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1. Uvod

V poslednich letech se do poptedi zajmu toxikologickych a environmentalnich
vyzkumu dostavaji tzv. mikropolutanty, mezi které patii i farmaka. Prvni hormonalni
antikoncepce byla uvedena na trh v 60. letech minulém stoleti. Postupem c¢asu
antikoncepce zacala byt vyuzivdna mnoha zenami po celém svété a v dnesni dob¢ je na
trhu pfitomna obrovskd skdla rlznych preparati. Zakladni slozkou antikoncepénich
pilulek jsou syntetické progestiny, které se do vodniho prostfedi dostavaji s komunalnimi
odpadnimi vodami, jelikoz na Ccistirnach odpadnich vod nedochdzi k jejich Uplné
degradaci. Ve vodnim prostiedim se tyto latky vyskytuji v koncentraci dosahujicich
jednotek az desitek ng.1™%, ale i takto nizké koncentrace mohou mit negativni ti¢inky na
necilové organismy, jako jsou naptiklad ryby. Syntetické progestiny negativné ovliviiuji
zafazovany mezi tzv. endokrinni disruptory (ECDs).

Moje prace byla zaméfena na sledovani vlivu syntetickych progestinli na vyvoj
pohlavnich organti u kapra obecného (Cyprinus carpio). Tato prace se sklada z literarniho
pfehledu a experimentalni ¢asti. Prvni ¢ést literarniho piehledu je zaméfena na vyvoj
pohlavnich orgédnt u ryb a druhd ¢ast se zabyva vyskytem syntetickych progestinli ve
vodnim prostiedi a jejich vlivem na ryby. Cilem této prace bylo pfedev§im zhodnoceni
vlivu chronické expozice dvéma vybranym syntetickym progestinim na pomér pohlavi
u testovaného druhu ryby. Ziskané vysledky mohou pomoci pii hodnoceni rizika, které

predstavuje vyskyt syntetickych progestinii ve vodnim prosttedi pro ryby.



2. Literarni prehled

2.1. Pohlavni soustava ryb (apparatus genitalis)

U ryb se vyskytuji rizné zplisoby rozmnozovani. Jedna se o gonochorismus,
hermafroditismus nebo o unisexualni rozmnozovani. Typickym zpisobem rozmnozovani
vétsiny kostnatych ryb je gonochorismus, kdy jedinec vytvaii bud’ sam¢i pohlavni organy,
nebo samici pohlavni organy a pohlavi se v prub&hu zivota neméni (Devlin a Nagahama,
2002).

Opakem gonochorismu je hermafroditismus. Existuje synchronni nebo
asynchronni  hermafroditismus  (Devlin a Nagahama, 2002). Synchronni
hermafroditismus znamena, ze u jednoho jedince se vyskytuji jak samci, tak i samici
pohlavni orgény ve stejnou dobu (Barus a kol., 1995). Ptikladem je rivulus mramorovany
(Rivulus marmoratus). Asynchronni hermafroditismus je definovan jako sttidani pohlavi
v prub&hu zivota. Je znama protogynie, protandrie a moznost zmény pohlavi v obou
smérech (Devlin a Nagahama, 2002). Pokud se nejdiive u jedince vytvareji pouze samici
pohlavni organy, které se v pribé&hu zivota pretvareji do samcich pohlavnich organt, tak
se jedna o protogynii (Lubzens a kol., 2010). Piikladem protogynie mize byt moisky
kanic (Mycteroperca microlepis) (Heppell a kol., 2006). Naopak pokud se nejdiive
vytvareji sam¢i pohlavni organy, které se V pribéhu Zivota pietvareji do samicich
pohlavnich organd, tak se jedna o protandrii (Lubzens a kol., 2010), ptikladem je prazma
kralovska (Sparus aurata). Poslednim typem asynchronniho hermafroditismu je stidani
pohlavi v obou smérech v priibéhu ontogeneze, napiiklad u Stétickovce zlatého
(Cirrhitichthys aureus) (Heppell a kol., 2006).

Vzacnéjsi nez hermafroditismus je unisexualni rozmnozovani, kdy se v populaci
vyskytuje pouze jedno pohlavi (sami¢i). Mezi unisexualni rozmnozovani patii
gynogeneze. Gynogeneze je typicka pro karase stribtitého (Carassius gibelio), u kterého
dochazi pouze k aktivaci jiker jinym druhem ryb (Zhou a kol., 2000).

Dale je dilezité zminit pojem intersexualita (intersex). Intersex se projevuje
pfitomnosti pohlavné nevyhranéné gonady prechodného typu a Casto indikuje pohlavni
zvrat u druhd, u kterych hermafroditismus neni znam (Barus a kol., 1995).

Pohlavni soustava gonochoristli se skladd z pohlavnich organd (zlaz, gonéd)

a z vyvodnich pohlavnich cest (Dvofak a kol., 2014). Vétsinou jsou parové gonady
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zavéSené na pobiiSnicovych fasach v horni poloving télni dutiny, podél vnéjsiho okraje
ledvin. Pohlavnimi organy samcti jsou varlata (testes) a sami¢imi pohlavnimi organy jsou
vajeéniky (ovaria) (Barus a kol., 1995). Vyusténi pohlavnich vyvodu je mezi fiti a Fitni
ploutvi a mize byt dvojiho typu, bud’ na samostatné pohlavni papile, nebo na urogenitalni
papile (Dvorak a kol., 2014). VétSina kostnatych ryb patii mezi tzv. jikry kladouci
(oviparni) druhy, u kterych dochazi k vné&jsimu oplozeni jiker ve vodnim prostiedi.
Vnitini oplozeni je u zivorodych druht ryb a byva méné obvyklé (Lubzens a kol., 2010).

Zivorodym druhtim ryb se v této resersi vénovat nebudeme.

2.2. Prvotni zarodecné bunky

Z prvotnich zarode¢nych bunék neboli z angliétiny primordial germ cells (PGCs)
vznikaji haploidni pohlavni bunky, samici vajicka nebo sam¢i spermie. Tyto pohlavni
buiiky zajistuji pfenos genetické informace z jedné generace na druhou. Malé mnozstvi
nediferencovanych prvotnich zarode¢nych bunc¢k vznikd kratce po oplozeni vajicka

béhem brzké faze embryogeneze (Lubzens a kol., 2010).

2.3. Diferenciace gonad

Nediferencované gonady se v prub&hu ontogeneze pietvareji do ovarii nebo do
testes. Diferenciace je fizena geneticky a také rliiznymi vlivy prostiedi (Nakamura a kol.,
1998). Prvotni nediferencované gonady se skladaji z kliry a diené. Béhem ovarialni
diferenciace se kiira vyviji a dfenl degeneruje, zatimco pfi testikularni diferenciaci kiira

degeneruje a drenl se vyviji (Hoar, 1969).

2.4. Samc¢i pohlavni soustava

Testes vSech obratlovctl (od ryb az k savetim) se skladaji ze dvou hlavnich ¢asti,
z intertubularni a tubularni ¢asti. Intertubularni ¢ast obsahuje Leydigovy bunky, krevni
a lymfatické cévy, mastocyty, nervovou tkan, pojivovou tkan a vazivovy obal tzv. tunica
albuginea (Koulish a kol., 2002). Tubularni ¢ast je vymezena bazalni laminou,
zarodeénym epitelem a peritubularnimi myoidnimi bunkami. Zminény zarode¢ny epitel
je tvofen pouze dvéma typy bunck, somatickymi Sertoliho bunikami a zarodecnymi
bunkami, které se nachazeji v riznych vyvojovych stadiich. Zarode¢né buniky pro preziti
V Zivém organismu potiebuji neustaly a blizky kontakt se Sertoliho butikami, které svym
poctem urcuji spermatogenetickou kapacitu testes a jsou také diilezité pro regulaci

spermatogeneze (Matta a kol., 2002). Testes u ryb jsou obvykle parové, ale mohou byt
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Castecné spojeny jako naptiklad u okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) (viz Obr. ¢. 1), nebo

uplné spojeny jako je tomu u zivorodky duhové (Poecilia reticulata) (Billard, 1986).

Obr. &. 1: Casteéné spojeni testes u okouna Fiéniho (archiv autora)

Parenchym testes u ryb mtize byt dvojiho typu. Prvnim typem je tzv. hroznovité
(acinozni) usporadani, které se vyskytuje napt. u kaprovitych (Cyprinidae) a stikovitych
(Esocidae) (Kaestner, 1991). U tohoto uspofadani se z pruh zarode¢nych bunék
opakovanym délenim vytvaieji kulovité shluky, které se protahuji do délky a uvnitf
vznika dutina, obklopena nékolika vrstvami spermatogonii (Antychowicz, 1988).

Druhym typem je radialni uspotadani, které se nachéazi naptiklad u okounovitych
(Percidae). Zminéné radialni uspofadani vznika tak, ze se epitelové burniky na vnitini
strané zarodecnych bun€k mnozi rychleji, a proto v gonadich vznikaji radidlné

uspotadané pary bunék (Kaestner, 1991; Barus a kol., 1995).

2.4.1. Testikularni diferenciace
Identifikace ranych testes na zdkladé vyvojovych charakteristik zarode¢nych
bun¢k je velmi obtizna, jelikoz prvotni zarodeéné bunky v gonadach, které jsou

piedurceny stat se testes, jsou dlouhou dobu v pasivnim stadiu vyvoje (Nakamura a kol.,
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1998). Napriklad u uhote japonského (Anguilla japonica) spermatogeneze probiha az
tésné pied katadromni migraci (Satoh a kol., 1962).

U tlamouna nilského (Oreochromis niloticus) byl pozorovan §térbinovy prostor,
ktery se nachazel od proximalni ¢asti smérem do centra gonady. Tento prostor byl
identifikovan jako zaklad vyvodnych kanalkd varlete (viz Obr. ¢. 2), proto formovani
téchto kanalkli mize byt urcitym kritériem k urceni testikularni diferenciace u tohoto

druhu (Nakamura a kol., 1998).

Dny po vykuleni 100-150

10 23-26 33 50

Spermatogoniim

Pofivova tkai

Obr. ¢. 2: Schematické zobrazeni testikularni diferenciace u tlamouna nilského (upraveno

podle Nakamura a kol., 1998)

U lososa masu (Oncorhynchus masu) a lososa keta (Oncorhychus keta) se u budoucich
testes formuji krevni vlaseCnice u zdanlivych vyvodnych kanalkl, pfedevSim
Vv proximalni a distalni ¢asti, zatimco u ovarii se vlasecnice objevuji pfedevsim v lateralni
¢asti (Nakamura, 1978). Tato charakteristika proto miiZze byt pouZita pfi ur€ovani pohlavi
u lososti (Nakamura a kol., 1998). Lepori (1980) popisuje testikularni diferenciaci u kapra
obecného (Cyprinus carpio). Na Obr. ¢. 3 je mozné vidét jednoduché napojeni gonady na

peritonealni sténu, bez vzniku jakékoliv dutiny.
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Obr. ¢. 3: Schematické zobrazeni testikularni diferenciace u kapra obecného (upraveno
podle Lepori, 1980). Vysvétlivky: (ZB) zarode¢né bunky; (SB) somatické buiky; (PS)

peritonealni sténa; (C) cévy; (SK) semenotvorné kanalky

2.4.2. Spermatogeneneze

V obecném pojeti je spermatogeneze urCity vyvojovy proces, pii kterém malé
mnozstvi diploidnich bun€k produkuje velké mnozstvi vysoce diferencovanych
haploidnich bunék (Nobrega a kol., 2009). Spermatogeneze je rozdilna u blanatych
obratlovcu (plazi, ptaci, savci) a u bezblannych obratlovet kam patii paryby, ryby
a obojzivelnici. Jednotlivé faze spermatogeneze u bezblannych obratlovcl jsou
znazornény na Obr. ¢. 4. Ze zarodeénych bunek vznikaji nediferencované spermatogonie
typu A. Déle probiha rist a mnoho morfologickych zmén, diky kterym nasledné vznikaji
spermatogonie typu B. Po ukonceni mitdézy Se spermatogonie typu B diferencuji do
primarnich spermatocyti, ze kterych po prvnim meiotickém déleni vznikaji sekundarni
spermatocyty. Ze sekundéarnich spermatocytd vznikaji druhym meiotickym délenim
spermatidy (Schulz a kol., 2010).
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Obr. ¢. 4: Spermatogeneze u Dania pruhovaného (upraveno podle Schulz a kol., 2010).
Vysvétlivky: (BL) bazalni lamina; (SB) Sertoliho buniky; (LB) Leydigovy buiiky; (KC) cévy;
(MB) myoidni buiiky; (AS-N*) nediferencované spermatogonie typu A (kmenové buiiky); (AS-
N) nediferencované spematogonie typu A; (AS-N) diferencované spermatogonie typu A; (BS-
BS) spermatogonie typu B - ¢asné stadium; (L/Z) leptotenni/zygotenni primarni spermatocyt; (P)
pachytenni primarni spermatocyt; (D/MII) diplotenni spermatocyt v metafazi [; (D/MII)
sekundarni spermatocyt v metafazi II; (E1) ¢asna spermatida; (E2) stiedné pokrocild spermatida;

(E3) zrala spermatida; (S) spermie

U ryb se vykytuje cysticky typ spermatogeneze (Callard, 1996). Pro cysticky typ
je charakteristické, ze uvnitf spermatogenetickych tubulii tvofi cytoplazmaticka
membrana Sertoliho bun€k cysty, které obklopuji synchronné se vyvijejici skupiny
zarodecnych bunék a zminéné Sertoliho buniky maji schopnost se mnozit i u dospélych
jedinct ryb (Schulz a kol., 2005).

Podle struktury testes muzeme rozdé&lit spermatogenezi na tubularni typ nebo na
lobularni typ viz Obr. ¢. 5 (Billard, 1986). V centru varlete se u tubularniho typu
vyskytuje velka dutina, ve které jsou ulozeny spermie. Okolo této dutiny se nalézaji
tubuly, které smétuji od dutiny smérem k obvodu varlete (Billard, 1972). Ve vrcholech

téchto tubull se soustfed’uji zarode¢né buiiky a nediferencované spermatogonie. Casna

15



stadia spermatogonii tvoii cysty, které¢ v prubéhu spermatogeneze postupuji do centra
varlete. Tubularni typ testes byl popsan naptiklad u zivorodky duhové (Billard, 1986).
U lobularniho typu pojivova tkan vytvaii nepravidelné tubuly, které jsou lemovany
epitelem se Sertoliho bufikami a zarode¢nymi bunikami. Lobularni typ ma spermatogonie
typu A okolo lobulii, zatimco u tubularniho typu se vyskytuji spermatogonie typu A pouze
ve vrcholcich tubuld, jak jiz bylo zminéno. Béhem spermatogeneze cysty sestupuji piimo
do stifedu lobult. Na konci spermatogeneze jsou spermie uvoliiovany do lobularnich
lumenu, ze kterych se dostavaji do vyvodnych kanalka testes (Billard, 1972; Billard,
1982). Lobularni typ testes se vyskytuje u vétsiny kostnatych ryb, naptiklad u kaprovitych
a lososovitych (Billard, 1986).

Tubularni typ Lobularni typ
® SA
7 ) Cysta
— /) Sb
Pohyb:
- Cyst

VK == Spermii

%
s = :%: y ; v

7K« Spermie Baym ) 1\
oYY Y = e =

Obr. ¢. 5: Schematické zobrazeni dvou typt struktury testes, tubularni typ u Zivorodky
duhové a lobularni typu u pstruha (upraveno podle Billard, 1986). Vysvétlivky: (SA)
spermatogonie typu A; (Sb) Sertoliho buiky; (Vk) vyvodné kanalky

2.5. Samici pohlavni soustava

Sami¢imi pohlavnimi organy jsou ovaria, ktera produkuji sami¢i pohlavni buriky,
u ryb znamé jako jikry (Dvorak a kol., 2014). Ovaria se Vv télni dutiné zakladaji parovite,
ale umnoha druht ryb je v dospélosti viditelna urcitd asymetrie. Uvniti ovarii se
vyskytuji prepazky, které mohou byt postaveny piicné jako napf. u okouna a candata,

nebo jsou postaveny podéIn¢ jako napt. u makrely a tresky (Barus a kol., 1995).
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2.5.1. Ovarialni diferenciace

U medaky japonské (Oryzias latipes) se uvadi, ze se ve zdanlivych ovariich po
vykuleni jedince nachdzi vétsi pocet zarodecnych bunék, nez je tomu u zdanlivych testes.
Navic mitéza a meidza probihaji diive u ovarii, nez u testes (Nakamura a kol., 1998).
Také u geneticky uréenych samic medaky japonské probiha mitéza zarode¢nych bunék
jesté pred vykulenim jedince, zatimco u geneticky urcenych samci k mitéze nedojde,
dokud celkova délka téla jedince nedosahne 6,5 cm (Ornitake, 1972). VéEtsi pocet
zarode¢nych bunék u zdanlivych ovarii byl pozorovan také u tlamouna mosambického
(Oreochromis mossambicus) a pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), ale i u dalsich
druht kostnatych ryb. Obecné se tedy akceptuje, ze pted pocatkem ovarialni diferenciace
dochazi ke zvyseni poc¢tu zarode¢nych bunék (Nakamura a kol., 1998).

Na zacatku pohlavni diferenciace u dania pruhovaného (Brachydanio rerio) se
v gonddach vyskytuji pouze oocyty (Takahashi, 1977). Nasledné u poloviny jedinct
oocyty Vv gonddach degeneruji a mizi, dochazi k rozvoji testikularni tkdné, stroma
agonady se diferencuji do testes. Tento jev je oznaCovan jako juvenilni
hermafroditismus. Juvenilni hermafroditismus byl popsan i u parmicky Cctyivousé
(Barbus tetrazona tetrazona) nebo u lososa masu (Oncorchynchus masou), a proto pre-
meiotické oocyty nejsou spolehlivym parametrem pii ur€ovani pohlavi u téchto druhii ryb
(Nakamura a kol., 1998).

U tlamouna mosambického a karase stiibfitého, ale i u dalSich druhi ryb, je
pocatek oogeneze spojen s formovanim ovarialni dutiny (Nakamura, 1978; Lepori, 1980).
Ovarialni dutina miize vznikat riznymi zptisoby (Nakamura a kol., 1998). Na Obr. ¢. 6 A
je znazornén vznik parovarialni dutiny u kapra obecného (Lepori, 1980). Tato dutina se
vyskytuje v prostoru mezi gonadou a peritonealni sténou. (Nakamura a kol., 1998).
Naopak u okouna fi¢niho dochazi ke vzniku endovarialni dutiny viz Obr. ¢. 6 B.

Endovarialni dutina se nachazi, jak ndzev napovida, uvnitt gonady (Lepori, 1980).
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Obr. ¢. 6: (A) Schematické zobrazeni vzniku parovarialni dutiny u kapra obecného.
Vysvétlivky: (ZB) zarodecné buiiky; (SB) t€lni buiiky; (C) céva; (PD) parovarialni dutina; (PS)
peritonealni sténa; (G) gonada. (B) Schematické zobrazeni vzniku endovarialni dutiny u okouna
ficniho. Vysvétlivky: (PZB) primarni zarodecné bunky; (PS) peritonealni sténa; (ZB) zarodecné

buniky; (VJ) vajecnikova jamka; (ED) endovarialni dutina (upraveno podle Lepori, 1980).

2.5.2. Oogeneze

Oogeneze je proces, pii kterém dochazi k vytvareni samicich pohlavnich bunék
neboli vajicek. Vyvoj vajicek probiha uvnitt ovarialnich folikuld. Tento proces je velmi
slozity a je doprovdzen masivnimi strukturdlnimi a funk¢énimi zménami (Cerda a kol.,

2008a,b). Na zacatku oogeneze jsou prvotni zarodeéné bunky, které se formuji do
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oogonii. Oogonie se vyvijeji uvnitt primordidlniho ovaridlniho folikulu a nasledné vznika
primarni oocyt, ktery vstupuje do meidzy |. Po vstupu do meidzy | je oocyt zadrzen
v profazi |. Béhem této faze (vitelogeneze) dochédzi Krlstu oocytu a Uvniti se
shromazd’uje RNA a energetické rezervy, které jsou dulezité pro budouci vyvoj embrya
(Lubzens a kol.,, 2010). Vitelogeneze je obecné popisovana jako inkorporace
vitelogenniho proteinu, lipidii a vitamin do oocytu (Le Menn a kol., 2007). Obnoveni
meidzy je spojeno s rozpadem zarodeéného vacku a po prvnim meiotickém dé€leni
vznikaji dvé builky odlisné velikosti. Mensi builka je prvni polové télisko, které
degeneruje a vétsi buiika, oznaCovana jako sekundarni oocyt, je zadrzena v metafazi
druhého meiotického déleni. Vyvoj oocytu je znazornén na Obr. ¢. 7. K ovulaci dochazi
az na konci procesu dozravani oocyti, kdy se sekundarni oocyt pfesunuje do ovaridlniho
lumenu nebo do abdominalni dutiny (zalezi na druhu). Zde dochéazi k druhému
meiotickému déleni a vznika haploidni vaji¢ko (ovum) a druhé poélové télisko, které také
degeneruje (Lubzens a kol., 2010).

) Rozpad
Vstupdo  Replikace Vitelogeneze zarode¢ného polove

meidzy DNA o Vacku télisko
0-+0+0+@- () @
= Meioza Zadrzeni v profazi I Zadrzeni v metafazy II
Mitéza Gl S G2 '/ Profize [ | ;\'{etafalze 1 | AnaTelofize I Metafize 11
7/ M-faze

Vyvoj oocytu

Obr. ¢. 7. Schematické zobrazeni vyvoje oocytu u kostnatych ryb (upraveno podle
Lubzens a kol., 2010). Vysvétlivky: (G1) prvni faze ristu; (S) synteticka faze; (G2) druha faze

rustu; (ZV) zarodeény vacek

2.6. Progestiny

Progestiny jsou dilezitou slozkou oralni antikoncepce, ale vyuzivaji se i k 1é¢bé
riznych patologickych stavi (Kumar a kol., 2015), a to k hormonalni substitu¢ni terapii,
prevenci pied¢asného porodu, nebo u hormonalnich onemocnéni jako je naptiklad
endometrioza (Zhao, 2015). Dale maji vyznam v zivocisné vyrobé€, kde jsou vyuzivany
naptiklad v USA a Ciné jako riistové promotory u dobytka (Fent, 2015), nebo k fizené
reprodukci (Liang a kol., 2015).
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2.6.1. Vlastnosti a ¢lenéni syntetickych progestini

Syntetické progestiny patii mezi steroidni hormony (Fent, 2015) a svymi G¢inky
napodobuji ptirodni hormon progesteron, ktery je jedinym pfirodnim progestinem u lidi
(Besse a Garric, 2009). Ptirodnim progestinem u ryb je naptiklad 17,20B-
dihydroxypregn-4-en-3-an nebo 17,208,21-trihydroxy-pregn-4-en-3-an. Progesteron
U ryb nema tak vyznamnou roli jako u lidi (Scott a kol., 2010). Syntetické progestiny jsou
strukturné odvozeny 0d Zenského hormonu progesteronu P4, nebo od muzského hormonu
testosteronu (Sitruk-Ware a Nath, 2010). Viz Obr. ¢. 8. Relativné nedavno se zacal

vyrabét také derivat spironolaktonu pod ozna¢enim drospirenon (Kumar a kol., 2015).

Progesteron P4 Testosteron

Obr. ¢. 8: Zakladni struktura progesteronu P4 a testosteronu (upraveno podle Kumar
a kol., 2015)

Progesteronové derivaty miizeme rozdélit na pregnany a norpregnany, zatimco derivaty
z testosteronu na estrany a gonany (Sitruk-Ware a Nath, 2010). Rozdéleni
progesteronovych a testosteronovych derivata viz Tab. ¢. 1.

Z hlediska historického vyvoje syntetickych progestini mizeme tyto latky
rozdélit do nékolika skupin, progestiny prvni, druhé, tieti a ¢tvrté generace. Progestiny
prvni generace byly syntetizovany v 50. letech minulého stoleti. Jednalo se o derivaty
testosteronu, které mély neZadouci androgenni efekt, tedy aktivitu muZského pohlavniho
hormonu (Bartak, 2006). Prvni oralni antikoncepce obsahovala progestin prvni generace,
jmenovité to byl norethynodrel (Dhont, 2010). Progestiny druhé generace, kam patii
levonorgestrel nebo noresthisteron, jsou také derivaty testosteronu, ale vykazuji mensi
androgenni efekt nez progestiny prvni generace. Progestiny tieti generace, nékdy
oznacované jako neandrogenni progestiny, maji mit minimalni androgenni aktivitu. Stale
se ale jedna o derivaty testosteronu. Piikladem progestinu tfeti generace je gestoden

(Bartak, 2006), nebo desogestrel (Runnals a kol., 2013). Progestiny ¢tvrté generace
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vznikaly v pribéhu poslednich let a jsou nékdy nazyvané jako idealni progestiny, tedy
bez androgenni aktivity. Do Ctvrté generace progestinl patfi drospirenon, nomegestrol

acetat nebo nestoron (Sitruk-Ware a Nath, 2010).

Tab. ¢&. 1: Clenéni a piiklady vybranych syntetickych progestint (upraveno podle Kumar a kol.,
2015; Genazzani a kol., 2000)

Strukturni
odvogent Skupina Progestin ZKkratka
Med roxyprcigesteron VPA
acetat

Pregnan Medroxyprogesteron MEP
Chlormadinon acetat CMA

Frogesteron Cyproteron acetat CPA
Nomegestrol acetat NGA

Norpregnan Nestoron NES

Trimegeston TRI

Ethisteron ETH

Norethisteron NET

Estran Norethisteron acetat NEA

Ethynodiol diacetat EDA

Dienogest DIE

Testosteron Levonorgestrel LNG
Dydrogesteron DDG

Gonan Norelgestromin NGMN

Desogestrel DSG

Norgestimat NTE

Gestoden GES

Spironolakton Drospirenon DRO

Progestiny ptsobi zejména na mozek (hypothalamus, podvések mozkovy)
areprodukéni organy (Fent, 2015). Uginky progestini na organismus lidi jsou
zprostfedkovany zejména interakci s progesteronovymi receptory (PR) (Thomas a kol.,

2004). Nezadoucim u¢inkem syntetickych progestint je interakce s jinymi receptory jako
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jsou: androgenni (AR), estrogenni (ER), glukokortikoidni (GR), nebo
mineralokortikoidni (MR) receptory (Kumar a kol., 2015). Biologicka aktivita nékterych
vybranych syntetickych progestinti u lidi je shrnuta v Tab. ¢. 2. Zminéné syntetické
progestiny étvrté generace se vazou piedevSim na progesteronovy receptor a S dal§imi
receptory interaguji minimalné (Sitruk-Ware a Nath, 2010).

Principem hormonalni antikoncepce je ovlivnéni c¢innosti vajecnikd skrze
pozménénou produkci gonadotropnich hormont, jmenovité luteinizaéniho (LH)
a folikulostimula¢niho (FSH), které jsou produkovany podvéskem mozkovym (Bartak,
2006). Oralni antikoncepce obsahuje kombinaci syntetického estrogenu ethinylestradiolu
(EE2) a syntetického progestinu (Runnalls a kol., 2013). Existuji rizné kombinace
syntetickych progestinti se syntetickym estrogenem, ale davka progestini je vzdy vyssi

(az 100x) v porovnani s estrogenem (Zeilenger, 2009).

Tab. ¢. 2: Vybrané syntetické progestiny a jejich biologicka aktivita u lidi (upraveno podle
Schindler a kol., 2003; Kumar a kol., 2015)

Aktivita

Progestin PR ER |Anti-ER| AR Anti-AR | GR
Chlormadinon acetat + - + = + o
Cyproteron acetat + - + +/- + +
Medroxyprogesteron + - + + +/- +
Nomegestrol acetat + - + - + -
Norethisteron + + + + +/- -
Levonorgestrel + +/- + + - -
Norgestimat + - + + - -

Gestoden + +/- + + - +/-
Drospirenon + - I - ¥ _

Vysvétlivky: (+) aktivni; (-) neaktivni; (+/-) literatura se neshoduje; (PR) progesteronova;
(ER) estrogenni; (Anti-ER) anti-estrogenni; (AR) androgenni; (Anti-AR) anti-androgenni; (GR)
glukokortikoidni

2.6.2. Vyskyt progestinii ve vodnim prostiedi

Progestiny se dostavaji do komunalnich odpadnich vod v disledku relativné velké
spotieby rtuznych 1éCiv (piedev§im oralni antikoncepce) obsahujici tyto hormony. Na
¢istirnach odpadnich vod nedochézi k jejich i¢innému odstranéni, a proto se progestiny
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(Zhao a kol., 2015) a jejich metabolity dostavaji az do vodniho prostiedi (Besse a Garric,
2009). Celosvétova spotteba syntetickych progestinti neni pfesné znama, ale byly
provedeny odhady spotieb nékterych slou¢enin v konkrétnich evropskych zemich
(Kumar a kol., 2015). Spotieba syntetickych progestini se mezi jednotlivymi zemémi lisi.
Napiiklad ve Svycarsku v roce 2010 byla nejvétsi spotieba drospirenonu (okolo 90 kg),
cyproteronu acetatu (cca 50 kg) a dydrogesteronu (cca 36 kg) (Fent, 2015). Ve Francii
v roce 2004 vykazoval nejvétsi spotieba cyproteron acetat (cca 822 kg), dydrogesteron
(cca 745 Kg) a chlormadidon acetat (cca 385 kg) (Besse a Garric, 2009).

Koncentrace syntetickych progestinti se V odpadnich vodach pohybuje v rozmezi
od nékolika jednotek az do stovek ng.I' (Fent, 2015). Napiiklad ve Spanélsku byl
levonorgestrel detekovan v koncentracich 0,2-16,1 ng.I! na piitocich do &istirny
odpadnich vod (COV) a na odtoku z COV v koncentraci 0,2-4 ng.I"t (Lopez de Alda
akol., 2002). Dale v Malajsii byla u norethisteronu zaznamenana koncentrace az
188 ng.I" ve vycisténé odpadni vodg, pricemz norethisteron patiil v té dobé mezi pét
nejvice konzumovanych progestind Vv této zemi (Al-Odaini a kol., 2010). Dalsi
koncentrace syntetickych progestinii v odpadnich vodach jsou uvedeny v Tab. ¢. 3. Chang
a kol. (2011) poukazuji na to, Ze koncentrace progestinii na pfitoku v porovnani s
koncentracemi na odtoku nékterych ¢istiren odpadnich vod nebyly pfili§ rozdilné. Na
druhé strané v Pekingu byly hodnoty progestinii v odtékajici vody z Cistirny odpadnich
vod mnohem mensi nez v pfitékajici vodé. Dochazelo zde k odstranéni progestint
s ucinnosti az 90 %.

V povrchové vod¢ byly Casto detekovany koncentrace podobné tém, které byly
zaznamenany ve vyci§téné odpadni vodé. Jednalo se zpravidla o koncentrace dosahujici
jednotek az desitek ng.I, ale nékdy jsou i vétsi (Fent, 2015), napiiklad v Malajsii byla
naméiena koncentrace levonorgestrelu az 213 ng.lt (Al-Odaini a kol., 2013). Déle
koncentrace norethisteronu se v povrchové vodé v Malajsii pohybovala v rozsahu pod
mezi detekce az po 2,9 ngl! (Vulliet a kol., 2008). V jezete Balaton a fece Zala
v Madarsku byly zjistény koncentrace levonorgestrelu 0,85-3,40 ng.I"t a drospirenonu
0,26-4,30 ng.I'* (Avar a kol., 2016). Dalsi informace o koncentracich syntetickych

progestinti v povrchovych vodach jsou uvedené v Tab. €. 3.
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Tab. ¢. 3: Koncentrace vybranych syntetickych progestinii v odpadnich a povrchovych vodach.

) Pritok COV Odtok COV Povrchova
Progestin Odkaz
(ng.I%) (ng.I"Y) voda (ng.I")
Al-Odaini a kol.,
NA NA 38
2010
28,6 6,7 3,7 Liu a kol., 2011
59 9,2 NA Liu a kol., 2011
LNG Qiao a kol.,
74,3 8,1 75
2009
Vulliet a kol.,
NA NA 53a7
2008
Vulliet a kol.,
NA NA 3,6
2008
Viglino a kol.,
205a70 53 ND
2008
Petrovic a kol.,
<0,2-8,9 NA NA
2002
NET
Vulliet a kol.,
NA NA 2
2011
Vulliet a kol.,
NA NA 2,7-2,8
2008
Chang a kol.,
0,21a242 0,03a0,42 ND
2008
Amman a kol.,
6,42 NA 1-5
2014
MPA NA 2,42 0,9 Liu a kol., 2014
Chang a kol.,
NA NA 34
2009
Kolodziej a kol.,
NA 15 1
2003

Vysvétlivky: (LNG) levonorgestrel; (NET) norethisteron; (MPA) medroxyprogesteron

acetat; (ND) pod mezi detekce; (NA) neanalyzovano
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2.6.3. Vliv synteticky progestinii na ryby

Syntetické progestiny se dostavaji do vodniho prostiedi a mohou tak negativné
pusobit na vodni organismy (Hua a kol., 2015), ale doposud bylo jen n¢kolik téchto latek
testovano ohledné jejich moznych ucinkd na ryby (Runnalls a kol., 2013). U ranych
vyvojovych stadiich ryb expozice syntetickym progestinim ve vod¢ negativné ovliviiuje
vyvoj gonad, coz vede ke zméné poméru pohlavi (Fent, 2015). Expozice nékterych
syntetickych progestinti i pti velmi malych koncentracich n&kolika ng.I"! miize ovliviiovat
plodnost, reprodukci a reprodukéni chovani u dospélct mnoha druhti ryb (Kolodziej
a kol., 2003; Kumar a kol., 2015; Fent, 2015). N¢které syntetické progestiny s androgenni
aktivitou mohou také zptisobovat maskulinizaci u samic, tzn. vyvoj sekundarnich
pohlavnich znaku typickych pro samce (Bain a kol., 2015). Mezi progestiny, u kterych
jiz bylo prokazano, ze zpusobuji maskulinizaci samic patii levonorgestrel, gestoden,
norethisteron a desogestrel (Zeilinger a kol., 2009; Runnals a kol., 2013; Paulos a kol.,
2010). Expozice gestodenu nebo desogestrelu v koncentraci > 1 ng.I* a 100 ng.I* v
uvedeném potadi, po dobu 21 dni zplsobovala maskulinizaci u samic jelecka
velkohlavého (Fathead minnow) (Runnals a kol., 2013). Zeilinger a kol. (2009)
zdokumentovali, ze 21 denni expozice levonorgestrelu v koncentraci > 0,8 ng.I"! také
zpusobovala maskulinizaci u jele¢ka velkohlavého. Piiklady dalSich ucinku syntetickych

progestind jsou uvedené v Tab. €. 4.
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Tab. ¢. 4: Uginky vybranych syntetickych progestini

Pohlavi, ,
_ LOEC Doba | Ucinky
Progestin Druh vékova Odkaz
(ng.I'Y) ) trvani (na)
skupina
Zeilinger
Jelecek ) Snizeni
Levonorgestrel 0,8 Samice | 21 dni _ a kol.,
velkohlavy plodnosti
2009
Jeleéek 86,9 a Piezitia | Overturf a
Levonorgestrel Embryo | 28 dni
velkohlavy | 462 rust kol., 2014
_ Jelecek ) Snizeni Paulos a
Norethisteron 1 Samice | 21 dni )
velkohlavy plodnosti | kol., 2010
_ Medaka ) Snizeni Paulos a
Norethisteron | 25 Samice | 28 dni _
japonska plodnosti | kol., 2010
Runnalls
Jelecek ) SniZeni
Gestoden 1 Samice | 21 dni _ a kol.,
velkohlavy plodnosti
2013
Zeilinger
) Jelecek ) SniZeni
Drospirenon 6500 Samice | 21 dni _ akol.,
velkohlavy plodnosti
2009
Jelecek ) Snizeni | Paulos a
Desogestrel 1000 Samice | 21 dni )
velkohlavy plodnosti | kol., 2010

Vysvétlivky: (LOEC) nejnizsi koncentrace testované latky, pfi které jsou pozorovany
G&inky
2.6.3.1. Vliv syntetickych progestini na gonady ryb

Jak jiz bylo zminéno, tak progestiny vyrazn€ ovliviiuji vyvoj gonad a ve vysledku
pak pomér pohlavi u ryb (Fent, 2015). Expozice dydrogesteronu (1263 ng.I") a smési
medroxyprogesteronu acetatu s dydrogesteronem o koncentraci 432 a 1663 ng.l™?
(Vv uvedeném potadi) trvajici 21 dnu snizila poéty oocytd v ovulaéni fazi v ovariich ve
srovnani s kontrolou u dospélcti dania pruhovaného (Danio rerio). Expozice stejné smési
a dydrogesteronu 0 89 ng.I? zvysila mnozstvi zralych spermatocytii v testes
exponovanych ryb ve srovnani s kontrolou (Zhao a kol., 2015).

Experiment autorti Liang a kol. (2015), ve kterém byl testovan vliv norgestrelu na

pomér pohlavi u dania pruhovaného, ukézal, Zze koncentrace testované latky > 34 ng.I™
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zvysily procentuélni zastoupeni samct na 100 %. Expozice norgestrelu probihala od 20.
do 60. dne po oplozeni jiker, po 60. dni byly ryby pfemistény do Cisté vody bez
pritomnosti testované latky a pohlavi ryb bylo ur€ovano az 140. den po oplozeni. Je nutné
zminit, Ze norgestrel je racemicka smés, kde jen jedna slozka je biologicky aktivni a druha
nikoliv. Biologicky aktivni slozkou je zde levonorgestrel. Hua a kol. (2015) ktery
exponoval dénia pfimo levonorgestrelem v koncentraci vétsi nez 10 ng.I™t, opét pozoroval
100% zastoupeni samct V pokusnych skupinach. V tomto piipadé expozice probihala
v obdobi od oplozeni jiker az do 63. dne po oplozeni.

Dalsim piikladem je experiment autorit Svensson a kol. (2016), kde bylo danio
pruhované exponované levonorgestrelu a progesteronu. Cilem bylo zjistit, jak se budou
lisit u¢inky testovanych latek v zavislosti k délce expozice a véku dania pruhovaného. Pii
koncentraci levonorgestrelu > 5,5 ng.I" a expozici za¢inajici 20. den a konéici 80. den po
oplozeni, bylo jiz 50. den po oplozeni pozorovano 100 % samci v exponovanych
skupinach a 80. den po oplozeni byly vysledky stejné. Naopak stejna expozice
progesteronu, latky bez androgenniho ucinku, nezpisobila Zadné vyrazné zmény v
pomeéru pohlavi v testovanych skupinach 50. ani 80. den po oplozeni. Z vysledkl bylo
ziejmé, ze po 50. dni od oplozeni uz nedochazi k ovlivnéni poméru pohlavi v porovnani

s 80. dnem po oplozeni.
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3. Material a metodika

V prostorach Laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie (LVTI) na VURH
ve Vodnanech (FROV JU) byl proveden chronicky test na kapru obecném (Cyprinus
carpio), ktery byl vystaven ptisobeni dvou riznych syntetickych progestinu (gestodenu,
drospirenonu) a jejich vzajemné kombinaci. Test trval 160 dnti a probihal od stadia
vackového plidku az do obdobi, kdy doslo k vyvoji pohlavnich organti. Vackovy plidek
byl ziskan z Genetického rybaiského centra ve Vodiianech (VURH, FROV JU).

Samotny experiment byl provadén pracovniky laboratoie Vodni toxikologie a
ichtyopatologie, zejména Mgr. Jitkou Tumovou a Ing. Pavlem Sauerem. M4 role
V experimentu spocivala predevs§im ve zpracovani histologickych vzorki, konkrétné
fezani tél ryb na mikrotomu, zalévani vzorkd do parafinovych blo¢kti a pomoci

Vv ostatnich krocich histologického zpracovani.

3.1. Navrh experimentu

Ryby byly v chronickém testu rozdéleny do péti pokusnych skupin ve dvou
opakovanich. Do kazdé skupiny bylo nasazeno 200 ks oplozenych jiker. Prvni kontrolni
skupina byla chovana v ¢isté fedici vodé bez pFitomnosti progestinti. Jako fedici voda
byla pouzita dechlorovana voda z vodovodniho fadu. Druha kontrolni skupina byla
chovéna v fedici vodé s rozpoustédlem DMSO (dimethylsulfoxid) o koncentraci 5 pl.I™,
Do pokusnych skupin byly davkovany progestiny rozpusténé v DMSO, aby se docililo
lepsiho rozpusténi testovanych latek (testované latky maji lipofilni charakter). Z tohoto
divodu byla zahrnuta kontrolni skupina s DMSO, aby byl vylou€en efekt samotného
rozpoustédla. Tieti skupina ryb byla vystavena puisobeni gestodenu v koncentraci 2 ng.I”
! a &tvrta skupina drospirenonu v koncentraci 2 ng.I"t. Posledni, pata skupina (Mix) byla
vystavena smési gestodenu a drospirenonu, kde kazda latka dosahovala koncentrace 2
ng.I".

Prvni mésic byly ryby chovany ve sklenénych krystalizacnich miskach a poté byly
pteloveny do sklenénych lahvi S objemem lazné 2-3 litry. Za mésic a pul nasledoval
presun do sklenénych akvarii, kde se objem lazné postupné zvysoval ze 100, na 200 az
300 litrd vzhledem k ristu ryb. Jednalo se o semistatické systémy, kde dochdzelo
k vyméné lazni kazdych 24 hodin. Od 6. dne byly ryby krmeny ad libitum dvakrat denné
zabronozkou solnou (Artemia salina), postupné se piechazelo na granulovanou potravu.

Poslednich 60 dna byla pfedkladana pouze granulované potrava bez Zabronozky solné.
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V pribéhu testu byla denné evidovana mortalita ryb, kuleni, teplota vody, pH vody a
koncentrace rozpusténého kysliku. Primérna teplota vody byla 21 °C, pH vody se
pohybovalo okolo 7,7 a koncentrace rozpusténého kysliku okolo 98,7 % nasyceni. Po
160-ti dnech byly ryby usmrceny vyssi davkou anestetika (fenoxyethanolu), nasledné
byly zméfeny a zvazeny. Bfi$ni dutina ryb byla ¢aste¢né oteviena a ocasni ¢ast téla byla

odstranéna. Poté byly ryby ulozeny do 10% roztoku pufrovaného formalinu (in toto).

3.1.1. Hmeotnost, délka a Fultonuv koeficient

Délka téla (longitudo corporis) ryb byla méfena pomoci posuvného méfitka a
hmotnost ryb byla zaznamenavana na laboratornich pfedvazkach se zaokrouhlenim na
jedno desetinné ¢islo. Ze zjisténych délek a hmotnosti byl vypocitan Fultoniiv koeficient

podle vzorce viz nize.

Fultoniv koeficient: Ks = % - 100, kde m je hmotnost téla (g) a DT je délka téla

(cm).

3.1.2. Ovéreni koncentrace progestini

Vzorky lazné pro ovéfeni koncentrace testovanych latek byly ndhodné odebrany
6x v prabéhu testu z kazdé skupiny. Odbéry byly provadény po obnové lazné (cca do 0,5
hodiny po aplikaci progestini do akvarii) a po 24 hodinach pted vyménou star¢ 1azné za
novou. Koncentrace testovanych latek byla méfena pomoci kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) ve spolupraci s Laboratoii
environmentélni chemie a biochemie (ECHB) na VURH ve Vodianech (FROV JU).

3.2. Histologické zpracovani vzorki
3.2.1. Chemikalie

Chemikalie pouzité v experimentu:
e Aceton: Penta, Cisty
e Dekalcifikaéni roztok: VWR Prolabo Chemicals, Roztok kyseliny
mravenci
e FEosin: Diapath, Alkoholovy roztok 0,5 %
¢ Ethanol absolutni: Penta, p.a., 100%
e Ethanol histologicky: Diapath, Histoalkohol 99,7-99,9 %
e Hematoxylin (Mayertv): Diapath

e Lepidlo: Histolab, Pertex, Montovaci médium pro svételnou mikroskopii
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e Parafin: Bamed, Histowax 56-58 °C
e Pufrovaci roztok (Scott’s tap water)

e Xylen: Penta, p.a., Sm¢s izomert

3.2.2. Pristroje
Ptistroje pouzité v experimentu:
e Barvici automat: Sakura, 1452
e Mikrotom: Diapath Galileo
e Susarna: Thermostat, Ekom BT50
e Tkénovy procesor: Bamed
e Topna deska: Sakura, 1452
e Vodni lazen: Medite, TFB 55
e Zalévaci linka: Leica, EG 1150H

3.2.3 Postup histologického zpracovani vzorki

Histologické zpracovani tél ryb probihalo v nasledujicich krocich: dekalcifikace,
dehydratace, zalévani do parafinovych blo¢kt, fezani pomoci mikrotomu a barveni fezl
hematoxylinem a eosinem.

Na zacétku histologického procesu byly ryby premistény z 10% formalinu do
dekalcifika¢niho roztoku. Dekalcifikaéni roztok zpisobi odvapnéni kosti, které nasledné
zmé&knou. Diky dekalcifikaci je poté mozné jednotlivé vzorky snadnéji fezat pomoci
mikrotomu. Po dvou hodinach dekalcifika¢niho procesu byli jednotlivi jedinci manuélné
roziezani na ¢asti B1 az B7 podle velikosti jedince tak, aby tloustka jednotlivych kusi

tél neptesahovala 0,6 cm — viz Obr. €. 9. Chtéli jsme tak dosahnout uplné dekalcifikace.

Obr. &. 9: Rezy t&la kapra obecného pro histologické zpracovéani (upraveno podle autora)
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V pribéhu fezani se zminéné Casti uzaviraly do popsanych histologickych kazet a znovu

se vkladaly do dekalcifikacniho roztoku. Dekalcifikace trvala celkové 24 hodin. Po 24

hodinach byly vzorky oplachnuty ve vodé, nebo v 30% ethanolu. Nasledovala

dehydratace vzorki pomoci ethanolu o riznych koncentracich, acetonu, xylenu a nakonec

parafinu — viz Tab. ¢. 5. Cely proces dehydratace trval vzdy 10 hodin a 30 minut.

Tab. ¢. 5: Pribéh dehydratace (upraveno podle
v Histologické laboratoti LVTI, VURH Vodiiany)

standardniho protokolu pouzivaného

Pozice Roztok Doba (h:m)
1 Ethanol 30% 00:20
2 Ethanol 50% 01:00
3 Ethanol 70% 01:20
4 Ethanol 80% 01:00
5 Ethanol 96% 00:20
6 Ethanol 100% 01:00
7 Aceton 00:30
8 Xylen | 00:20
9 Xylen 11 00:40
10 Xylen 111 01:00
11 Parafin 01:00
12 Parafin 02:00

Celkovy ¢as zpracovani 10:30

Po dehydrataci byly vzorky postupné zalévany do parafinovych blo¢ka — viz Obr.

¢. 10. Orientace tkan¢ v parafinovém blo¢ku byla zvolena tak, aby bylo mozné fezat ve

sméru od ventralni k dorzdlni casti téla, a to pfedev§im z dlvodu co nejmensiho

poskozeni vnitinich organt.
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Obr. ¢. 10: Jednotlivé casti téla kapra obecného zalité v parafinovych bloccich (archiv
autora)

Pied samotnym fezanim byly parafinové bloc¢ky nejdiive chlazeny v mraznicce
po dobu cca 5 minut. K fezani byl pouzit poloautomaticky mikrotom (viz Obr. ¢. 11)
a tloust’ka fezl byla nastavena na 4,5 pm. Nej€astéji byly fezany casti B2, B3, nebo B4
(viz Obr. ¢. 12), jelikoz v téchto ¢astech se predpokladalo uloZeni gonad. Z vybraného

blocku se provadély zpravidla Ctyti fezy.
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Obr. ¢. 11: Mikrotom (archiv autora)

Obr. ¢. 12: Parafinovy blo¢ek upevnény v mikrotomu (archiv autor)

33



Histologické fezy byly poté pomoci pinzety pfemistény do vodni lazné (viz Obr.
¢. 13), kde dochazelo k vyhlazovani a napnuti fezu (viz Obr. ¢. 14). Teplota vodni 1azné

se pohybovala okolo 40 °C.

Obr. ¢. 14: Rez umistény ve vodni lazni (archiv autora)
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Z vodni lazné byly fezy pfeneseny na popsand laboratorni sklicka a nasledné se
sklicka pokladala na topnou desku, kde dochazelo k fixaci vzorku na sklicko (viz Obr.

¢. 15). Teplota desky byla nastavena na cca 40 °C.

-
1452

Obr. ¢. 15: Topna deska (archiv autora)
Poté byla sklicka z topné desky postupné piemisténa do stojanku viz Obr. €. 16.
Pted samotnym barvenim byl stojanek dan na 2 hodiny do susarny (56 °C), aby doslo k

odstranéni parafinu.
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Obr. ¢. 16: Stojanek se vzorky

Barveni vzorkli hematoxylinem a eosinem probihalo v barvicim automatu. Proces
barveni je popsan v Tab. €. 5. Cely proces barveni trval pfiblizn€¢ 1,5 hodiny. Obarvené
vzorky byly ptekryty krycim sklickem, které bylo fixovano pomoci lepidla. Kone¢ny

zpracovany vzorek je na Obr. ¢. 17.

Obr. €. 17: Vysledné histologické preparaty (archiv autora)
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Tab. ¢. 6: Proces barveni (upraveno podle standardniho protokolu pouzivaného v Histologické
laboratoii LVTI, VURH Vodiany)

Pozice Roztok Doba (m:s)
15 Xylen 10:00
16 Xylen 10:00
17 Xylen 10:00
18 Ethanol 100% 05:00
19 Ethanol 96% 05:00
20 Ethanol 80% 05:00
23 Destilovana voda 00:30

1 Hematoxylin 15:00
2 Destilovana voda 00:30
3 Pufrovaci roztok 04:00
4 Destilovana voda 00:30
5 Eosin 01:00
6 Destilovana voda 00:02
7 Ethanol 80% 02:00
8 Ethanol 96% 02:00
12 Xylen 10:00
13 Xylen 10:00

3.3. Vyhodnoceni vzorkii
3.3.1. Urcovani pohlavi ryb z histologickych preparati

Histologické preparaty byly vyhodnocovany pomoci svételného mikroskopu
(Olympus BXE). Pohlavi ryb bylo ur€ovano podle znaki testikularni nebo ovaridlni
diferenciace popsanych v praci Lepori (1980). U ranych testes bylo mozné vidét
jednoduché napojeni gonady na peritonealni sténu (viz. Obr. ¢. 18), zatimco U ranych
ovarii bylo dvoji napojeni gonady na peritonealni sténu a tzv. parovarialni dutina (viz.
Obr. ¢. 19). Tam, kde to bylo mozné, byly identifikovany i pohlavni buiiky — viz Obr. €.
20, kde jsou zobrazeny pohlavni buiiky v ovariich a testes u dania pruhovaného (Danio
rerio) (Hua kol., 2015). Vybrané vzorky byly foceny pomoci fotoaparatu (Olympus 600
IS) umisténého na mikroskopu (Olympus BXE) a po¢itace, s vyuzitim programu analyza

obrazu Quick photo micro 2.3.
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Obr. ¢. 18: Schematické zobrazeni testikularni diferenciace u kapra obecného (upraveno
podle Lepori, 1980). Vysvétlivky: (G) gonada; (JNG) jednoduché napojeni gonady; (PS)

peritonealni sténa; (SK) semenotvorné kanalky

G

Obr. €. 19: Schematické zobrazeni ovarialni diferenciace u kapra obecného (upraveno

podle Lepori, 1980). Vysvétlivky: (G) gonada; (I. NG) prvni napojeni gonady; (II. NG) druhé

napojeni gonady; (PD) parovarialni dutina; (PS) peritonealni sténa
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Obr. ¢. 20: Histologické fezy ovarii a testes u dania pruhovaného (Danio rerio) (upraveno
podle Hua kol., 2015). Vysvétlivky: (A) Cést ovarii po 63 dnech po oplozeni, (B) Cast testes po
63 dnech po oplozeni. (PO) primarni oocyt; (CAO) oocyt ve stadiu kortikalnich alveol; (EVO)
oocyt na pocatku vitelogeneze (SG) spermatogonie; (ES) spermatocyt — ¢asné stadium; (LS)

spermatocyt — pokrocilé stadium; (SZ) spermie

3.3.2. Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly vyhodnoceny Vv programu Statistica 12. Pro vyhodnoceni poméru
pohlavi byl pouzit Pearsonliv chi kvadrat test. Rozdily v hmotnosti, délce a Fultonové
koeficientu mezi jednotlivymi skupinami byly vyhodnoceny pomoci jednofaktorové

analyzy rozptylu (ANOVA) a Tukey-HSD testu pro nestejné N.
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4. Vysledky

4.1. Koncentrace testovanych latek

V grafu ¢. 1 jsou prezentovany primérné koncentrace testovanych latek
Vv jednotlivych skupindch. Pokles koncentrace pod 80 % byl zaznamenan pouze ve
skupiné Mix, konkrétné u drospirenonu. Pokles mohl byt zpiisoben ¢astecnou akumulaci

této latky do ryb, nebo degradaci.
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Graf ¢. 1: Koncentrace testovanych latek ve vodé tésné po vymeéné 1azné (¢as 0 h) a po
24 hodinach tésné pfed vyménou lazné za novou (Cas 24 h). Uvedené koncentrace jsou
prezentovany jako praméry a jejich smérodatné odchylky (Nmin = 6). Vysvétlivky: (K) kontrolni
skupina; (K DMSO) kontrolni skupina s rozpoustédlem; (DRO) drospirenon; (GES) gestoden;

(MIX) smés drospirenonu a gestodenu; (LOQ) mez stanovitelnosti

4.2. Kuleni a mortalita ryb
Mezi skupinami nebyl signifikantni rozdil v ¢ase kuleni ryb. Kuleni probihalo
mezi tfetim az patym dnem. Na grafu ¢. 1 je zobrazena kumulativni mortalita

Vv jednotlivych skupinach. Mortalita nepiesahla 14,5 % a nebyl zde signifikantni rozdil

mezi skupinami.
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Graf ¢. 2: Kumulativni mortalita. Vysvétlivky: (K) kontrolni skupina; (K DMSO)
kontrolni skupina s rozpoustédlem; (DRO) drospirenon; (GES) gestoden; (MIX) smés
drospirenonu a gestodenu

4.3. Porovnani vyzivného stavu ryb
Statistické vyhodnoceni hmotnosti ryb pomoci ANOVY na zvolené hladiné
vyznamnosti p < 0,05 neukazalo rozdil mezi pokusnymi skupinami. Graf ¢. 3 ukazuje

primé&ry hmotnosti ryb v jednotlivych skupinach.
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Graf ¢. 3: Hmotnost ryb. Uvedené hodnoty jsou prezentovany jako praméry a jejich
smérodatné odchylky (Nmin = 12). Vysvétlivky: (K) kontrolni skupina; (K DMSO) kontrolni
skupina s rozpoustédlem; (DRO) drospirenon; (GES) gestoden; (MIX) smés drospirenonu a
gestodenu

41



Statistické vyhodnoceni délky ryb na zvolené hladiné vyznamnosti p < 0,05
ukdzalo rozdil mezi skupinami. Rozdil byl mezi kontrolni skupinou a ostatnimi

skupinami, kromé skupiny gestoden. Na grafu ¢. 4 miizeme vidét, Ze nejvétsi primérné

b | b
DRO GES MIX

Skupina

hodnoty byly zaznamenany kontrolni skuping.
a b
K K DMSO
Graf ¢. 4: Délka ryb. Uvedené hodnoty jsou prezentovany jako pruméry a jejich
smérodatné odchylky (Nmin = 12). Vysvétlivky: (K) kontrolni skupina; (K DMSO) kontrolni

Délka (cm)
O P N W D UT OO N 00 O

skupina s rozpoustédlem; (DRO) drospirenon; (GES) gestoden; (MIX) smés drospirenonu a
gestodenu
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Statistického vyhodnoceni Fultonova koeficientu pomoci ANOVY na zvolené hladiné
vyznamnosti p < 0,05 ukézalo, Ze je rozdil mezi kontrolni skupinou a ostatnimi skupinami,
véetné kontrolni skupiny s DMSO. Graf ¢. 5 ukazuje praméry Fultonova koeficientu
jednotlivych skupin a z tohoto grafu je zietelné, ze nejvétsi rozdil mezi primérnymi
hodnotami byl mezi kontrolni skupinou a skupinou exponovanou gestodenu a

drospirenonu (Mix).
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Graf ¢. 5: Fultoniv koeficient. Uvedené hodnoty jsou prezentovany jako pruméry a jejich
smérodatné odchylky (n = 12). Vysvétlivky: (K) kontrolni skupina; (K DMSO) kontrolni skupina
s rozpoustédlem; (DRO) drospirenon; (GES) gestoden; (MIX) smés drospirenonu a gestodenu

4.4. Pomér pohlavi

U ranych vyvojovych stadii kapra obecného bylo problematické urcit pohlavi na
zaklad¢é pohlavnich buné€k, a proto jsme se zaméfili na zpusob napojeni gonady
K peritonealni sténé¢. Na Obr. ¢. 21 je viditelné jednoduché napojeni gonady na
peritonealni sténu u samce kapra obecného (Cyprinus carpio). U samice je zietelné dvoji
napojeni gonddy na peritonedlni sténu, parovarialni dutina a formovani primarnich oocytt

(viz Obr. &. 22 a 23).
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Obr. ¢. 21: Testes kapra obecného (archiv autora). Vysvétlivky: (G) gonada; (HP)
hepatopankreas; (NG) napojeni gonady na peritonealni sténu; (PS) peritonealni sténa; (PZB)
primarni zérode¢né buiiky; (TK) tukova tkan

Obr. ¢. 22: Ovaria kapra obecného (archiv autora). Vysvétlivky: (C) céva; (G) gonada;
(HP) hepatopankres; (NP) napojeni gonady; (PD) parovarialni dutina; (PO) primarni oocyt; (PS)
peritonealni sténa; (ST) svalova tkan (TK) tukova tkan
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Obr. ¢. 23: Ovaria kapra obecného (archiv autora). Vysvétlivky: (C) céva; (G) gonada;

(PO) primarni oocyt; (PS) peritonedlni sténa; (TK) tukova tkan

V kazdé testované skupiné se objevil minimalné jeden intersex. Jako intersex byl
identifikovan jedinec, ktery mél napojeni gonady na peritonealni sténu, které odpovidalo
jednomu pohlavi, ale uvniti gonady byly identifikovany pohlavni buiiky opa¢ného
pohlavi. Déle za intersex byli povaZovani jedinci, u nichZ kazdy z paru gonad vykazoval
znaky jiného pohlavi.

Na Obr. €. 24 je intersex ze skupiny exponované drospirenonu. Napojeni gonady
na peritonealni sténu neni typické, jako je tomu u samice na Obr. €. 22, ale pfesto je
viditelna parovarialni dutina. Vznik této dutiny je typicky pro ovaria, ale uvnitt gonady
se vyskytuji saméi pohlavni buiiky (spermatidy) signalizujici intersex, coz je i 1épe

viditelné na Obr. ¢. 25.
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Obr. ¢. 24: Priklad intersexu ze skupiny exponované drospirenonu (archiv autora).
Vysvétlivky: (G) gondda; (NP) napojeni gonady; (PD) parovarialni dutina; (PS) peritonealni
sténa; (S) spermatocyt se spermatidami (sam¢i pohlavni bunky); (ST) svalova tkan; (TK) tukova
tkan

Obr. ¢. 25: Piiklad intersexu ze skupiny exponované drospirenonu (archiv autora).
Vysvétlivky: (G) gonada; (NP) napojeni gonady; (PD) parovarialni dutina; (PS) peritonealni sténa
(S) spermatocyt se spermatidami (sam¢i pohlavni buiky); (TK) tukova tkan
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Dalsi ptiklad intersexu, ze skupiny exponované gestodenu, je na Obr. ¢. 26. Zde
muzeme vidét zietelné dvoji napojeni gonady na peritonedlni sténu, podlouhly tvar
gonady a parovarialni dutinu, coz jsou typické znaky pro ovaria. Intersex byl
identifikovan na zklad¢é samcich pohlavnich buné€k uvnitt této gonaddy. Podobny piiklad,
a to ryby exponované gestodenu a drospirenonu (Mix), je na Obr. ¢. 26, kde je opét dvoji
napojeni gonady a vznik parovarialni dutiny typické pro samici. Uvnitf této gonady ale
opét dochazi k formovani samcich pohlavnich bunék, a navic tvar gonady neni typicky

pro samici.

Obr. ¢. 26: Priklad intersexu ze skupiny exponované gestodenu (archiv autora).

Vysvétlivky: (G) gonédda; (NP) napojeni gonddy; (PD) parovarialni dutina; (PS) peritonealni

sténa; (S) spermatocysty (se sam¢imi pohlavnimi butikami); (TK) tukova tkan

47



Obr. ¢. 27: Priklad intersexu ze skupiny exponované gestodenu a drospirenonu (Mix)
(archiv autora). Vysvétlivky: (G) gonada; (NP) napojeni gonady; (PD) parovarialni dutina; (PS)

peritonealni sténa; (S) spermatocysty (se sam¢imi pohlavnimi butikami); (TK) tukova tkan

V nékterych ptipadech byl intersex identifikovan na zékladé rozdilného napojeni
gonad u jednoho jedince. Takovy ptiklad je na Obr. ¢. 28, obrazky A i B pochazeji z jedné
ryby, konkrétné ze skupiny vystavené gestodenu a drospirenonu (Mix). Gonada na Obr.
¢. 28 A, byla identifikovana jako samdi, jelikoz zde je jednoduché napojeni na
peritonealni sténu bez vzniku parovaridlni dutiny. Druha gonada na Obr. ¢. 28 B byla
identifikovana jako samici, na zdkladé dvojiho napojeni gonady na peritonealni sténu a

vzniku parovarialni dutiny. Z tohoto diivody byl jedinec oznacen za intersex.
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Obr. ¢. 28: Priklad intersexu ze skupiny exponované gestodenu a drospirenonu (Mix)

(archiv autora). Vysvétlivky: (A) Testes kapra obecného, (B) Ovaria kapra obecného. (G) gonada;
(NG) napojeni gonady (samec); (NP) napojeni gonady (samice); (PD) parovarialni dutina; (PS)
peritonealni sténa; (TK) tukova tkan
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Pomér pohlavi v jednotlivych testovanych skupinach je zobrazen v grafu ¢. 6.
Z grafu je zfetelné, ze nejvetsi procento intersexd bylo ve skupiné exponované zaroven

gestodenu a drospirenonu (Mix).

100
13,1 16,6
30 31,6
60
X
40
20
0
K K DMSO DRO GES MIX
Skupina

B Samice H Samec Intersex

Graf ¢. 6: Pomér pohlavi. Vysvétlivky: (K) kontrolni skupina; (K DMSO) kontrolni
skupina s rozpoustédlem; (DRO) drospirenon; (GES) gestoden; (MIX) smés drospirenonu a

gestodenu

Statistické vyhodnoceni (Pearsontiv chi kvadrat test) poméru pohlavi na zvolené
hladiné vyznamnosti p < 0,05 prokazalo signifikantni rozdil mezi kontrolou s DMSO a
skupinou exponovanou gestodenu a drospirenonu (Mix), kde se hodnota p rovnala 0,014.
Rozdil byl i mezi kontrolou a skupinou exponovanou zaroven gestodenu a drospirenonu
(Mix) (s hodnotu p = 0,0083). Na druhé strané¢ mezi kontrolou a kontrolou s DMSO, ani

mezi ostatnimi testovanymi skupinami nebyl statisticky signifikantni rozdil.
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5. Diskuze

Tato bakalai'ska prace byla zamétena na zjisténi vlivu syntetickych progestini na
vyvoj gonad u kapra obecného (Cyprinus carpio). Vyvoj gonad u kapra obecného je
popsan jen v nékolika malo publikacich jako napiiklad Takashima a Davies (1980) nebo
Lepori (1980).

Takashima a Davies (1980) ve své praci uvadéji, ze u kapra obecného je nékdy
mozné rozpoznat pohlavi jiz po dvou mésicich od vykuleni, ale pfi teploté vody
21,7-23,5 °C je pohlavi zpravidla rozpoznatelné az po ¢tyfech mésicich. Po této dobé byla
Vv jejich experimentu zhruba jedna polovina jedinct podle pfitomnych oocyti a pocateéni
oogeneze identifikovana jako samice. Druha polovina jedinct byla oznacena za samce
podle probihajici spermatogeneze. Nas pokus trval 160 dnt od vykuleni pii primérné
teploté vody 21 °C, a i pfesto u velké vétSiny identifikovanych samic nebylo mozné
pozorovat oocyty, nebo pocatek oogeneze. Podobné to bylo pfi ur¢ovani samcu, kde
spermatogeneze také nebyla u vétSiny ryb pozorovana. Z tohoto diivodu bylo pohlavi ryb
V nasem experimentu ur¢ovano predevsim podle typickych znaki rané testikularni nebo
ovarialni diferenciace popsanych v praci Lepori (1980). U ranych testes bylo viditelné
jednoduché napojeni gonady na peritonedlni sténu, zatimco u ranych ovarii bylo dvoji
napojeni gonady na peritonealni sténu a tzv. parovarialni dutina.

Diivodt, pro¢ nebylo mozné identifikovat vétSinu jedinct podle pohlavnich
bun¢k, mize byt vice. Jednim z nich je nizsi teplota vody, pti které probihal nas pokus,
protoze teplota vody ma vyznamny vliv na vyvoj a diferenciaci zarode¢nych bunék v
gonadach u ryb (Nakamura a kol., 1998). Dalsimi faktory, které by teoreticky mohly
ovlivnit vyvoj gonad, jsou velikost a vyzivny stav ryb. Takashima a Davies (1980) ale
uvadgéji, Ze velikost u ryb stejného véku nema vliv na vyvoj a diferenciaci gonad u kapra
obecného.

Na konci naSeho experimentu byly zaznamenany hmotnosti a délky ryb
Vv jednotlivych skupinach, na zaklad¢ téchto Udaji byl nasledné spocitdn Fultonlv
koeficient. Statistické vyhodnoceni hmotnosti neukédzalo rozdil mezi skupinami, ale
statisticky vyznamny rozdil byl v délce ryb, a to mezi kontrolni skupinou a ostatnimi
exponovanymi skupinami, krom¢ skupiny exponované gestodenu. Fultoniv koeficient
ukazal rozdil mezi kontrolou a pokusnymi skupinami, coz bylo i statisticky potvrzeno.
Na zdkladé dat Fultonova koeficientu mizeme tvrdit, Ze ryby z pokusnych skupin mély

paradoxné lepsi vyZzivny stav nez ryby z kontrolni skupiny.
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Ptedpokléada se, ze do vodniho prostiedi se dostavaji rizné syntetické progestiny,
ale do dnesni doby byl zkouman vyskyt ve vodnim prosttedi a vliv na vodni organismy
pouze u zhruba poloviny z nich (Fent, 2015). Z téchto dtivodu je k dispozici stale velmi
malo informaci a je zapotiebi provadét dalsi studie (Runnals a kol., 2013). Obecné
progestiny pusobi ve vodnim prostiedi jako endokrinni disrutory (ECDs). ECDs maji
schopnost ovliviiovat endokrinni systém exponovanych organismu véetné ryb. Ovlivnéna
byva predevsim rozmnoZovaci soustava a funkce $titné zlazy (Kloas a kol., 2009). U ryb
byly doposud popsany uc¢inky progestinii na vyvoj gonad, gametogenezi, pomér pohlavi,
vyvoj sekundarnich pohlavnich znakt, plodnost, rust a pteziti (Fent, 2015).

Negativni G¢inky progestinli na vyvoj a diferenciaci gonad byly pomérn¢ dobie
zdokumentovany naptiklad u dania pruhovaného (Danio rerio) nebo medaky japonské
(Oryzias latipes). Na druhé strané informace o G¢incich progestini na ryby, které jsou
ekonomicky vyznamné a produkovany v akvakultufe, jako je naptiklad kapr obecny v
Ceské republice, nejsou dostupné.

Kiparissis a kol. (2003) testovali vliv tfimési¢ni expozice cyproteronu acetatu,
latky s anti-androgenni aktivitou, na vyvoj gonad u medaky japonské. Experiment byl
zahajen prvni den po vykuleni. Koncentrace testované latky byly pomérné vysoké, a to
1a 10 pgl?t. Presto tato expozice statisticky neovlivnila pomér pohlavi v testovanych
skupinach ve srovnani s kontrolou. V nasem experimentu expozice drospirenonu, ktery
je také fazen mezi latky s anti-androgenni aktivitou, rovnéz neovlivnila pomér pohlavi
V porovnani s Kontrolni skupinou. Liang a kol. (2014) provedli experiment, ve kterém se
mimo jiné zaméfili na vliv norgestrelu na pomér pohlavi u dania pruhovaného. Expozice
norgestrelu probihala od 20. do 60. dne po oplozeni jiker. Po 60. dni byly ryby pfemistény
do ¢isté vody bez pfitomnosti testované latky a pohlavi ryb bylo urovano az 140. den po
oplozeni. V pokusnych skupinach, kde byly ryby vystaveny norgestrelu v koncentraci >
34 ng.I?, doslo ke zvySeni procentualniho zastoupeni samcti az na 100 %. Nizsi
koncentrace (4 ng.I'), ktera byla fadové srovnatelnd s koncentracemi syntetickych
progestinii pouzitych v naSem experimentu (2 ng.1}), vsak statisticky signifikantni vliv
na pomér pohlavi v porovnani s kontrolni skupinou neméla. U ryb exponovanych
gestodenu, ktery patii k latkdm S androgenni aktivitou, jako jiz zminovany norgestrel,
doslo v naSem experimentu k mirnému zvySeni poétu samcu v porovnani s kontrolou,
rozdil vSak také nebyl statisticky vyznamny. Na zakladé¢ dat z experimentu autori Liang
a kol. (2014) Ize ptredpokladat, ze v piipade vyssi koncentrace gestodenu by mohl byt vliv

na pomér pohlavi vyrazné vyssi nez pii koncentraci 2 ng.1™ . Podobné vysledky byly
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popsany Vv experimentu od autorti Hua a kol. (2015) s levonorgestrelem, ktery patii mezi
latky s vyznamnou androgenni aktivitou. (Levonorgestrel patfi mezi jednu ze dvou slozek
racemické smeési, kde jedna slozka je biologicky aktivni (levonorgestrel) a druha nikoliv,
tato smes se oznacuje jako jiz zminovany norgestrel) Délka expozice byla 63 a 142 dni
od oplozeni jiker. Koncentrace levonorgestrelu 1 ng.I* zvysila poéty samcii po 63 i 142
dnech experimentu, ale statisticky rozdil v poméru pohlavi ve srovnani s kontrolni
skupinou opét nebyl statisticky vyznamny. Na druhé stran¢ koncentrace levonorgestrelu
> 10 ng.I* zvysila procentualni zastoupeni samct na 100 % po 63 i 142 dnech
experimentu.

Ve vétsing studii byl testovan ucinek pouze jednoho progestinu, ackoliv se
progestiny ve vodnim prostiedi vyskytuji v riznych smésich a informace o ucincich
téchto smési na ryby jsou stale velmi omezené. Prvni publikace zaméfené na toto téma se
zacCaly objevovat az v poslednich nékolika letech. Zucchi a kol. (2014) naptiklad testovali
vliv 14-ti denni expozice smési drospirenonu a progesteronu na oogenezi u dospélci
dania pruhovaného. Expozice smési drospirenonu a progesteronu o koncentraci 3118 a
123 ng.I'? (v uvedeném poiadi) v porovnani s kontrolou, statisticky vyznamné snizila
poctu oocytl v pozdni fazi vitelogeneze. Dalsim ptikladem bylo testovani ucinku smeési
medroxyprogesteronu acetitu a dydrogesteronu 0 koncentraci 432 a 1663 ng.I*!
v uvedeném poradi (Zhao a kol., 2015). Expozice trvala 21 dni a byly sledovany
histologické zmény v ovariich u dospélcti dania pruhovaného. Tato smés vyrazné zvysila
poéty oocytt v ovulaéni fazi v porovnani s kontrolou, a i zde byl statisticky rozdil
signifikantni.

V naSem experimentu byl zaznamenan pomérné velky pocet intersexti. Napiiklad
Hua a kol. (2015) v experimentu s daniem pruhovanym identifikovali pouze jeden
intersex, a to pii koncentraci levonorgestrelu 100 ng.I" po 142denni expozici. V nagem
pfipadé byl zaznamenan nejvétsi podil intersexti ve skupin€ exponované soucasné
gestodenu a drospirennonu (Mix), kde jejich procentualni podil dosahoval 31,6 %. Ve
skupin¢ exponované drospirenonu byl procentualni podil 13,1 % a ve skupiné
exponované gestodenu 16,6 %. Muzeme ptedpokladat, ze vetsi podil intersexii byl
zpusoben pomérné nizkou koncentraci testované latky, kterd nedokéazala zplsobit uplny
zvrat pohlavi, jako by tomu mohlo byt u vysSich koncentraci. Na druhou stranu
testované koncentraci levonorgestrelu (1 ng.I™). Jiné poznatky prinesl experiment

zamé&feny na vliv tfimé€si¢ni expozice cyproteronu acetatu u medaky japonské od autort
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Kiparissis a kol. (2003) (viz piedchozi text vySe), kde identifikovali intersex
v koncentraci 1 a 10 pg.1' s procentudlnim podilem 1,3 a 3,6 % v uvedeném potadi. Tato
studie jako prvni ukdazala, ze expozice latky (cyproteron acetat) s anti-androgenni
aktivitou muze zpusobovat intersex u ryb. Nas§ experimentu také identifikoval intersex
s procentudlnim podilem 13,1 % ve skupiné exponované drospirenonu, ktery patii mezi
latku s anti-androgenni aktivitou, a to jiZ pii koncentraci testované latky 2 ng.I™.

Z porovnani naSich vysledka s vysledky ziskanymi autory Kiparissis a kol. (2003)
a Hua a kol. (2015) mizeme usuzovat, ze u jedincu kapra obecného zpuisobuje intersex
expozice syntetickym progestinim Vv jednotkach ng.1"}, zatimco u medaky japonské nebo
dania pruhovaného intersex zpusobuje expozice syntetickym progestinim ve stovkach
ng.It. Z fyziologického hlediska, kdyZ porovname kapra obecného, danio pruhované a
medaku japonskou, je vyrazny rozdil v délce vyvoje pohlavnich organi, dosazeni
pohlavni zralosti a délky zivota. Kapr obecny pohlavné dospiva ve véku 3-4 let, danio
pruhované pohlavné dospiva ve véku 4-5 mésici a medaka japonska pohlavné dospiva
jiz ve véku 2-3 mésicti. Doba, kdy dochazi k pfeméné primarnich zarode¢nych bunék na
pohlavni bunky, popiipad¢ délka ovaridlni, nebo testikuldrni diferenciace je u kapra
obecného podstatné delsi, nez je tomu u dania pruhovaného, nebo medaky japonské. Lze
tedy predpokladat, ze vyskyt intersexd v experimentu s kaprem obecnym je zpusoben i
timto faktorem.

Tento experiment potvrdil, Ze expozice syntetickym progestinim, a piedevsim
jejich smési ma vliv na vyvoj gonad a pomér pohlavi u kapra obecného. Zaroven mizeme
predpokladat, Ze vyskyt téchto latek ve vodnim prostiedi pfedstavuje pro ryby urcité
riziko. Z tohoto diivodu bude zapotiebi v provadét dalsi studie se zaméfenim na tuto

problematiku.
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6. Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo sledovat vliv syntetickych progestin na vyvoj
gonad u kapra obecného (Cyprinus carpio).

Expozice smési drospirenonu a gestodenu (Mix) m¢la signifikantni vliv na pomér
pohlavi a vyskyt intersexdi v porovnani s kontrolnimi skupinami. Koncentrace
testovanych latek se pohybovala v jednotkach ng.I, podobné hodnoty jinych progestint
byly analyzovany i v povrchovych vodach. Muzeme tedy piedpokladat, ze v nékterych
povrchovych vodach mtze dochazet k ovlivnéni pribéhu ontogeneze a vyvoje gonad u
necilovych organismd, jako jsou ryby nebo jiné organismy.

V dnesni dobé je vyskyt farmak ve vodnim prostiedi chépan jako obrovsky
problém pro budoucnost a neni zndmo, jak velky dopad to mize mit na cely ekosystém.
Na Cdistirnach odpadnich vod nedochazi k upln¢ degradaci téchto latek, a proto se
dostavaji az do vodniho prostiedi. Zde vidime zasadni problém, se kterym se
vV budoucnosti mizeme potykat. | z téchto divodu je nutné ziskavat dal$i poznatky o
vyskytu syntetickych progestini a jejich tc¢incich na necilové organismy. Je zapotiebi
provadét dal$i experimenty se smésmi latek, které odrézeji skute¢né hodnoty
z povrchovych vod. Jako testované organismy, konkrétné v piipadé ryb, by nemély byt
pouzivany jen kratkoveéké akvarijni druhy ryb, jako napfiklad danio pruhované (Danio

rerio), ale i hospodaisky vyznamné a dlouhovéké druhy ryb, mezi které patii kapr obecny.
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8. Abstrakt

Tato bakalafska prace byla zaméfena na sledovani vlivu syntetickych progestini
na vyvoj gonad u ryb. V laboratornich podminkach byl proveden 160. denni chronicky
test na kaprovi obecném (Cyprinus carpio). Ryby byly rozd¢leny do péti pokusnych
skupin. Prvni, kontrolni skupina byla chovéna v Cisté fedici vod¢ bez pfitomnosti
progestint. Druh4, kontrolni skupina byla chovana v fedici vodé s rozpoustédlem DMSO
(dimethylsulfoxid). Tieti skupina ryb byla vystavena ptisobeni gestodenu v koncentraci
2 ng.I"t a &tvrta skupina drospirenonu v koncentraci 2 ng.I. Posledni, pata skupina (Mix)
byla vystavena soucasn¢ gestodenu a drospirenonu, kde kazda latka dosahovala
koncentrace 2 ng.I"t. Do pokusnych skupin byly ddvkovany progestiny rozpusténé
v DMSO, aby se docililo jejich lepsiho rozpousténi. Vliv syntetickych progestinii na
vyvoj gonad byl vyhodnocen na zdkladé histologického vysetteni vzorkii exponovanych
ryb odebranych in toto.

Ve skupinach exponovanych jednotlivym syntetickym progestinim se pomér
pohlavi ryb a procentualni podil intersexu statisticky vyznamné nelisil od kontrolnich
skupin. Expozice smési drospirenonu a gestodenu (Mix) ale jiz statisticky signifikantni
vliv méla. Byl zaznamenédn piedevS§im pomérné vysoky procentudlni podil intersexd,
ktery dosahoval az 36,6 %. Vyskyt intersexti signalizoval zvrat pohlavi v pribéhu

ontogeneze u exponovanych ryb.

Kli¢ova slova: drospirenon, endokrinni disruptory, gestoden, gonady, kapr obecny,

syntetické progestiny
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9. Abstract

This paper was focused on effect of synthetic progestins on gonadal development
in fish. A 160-day chronic test on common carp (Cyprinus carpio), was run
underlaboratory conditions. The fish was divided into five experimental groups. The first
control group included clear diluted water without any occurrence of progestins. The
second control group was kept in diluted water with dissolving agent DMSO
(dimethylsulfoxide). The third group of fish was exposed to gestogene at a concentration
level of 2 ng.I"t and the fourth group was exposed to drospirenone at a concentration level
of 2 ng.l? The last group (Mix) was exposed to gestogene and drospirenone
simultaneously, where both substances corresponded to the concentration of 2 ng.I. The
experimental groups were dosed with progestins dissolved in DMSO, since they have
lipophilic nature. The determination of the influence of synthetic progestins on the
gonadal development was based on histological examination of the exposed fish samples
in toto.

There was any signifficant difference in fish sex ratio and in percentage of intersex
occurrence between the groups that wwere exposed to individual synthetic progestins and
the control groups. However, the exposure of the mixture of drospirenone and gestogene
(Mix) showed a significant difference. Primarily, a high percentage of intersex was
detected with the number reaching 36.6 %. The occurrence of intersex suggested a twist

in sex of exposed fish through ontogenesis.

Keywords: drospirenone, endocrine disruptors, gestodene, gonads, common carp,

synthetic progestins
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