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Environmentální estrogeny 
Zearalenone, Genistein 

• endokrinní disruptory 

• imitace funkce endogenních estrogenů 

• ubikvitní výskyt 
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Charakteristika 
• Zearalenon (ZEA) 

– mykotoxin 

– produkt plísně rodu Fusarium spp.  

– v organismu konverze na α – ( β –) ZOL 

• Fytoestrogeny (f-E) 
– sekundární metabolity rostlin 

– v rostlinách především glykosidy 

– v organismu konverze na aglykony 

– významný zdroj: sója luštinatá 
• genistein, daidzein 

• Aktivita: 
 E2 > α-ZOL > ZEA > GEN 
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Výživa prasat – výskyt 

• až 20% KD tvoří sója luštinatá 

• kontaminace komponent KD mykotoxiny 
reálná 

• ZEA + f-E stabilní  
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Vliv na organismus 

• Somatické účinky 

• Reprodukční aparát 

• Gamety 

– Spermatogeneze 

– Vývodné pohlavní cesty 

• Samci 

• Samice 
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In vitro studie spermií 
• Genistein 

– inhibiční vliv 

• vazba na zonu pellucidu  
(0,74 – 7,4 μM GEN) (bo) 

– stimulační vliv (1-100 μM GEN) (su) 

• indukce akrozomální reakce 

• viabilita 

– variabilní výsledky 

• Kapacitace (0,01 - 100 μM GEN) (su) 

• motilita (1 – 100 μM GEN) (su) 

 

• Zearalenon + α – ZOL  

– inhibiční vliv (125 -250 μM) (su) 

• vazba na zonu pellucidu 

• indukce akrozomální 
reakce  

• viabilita 

– variabilní výsledky 

• motilita         
(20 – 31,4 μM α-ZOL) (su) 

 

   Nejasná spodní hranice účinů 
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Hypotéza 

• Zearalenon, α – zearalenol i genistein v 

nízkých dávkách omezují motilitu spermií 

kance 

• Efektivita působení testovaných látek se bude 

lišit v poměru α – zearalenol > zearalenon > 

genistein 
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Cíl práce 

• Ověřit hypotézy na modelu komerčních 

inseminačních dávek kančího ejakulátu 

v podmínkách in vitro 

 

• Kriticky zhodnotit získané údaje o motilitě 

různými metodickými přístupy 
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Materiál a metody 

• Testované koncentrace: 

– ZEA, α- ZOL, GEN 

• 0,5 µM; 1 µM; 2,5 µM;    
5 µM; 10 µM; 20 µM 

– DMSO 

• 2 µl/1ml semene 

• Délka inkubace 

– 2 hod, 4 hod 

• Termostabilní prostředí 

– 38°C 

 

  

  

 

 

 

 

 

• Sperma:  
– komerční inseminační dávky 

(ProAgro, Nymburk a.s.) 

– minimální subjektivní motilita 

• >75% 

• Chemikálie:  
– ZEA (Z2125, Sigma Aldrich s.r.o.) 

– α- ZOL (Z0166, Sigma Aldrich s.r.o.) 

– GEN (G6776, Sigma Aldrich, s.r.o.) 

– DMSO (D5789, Sigma Aldrich, s.r.o.) 
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CASA – computer assisted sperm analysis 
• Software 

– NIS – Elements 3.2 (Laboratory 

Imaging, Prague)   

• trajektorie a vlastnosti 
pohybu jednotlivých 
spermií 

• VCL, VSL, VAP, ALH, BCF 

• STR, WOB, LIN  

• Kategorizace 
nepohyblivých spermií 
– VAP ≤ 10 µm/sec 

 

 

• Vybavení  
– mikroskop s výhřevným 

stolkem  

– objektiv Ph 1 BM s 
negativním fázovým 
kontrastem  

– kamera  

• 34,5 snímků/sec 

• Kamerový záznam 
– Leja® sklo 

– 6 předdefinovaných polí 

– časová smyčka 2 sec 
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Statistické vyhodnocení 

• Program Statistica 

– Střední hodnoty jednotlivých parametrů pohybu 

• Pouze motilní spermie 

• ANOVA 

– Schéffeův test 

– Clusterová analýza 

• K-means clustering 

• Eukleidovské vzdálenosti 

– VCL, VSL, VAP, ALH, BCF 

– Clustery: Rychlé, Středně rychlé, Pomalé (Průměr ± SEM) 

»  přidaná kategorie: Nepohyblivé 

• Chí kvadrát test 
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Zearalenon výsledky 

A = 2 hod inkubace 
B = 4 hod inkubace 
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Zearalenon výsledky 

 
 



14 

α-Zearalenol výsledky 

A = 2 hod inkubace 
B = 4 hod inkubace 
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α-Zearalenol výsledky 
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Genistein výsledky 

A = 2 hod inkubace 
B = 4 hod inkubace 
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Genistein výsledky 
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Diskuze 

• ZEA + α-ZOL 

–  in vivo koncentrace 

– ↓hranice doposud 
pozorovaných účinků 

• GEN 

– Silnější účinky než ZEA + α-ZOL 

– Literatura: 

• ↓ % motility 0,001 – 100 µM GEN   
15 min inkubace (Oh et al., 2011) 

• Ø vliv % motility 1 – 100 µM GEN 
3hod inkubace (Kim et al., 2014) 

 

 

 

• ZEA,α-ZOL, GEN 

– Inhibice motility  

• 0,5 µM -↑ 20µM 

• 2 hod – ↑ 4 hod  

• ↑podílu 
nepohyblivých   
spermií 

• ↓pohybu motilních 

• Síla účinku 

– GEN > α-ZOL > ZEA 
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Závěr 

• Koncentrace dosažitelné in vivo 

– ZEA + α-ZOL 

• GEN – nejpotentnější inhibitor motility spermií 

• Clusterová analýza 

– Citlivější indikátor než střední hodnoty průměru 
pohybových parametrů 

• Vliv rozpustnosti jednotlivých látek 

• Nelineární vztah  

– Účinek x dávka  
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Děkuji Vám za pozornost 
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