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Spolecné ucinky alfa-zearalenolu a genisteinu na kvalitu
kancich spermii

Souhrn

Alfa-zearalenol a genistein jsou latky s estrogennim ucinkem, které se vyskytuji
Vv krmivech urCenych pro zvitrata i v potravé lidi. Tyto latky mohou v téle zivocichli vyvolat
ucinky podobné piirozenym hormonim nebo naopak pisobit proti nim. Tim dochazi
k hormonalnim zménam v organismu, které mohou mit za nasledek naruSeni reproduk¢nich
funkeci.

Cilem této prace je ovéfit hypotézu, ze spolecné plisobeni alfa-zearalenolu a genisteinu
bude vykazovat in vitro rozdilné ucinky oproti piisobeni téchto latek jednotlive.

Pro tento pokus byly pouzivany komeréni kan¢i kratkodobé konzervované inseminacni
davky. Spermie byly inkubovany s vybranymi koncentracemi zearalenolu, genisteinu nebo
obou latek soucasné.

Motilita spermii byla vyhodnocena metodami CASA. Po 4 hodinové inkubaci byl
proveden HOS test a barveni ,zivé-mrtvé”“ pro vyhodnoceni Zivotaschopnosti spermii.
Veskera ziskana data byla zpracovana statistickymi metodami.

Kone¢né vysledky prokazuji hypotézu, ze spoleéné piisobeni alfa-zearalenolu a
genisteinu vykazuje in vitro rozdilné G€inky oproti piisobeni téchto latek jednotlivé. Samotny
alfa-zearalenol v obou testovanych koncentracich zptsobil po 2 hodinové inkubaci vyrazné
zhorSeni motility. Oproti tomu pifi spoleéném pusobeni obou kontaminantli, se parametry
statisticky neliSily od vzorkli se samotnym genisteinem ani od kontrolnich vzorkl s fedénym
DMSO. Po 4 hodinach inkubace nastal ve vyslednych hodnotach vSech parametrii pohybu
vyrazny, ale relativné rovnomérny pokles, kromé vzorku alfa-zearalenolu (koncentrace 2
uM), ktery mél tyto hodnoty oproti ostatnim vyrazné horsi.

Vysledky HOS testi neukézaly statisticky vyznamné rozdily v procentudlnim
zastoupeni zivych a mrtvych spermii, le¢ i zde lze na grafu pozorovat u vzorku alfa-
zearalenolu (koncentrace 2 pM) oproti genisteinu i obéma kombinacim vyrazngjsi negativni
tendence.

Vysledky této prace naznacuji, ze genistein mé schopnost snizit negativni plisobeni

alfa-zearalenolu na motilitu kanc¢ich spermii.

Kli¢ova slova: xenoestrogeny, zearalenol, genistein, spermie, interakce



Common effect of alpha-zearalenol and genistein on boar
sperm quality
Summary

Alpha-zearalenol and genistein are substances having an estrogenic effect that are
present in the feed intended for animals and in human food. In bodies of those animals these
substances may induce effects similar to natural hormones or counteract them. This leads to
hormonal changes in the organism, which may result in disruption of reproductive function.

The aim of this work is to verify the hypothesis that the combined action of alpha-
zearalenol and genistein will have different effects in vitro compared to the action of these
agents individually.

Commercial short-term conserved boar insemination doses were used for this
experiment. Sperm was incubated with selected concentrations of zearalenol, genistein or
both substances simultaneously.

Sperm motility was evaluated through methods CASA. After four hours of incubation,
HOS test and coloring ,,living-dead* for viability assessment of sperm were performed. The
data were processed by statistical methods.

The final results prove the hypothesis that the combined action of alpha-zearalenole
and genistein exhibits different effects in vitro compared to the actions of these agents
individually. Alfa-zearalenol caused a significant deterioration in motility in both tested
concentrations after 2 hours of incubation when used alone. In contrast, in the combined
action of both contaminants, the parameters were not statistically different from the samples
with genistein alone or from control samples with diluted DMSO. After 4 hours of incubation,
significant but relatively uniform decline occurred in the resulting values of all parameters of
movement, except for the alpha-zearalenol sample (concentration 2 pM), which had
significantly worse values compared to the others.

HOS test results did not show statistically significant differences in the percentage of
living and dead sperm, but even here more distinct negative tendencies can be seen in the case
of alpha-zearalenol sample (concentration 2 puM), compared to genistein and both
combinations in the graph.

These results indicate that genistein has the ability to reduce negative effects of alpha-

zearalenol on boar sperm motility.

Key words: xenoestrogens, zearalenole, genistein, sperm, interaction
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1. Uvod

Alfa-zearalenol a genistein patii mezi latky s estrogennim uGéinkem — tzv. exogenni
estrogeny. Alfa-zearalenol je vedlej$im metabolitem vlaknitych hub a tadi se tedy mezi
mykotoxiny. Genistein patii do skupiny fytoestrogend, latek vyskytujicich se V rostlinach,
zejména potom V sdjovych bobech ¢i jeteli. Jejich strukturni podobnost s endogennimi
estrogeny jim umoziiuje navazat se na estrogenni receptory a vyvolavat v téle zivocCichu
reakce stejné¢ jako endogenni estrogeny. Ackoli jsou estrogeny nepostradatelnou soucasti
organismu jak samic, tak samcii, mohou exogenni estrogeny svym pusobenim vyvolat i
nepiiznivé reakce a naruSovat endokrinni rovnovéahu.

Do téla se exogenni estrogeny dostavaji s potravou ¢i vodou a vyslednd reakce organismu
zavisi na koncentraci a druhu pfijaté latky, dobé expozice a také se lisi dle vnimavosti dané¢ho
druhu Zivocicha, pii¢emz prasata patii mezi druh velmi citlivy vici témto latkam. V posledni
dob¢ je proto zkouman zejména negativni vliv exogennich estrogenti na reprodukéni funkce
prasat, a to jak u samic, tak samci. Pozornost je vénovana také ejakulovanym spermiim, které
mohou byt ovliviiovany estrogennimi latkami v sekretech samiciho pohlavniho tstroji.

Obdobny mechanismus ucinku estrogennich latek vede nejen k interakcim s endogennimi
estrogeny, ale i mezi xenoestrogeny navzajem.

To poukazuje na dllezitost testovani riznych smési xenoestrogennich latek, protoze je
pravdépodobné, Ze zvifata, stejn¢ jako lidé, jsou pfirozené vystavovana vice nez jedné této
estrogenni latce a proto tato prace porovnava vliv kombinace alfa-zearalenolu spolu

S genisteinem oproti plisobeni téchto latek samostatné.



2. Cil prace

Zearalenol je UCinny metabolit mykotoxinu zearalenonu S estrogeniza¢nimi ucinky.
Podobné genistein je fytoestrogen sdji. Spole¢ny vyskyt v organismu prasat evokuje otazky
souvisejici s jejich moznou interakci pti ovliviiovani mj. reprodukénich funkei.
Cilem prace je ovétit hypotézu, ze spoleéné piisobeni obou latek bude vykazovat ucinky

rozdilné od prosté adice efektl téchto latek pusobicich jednotlivé.



3. Literarni reserse

3.1. Estrogeny

Estrogeny jsou vSeobecné dobie znamé sami¢i hormony, které tidi jejich reprodukéni
cykly. Jsou ovSem dilezité i v reprodukci samci a fadé dalSich systému, jako je
neuroendokrinni, kosterni ¢i imunitni systém. Déle se svym vlivem ve fyziologickych
procesech podili také na rGznych onemocnénich véetné obezity, metabolickych poruchéch,
rakoviné, osteoporoze ¢i endometridze (Hamilton a kol., 2014).

Jedna se o biologicky aktivni lipofilni latky, které patii mezi steroidni hormony, coz
jsou slouceniny odvozené od cholesterolu. Maji vyznamnou regulac¢ni funkci, kterd je
rozdilna v jednotlivych tkanich celého téla.

U Zivocicht je jejich tvorba situovana ve vajecniku, placenté a kiife nadledvin (Reece,
1998) a jejich transport k cilovému organu je zajistén krvi. Takto vzniklé estrogeny budeme
oznacovat jako endogenni. Jinak vznikajici estrogeny nazyvame exogennimi.

Ob¢ tyto skupiny, bez ohledu na misto jejich vzniku, mohou vyvolat v cilové bunce

hormonalni odezvu.

3.1.1. Estrogeny endogenni

Endogenni estrogeny, jak jiz bylo uvedeno, jsou piirodni latky vznikajici v organismu.
Radime mezi né& estron, estradiol a estriol.

Sekrece téchto estrogentl je zavisla na nadfazenych bilkovinnych hormonech hypofyzy
— konkrétn€ na FSH (folikuly stimulacnim hormonu) a LH (luteiniza¢nim hormonu).

Prekurzorem estrogenti, stejné jako vSech ostatnich steroidnich hormoni, je
cholesterol.

Vibec prvnim vzniklym hormonem, vznikajicim pfed jednotlivymi estrogeny, je vSak
progesteron, ktery Se nejprve pieméni na 17a-hydroxyprogesteron, ze kterého vznikne
androstendion a zné&j testosteron. Estrogeny posléze vznikaji az zpétnou pieménou
testosteronu na androstendion, ktery vlivem aromatdzy ztrati methyl na 19. uhliku.

Nejucinngjsim endogennim estrogenem je 17B-estradiol. Mén¢ ucinné estrogeny jsou
potom estron a estriol. Pficemz estriol je spiSe jen metabolitem samotného estronu (Ledvina a
kol., 2009).



U samic vznikaji takto estrogeny ve vajecniku, placenté a kufe nadledvin (Reece,
1998). V malém mnozstvi jsou potom estrogeny také syntetizovany u samcu, a to v kufe
nadledvin a v Leydigovych burnikach varlat. VSechny tyto estrogeny, stejné tak jako ostatni
steroidy, maji kratké polocasy rozpadu a rychle ztraceji svoji biologickou ué¢innost (okolo 6
minut), a to proto, ze jsou V téle pohotové napadany jaternimi enzymy, které je rychle
inaktivuji konjugaci. Vzniklé konjugaty jsou ve vod¢ rozpustné a kjejich vylouceni
z organismu dochazi zluéi, mo¢i a stolici (Ledvina a kol., 2009).

Transport estrogend je V téle zajistén krvi, kde je jich vétSina navazana na proteinovy
nosi¢, zndmy jako pohlavni hormon vazajici globulin (SHBG), ktery je produkovany
Vv jatrech. Dalsich 10-30 % estrogent se volné vaze na albumin, asi 1 % je v krvi volné a
velmi malé procento je navdzano na kortikosteroidy vézajici globulin.

Ke zvyseni hladiny SHBG V krvi dochazi pii hypertyredze, t€hotenstvi a pti podavani
estrogenu, zatimco kortikoidy, androgeny, progestiny, rustové hormony a inzulin hladiny
SHBG v krvi snizuji (Speroff a kol., 1999).

Mimo to bylo prokdzano, ze hladiny SHBG v plasmé reguluji také isoflavony
(fytoestrogeny), které in vitro vytésiiuji z vazebnych mist na SHBG 17p-estradiol i
testosteron, ¢imz narusuji transport a rovnovahu téchto steroidii v organismu (Cederroth a
kol., 2012).

Estrogeny vyvolavaji vyvoj pohlavnich organti, dale zrani zdrodecnych primordidlnich
bunck a vyvoj sekunddrnich pohlavnich znaki, véetné typické distribuce télesného tuku. Déle
epifyzarnich $térbin (ristovych plotének) kosti u samic a tedy i nizsi vysku jejich téla.

Nedostatecnd produkce estrogenti u samice se potom tedy projevi prohloubenim
osteoporotickych zmén a zvySenym rizikem patologickych zlomenin, a také stoupd ohroZeni

ateroskler6zou (Ledvina a kol., 2009).



3.1.2. Estrogeny exogenni

Exogenni neboli také environmentalni estrogeny jsou ostatni latky, které vykazuji
estrogenni aktivitu, ale nejsou pfirozenou soucasti organismu zivoc¢ichd. Jedna se o rozsdhlou
skupinu latek, které se vsoucasné dob¢é bézné vyskytuji, mimo jiné, napiiklad |
VvV povrchovych a odpadnich vodach.

Podle puvodu se rozdéluji na xenoestrogeny (vznikajici z antropogennich zdroju),
fytoestrogeny (rostlinny ptivod) a mykoestrogeny (produkty nékterych druh plisni)
(Kujalova a kol., 2007).

Az na vzacné vyjimky nejsou exoestrogeny steroidy. Jedna se o rizné typy latek, které
maji urcité spolecné strukturni rysy. Vzdy jsou to fenoly a jejich molekula je témét plocha a
obsahuje dvojici hydroxylovych skupin ve vzdalenosti, ktera se pfili§ nelisi od vzdalenosti
hydroxylt v estradiolu (Lapcik a Starka, 2004).

Vzhledem k tomu, Ze exogenni estrogeny vétSinou imituji hormony, mohou se misto
nich také navazat na estrogenni receptory a vyvolavaji tak hormonalni odezvu stejnou, nebo
jinou nez endogenni estrogeny. Né&které xenoestrogeny na estrogenové receptory pusobi
chemicky a aktivuji je, n€které je naopak inaktivuji, a jiné mohou naruSovat metabolismus

endogennich estrogenti (Kujalova a kol., 2007).

Mezi xenoestrogeny zahrnujeme Sirokou skalu latek antropogenniho ptivodu, jako jsou
napiiklad pesticidy, polycyklické aromatické uhlovodiky ¢i polychlorované bifenyly, které
jsou schopné napodobit endogenni estrogeny diky své podobné struktuie (Socas-Rodriguez a
kol., 2013).

Z pesticidii se konkrétn¢ jedna naptiklad o DDT (dichlordifenyltrichloretan - jeden
z nejstarSich a nejznaméjSich insekticidll), atrazin (synteticky herbicid) ¢i endosulfan
(Sirokospektralni insekticid).

Dal$im vyznamnym zdrojem xenoestrogenli jsou farmaceutické preparaty na bazi
estrogent — jako napiiklad hormonalni antikoncepce, jejiz G€innou latkou je nejcastéji 17a-
ethynylestradiol nebo estradiolvaleran, a dale také specifické léky obsahujici napiiklad

diethylstilbestrol (Kujalova a kol., 2007).

Jako fytoestrogeny oznacujeme latky rostlinného pivodu, které vykazuji estrogenni

aktivitu a maji schopnost vadzat se na estrogenni receptory v téle zivo€ichli z diivodu jejich

vvvvvv



patii isoflavony (napf. genistein, equol, dadzein, biochanin A), lignany (enterodiol,
matairesinol), kumestany (kumestrol), laktony, steroly a naringeniny (Kujalova a kol., 2007).

Tyto latky jsou p¥itomny v mnoha druzich rostlin. V Ceské republice se fytoestrogeny
v ptirod¢ vyskytuji nejvice v Cerveném (lucnim) jeteli a vojtéSce v dobé kvétu a jejich
nakli¢enych semenech, dale v riznych druzich plosticniku, cervené vinné réve, obilninach,
jahodach, rybizu nebo ¢esneku (Kapral a Fajt, 2003).

Mezi nejznaméjsi zdroje bohaté na fytoestrogeny se fadi sojové boby, které obsahuji
isoflavony, coz jsou nejcastéji se vyskytujici fytoestrogeny. Zejména se v bobech jednd o
genistein (kterému bude vénovana samostatna kapitola této prace), daidzen (a jejich glukosidy
genistin a daidzin) a v malém mnozstvi se zde vyskytuje glycitein.

Tyto fytoestrogeny se vyznacuji smiSenou estrogenni a antiestrogenni aktivitou, a to
v zavislosti na cilové tkdni. Rozdil v téchto aktivitich je zpisoben také tim, Zze sdjové
fytoestrogeny maji vyssi afinitu k B-estrogennimu receptoru, nez-li K a-receptoru (Speroff a
kol., 1999).

Naptiklad relativni estrogenni Ui€innost genisteinu je na B-receptoru 30x vyssi nez na
a-receptoru (Cederroth a kol., 2012).

Fytoestrogeny se do téla zivocichi dostavaji z potravy pii jeji fermentaci stievnimi
bakteriemi. Dochazi k jejich pfeméné na rozpustnéjsi struktury a K naslednému vstiebani
s ostatnimi sloZkami potravy. Stfevni mikroflora se rizni u jednotlivych zZivocichl a lisi se
tim tedy 1 schopnost vstifebavani jednotlivych fytoestrogent (Hampl a Lapcik, 1996).

Obecné je pusobeni fytoestrogeni na lidsky organismus hodnoceno pozitivng.
Pfisuzuji se jim preventivni ucinky proti rakoviné, antioxidacni efekt, kardioprotektivni
vlastnosti, ochranné u¢inky pied osteopordézou apod.

Proto je na misté zvySend pozornost napf. v ptipadé vyzkumu karcinogenity, kde by
fytoestrogeny mohly ovlivnit vysledky téchto praci, protoze sojova mouka je soucasti
krmnych diet nejen u hospodatfskych zvifat, kde by mohl vyskyt genisteinu ovlivnit
reprodukci, ale také je soucasti diet pro zvifata laboratorni (Cardoso a Bao, 2007).

Pti konzumaci pfiméfeného mnozZstvi potravin bohatych na fytoestrogeny se neni tieba
obavat odezvy organismu na estrogenni stimulaci, protoZe fytoestrogeny disponuji relativné
nizkou estrogenni aktivitou (cca 1000 krat mensi nez je aktivita estradiolu), obecné jsou
rozpustné¢jsi nez ostatni latky s estrogennim G¢inkem a nekumuluji se ve tkdnich (Kujalova a
kol., 2007). OvSem ono pfimérené mnozstvi je druhové odlisné a v n€kterych ptipadech miize

i jejich relativné nizka estrogenni aktivita uc¢inné pusobit v organismu (Kapral a Fajt, 2003).



Prvni pozorovani fytoestrogenniho vlivu na reprodukci bylo pozorovano u ovci jiz
v roce 1940, kdy bylo zjisténo, Ze ovce pasouci se na pastviné s hojnym vyskytem jetele
luéniho, trpi syndromem neplodnosti. Tyto ovce byly vystaveny vysoké hladiné
formononetinu, coz je isoflavon ptitomny v jeteli (Cederroth a kol, 2012). Tento syndrom se
oznacuje jako tzv. jetelovd nemoc a ma za nasledek nezabfezavani ¢i aborty S ndvratem do
pretrvavajici fije u ovci a snizeni plodnosti U beranti (Lapcik a Starka, 2004).

Nicméné naptiklad ovlivnéni plodnosti nebylo zjisténo u krav, klisen ani u lidi (Kapral

a Fajt, 2003).

Dalsi skupinou exogennich estrogeni jsou mykoestrogeny, které patii do skupiny
mykotoxint, coz jsou sekundarni metabolity produkované vlaknitymi houbami, a jsou obecné
povazovany za toxické latky. Tyto metabolity nemaji zjevnou funkci pro normadlni
metabolismus hub. Jejich produkce je zahajena zejména, i kdyz ne vyluéné, v Case, kdy houba
dosahne své zralosti. Casto se vyskytuji v produktech, jako jsou ofechy, kukufice, ryze &i
obiloviny, které jsou kontaminovany na poli pfi sklizni nebo béhem skladovani (Bezerra da
Rocha a kol., 2014). Mykotoxiny se vétSinou v plodinach nevyskytuji samostatné, ale spise
naopak. Analyzy pro vyskyt toxind prokazuji, Ze napiiklad pSenice ¢i kukufice je ze 75 %
kontaminovana vice nez jednim mykotoxinem, a 42 % vzorkl (pSenice, kukufice, séja,
je€men a ryze) je kontaminovdno dvéma a vice mykotoxiny (Wang a kol., 2014).

K expozici mykotoxinim dochazi tedy bud’ pfimo pifijmem kontaminovanych
produktti, anebo také neptimo, a to prostfednictvim konzumace produktti zivoc¢isného pivodu
(mléko, vejce apod.). Nckteré studie totiz dokazuji, Zze mykotoxiny pfitomné
Vv kontaminovaném krmivu mohou prochézet pies bachor kravy a dostat se tak az do mléka.
Nejvice je v mléce sledovany aflatoxin M1, pro ktery je Evropskou unii stanoveny limit,
ovSem studie potvrzuji pfitomnost i dalSich mykotoxini, pro které limity stanoveny nejsou.
Jedna napiiklad o jiné aflatoxiny, fumonisin B1, ochratoxin A, deoxynivalenol, zearalenon a
jeho derivaty (Flores-Flores a kol., 2015).

Toxikogenni druhy hub se vyskytuji ve vSech hlavnich taxonomickych skupinach hub.
Nejznaméjsi jsou vSak metabolické produkty jen nékterych rodl, jako naptiklad rodu
Aspergillus (aflatoxin, ochratoxin, patulin, aj.), Penicillinum (kyselina penicilinova, citrilin,
aj.) ¢i Fusarium (T-2toxin, zearalenon, deoxynivalenol, nivalenol aj.). Rizné kmeny jednoho
druhu hub mohou produkovat vice nez jeden typ mykotoxinu, ale nékteré kmeny

toxikogennich druhti nemusi mykotoxiny produkovat viibec (Betina, 1990).



Vzhledem k tomu, Ze se mykotoxiny vyskytuji zpravidla ve smésich, je obtizné
pfedem urcit jejich ucinky. Této dulezité problematice se stale vénuji toxikologické studie,
které zkoumaji vzajemné interakce mykotoxini a zkoumaji, jestli jejich spolecny vyskyt vede
k antagonismu ¢i synergii (Wang a kol., 2014).

Utinky jednotlivych mykotoxind jsou rizné a lisi se dile druhovou vnimavosti
zivoCicha. Sledovat potom Ize ucinky cytotoxické, neurotoxické, imunosupresivni,
teratogenni, mutagenni, karcinogenni, kancerostatické ¢i praveé estrogenni.

Piikladem téchto tzv. mykoestrogent je zearalenon a s nim jeho derivaty a-zearalenol
a P-zearalenol. Nejvétsi estrogenni G¢inky projevuje z téchto mykotoxint alfa-zearalenol,
zatimco puvodni zearalenon ma ucinky niz$i a srovnatelné s beta-zearalenolem (Filannino a
kol., 2011).

Zearalenon je toxin produkovany plisnémi Fusarium. Klasifikace zearalenonu jako
toxin je n¢kdy povazovana jako nevhodny, protoze i kdyz se jedna o biologicky aktivni latku,
je ztidkakdy toxicky.

Svoji chemickou strukturou se zearalenon a jeho derivaty podobaji 17-B-estradiolu
(Bezerra da Rocha a kol., 2014). Tato vlastnost je povazovana za pficinu jejich schopnosti
vyvolavat estrogenni reakce. Samotny 17-B-estradiol ovSem nepiisobi stejné. Napiiklad pfi
inkubaci se spermiemi nezpusobuje pred¢asnou akrozomalni reakci, zatimco alfa- i beta-
zearalenol ji zptsobi (Filannino a kol., 2011).

Zearalenon se také n€kdy pouZiva jako rastovy hormon pro hospodaiska zvifata —
nikoli vSak v Evropské unii, kde je toto vyuziti zakazano (Kujalova a kol., 2007; Flores-
Flores a kol., 2015).

Derivat tohoto mykoestrogenu alfa-zearalenol byl soué¢asti pokusu k této praci, a proto

mu bude vénovan bliz8i pohled.



Zearalenol

Alfa-zearalenol je ucinny metabolit mykotoxinu zearalenonu, ktery ma, jak bylo
feCeno, estrogenizacni U¢inky. Jedna se tedy 0 estrogenni mykotoxin produkovany hlavné
plisni Fusarium roseum (Svobodova a kol., 2008). Mezi dalsi producenty tohoto mykotoxinu
patfi napt. Fusarium graminearum, F. nivale, F. tricinctum, F. sporotrichioides, F.
oxysporum, F. moniliforme, F. lateritium, F. culmorum, F. equiseti ¢i F. solani (Betina,
1990).

Zearalenon a jeho derivaty maji strukturni podobnost s 17p-estradiolem, a proto po
vazb¢ s estrogennimi receptory vyvolavaji hormondlni odezvu nebo naruSuji aktivitu
endogennich estrogenti (Benzoni a kol., 2008).

K tvorbé tohoto toxinu dochazi prevazné pied sklizni a jeho tvorbu podporuje vysoka
vlhkost a stfidajici se vysoké a nizké teploty. Tento toxin je stabilni ve vné&j$im prostiedi
(Svobodova a kol., 2008). Vyskyt zearalenolu Vv sadbé je téméf vzdy spojen s ostatnimi
fusariovymi mykotoxiny, jako jsou napfiklad trichotheceny a fumonisiny (Havrankova a
Ovesna, 2012).

Fusarie kolonizuji nej¢astéji sadby kukutice, jeCmene, 0vSa, pSenice a ¢iroku (Betina,
1990), a jejich naslednym zkrmovanim se tedy produkty téchto hub dostavaji do organismu
zivocichd.

Zearalenon je dobfe a rychle vstiebatelny v gastrointestinalnim traktu. V jatrech je
metabolizovan pomoci 3-o(p)-hydroxysteroidni dehydrogenazy na alfa- a beta-zearalenol.
Zearalenon a jeho metabolity jsou potom konjugovany glukuronidy a sirany (Benzoni a kol.,
2008). Produkty této konjugace jsou vylu¢ovany moci a vykaly. Koncentrace téchto latek
v moci a vykalech jsou zavislé na davce tohoto toxinu a nejsou obvykle detekovatelné diive
nez za dva tydny po pfijmu toxinu.

V organismu pisobi mykotoxin stejné jako endogenni estrogen, ktery vzhledem ke své
struktufe podobné estradiolu aktivuje estrogenni receptory ve tkdnich pohlavnich orgéand, coz
je zékladem pro rozvoj ptiznaki estrogenismu. Nasledkem estrogenni zpétné vazby na
podvések mozkovy dochédzi ke snizeni plazmatickych koncentraci FSH, a tim naptiklad
k inhibici zrani folikulti a ovulace (Svobodova a kol., 2008).

Kromé estrogenni aktivity vykazuje tento mykotoxin ucinky hepatotoxickeé,
cytotoxické, imunotoxické, hematotoxické a genotoxické. Zearalenon byl také klasifikovan
jako karcinogen. Navic je jaterni metabolizaci vznikly a-zearalenol tiikrat az cCtyfikrat

estrogenné U¢inngj$i nez puvodni zearalenon (Wang a kol., 2014).
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Mezi nejcitlivejsi znamy druh vici tomuto toxinu patii prase (Benzoni a kol., 2008). U
prasnic zpusobuji davky 3-5 mg/kg krmiva infertilitu, davky 20 mg/kg krmiva pfijimaného po
zapusténi narusuji implantaci a zptisobuji embryonalni odumrt’. Zearalenol piechazi do mléka
prasnic a prispiva tak Kk estrogennimu pusobeni na seclata (zvétSeni délohy, otok pochvy a
struktl, nekréza strukii, edematdzni infiltrace na btise aj.

U mladych kanct zptisobuji dostate¢né vysoké davky v krmivu atrofii varlat, snizeni
libida a také zhorSeni kvality semene. Dale pii podani t€chto mykotoxinli miizeme pozorovat
otoky prepucia, zvétSeni mlécné zlazy a snizeni libida. Kvalita semene je negativné ovlivnéna
pti davkach nad 30 mg/kg krmiva (Svobodova a kol., 2008).

Kazdy z fusariovych mykotoxinli ovliviiuje pravdépodobné urcitou funkci
spermatickych bun€k. Hlavni metabolit zearalenonu u prasat a-zearalenol prokazuje vétsi
aktivitu v denaturaci chromatinu spermii. Zearalenon ovlivituje i v nizkych koncentracich
zejména zivotaschopnost spermii. Zatimco [-zearalelol ovliviiuje vyhradné parametry
motility (Benzoni a kol., 2008).

Star§i kanci zustavaji neovlivnéni do mnozstvi 200 mg/kg v krmivu. Po odstranéni
kontaminovaného krmiva dochazi obvykle k vymizeni nepfiznivych u¢inkli a obnové
normalnich reproduk¢nich funkci u obou pohlavi (Svobodova a kol., 2008).

Vliv alfa-zearalenolu na motilitu spermii byl také prokazan naptiklad u hiebct,
zejména s ohledem na sniZzeni procentudlniho zastoupeni spermii s progresivnim pohybem,
zatimco beta-zearalenol a zearalenon jen sniZovaly primérnou rychlost spermii po draze, ale
neménily zptisob pohybu. Alfa- i beta-zearalenol dale vyvolal pfed¢asnou akrozomalni reakci,
zatimco zearalenon nikoliv. V této studii doSlo k ovlivnéni motility po dvou hodindch

inkubace u vSech tfi mykotoxinovych kontaminanti pouze v nejvyssi testované koncentraci

(0,2 mM) (Filannino a kol., 2011).
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Genistein

Genistein patii mezi fytoestrogeny, tedy piirozené se vyskytujici slozky rostlin, které
vyvolavaji u zivo¢ichli t€inky podobné estrogeniim. Nejbohatsi potravinové zdroje této latky
jsou lusténiny, obili a nejznamé;jsi je soja, kde je genistein jednou z hlavnich bioaktivnich
latek.

V rostlindch se hladiny fytoestrogenli, a isoflavonii obecné, méni v zavislosti na
prosttedi, kdy stres (napf. nedostatek vody ¢i zivin) ptsobi na jejich produkci stimula¢né a
rostlinu chrani. Tyto rostlinné latky potom mohou poskytnout varovani o zhorSeni zivotnich
podminek také napiiklad savcim, ktefi tak mohou zahéjit obranou reakci jesté v dob¢, kdy
jsou podminky stéle ptiznivé (Cederroth a Nef, 2009), a zah4jit naptiklad migraci za pastvou.
Takto vzniklé isoflavony mohou také poskytovat zdravotni vyhody svym konzumentim a
Cederrotf a Nef (2009) ve své studii dodavaji, ze genistein a daidzein zprostfedkovavaji
vétSinou svych biologickych u€inkt modulaci sav€ich enzymi a receptorovych drah, které
jsou zapotiebi pii reakci na stresové situace.

Tento jev se nazyva hormeze, ktera je definovana jako aplikace potencialné
Skodlivého faktoru v nizkych davkach na zivé organismy, jejimz disledkem je vyvolani
odezvy na stres (Shama a Andlderson, 2005), a funguje tedy svym zptisobem jako ockovani.

Obsah genisteinu a ostatnich isoflavont v soje i dalSich rostlinach je velmi variabilni
Vv zavislosti na odridé, podminkach prostiedi a vegetaénim obdobi (Jefferson a kol., 2007).
Napriklad v sdje byly pozorovany az trojndsobné zmény v celkovém obsahu isoflavoni u
stejného kultivaru, v zavislosti nartznych geografickych podminkach, kde dochdzelo
K rozdilim v kolisani teplot, svételnych podminek, sucha, zivin v pidé a vyskytu skidct
(Cederroth a Nef, 2009).

V ptipad€ vyuziti s6ji (€1 dalSich vikvovitych rostlin, nebo napf. jetele lucniho)
vkrmné davce zvifat nebo potravé lidi, muze tedy dochazet k dotovani organismu
pravidelnymi davkami isoflavonli, mezi které genistein patii. Epidemiologickd a
experimentalni data ukazuji, ze konzumace téchto rostlin mize chranit lidsky organismus
pred kardivaskularnimi onemocnénimi a snizit rizika rakoviny prsu, prostaty ¢i endometria.
Pro zvirata se bézné pouziva sdjova mouka jako komerc¢né dostupny zdroj bilkovin a jsou
tedy neustdle vystavena hormondalné aktivnim latkdm v ni obsaZenych. Proto jsou ucinky
isoflavond u zvifat hojné¢ zkoumany, a tyto studie jsou zaméfeny zejména na potencionalni

neptiznivé U€inky na reprodukéni trakt a chovani zvirat (Cardoso a Bao, 2007).
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Jak bylo zminéno, genistein soutézi s endogennimi estrogeny o vazbu na estrogennim
receptoru, a jeho afinita je pii tom vyrazné silngjsi K receptoru B nezli k a-receptoru.

Genistein ovSem muze ovlivilovat organismus i prostfednictvim jinych mechanismu,
nez je vazba na receptor a to véetné inhibice enzymu (aromatazy, tyrosin kindzy a DNA
topoizomerazy), dale zvysenim syntézy SHBG (globulin vazajici pohlavni hormony) a také
antioxidaci (Nagao a kol., 2001).

Tak jako ostatni fytoestrogeny Se genistein do téla zivocCichli dostava z potravy pii jeji
fermentaci stfevnimi bakteriemi. Ve stievech dochazi k jeho pieméné na rozpustnéjsi
struktury a naslednému vstiebani s ostatnimi slozkami potravy (Hampl a Lapcik, 1996).

Metabolismus isoflavoni je pomérné slozity (Cederroth a Nef, 2009). Stfevni
bakterialni B-glukosidazy zajistuji konverzi biologicky neaktivnich f-D-glukosidi — genistinu
a snim se V soje vyskytujiciho daizinu — na aktivni aglykony — genistein a daidzein a praveé
pouze az tyto latky mohou byt vstiebany ve stfevech (Cederroth a kol., 2001).

Daidzein muze byt dale metabolizovan na equol a O-demetyangolensin, a genisten na
na p-ethyl fenol, a praveé tyto latky jsou hlavnimi isoflavony cirkulujici v krvi a mo¢i vétSiny
zvitat 1 lidi. U hlodavct je hlavnim cirkulujicim metabolitem equol, ktery u nich pfedstavuje
az 70-90% vsech cirkulujich isoflavont. Oproti hlodaveim je naptiklad pouze 30% lidi
schopno daidzein metabolizovat na equol (Cederroth a Nef, 2009). Tyto rozdily
vV metabolismu mohou in vivo zptsobovat odlisné vysledky v reakcich organismu na podani
isoflavond, protoZe neni dostate¢né prozkouman jejich vzajemny ucinek.

Samotny genistein je podle Merck indexu prakticky nerozpustny ve vodé a
v biofarmaceutickém klasifikatnim systému se fadi do IV.tfidy (nizka rozpustnost a
propustnost). Proto je ve fyziologickych podminkach a pii standardnim pH stfev malo
vstiebatelny, coz omezuje jeho biologickou dostupnost z potravy (Wang a kol., 2015).

Stfevni mikroflora se rizni u jednotlivych zivocichli a 1i8i se tim tedy i schopnost
vstiebavani jednotlivych fytoestrogenti (Hampl a Lapcik, 1996).

Nezadouci ucinky fytoestrogeni na reprodukci jsou znamé tadu let — jiz zminény
syndrom jetelové nemoci u ovci. OvSem dalsi vyzkumy ukazuji, ze poruchy se vyskytuji
napfi¢ riznymi druhy zivoc€ichi.

Napitiklad 1 u gepardu v zajeti, kteti vykazovali snizenou plodnost v dobé&, kdy byli
krmeni stravou na s6jové bazi. Po nahrazeni s6jové bilkoviny za bilkovinu kufeci doslo

k obnoveni normalnich reproduk¢nich funkcei (Jefferson a kol., 2007).
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Stejné jako u ostatnich xenoestrogennich latek, jsou tedy i 0c¢inky genisteinu
pfedmétem hojného vyzkumu. Nejcastéji se proveétuje jeho negativni vliv na reprodukéni
zdravi nebo naopak pozitiva jako naptiklad prevence nadoru.

U lidi i1 zvifat n¢ktera experimentalni data napiiklad ukazuji, ze konzumace stravy,
kterd je bohata na isoflavony, mezi které genistein patfi, mize snizit riziko rakoviny prsu,
prostaty a dalSich tkéni.

Genistein se pokusn¢ také jevil jako silny inhibitor tyrosin kinazy, kterd moduluje
diferenciaci tkani, proliferaci bun¢€k a riist a vyvoj neoplazii v riznych cilovych tkanich. Tyto
studie byly zaméfeny sice na genistein, ale je pravdépodobné, ze preventivni U¢innosti vici
rakoviné se dosahuje spiSe smési sdjovych isoflavond, nezli samostatné izolovanym
genisteinem (Faqi a kol., 2004).

Utinky genisteinu také zavisi na véku, ve kterém je pacient jeho vlivu vystaven.
Napriklad u potkanti byla studovana indukovana rakovina mlééné zlazy. Pokud byly samice
vystaveny genisteinu v dobé pied pubertou, tak bylo rozvoji rakoviny zabranéno. OvSem pfi
aplikaci genisteinu v prenatalnim obdobi se rakovina rozvinula (Jefferson a kol., 2007).

Ve studii, zamé&fené na neonatalni vliv genisteinu na reprodukéni poruchy u potkand,
bylo napiiklad zjisténo, ze u samic potkana doslo k dysfunkci postpubertalnich reprodukénich
schopnosti, ale u samci k zddnym vyznamnym zménam nedoslo. Je také pravdépodobné, ze
casné neonatdlni vystaveni potkanli genisteinu vede k naruSeni estralniho cyklu samic
Vv dospélosti.

V pokusu byl genistein podavan peroralné v davkach 12.5, 25, 50 a 100 mg/kg a byl
zkouman jeho nasledny vliv v puberté. Oproti kontrole byla hmotnost jak samic, tak samcii
niz8i. Plodnost samic byla naruSena pfi nejvySSich davkach, ov§em u samcl nebyla ani pfi
téchto davkach fertilita ovlivnéna. RovnéZz nebyly oproti kontrole patrné zmény v poctu
spermii ani V koncentracich testosteronu. U samic byly dale prokazatelné histopatologické
zmény na vajeénicich a v déloze, ovSem u samct opét nebyly zadné zmény potvrzeny (Nagao
a kol., 2001).

Cilem jiné studie bylo zjistit, jaky ma vliv dlouhodobé konzumace so6ji nebo sdjovych
isoflavont na reprodukéni trakt samct kralikli. Porovnavany byly morfologické zmény
reproduk¢nich organi, kvalita spermatu, vék nastupu puberty a sexualniho chovani kralikd.
Vysledky prace ale neprokazaly vyznamné odlisnosti od kontrolni skupiny. A zavérem tedy
bylo, Zze dlouhodoby piijem s6ji nema u samcu kraliki Zadné negativni dopady na reprodukci

(Cardoso a Béo, 2007).
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V dalsi studii bylo prokazano, ze nizka koncentrace genisteinu zpusobila urychleni
kapacitace a ztratu akrozomu u lidskych spermii in vitro (Cederroth a kol., 2001).

Kapacitace spermii zahrnuje fyziologické zmény, které musi spermie prod€lat v samici
reproduk¢ni soustaveé — €i in vitro a ziska tak schopnost proniknout a oplodnit oocyt. V tomto
slozitém procesu dochazi ke zménam koncentraci vapniku, fosforylaci proteini a zménam na
membrané spermie (Ded a kol., 2010).

Vyznamna zména postihuje také akrozom, ve kterém se utvoii kanéalky pro uvolnéni
hyaluronidazy a proteolytickych enzymut. Tyto latky jsou nezbytné pro oplozeni oocytu
(Reece, 1998) a uvolni se pfi navazani na zonu pellucidu.

Pokud ovsem K této reakci dojde in vivo vlivem genisteinu pied¢asné, mohla by vést
ke zvySeni poctu spermii, které nejsou schopné oplodnit oocyt. Diivéjsi ztrata akrozomu totiz
zpusobuje neschopnost spermie navazat se na zonu pellucidu oocytu, a pravé tato vazba je
podminkou tspésného oplozeni (Cederroth a kol., 2001).

Také pro posouzeni teratogenni a fetdlni toxicity bylo provedeno nékolik studii. Pfi
testovani in vitro na potkanich embryich byly pouzity davky genisteinu v koncentracich
v rozmezi od 1 do 100 pg/ml. V davkach od 10ug/ml a vice byly pozorovany malformace u
vSech embryi. Oproti tomu ovSem pii dvou studiich in vivo, pfi aplikaci genisteinu oralng,
nebyly teratogenni ucinky prokazany. V téchto studiich byl genistein podavan denné
v davkach 0, 5, 50, 100 a 500 mg, nebo 0, 20, 150 a 1000 mg/kg hmotnosti biezi samice. Pti
nejvyssi davee byly pozorovany toxické ucinky na samici, které vedly ke snizeni hmotnosti
mladat a jejich zvySené umrtnosti, ale nebyly zaznamenény Zadné malformace, pouze drobné
skeletalni zmény. Tyto studie vedly k zavéru, Ze genistein nema teratogenni potencial in vivo,
ale vzhledem K toxicit¢ pro biezi samice se povazuje denni davka od 100 mg/kg jako
nepiizniva pro vyvoj embryi (McClain a kol., 2007).

Genistein rovnéZz vykazuje rozdilné ucinky v zavislosti na ptitomnosti fyziologickych
hladin estradiolu. V pokusu, kde byly sledovany bunécné linie v pfitomnosti 1 nM estradiolu,
coz je fyziologickd hladina u zen Vplodném véku, plsobil genistein na buinky anti-
estrogenné. Zatimco pii hladin€ estradiolu 0,01 nM, coZ je hladina vyskytujici se u Zen
v menopauze, fungoval genistein jako aditivni agonista (Hwang a kol., 2006).

Vyzkum ptlisobeni genisteinu také ptinesl zjiSténi, Ze kombinace genisteinu s jinymi
endokrinnimi distruptory (= exogenni latky, které napodobuji hormony a naruSuji hormonalni

funkce) zpisobuje zvyseni negativniho vlivu na spermie.
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To poukazuje na dilezitost testovani riznych smési xenoestrogennich latek, protoze
je pravdépodobné, ze zvitata, stejné jako lidé, jsou ptirozené vystavovana vice nez jedné této

estrogenni latce (Fraser a kol., 2006).

3.1.3. Mechanismus pusobeni

Aby mohlo dojit k reakci tkdn€ na estrogenni stimulaci, je nezbytnd piitomnost
charakteristického receptoru pro tento hormon v cilovych buiikach, ktery umozni spusténi
bunécné odezvy.

Jelikoz jsou estrogeny latky lipofilni, mohou snadno difundovat skrze plazmatickou
membranu do bunééné cytoplazmy, a proto se jejich receptory nachazi uvnitt bunky. Estrogen
se tedy navaze na tento specificky receptor, ¢imz vznikne vazba, kterd nasledné miize zahajit
regulaci aktivity enzym?.

Tyto estrogenni receptory jsou genové regulacni proteiny, které se nachédzeji v buiice
V neaktivnim stavu. Pfi navazani hormontii na receptory Se zmeéni jejich konformace, ktera
nasledné umozni vazbu na odpovidajici sekvenci v DNA, coz vede k zahdjeni ¢i inhibici
transkripce vybraného souboru gent (Alberts a kol., 2005).

Samotny biologicky efekt estrogenu je zprostfedkovany dvéma zndmymi isoformami
estrogenového receptoru — estrogenovym receptorem alfa a beta (Acconcia and Kumar, 2005).

U lidi tyto isoformy kontroluji klicové fyziologické funkce u riznych organovych
systémdl, jako je reprodukéni, kosterni, kardiovaskuldrni €i centralni nervova soustava, a také
u specifickych tvart, jako je rakovinna tkan prsu, varlete ¢i nadvarlete (Paterni a kol., 2014).

Tyto dvé isoformy se 1i$i svym prostorovym uspofddanim, dale geny, kterymi jsou
kodovany a lisi se i molekularni hmotnosti — u ¢lovéka ma receptor alfa hmotnost okolo 66
kDa, zatimco beta zhruba 54 kDa.

Nejvyznamnéjsi rozdily, spocivaji v selektivni tkanové expresi téchto dvou receptord,
které urcuji odlisnou aktivitu estrogenti v jednotlivych tkanich (Luconi a kol., 2002).

Estrogenni receptor alfa je pfitomen pfedevSim v mlécné Zlaze, d€loze, vaje€nicich
(buiiky theky), kostech, jatrech, tukové tkéani, hypotalamu, hypofyze a v samcich
reproduk¢nich organech (varle, nadvarle, prostata — ve vystelce). Tato isoforma ma vétsi vliv
na mlé¢nou zlazu a délohu, a dale na zachovavani kosterni rovnovahy a regulaci metabolismu.

Naproti tomu receptor beta se vyskytuje piedev§im v epitelu prostaty, tukové tkani,

mocovém mechyti, vajeniku (granulézni buiky), tlustém stievé, plicich a imunitnim
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systému. Zda se, ze tato isoforma ma také hlubsi vliv na centralni nervovy a imunitni systém.
Obecné piisobi proti receptoru alfa a podporuje hyperproliferaci tkani jako je rakovina prsu ¢i
délohy (Paterni a kol., 2014).

Diferencialni exprese alfa a beta receptorii v organismu je dale komplikovdna
moznosti zpusobit rozdilnou reakci na stejny estrogen ve stejné tkani, kdy mtize estradiol na
receptoru alfa stimulovat transkripci genu, zatimco na receptoru beta tuto transkripci
inhibovat (Speroff a kol., 1999).

Oba tyto receptory se skladaji z péti strukturnich domén, mezi které patiéi amino-
termindlni doména (A/B-doména), DNA vazebnd doména (DBD, C-doména), pantova oblast
(D-doména), ligand - hormon vézajici doména (LBD, E-doména) a karboxil-terminalni
doména (F-doména). Domény C a E vykazuji mezi receptory alfa i beta vysokou miru

homologie (viz tabulka 1), ale A/B, D a F domény jsou odlisné (Hamilton a kol., 2014).

Doména Homologie receptoru a a f§
A/B doména 175 %
DNA - vazebna doména 97 %
Pantova oblast 30 %
Ligand - vazebna doména 59,1 %
F-doména 17,9 %

Tabulka 1: Srovnani homologie estrogenovych receptori dle domén (Speroff a kol.,
1999)

Estrogenni receptory se vyskytuji pfevazné v jadfe buiiky a to i bez nutnosti navazani
hormonu na tomto receptoru, na rozdil naptiklad od androgennich ¢i kortikoidnich hormontl,
kde je jadernd absorpce zavisla na vazbé s ligandem. Estrogenni receptor tedy neustale
kyvadlové difunduje ven z jadra do cytoplasmy odkud je opét rychle transportovan zpét.
Pokud dojde k naru$eni tohoto transportu, jsou receptory v cytoplasmé rychle degradovany.
Tento transportni proces naruSuji napiiklad antagonisté estrogend.

Receptor je do navazani estrogenu neaktivnim komplexem, ktery obsahuje tadu
proteind, v€etné proteinu tepelného Soku. Tento protein se jevi jako rozhodujici pro udrZeni
receptoru v neaktivnim stavu a také pro zajiSténi spravné piepravy receptoru pres membranu.
Samotny receptor se nemuze navazat na molekulu DNA, dokud nedojde ke spojeni se
steroidnim hormonem, ktery zpisobi uvolnéni proteint tepelného Soku a umozni dimerizaci.

Po navazani hormonu na ligand vazebnou doménu déale dochazi ke konformacnim
zménam. Tato doména obsahuje pro navazani ligandu pomérn¢ velkou dutinu, ktera je vétsi
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nez molekula estradiolu a umoziuje tak pfijeti velkého mnozstvi riznych ligandd. Na stejném
vazebném misté¢ se tedy vaze jak estradiol, tak raloxifen ¢i tamoxifen, ovSem vysledny
konformacni tvar je u kazdého ligandu mirn¢ odlisny. Tento noveé vznikly tvar je dulezitym
faktorem pro stanoveni pfesné zpravy pienasené na gen (Speroff a kol., 1999).

Koneé¢nou bunéénou odpovedi po stimulaci cytoplasmatického receptoru estrogenem
je tedy proteosyntéza a cely proces nazyvame genomickym. OvSem bunécna reakce je
V tomto piipadé relativné pomala, a pohybuje se v fadech hodin (Hamilton a kol., 2014).

Nicméné nékteré ucinky estrogent jsou zapotiebi okamzité a proto musi fungovat i
nongenomické mechanismy, které zajisti rychlou bunécnou odezvu. Dé&je se tak pies
membranové receptory a mezi takto zprostiedkované reakce zahrnujeme zmény transportu
sodiku a vapniku pies membrany, nervové efekty a nékteré reakce oocytl a spermii. I tyto
membranové receptory se liSi pro jednotlivé steroidni hormony a rovnéz pro jednotlivé
reagujici bunky (Speroff a kol., 1999).

Pro studium receptor 1ze v soucasné dobé diky genovym technologiim naptiklad
vyuzit model mysi, ktera ma naruSené geny pro estrogenovy receptor o a/nebo f.

Pozorovéanim bylo zji$téno, Ze samice s narusenymi geny pro receptor o jsou neplodné
z diivodu hypoplasmatické délohy a hyperemickych vajeéniki, které jsou bez zlutych télisek
v dtsledku pretrvavajici stimulace luteinizacnim hormonem, kterd nastdva vlivem ztraty
negativni zpétné vazby. MIécna Zlaza téchto samic se v puberté nezvétSuje, ale zlstava
V puvodnim elementarnim stavu. Samci S témito naruSenymi geny jsou rovnéz neplodni.
Vyskytuje se u nich testikularni atrofie a dilatace semennych kanalkt, kterd vede ke snizené
spermatogenezi a inaktivnim spermiim.

Samice, které nemaji funkéni gen pro receptor B, vykazuji subfertilitu a jejich folikuly
nepravidelné ovuluji, coZz vede ke snizeni velikosti vrhii. Samci maji plodnost zachovalou
beze zmén.

V piipad¢ vyblokovani genu pro oba estrogenové receptory, jsou samice neplodné a
samci vykazuji dilataci semennych kanalkt s nedostate¢nou tvorbou spermii. Krom toho maji
samice unikatni fenotyp vajecnikli, ktery se vyznaCuje postpubertdlni transdiferenciaci
granuloznich bunék na bunky, které ve vajeniku vytvaii kanalky a jejich vlastnosti jsou
velice podobné bunikam Sertoliho, které se pfirozené vyskytuji pouze ve varlatech (Hamilton
akol., 2014).
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3.1.4. Pusobeni estrogennich latek na spermie

Estrogeny maji v samci reprodukci zésadni roli a jsou nezbytné pro dosaZeni
plodnosti, protoze spermatogenese je Castecné pod kontrolou estrogent (Carreau a kol.,
2011a).

Cilené inaktivace genu pro estrogenovy receptor o u mysich samcii zptisobuje vazné
zhorSeni spermatogeneze a dozravani spermii v nadvarlatech (Balasior a kol., 2001).

Jak jiz bylo zminéno, je vSeobecné znamo, Ze u samci se estrogeny bézné vytvari
v kiife nadledvin a v Leydigovych bunkéch (Ledvina a kol., 2009).

Toto plati naptiklad pro kance, zatimco u hiebce jsou pravdépodobné dalSim zdrojem

estrogenu také zdrodecné buiky.
Ve varlatech hlodavci jsou ovsem estrogeny také vytvaieny nevratnou pfeménou androgenti
pomoci aromatazy, ktera se nachazi na endoplasmatickém retikulu u témét vSech typt
varletnich bunék. U jelena, bizona a ¢erného medvéda bylo zjisténo, Ze se aromatdza schopna
tvofit estrogeny nachazi v somatickych a zarode¢nych buikach.. U c¢loveka produkuji
estradiol Leydigovy a Sertoliho buriky, a aromatazy jsou také exprimovany v nezralych
zarode¢nych buinkach (Carreau a kol.,, 2011a). Estrogen, ktery vznika v téchto dalSich
buiikach, at’ uz se jednd o spermatocyty, builkky zarode¢né ¢i somatické, je rovnocenny
estrogenu vznikajicimu v Leydigovych bunkach (Carreau a kol., 2011b).

U potkana bylo prokazéano, Ze estrogeny kontroluji spermatogenezi v oblasti poctu
gonocytll a dozravani spermii. Také bylo zjisténo, Ze podavani estradiolu podporuje vyvoj
spermatogonii po ozafeni varlat, a stejné tak zvySuje pocet spermatogonii pfi podani samciim
potkanti po narozeni. Také diferenciace spermatid je do zna¢né miry pod vlivem estrogenu,
zatimco pro elongaci spermatid je nezbytny androgen. Kromé¢ role estrogeni béhem riznych
fazi spermatogeneze je také predpokladana jejich ucast v zavérecné fazi diferenciace spermii
(Carreau a kol., 2011a).

Navic estradiol a xenoestrogeny V nizkych davkach stimuluji savéi spermie ke
kapacitaci, akrozomalni reakci a zvySuji fertilizacni schopnost in vitro, pficemz uc¢inek
xenoestrogent se jevi jako silngjsi nez Gcinky endogenniho estradiolu.

V soucasné dobé& je pozitivni i negativni plisobeni xenoestrogenti na spermie hojné
zkoumano (Aquila at De Amicis, 2014) a naptiiklad studie vlivu isoflavonoidli pfinasi
rozporuplné vysledky.

Zatimco nékteré zpravy nevykazuji nalez reprodukcnich vad, jiné hlasi variabilni

persistentni fenotypové abnormality a poruchy reprodukéniho chovani. Piikladem muiize byt
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snizeni hmotnosti varlat a/nebo jejich velikosti, snizeni spermatogeneze, snizeni hladin FSH a
testosteronu, mensi genitalni vzdalenost ¢i agresivni chovani (Cederroth a kol, 2012).

Ptikladem muze byt konkrétni studie zabyvajici se pravé vlivem sojovych isoflavoni
na varlata a reproduk¢éni funkce mysich samct. V této praci bylo zjisténo, ze samci, ktefi
pfijimali v krmné davce sdju, vykazuji normalni reprodukéni chovéani i plodnost, ale Ze
zaroven doslo ke snizeni poc¢tu haploidnich zarode¢nych bunék ve varlatech. S timto faktem
koreluje také 25 % sniZeni poctu spermii v nadvarleti a 21 % sniZeni velikosti vrhu. Déle
krmeni s6jovou bilkovinou vedlo ke snizeni velikosti semennych vacka, ale bez vlivu na
jejich proteolytickou aktivitu (Cederroth a kol., 2010).

Ovsem tyto poruchy byly vétSinou docasné po dobu vystaveni isoflavonoidim
Vv pfipadé studii na dospélych jedincich. U samct hlodavci jsou vyrazné negativni Gi€inky na
produkci spermii pozorovany pouze pii celoZivotni expozici fytoestrogenum (Cederroth a
kol., 2012).

Jind studie zkoumala ucinky soéjového mléka na samce kosmanti bélovousych.
Kosmani byli v neonatalnim v€ku krmeni timto mlékem a v 6 tydnech véku u nich byla
pozorovana snizena hladina testosteronu (Sharpe a kol., 2002). Zadné vyznamné G&inky na
prabéh puberty nebo negativni ovlivnéni plodnosti v dospélosti nebyly pozorovany u tohoto
druhu (Tan a kol., 2006).

Dals$i vyzkum u samcl potkani prokédzal, Ze podavani bisfenolu A (synteticky
Xenoestrogen) zpusobuje narist poSkozené DNA ve spermiich, sniZzeni denni produkce
spermii a také snizeni jejich motility (Tiwari at Vanage, 2013).

Po mé&si¢nim subkutannim podani estrogenni latky estradiol-benzoat v davce 40 pg na
kg télesné hmotnosti (3x tydn€) sedmi tydennim potkanim bylo zjisténo, ze na konci pokusu
doslo ke sniZeni relativni hmotnosti jejich varlat, nadvarlat i semennych vacki ve srovnani
s kontrolou. Estradiol-benzoat zpusobil toto sniZzeni hmotnosti o 31 % (u kmene Fischer) a
73% (u kmene Wistar). V ocasu nadvarlete nebyly pozorovany téméf zadné spermie u obou
pozorovanych kmenti potkanti v tomto pokusu. Dale bylo pozorovano drastické¢ snizeni
priméru semennych kanalkd, retence spermatid a celkové narusené pochody spermatogenese
spolu s atrofiemi semenotvorného epitelu (Hossaini a kol., 2003).

Z rozdilnych vysledki v této studii v ramci dvou kmenti potkani je patrné, Ze vyzkum
vlivu estrogennich latek na sam¢i reprodukcni schopnosti je ztizen také rozdilnou vnimavosti
nejen u nami sledovaného druhu, nybrz i kmene. Jak je vsak ze studie patrné, doslo v obou
sledovanych ptipadech po aplikaci estrogenni latky k naruSeni reprodukénich procesti, ovSem

mira negativity se li§i dle kmene potkana (Aquila at De Amicis, 2014).
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Zearalenon a jeho derivat a-zearalenol ovliviiuji také u dospélych mySich samct
kvalitu spermii, plodnost a dale koncentraci testosteronu v séru. Vysledkem pokusi, pfi
kterych byli mySi samci vystaveni pusobeni téchto latek, bylo zjisténi zvySené¢ho poctu
morfologicky abnormalnich spermii a vyrazného snizeni poctu zivych spermii. Déle byl u
téchto samcli pozorovan snizeny vyskyt spermii s pfitomnym akrozomem, snizeni télesné
hmotnosti a sniZeni relativni vdhy nadvarlete. Oplozovaci schopnost spermii téchto samcii
byla evidentné naruSena, coz prokazal vyrazny pokles zabfezavani samic po pareni s témito
samci a také zvySené resorpce plodu (Yang a kol., 2007).

U kanct byly rovnéz prokazany negativni G¢inky téchto dvou mykotoxinti na spermie.
Pokusné byly zfedéné kanci spermie in vitro inkubovany jednotlivé se tremi koncentracemi
(125, 187.5 a 250 uM) alfa-zearalenolu a zearalenonu.
alfa zearalenolu, vyrazné negativné ovliviuji hodnoty parametrii motility, zivotaschopnost
spermii a také zpisobuji casnou akrozomalni reakci. Dale bylo zjisténo, ze vliv mykotoxini je
zavisly na davce a dob¢ jejich pisobeni, a také ze zvySujici se koncentrace kontaminantu
zvysuje pokles hodnot parametrii motility (Tsamakidis a kol., 2006).

Jiné studie také prokazuje, Ze jiz malé mnozstvi zearalenonu (0,15 pg/l vody tedy cca
25 ng/kg z.hm.) vyznamné snizuje koncentrace spermii, a to dokonce téméf 0 40 %. V této
studii bylo ovsem zjiSté€no, ze niz$i koncentrace zearalenonu ma na kvalitu spermii vétsi vliv
nez davka vysoka.

Jednim z moZnych vysvétleni tohoto je fakt, Ze zearalenon plisobi na hormonalni
urovni, a je zndmo, ze nizkd koncentrace hormonii muze pusobit stimula¢né, zatimco
koncentrace vyssi antagonisticky ¢i dokonce nemusi prokazat zadny ucinek (Zatecka a kol.,
2014).

U kan¢ich spermii lze pozorovat negativni efekt mykotoxini s estrogennim
pusobenim, které ve vysokych davkach zpusobuji naptiklad naruseni akrozomalni reakce
(Aquila at De Amicis, 2014).

U spermii hiebce doSlo po 2 hodinové expozici rovnéz k pred€asné akrozomalni reakci
vlivem pisobeni alfa- nebo beta-zearalenolu v koncentraci 0,1 mM. Zatimco kontaminant
zearalenon nebo 17-B-estradiol na akrozom vliv neprokazal. Rovnéz motilita byla
kontaminanty zhorSena u vSech vzorku, ale bylo zjisténo, ze pouze alfa-zearalenol zptisobil
procentudlni pokles spermii s progresivnim pohybem za hlavickou (Filannino a kol., 2011).

Xenoestrogeny, jak jiz bylo feceno, Se mohou vazat na estrogenni receptory, které jsou

pfitomny na membrané spermii, stejn¢ jako endogenni estrogeny a mohou zde pisobit jako
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agonisté ¢i jako antagonisté. Reakce spermii je tedy velmi proménliva a zavisi na pfidané
latce, jejim mnozstvi, koncentraci a celkové dob¢ trvani ptisobeni této latky (El-Sayed a kol.,
2011).
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4. Material a metody

Pro tento pokus byly pouzivany kan¢i komer¢ni kratkodobé konzervované inseminacni
davky. Tyto byly ziskany z inseminacni stanice kancti Nova ves spole¢nosti PROAGRO
Nymburk a.s. Pfi transportu a béhem pokusu pfed samotnou inkubaci byly davky ulozeny
Vv klimaboxu pfi teploté 17 °C.

Pro vlastni vySetieni byly vzorky ejakulatu fedény tekutou frakci davky (supernatant), dle
experimentalni varianty obohacenou o kontaminant rozpustény v DMSQO: kontrolni vzorek
K (bez kontaminace), kontrolni vzorek s DMSO ,,KD* (DMSO fedéné supernatantem
v poméru 1:24), vzorek ,,a-ZOL 2“ (2 uM a-zearalenolu), vzorek ,,GEN 2“ (2 uM
genisteinu), vzorek ,,a-ZOL 1 (1 uM a-zearalenolu), vzorek ,,GEN 1 (1 uM genisteinu),
vzorek ,,a-ZOL+GEN 1¢ (1uM a-zearalenolu + 1uM genisteinu) a vzorek ,,a-ZOL+GEN 0,5
(0,5uM a-zearalenolu + 0,5 uM genisteinu). Tyto vzorky byly inkubovany v lazni pii teploté
38 °C a hodnoceny po 2 a 4 hodinach.

4.1. Priprava supernatantu

Pro jednotlivé pokusy byl pfipravovan vzdy Cerstvy supernatant. Jeho pfiprava spoc¢iva
ve stoCeni dvou eppendorfek s mnozstvim 1ml ejakulatu dvakrat v centrifuze. Nejprve pti
rychlosti otacek 1500/s — po uplynuti doby 10 minut se do novych eppendorfek odebere
supernatant v mnozstvi 750 pl. Nasleduje dalsi centrifugace 10 minut pifi rychlosti otacek
10 000/s. Nakonec se odebere finalni supernatant do jedné nové eppendorfky v mnozstvi 500
ul z kazdé sto¢ené eppendortky.

Ve vysledku byl tedy ziskan 1ml supernatantu, ktery byl vyuzit pro fedéni pracovnich

roztoku kontaminantu.

4.2. Priprava roztokii kontaminanti

Pro samotny pokus byla nutna pfiprava roztokii kontaminantl, jejichz Uc¢inky byly
Vv ramci pokusu hodnoceny.

Zasobni roztok P2 pro genistein i a-zearalenol byl ulozen v mrazéku. Pracovni roztok
P1 vznikl rozpusténim 10 pul P2 v mnozstvi 10 ul DMSO (dimethylsulfoxid).

Finalni roztoky vznikly fedénim zasobnich roztokl spolu se supernatantem.
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V piipad¢ obou kontaminantl byl postup fedéni obdobny. Roztok F2 vznikl zfedénim 5 pl P2
spolu se 120 ul supernatantu a jeho vysledna koncentrace byla 2 uM daného kontaminantu. A
roztok F1 vznikl fedénim 5 pl P1 spolu se 120 pl supernatantu a jeho vysledna koncentrace
byla 1 uM daného kontaminantu.

Jako tfeti findlni roztok byl pfipraven roztok DMSO, ktery byl vyuzit jako kontrola
ucinkl tohoto fedidla na spermie. Jeho ptiprava spocivala ve ziedéni DMSO a supernatantu

v pom¢éru 1:24, tedy 5 ul DMSO se spolu se 120 pl supernatantu.

4.3. Priprava vlastnich vzorki a postup pokusu

Pfiprava vlastnich vzorka pro tento pokus spocivala v rozpipetovani insemina¢ni
davky v objemu 955 pl do jednotlivych eppendorfek, které zistavaly ve stojanu v klimaboxu.

Nasledné se postupné vzorek nechal inkubovat (reaktivovat) ve vodni lazni pii 38 °C
po dobu 4 minut. Po této inkubaci byl vzorek nasniman systémem CASA a teprve potom se

ptidal kontaminant dle schématu (tabulka 2).

Vzorek Kontaminant
a-ZOL 2 50 ul F2 0-ZOL
GEN 2 50 ul F2 GEN
o-ZOL 1 50 ul F1 a-ZOL
GEN 1 50 ul F1 GEN
a-ZOL + GEN 1 25 ul F2 a-ZOL + 25 pl F2 GEN
a-ZOL + GEN 0,5 25 ul F1 0-ZOL + 25 pl F1 GEN
KD 50 ul DMSO (fedény)

Tabulka 2: Piehled vzorkd kontaminanti

Po kontaminaci byl vzorek vracen do 1azn¢€ a za stejnych podminek jako pfi reaktivaci
pokracovala inkubace.

Od casu pridani kontaminantu bylo po 2 hodinach u kazdého vzorku provedeno 2.
snimani, a nasledn¢ po 4 hodinach snimani posledni.

Tento postup byl opakovan 16 pokusnych dni, ale jeden den byl z celkového

vyhodnoceni vyfazen z diivodu nestandardnich vysledkt u kontroly v nulté hodiné.
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4.4. Stanoveni motility — systém CASA

Pro objektivni vyhodnoceni motility spermii byl vyuzit systtm CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis). Jedna se o poloautomatickou pocitacovou metodu.

Pro snimani byl vzorek o objemu cca 5 pl aplikovan na osmi komorové Leja sklicko,
které bylo, stejn¢ jako ostatni pomtcky, vyhtaté na 38 °C. Sklicko bylo nasledné umisténo na
vyhievnou desti¢ku stolku mikroskopu a bylo provedeno snimani softwarem NIS-Elements.

Z kazdého vzorku bylo provedeno snimani Sesti video sekvenci o délce 5 sekund.
Pomoci systému CASA byly u spermii stanoveny nasledujici parametry:

o VCL (curvilinear velocity) - rychlost hlavicky na skute¢né draze,
primérna rychlost mezi body méfeni v um/s.
o VAP (average-path velocity) - rychlost hlavicky na napiimené draze
(odvozena matematickou tUpravou VCL) a slouzi k plynulej§imu
vyjadifeni pohybu.
o VSL (straight-line velocity) - rychlost hlavi¢ky na piimé draze, mezi vychozim a
kone¢nym bodem méieni.
o ALH (amplitude of lateral head displacemant) — maximalni Sitka oscilace hlavicky,
odvozena z VLC a VAP, odrazi pohyb biciku.
o WOB (wobble) - stupen oscilace skuteéné drahy kolem jeji naptimené
drahy vyjadieny v procentech, vychazejici ze vztahu VAP/VCL x 100.
o STR (straightness) - pfimost naptimené drahy v procentech,
ze vztahu VSL/VAP x 100

Podle zméfenych a vypocitanych parametrii jsou spermie rozdéleny do jednotlivych
kategorii Jednd se o kategorie spermii s chybnou trajektorii, cirkuldrnim pohybem,
nelinearnim pohybem, piimocarym pohybem, nepohyblivé, lokalné pohyblivé, pomalé a
rychlé (Véznik a kol., 2004).

Tyto kategorie rozliSuje systém CASA pomoci vzorce, kterym ur¢ime limity pro
zafazeni do dané kategorie. Tyto limity se rizni naptiiklad dle vySetfovaného ZivociSného
druhu.
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Pro pokusy s kanci se v laboratofi vyuzil v systému CASA vzorec tento:

=CONCATENATE(KDYZ(A(20<VAP;Rad<15;WOB<40);"chybna trajektorie";"");"";
KDYZ(A(20<VAP;Rad<15;40<WOB);"cirkularni";""):"";

KDYZ(A(20<VAP;15<Rad;STR<70);"nelinearni";"");"";
KDYZ(A(20<VAP;15<Rad;70<STR);"pfimoéaré P A
KDYZ(VAP<5;"nepohyblivé";

KDY Z(VAP<20;"lokalné pohyblivé";
KDYZ(VAP<60;"pomalé ";

KDYZ(VAP<300;"rychlé ")))))
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4.5. HOS test a barveni

Po poslednim sniméni, tedy po uplynuti 4 hodinové inkubace byl proveden HOS test.
Hypoosmotic swelling test = HOS test prokazuje stav membrany stanovenim jeji
semipermeability. U intaktnich spermii vlivem hypoosmotickych podminek dochazi priinikem
vody a zvétSovanim bunécného objemu ke staeni bicikl. Stav spermii se dale hodnotil
pomoci barveni na ,,zivé-mrtvé“. Jedna se o barveni, které diferencuje vySetiované spermie na
jedince s nenaruSenou povrchovou membranou a skupinu spermii se zménami permeability
povrchovych membran v disledku porusené jejich integrity dochdzi ke zménam interakce
S pouzitym barvivem. (Véznik a kol., 2004).

Hypoosmoticky roztok citratu sodného a fruktéozy je uchovavan v eppendorfkach
(vmnozstvi 1 ml) vmrazaku pii -20 °C. Pfed pouzitim byly eppendorfky s roztoky
rozmrazeny v mnozstvi odpovidajicimu poctu vzorka — tedy 7 roztokd.

Pracovni postup byl proveden standardné dle metodiky Véznik a kol, 2004. Tyto
roztoky byly tedy nasledné umistény do vodni 14zné o teploté¢ 37 °C. Do nich byly potom
jednotlivé pridavany vzorky v mnozstvi 100 pl, kterym skoncila 4 hodinové inkubace, a po
jemném promichani se nechaly inkubovat v lazni dalSich 30 minut. Po uplynuti inkubace se
ze vzorku odebralo 20 pl na hodinové skli¢cko umisténé na vyhiivané ploténce a k nému se
nasledné ptidalo 20 pl eosinu. Tento roztok 30 vtefin promichéaval a potom se ptidalo 2x 20 ul
nigrosinu. Z takto vzniklého roztoku se odebralo 20 pl, a byl proveden natér na podlozni sklo.
Ten byl po zaschnuti vyhodnocovan mikroskopicky.

Na natéru bylo vzdy pocitano 200 spermii a rozliSovaly se Ctyii kategorie — bilé
hlavicky spermie se stoCenym bic¢ikem, bilé hlavicky spermie s rovnym bicikem, Cervené
hlavicky s rovnym bic¢ikem a Cervené hlavicky se sto€enym bic¢ikem. PficemZ stofeny bicik
s bilou hlavickou znaci Zivou spermii a rovny s ¢ervenou hlavi¢kou mrtvou spermii.

Pocty jednotlivych spermii v kategorii byly zaznamenany a prevedeny na procenta.
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4.6. Statistické vyhodnoceni dat

Ziskana data byla pfevedena do tabulky programu Microsoft Office Excel a

vyhodnocena v programu Statistica CZ, verze 12. Ke statistickému zhodnoceni parametrt

pohybu byla vyuzita metoda vice faktorové analyzy rozptylu ANOVA a pro podrobnéjsi

vysledky byl vyuzit post-hoc Schéffeho test. Hladina vyznamnosti byla nastavena na hodnotu
p=1x10°.

Pro vyhodnoceni HOS testu byla vyuzita metoda jedno faktorové analyzy rozptylu a

rovnéz Schéffeho test.

4.7. Potiebné laboratorni vybaveni a pomtcky

Laboratorni technika:

Klimabox (Selko Praha s.r.0) - termobox

MiniSpin (Eppendorf) — centrifuga

Grant Instruments SUB6 — vodni lazenl

histologicka vyhiivana ploténka (VD2)

mikroskop Eclipse E600 (Nikon, Japonsko), vybaveny vyhtivaci destickou

a objektivem Ph 1 BM 10x s negativnim fazovym kontrastem a kamerou Digital Sight
DS - 2MBW (Nikon, Japonsko)

pocita¢ se softwarem NIS - Elements 3.1 (Laboratory Imaging, s. r. 0., Praha)

Laboratorni pomucky:

sada pipet a jednorazové Spicky rtiznych objemt
mikrozkumavky Eppendorf a stojan

osmikomorova sklicka Leja® (kapacita jedné komirky 1 pl, hloubka komurek 20 pm)

Chemikalie:

destilovana voda

ethanol

alfa zearalenol

genistein

DMSO - dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich spol. s. r. 0.)
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5. Vysledky

Po ukonceni pokust bylo statisticky vyhodnoceno piisobeni jednotlivych kontaminanta
v 0., 2. a 4. hodin¢, které se projevilo zménami ve vybranych parametrech pohybu (VCL,
VAP, VSL a AHL) a také ve zménach v poctu spermii v jednotlivych kategoriich pohybu

(rychlé, pomalé, ptimocaré, lokalné pohyblivé a nepohyblive).

5.1. Parametry pohybu — vyhodnoceni motility

V nulté hodin¢ byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v pfipad¢ parametrit VCL
a VAP (viz graf 1 a 2). Jinak byly v ¢ase 0. hodiny hodnoty parametrt i kategorii pohybu bez
vyznamnych rozdilt.

Po dvouhodinové inkubaci byl u vétSiny ptipadd zaznamenan statisticky vyznamny
pokles hodnot parametri pohybu. Tento pokles nenastal u vzorku K, G2, a-ZOLG1
v parametru VSL, kde vici nulté hoding ke statisticky vyznamnym zménam nedoslo (graf 3).
Také v parametru ALH nebyly u kontrolniho vzorku v porovnani s nultou hodinou statisticky
vyznamné rozdily a hodnoty dokonce vzrostly (graf 4). Nejvyraznéjs$i poklesy hodnot jsou u
vSech parametrii patrné v piipadé kontaminace a-zearalenolem (o-ZOL2 a a—ZOL1), kdy
vzorek a-ZOL1 vykazuje viibec nejvétsi pokles.

V piipadé¢ jednotlivych kategorii pohybu doslo k pozvolnému zhorSeni oproti nulté
hodiné. Lze zde pozorovat mirny statisticky nevyznamny nardst podilu nepohyblivych
spermii, a to opét zejména u vzorkd a-ZOL2 a a-ZOL1 (graf 9). Dale je u téchto dvou vzorki
patrny pokles podilu ptimocarych a rychlych spermii (grafy 7 a 5).

Ve srovnani s nultou hodinou doSlo po ¢tythodinové inkubaci u vSech parametra i
vzorkli ke znaénému propadu hodnot. Nejvétsi pokles lze sledovat u vzorku o-ZOL2
v parametrech VCL a AHL (graf 1 a 4).

Dle ocekavani doslo k vyraznému narastu podilu nepohyblivych spermii, nejvice
potom u vzorkli a-ZOL2 a o-ZOL1 (graf 9). U téchto dvou vzorku je také patrny pokles
podilu lokalné pohyblivych spermii (graf 8). Naopak v kategorii ptimocarych spermii doslo u
téchto vzorkt k naristu (graf 7). Vici dvouhodinové inkubaci doslo poklesu podilu rychlych

spermii a zaroven k vyrovnani jejich po¢tu v ramci vSech vzorkt v dané hodin¢ (graf 5).
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Graf 1: Vliv spole¢ného pisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kandich spermii.
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Hodnoty oznacené ruznymi indexy stejné barvy vykazuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné
vyznamnosti p<1x107°.

Graf 2:Vliv spole¢ného pusobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kancich spermii.
Parametr VAP.
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Hodnoty oznafené riznymi indexy stejné barvy vykazuji statisticky vyznamné rozdily na hladiné
vyznamnosti p<1x107°.
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Graf 3: Vliv spole¢ného pisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kandich spermii.

Parametr VSL.
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Hodnoty oznacené riznymi indexy stejné barvy vykazuji statisticky vyznamné rozdily na hlading
vyznamnosti p<1x107°.

Graf 4: Vliv spole¢ného pisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kanc¢ich spermii.
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Graf 5: Vliv spole¢ného pisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kandich spermii.
Podil rychlych spermii.
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Graf 6: Vliv spole¢ného piisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kancich spermii.
Podil pomalych spermii.
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Graf 7: Vliv spole¢ného pisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kandich spermii.
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Graf 8: Vliv spole¢ného pilisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kanéich spermii.
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Graf 9: Vliv spole¢ného pisobeni a-zearalenolu a genisteinu na motilitu kancich spermii.
Podil nepohyblivych spermii.
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5.2. Vysledky HOS testu a barveni

V testu na Zzivotaschopnost spermii, byly hodnoceny c¢tyii Kkategorie — prvni dveé
kategorie byly dané reakci spermii na hypoosmotické prostiedi, a druhé dvé kategorie
rozdélovaly zivé a mrtvé spermie v ramci HOS testu v kombinaci s naslednym barvenim.

Kategorie urcené reakci v ramci HOS testu, rozdé€luji spermie dle stavu membrany
jejich biciku, bez ohledu na jejich barvu. Stofeny bi¢ik znaci, ze u néj doslo k reakci na
hypoosmotické prostfedi a jeho membrana neni nenaruSena. Takova spermie je zafazena do
kategorie reagujicich (graf 10). Rovny bicik potom oznacuje spermii nereagujici (graf 12).

Kategorie spermii dle HOS testu v kombinaci s barvenim, odliSuji uzsi skupinu
spermii, které splnily podminky obou technik navzajem, pro rozliSeni na zivé ¢i mrtvé
spermie.

Do kategorie zivych spermii v ramci HOS testu s barvenim byly tedy zafazeny jen ty,
které prokazaly jednak reakci na hypoosmotické prostiedi a zaroven u nich nedoslo k reakci
s barvivem. Jejich bi¢ik byl tedy stoceny a hlavicka zistala bila (graf 11).

Do kategorie mrtvych byly naopak zafazeny ty spermie, které nereagovaly na
hypoosmotické prostiedi a zaroven u nich doslo k reakci s barvivem. Jejich bi¢iky byly tedy
rovné a hlavicky cervené (graf 13).

Z grafu jsou patrné jen statisticky nevyznamné rozdily. Jedna se 0 mirné navyseni
procentualniho zastoupeni zivych spermii u vzorka s kontaminantem ve srovnani s kontrolou.
A naopak samoziejm¢ snizeni procentualniho zastoupeni mrtvych spermii u vzorku
také vzorek a-ZOL2 v ramci HOS testu v kombinaci s barvenim.

Rozdil mezi procenty reagujicich spermii v ramci samotného HOS testu a zivych spermii
v ramci HOS testu s naslednym barvenim, je pravdépodobné zptisoben 30 minutovou inkubaci vzorkd,
be&hem které doslo k rovnomérnému zvyseni podilu mrtvych spermii, bez ohledu na kontaminant.

Kone¢né vysledky HOS testd v kombinaci s barvenim, ani samotnych HOS testl
v naSich pokusech neprokdzaly zadné statisticky vyznamné ovlivnéni Zivotaschopnosti

spermii pokusnymi kontaminanty.
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Graf 10:Vliv spole¢ného puisobeni a-zearalenolu a genisteinu na pieZitelnost kancich spermii.
Procentualni zastoupeni reagujicich spermii (HOS test)
Fil]

B5

45

40

34

4 a-Z0L12 a-Z0L1 a-Z0LG1
KD G2 51 a-Z0LE0 S
Wzaorek
Hodnoty nevykazuji zadné statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti p<0,05.

Graf 11: Vliv spole¢ného pusobeni a-zearalenolu a genisteinu na preZitelnost kan¢ich spermii.
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Hodnoty nevykazuji zadné statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti p<0,05.
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Graf 12: Vliv spole¢ného piisobeni a-zearalenolu a genisteinu na preZitelnost kanéich spermii.

Procentualni zastoupeni nereagujicich spermii (HOS test).
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Hodnoty nevykazuji zadné statisticky vyznamné rozdily na hladin€ vyznamnosti p<0,05.

Graf 13: Vliv spole¢ného piisobeni a-zearalenolu a genisteinu na prezitelnost kancich spermii.

Procentualni zastoupeni mrtvych spermii (HOS test a barveni).
84

a0

=
h

frownye

\
/

cervens

[}
h

3o

25

4 a-£ 012 a-Z0L1 a-Z0LG1
KD =2 51 a-Z0LG05

Wzorek
Hodnoty nevykazuji zadné statisticky vyznamné rozdily na hlading vyznamnosti p<0,05.
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6. Diskuze

Vysledky ziskané v ramci pokusi realizovanych pro tuto praci je patrny negativni vliv na
motilitu kancich spermii u obou zkoumanych kontaminanti.
Po 2 hodinové inkubaci doSlo v tomto pokusu ke zhorSeni hodnot parametrit pohybu u

vSech vzorki v porovnani s kontrolou.

Nejvyraznéjsi negativni ucinek prokazal v obou koncentracich alfa-zearalenol. Statisticky
vyznamny pokles hodnot parametri pohybu, oproti ostatnim vzorkim, nastal u parametrt
VCL, VAP, VSL a ALH. Mezi obéma koncentracemi alfa-zearalenolu nebyl v téchto
parametrech statisticky rozdil kromé& parametru VSL, kdy vykazoval vzorek s nizsi
koncentraci (a-ZOL 1) horsi vysledek.

Rovnéz kategorie pohybu, vychézejici z parametrid pohybu, ukazuji po 2 hodinové
inkubaci vyraznéjsi zhorSeni u a-zearalenolu.

Pisobenim zearalenolu v reprodukci se zabyva naptiklad Benzoni a kol. (2008), ktery
uvadi, Ze u prasat vykazuje alfa-zearalenol aktivitu v denaturaci chromatinu spermii. A dale,
ze 1 vnizkych koncentracich ovliviiuje Zzivotaschopnost spermii, coz naSe prace ovSem
neprokazala.

Jind studie se zaméfuje na pasobeni tfi estrogennich mykotoxinti na motilitu spermii u
hiebcl. Z jejich vysledkll vyplyva, ze kromé a-zearalenolu, sniZuji parametry pohybu také
mykoestrogeny [(-zearalenol a zearalenon. V této studii dosli k zavéru, ze a-zearalenol
vykazuje nejvys$$i negativni ucinky na motilitu, v porovnani s [-zearalenolem a
zearalenonem, které maji €inky mezi sebou srovnatelné (Filannino a kol., 2011).

In vitro GCinky zearalenonu a alfa-zearalenolu zkoumal také Tsamakidis a kol. (2006),
jehoz vysledky rovnéZ potvrzuji negativni vliv téchto latek na kanci spermie, a také zjistil, Ze
zvySovani koncentrace kontaminantu zpisobuje vétsi pokles hodnot parametri motility.
V této praci ovSem nejsou v hodnotich parametrii pohybu patrné vyrazné rozdily mezi obéma

koncentracemi.

Utinky samotného genisteinu na spermie jsou, podle studie Park a kol. (2011), zavislé na
koncentraci tohoto kontaminantu a délce jeho puisobeni. Pisobeni genisteinu v koncentraci
0,001-1 uM nevykazovalo po 15 minutové inkubaci zadné uc¢inky na kapacitaci mySich
spermii, zatimco koncentrace 10-100 uM genisteinu zplsobila vyznamné sniZeni procenta
kapacitovanych spermii. VIliv na akrozomalni reakci nebyl po 15 minutové inkubaci
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pozorovan u zadné koncentrace, ale v pfipadé¢ 30 minutové inkubace doSlo ke zvySeni
procenta spermii s pted¢asnou akrozomalni reakci v ptipadé koncentraci 0,1-100 uM.

Uginky genisteinu na motilitu spermii, v této praci, nevykazovaly po 2 hodinové inkubaci
statisticky vyznamné rozdily mezi obéma koncentracemi (1 pM a 2 uM), ani od kontroly
s DMSO. Statisticky vyznamné zhorSeni bylo patrné pouze ve srovnéni s ¢istou kontrolou, ale

tyto hodnoty byly vzdy vyrazné lepsi, nez u vzorka s alfa-zearalenolem.

Kombinace a-zearalenolu spolu s genisteinem po 2 hodinové inkubaci prokazala v této
praci vV obou koncentracich lepsi hodnoty parametrti pohybu, nez a-zearalenol samotny a
zaroven nebyly prokézany statisticky vyznamné rozdily v porovnani téchto hodnot se
vzorkem genisteinu v obou koncentracich.

Oproti tomu ve studii, kterd se zabyvala pisobenim kombinace zearalenonu a genisteinu,
vykazovaly vysledky po 2 hodinové inkubaci vyrovnané hodnoty mezi obéma kontaminanty a
jejich kombinacemi, ale po 4 hodinové inkubaci byly u kombinace zearalenonu s genisteinem
zjiStény pravdépodobné dokonce protektivni u€inky. Vysledné hodnoty sledovanych
parametr byly v téchto pokusech srovnatelné s kontrolou, a vykazovaly tak hodnoty vyrazné
lepsi nez u kontaminanti pisobicich samostatné. Tento efekt nastal ov§em pouze pii nizké
koncentraci téchto latek v kombinaci (genistein 0,5 uM + zearalenon 0,5 uM), silngjsi
koncentrace (genistein 1 pM + zearalenon 1 pM) vykazovala naopak nejhor$i hodnoty
(Folkova, 2013).

Tyto vysledky, kdy genistein plsobi protektivné, pravdépodobné dokladaji fakt, Ze
1soflavony, které vznikaji v rostlindch zejména pii stresovych podminkach prostfedi, mohou
Vv prvé fadé poskytovat zdravotni ptinosy pro zivo€ichy. Pozitivni G€inky sledoval ve své
studii napfiklad Hwang a kol. (2006), ktery se zabyval uc¢inki isoflavonti na bunécné linie
Vv zavislosti na hladindch estradiolu. V ptipadé, kdy byly hladiny estradiolu fyziologické,
pusobil genistein anti-estrogenné, ale pii nizkych hladinach estradiolu (hladiny odpovidajici
menopauze u Zen) pusobil jako estrogen.

Genistein tedy méni své ucinky v zavislosti na pfitomnosti dalSich latek a také na
podminkach, ve kterych se nachazi. V ptitomnosti alfa-zearalenolu, v naSem pokusu, byl
genistein napiiklad schopen vyrovnat jeho negativni vliv na propad hodnot u parametrd
pohybu.

Reprodukénimi poruchami zplsobenymi kombinaci genisteinu a zearalenonu se také
zabyva napfiklad studie zaméfend na proliferaci bun€k v reprodukénich organech pied-

pubertalnich prasnicek, kterym byla krmna davka kontaminovana zearalenonem a posléze

38



obohacena s6jovymi isoflavony. Vysledky prace prokazuji, ze isoflavony v davce 600 mg/kg
potla¢i negativni Gi€inek zearalenonu v davce 2 mg/kg. OvSem spolecné pusobeni obou latek
v davce 0,5 mg/kg zvysilo hmotnost reprodukcnich orgdni ve srovnani se samostatnym
pusobenim zearalenonu v davce 0,5 mg/kg (Wang a kol., 2010).

Vzajemné pulsobeni kontaminanti je tedy rovnéz odlisné v zavislosti na jejich
koncentraci.

Vysledky této diplomové prace vsak vykazuji po 2 hodinové inkubaci lepsi hodnoty
parametrl u obou kombinaci a-zearalenolu a genisteinu, oproti samotnému a-zearalenolu, bez
ohledu na jejich koncentraci. Negativni ptisobeni téchto dvou kontaminantt, se tedy vV ramci
tohoto vyzkumu nescitalo, ale genistein pisobil v obou kombinacich proti negativnimu vlivu

alfa-zearalenolu.

Po 4 hodinové inkubaci nastal viceméné rovnomérny propad parametrd pohybu u vSech
vzorkt, ovSem i zde byly statistické rozdily u vzorktu s a-zearalenolem. Kategorie pohybu
naznacuji po 4 hodinové inkubaci narust pfimocarych spermii u a-zearalenolu, ale tento
nariist nebyl statisticky vyznamny. Kategorie lokaln¢ pohyblivych spermii po 4 hodinové
inkubaci poukazuji na navyseni jejich hodnot u vzorkt genisteinu, zatimco a-zearalenol i jeho
kombinace s genisteinem se neli$i od vzorku kontroly, ale i zde se nejedna o statisticky
vyznamné rozdily. Vzhledem k vyraznému zhor$eni hodnot u vSech vzorkt je pro posuzovani
pusobeni kontaminantii na spermie pravdépodobné vhodnéjsi vyuzit vysledka ziskanych po 2

hodinové inkubaci.

Vysledky HOS testii v téchto pokusech provedenych po 4 hodinové inkubaci, stejné jako
Vv jinych diplomovych pracich zaméfenych pouze na genistein (Hlavova, 2014) ¢i alfa-
zearalenol (Kostenko, 2013), opét neprokazaly statisticky vyznamné rozdily vlivu
jednotlivych kontaminantd a jejich koncentraci na zivotaschopnost spermii. Kone¢né
procentualni zastoupeni Zivych 1 mrtvych spermii u jednotlivych vzorkt se statisticky neliSilo
od vzorku kontrolniho. Neprikaznost odliSnosti vii¢i kontrole mohla byt zplsobena pfili§
dlouhou inkubaci a subjektivnim vyhodnocenim jednotlivych HOS testli, které mohlo vést

Kk nepfesnym vysledkdm.
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Potieba zkoumat spole¢né ucinky kontaminanti vyplyvéa ze skute¢nosti, ze jejich vyskyt
nebyva ptirozené vV krmné davce samostatny.

Ve své studii Fraser a kol. (2006) uvadi, Ze kombinace genisteinu s jinymi latkami, které
napodobuji endogenni estrogeny, zptisobuje navyseni negativniho ovlivnéni spermii.

Je proto nezbytné, zabyvat se touto problematikou komplexné¢ a nejen z pohledu jediného
kontaminantu. Wang a kol. (2014) ve své¢ studii napiiklad uvadi, ze pokud je kontaminovéana
kukufice, pSenice ¢i soOja, je tato kontaminace ze 75 % zpusobena vice nez jednim
mykotoxinem.

Také je do budoucna dulezité zabyvat se puasobenim smiSenych xenoestrogenich

kontaminantl u riznych zivocichd, a to z diivodu jejich odlisné druhové vnimavosti.
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7. Zavér

Po vyhodnoceni vysledka bylo zjisténo, ze samotny zearalenol v obou testovanych
koncentracich zptsobil po 2 hodinové inkubaci vyrazné zhorSeni motility. Oproti tomu pii
spole¢ném plisobeni obou kontaminantli, se parametry statisticky neliSily od vzorkil se
samotnym genisteinem ani od kontrolnich vzorkt s fedénym DMSO.

Po 4 hodinach inkubace nastal ve vyslednych hodnotich vSech parametri pohybu
vyrazny, ale relativné rovnomérny pokles, kromé vzorku zearalenolu (koncentrace 2 uM),
ktery mél tyto hodnoty oproti ostatnim vyrazné horsi. Vyrazny propad vSech hodnot ukazuje
na naruseni pohybu spermii spiSe vlivem délky inkubace, nezli ucinkem samotnych
kontaminant. Z téchto diivodl je pro posuzovani pusobeni kontaminantli na spermie

pravdépodobné vhodnéjsi vyuzit vysledki ziskanych po 2 hodinové inkubaci.

Vysledky HOS testi neprokdzaly statisticky vyznamné rozdily v procentudlnim
zastoupeni zivych a mrtvych spermii, le¢ 1 zde lze na grafu pozorovat u vzorku zearalenolu

(koncentrace 2 uM) oproti genisteinu i obéma kombinacim ur¢ité negativni tendence.

Pii srovnani hodnot parametrd motility spermii u samotného alfa-zearalenolu s
hodnotami u kombinace obou kontaminantli je patrné, ze genistein ma v takové kombinaci
schopnost snizovat negativni pusobeni alfa-zearalenolu. Kone¢né vysledky této prace tedy
potvrzuji hypotézu, ze spoleéné plisobeni alfa-zearalenolu a genisteinu vykazuje in vitro

rozdilné ucinky oproti ptisobeni téchto latek jednotlive.

41



8. Pouzita literatura

Acconcia, F., Kumar, R. 2006. Signaling regulativ of genomic and nongenomic functions
of estrogen receptors. Cancer Letters. 238:1-14.

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 2005.
Zaklady bunécné biologie. Espero Publishing. Praha. 740 s. ISBN: 8090290620.

Aquila, S., De Amicis, F. 2014. Steroid receptors and thein ligands: Effects on male
gamete functions. Experimental Cell Research. Volume 328, Issue 2, p. 303-313.

Balasinor, N., Parte, P., Gill-Sharma, M.K., Juneja, H.S. 2001. Effect of tamoxifen on
sperm fertilising ability and preimplantation embryo development. Molecular and Cellular
Endocrinology. 178, p. 199-206.

Benzoni, E., Minervini, F., Giannoccaro, A., Fornelli, F., Vigo, D., Visconti, A. 2008.
Influence of in vitro exposure to mycotoxin zearalenone and its derivates on swine sperm

quality. Reproductive Toxicology. Volume 25, Issue 4, p. 461-467.

Betina, V. 1990. Mykotoxiny chémia — bioldgia — ekologia. Bratislava Alfa. 284 s. ISBN:
8005006314

Bezerra da Rocha, M.,E.,Oliveira Freire, F., CH., Feitosa Maia, F., E., Florindo Guedes,
M., L., Rondina, D. 2014. Mycotoxins and their effects on human and animal health. Food
Control. Volume 36, Issue 1, p. 159-165.

Cardoso, J.R., Bao, S.N. 2007. Effect of chronic exposure to soy meal containing diet or
soy derived isoflavones supplement on semen production and reproductive system of male

rabbits. Animal Reproduction Science. Volume 97, Issue 3-4, p. 237-345.

Carreau, S., Bouraima-Lelong, H., Delalande, C. 2011a. Estrogens — new players in
spermatogenesis. Reproductive Biology. Volume 11, Issue 3, p. 174-193.

Carreau, S., Bois, C., Zanatta, L., Silva, F.R.M.B., Bouraima-Lelong, H., Delalande, C.
2011Db. Estrogen signaling in testicular cells. Life Sciences. Volume 89, Issues 15-16, p.
584-587.

42



Cederroth, Ch. R., Auger, J., Zimmermann, C., Eustache, F., Nef, S. 2001. Soy, phyto-
oestrogens and male reproductive function: a review. International Journal of andrology.
33. p. 304-316.

Cederroth, Ch.R., Nef, S. 2009. Soy, phytoestrogens and metabolism: A review.
Molecular and Cellular Endocrinology. Volume 304, Issues 1-2, p. 30-42.

Cederroth, Ch.R., Zimmermann, C., Beny, J.L, Schaad, O., Combepine, Ch., Descombes,
P., Doerge, D.R., Pralong, F.P., Vassalli, J.D., Nef, S. 2010. Potential detrimental effects
of a phytoestrogen-rich diet on male fertility in mice. Molecular and Cellular

Endocrinology. Volume 321, Issue 2, p. 152-160.

Cederroth, Ch. R., Zimmermann, C., Nef, S. 2012. Soy, phyto-oestrogens and their impact
on reproductive health. Molecular and cellular endocrinology. Volume 355, Issue 2, p.
192-200.

Ded, L., Dostalova, P., Dorosh, A., Dvorakova-Hortova, K., Peknickova, J. 2010. Effect
of estrogens on boar sperm capacitation in vitro. Reproductive Biology and
endocrinology. 87 (8), p. 87-98.

El-Sayed A. Mohamed, Yoo-Jin Park, Won-Hee Song, Dong-Ha Shin, Young-Ah You,
Buom-Yong Ryu, Myung-Geol Pang. 2011. Xenoestrogenic compounds promote
capacitation and an acrosome reaction in porcine sperm. Theriogenology. Volume 75,
Issue 6, p. 1161-1169.

Fagi, A.S., Johnson, W. D., Morrissey, R. L., McCormick, D.L. 2004. Reproductive
toxicity assessment of chronic dietary exposure to soy isoflavones in male rats.

Reproductive Toxicology. Volume 18, Issue 4, p. 605-611.

Fillanino, A., Stout, T.A.E., Gadella, B.M., Sostaric, E., Pizzi, F., Colenbrander, B.,
Dell’Aquila, M.E., Minervini, F. 2011. Dose-response effects of estrogenic mycotoxins
(zearalenone, alpha- and beta-zearalenol) on motility, hyperactivation and the acrosome

reaction of stalion sperm. Reproductive Biology and Endocrinology. 9 (134), p. 10.

Flores-Flores, M.E., Lizarraga, E., Loper de Cerain, A., Gonzalez-Penas, E. 2015.

Presence of mycotoxins in animal milk: A review. Food Control. Volume 53, p. 163-176.

43



Folkova, P. 2013. Spole¢n¢ Ucinky zearalenonu a genisteinu na kvalitu kancich spermii.
Diplomova prace. Ceskd zemédélska univerzita v Praze. Fakulta agrobiologie,

potravinovych a pfirodnich zdroja. Praha. 89 s.

Fraser, L. R., Beyret, E., Milligan, S. R., Adeoya-Osiguwa, S. A. 2006. Effect of
estrogenic xenobiotics on human and mouse spermatozoa. Human Reproduction. 21(5), p.
1184-1193.

Hamilton, K.J., Arao, Y., Korach, K.S. 2014. Estrogen hormone fysiology: Reproductive

findings from estrogen receptor mutant mice. Reproductive Biology. Volume 14, p. 3-8.

Hampl, R., Lapcik, O. 1996. Jite radi flavonoidy? Vesmir [online]. 75 (125). [cit. 2015 —
01 - 30]. Dostupné z: < http://casopis.vesmir.cz/clanek/jite-radi-flavonoidy>

Havrankova, H., Ovesna, J. 2012. Geny biosyntézy trichotheceni u rodu Fusarium.
Chemické listy [online]. 106, s. 818-825. [cit. 2014 — 11 - 18]. Dostupné z:
<www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_09_818-825.pdf>

Hossaini, A., Dalgaard, M., Vinggard, A.M., Pakarinen, P., Larsen, J.J. 2003. Male
reproductive effects of octylphenol and estradiol in Fischer and Wistar rats. Reproductive

Toxicology. Volume 17, Issue 5, p. 607-615.

Hlavova, A. 2014. Uginky genisteinu na kvalitu kanéich spermii. Diplomova prace. Ceska
zemédéelska univerzita v Praze. Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroja.

Praha. 55 s.

Hwang, Ch.S., Kwak, H.S., Lim, H.J., Lee, S.H., Kang, Y.S., Cho, T.B., Hur, H.G., Han,
K.O. 2006. Isoflavone metabolites and their in vitro dual functions: They can act as an
estrogenic agonist or antagonist depending on the estrogen concentration. The Journal of
Steroid Biochemistry and Molecular Biology. Volume 101, Issues 4-5, p.246-253.

Jefferson, W. N., Padilla-Banks, E., Newbold, R.R. 2007. Disruption of the female
reproductive system by the phytoestrogen genistein. Reproductive Toxicology. Volume
23, Issue 3, p. 308-316.

Kapral, A., Fajt, T. 2003. Estrogeny v Zivotnim prostfedi a jejich vyznam v klimakterické
medicing. Prakticka gynekologie 4/03, s. 10-13.

44



Kostenko, A., 2013. Vliv alfa-zearalenolu na kvalitu kan¢ich spermii. Diplomova prace.
Ceska zemé&dé&lska univerzita v Praze. Fakulta agrobiologie, potravinovych a p¥irodnich

zdrojti. Praha. 46 s.

Kujalova, H., Sykora, V., Pitter, P. 2007. Latky s estrogennim uclinkem ve vodéach.
Chemické listy [online]. 101, s. 706-712. [cit. 2014 — 11 - 18]. Dostupné z:
<www.chemicke-listy.cz/docs/full/2007_09_706-712.pdf>

Lapcik, O., Starka, L. 2004. Rostlinné estrogeny a menopauza. Vesmir [online]. 83 (531).
[cit. 2015 — 01 - 30]. Dostupné z: <http://casopis.vesmir.cz/clanek/rostlinne-estrogeny-a-

menopauza>

Ledvina, M., Cerman, J., Stoklasova, A., 2009. Biochemie pro studujici mediciny.

2.vydani. Praha, Karolinum, 568 s. ISBN: 9788024614144.

Luconi, M., Forti, G., Baldi, E. 2002. Genomic and nongenomic effects of estrogens:
molecular mechanisms of action and clinical implications for male reproduction. The
Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology. Volume 80, Issues 4-5, p. 369-
381.

Nagao, T., Yoshimura, S., Saito, Y., Nakagomi, M., Usumi, K., Ono, H. 2001.
Reproductive effects in male and female rats of neonatal exposure to genistein.
Reproductive Toxicology. Volume 15, Issue 4, p. 399-411.

McClain, R.M., Wolz, E., Davidovich, A., Edwards, J., Bausch, J. 2007. Reproductive
safety studies with genistein in rats. Food and Chemical Toxicology. Volume 45, Issue 8,
p.1319-1332.

Paterni, 1., Granchi, C., Katzenellenbogen, J.A., Minutolo, F. 2014. Estrogen receptors
alpha and beta: Subtype-selective ligands and clinical potential. Steroids. Volume 90, p.
13-29.

Park, Y.J., El-Sayed A. Mohamed, Kwon, W.-S., You, Y.-A., Ryu, B.-Y., Pang, M.-G.
2011. Xenoestrogenic chemicals effectively alter sperm funcionla behavior in mice.
Reproductive Toxicology. Volume 32, Issue 4, p. 418-424.

45



Reece, W.H.O. 1998. Fyziologie domacich zvifat. Grada. Praha. 456 s. ISBN:
8071695475

Shama, G., Alderson, P. 2005. UV hormesis in fruits: a concept ripe for
commercialisation. Trends in Food Science and Technology. Volume 16, Issue 4, p. 128-
136.

Sharpel, R.M, Martin, B., Morris, K., Greig, I., McKinnel, Ch., McNeilly, A.S., Walker,
M. 2002. Infant feeding with soy formula milk: effects on the testis and on blood
testosterone levels in marmoset monkeys during the period of neonatal testicular activity.
Human Reproduction. VVolume 17, Issue 7, p. 1692-1703.

Socas-Rodriguez, B., Asensio-Ramos, M., Hernandez-Borges, J., Herrera-Herrera, A.V.,
Rodriguez-Delgado, M.A. 2013. Chromatographic analysis of natural and synthetic
estrogens in milk and dairy products. TrAC Trends in Analytical Chemistry. Volume 44,
p.58-77.

Speroff, L., Glass, R.H., Kase, N.G. 1999. Clinical Gynecologic Endocrinology and
Infertility Sixth dition. Lippincott Williams & Wilkins. p. 1170. ISBN: 0683303791

Svobodova, Z., Bezd¢kovd, B., Dvordk, R., Dvofdkova, D., Grymova, V.,
Hauptman, K., Jahn, P., Jekl, V., Juranova, R., Knotek, Z., Knotkova, Z., Konrad,
J., Kroupova, H., Kulikova, L., Ludvikova, E., Machova, J., Modra, H., Pavlata, L.,
Pechova, A., Pizova, M., Svoboda, Ma., Svoboda, Mi., Suchy, P. Taras, L., Titéra, D.,
Tukac, V., Vesely, V., Vrskova, D. 2008. Veterinarni toxikologie v klinické praxi. 1.
Vydani. Profi Press, s. r. 0., Praha. 256 s. ISBN 9788086726274.

Tan, K.A.L., Walker, M., Morris, K., Greig, ., Mason, J.l., Sharpe. R.M. 2006. Infant
feeding with soy formula milk: efeects on puberty progression, reproductive function and
testicular cell numbers in marmoset monkeys in adulthood. Human Reproduction. Volume
21, Issue 4, p.896-904.

Tsakmakidis, I.A., Lymberopoulos, A.G., Alexandropoulos, C., Boscos, C.M., Kyriakis,
S.C. 2006. In vitro effect of zearalenone and alpha-zearalenol on boar sperm
characteristics and acrosome reaction. Reproduction in Domestic Animals. Volume 41,
Issue 5, p. 394-401

46



Vérnik, Z., Svecova, D., Zajicova, A., Ptinosilova, P. 2004. Repetitorium spermatologie a
andrologie, metodiky spermatoanalyzy. Vyzkumny ustav veterindrniho lékatstvi Brno.

197 s. ISBN: 8086895017.

Wang, D.F., Zhang, N.Y., Peng, Y.Z., Qi, D.S. 2010. Interaction of zearalenone and
soybean isoflavone on the development of reproductive organs, reproductive hormones
and estrogen receptor expression in prepubertal gilts. Animal Reproduction Science.
Volume 122, Issue 3-4, p. 317-323.

Wang, H.W., Wang, J.Q., Zheng, B.Q., Li, S.L., Zhang, Y. D., Li, F.D., Zheng, N. 2014.
Cytotoxicity induced by ochratoxin A, zearalenone, and a-zearalenol: Effect of individual

and combined treatment. Food and Chemical Toxicology. Volume 71, p. 217-224.

Wang, S.-T., Fang, T.-F., Hsu, Ch., Chen, Ch.-H., Lin, Ch.-J., Su, N.-W. 2015.
Biotransformed product, genistein 7-O-phosphate, enhances the oral bioavailability

genistein. Journal of Functional Foods. Volume 13, p. 323-335.

Yang, J. Y., Wang, G. X,, Liu, J. L., Fan, J. J., Cui, S. 2007. Toxic effect of zearalenone
and its derivates a-zearalenol on male reproductive system in mice. Reproductive
Toxicology. Volume 24, Issue 3-4, p. 381-387.

Zatecka, E., Ded, L., Elzeinova, F., Kubatova, A., Dorosh, A., Margaryan, H., Dostalova,
P., Korenkova, V., Hoskova, K., Peknicova, J. 2014. Effect of zearalenone on
reproductive parameters and expression of selected teticular genes in mice. Reproductive

Toxicology. Volume 45, p. 20-30.

47



