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Environmentalni estrogeny

Zearalenone, Genistein

* endokrinni disruptory
* imitace funkce endogennich estrogenu
e ubikvitni vyskyt
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Charakteristika

Zearalenon (ZEA)
— mykotoxin
— produkt plisné rodu Fusarium spp.
— v organismu konverze naa—( B —) ZOL
e Fytoestrogeny (f-E)
— sekundarni metabolity rostlin
— v rostlinach predevsim glykosidy
— v organismu konverze na aglykony
— vyznamny zdroj: soja lustinata
e genistein, daidzein
Aktivita:
E2 > a-ZOL > ZEA > GEN
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Vyziva prasat — vyskyt

* az 20% KD tvori soja lustinata

* kontaminace komponent KD mykotoxiny
realna

e ZEA + f-E stabilni

——

LA i“.r ¥ s r———

( /" Ceska zemédélska univerzita v Praze -
_ | Eakulta agrobiologie;

| v 4 W r = 0

\FTQY) potravinoy, yChlal prirodnich zdroju

T——




Vliv na organismus

e Somatické ucinky
* Reprodukcni aparat
* Gamety

— Spermatogeneze
— Vyvodné pohlavni cesty

e Samci
e Samice




e Zearalenon+a—ZOL  * Genistein

— inhibi¢ni vliv (125 -250 uMm) (su) — inhibicni vliv

« vazba na zonu pellucidu * vazba na zonu pellucidu

, s (0,74 — 7,4 uM GEN) (bo)
* indukce akrozomalni

— stimulacni vliv (1-100 um GEN) (su)
reakce
= e indukce akrozomalni reakce
e viabilita
S T e viabilita
— variabilni vysledky e s
s — variabilni vysledky

(20-31,4 uM a-ZOL) (su) * Kapacitace (0,01 - 100 uM GEN) (su)

 motilita (1-100 uM GEN) (su)

Nejasna spodni hranice ucinu
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* Zearalenon, a—zearalenol i genistein v
nizkych davkach omezuji motilitu spermii

kance

» Efektivita pusobeni testovanych latek se bude
lisSit v pomeéru a — zearalenol > zearalenon >

genistein
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e QOverit hypotézy na modelu komercnich
inseminacnich davek kanciho ejakulatu

v podminkach in vitro

* Kriticky zhodnotit ziskané udaje o motilité

ruznymi metodickymi pristupy
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* Sperma: e Testované koncentrace:
— komercni inseminacni davky — ZEA, a- ZOL, GEN

(ProAgro, Nymburk a.s.)
¢ 0,5uM; 1 uM; 2,5 UM;
5 uM; 10 uM; 20 uM

— DMSO
e 2 ul/1ml semene

— minimalni subjektivni motilita
e >75%
 Chemikalie:

- ZEA (22125, Sigma Aldrich s.r.0.)

* Délka inkubace
— 2 hod, 4 hod

* Termostabilni prostredi
— 38°C

— G & ZOL (20166, Sigma Aldrich s.r.o.)

- G E N (G6776, Sigma Aldrich, s.r.o.)

o D MSO (D5789, Sigma Aldrich, s.r.0.)
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CASA — computer assisted sperm analysis

° Vybaveni ¢ SOftwa re
— mikroskop s vyhfevnym VAP & = :?'ng;g Eljreagjnts 3.2 (Laboratory
stolkem A ’
biektiv Ph 1 BM _H__:j,-f * trajektorie a vlastnosti
—=QRICKLV Ky L BV S VCL* pohybu jednotlivych
negativnim fazovym spermii
Koptgasten __.f":ﬁ' VSL * VCL, VSL, VAP, ALH, BCF
— kamera ,_L:I-J;LH « STR, WOB, LIN
e 34,5snimkl/sec “. ' .
= . * Kategorizace
. Y - [ /7 o/
Kamerovy zaznam nepohyblivych spermii

— Leja® sklo
— 6 preddefinovanych poli

— VAP <10 um/sec

— cCasova smycka 2 sec

\
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Statistické vyhodnoceni

F@‘

* Program Statistica
— Stredni hodnoty jednotlivych parametrd pohybu

* Pouze motilni spermie
« ANOVA

— Schéffellv test

— Clusterova analyza
* K-means clustering

* Eukleidovské vzdalenosti
— VCL, VSL, VAP, ALH, BCF
— Clustery: Rychlé, Stfedné rychlé, Pomalé (Primér + SEM)
» pridana kategorie: Nepohyblivé

* Chi kvadrat test
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Zearalenon vysledky
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Zearalenon vysledky
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oi-Zearalenol vysledky
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Genistein vysledky
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e ZEA.a-ZOL, GEN  * ZEA + a-ZOL

— Inhibice motility — in vivo koncentrace
* 0,5uM -1 20uM — J hranice doposud
* 2hod -1 4 hod pozorovanych ucinku
r;]\ef)cc)::\l:/llj)liv{/ch * GEN
spermif — Silnéjsi uCinky nez ZEA + a-ZOL
* {pohybu motilnich  — Ljteratura:
e Sila ucinku * U % motility 0,001 — 100 uM GEN

15 min inkubace (onetal, 2011)

* @ vliv% motility 1 — 100 uM GEN
3hod inkubace (Kim et al., 2014)

— GEN > a-Z0L > ZEA
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* Koncentrace dosazitelné in vivo
— ZEA + a-Z0L
* GEN — nejpotentnéjsi inhibitor motility spermii
* Clusterova analyza
— Citliveéjsi indikator nez stredni hodnoty priméru
pohybovych parametru
* Vliv rozpustnosti jednotlivych latek

* Nelinearni vztah

— U¢inek x davka
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