle spermie maji MMP vyssi ako
zvyc€ajne morfologicky normalne spermie. Autori d’alej uvadzaju, ze spermie s nizkym MMP

su menej schopné akrozomovej reakcie.
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Meranim membranového potencidlu spermii tak vieme lahko postdit Zivotaschopnost’
spermii, ¢im dokazeme lepSie stanovit’ fertilitu daného jedinca (Marchetti et al., 2004).

Pre hodnotenie MMP sa bezne vyuzivaju fluorescencné farbiva ako st Rhodamin 123,
Mitotracker Green, Mitotracker Red CMXROs, Mitotracker Deep Red 644, Mitotracker
Orange TM a JC-1 (Farah et al., 2013).

3.1.4 Viabilita spermii

Cely povrch spermie pokryva dvojvrstvda membrana, ktord je velmi citlivd na
osmotické pomery atak moéze dojst kjej Iahkému posSkodeniu. Intaktna plazmaticka
membrana je tak dolezitym predpokladom spravnej funkcie spermii. Je tvorend komplexom
proteinov a lipidov a je odlisna jak na hlavicke spermie tak na bic¢iku. Hlavnou stcast'ou st
fosfolipidy, ktoré sa podiel’ajii na regulicii permeability membrany (Stastny a Stastna, 2015).
Zivotaschopnost’ spermii tak zavisi na komplexe biosyntetickych aktivit a na integrite
plazmatickej membrany (Althouse and Hopkins, 1992). Viabilita spermii je hodnotena na
zaklade permeability membrany. Pre vizualizaciu zmien, ktoré prebehli v membrane spermie
su pouzivané rozne metody farbenia buniek. Principom je neschopnost’ farbiv prechadzat’
intaktnou membréanou, ¢o je dovodom zafarbenia mftvych buniek, podla ktorych vieme I'ahko
vyhodnotit’ pomer zivych a mftvych spermii v ejakulate, ktory nam tak presnejSie vyjadri jeho
kvalitu. NajpouzivanejSou metodou pouzitim svetelného mikroskopu je farbenie eozin-
nigrozinom, ale vyuZivaju sa aj florescen¢éné metody farbenia (Stastny a Stastna, 2015).
Hodnotenie viability spermii v kombinacii s motilitou spermii pri pouziti médii s r6znou
osmolalitou, ndm modze priniest’ presnejSie informécie o fyziologickom stave spermii (Fraser

etal., 2001).

3.1.5 Kapacitacia spermii

Kapacitacia zahfiia fyziologické zmeny, ktorymi musia spermie prejst, aby boli
schopné preniknut’ a oplodnit’ vajicko (Ruffenach, 2009). Aby vsak ziskali schopnost
oplodnenia musia pobudnut’ urcity ¢as v pohlavnych organoch samice. Spermie, ktoré tak
neboli v kontakte so sliznicou a sekrétmi maternice a vajcovodov nie su schopné fertilizacie.
Samotny proces kapaciticie spermii ukancov trva 2 hodiny (Stastny a Stastnd, 2015).
Naproti tomu pri kultivacii in vitro su spermie schopné kapacitacie v prostredi mimo
samicieho ustrojenstva vd’aka médiam, ktoré im poskytuji vhodné podmienky (Neil, 2006).

Kapacita¢né médium musi obsahovat’ prislusnti koncentraciu elektrolytov, zdrojov energie,
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vapnikové i6ny a NaHCO3 ako i proteiny bovinného séra albuminu (Abou-haila and Tulsiani,
2009). Sérovy albumin, zvd¢sa hovddzi (BSA) je v médiach pouzivany k vyplaveniu
cholesterolu z plazmatickej membrany (Osheroff et al., 1999), veduci k zvyseniu jej fluidity,
hyperpolarizacii a permeability voci hydrogénuhliCitanovym a vépenatym idénom, zmenam
forforylacie proteinov a aktivity proteinkinazy. Dochadza tiez k zvySeniu koncentracie
intracelularneho pH, hydrogénuhli¢itanov vapnikovych iéonov a CAMP (Ickowicz et al., 2012),
ktoré¢ su klaCovymi sekundarnymi signalizatnymi molekulami pre regulaciu kapacitacie
(Abou-haila and Tulsiani, 2009). Na zaver vsetky tieto zmeny vedi k schopnosti uskuto¢nit’
akrozomalnu reakciu, vytvarat’ hyperaktivny pohyb, chemotaktické spravanie a tak schopnost’
oplodnit’ oocyt.

Schopnost’ spermie prejst” kapacitaciou je tak ddlezitou sti€astou overenia kvality ejakulatu,
i ked” nespada pod bezne vyuzivané metddy hodnotenia ejakulatu. Posledné roky sa popredne
vyuziva prietokovd cytometria na detekciu parametrov spermii, vratane kapacitacie.
Disponuje vysokou efektivitou, objektivitou arychlostou avSak je pomerne finan¢ne

naro¢na, preto je mozné sa priklonit’ k hodnoteniu pomocou fluorescenéného mikroskopu.
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4 Material a metody

Vsetky pokusy boli realizované v priestoroch laboratdrii na Katedre veterinarnich
disciplin Ceské zemé&dglské univerzity v Praze. K pokusom bol pouzity nativny kanéi ejakulat
z inseminacnej stanice v Skrsine (LIPRA PORK, a. s.), ktory bol transportovany v termoboxe
pri konstantnej teplote (37°C). Do 2 hodin po odbere bol ejakulat nariedeny komerénym
riedidlom Solusem (AIM Worldwide, Holandsko) na maximalnu koncentraciu 60 miliénov
spermii na mililiter a uschovany v klimaboxe (Selko Praha s. r. 0.) pri konStantnej teplote
17°C. Jednotlivé pokusy boli realizované maximalne 72 hodin po odbere ejakulatu a boli
opakované minimdlne 10 krat. Vzdy pred zahdjenim pokusu bola subjektivne zhodnotena
motilita spermii. K pokusu bol pouzity ejakulat, ktorého pohyblivost pri subjektivhom
hodnoteni bola vyssia ako 75%. VSetky chemikalie pouzité k pokusom boli zakipene od

spoloc¢nosti Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), pokial nie je uvedené inak.

Testovany bol spolo¢ny vplyv genisteinu a daidzeinu o celkovej koncentracii 1,7 uM, 0,85uM
a 0,425 uM v porovnani s jednotlivym pdsobenim tychto latok o koncentracii 1,7 uM (vid’
tabul’ka 2). S ohladom na Casovi narocnost boli série pokusov rozdelené na 4 pokusy
S Ciastocne  rozdielnou  metodikou, ato hodnotenie  motility, membranového

mitochondrialneho potencialu, viability a kapacitacie spermii,

Tabulka 2 - Stanovené koncentracie fytoestrogénov v mikrometroch (uM)

Koncentracia v pM Oznacenie
Genistein (G) 1,7 G1,7
Daidzein (D) 1,7 D1,7
1,7 1/0,7 11,7 Gl
: D07
Izoflavény (I)
@tonoEenistom 0,85 0,5/0,35 1085 G05
/daidzein) D035
0,425 0,25/0,175 10425 G025
D0175
Kontrola - KD
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4.1 Priprava roztokov jednotlivych koncentracii sojovych izoflavonov

Pre pripravu danych koncentracii boli pouzité zisobné roztoky genisteinu
0 koncentracii 40 mM a daidzeinuo koncentracii 10 mM, ktoré boli pripravené rozpustenim
lyofilizovaného prasku v 100% dimethylsulfoxide (DMSO). Takto pripravené zasobné
roztoky boli riedené roztokom DMSO za vzniku pracovnych roztokov (vid. tabulka 3).
Finalne roztoky boli pripravené riedenim pracovnych roztokov rovnakym riedidlom pouzitym
pre riedenie ejakulatu, priCom v pripade kapaciticie bolo pouzit¢ Tyrodovo kapacitaéné
médium (basic Tyrodes’s capacitation medium - bTCM) - vid’. tabulka 4. Finalne roztoky
zodpovedajuce danym koncentracidm jednotlivych testovanych latok boli pridané do
samotnych testovanych vzoriek s nariedenym ejakulatom (vid’. tabulka 5). Pre kontrolu (KD)
bola pouzitd vzdy jedna vzorka, do ktorej sa pridaval iba roztok DMSO, aby bolo preukazané,

ze dané rozpustadlo nijak neposkodzuje spermie.

Zasobné roztoky boli uschovdvané v mraznicke pri -20°C. Pocas pripravy jednotlivych
pracovnych roztokov sa zasobné roztoky ponechali v izbovej teplote rozmrazit’ a nasledne sa
s nimi pracovalo. Roztoky boli pripravované len prvy defi pokusu v danom tyzdni a zvySok
bol vzdy uschovany v chladnicke. Pripravené roztoky bolo mozné pouzit’ len v danom tyzdni,

potom bolo potrebné ich zlikvidovat'.

Tabulka 3 - Potrebné mnozstva pre pripravu pracovnych roztokov

Koncentra¢na rada daidzeinu Koncentra¢na rada genisteinu

P-D1,7 1ul zasobného roztoku daidzeinu | P-G1 | 4 pl zasobného roztoku genistein

(40 mM) s 46,1 pul DMSO (10 mM) s 36 pl DMSO
P-D07 5ul P-D1,7 + 1ul DMSO P-G1,7 5 ul P-G1 + 1l DMSO
P-D035 3 ul P-DO7 s 3ul DMSO P-G05 3 ul P-G1s 3 ul DMSO

P-D0175 2 ul P-D035 + 2 pul DMSO P-G025| 2 ulP-GO05 + 2 ul DMSO

Tabulka 4 - Potrebné mnozstva pracovnych roztokov pre pripravu finalnych roztokov

10425 F-G025 4 ul P-G025 + 96 pl solusem/bTCM
F-D0175 4 ul P-DO175 + 96 plsolusem/bTCM

1085 | F-GO5 4 ul P-GO5 + 96 ul solusem/bTCM
F-D035 4 ul P-D035 + 96 plsolusem/bTCM
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11,7 F-G1 3 ul P-G1 + 72 pl SOLUSEM/bTCM
F-DO07 3 ul P-DO7 + 72 ul SOLUSEM/bTCM
F-G1,7 3 ul P-G1,7 + 72 ul SOLUSEM/bTCM
F-D1,7 3 ul P-D1,7 + 72 ul SOLUSEM/bTCM
F-KD 3 ul DMSO + 72 pl SOLUSEM/bTCM

Tabul'ka 5 - Potrebné mnozstva pridané do vlastnych vzoriek

KD 950 ul ejakulatu + 50 pl F-KD

10425 950 pl ejakulatu + 25 pl F-G025 + 25 pl F-D0175
1085 950 pl ejakulatu + 25 pl F-GOS + 25 pl F-D035
11,7 950 pl ejakulatu + 25 pl F-G1 + 25 pl F-DO7
G1,7 950 pl ejakulatu + 50 pl F-G1,7

D1,7 950 ul ejakulatu + 50 pl F-D1,7

4.2 Stanovenie motility spermii pomocou systému CASA

Pred zacatim pokusu bolo dopredu nachystanych 6 kusov 1,5 ml ependorfiek vopred
vychladenych na 17°C. Do kazdej ependorfky bolo napipetované 952 pl nariedeného
ejakulatu. Pokus bol zahdjeny ponechanim kazdej vzorky po dobu 4 minlty vo vodnom
kapeli (WNE 10, Memmert, Schwabach, Nemecko) pri 38°C pre aktivaciu spermii. Po
ubehnuti 4 minat prebehlo kontrolné nasnimanie (0. hodina) motility, po ktorom sa do
jednotlivych vzoriek pridali mnoZstva pripravenych finalnych roztokov.

Pohyb spermii bol zaznamenavany tri krat, a to v Oh, 1h a 2h. K snimaniu boli prichystané
a vyhriate na 38°C Leja skli¢ka o hibke komérky 20um, do ktorych bolo napipetovanych 2 pl
z pripravenej vzorky. Samotné snimanie motility bolo vykonavané pomocou
monochromatickej kamery Digital Sight DS - 2MBW (Jenoptik Prog Red CT1, Nikon,
Japonsko) s pouzitim mikroskopu Eclipse E600 (Nikon, Japonsko), s vyhrevnou dosti¢kou
(38°C) aobjektivom PH 1 BM 10x snegativnhym fazovym kontrastom. Pre snimanie
a hodnotenie motility spermii bol pouzity systém CASA (computer - assisted sperm analysis).
Snimanych bolo 6 videosekvencii vzdy po 5 sekundach v jednotlivych zornych poliach
v programe NIS-elements 4.5. Zo zaberov boli vyhodnotené nasledujuce parametre pohybu,

pomocou ktorych bola zhotovena konecna analyza:
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- VCL (curvilinear velocity) — rychlost’ hlavicky na skutoc¢nej drahe, priemerna rychlost
medzi bodmi merania [um]

- VAP (avarage-path velocity) — rychlost hlavicky na napriamenej drahe, slazi
k vyjadreniu plynulejSiemu pohybu [um]

- VSL (straight-line velocity) — rychlost’ hlavicky na priamej drahe, medzi vychodiskovym
a kone¢nym bodom merania [um]

- ALH (amplitude of lateral head displacemant) — maximalna Sirka oscilacie hlavi¢ky,
odvodené z VCL a VAP, odraza pohyb bicika

- LIN (linearity) — linearita skuto¢nej drahy (VSL/VCLx100) [%]

- WOB(wobble) — stupen oscilacie skuto¢nej drahy okolo jej napriamenej drahy
(VAP/VCLx100) [%]

- STR (straightess)- pritomnost’ napriamenej drahy (VSL/VAPx100) [%]

-  BCF (beat cross fruequency) — pocet, kolkokrat je skuto¢na draha prekrizena
napriamenou drahou [Hz] (VéE&znik a kol., 2004)

4.3 Mitochondrialny membranovy potencial spermii

Mitochondrialna aktivita bola hodnotené na zdklade upravenej metodiky Maharjan et
al. (2014). Pre flourescenéné znacenie bol pouzity Mitotracker Red CMXRos (chloromethyl-
X-rosamin, Leiden, Holandsko). Jedna sa o Cervené fluorescencné farbivo, ktoré pocas
inkubacie vo vzorke pasivne difunduje cez plazmaticki membranu a akumuluje sa

Vv aktivnych mitochondriach. Pre fixdciu membran buniek bol pouzity formalin.

Pracovny roztok bol pripraveny zmieSanim Sul zasobného roztoku s 45ul média Solusem.
Pracovny roztok ako aj Mitotracker Red CMXRos bol uschovavany pri teplote -20°C. Na
1000ul vzorky boli pridané 4ul pracovného roztoku, ¢im bola docielend vysledna
koncentracia Mitotrackeru 400 nM.

Pred zacatim pokusu bolo dopredu nachystanych 6 kusov 1,5 ml ependorfiek vopred
vychladenych na 17°C. Do kazdej ependorfky bolo napipetované 950 pl nariedeného
ejakulatu. Pokus bol zahdjeny ponechanim kaZdej vzorky po dobu 4 minaty vo vodnom
kupeli pri 38°C. Po ubehnuti 4 minat boli do jednotlivych vzoriek pridané mnoZstva
pripravenych findlnych roztokov. Okrem pripravenych 6 vzoriek boli v tomto pokuse pouzité

2 kontrolné vzorky bez pridanych testovanych latok a roztoku DMSO.
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Po temperovani bolo 250 ul suspenzie spermii pridanych do vopred prichystanej 0,5 ml
eppendorfky s 1 pl pracovného roztoku s 2,5 pl formalinu. Tato zmes bola potom inkubovana
po dobu 10 minut pri 37°C bez pristupu svetla. Po uplynuti 10 minuat sa na podlozné sklicko
pridalo cca 6ml suspenzie, ktora bola prikrytd krycim sklickom. Pod mikroskopom s
fluorescenénym objektivom bolo nasledne hodnotenych 200 spermii a sledované boli 3
fluorescencné vzory:

- vysoky MMP (¢erveno fluoreskujica spojovacia Cast’ bi¢ika)

- vyvazeny MMP (Eerveno fluoreskujtica hlavicka a spojovacia Cast’ bi¢ika)

- nizky MMP (nefluoreskujuca spojovacia ¢ast’ bicika)

Jednotlivé vzorky boli hodnotené pocas Oh a 2h.

4.4 Viabilita spermii

Metodika bola modifikovana podla metédy dualneho fluorescenéného farbenia
popisaného Harrisonom a Vickersom (1990).
Propidium iodid (PI), DNA Specifické ¢ervené fluorescencné farbivo, ktoré bolo pouzité pre
znaCenie mftvych buniek s poruSenou membréanou. Pre znacenie Zivych buniek bol
pouzity karboxyfluorescein diacetat (CFDA), membranovo priechodné zelené fluorescencné
farbivo prezentované v pritomnosti enzymu cytoplazmatickej esterdzy. Formalin bol taktiez

pouzity pre fixaciu buniek ako v predoslom experimente.

Priprava PI spocivala v rozpusteni 500 ug PI (P4170) v 1 mL fyziologického roztoku, ktorého
pH zavislé od druhu zvierata, v tomto pripade kanca s hodnotou pH 7,2. Pre pripravu CFDA
bolo potrebné rozpustit’ 460 ug CFDA (C8166) v 1 ml DMSO.

Pred zacatim pokusu bolo dopredu nachystanych 6 kusov 1,5 ml ependorfiek vopred
vychladenych na 17°C. Do kazdej ependorfky bolo napipetované 950 pl nariedené¢ho
ejakulatu. Pokus bol zahajeny ponechanim kazdej vzorky po dobu $tyroch minit vo vodnom
kapeli pri 38°C. Po ubehnuti Styroch mintt boli do jednotlivych vzoriek pridané mnozstva
pripravenych findlnych roztokov. Okrem pripravenych 6 vzoriek boli v tomto pokuse pouZité
2 kontrolné vzorky bez pridanych testovanych latok a roztoku DMSO.

Priprava vzorky spermii spocivala v prichystani 2,1ul PI, 2,1ul CDFA a 1pl 0,3% formalinu
do 0,5mL eppendorfky, do ktorej bolo pridanych 100 pl suspenzie spermii priamo zo vzorky,
ktora presla aktivaciou vo vodnom kupeli. Tato zmes bola inkubovana po dobu 10 minut pri

37°C bez pristupu svetla. Po uplynuti 10 mintt sa na podlozné sklicko pridalo cca 6mL
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suspenzie, ktora bola prikrytd krycim sklickom. Pod mikroskopom s fluorescenénym
objektivom bolo nasledne hodnotenych 200 spermii a sledované boli 3 fluorescen¢né vzory :
ziva spermia (zeleno fluoreskujuca hlavicka), mftva spermia (Cerveno fluoreskujtica hlavicka)
a poskodend spermia (vyskyt oboch farieb na hlavicke). Hodnotenie jednotlivych vzoriek

prebiehalo pocas Oh a 2h.

4.5 Kapacitacia spermii

Pred zahajenim pokusu bolo do vopred pripravenych 12 eppendorfiek do ktorych bolo
napipetovanych 1ml ejakulatu. Takto pripravené vzorky boli dvakrat centrifugované po dobu
Siestich minut, pri 600g a resuspendované v 1ml zakladného Tyrodového kapacitacného
média (bTCM, priprava podl'a Kurz et al., 2005), ktoré bolo pred pouzitim inkubované pri
38°C anasytené¢ 5% CO; Vinkubatore (HERAcell 150, Heraeus, Hanau, Nemecko)
minimalne 2 hodiny. Treti krat boli vzorky po centrifugécii (6 min., 600g) resuspendované
v 0,5 ml Tyrodového kapacitaéného média (TCM,bTCM doplnené 1,18 Ul/mL heparinu).
Nasledne boli vSetky objemy vzoriek prenesené do 15ml skimavky, ktora bola doriedend
TCM do kone¢nej koncentracie 55 mil./ml. Zo skamavky bolo do 6 eppendorfiek
prenesenych 950 pl, do ktorych boli pridané koncentréacie jednotlivych izoflavonov a nasledne
boli inkubované jednu hodinu pri 38,5°C a nasytené¢ 5% CO2. Po hodinovej inkubdcii bolo
z kazdej vzorky odobranych 60ul a doplnené 0,5 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS, riedené 1:10 destilovanou vodou) do 2ml eppendorfky. Zvy$né objemy boli dvakrat
stocené na centrifuge po dobru 6 min., pri 300g, resuspendované v 0,5 ml DPBS. Na koniec
boli doplnené a homogenizované v 2 ml DPBS. Medzitym bolo pripravenych 6 podloznych
sklicok na ktoré boli pomocou PAP pera vytvorené kruhy, pricom na jedno zo skli¢ok bol
vytvoreny kruh pre negativnu kontrolu. Do vopred vytvorenych kruhov bolo aplikovanych 20
ul vzorky a 50 ul fixdze (roztok acetonu s methylénom v pomere 1:3). Sklicka boli takto
inkubované 5 mintat. Pomocou T-PBS (PBS tableta rozpustena v 200 ml destilovanej vody
s Tween®20) boli jednotlivé sklicka po inkubacii oplachnuté 2x 1ml a nasledovala hodina
inkubacie pri laboratornej teplote vo vlhkej komorke s aplikovanymi 50 pl blokovacieho
roztoku (Super Block Blocking Buffer in PBS, Thermo scientific, USA). Po inkubacii boli
sklicka so vzorkami oplachnuté 1 ml T-PBS a nasledovala aplikacia 50 pl roztoku primarne;j
protilatky (Anti-phospho tyrozine, Merck, Nemecko, riedena v pomere 1:300 s 1%BSA
+DPBS), mimo negativnu kontrolu. Takto boli vzorky inkubované 2 hodiny. Po inkubécii boli

sklicka opat’ oplachnuté 2x 1ml T-PBS. Potom bolo aplikovanych 50 pl roztoku sekundérne;
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protilatky (Anti mouse (goat) 1gg-FITZ, riedena v pomere 1:400 s 1% BSA + DPBS) a d’ale;j
inkubované 1 hodinu. Po uplynuti hodiny inkubdacie boli vzorky opldchnuté 2x 1ml T-PBS
a nakoniec 1 ml destilovanej vody. Na uschnuté sklicka bol aplikovany Vectashield (Vector,
Burlingame, USA) prikryty krycim skliCkom a zalakovany. Pod fluorescenénym
mikroskopom bolo hodnotenych 6 zornych poli s minimédlne 200 spermiami na vzorku.
Hodnotené boli 3 fluorescencné vzory podl'a Lufio et al ( 2013):

- vzor I (slaby stupen kapacitacie —spermie bez fluorescencie v ekvatorialnom subsegmente,
s alebo bez pritomnosti signalu v akrozéme alebo v bi¢iku)

- vzor Il (stredny stupen kapacitacie — zahriioval spermie so signdlov s ekvatorialnom
subsegmente, bez akrozému, s alebo bez pritomnosti signalu v biciku)

- vzor III (vysoky stupeni kapacitacie — spermieso signdlom v ekvatoralnom subsegmente a

akrozome, s alebo bez pritomnosti signalu v bi¢iku)

4.6 Statistické hodnotenie

Vysledky vsetkych experimentov boli spracované vo forme tabuliek v programe
Microsoft Excel a nasledne vyhodnotené programom STATISTIKA 12 (StatSoft CR, Praha,
Ceska republika).

Pre analyzu motility spermii bola pouzitd zhlukova analyza (viacrozmerova analyza)
s pouzitim zhlukovej metody k-priemerov. Spermie boli na zaklade svojich CASA
parametrov redistribuované do jednotlivych troch zhlukov zodpovedajucich kategéridm
rychle, stredne rychle, pomalé (podla metodiky Thurstona et al.,, 2001), ktora bola
modifikovana pridanim $tvrtej kategorie zhlukov (nepohyblivé) na zaklade hodnoty parametra
VAP < 10 pm/s, za uc¢elom spresnenia zhlukovej analyzy. Nasledne boli pre jednotlivé vzorky
stanovené percentudlne podiely spermii spadajucich do jednotlivych kategorii. Chi-kvadratom
boli stanovené Statistické rozdiely medzi jednotlivymi vzorkami atestom rozdielov boli

vyjadrené Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi zhlukmi. S ohladom na
prirodzenu variabilitu hodnotenych dat bola prevedena ich transformacian = 1% vzhl'adom

na vysoky pocet pozorovani. Hladina vyznamnosti tak bola stanovené na p=0,01.
Analyza viability, mitochondridlneho membranového potencidlu a kapacitacie spermii bola
vyhotovena taktiez pomocou kontingen¢nych tabuliek s chi-kvadratom. Hladina vyznamnosti

tychto testov bola p=0,05.
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5 Vysledky

5.1 Vplyv izoflavonov na motilitu spermii

V Case 0 pred pridanim stanovenych koncentracii testovanych latok sa vzorky medzi
sebou Statisticky neliSili pri nastaveni hladiny vyznamnosti p=0,01, nakol'ko berieme do

uvahy moznt variabilitu vzoriek spdsobent biologickym pozadim experimentu.

Tabulka 6 — Percentudlne zastupenie nepohyblivych a pohyblivych spermii vo vzorkach.
Hodnoty v stipcoch oznaéené rozdielnymi indexmi sa $tatisticky vyznamne liia na hladine

vyznamnosti p=0,01.

0. hodina | nepohyblivé str. rychle + rychle
KD 12,87° 59,69
10425 10,95° 60,02
1085 11,30° 59,11°
11,7 12,88° 58,90
G1,7 12,93° 57,26
D1,7 12,43° 60,09
a a a a a a
100,00% -
80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -
0,00% - T T T T T
KD 10425 1085 11,7 G1,7 01,7
Hnepohyblivé Mpomalé Bstredne rychle Orychle

Graf 1 - Percentudlne zastipenie jednotlivych subpopulécii spermii v 0. hodine. Nad
skupinami uvedené rovnaké indexy naznaCuju Statisticky nevyznamné rozdiely medzi

vzorkami pri pouziti hladiny vyznamnosti p = 0,01.
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Po 1. hodine inkubéacie doslo k o¢akdavanému ndarastu podielu nepohyblivych spermii vo
vSetkych vzorkach okrem genisteinu (G1,7), u ktorého nedoslo k narastu podielu ¢o je zrejmé
aj po 2. hodine inkubacie, kde bol zisteny Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani
s ostatnymi vzorkami (graf 2-3). Oproti nemu koncentracia izoflavonov 1085 vykazovala
najvacsi podiel nepohyblivych spermii ¢o sa d’alej preukdzalo zniZenym poctom stredne
rychlych spermii oproti ostatnym vzorkam. U daidzeinu (D1,7) nedoslo k narastu podielu
nepohyblivych spermii v porovnani s 1. a 2. hodinou, pri¢om sa Statisticky nelisil od kontroly
(KD). Disponoval najvaésim podielom rychlych a stredne rychlych spermii spomedzi vzoriek
a zaroven sa podiel nepohyblivych spermii vyrazne nezvysil v porovnani s 1. a 2. hodinou

inkubacie (tabulka 7).

Tabulka 7 — Percentualne zastiipenie nepohyblivych a pohyblivych spermii vo vzorkach po 1.
hodine inkubécie. Hodnoty v stipcoch oznatené rozdielnymi indexmi (a-b) sa Statisticky

vyznamne liSia na hladine vyznamnosti p=0,01.

1. hodina | nepohyblivé str. rychle + rychle
KD 14,40% 61,75%
10425 13,76° 60,22%
1085 17,49° 57,38
11,7 14,99% 62,57
G1,7 12,68 58,81%
D1,7 15,61% 60,69

a d a a d d
100,00% -
20,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -
'U','DU'% T T T T T T
KD 10425 1085 1,7 G1,7 DL,7

W nepohyblivé  Mpomalé  Bstredne rychle O rychle

Graf 2 - Percentualne zastipenie jednotlivych subpopulécii spermii po 1. hodine inkubacie
Vv jednotlivych vzorkach. Nad skupinami uvedené rovnaké indexy naznaCuju Statisticky

nevyznamné rozdiely medzi vzorkami pri pouziti hladiny vyznamnosti p = 0,01.
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Niz8ie koncentracie kombinécii izoflavonov 10425 al085 vykazovali po 2. hodinach
inkubacie najvacsi podiel nepohyblivych spermii, pricom u koncentracie 10425 doslo
K najvys$Siemu narastu v porovnani s 1. a2. hodinou. Percentualne zastipenie kategorie
rychlych a stredne rychlych tak amerne pokleslo voc¢i nepohyblivym spermiam. Tieto vzorky

sa tak preukazali ako Statisticky rozdielne oproti koncentraciam genisteinu a daidzeinu (graf
3).

Tabul’ka 8 — Percentudlne zastupenie nepohyblivych a pohyblivych spermii vo vzorkach po 2
hodinach inkubacie. Hodnoty v stipcoch ozna¢ené rozdielnymi indexmi (a-b) sa statisticky

vyznamne liSia na hladine vyznamnosti p=0,01.

2. hodina | nepohyblivé str. rychle + rychle
KD 16,65 51,31°
10425 17,242 46,55°
1085 17,592 46,65°
11,7 15,93 50,94°
G1,7 12,40° 49,94°
D1,7 15,64 55,76°

a a/b/c b c

a
i | i | i | i | i
G1,7 D

10425 1085 11,7 17

a/c
100,00% -
80,00% -
60,00% -
40,00%
20,00% -
0,00% - .
KD

M nepohyblivé M pomalé Mstredne rychle O rychle

Graf 3 - Percentualne zastupenie jednotlivych subpopulacii spermii po 2 hodinach inkubacie
Vv jednotlivych vzorkach. Nad skupinami uvedené rozdielne indexy (a-c) naznacuju Statisticky

vyznamné rozdiely medzi vzorkami pri pouZiti hladiny vyznamnosti p = 0,01.

35



5.2 Vplyv izoflavonov na mitochondrialny membranovy potencial
spermii

Kontrolna vzorka sa liSila od vSetkych vzoriek okrem koncentracie 1085 (vid’. graf 4).
Mala nizsi pocet spermii s vysokym MMP, ¢im bol zvyseny podiel spermii s nizkym MMP,
zatial' o mala najvicsi podiel spermii s vyvazenym MMP. Vplyv koncentracie daidzeinu
D1,7 sa prejavil u mitochondrialneho membranového potencialu podobne ako u motility, a to
svojimi pozitivnymi G¢inkami, kedy mal najvaési podiel spermii s vysokym MMP a tym
najnizsi podiel spermii s nizkym MMP oproti ostatnym vzorkam, ¢im sa od nich vyznamne
Statisticky 1iSil. Genistein mal oproti kombindciam a daidzeinu vacsi podiel spermii
s vyvazenym MMP, Statisticky vSak tento rozdiel nebol vyznamny. Vo¢i daidzeinu bol vSak
Statisticky vyznamny nakolko mal menSie zastiipenie spermii s vysokym MMP a tym tak
vys$si podiel spermii s nizkym MMP. Kombindcia izoflavonov 10425, 1085 a 11,7 boli odlisné
od ostatnych vzoriek menSim podielom spermii svyvazenym MMP. Pri nizSich

koncentraciach 10425 al085 bol sledovany viacsi podiel spermii s nizkym MMP oproti

100,00% -
80,00%
60,00% -
40,00% -
20,00% -

0,00% -

10425 1085 1,7 G1,7 Di1,7

koncentracii I1,7.

W vysoky Mvyvaieny [Onizky

Graf 4 - Percentualne zastipenie spermii v vysokym, vyvaZzenym anizkym MMP
vo vzorkach po 2 hodinach inkubacie. Nad skupinami uvedené rozdielne indexy (a-c)
oznacuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi vzorkami pri pouziti hladiny vyznamnosti
p =0,05.
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5.3 Vplyv izoflavénov na viabilitu spermii

Nasledujuci graf 5. znazornuje percentudlny podiel zivych, poskodenych a mftvych
spermii v jednotlivych vzorkach s obsahom testovanych latok po 2 hodindch inkubécie.
Vzorka s kontrolou sa vyznamne liSila oproti ostatnym vzorkam, pricom mala najvysSie
zastpenie mrftvych spermii. Najniz§i pocet miftvych spermii bol naopak pri najvyssej
koncentracii izoflavonov 11,7, ¢im sa tato vzorka liSila od ostatnych okrem koncentracie 1085
s ktorou sa statisticky neliSila. Podiel jednotlivych kategorii nebol Statisticky vyznamny u
koncentracii genisteinu a daidzeinu, priCom tieto dve vzorky mali najvacSie zastipenie
poskodenych spermii. Nizsie koncentracie kombinacii izoflavonov 10425 a 1085 sa od seba

Statisticky nelisili ako to bolo pri mitochondrialnom membranovom potencialy.

b b/c/d c

100,00% -
80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -

0,00% -

|0425 1085 1,7 Gl? D1,7

Miiva Mposkodend O mftva

Graf 5 - Percentudlne zastipenie zivych, poskodenych amftvych spermii
vo vzorkach po 2 hodinach inkubacie. Nad skupinami uvedené rozdielne indexy (a-d)
oznacuju Statisticky vyznamné rozdiely medzi vzorkami pri pouZziti hladiny vyznamnosti

p =0,05.
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5.4 Vplyv izoflavonov na kapacitaciu spermii

Percentualny podiel jednotlivych kapacitaénych vzorov vo vzorkach je uvedeny
v grafe 6. pricom je zrejmé, Ze nizke koncentracie izoflavonov 10425 a 1085 spolu
s daidzeinom sa vyznamne neli$ili a disponovali oproti ostatnym vzorkam vysokym podielom
spermii s vysokym stupiiom kapacitacie (vzor III). Kontrolna vzorka nevykazovala Statisticky
vyznamny rozdiel voci koncentracii izoflavonov 11,7 a genisteinu. Zaroven bol u tychto

vzoriek zastipeny najvacsi podiel spermii s nizkym stupiiom kapacitacie (vzor I).

a b/c b a afc b/c

U7 e e B O e

KD 10425 1085 11,7 G1,7 D17

Wvzor| Wvzor Il Ovzor lll

Graf 6 - Percentualne zastipenie spermii s nizkym, strednym a vysokym stupfiom
kapacitacie po 1 hodine inkubacie. Nad skupinami uvedené rozdielne indexy (a-d) oznacuju

Statisticky vyznamné rozdiely medzi vzorkami pri pouziti hladiny vyznamnosti p = 0,05.
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6 Diskusia

Na ziklade nami zistenych vysledkov experimentov moézeme potvrdit vplyv
izoflavonov, genisteinu a daidzeinu na hodnotené vlastnosti spermii nielen pri samostatnom
poOsobeni tychto latok ale aj pri ich kombinécii.

Po 1. hodine inkubacie vykazoval jak genistein tak daidzein o0 koncentracii 1,7 pM
protektivne U¢inky, ktoré sa potvrdili nasledne po 2. hodine inkubacie. Podobne ako v nasom
pripade Krejcarkova a kol. (2017) vo svojej publikacii uvadzaji taktiez zrejmy stimula¢ny
ucinok genisteinu na motilitu spermii pri koncentraciach 1 uMv porovnani s kontrolou po
dvoch a styroch hodinach inkubacie. Ti isti autori vSak uvadzaja, ze pri koncentraciach
vyssich ako 2,5 puM genistein pdsobil inhibi¢ne na motilitu spermii. Kim et al (2014)
publikovali, ze genistein pri koncentracii 1, 50 dokonca aj 100 puM vykazoval pozitivne
ucinky na motilitu spermii po troch aj Siestich hodinach inkubdcie oproti kontrolnej vzorke,
ktord oproti genisteinu poklesla uz po 3 hodinach inkubdcie. Je vSak potrebné poukazat’ na
odlisnost’ v metodickom hodnoteni motility, kedy autori pouzili subjektivne hodnotenie, ktoré
mohlo vysledky skreslit’ oproti objektivnemu hodnoteniu, ktoré sme pouzili my.

Co sa tyka kombinacie izoflavénov v koncentraciach 0,425 a 0,85 uM doslo po 2 hodinach
inkubécie k zvySeniu podielu nepohyblivych spermii jak oproti kontrole tak voci
samostatnému pdsobeniu tychto latok. NajvysSia testovand koncentracia kombinécie
izoflavonov o 1,7 uM sa vyznamne nelisila od kontroly. Je zaujimavé vsak, ze Eumkeb et al.
(2016) poukazujii na vyznamny synergicky ucinok tychto dvoch izoflavonov na motilitu
mysSich spermii. Tuto odliSnost’ mohla spdsobit’ nielen rozdielnost’” druhu ale taktieZ prijem
izoflavonov prostrednictvom krmiva v koncentracii 0,2 + 0,2 mg/kg.

Naopak Mitchell et al. (2001) u muzov suplementovanych denne pocas 2 mesiacov davok
s obsahom 40 mg izoflavonov zahriiujucich genistein, daidzein a glycetein nedoslo k vyrazne;j
zmene parametrov spermii, vratane motility. I ked’ sa tieto prace metodicky liSia od tej naSej

je zrejmé, ze spolo¢né posobenie izoflavonov moze vyznamne vplyvat’ na motilitu spermii.

U mitochondridlneho membranového potencidlu spermii sme pozorovali vyznamné rozdiely
medzi kontrolou asamotnym pdsobenim genisteinu a daidzeinu, ktori sa 1iSili vyS$im
zastipenim spermii s vysokym MMP, zatial’ ¢o Skibinska et al. (2016) pri testovani I'udskych
spermii nezaznamenali Zziadne vyznamné rozdiely medzi kontrolou a samotnym

pdsobenim genisteinu 0 koncentracii 0,01 — 100 pM po 2 hodinach inkubécie.
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S nasim metodickym postupom sa viac stotoznovala studia Kim et al. (2014), ktory zist'ovali
vplyv genisteinu na parametre kancich spermii o koncentracii 1, 50 a 100uM. Inkubacia
prebiehala 15 minuat pri 37°C bez pristupu svetla. Po troch hodinach bol viditelny mierne
vyssi podiel spermii s vysokym MMP pri koncentracii genistein 1 uM voci kontrole. Podobne
aj Vv naSich vysledkoch mierne prevysovalo zastupenie spermii s vysokym MMP u genisteinu
Vv porovnani s kontrolou po 2 hodindch inkubécie.

Daidzein sa pri samotnom pdsobeni 1iSil vysokym zastiipenim (84,85 %) spermii s vysokym
testovanych koncentracii vratane kontrolnej vzorky. Aj ked doposial nie je metodicky
podobna studia zaoberajtica sa vplyvom daidzeinu na mitochondridlny membranovy potencial
spermii, Yuan et al. (2017) zistili protektivny uc¢inok 3’-daidzein sulfonatu sodného
odvodeného od daidzeinu na mitochondrialne funkcie po mozgovej ischémii u potkanov.
Spolo¢né posobenie izoflavénov v réznych koncentraciach sa vzajomne neliSilo, avsak
najviacsia testovana koncentracia izoflavonov vykazovala najvacsi podiel spermii s vysokym

MMP oproti niz§im koncentraciam a kontrole.

V pripade vplyvu genisteinu na viabilitu spermii sme zistili Statisticky vyznamné rozdiely
voci kontrole, ktord obsahovala menSie zastipenie zivotaschopnych spermii. Oproti nasim
vysledkom Macias-Garcia et al. (2015) nezistili Ziadne Statisticky vyznamné rozdiely medzi
jednotlivymi  koncentraciami genisteinu (10 - 800 uM) Vv porovnani s kontrolou
Vv zivotaschopnosti zreb&ich spermii po rozmrazeni. Rovnaké zavery publikovali Hinsch et al.
(2000) s pouzitym mrazenym by¢im ejakulatom s testovanou koncentraciou genisteinu 2
pg/ml. U mysi doslo k posilneniu Zivotaschopnosti spermii vo vSetkych skupinach oSetrenych
intraperitonealnym injekénym podanim genisteinu (0, 1, 2 a3 mg/kg) pocas 30 dni
Vv publikovanej Stadii Jaliliho et al. (2016). Odlisnost’ vysledkov mohla vyplyvat’ z odlisnosti
jednotlivych druhov a metodik pouZitych v jednotlivych schémach experimentov.

Podobne ako genistein aj daidzein sa Statisticky vyznamne liSil od kontroly a vo svojej
koncentracii 1,7 uM tak pdsobil stimulaéne na viabilitu spermii. Han et al. (2003), ktori vo
svojej Studii testovali vplyv troch roznych davok daidzeinu na wviabilitu spermii
suplementaciou pubertalnych mysi pocas 21 dni zistili, Ze pri najnizsej davke 5 mg/kg doslo k
zlepSeniu kvality spermii, nakol’ko pri vysSich ddvkach 100 a 1000 mg/kg nezistili Ziadny
vplyv daidzeinu na spermie.

Pri kombinacii genisteinu a daidzeinu sme sledovali podobné vysledky ako v pripade

viability. NajvysSia testovana koncentracia izoflavonov obsahovala najvécSie zastupenie
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zivych spermii, priCom obe niZSie testované koncentracie mali menSie zastipenie zivych
spermii oproti I1,7. VSetky koncentracie sa vSak Statisticky lisili od kontroly. I ked’ neméme
porovnatel'né vysledky inych $tadii, Yuan et al. (2010) testovali prostrednictvom krmiva
vplyv s6jovych izoflavonov na reprodukcné parametre u ¢inskych mini prasiatok. Vo svojich
vysledkoch zistili, ze kfmna ddvka obohatend o 250 ppm izoflavonov zvysila jednotlivé
parametre, zatial' ¢o pri vysSich koncentraciach (500 ppm) doslo k znizeniu hladiny LH a
testosteronu v sére a taktiez pocet rannych a neskorych apoptotickych zarodo¢nych buniek v
semennikoch. Aj tu sa prejavil vysSie spomenuty synergicky ucinok tychto dvoch

izoflavonov.

Vplyv genisteinu 0 koncentracii 1,7 pM na kapacitaciu sa v nasom pripade nepotvrdil,
vzhladom na Statisticki nevyznamnost' v porovnani s kontrolnou vzorkou. Vo vsetkych
vzorkach bol pozorovany vysoky podiel spermii s vysokym stupiiom kapacitacie, ¢o mohlo
byt spdsobené hodinovou inkubaciou.

Mohamed et al. (2011) sledovali uz po 15 minatach inkubacie pri 39°C kapacitaciu a
akrozémovu reakciu spermii vo vSetkych testovanych koncentraciach (0.001 — 100 puM )
v porovnani s kontrolou. Nasledne po 30 minttach doslo k poklesu podielu kapacitovanych
spermii avSak podiel spermii s akrozomalnou reakciou sa zvysil. Za rovnakych podmienok
pozorovali stimula¢né ucinky genisteinu a d’alsich EDC vo svojej praci Ryu et al. (2014),
ktory porovnavali Uc¢inky genisteinu na kapacitaciu kancich, bycich a mySich spermii.
V zavere uvadzaji, Ze kancie spermie vykazovali najvicSiu citlivost voci testovanym
koncentraciam a d’alej odporucaju testovanie kan¢ich spermii in vitro pre blizsie preverenie
vplyvu endokrinnych disruptorov.

Fraser et al. (2006) uvadzaju podobne ako predchadzajici autori, Ze genistein posobil
stimulacne na l'udské spermie. TaktieZ zist'ovali ¢i ma daidzein rovnako stimula¢ny vplyv na
kapacitaciu a akrozémovu reakciu l'udskych spermii, pomocou mysi ako modelu. Spermie
mysi boli po€as 35 minut inkubované pri koncentracii 10 a 100 nmol/l daidzeinu. Ukazalo sa,
7e daidzein ma rovnako stimulacné UCinky ako genistein. Rovnaké ucinky daidzeinu sme
pozorovali v naSich vysledkoch, kedy dokonca vykazoval vac¢si percentudlny podiel spermii s
vysokym kapacitaénym stupiiom oproti genisteinu.

Fraser et al. (2006) d’alej uvadzaju, ze genistein v kombinacii s nonyfenolom vyrazne zvysil
podiel kapacitovanych spermii v porovnani samotného pdsobenia tychto zlucenin. Rovnaké
vysledky spolocného poOsobenia sme zaznamenali aj my, kedy kombinacie s nizSou

koncentraciou 10425 a 1085 vykazovali najvys$si podiel spermii s vysokym stupiiom
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kapacitacie, ¢im sa Statisticky liSili od kontrolnej vzorky a kombinacie izoflavonov
s koncentraciou 1,7uM. Treba vSak vziat' do uvahy odliSni kombindciu testovanych latok a

metodicky postup.

Znasich zistenych vysledkov auvedenych publikacii, ktoré pojednavaji o pdsobeni
izoflavonov na reprodukény trakt zvierat, je zrejmy pozitivny vplyv V samostatnom pdsobeni
tychto latok ako aj v ich spolo¢nej kombindcii pri nizSich koncentraciach. Je vSak potrebné
dalej skumat’ spolo¢né pdsobenie tychto latok na reprodukcny trakt zvierat ako aj ich
pohlavné bunky, nakolko je evidentné, Zze sa spravaju rozdielne v zavislosti k pomeru a
vzhl'adom na druhova Specifickost’ zivocichov. Podl'a naSich vysledkov je ocividné, Ze
spolo¢né kombinacie genisteinu a daidzeinu v nizsich koncentraciach sa spravali podobne vo
vSetkych testoch ako aj samotné pdsobenie genisteinu a daidzeinu. To mézeme potvrdit

vzhladom k tomu, Ze testy pre jednotlivé parametre spermii neboli aplikované na rovnake;j

vzorke ejakulatu a prebiehali v odlisnych dioch.
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7 Zaver

Na zéver mdzeme zhodnotit, Ze v pripade samotného poOsobenia genisteinu 0
koncentracii 1,7 uM boli pozorované protektivne ucinky na motilitu spermii uz po 1 hodine
inkubacie , ktoré pretrvali aj po 2 hodinach. Rovnako ako genistein aj daidzein vykazoval v
porovnani medzi 1. a 2. hodinou inkubacie protektivne G¢inky v koncentracii 1,7 uM. Vplyv
tychto latok sa prejavil aj na mitochondrialnom membranovom potencialy a viabilite spermii,
kde rovnako ako pri motilite vykazovali stimula¢ny u¢inok. Daidzein mal na kapacitaciu
stimula¢né Uc¢inky no V pripade genisteinu, ktory mal sice vysSie percento kapacitovanych

spermii oproti kontrole sa Statistickd vyznamnost’ nepotvrdila.

V pripade spolo¢ného posobenia genisteinu a daidzeinu na motilitu spermii nebol zisteny
ziadny vyznamny vplyv v jednotlivych koncentraciach po 1. a 2. hodine inkubacie. Spolo¢ny
vplyv izoflavonov na mitochondridlny membranovy potencial a viabilitu sa prejavil
pozitivhym u¢inkom vo vSetkych sledovanych koncentracidch, pricom najvyssSia testovand
koncentracia 1,7 pM prevySovala nizSie testované koncentracie. V poslednom teste niZSie
koncentracie izoflavonov (0,425 a 0,85 uM) stimulovali kapacitaciu spermii avSak pri vyssej

koncentracii 1,7 uM nedoslo k vyznamnému vplyvu na kapacitaciu spermii.

Z vyssie uvedenych zaverov vysledkov prace tak mézeme potvrdit’ stanovenu prva hypotézu,
ze 1izoflavony so6je vo zvolenych koncentraciach pozitivne ovplyviiuji pohyblivost,
mitochondrialnu aktivitu, vitalitu a kapacitaciu spermii a zaroven vyvratit’ druhti hypotézu, ze
sa ucinky kombinacie oboch izoflavonov liSia od pdsobenia porovnatenych koncentracii
tychto latok jednotlivo.

Doteraz publikované §tadie na spermiach réznych druhov zvierat a ¢loveka boli porovnatel'né
snasimi vysledkami na kan¢ich spermiach vin vitro podmienkach pri pouziti nizkych
koncentrécii izoflavonov, ¢im sme poukazali na vplyv tychto latok na reprodukciu prasiat

pdsobenim in vivo.
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