CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

Fakulta potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra veterinarnich disciplin

CESKA
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Vliv vybranych environmentalnich estrogenii na charakteristiky pohybu

kancich spermii

Doktorska diserta¢ni prace

Autor prace: Ing. Adéla Krejcarkova

Skolitel: doc. MVDr. Radko Rajmon, Ph.D.

2018



Podékovani
Dékuji svému skoliteli doc. MVDr. Radko Rajmonovi, Ph.D. za vedeni mé disertacni
prace a vytvoreni ptatelského pracovniho prostiedi.

Dékuji Ing. Pette Folkové, kterd vyznamnou meérou piispéla ke vzniku této prace,

nikdy nevahala pomoci ¢i poradit a nenechala mé¢ klesnout na mysli.

Dékuji vSem ostatnim kolegim a spolupracovnikiim, kteti pomadhali vytvaret

pohodovou a tvirci atmosféru.

V neposledni fadé¢ bych chtéla pod¢kovat své rodiné a pratelim, kteti pii mné vzdy

stali a nikdy nepochybovali 0 zddrném zakonceni mé cesty.



L VO 1
2. LIEIATIT TESETZE ...eeveeiutieitee ettt ettt ettt ettt ettt b et e e bt e e st e bt e e st e e sbe e et e e s beeenteenaeeanns 2
2.1 ESITOGENY ...ttt 2
2.2. Environmentalni @StrOZEINY ........cucoviiiiiiieiiiiieiiesii et 3
2.3, ZBATAIENON. ...ttt 5
P Y (0 T= R € (0o T 0 )Y PP TPR PP 10
2.5. VIiV na pohlavni aparat ZVIFat..........cccocceireiiieeie e 17
2.5.1. SAMICE ... 17
2.5.2. SAMCH .t 23

2.6. CASA — computer assisted SPerm analysiS........cccvvivveiieieiieieeie e ese e 33
2.6.1. Zakladni principy analyzy digitalniho obrazu..........cccccoiiiiiiiiiii e 34
2.0.2. VYSTUPY .ottt s 35
2.6.3. Faktory ovliviiujici VYStUpy analyzy .........cccooviiiiiiiiiiieeneeee e 38

3. HYPOLEZY @ CHIE PIACE .....veiiieeiee e 39
4. Materidl @ MELOAY ......cccvveiiiiiieii et 40
4.1, CREMIKALIE ...ttt 40
4.2. Zvitata @ 0dDEr VZOTKT ..ccouvvieiiiiiiiiie et 40
4.3. SChéma eXPETIMENTUL ......vveveeiireeieeiii ettt enneeenne e 41
4.3.1. Analyza mOtility SPEIMUIL ....ccviiiiiiiiiiiieiiee s 41

4.4, Statistickd analYzZa........cccciiiiiiiiiii 42
5 VYSLRAKY e 44
5.1, EXPErMENT L (ZEA) . ittt 44
5.1.1. Hodnoceni motility spermii na zéklad¢ shlukové analyzy ............cccoovviiiiiinnnn, 44
5.1.2. Vliv na CASA parametry MOtHITY.........ccooeiiriiiiiiieiieseesee e 46

5.2, EXPeriment 2 (0-ZOL) ....ooiiiiiiieiieie ettt e 47



5.2.1. Hodnoceni motility spermii na zéklad¢ shlukové analyzy ............cccoovviiniiiiinnnn, 48

5.2.2. VIiv na CASA parametry MOtHITY.........cooeiiiiiiii i 50

5.3. EXPEriment 3 (GEN) ....ccoiiiiiiiieiee et nne s 52
5.3.1. Hodnoceni motility spermii na zéklad¢ shlukové analyzy ............ccccovviniiiiiinnnn, 52
5.3.2. VIiv na CASA parametry MOtHITY.........cooeiiiiiiieiieniee e 54

B. DISKUZE ... 56
T ZZAVET .ot 61



1. Uvod

V naSem prosttedi se vyskytuje fada latek, které mohou imitovat funkci endogennich
hormonii a naruSovat tak celkovou homeostazu organismu. Souhrnné se tyto latky nazyvaji
endokrinni disruptory. Mimojiné se mezi n¢ fadi jak sojové fytoestrogeny tak zearalenon. Obé
tyto slouceniny jsou nesteroidni povahy a maji schopnost se vazat na estrogenové receptory
Vv sav¢ich bunkach a interferovat tak s hormonalnim profilem organismu. Vzhledem k oblibé
sojovych Sroti ve vyzivé prasat a mozné kontaminaci krmiv metabolitem plisni rodu
Fusarium spp. — zearalenonem, je otazka dopadil jejich zkrmovani stale aktualni. Diky
estrogenni povaze obou téchto sloucenin dochazi k ovlivnéni zejména reprodukénich funkci.
Zatimco v pfipad¢ zearalenonu jsou zaznamenané diisledky jeho ingesce pfevazné negativni,
Vv piipad¢ konzumace sojovych fytoestrogenli jsou vysledky méné jednoznacné. V zdvislosti

na davce byly pozorovany jak protektivni tak disruptivni G¢inky.



2. Literarni reSerze

2.1. Estrogeny

Estrogeny pfedstavuji jednu z hlavnich skupin hormont, které reguluji reprodukcni
funkce a fertiliza¢ni procesy (Rosselli et al., 2000; Lazari et al., 2009) a hraji klicovou ulohu
v regulaci jak samici tak samcéi fertility (Gibson et Saunders, 2012). Disponuji téz Sirokou
fadou biologickych uc¢inkd na kardiovaskularni, muskulo — skeletarni, imunitni a centralni
nervovy systém (Lazari et al., 2009). U obratlovcu jsou estrogeny vyhradné steroidnimi
slou¢eninami (Morito et al., 2001). Gray et al. (2016) uvadéji, Ze semenna plasma kanci
obsahuje fyziologicky 92 pg 17 — estradiolu (E2)/ml, zatimco u prasnic koncentrace E2 ve

folikularni tekutiné kolisa mezi 8 — 300 ng/ml.

Estrogeny piisobi prostfednictvim vazby na své specifické receptory (ERs — estrogen
receptors). Byly popsany dvé funkéni isoformy ER a to ERa a ERp, které jsou kodovany
dvéma odlisSnymi geny (Luconi et al., 2002). Relativni exprese subtypil/ variant ER se lisi
mezi bunikami v riznych tkanich, ¢imz dochazi k rizné odezvé na piislusné ligandy (Gibson
et Saunders, 2012). Nejucingjsim piirozenym estrogenem je 17p — estradiol (Morito et al.,
2001; Lazari et al., 2009; Lee et al., 2013; Marino et al., 2012). Dalsi dva fyziologické
estrogeny estron a estriol se sice vazi na ER s vysokou afinitou, nicméné ve srovnani s E2
jsou mnohem slab8imi agonisty (Lazari et al., 2009). Za normalnich podminek je ER bud’ bez
ligandu, nebo ma na sob& navazan sviij majoritni endogenni ligand (E2) (Branham et al.,
2002). ER se vazi nejen Se steroidnimi, ale také s fadou nesteroidnich sloucenin (Ososki et

Kenelly, 2003).

ER patfi do rodiny nukledrnich hormonalnich receptorii a piisobi jako ligandem
aktivované jaderné transkripéni faktory (Morito et al., 2001, Li et al., 2012). Po navazani
estrogenu se z ER uvolni navazané heat shock proteiny, které ho udrzuji v inaktivnim stavu,
poté komplex ER — ligand interaguje prostfednictvim DNA vazebné domény se specifickymi

DNA sekvencemi pomoci aktivace nebo represe transkripce cilovych gent (Luconi et al.,
2002).

Vedle klasického genomického mechanismu pusobeni, E2 indukuje bunééné zmény
nezavisle na ER transkripcni aktivité a to v podminkach in vivo i in vitro. Tyto negenomické
mechanismy jsou aktivovany rychle (tj. v fadech vtefin az minut) a jejich ucinky vzdoruji

transkripnim a translatnim inhibitorim (Acconcia et Kumar, 2006). Tato na ligandu



nezéavisla aktivace muize probihat prostfednictvim kindzové kaskady a fosforylace ER
(Mueller, 2004). Ackoliv byly ER dlouhou dobu povazovany za proteiny lokalizované v
jadie, nedavné studie odhalily, ze mala populace ER je exprimovana na plazmatické

membran¢ a hraje klicovou ulohu v negenomickych signalizacnich dé&jich (Kang et al., 2010).

Li et al. (2012) ve své praci rozliSuji tfi hlavni mechanismy ptisobeni estrogent.
Klasicky jaderny, genomicky mechanismus, pii kterém se komplex ligand — ER vaze pfimo
na ,.estrogen responsive elements (ERE - palindromatickA DNA sekvence); neklasicky
jaderny genomicky mechanismus, pfi kterém ER interaguje s jinymi transkripénimi faktory a
rychly negenomicky mechanismus, ktery aktivuje signalni kaskady. Spoluprace mezi
genomickymi a negenomickymi mechanismy je nezbytna pro pleiotropni u¢inek estrogeni v
cilovych tkénich (Marino et al., 2012). Predpoklada se, ze vyjma ER existuje fada dalSich

proteind, které mohou pulisobit jako steroidni receptory (Levin, 2011).

V ptipadé puasobeni estrogeni skrze plasmatickou membranu, jsou popisovany tfi
hlavni modely: Prvni zahrnuje klasické ER lokalizované na plasmatické membrané, druhy
odlisné isoformy klasickych ER a tieti estrogenové receptory s odlisnou strukturou od

klasickych ER (Ropero et al., 2000).

Vedle E2 je ligand vazebnd doména ER schopnd poslouZzit fadé piirozenych 1
syntetickych latek. Rada téchto sloudenin plisobi na transkrip&ni aktivitu ER agonisticky nebo
antagonisticky diky své schopnosti modifikovat interakce mezi estrogenovymi receptory a
transkripénimi koagulatory (Marino et al., 2012). ,,Promiskuita® estrogenovych receptor
v akceptovani tady rdznych ligandi mize byt dana jejich charakterem evolu¢né
nejprimitivnéj$i verze ligandem aktivovanych regulacnich proteinti (Watson et al., 2007).
Nicméné¢ za normalnich podminek jsou pouze 2 - 3% E2 tzv. bioaktivni, zbytek je navazan na

androgen binding protein (ABP) (West et al., 2005).

2.2. Environmentalni estrogeny

Environmentalni estrogeny jsou slouceniny pfitomné v prostiedi, které mohou
imitovat a v né€kterych ptipadech potlatovat ucinky endogennich estrogent (Belcher et
Zsarnovszky, 2001) a mohou byt jak piirozené¢ho tak syntetického pavodu (Burow et al.,
1999). Tyto slouceniny se obvykle déli do dvou kategorii fytoestrogeny a xenoestrogeny
(Belcher et Zsarnovszky, 2001; Rosselli et al., 2000).



Fytoestrogeny tvoii skupinu pfirozené se vyskytujicich sloucenin s estrogenni
aktivitou a jsou pfitomny v rostlinach, popf. pochdzeji z bakteridlniho nebo fungalniho
metabolismu prekurzorovych sloucenin rostlin (Belcher et Zsarnovszky, 2001), zatimco
xenoestrogeny jsou ¢lovékem syntetizované chemické molekuly uvolfiované do prostiedi.
Vycet sloucenin patiicich do skupiny estrogentim podobnych chemikalii je velky a zahrnuje

pesticidy, herbicidy, ftalaty, organicka rozpoustédla a 1é¢iva (Rosselli et al., 2000).

Tyto latky maji estrogenni a/nebo antiestrogenni ucinky a mohou interferovat
s endokrinnim Systémem (Mueller, 2004), svou strukturou se podobaji 17p — estradiolu
(Rosselli et al., 2000). Tyto slou¢eniny vykazuji Siroké spektrum strukturalni diverzity, Nadal
et al. (2000) uvadégji, ze se jejich chemicka stavba nemusi nutné podobat struktute steroidnich
hormonti. Nicméné vSechny maji lipofilni benzenova jadra a dal§i hydrofobni komponenty

(Watson et al., 2007).

Environmentéalni estrogeny tvofi vyznamnou skupinu tzv. endokrinnich disruptort
(Burow et al., 1999; Shemes et Shore, 2012), kter¢ byly U.S. Environmental Protection
Agency definovany jako exogenni latky, které zasahuji do syntézy, sekrece, transportu,
metabolismu, vazebné aktivity nebo eliminace pfirozenych hormond, které jsou pfitomny
Vv téle a jsou zodpovédné za homeostazu, reprodukéni a vyvojové procesy (Cederroth et al.,
2010). Endokrinni disruptory mohou ovliviiovat reprodukéni zdravi zvitat bud’ pfimym
pusobenim na gonddy nebo skrze hypotalamo — hypofyzarni systém (Majdi¢, 2010).
Nejdominantnéj§i endokrinni disruptory zasahujici do reprodukce a pohlavni diferenciace

maji bud’ estrogenni nebo antiestrogenni ucinky (Wuttke et al., 2010).

Endokrinni disruptory interferuji s funkcemi hormonalni soustavy tfemi nasledujicimi
zpusoby: Napodobovanim pusobeni pfirozené produkovanych hormont, jako jsou estrogeny
nebo testosteron, prostfednictvim vazby na jejich receptory; blokaci receptor v cilovych
bunkach téchto hormont, ¢imz zabranuji piisobeni pfirozenych hormonli nebo narusenim
syntézy a funkci hormonalnich receptorti a modifikaci syntézy, transportu, metabolismu a

exkrece hormonti (Ropero et al., 2006).

Slouceniny, které vykazuji estrogenni Uc¢inky, mohou pracovat rtiznymi zptisoby.
Mohou ptisobit pies ER v bunécném jadre, kde mohou piimo zasahovat do exprese gent
prostfednictvim vazby na DNA nebo mohou ptisobit pfes ER na povrchu buiiky a spoustét tak

kaskady chemickych signala (specifické ionty, lipidy, cyklické nukleotidy apod.), které



pronikaji skrze sérii kindz a fosfataz kontrolujicich jejich pfipadné cile prostfednictvim

regulace jejich fosforyla¢ni urovné (Watson et al., 2011).

Expozice estrogennim a antiestrogennim chemikaliim miZze ovliviiovat pohlavni
diferenciaci, pomér pohlavi potomkl, vyvoj gonad (velikost, morfologie, vaha), vyvoj
pohlavnich organti (produkci sekretl), sekundarni pohlavni znaky (svaly, télesnd hmota,
vlasy/ochlupeni apod.), pohlavni vyvoj a zrani (sestup varlat, vyvoj bradavek, prepucialni
separaci, anogenitalni vzdalenost apod.), oplozenischopnost, plodnost (velikost vrhu a pocet
vrhil), dobu péafeni, pafeni a pohlavni chovéni, ovulaci, fijovy cyklus, délku bfezosti, aborty,
koncentraci androgenti a estrogenil, patologii reproduk¢ni tkané, histopatologii reprodukéni
tkan¢, anomalie pohlavniho aparatu, malformace pohlavniho aparatu, zivotaschopnost plodu a

potomstva, rust (t€lesna hmotnost) plodu a potomstva (Rosselli et al., 2000).

Environmentalni estrogeny mohou Vv jedné tkani ptsobit agonisticky, zatimco v jiné
antagonisticky. Vétsina z nich jsou slabi tzv. ¢astecni agonisté (napt. inhibitory ER u¢inkil)
(Mueller, 2004). Vu¢i ER maji velmi slabou vazebnou afinitu, obvykle v mikromolarnim

mnozstvi a nejméné 10 000x nizsi nez je afinita E2 k ER (Marino et al., 2012).
2.3. Zearalenon

Zearalenon (ZEA) je nesteroidni estrogenni mykotoxin, ktery je biosyntetizovan
prostfednictvim plisni rodu Fusarium, vcetné¢ F. gramminearum (Giberella zeae), F.
culmorum, F. cerealis, F. equiseti, F. crookwellense a F. semitectum (Zinedine et al., 2007;
Minervini et Dell’Aquilla, 2008; Benzoni et al, 2008), které¢ jsou béznymi ptdnimi plisnémi
v mirnych a teplych oblastech (Zinedine et al., 2007; Mili¢evi¢ et al., 2010) a jsou
vyznamnymi patogeny rostlin, které mohou proliferovat jak pied sklizni tak po ni (Whitlow et
al., 2002). Kanora et Maes (2009) uvadgji, ze mezi hlavni producenty ZEA patii F.

graminearum a F. culmorum.

Tato plisen napada fadu dilezitych plodin jako je kukufice, pSenice, €irok, Zito a oves
(Benzoni et al., 2008; Agag, 2004), v mensi mife pak ryzi a proso (Zinedine et al., 2007).
Kanora et Maes (2009) oznacuji za nejéastéji napadané plodiny kukufici a pSenici. Toxické
produkty mohou byt detekovany i1 v ceredlnich produktech jako je mouka, slad a sojové boby
(Zinedine et al., 2007). ZEA se pfirozené vyskytuje v mistech s vysokou vlhkosti a nizkymi
teplotami (10 — 15°C), pticemz teplota 12 — 14°C je vyzadovana pro signifikantni formaci

vvvvv



nastavat i pii teplotaich pod bodem mrazu (Agag, 2004). Gromadzka et al. (2008) uvadéji, ze
nejvyssi mnozstvi ZEA bylo pozorovano pii teplotich nizSich nez je 25°C s vysokou
amplitudou dennich teplot a pfi relativni vlhkosti vzduchu 16%. Nicméné dle Agag (2004)
Fusarium graminearum vyzaduje ke svému ristu na obilnych zrnech minimalni vlhkost 22 —
25% a dodava, ze v obili se akumuluje vysoky podil ZEA béhem skladovani zrn napadenych
Fusariem, které nebyly dostate¢né vysuSeny nebo u zrn skladovanych ve vlhkém prostiedi
(napf. kukufice skladovana pii vlhkosti > 22%), to potvrzuji i Whitlow et al. (2002), ktefi ve
své praci uvadéji, ze hromadéni ZEA v kukufici je aktivizovano relativni vlhkosti 22 — 25%,
jako dalsi faktory zminuji prodlouzenou sklizen. Mnozstvi akumulovaného ZEA je dale
ovlivnéno vegetacnim obdobim, substratem a druhem houby (Gromadzka et al., 2008),
pfi¢emZ jeho produkce je zesilena faktory jako je vlhkost substratu (10 — 20%), relativni

vlhkost vzduchu (> 70%) a piistup kysliku (Kanora et Maes, 2009)

Mili¢evic¢ et al. (2010) uvadgji, Ze vysoce kontaminované plodiny jsou Casto soucasti
zvitecich krmiv. Koncentrace ZEA pak muze kolisat od nékolika mikrogramti po 276 mg/kg
v zavislosti na geografické poloze a klimatickych podminkach (Fink — Gremmels et
Malekinejad, 2007). Bhat et al. (2010) uvadéji, ze ZEA spole¢né s vomitoxinem patii mezi
hlavni mykotoxiny ve Vychodni Evropé€. Binder et al. (2007) hodnotili vyskyt ZEA ve Stfedni
Evropé a primérnéd kontaminace dosahoval hodnoty 273 pg/kg s maximalni koncentraci 1392
ng/kg, ktera byla zaznamenana u vzorku kukufice. Z celkového objemu vzorka vykazovalo
kontaminaci 44%. Béhem oficialni monitorovaci studie v Némecku byla zaznamenana
kontaminace ZEA u vice nez 60% kukufice a 20 — 40% u ostatnich obilovin a krmiv (Ddll et

Danicke, 2011).

ZEA je stabilni a neni degradovatelny béZnymi zpracovatelskymi postupy (Fink —
Gremmels et Malekinejad, 2007; Gromadzka et al., 2008; Schoevers et al., 2012). ZEA je po
konzumaci rychle absorbovan (Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007; Metzler et al., 2010,
Zinedine et al., 2007), po podani 10 mg ZEA/ kg z. hm. per 0s je vstiebano zhruba 80 — 85%
(Agag, 2004; Gromadzka et al., 2008, Zinedine et al., 2007).

Prasata jsou povazovana za nejcitlivéji reagujici druh hospodarskych zvitat (Benzoni et
al., 2008; Fink — Gremmels et Malakinejad, 2007; Agag, 2004; Bhat et al., 2010). Citlivost
k estrogennim G¢inkiim ZEA je dana druhové specifickou biotransformaci (Benzoni et al.,
2008). U zvifat existuji dvé hlavni biotransformacni drahy a to hydroxylace a konjugace

s kyselinou glukuronovou. Pfi hydroxylaci dochdzi k redukci keto skupiny C — 6, coz vede



k ptemén¢ ZEA na stereoizomery o - zearalenol (o — ZOL) a § — zearalenol (f — ZOL), dalsi
redukce dvojné vazby C11 — C12 vede k pifeméné na stereoizomery o — zearalanol (o — ZAL)
a B — zearalanol (B — ZAL) (obr. 1), které jsou vSak produkovany minoritn¢. In vivo byly
pozorovany u skotu a ovci (Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007). Tyto redukce jsou
katalyzovany 3 — o(f -) — hydroxysteroid dehydrogenazou (HSD). U prasat dochazi
k hydroxylaci ZEA v jatrech a intestinalni mukdze (Metzler et al., 2010; Benzoni et al., 2008;
Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007), nicmén¢ biotransformace ZEA na o — ZOL byla u

prasete zaznamenana i v granul6znich bunikach (Minervini et Dell”Aquilla, 2008).

Druhou biotransformacni drahou je konjugace ZEA a jeho metabolitli s glukuronovou
kyselinou, ktera je katalyzovana uridin difosfat glukuronyl transferazou (UDPGT) (Fink —
Gremmels et Malekinejad, 2007; Minervini et Dell”Aquilla, 2008; Zinedine et al., 2007),
prasata ve srovnani se skotem vykazuji nizkou expresi UDPGT (Fink — Gremmels et
Malekinejad, 2007). Po ingesci ZEA v krmivu dochazi ke kompetici mezi hydroxylaénimi a

konjuga¢nimi reakcemi (Malekinejad et al., 2006).

Obr.1: Zearalenon a jeho metabolity
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Pievzato z: http://www.mdpi.com/1422-0067/10/4/1824/htm

Nasledkem glukuronace muize dojit bud’ k pfimému vylouceni moc¢i a vykaly (Agag,
2004) nasledkem dokonceni pre — systematické eliminace (Fink — Gremmels et Malekinejad,
2007) nebo k vylouceni do zluc¢e (Gromadzka et al., 2008; Metzler et al., 2010) a nasledné

hydrolyze ve stieveé, reabsorpci, vstupu do jater a systémové cirkulace (Gromadzka et al.,


http://www.mdpi.com/1422-0067/10/4/1824/htm

2008). Obsahla enterohepatalni cirkulace ZEA a jeho metaboliti zpomaluje exkreci a
prodluZuje u prasat polo¢as rozpadu tohoto mykoestrogenu (Metzler et al., 2010; Gromadzka
et al., 2008). U prasnic dochazi ve sliznici stieva k velmi aktivni glukuronidové konjugaci se

ZEA, ktera je zhruba 30x vyssi oproti redukovanym metabolitim (Minervini et Dell Aquilla,
2008).

Zatimco alfa hydroxylace vede k narGstu estrogenni potence ZEA, glukuronidace
zpusobuje jeho inaktivaci (Kanora et Maes, 2007), druhové specificky pomér o — hydroxylace
spolecné s glukuronidacni kapacitou urcuje druhové specifickou vnimavost k ZEA (Fink —
Gremmels et Malekinejad). Ve srovnani s ostatnimi druhy maji prasata nizkou schopnost
glukuronidace (Kanora et Maes, 2009; Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007) a ZEA
konvertuji pfedevsim na oo — ZOL (Minervini et Dell Aquilla, 2008; Gromadzka et al., 2008).
Zajimavé je, Ze nizka davka ZEA vede u prasnic k vyssi koncentraci ZEA a oo — ZOL v krevni

plazmé nez u samcu pii stejné davce (Benzoni et al., 2008).

Zollner et al. (2002) se ve své studii zabyvali koncentraci ZEA a jeho metabolitli v moc¢i,
jatrech a svalové tkani prasat, pficemz analyza vzorkii moci prasat odhalila, Ze zhruba 60%
ZEA bylo pfeménéno na oo — ZOL a fp — ZOL v poméru 3:1, o — ZAL a B — ZAL byly
detekovany pouze ve stopovém mnozstvi. Naproti tomu vzorek jater obsahoval pfedevSim o —
ZOL a v mens$im mnozstvi B — ZOL a ZEA. Pomér a — ZOL/f — ZOL byl 2,5 :1, a — ZAL a B
— ZAL nebyly vibec detekovany. Stupen glukuronidace byl v piipadé ZEA v moci 27% a
V jatrech 62%, u a — ZOL byl v mo¢i 88% a jatrech 77% a v ptipadé p — ZOL byl v moci 94%
a v jatrech 29%. Analyza svalové tkan¢ odhalila relativné vysoké mnozZstvi
neglukuronidovaného o — ZAL a o — ZOL spolecné se stopovym mnozstvim  — ZAL a ZEA,
coz indikuje, Ze metabolismus ZEA a jeho derivati se neomezuje pouze na hepatdlni a

gastrointestinalni metabolické drahy.

ZEA je vorganismu rozsahle distribuovan a ztkani je eliminovan pomalu (Fink —
Gremmels et Malekinejad, 2007). Mnozstvi detekovatelného ZEA ve zvifecich tkanich zavisi
na kontaminaci krmiva, zptisobu podani ZEA popt. a — ZOL, dob¢ expozice a perzistenci

ZEA v organismu zvitete (Agag, 2004).

U prasat po podani ZEA bylo nalezeno 45% z podané davky v moc¢i béhem prvnich 48
hod, 22% bylo objeveno ve vykalech a celkové akumulované mnoZzstvi nalezené v moci a

vykalech po 48 hod bylo 67% (Agag, 2004).



ZEA ma chemickou strukturu laktonu Kyseliny resorcylové, coz mu umoziuje pasivné

prochazet bunéénymi membranami a vazat se na receptory E2 v cytosolu a vytvaret komplex

proteinil a tim zplsobit vyssi aktivitu RNA — polymerazy I a II v jadie (Agag, 2004), ¢imz
dochdzi ke kompetici s E2 o vazebna mista na ER a nasledné deregulaci estrogennich efekti
(Doll et Danicke, 2011). Stejn¢ tak jeho metabolity vykazuji dostatecnou strukturalni
similaritu s E2 a jsou tak schopné aktivovat ER (Frizzel et al., 2011). ZEA a jeho metabolity
mohou regulovat hormonalni aktivitu jak na receptorové urovni, kde pusobi jako agonisté/
antagonisté, tak na pre — receptorové urovni (Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007), kde
interaguji Se steroidogennimi enzymy (Schoevers et al., 2012; Benzoni et al., 2008). ZEA a
jeho derivaty pracuji jako kompetitivni agonisté/ antagonisté na obou typech ER, nicméné pfi
experimentech s buiikami transfekovanymi humannim ERo a ERP se ukazalo, ze ZEA je
plnym agonistou pro ERa, zatimco pro ERp je jen ¢aste¢nym agonistou (Fink — Gremmels et
Malekinejad, 2007; Frizzel et al., 2011). Na rozdil od fytoestrogeni ZEA a jeho derivaty
pusobi jako Cisti agonisté estrogenu a nedochdzi u nich k signifikantni vazbé na jiné receptory
steroidnich hormont, jako jsou napf. androgenovy nebo progesteronovy receptor (Metzler et
al., 2010) a jeho afinita vii¢i SHBG (steroid hormon binding protein) je nizka (5% vs 100%
E2) (Minervini et al., 2005), coz zvysuje jeho dostupnost z krve pro bunééné ER (Metzler et
al., 2010).

ZEA vykazuje silné estrogenni a anabolické ucinky (Sukeviciene et al., 2009) a svym
estrogennim potencidlem odpovida nejsilngjsimu fytoestrogenu — kumestrolu (Metzler et al.,
2010), Gromadzka et al. (2008) dokonce uvadgji, Ze estrogenni potencial ZEA je
nékolikandsobné vyssi nez u ostatnich environmentalnich estrogenti. Estrogenni aktivita se
mezi matefskym ZEA a jeho metabolity 1i§i. Zatimco a — ZOL je 10 x siln&j$i nez ZEA, tak
naopak P — ZOL je slabsi (Agag, 2004) Metzler et al. (2010) uvadégji, ze az 50X. Nicméné
vazba ZEA na ER v cilovych tkanich je mensi nez 1 — 10% estradiolu zatimco o — ZOL
vykazuje siln¢jsi vazbu a p — ZOL naopak slabsi (Minervini et Dell” Aquila, 2008; Frizzel et
al., 2011). Na rozdil od fytoestrogenti se ZEA a jeho derivaty vazi bezpreferencné na oba
subtypy ER (Metzler et al., 2010), ale 1isi se vzajemné svou relativni vazebnou afinitou,
pfi¢emZ o — ZOL ma nejvyssi vazebnou afinitu 43% vs 100% E2, v ptipadé¢ ZEA jsou to
pouze 2% vs 100% E2 a v piipadé B — ZOL dokonce jen 0,2% vs 100% E2 (Frizzel et al.,
2011). Proto konverze ZEA na o — ZOL miize byt povazovana za bioaktivacni, zatimco

konverze na B — ZOL za inaktivacni (Malekinejad et al., 2006).



Vyjma estrogennich G¢inkti vykazuje ZEA hepato - , hemato -, imuno — a genotoxické
vlastnosti (Gromadzka et al., 2008; Devreese et al., 2013), v piipadé kultivovanych bunék
byly popsany i cytotoxické uéinky ZEA a a — ZOL (Metzler et al., 2010). V piipadé
hepatotoxickych vlastnosti byly in Vvivo zaznamenany zmény v Grovni aspartat
aminotransferdzy, alanin aminotransferdzy, alkalické fosfatazy, sérového kreatininu a
bilirubinu (Gromadzka et al., 2008; Devreese et al., 2013), ZEA dale potlacuje metabolismus
sérového albuminu a syntézu cholesterolu (Sutkeviciene et al., 2009) a zhorSuje hematokrit
(Devreese et al., 2013). V piipad¢ genotoxickych ucinkd byla demonstrovana indukce DNA
fragmentace, produkce micronuclei a chromosomalni aberace (Parveen et al., 2009). Stopper
et al. (2005) ve své studii pozorovali nartst mikronuklei ve V79 bunkéch od koncentrace >10
uM respektive >5 uM. Zajimavé je, ze tento ucinek byl snizen po adici daidzeinu. V ramci
negenomického pisobeni mohou slouceniny ZEA spustit rychlou aktivaci Erk1/2 béhem 5

minut (Parveen et al., 2009).

2.4. Fytoestrogeny

Fytoestrogeny jsou polyfenolické nesteroidni slouceniny, které se ubikvitné vyskytuji
V potravinach rostlinného ptivodu a mohou mit Sirokou tfadu biologickych uéinka u fady
buné&nych systému in vivo i in vitro (Dusza et al., 2006) a mohou mit na fadu zakladnich
reprodukénich 1 vyvojovych procesii jak disruptivni tak potencidln€ prospé€Sny charakter
(Whitten et Patisaul, 2001). Fytoestrogeny se v rostlinach syntetizuji z fenylpropanoida a
jednoduchych fenolii (Tapiero et al., 2002), obsah v rostliné pak zavisi na kultivaru a
lokalnich podminkach jako jsou teplota, srazky, na¢asovani sklizng, urodnost pudy, Skidci a
nemoci. Jejich U€inky zéavisi na typu fytoestrogenu, pfitomnosti nebo absenci ER, stavem
receptoru a typem cilové tkané¢ nebo bunky (Benassayag et al., 2002; Tapiero et al., 2002).
Dusza et al. (2006) dale uvadéji, ze jsou jejich U¢inky ovlivnény druhem zvifete, zpisobem
podani, davkou a expozi¢ni dobou. Jedna rostlina miize byt zdrojem fady fytoestrogent
(Rosselli et al., 2000; Murkies et al., 1998). Ingesce vysokych davek fytoestrogend u zvifat
vede k relativné konstatnim negativnim G¢inkiim na reprodukci, pficemz tyto Gcinky jsou

vyrazn€j$i u samic nez u samcu (Benassayag et al., 2002).

Rozdéleni a klasifikace fytoestrogenii se mezi jednotlivymi autory znacné lisi.
Nejobsahleji déli fytoestrogeny Benassayag et al. (2002) a to na isoflavonoidy, flavonoidy,
stilbeny, lignany, kumestany a mykotoxiny. Dalsi autoti ve svych pracech tyto dil¢i skupiny

rizné eliminuji a preskupuji, popi. se 1isi v jejich koncovkach. Napt. Dusza et al. (2006) a
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Dixon (2004) déli fytoestrogeny na isoflavonoidy, flavonoidy, stilbeny a lignany, Jefferson et
al. (1998) je déli na isoflavony, flavony, stilbeny a lignany. Ososki et Kenelly (2003) a
Murkies et al. (1998) je d¢li na isoflavony, kumestany a lignany, zatimco Tamaya (2005) na

isoflavony, mykotoxiny a kumestany.

Nicméné vysSe zminéni autofi se vesmes shoduji, Ze mezi nejvyznaméjsi a
nejstudovanéjsi skupinu fytoestrogenii patii isoflavony, kterych je zndmo pies 1000 druhid a
jsou obsazeny zejména v luSténinach (hrach, ¢ocka, fazole), sdje, bobech, jeteli a vojtésce
(Vrzanova et Heresova, 2004). NejbohatSim zdrojem je soja lusStinata (Glycine max)
(Moravcova et Kleinova, 2002; Jefferson et al., 2012), kterd je v krmnych davkach prasat
obsazena az z 20% (Zeman et al., 2006) a je hlavnim zdrojem exogennich estrogeni u zvitat i
lidi (Ososki et Kenelly, 2003). Sojové boby obsahuji 560 — 3810 mg/kg isoflavoni v
zavislosti na druhu a podminkéch rastu (Moutsatsou, 2007), pfi¢emz jeden gram rozdrcenych
sojovych chipsii obsahuje témét 800 pg daidzeinu a pies 500 pg genisteinu (primarné jako

glykosidil) (Dixon, 2004).

Mezi pfirozené se vyskytujici isoflavony s estrogenni aktivitou patii aglykony
daidzein (DAI) (4°, 7° - dihydroxyisoflavon) a genistein (GEN) (4 °, 5, 7'-
trihydroxyisoflavon) (obr. 2) (Ososki et Kenelly, 2003), pficemz genistein je povazovan za

biosynteticky nejjednodussi isoflavon (Dixon, 2004).

Obr. 2: Chemicka struktura genisteinu a daidzeinu

oH - LH
e : ey
oH 4! = ‘“‘”#’ o r-’y ‘“i -~
L J\ - -, l e,
/“me e . )% ,’[‘m x—|“ o
o = 0 Genistein HES = &) Daidzein

Pievzato z: http://www.soyselect.info/soy-isoflavones/

Kim et al. (2012) uvad¢ji, ze GEN + DAI a jejich konjugaty predstavuji >65% vsech
isoflavonii. Nicméné aglykony se v rostlinnych tkdnich vyskytuji zfidka a v nizké
koncentraci, naopak jsou tam hojné zastoupeny jejich glykosidické konjugaty (Vacek et al.,

2008), které obsahuji glukézu nebo nadpoloviéni podil karbohydratu (Retana — Marquez et

11


http://www.soyselect.info/soy-isoflavones/

al., 2012). V ptipad¢ sojovych fytoestrogent se jedna o konjugaty genisteinu tj. genistin a 6 —
0 — malonyl genistin a daidzeinu tj. daidzin a 6 — o — malonyl daidzin. Genistin (55 — 65%) a
daidzin (30 — 35%) tvoii nejvyssi podil isoflavont v sdje, ve zbylych méné nez 10% se
nachazi glycitin, glycitein, biochanin A a formononetin (Jefferson et al., 2012). Pfi¢emz
biochanin A a formononetin mohou byt jako 4'- methylethery genisteinu a daidzeinu v téle

metabolizovany na genistein a daidzein (Ososki et Kenelly, 2003).

Po ingesci jsou isoflavonové glykosidy hydrolyzovany prostfednictvim bakteridlni B —
glykosidazy ve stievni stén¢ (Cederroth et Nef, 2009) a v aktivni slou¢eninu se pfeméni az po
odnéti cukerného zbytku (Obr. 3) (Retana — Marquez et al.,, 2012). Konverze na jejich
ptislusné aglykony umoznuje jejich absorpci travicim traktem (Cederrot et al., 2010) a ¢ini je

biologicky aktivnimi.

Obr. 3: biotransformace genistinu na genistein

HO 0)

-glucosidase |
ﬁg—.- O + Glucose
OH O O

OH

OH
Genistin Genistein

Pievzato z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3267303/fiqure/F1/

Mezi faktory, které mohou ovliviiovat biologickou dostupnost isoflavonil patii sloZeni
sttevni mikroflory, potravni matrix, velikost podané davky, doba priichodu stfevnim traktem a
vlastni chemické slozeni isoflavonii (Cederrot et Nef, 2009). Isoflavonové aglykony jsou
transportovany z tenkého stfeva do krve, popf. jsou pfimo ve stievé dale metabolizovany
(Pilsakova et al., 2010). Genistein mize byt dale metabolizovan na dihydrogenistein a poté na
6’- hydroxy — o — desmethylangolensin a p — ecthylfenol, daidzein mize byt dale
metabolizovan na dihydrodaidzein a poté na 0 — desmethylangolesin a equol (Obr. 4) (Ososki
et Kenelly, 2003).
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Obr. 4: metabolismus genisteinu a daidzeinu

0-DMA “ Equol

HO 3
1,3,5-Trihydroxybenzene  4-hydroxyphenyl-
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Pievzato z: https://www.omicsonline.org/articles-images/2157-7536-S12-004-g001.html

Genistein, daidzein, equol a 0 — desmethylangolesin jsou majoritnimi isoflavony
detekovanymi v krvi a moci zvifat i lidi (Cederroth et Nef, 2009). K degradaci isoflavonii
dochazi v jatrech, kde jsou konjugovany s glukuronovou kyselinou a na niz§i stupenl se
sulfaty. Z téla jsou posléze vylucovany Zlu¢i a/nebo moéi (Pilsakova et al., 2010; Andres et
al., 2009). Vétsina daidzeinu a genisteinu je z téla vyloucena béhem 24 hod (Pilsakova et al.,
2010).

Fytoestrogeny mohou plisobit na bunécéné 1 molekularni trovni a potencidlné mohou
ovliviiovat biosyntézu a metabolismus steroidi a mastnych kyselin, steroidni nosicové
proteiny Vv séru, intracelularni a transmembranovy pienos hormonti na membranu a

k jadernym receptorum (Ososki et Kenelly, 2003; Benassayag et al., 2002).

Diky své stabilni struktuie a nizké molekulové hmotnosti mohou fytoestrogeny
prochazet pfes bunécné membrany a interagovat tak s enzymy a receptory (Rosselli et al.,

2000). Polyfenolickd povaha isoflavonti ddle umoznuje modifikovat struktury a fyzikalni
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parametry plasmatické membrany jako je jeji fluidita a elektrické vlastnosti. Tyto ucinky
mohou byt pozorovany jak pii adsorbci polyfenoli membranou, tak pfi jejich inzerci do
fosfolipidové dvojvrstvy (Fraga et al., 2010). Podobn¢ jako estradiol se fytoestrogeny vazi na
ER a maji schopnost z ER kompeti¢né vytlacovat endogenni estrogeny (Rosselli et al., 2000;
Polkowski et Mazurek, 2000), krom¢& ER se mohou vazat i na progesteronové, androgenove,
aryl hydrocarbonové (Dusza et al., 2006) a aktivaéné — proliferacni receptory (Andres et al.,
2009).

Afinita fytoestrogeni k ER vede K jejich G¢inkim na velké mnozstvi systému, které
jsou regulovany estrogeny vcetné reprodukéniho, kardiovaskularniho, muskuloskeletarniho,
metabolického a centralni nervové soustavy (Cederroth et Nef, 2009). Vazebna afinita se
mize mezi jednotlivymi skupinami fytoestrogeni dramaticky lisit (Rosselli et al., 2000),
nicmén¢ ve srovnani s E2 nebo estronem je obecné nizs§i (Tapiero et al., 2002; Retana —
Marquéz et al., 2012). Fytoestrogeny mohou interagovat s obéma typy ER (Cederroth et al.,
2010; Retana — Marquéz et al., 2012), vétSina z nich vSak vykazuje vys$i afinitu k ERf
(Dusza et al., 2006; Retana — Marquéz et al., 2012; Andres et al., 2009). Afinita genisteinu
k ERp je zhruba 20 — 30x silngjsi nez k ERa a je srovnatelna s afinitou E2, pficemz afinita
ostatnich isoflavonli je oproti E2 100 — 500x niz8i (PilSdkova et al., 2010). Nicméné dle
Polkowski et Mazurek (2000) je i v ptipad¢ genisteinu relativni afinita oproti E2 100 — 1000x
niz$i. Zatimco E2 se na oba typy ER vaZe se stejnou afinitou (Turner et al., 2007; Retana —
Marquez et al., 2012). Preference vazby na ERP naznacuje, Ze mohou plsobit skrze odlisné

drahy od klasickych ER (Tapiero et al., 2002; Setchell, 1998).

Fytoestrogeny maji ve srovnani s E2 a estronem slaby estrogenni potencial (102 - 10
%) (Setchell, 1998; Benassayag et al., 2002) a jejich biologicka aktivita se li§i v zavislosti na
strukturdlnich vlastnostech (Turner et al., 2007). Stejné tak Dusza et al. (2006) uvadéji, Ze
biologickd potence u fytoestrogenii je mnohem mens$i nez u estrogenu (10‘5 ku 10 '3).
V ptipad¢ isoflavonti se vic¢i E2 jedna o zhruba 1000x niZsi potenci (Andres et al., 2009),
proto vyzadovana koncentrace isoflavonii k indukci transripéni aktivity je 10*x vy3§i nez u E2
a jejich biologicka aktivita je nizS§i. Nicméné tento fakt je kompenzovan prostfednictvim
vysoké biologické dostupnosti. Koncentrace fytoestrogenii v biologickych tekutinach je
mnohem vys$8i neZ koncentrace endogennich estrogenti za fyziologickych podminek
(Benassayag et al., 2002; Cos et al., 2003). Volna cirkulaé¢ni frakce fytoestrogenti je > 50% ve
srovnani se 4,5% u E2 (Retana — Marquez et al., 2012). Pilsakova et al. (2010) uvadéji, ze

Vv pfitomnosti dostatecného mnozstvi genisteinu, cca 100 nM/I, se jeho u¢inky mohou rovnat
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ucinkiim endogenniho E2 ve fyziologickém mnozstvi. Relativni potenciél isoflavonti u zvifat
a na in vitro modelech kolisa v zavislosti na fadé faktorti jako je cilova tkan a jeji funkéni

stav, druh a stafi jedince, zpisob podani, davka, délka expozice a metabolismus jedince

(Klein, 1998).

Fytoestrogeny mohou v ruzné mite pasobit viacéi E2 jak agonisticky tak antagonisticky
(Belcher et Zsarnovszky, 2001; Cederroth et Nef, 2009; Tapiero et al., 2002) v zavislosti na
jejich relativni koncentraci a afinité (Irvine et al., 1998). Vysoka dostupnost fytoestrogenti pro
ER vysvétluje, pro¢ se v piitomnosti endogennich estrogeni chovaji isoflavony jako
antagonisté, zatimco pfi jejich absenci jako agonisté (Retana — Marquez et al., 2012). To
potvrzuje i Kim et al. (2012), ktefi uvadéji, ze tento fakt zavisi téz na mnozstvi pfitomného
E2, tzn. v prostiedi snizkou hladinou estrogenii (hladina E2 po menopauze) piisobi
metabolity isoflavonli agonisticky, zatimco v prostiedi s vysokou hladinou estrogenti (hladina
E2 pfed menopazou) antagonisticky. Diky témto vlastnostem mohou byt téz klasifikovany
jako selektivni modulatory ER tzv. SERMs — selective estrogen receptor modulators (OsoskKi
et Kenelly, 2003; Andres et al., 2009, Moutsatsou. 2007; Cos et al., 2003), které 1ze definovat
jako nesteroidni chemické latky s podobnou strukturou jako ma E2 a afinitou pfimo k ER

(Ososki et Kenelly, 2003).

Fytoestrogeny podnécuji jak estrogenni tak antiestrogenni ucinky (Benassayag et al.,
2002; Cederroth et Nef, 2009; Andres et al., 2009; Retana — Marquez, 2012) a to
prostiednictvim interakce s fadou molekul, nosiCovych proteinli, enzymt, membranovych a
jadernych receptorti (Benassayag et al., 2002). Dany uc¢inek v ptipad¢ isoflavonli zavisi na
tkani, mnozstvi endogenniho estradiolu, typu isoflavonu (Cederroth et Nef, 2009) a jeho
davce (Andres et al., 2009). Nékteré sojové fytoestrogeny (genistein apod.) indukuji
Vv nizkych koncentracich estrogenni 1uc¢inky, =zatimco ve vysokych koncentracich
antiestrogenni. Napf. genistein pii nizkych koncentracich indukuje bunéény rist, zatimco ve
vysokych koncentracich mize bunéény rist inhibovat (Rosselli et al., 2000), k této inhibici
muze dochazet prostfednictvim modulace TGF (transforming growth factor) B1 signélni drahy
(Kim et al, 1998), inhibice MAPK (mitogen — activated protein kinase) a down — regulace
autofosforylace receptoru EGF (epidermal growth factor). Mezi dal$i antiestrogenni ucinky
genisteinu patii kompetice s E2 o ER, naruSovani metabolismu E2 a inhibice tyrosin protein

kinaz (Rosselli et al., 2000).
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Mezi dal$i intraceluldrni u¢inky fytoestrogenii patii inhibice fady enzymu. Obecné,
ruzné polyfenolické slouceniny jsou U€innymi inhibitory aktivity Sirokého spektra enzymd.
Jejich cilem jsou zpravidla enzymy s puriny (napt. ATP) jako substraty (kinazy, ATPazy,
adenylat cykldza apod.) popt. enzymy s NADPH jako kofaktorem (aldosa reduktdza, malat
dehydrogenaza, laktat dehydrogenaza, nitric oxid syntaza, 11 — hydroxysteroid
dehydrogenéza apod.), pficemz ATP — dependentni enzymy jsou pravdépodobné ovlivnény
navazanim polyfenolu do ATP vazebného mista enzymu (Fraga et al., 2010). Tento jev je

popisovan mj. u genisteinu (Andres et al., 2009; Polkowski et Mazurek, 2000).

V souvislosti s isoflavony byla dale popsana inhibice tyrosin protein kinazy (TPK),
DNA topoisomerazy I a II, které katalyzuji topologické zmény na DNA a jsou zahrnuty jak do
replikace DNA, tak do genové transkripce (Benassayag et al., 2002; Cos et al., 2003; Andres
et al., 2009), 17p — hydroxysteroid oxidoreduktazy typu 1 (178 — HSO), ktera je zodpoveédna
za konverzi relativné slabého estronu na mnohem silngjsi estradiol a v mensi mife za konverzi
androstendionu na testosteron (Irvine et al., 1998; Cos et al., 2009; Retana — Marquez et al.,
2012; Mitchell et al., 1998; West et al., 2005), 3 — hydroxysteroid dehydrogenazy (3p —
HSD) (Rice et al., 2006), ktera katalyzuje konverzi pregnenolonu na progesteron (Ye et al.,
2011) a 17B — hydroxysteroid dehydrogenazy (178 — HSD), ktera redukuje turoven
endogenniho testosteronu a postupné redukuje i syntézu estrogenu (West et al., 2005), Sa —
reduktazy, ktera katalyzuje konverzi testosteronu na So — dihydrotestosteron (Pilsakova et al.,
2010; Retana — Marquez et al., 2012; Mitchell et al., 1998), aromatazy (Cos et al., 2003;
Pilsakova et al., 2010; Retana — Marquez et al., 2012), kterd zplsobuje irreverzibilni konverzi
androgenil na estrogeny (Carreau et al., 2003), protein kindzy C (PKC) (Benassayag et al.,
2002) a stimulace syntézy globulinu vazajiciho pohlavni hormony (SHGB — sex hormone
binding globulin) (Murkies et al., 1998; Mitchell et al., 1998; Retana — Marquez et al., 2012),
ktery reguluje koncentraci cirkulujiciho volného estrogenu (Setchell, 1998) a dochazi tak
k uvolnéni ER pro vazbu fytoestrogeni (West et al., 2005). Dale byla popsana stimulace
formace superoxid dismutdzy a glutation peroxidazy, které se davaji so souvislosti

s protektivnimi — antioxida¢nimi t¢inky (West et al., 2005).

Vétsina z vySe zminénych intracelularnich mechanismii byla popséna 1 u genisteinu tj.
inhibice TPK (Andres et al., 2009; Setchell, 1998; Polkowski et Mazurek, 2000; West et al.,
2005), DNA topoisomerazy I a II (Andres et al., 2009; Polkowski et Mazurek, 2000;
Benassayag et al., 2002), 178 — HSD (Whitehead et Rice, 2006; Le Bail et al., 1998; Keung,
1995; West et al., 2005), 3 — HSD (Keung, 1995; Magee et Rowland, 2004; West et al.,
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2005), aromatazy (Rice et al., 2006; Setchell, 1998), 5o — reduktazy (Ye, et al., 2011) a
stimulace syntézy SHGB (Holmes et al., 2004). U genisteinu byla dale popséna inhibice fady
jontovych kanald, jako kanaly ¥izené napétim selektivni pro Ca®*, Na* a K* (Huang et al.,
2010), regulace signalizace Akt, inhibice molekul v draze MAPK a blokace aktivace p38
MAPK prostiednictvim TGF — B (Sarkar et al., 2009). Na bunécné urovni genistein indukuje
apoptdzu a diferenciaci rakovinnych buné€k, inhibuje bunéénou proliferaci, moduluje bunéény

cyklus, inhibuje angiogenezi a polacuje funkci osteoklasti a lymfocytu (Setchell, 1998).

Sojové isoflavony maji vedle hormonalnich u¢inka i G¢inky nehormonalni jako je
signdlni transdukce a antioxidacni aktivita (Omoni et Aluko, 2008). Nicméné fada téchto
nehormonalnich ucinkd byla prokazana ve vysokych koncentracich, kterych by bylo v in vivo

podminkach dosahovano jen stézi (Cos et al., 2003).

Predpoklada se, ze isoflavony genistein a daidzein zprostfedkovavaji vétsinu svych
biologickych ucinkt spise skrze modulaci kli¢ovych sav¢ich enzymt a receptort stress —
response pathway nez skrze jejich antioxida¢ni vlastnosti nebo schopnosti inhibovat TPK

(Cederroth et Nef, 2009).

2.5. Vliv na pohlavni aparat zvirat

Vzhledem k popsané expresi estrogenovych receptorl u obou pohlavi a pfimému vlivu
estrogentl na pohlavni soustavu, je otazka vlivu environmentalnich estrogenti na reprodukci
stale aktualni. Zvitata se dostavaji do kontaktu s témito latkami pfedev§im prostfednictvim
prijaté potravy, proto je dulezité rozklicovat redlné dopady zkrmovani téchto sloucenin na
jejich reprodukéni funkce. Mezi environmentalni estrogeny piitomné ve zvifecich krmivech
patii zejména sojové fytoestrogeny a zearalenon, ztoho divodu jsou tyto latky stale

predmétem zkoumani a to jak v podminkach in vivo tak v podminkéach in vitro.
2.5.1. Samice

2.5.1.1. Zearalenon

Jak jiz bylo zminéno vySe, prasata jsou vici ZEA velmi vnimava, pticemz nejcitliveji
reaguji prasnice (Agag, 2004; Metzler et al., 2010; Whitlow et al., 2002) a zejména pak
prepubertalni prasnicky (Benzoni et al., 2008; Kanora et Maes, 2009; Doll et Danicke, 2011;

17



Metzler et al., 2010). U samic prasete klinicka manifestace toxikozy ZEA zahrnuje primarné
reprodukéni trakt (Agag, 2004). Mezi hlavni symptomy patii vulvovaginitis u prasnic
(Sutkeviciene et al., 2009) a hyperemie a edematézni zdufeni vulvy u prepubertalnich
prasnicek, v nékterych ptipadech muze dojit az k prolapsu vaginy a rekta (Bhat et al., 2010;
Whitlow et al., 2002), dale mze dochazet k otoku délohy (Bhat et al., 2010) jejimu zvétSeni a
distorzi (Whitlow et al., 2002), atrofii vaje¢nikt (Bhat et al., 2010; Whitlow et al., 2002; Fink
— Gremmels et Malekinejad, 2007; Minervini et Dell Aquilla, 2008), zvétSeni mlééné Zlazy
(Bhat et al., 2010; Metzler et al., 2010), prodlouzeni estru (Fink — Gremmels et Malekinejad,
2007; Metzler et al., 2010), k anestru (Metzler et al., 2010), vyskytu perzistujiciho zlutého
téliska (Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007; Freitas et al., 2012), naruseni ovulace (Li et
al., 2012), zménam v Grovni sérového progesteronu a estrogenu (Sutkeviciene et al., 2009),
snizeni fertility (Metzler et al., 2010; SutkeviCiene et al., 2009; Fink — Gremmels et
Malekinejad, 2007), nymfomanii (Minervini et Dell’ Aquilla, 2008), pseudogravidité (Metzler
et al., 2010; Fink Gremmels — et Malekinejad; Minervini et Dell”Aquilla, 2008; Freitas et al.,
2012), zménam na endometriu (Minervini et Dell’Aquilla, 2008) naruseni implantace embrya
(Li et al., 2012; Fink — Gremmels et Malekinejad, 2007), naruSeni fetalniho vyvoje (Li et al.,
2012), abortam (Metzler et al., 2010), pfedcasnym porodum (Metzler et al., 2010; Freitas et
al., 2012), zmenseni vrhu (Sutkeviciene et al., 2009; Metzler et al., 2010) a porodu slabych
(Fink Gremmels — et Malekinejad; Freitas et al., 2012) nebo mrtvych selat (Fink Gremmels —
et Malekinejad).

ZEA se v krmivech bézné nachazi v koncentraci <200 ppm (Sutkeviéiene et al., 2009)
to odpovidd 200 mg ZEA/kg krmiva, zatimco zaznamenana davka, ktera u prasat jesté
nevyvola zadné Gc¢inky je 40 pug/kg 7. hm. (Gromadzka et al., 2008). Sutkeviciene et al. (2009)
uvadgéji, ze prepubertalni prasnicky jsou ovlivnény jiz 5 mg ZEA/kg krmiva. Nicmén¢ aéinky
této latky byly pozorovany i pfi nizsich koncentracich. Wang et al. (2010) zaznamenal, ze
konzumace 2 mg ZEA/ kg krmiva vedla u prepubertalnich prasnicek k signifikantnimu
zvySeni vahy dé€lohy a Sifky vulvy. Minervini et Dell” Aquilla (2008) popisuji, Ze podani 1 — 5
ppm ZEA vedlo u prasnic¢ek k hyperemii a edematéznimu zduteni vulvy. Metzler et al. (2010)
uvadeéji jesté nizsi hodnoty, v této studii byl hyperestrogenismus u prasnic zaznamenan pii
davce 0,5 — 1 mg ZEA/kg krmiva, Wang et al. (2010) vsak po podavani 0,5 mg ZEA/ kg
krmiva nezaznamenali zddné ztetelné estrogenni Uc€inky. Poddvani 0,1 mg ZEA/kg z. hm.

biezim prasnicim vedlo k snizeni poctu Zivé narozenych mlad’at a zvySeni pseudogravidity, U
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prasnicek bylo pozorovano zdufeni vulvy po 8 dnech podavani 0,02 mg ZEA/kg z. hm., coz je

dokonce pod vyse zminénou hranici ¢innosti stanovenou ve studii Gromadzka et al. (2008).

ZEA a jeho derivaty byly rovnéz zkoumany na trovni oocytd. Minervini et
Dell’Aquilla (2008) uvadéji, ze ZEA zpusobuje u prasnic sterilitu prostfednictvim iniciace
malfunkce ovarii. Oocyty zanikaji v Graafov¢ folikulu a navzdory ptiznakiim fije nedochazi
k ovulaci. Derivaty ZEA, a-ZOL a B-ZOL negativné ovliviiji in vitro zrani porcinnich
oocytl v zavislosti na davce. Kultivace oocytll v piitomnosti a-ZOL po dobu 48 hod a
koncentraci 7,5 uM vedla k signifikantnimu poklesu zrani, zatimco f-ZOL vykazoval stejny
efekt pfi 30 uM. Koncentrace 7,5 uM snizovala podil zygot, které¢ dosahly stadia blastocysty.
ZEA a jeho derivaty v koncentracich 0,3 — 31,2 uM redukovaly procento oocytd, které
dosahly metafaze II (MII), zpusobovali jaderné malformace v mnozstvi zavislém na
koncentraci, pficemz ZEA a a-ZOL byli nejuc¢innéjsi v nizsich koncentracich. ZEA je nejvice
cytotoxicky v nizkych koncentracich (pM), nasledovany a-ZOL (nM) a B-ZOL (uM) po 24

hod inkubaci.

Malekinejad et al. (2007) ve své studii hodnotili vliv ZEA, o — ZOL a B — ZOL na
zrani oocytll a rany embryonalni vyvoj prasat. Sledované koncentrace byly 0,312; 3,12 a 31,2
uM. ZEA 1 jeho derivaty ve vSech testovanych koncentracich redukovaly pocet oocytt, které

dosahly MII faze a v zavislosti na davce indukovaly jaderné malformace.

Ranzenigo et al. (2008) se ve své praci zabyvali G¢inky ZEA na granuldzni burky,
proliferaci a steroidogenezi oocytll prasat. Granul6zni buriky z malych folikuld (1 — 5mm)
byly kultivovany 2 dny v médiu obohaceném o 5% fetalni bovinni sérum a 5% porcinnim
fetalni sérum, po 48 hodinach se oocyty piemistily do média bez séra s nebo bez
kontaminantl. Vybrané koncentrace byly 0,0937; 0,937 a 9,37 uM. ZEA Vv nejvyssi testované
koncentraci zvySoval IGF — I indukovanou produkci P4, zatimco v nizs§ich koncentracich byl

bez Uc¢inkil, nicméné tyto nizsi koncentrace zvySovaly FSH indukovanou sekreci P4.

Minervini et al. (2001) hodnotili vliv ZEA, oo — ZOL a ZAN na in vitro zrani bovinnich
oocytl. Testované koncentrace byly v rozmezi 0,3 — 30 pg/ml. Zrani oocyti do MII faze bylo
inhibovano u oocytt kultivovanych v ptitomnosti 30 pg/ml ZEA (94,2 uM), a — ZOL i ZAN

(oba 93,6 uM) se signifikantnim nartistem chromatinovych abnormalit v pfitomnosti ZEA a o
—ZOL.
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Stejn¢ jako u vySe zminovanych fytoestrogeni i ZEA a jeho derivaty maji
prokazatelné u¢inky na samici reprodukéni aparat véetné vlastnich zarodecnych bunék. Proto

i v tomto piipadé Ize hledat analogii v pusobeni téchto latek se sam¢imi gametami.

2.5.1.2. Fytoestrogeny

Konzumace fytoestrogentt miize mit potencialné¢ prospé$né ucinky, ale zaroven miize
vést ktadé reprodukénich problémt (Whitten et Patisaul, 2001). Piijem GEN mize
zpusobovat naruseni vyvoje a funkce ovarii, estralniho cyklu, hypotalamo — hypofyzarni —
gonadové osy, subfertilitu a zvySeny vyskyt adenokarcinomu (Cederroth et al., 2012). Wang
et al. (2010) wuvadé¢ji, ze nejcitlivéjsi cilovou tkani k estrogennim ucinkim je u
prepubertdlnich prasni¢ek déloha. U ovariektomizovanych prasnic¢ek doslo k zvySeni vahy
délohy a cervixu po konzumaci 200 mg GEN/kg v krmivu, pficemz bylo pozorovano, ze
zvySeni vahy délohy prostfednictvim sojovych isoflavonll je zavislé na davce (Wang et al.,
2010). To potvrzuje i Ford et al. (2006), ktefti ve své studii podavali GEN
ovariektomizovanym prasni¢kam intramuskularné a to v davce 50, 100, 200 a 400 mg/den po
dobu 10 dni. Vaha d¢lohy a d€lozniho krcku se oproti kontrolni skupin€ zvysila po podavéani

200 a 400 mg GEN.

DalS§im pozorovanym disledkem konzumace GEN je zvétSeni vulvy. Prasnicky,
kterym bylo podavano krmivo s 20% obsahem soji mély vétsi vulvu nez prasnic¢ky v kontrolni
skuping, nicméné toto krmivo nemélo vliv na véhu reprodukcéniho traktu nebo vyskyt

histologickych abnormalit (Wang et al., 2010).

Mezi dalsi zdokumentované ucinky isoflavonti provadéné na zvifecich modelech patii
proliferace epitelialnich bunék v reprodukénim traktu a anestrus (Whitten et Naftolin, 1998).
Ve vyse zminéné studii Ford et al. (2006) byla hodnocena vyska epitelidlnich bunck
v reprodukénim traktu ovariektomizovanych prasnicek, pficemz k jejimu narlstu v okoli

d€loznich zladzek a v lumen dé€lohy a cervixu doSlo po adici 400 mg GEN/ den.

Rada studii expozice GEN byla provadéna na hlodavcich (Cederroth et al., 2012).
Konzumace fytoestrogenii ve vysokych davkach nebo v kritickych fazich vyvoje hlodavci

muze vést k fadé reprodukénich problémt (Mitchell et al., 2001).

Cline et al. (2004) hodnotili u¢inky konzumace aglykonti sojovych isoflavonii na
reprodukéni trakt u pohlavné dospélych mysi. Pomér isoflavont v pokusnych skupinach byl

10GEN: 1DAI, 2GEN: 1DAI a 1GEN: 10DAI v celkovém mnozstvi 120 mg isofavonu (v
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priméru 40 mg/kg/zhm.) po dobu 16 tydni. Uginky 10GEN:1DAI byly minimalni nebo
zadné, naproti tomu 2GEN:1DAI a 1GEN:10DAI zpiisoboval dramatické estrogenni ucinky.
U samic dochazelo k endometritidam a G¢inkiim typickym pro estrogenni stimulaci (zvétSeni
d¢lohy, keratinizaci vaginalniho epitelu, nartistu epitelidlnich bun€k na povrchu endometria a

uterinni squamozni metaplasii).

Lamartiniere et al. (2002) ve své studii podéavali samicim potkana, které se dosud
nepafily, krmivo s obsahem DAI 250 mg/kg krmiva (nizkd davka) a 1000 mg/kg krmiva
(vysoka davka). Podavani bylo zapocato 14 dni pfed pfipousténim a ukonceno 50 dni po
porodu. DAI v zadné testované koncentraci neovlivinoval fertilitu, podil samcich a samic¢ich
potomku ani anogenitalni vzdalenost. Obé testované koncentrace mirng, nikoliv vsak

signifikantné, snizovaly vahu ovérii a délohy a velikost mlécné z14zy.

K rozdilnym vysledktim pii testovani GEN dosli Santell et al. (1997), kteti hodnotili
jeho vliv na vahu délohy, vyvoj mlééné zlazy a hladinu prolaktinu v plazmé u samic potkana
linie Sprague — Dawley. Testované koncentrace byly 150, 375 a 750 mg/kg krmiva, pfi¢emz
koncentrace 375 a 750 mg/kg krmiva signifikantné zvySovala védhu dé¢lohy a nejvyssi
testovanad davka signifikantn€ inhibovala regresi mléné zlazy, ktera ptirozené nésleduje po
ovariektomii. Tato koncentrace téz signifikantn€ zvySovala hladinu prolaktinu v krevni
plazmé. Stejné tak Ren et al. (2001) uvadéji, Ze isoflavony stimuluji pohlavni trakt samic,

pfi¢emZ u hlodavct stimuluji rist dé€lohy a mlécéné Z1azy.

Rada publikaci se téz vénovala vlivu isoflavonii na pohlavni buiiky. Na modelu
porcinnich oocytti bylo provedeno nékolik studii. Basini et al. (2010) ve své praci hodnotili
ucinky GEN na steroidogenezi a proliferaci granuldznich bun¢k v koncentracich 1; 18,5 a 185
uM GEN. Zadna z testovanych koncentraci neméla vliv na proliferaci granuléznich bungk.
Nejvyssi koncentrace inhibovala produkci E2 granuléznimi bunikami, zatimco koncentrace
18,5 uM byla neainnd. Naproti tomu koncentrace 1 pM E2 produkci stimulovala.

Progesteron (P4) byl inhibovan ve vSech testovanych koncentracich.

V ptipadé€ vlivu GEN na produkci P4 granul6znimi bunikami dosli Nynca et Ciereszko
(2006) k podobnym vysledkim. Testované koncentrace byly 0,5; 5 a 50 uM. GEN v zavislosti
na davce inhiboval bazdlni i FSH - stimulovanou produkci P4 antrdlnimi, muralnimi i
neseparovanymi granuléznimi buiikami. Na rozdil od pfedchozi studie nemély vybrané

koncentrace vliv na sekreci E2. Viabilita byla ovlivnéna pouze nejvyssi davkou.
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Podobna studie se zabyvala ucinky DAL Hodnoceny byly stejné koncentrace jako
v piipadé¢ GEN (0,5; 5 a 50 uM). I tento isoflavon inhiboval sekreci progesteronu

granul6znimi bunikami, zatimco produkce E2 zistala neovlivnéna (Nynca et al., 2013).

Podobn¢ Galeati et al. (2010) hodnotili vliv DAI na steroidogenni aktivitu
kumulérnich bunék. Ob¢ testované koncentrace (1 a 10 uM) signifikantné snizovaly sekreci
P4 kumularnimi bunikami po 24 a 48 hod kultivace. Produkce E2 nebyla jako v pfedchozim
pfipad¢ ovlivnéna. V této studii byly dale hodnoceny ucinky DAI na jaderné a
cytoplasmatické zrani, které nebylo vybranymi koncentracemi v prab¢hu in vitro zrani

naruseno.

In vitro zrani prasecich oocyti bylo pfedmétem i dal$ich praci. Jung et al. (1993)
pfidavali k denudovanym oocytim GEN v koncentracich 20, 40 a 60 pg/ml média, coz
odpovida 74; 148 a 222 uM a dosli k zavéru, ze GEN in vitro zrani inhibuje, pfi¢emz oocyty
byly senzitivni v pribéhu prvnich 12 hodin inkubace. GEN potlacoval rozpad jaderné

membrany i kondenzaci chromatinu.

Vodkova et al. (2008) ve své praci testovali vliv genisteinu a jeho glykosidu genistinu
(GIN) na in vitro zrani oocytii a expanzi kumularnich bunék. Koncentrace GEN byly podobné
jako u Jung et al. (1993) a to 13, 40 a 80 pg/ml tedy 48,1; 148 a 296 uM, GIN byl piidavan
v mnozstvi 80, 160 and 240 pg/ml, které odpovida 185; 370 a 555 puM. Oocyty byly
kultivovany 24 hod s pfidavkem kontaminantu a poté dal$ich 24 hod v ¢istém médiu, GEN
Vv zavislosti na davce blokoval zrani oocytil ve stadiu zarode¢ného vacku (GV = germinal
vesicle), po oplachnuti GEN zrani oocytii pokracovalo, ale s vyskytem abnormalit (32%).
GIN v koncentraci 80 pg/ml také indukoval signifikantni zastaveni v GV (18%). S rostouci
koncentraci GIN se podil zastavenych oocyti sniZzoval, nicméné se zvysil podil abnormalné
zrajicich oocytl. Expanze kumularnich bun¢k byla po adici GEN ovlivnéna v poméru

k davce, v piipadé GIN byly u€¢inky méné¢ zfetelné.

Podobné tcinky jako na modelu porcinnich oocytl byly popsany i u hlodavct. Chan
(2009) u mysi hodnotil mmj. vliv GEN na jaderné zrani, fertilitu a rany embryonalni vyvoj
v koncentracich 1, 5 a 10 uM. V zavislosti na davce mél GEN negativni ucinky na vSechny
testované parametry, tj. snizoval podil zrajicich oocytli, zhorSoval jejich fertilitu a narusoval

rany embryonalni vyvoj.
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Ve studii Kimura (1996) GEN potlacoval rozpad zéarodecného vacku (GVBD =
germinal vesicle breakdown) u mysich oocytd v ED50 = 20 pg GEN/ml (74 uM) a jeho
inhibi¢ni u¢inky byly pIné reversibilni. Oocyty kultivované s 30 pg GEN/ml média (111 uM)
vykazovaly snizeny podil vydélenych polovych télisek (15 — 20%), pfiCemz vétSina oocytil
(80 — 90%) s inhibici vydé€leni polového téliska méla zastavené zrani v metafazi I (MI).

Inhibiéni G¢inky byly zavislé na davce.

Zhuang et al. (2010) hodnotili €¢inky GEN na ovaridlni folikularni vyvoj u samic
potkana. Testovana byla zvifata ve véku 4 mésicti po 4 tydenim podavani GEN a zvirata ve
véku 15 mésicl, po 4 mésicich poddvani GEN. U obou skupin byla zvolena shodna
koncentrace 160 mg/kg/den. U samic ve stafi 4 mésicti byly nalezeny folikuly v riznych
stadiich (primordialni, primarni, sekundarni, antralni, atretické folikuly a Zluta téliska (CL =
corpus luteum). U pokusné skupiny byl nalezen vys$si podil primordialnich folikulti a naopak
niz8i podil antrdlnich a atretickych folikulii. U starnoucich potkanid v 15 mésicich véku
histologicky profil ukazal pouze nékolik vyvijejicich se folikult v riiznych fazich vyvoje jak u
pokusnych skupin, tak u kontrol. Pocet primarnich, antralnich, atretickych foliki a CL se
statisticky neliSil, nicméné pocet primordialnich a antralnich folikula byl u pokusné skupiny

vy$§i. Samice oSetfené GEN, dale vykazovaly vyssi podil funkénich folikuld.

Z vyse uvedeného je patrné, Ze bylo prokézano ovlivnéni jak samiciho reprodukéniho
traktu, tak pohlavnich buné€k sojovymi isoflavony. Vzhledem k podobnému zaloZeni samicich
a samc¢ich gamet, které je odliSuje od somatickych buné€k, se nabizi myslenka, ze by tyto latky

mohly interferovat i se spermiemi a to véetné prichodu sami¢im pohlavnim aparatem.
2.5.2. Samci

2.5.2.2. Zearalenon

Negativni uc¢inky ZEA na pohlavni aparat byly zaznamenany mimojiné 1 u samcl
prasete. U mladych kaneckli byl popsan feminiza¢ni efekt jako dasledek hyperestrogenismu,
ktery je charakterizovan testikularni atrofii, otokem prepucia a zvétSenim mlécné Z1azy (Agag,
2004; Whitlow et al., 2002; Freitas et al., 2012), jako dalsi symptom byl popsan pokles libida
(Sutkeviciene et al., 2009; Benzoni et al., 2008; Berger et al., 1981), snizeni hmotnosti varlat,
nadvarlat a méchyikovitych zlaz (Kanora et Maes, 2009) a redukce koncentrace testosteronu
v plasmé (Sutkeviciene et al., 2009; Kanora et Maes, 2009). Otok prepucia a hypertrofie
mlécné zlazy byla popsana jak u mladych kastratti (Benzoni et al., 2008) tak u dospélych
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kanci (Sutkeviciene et al., 2009; Bhat et al., 2010). U kanct byla po adici ZEA dale
zaznamenana men$i velikost a niz$i hmotnost varlat (Bhat et al., 2010, Sutkeviiene et al.,
2009; Benzoni et al., 2008), poruchy Vv testikularnim vyvoji a spermatogenezi (Sutkevi¢iene et
al., 2009), Agag (2004) vsak uvadi, ze dospéli kanci ziejm¢ disponuji mechanismy, které
brani poklesu spermatogeneze. Dale byla popsana niz§i motilita spermii po dlouhodobém
pfijimani nizkych koncentraci ZEA a ovlivnéni nadvarletnich funkci (Benzoni et al., 2008).
Pokles libida byl pozorovan i u dospélych kanci (Bhat et al., 2010; Sutkeviciene et al., 2009;
Freitas et al., 2012) nicmén¢ pouze pii vysokych koncentracich. V mnozstvi, které se bézné
nachdzi v krmivu, tzn. 200 ppm, k tomuto jevu nedochazi (Sutkevifiene et al., 2009).
Minervini et Dell’Aquila (2008) uvadéji, ze reprodukéni potencial kanci krmenych bézné

kontaminovanym krmivem neni negativné ovlivnén.

Vyse uvedené potvrzuje 1 studie Berger et al. (1981), ve které u kanecki krmenych po
dobu 4 tydnli 40 ppm ZEA od 14 tydnt veéku, bylo pozorovano snizeni libida a pouze menSina
testovanych zvifat vykazovala pohlavni chovani. Koncentrace testosteronu v plasmé byla
béhem konzumace ZEA snizena, velikost varlat nebyla ovlivnéna. Ve véku 36 tydnd se

testovana skupina od kontrolni nelisila.

Podobn¢ 1 ve studii Kanora et Maes (2009) podavani krmiva prepubertalnim
kaneckiim s obsahem ZEA (az 600 ppm) v délce 6 — 15 tydni vedlo k signifikantnimu snizeni
hmotnosti varlat (az o 30%) oproti kontrolni skupin€é. Po podavani 100 ppm ZEA byla
dokonce pozorovana inhibice spermatogeneze, ktera byla reverzibilni (ukonceni podévani

krmiva).

Zajimava byla studie kolektivu Bielas et al. (2017), ktefi podavali kancim prasete
divokého (Sus scrofa I.) Zelatinové kapsle se 150 pg ZEA /Kg z. hm. kazdé dva mésice vzdy 7
po sobé jdoucich dnich po dobu trvani jednoho roku, popt. 50 ng ZEA /kg.z.hm ve formé
pfirozen¢ kontaminovaného krmiva. Odbér spermii probihal disekci z nadvarlete a spermie
byly odebirany z jeho ocasu. Posléze byly spermie nafedény BTS meédiem a skladovany
Vv 17°C po dobu 6 dni (144). Hodnocena byla mj. motilita spermii, které byla métena po 0
hod, 24 hod a 144 hod skladovani pomoci syst¢ému CASA a kalibrované¢ho Leja® skla
v 35°C. Jiz v 0 hod byl zaznamenan signifikantni pokles podilu motilnich spermii oproti
kontrolni skupiné¢ a to u obou testovanych koncentraci. Prekvapiva situace nastala pii
hodnoceni po 24 hod, kdy doslo k signifikantnimd nartstu podilu motilnich spermii oproti 0

hod v obou testovanych skupinich diky ¢emuz vymizel rozdil v podilu motilnich spermii
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mezi hodnocenymi koncentracemi a kontrolou. Po 144 hod doslo opét k statisticky
vyznamnému poklesu podilu motilnich spermii u skupin zatizenych zearalenonem, tyto se
mezi sebou neliSily. Podobna situace nastala i v piipadé hodnoceni progresivni motility
spermii (%). Dale byla hodnocena hyperaktivace, akrozomalni reakce a integrita
plasmatickych membran. Ani u jednoho z téchto parametrii nebylo zaznamenano ovlivnéni

zearalenonem.

Také u hlodavett ZEA v podminkach in vivo negativné ovliviioval stav spermii, a to

v Sirokém spektru koncentraci, v€etné koncentraci velmi nizkych — v fadu < 1uM.

Long et al. (2017) podavali po dobu péti tydnti mysim 25, 50 a 75 mg ZEA/ kg z. hm,
intraperitonealné (i. p.) coz je zhruba o 7ad vice nez v pfipadé vyse zminéné studie na kancich.
Ve vSech testovanych skupinach nésledné pozorovali signifikantni pokles podilu motilnich
spermii ziskanych z nadvarlete v mife zavislé na davce, Dale byly pozorovany morfologické

deformity a to zejména abnormality hlavicky a defekty biciku.

Podobné vysledky zaznamenali i Adibnia et al. (2016), ktefi podavali potkanim 1, 2 a
4 mg ZEA/ kg z.hm i.p. I v tomto ptipadé autofi zaznamenali signifikantni pokles jak podilu

motilnich spermii tak viability a to v mife zavislé na davce.

Stejné tak Pang et al. (2017) zaznamenali negativni u¢inky zearalenonu kdyZ mladym
myS$im samct (3 tydny) podéavali 20 pg popt. 40 ug ZEA /kg Z.hm. prostfednictvim Zalude¢ni
sondy per 0s. Po 14 dnech podavani byl, ve srovnani s kontrolou, zaznamenan pokles poctu
spermatogennich bunc¢k v semenotvornych kanalcich varlete bez ohledu na davku a po 28
dnech byla patrnd, sniZend motilita a hyperaktivace spermii (hodnoceno systémem CASA),

dale byla pozorovana niZ§i koncentrace a viabilita spermii a to v mife zavislé na davce.

Vzhledem Kk pozorovanym uc¢inkim podavani ZEA in vivo jak na kan¢im tak na
hlodavéim modelu je patrné, Ze tento estrogenni mykotoxin ovliviluje spermatogenezi,
potazmo kvalitu spermii. Nicméné tyto studie pracovaly se spermiemi ziskanymi z ocasu
nadvarlete, které se od ejakulovanych spermii odliSuji napf. stavem nckterych receptorti na
svém povrchu. Dale z téchto studii neni patrné, zda spermie ovliviiuje pifimo ZEA nebo spise

jeho metabolity.
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V podminkach in vitro byl vliv u¢inku ZEA a jeho majoritniho metabolitu oo — ZOL na
spermie testovan pouze na porcinnich a equinnich spermiich a velmi okrajové na bovinnich
spermiich. Zatimco na modelu porcinnich spermiich efekty téchto estrogennich mykotoxint
pozorovany byly, vliv na hieb¢i spermie nebyl u ZEA prokazan a to v Sirokém spektru
koncentraci 100 uM — 0,1 pM ZEA (Filannino et al., 2011). V piipadé¢ a — ZOL byly

pozorovany ucinky pouze v nejvyssi koncentraci 100 uM (Filannino et al., 2011) viz nize.

Ve vysokych davkéch tj. > 100 uM ZEA byly u porcinnich spermii zaznamenany
inhibi¢ni u¢inky na motilitu a to konkrétné po adici 250 uM, 187,5 uM a 125 uM ZEA jiz po
1 hod spole¢né inkubace (Tsakmakidis et al., 2006; 2007).

V rozmezi téchto vysokych koncentraci byla zaroveii pozorovana inhibice

akrozomalni reakce (Tsakmakidis et al., 2006)

Dale pozorovan pokles viability spermii (Tsakmakidis et al., 2006; 2007) a zhorSena
vazba na zonu pellucidu po inkubaci s 250 uM a 187,5 uM ZEA nikoliv vSak se 125 uM ZEA
(Tsakmakidis et al., 2007).

Se snizujici se koncentraci ZEA na uroven stfednich tj. 10 — 100 uM, nizkych tj. 1 —
10 uM popft. velmi nizkych tj. < 1 pM vymizely pozorované uc¢inky na motilitu porcinnich
spermii a to v koncentracich 94,2; 62,8 a 31,4 uM (Tsakmakidis et al., 2008). Zadné ucinky
na motilitu praseCich spermii nedetekovali ani Benzoni et al. (2008) v Sirokém spektru
koncentraci 20 uM — 0,2 pM ZEA po dobu 5 hod spole¢né inkubace na stejném modelu
spermii. Stejné tak nedoSlo k ovlivnéni motility porcinnich spermii ve studii Sambuu et al.
(2013), pficemz jejich experimentalni schéma zahrnovalo skladovani v Modena médiu po
dobu 1 a 3 tydni pii 5°C v piitomnosti 3,12 pM popt. 0,0312 pM ZEA. Zadny vliv na
motilitu popt. jednotlivé charakteristiky pohybu nebyl pozorovan ani u equinnich spermii

v rozmezi 10 uM — 1pM ZEA (Filannino et al., 2011).

Dalsi parametry kvality spermii byly sledovany jen nepravidelné. V koncentracich
3,14 uM a 0,0314 uM ZEA nebyly zaznamenany zadné ucinky na akrozomadlni reakci
porcinnich spermii (Sambuu et al., 2013). Stejn¢ tak nebyla ovlivnéna viabilita spermii
(Sambuu et al., 2013). Nicméné byla zaznamenana zhorSena penetrace oocytu po adici 3,14
uM a 0,314 uM nikoliv v8ak 0,0314 uM. V tomto ptipadé trvala spole¢na inkubace 22 hod.
Zajimavé je, Ze pii testovani o fad nizsi koncentrace tj. 0,00314 uM (3,14 nM) byla opét

detekovéana zhorSend penetrace oocytu (Sambuu et al., 2011). Podobné Yousef et al. (2017)
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testovali vliv ZEA na odezvu bovinnich oviduktalnich epitelidlnich bunék na spermie a ve

velmi nizkych davkach tj 3,14 pM — 3,14 nM pozorovali eliminaci této odezvy.

Lehce odlisnd situace oproti matefské slouCeniné nastala pfi testovani o-ZOL,
majoritniho metabolitu ZEA. Stejné jako ZEA ve vysokych davkach signifikantné inhiboval
motilitu porcinnich spermii v koncentracich 125 — 250 uM a snizoval viabilitu a vazbu na
zonu pellucidu v koncentracich 250 uM a 187,5 uM nikoliv v8ak po adici 125 uM
(Tsakmakidis et al. 2006; 2007). Koncentrace 100 uM se na rozdil od ZEA jevila jako u¢inna
I Vv pfipadé equinnich spermii — Vv tomto pfipadé doslo ke statisticky vyznamné inhibici
motility a to jak celkové tak progresivni motility, dale pak doslo k poklesu VAP, VSL a LIN
nikoliv v§ak VCL a ALH byla stimulovana (Filannino et al., 2011).

V ¢em se a-ZOL v téchto vysokych koncentracich lisil, byly jeho ucinky na
akrozomdlni reakci. Zatimco ZEA signifikantn€¢ inhiboval akrozomadlni reakci ve vSech
testovanych koncentracich a inkubacnich casech tj. 250 pM; 187,5 uM a 125 uM po 1 — 4
hod inkubace, s vyjimkou 1 hod inkubace se 125 uM ZEA, tak a-ZOL piekvapivé pisobil na
akrozomalni reakce porcinnich spermii inhibi¢né pouze v koncentracich 187,5 uM a 250 uM
a to po 2 — 4 hod nikoliv v8ak 1 hod spolecné inkubace. Stimula¢ni ti¢inky na akrozomalni
reakci byly naopak pozorovany po adici 100 uM ZEA ke vzorku equinnich spermii (Filannino

etal., 2011)

Na rozdil od ZEA a-ZOL vykazoval G¢inky i ve stiednich koncentracich (10 — 100
uM), nicméné pozorované efekty jsou nejednotné. Zatimco Gray et al. (2016) pozorovali
signifikantni sniZeni vSech parametri motility vyjma ALH a LIN tj. celkové motility, rapidni
motility, progresivni motility a parametra VCL, VSL, VAP, STR a BCF po spole¢né
koinkubaci s 31,2 uM a-ZOL a to jiz po 30 min inkubace, Benzoni et al. (2008) pozorovali po
5 hod inkubace s 20 uM a-ZOL statisticky vyznamné navyseni parametru VCL pfi soucasné
inertni VSL. Gray et al. (2016) zaroven zaznamenali i signifikantni pokles podilu

akrozomalnich reakci po 3 hod inkubace v koncentraci 31,2 uM.

V nizkych koncentracich pak jiz nebyly zadné dalsi ucinky a-ZOL na spermie

detekovany, stejné jako v piipadé ZEA, a to ani na porcinni (Benzoni et al., 2008; Sambuu et
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al., 2013) nebo equinni (Filannino et al., 2013) spermie az do koncentrace 0,2 pM resp 0,1
pM.

Souhrnné lze fici, Ze zearalenon pii testovani in vitro vykazoval G¢inky ve vysokych
davkach, zatimco jiz ve stfednich a nizSich davkach se jevil jako inertni, zatimco a-ZOL
vykazoval ucinky i ve stiednich davkach. To by mohlo souviset s vyS$Sim estrogennim

potencidlem a-ZOL oproti matei'ské sloucenin€ ZEA.

Na urovni in vitro bylo doposud publikovano jen omezené mnozstvi praci a to na
hospodatskych zviratech, zejména prasatech. Nicméné pokud se podivame na experimenty
vedené v podminkach in vivo tak u divokych prasat byly pozorovany negativni 0c¢inky
zearalenonu na kvalitativni parametry spermii i v nizkych a v pfipadé mysi az velmi nizkych
koncentracich. CoZ ziejmé souvisi jen s omezenymi moznostmi simulace fyziologickych

podminek v in vitro podminkach.

2.5.2.1. Fytoestrogeny

Stejné€ jako u samic byly popsany GCinky fytoestrogenli i u samcti. V ptipadé prasat
byla publikovana studie Yuan et al. (2012), ve které bylo kancim c¢inskych miniprasat
podavano krmivo s obsahem isoflavont. Zatimco 250 ppm sojovych isoflavont zpisobilo
nartist hmotnosti varlat, 500 ppm ve srovnani s kontrolou zpusobilo redukci vahy varlat a
nadvarlat. 250 ppm déle zvysilo podil fruktozy v ejakulatu oproti kontrole, coz mélo pozitivni
vliv na jeho kvalitu. 500 ppm isoflavonu signifikantné snizovalo uroven LH a testosteronu ve

srovnani s kotnrolou.

Dalsi studie byly zaméteny zejména na hlodavce. Whitten et Naftolin (1998) uvadéi,
ze podavani GEN prepubertalnim mySim samciim po dobu 6 tydnt v rozmezi 900 — 3600
mg/kg Z. hm. per os zptsobovalo pokles hmotnosti varlat a naruSeni spermatogeneze. Naproti
tomu podavani 300 — 1000 mg GEN / kg z. hm. dospélym potkanlim po dobu 4 tydnt védhu
varlat neovlivnilo. V ptipadé prepubertalnich potkani v§ak podavani krmiva se 7% obsahem

soji vahu varlat zvySovalo.

Zatimco dle Whitten et Naftolin (1998) a Cederroth et al. (2010) expozice dietdrnim
1soflavontim neovlivituje hladinu sérového testosteronu u dospélych mysi a potkant, Strauss
et al., 1998 zaznamenali po adici 2,5 mg GEN subkutanné/ kg z. hm. po dobu 9 dni redukci
koncentrace sérového i testikularniho testosteronu. Dale dosSlo ke sniZzeni obsahu LH

V hypofyze a poklesu vahy prostaty. S tim koreluje 1 prace Setchell (1998), dle které GEN
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inhibuje rust prostatickych bunék. Cederroth et al. (2010) dale uvadéji, ze dlouhodobé
podavani fytoestrogenti snizuje nadvarletni zasoby spermii a redukuje pocet haploidnich

bunck ve varlatech CD-1 mysi.

K odlisnym vysledkim dospé€li Faqi et al. (2004) a Lee et al. (2004), dle kterych
isoflavony nemaji na fertilitu mySich a potkanich samcti zadny vliv. Faqi et al. (2004) ve své
praci podavali potkanim linie Wistar — Unilever od 10 tydnii véku krmivo se smési
isoflavonti (45% GEN, 23% DAI a 4% glycitein) v mnozstvi 200 nebo 2000 mg/kg krmiva po
dobu minimalné¢ 12 meésici. Krmnd expozice isoflavonim nepusobila toxicky, ani
nezasahovala do vahového piirtastku. Absolutni i relativni hmotnost varlat a nadvarlat
spole¢né s testikularni morfologii byla u obou testovanych skupin srovnatelna s kontrolou.

Stejné tak vybrané latky neovlivitovaly pocet spermii, jejich produkci nebo morfologii.

Ve studii Lee et al. (2004) byli mysi samci od 5 tydnii do 6 mésicii véku krmeni
potravou obsahujici GEN v mnozstvi 2,5 mg/ kg/ den. Ani vtomto piipadé nebyly
pozorovany zadné u¢inky na hmotnost téla nebo vahu reprodukénich organt. Zadné

signifikantni rozdily nebyly pozorovéany ani v poctu spermii nebo jejich motilité.

Vliv sojovych fytoestrogent byl, stejné jako u samic, studovdn i na urovni gamet.
Bylo provedeno né¢kolik studii, které hodnotili t¢inky GEN popi. DAI na kvalitu spermii u

riznych modelovych organismi.

Pozorované uCinky genistenu na spermie in vitro byly napfi¢ studiemi ponékud
nekonzistentni. A to jak ve vysokych > 100 uM; stiednich 10 — 100 uM; nizkych 1 — 10 uM 1

velmi nizkych <1 uM koncentracich.

Na urovni vysokych davek Uma Devi et al. (2000) po adici 500 pM GEN
k nadvarletnim spermii kfecka nepozorovali Zadné Gi¢inky na motilitu spermii ani po 150 min
spolecné inkubace, zatimco Bajpai et al. (2003) po inkubaci humannich ejakulovanych
spermii s 400 uM GEN pozorovali po 6 hod signifikantni pokles vSech parametrti motility —
celkové motility, progresivni motility, jednotlivych kinematickych parametri i hyperaktivace,

viabilita spermii zlstala neovlivnéna.

Stfednich koncentrace GEN vykazovaly podobné& rozporuplné u¢inky. Zatimco jak Oh
et al. (2011) v pfipad¢ porcinnich tak Tao et al. (2009) v piipadé murinnich spermii
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zaznamenali statisticky vyznamny pokles motility po adici 100 uM GEN, Kim et al. (2014) ve
stejné davce nepozorovali zaddny vliv na motilitu spermii ani po 6 hod inkubace.
V koncentraci 50 uM GEN byly vysledky podobné. Zatimco Oh et al. (2011) i Tao et al.
(2009) opét zaznamenali pokles podilu motilnich spermii, Kim et al. (2014) po 3 hod
inkubace nepozorovali zadné ucinky a po 6 hodinach spole¢né inkubace pozorovali dokonce

stimulaci motility

Testovani kapacitace spermii pfineslo podobné nehomogenni vysledky. Zatimco Ryu
et al. (2014) v této koncentraci nepozorovali ani u jednoho ze zkoumanych druhu (sus, bos,
mus) zadné ucinky 100 uM genisteinu na kapacitaci spermii po 15 popf. 30 min inkubace,
Mohamed et al. (2011) pozorovali po 15 min spolecné inkubace stimula¢ni ucinky na
kapacitaci porcinnich spermii. Naproti tomu Park et al. (2011) pozorovali u murinnich spermii
uc¢inky inhibi¢ni a to rovnéZ po 15 min inkubace s GEN. Zajimavé je, ackoliv Mohamed et al.
(2011) u porcinnich a Park et al. (2011) u murinnich spermii pozorovali opa¢né ucinky
(stimula¢ni vs inhibi¢ni) oba kolektivy shodné pozorovali efekty po 15 nikoliv v8ak 30 min

inkubace.

V ptipad€é akrozomalni reakce Ryu et al. (2014) pozorovali u porcinnich spermii
stimula¢ni u¢inky 100 uM GEN jak po 15 tak 30 min inkubace, s ¢imz se shoduji i1 vysledky
kolektivu Mohamed et al. (2011) na stejném modelovém organismu. Bovinni spermie zlstaly
stejnou davkou neovlivnény (Ryu et al., 2014) a murinni spermie byly stimulovany pouze po
15 min inkubace se 100 uM GEN (Ryu et al., 2014; Park et al., 2011). Viabilitu testovali
pouze Kim et al. (2014), ktefi zaznamenali stimula¢ni uc¢inky 100 pM M GEN po 6 hod,
nikoliv vSak po 3 hodindch inkubace. Pii koncentraci 50 uM kolektiv Kim et al. (2014)
rovn&Zz zaznamenali stimulaci motility, nicméné v tomto piipadé byly Gc¢inky signifikantni jiZ

po 3 hod inkubace.

V nizkych koncentracich tj. 10 uM GEN byl pozorovan pokles podilu motilnich
murinnich spermii (Tao et al., 2009). Zajimavé je, Ze zatimco po 15 min inkubace
S genisteinem nebyly pozorovany zddné ucinky na stfedni hodnoty kinematickych parametri
spermii, po 30 min inkubace doslo k signifikantnimu poklesu VAP (Oh et al., 2011). Naproti
tomu v pfipad¢ bovinnich spermii nebyly po adici 7,4 uM GEN zaznamenany zadné ucinky

na motilitu spermii (Menzel et al., 2007).
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Ryu et al. (2014) nezaznamenali zZadny vliv 10 uM tohoto environmentalniho estrogenu na
schopnost prasec¢ich spermii kapacitovat, Mohamed et al. (2011) na stejném modelovém
organismu pozorovali po 15 min spole¢né inkubace stimulaci kapacitace. V pfipadé
murinnich spermii byla zaznamendna po 15 min inkubace s 10 uM GEN naopak inhibice
kapacitace. (Park et al., 2014). Naproti tomu Ryu et al. (2014) zadné ucinky na murinni
spermie nepozorovali, ackoliv jejich studie vykazovala stejné metodické ptistupy. Zadné
ucinky na kapacitaci nebyly pozorovany ani u bovinnich spermii a to ani v koncentraci 10 uM

(Ryu et al., 2014) ani v koncentraci 7,4 uM (Menzel et al., 2007).

Pti testovani vlivu 10 uM GEN na akrozomalni reakci porcinnich spermii byly po 30
min spole¢né inkubace s GEN pozorovany stimulaéni uc¢inky (Ryu et al., 2014; Mohamed et
al., 2011). V piipadé¢ 15 min inkubace s 10 uM GEN se vSak vysledky studii rozchazeji.
Zatimco Ryu et al., (2014) zadné ucinky nepozorovali, Mohamed et al. (2011) zaznamenali i
v této kratsi inkubaci stimula¢ni Gginky. Uplna shoda naopak nastala pii testovani murinnich
spermii, u kterych byla zaznamenana stimulace akrozomalni reakce v pfitomnosti 10 pM
GEN po 30 min nikoliv vSak po 15 min inkubace s GEN (Park et al., 2011; Ryu et al., 2014).
Zajimavé je, Ze u bovinnich spermii nebyly po adici 10 uM GEN pozorovany zddné u¢inky na
akrozomalni reakci (Ryu et al., 2014) zatimco v koncentraci 7,4 uM GEN bylo pozorovano
signifikantni snizeni podilu akrozom reaktivnich spermii (Menzel et al., 2007; Hinsch et al.,
2000). V této koncentraci bylo u bovinnich spermii téz pozorovano statisticky vyznamné

snizeni vazebnych schopnosti spermii na zonu pellucidu (Menzel et al., 2007).

I ve velmi nizkych koncentracich byly v pfipad¢ motility zaznamenany nekonzistentni
vysledky. Zatimco Oh et al. (2011) zaznamenali u porcinnich spermii po adici 1 uM stejné
vysledky jako ve vyssi (10 uM) koncentraci tj. statisticky vyznamny pokles podilu motilnich
spermii, Kim et al. (2014) nezaznamenali po az 6 hod plisobeni Zadny vliv na motilitu, rovnéz
prasecich, spermii, nicméné pozorovali signifikantni nartst viability a to jak po 3 hod tak po 6
hod spole¢né inkubace s I pM GEN. V koncentracich < 1 uM byla v ptipadé¢ hodnoceni
motility porcinnich spermii zaznamendana signifikantni inhibice pohybu aZ do koncentrace
0,001 uM, nizsi koncentrace nebyla testovana (Oh et al., 2011). Zajimavé je, Ze stejné€ jako ve
vyssich koncentracich, které byly testovany touto pracovni skupinou, opét doslo k ovlivnéni
CASA parametr motility po 30 min nikoliv vSak 15 min inkubace a to konkrétné

signifikantnim poklesem VAP.
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Ani testovani kapacitace spermii neptineslo jednotné vysledky. Zatimco Ryu et al.
(2014) nepozorovali zadné uc¢inky 1 pM GEN na kapacitaci kanc¢ich spermii po 15 min popf.
30 min inkubace, Mohamed et al. (2011) zaznamenali signifikantni nartist podilu
kapacitovanych spermii po 15 min nikoliv v§ak po 30 min inkubace s GEN. Tyto vysledky
opét kopiruji ty dosazené v koncentraci 10 uM GEN. V piipad¢ bovinnich (Ryu et al., 2014) i
murinnich (Ryu et al., 2014; Park et al., 2011) nebyly pozorovany zadné signifikantni G¢inky.
Ackoliv Adeoya — Osiguwa et al. (2003) pozorovali u murinnich spermii po 30 min spole¢né
inkubace signifikantni nartst podilu kapacitovanych spermii. Ani niz§i koncentrace
nepiinesly jednotné vysledky. Zatimco Ryu et al. (2014) nepozorovali zadné rozdily v podilu
kapacitovanych porcinnich spermii od koncentrace 0,1 — 0,001 uM GEN, Mohamed et al.,
(2011) pozorovali statisticky vyznamny narast podilu kapacitovanych spermii po 15 min
nikoliv vSak 30 min inkubace a to po adici 0,1 a 0,01 pM GEN nikoliv v8ak 0,001 uM GEN,
V tomto piipad¢ ani oni nezaznamenali zadné signifikantni rozdily. Zajimava situace nastala
pti hodnoceni bovinnich spermii. A¢koliv v Sirokém spektru koncentraci 0,01 — 100 uM GEN
nebyly zaznamendny z4dné G¢inky na kapacitacni schopnost spermii po 15 min popt. 30 min
pozorovana signifikantni stimulace podilu kapacitovanych spermii a to po 15 min nikoliv
vSak 30 min spolecné inkubace. Ani v pfipadé murinnich spermii nebyly vysledky
jednoznacné. Zatimco Ryu et al. (2014) a Park et al. (2011) nezaznamenali v koncentraci 0,1
uM GEN Zadné Gc¢inky na kapacitaci spermii ani po 15 min ani po 30 min inkubace, Fraser et
al. (2006) a Adeoya — Osiguwa et al. (2003) zaznamenali signifikantni nartst kapacitovanych
spermii a to po 35 resp. 30 min spolecné spolecné inkubace. SniZzenim testované koncentrace
na 0,01 pM GEN popt. 0,001 uM GEN doslo k ¢aste¢né proméné pozorovanych ucink.
Zatimco Ryu et al. (2014) stale nepozorovali zadné zmény, Park et al. (2011) detekovali
statisticky vyznamnou stimulaci po 30 min nikoliv v8ak 15 min inkubace. Stejné jako Fraser
et al. (2003) po 35 min a Adeoya — Osiguwa et al. (2003) po 30 min inkubace. Vliv GEN na
kapacitaci spermii ve velmi nizkych dévkach byl testovana i na humannich spermiich, v tomto
ptipadé GEN v rozmezich 0,001 — 0,1 uM kapacitaci spermii signifikantné stimuloval a to po

1 hod spole¢né inkubace (Fraser et al., 2003).

Vliv GEN na akrozomadlni reakci spermii byl, ve srovnani s kapacitaci, misty odlisny.
Zatimco v pripad¢ porcinnich spermii dochéazelo v koncentraci 0,1 uM GEN ke stimulaci
kapacitace pouze ve studii Park et al. (2011) a to po 15 min inkubace nikoliv vSak 30 min

inkubace a v ptipadé¢ Ryu et al. (2014) k ovlivnéni nedoslo. Akrozomalni reakce byla
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stimulovana po 30 min nikoliv v8ak 15 min inkubace s GEN (Ryu et al., 2014) zatimco Park
et al. (2011) zadné ucinky nedetekovali. Stejné vysledky byly zaznamenany i pfi testovani
ucinka 0,01 uM GEN (Ryu et al., 2014; Park et al., 2011). V nejnizsi zkoumané koncentraci
tj. 0,001 uM GEN nebyly pozorovany zadné efekty na akrozomalni reakci porcinnich spermii
ani u jednoho z vyse zminénych fesitelskych tymu. V ptipad¢é bovinnich spermii nebyly, na
rozdil od kapacitace, v zadné z velmi nizkych koncentraci tj. 0,1 — 0,001 uM GEN
pozorovany ucinky statisticky vyznamé rozdily v akrozomalni reakci spermii (Ryu et al.,
2014). Lehce odlisné vysledky AR oproti kapacitaci byly detekovany i u murinnich spermii.
Zatimco Ryu et al. (2014) i Park et al. (2011) nezaznamenali po adici 0,1 uM GEN zadné
zmény v kapacitaci spermii ani po 15 min ani po 30 min spole¢né inkubace, AR byla u obou
teSitelskych tymi signifikantné ovlivnéna po 30 min nikoliv v§ak 15 min inkubace. Naproti
tomu Fraser et al. (2003) i Adeoya — Osiguwa et al. (2003) shodné pozorovali statisticky
vyznamny narust jak kapacitovanych tak akrozom reaktivnich spermii a to po 35 min resp. 30
min inkubace. Zatimco Fraser et al. (2003) a Adeoya — Osiguwa et al. (2003) pozorovali
stejné efekty i ve snizené koncentraci tj. 0,01 uM GEN, Ryu et al. (2014) ani Park et al.
(2011) v této koncentraci jiz zadné G¢inky nezaznamenali. V nejnizsi testované koncentraci,
tj. 0,001 uM GEN detekoval zmény a v mnozstvi AR pouze kolektiv Adeoya — Osiguwa et al.
(2003) a to opét stimulacni. Humanni spermie reagovali na pfitomnost velmi nizkych davek
(0,1 - 0,001 uM) GEN stejné jako v ptipadé kapacitace a to statisticky vyznamnym nartistem

podilu spermii po akrozomalni reakci (Fraser et al., 2003).

Z dostupné literatury nelze s ur€itosti definovat presné UCinky genisteinu na
kvalitativni parametry spermii. Nicméné bylo doloZeno, Ze genistein plisobi na spermie
v Sirokém spektru koncentraci a to napfi¢ jednotlivymi testovacimi markery. Da se fici, ze
zatimco na motilitu spermii ptsobi spiSe inhibi¢né na kapacitaci a akrozomalni reakci naopak
stimulacnég, na rozdil od ZEA a jeho majoritniho metabolitu a-ZOL kde byly zaznamenané

ucinky pfevazné inhibicni..

Zajimavé ovsem je, ze ackoliv by se dal predpokladat podobny mechanismus plisobeni
fytoestrogentt a estrogennich mykotoxind, klinické u¢inky v in vitro studiich tomu
nenapovidaji. ZEA je v literatufe popisovan jako environmentdlni estrogen s nejvysSim
estrogennim potencidlem (Gromadzka et al., 2008), pfi¢emz a-ZOL je povazovan za az 10x
siln€jsi nez ZEA (Agag, 2004). Pokud vSak porovname studie zaméfené na ovlivnéni spermii,

nejnizsi zaznamenana ucinna koncentrace u a-ZOL byla zaznamenana ve studii Benzoni et al.
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(2008) a to 20 uM, kde paradoxné¢ stimuloval VCL, zatimco v pfipad¢ genisteinu byl jako

nejnizsi t€innd koncentrace pro porcinni spermie detekovan 0,001 pM GEN.
2.6. CASA - computer assisted sperm analysis

CASA neboli pocitatem asistovana analyza spermii piedstavuje prakticky nastroj pro
objektivni analyzu pohybu spermii a jejich klasifikaci do rtiznych kategorii, coz poskytuje
vice kritérii pro odhad fertility (Simonik et al., 2015). Tento systém analyzy pohybu spermii
lze povazovat za ucinny, piesny a spolehlivy nastroj pro hodnoceni plodnosti. Vystupy, které
poskytuje, jsou objektivni s vys§i vypovidaci schopnosti, standardizovatelné a opakovatelné
(Kathiravan et al., 2011). Dalsi vyhodou syst¢émii CASA oproti manudlni analyze je
automatickd rekonstrukce trajektorii (Mortimer, 1997). Systém CASA byl poprvé piedstaven
vroce 1980 (Mortimer, 2000) a v pribéhu let se vyvinul zanalyzy multiexpozic
mikrofotografii, pfes analyzu snimki jednotlivych videonahrévek, az po nejnové&jsi semi —
automatizované metody (McKinnon et al., 2011). Prvnimi dostupnymi systémy byly CellSoft
Automated Semen Analyser a Hamilton Thorn Motility Analyser (HTM) poté byly na trh
uvedeny i dalsi typy (Katila, 2001). Sestavy pocitacové analyzy spermatu CASA se vzajemné
lisi zejména hardwarovym, optickym (mikroskop, objektiv, kamera) a softwarovym
vybavenim (Verstegen et al., 2002). Systém CASA je zaloZen na zachycovéani po sob¢
jdoucich snimki z mikroskopu (Quintero — Moreno et al., 2003) pomoci jednoduché Cipové
kamery. Obraz je nasledné pfeveden do cerno — bilého rozliSeni a exportovan do pocitace.
Vyhodnoceni snimki probihé prostfednictvim specifického softwaru s modulem CASA, ktery
je schopen tyto snimky analyzovat (Allahbadia, 2005). Ziskand data jsou nasledné
matematicky zpracovana a jednotlivé trajektorie jsou definovany v numerické podobé.
Vysledky tohoto zpracovani se odrazi v sériich parametrti, které piesn¢ definuji pohyb
jednotlivych spermatickych buné€k (Quintero — Moreno et al., 2003).

Postup analyzy motility spermii pomoci CASA je Castecné automatizovanym, avSak jeho
spolehlivost zavisi na fad¢ faktord. Proto nelze pfistupovat k praci mechanicky, ale je tieba

porozumét principtim.

2.6.1. Zakladni principy analyzy digitalniho obrazu

Nasnimany obraz z videokamery se skladd z pixeld, pficemz sila signdlu daného

pixelu je imérna jeho jasu nebo inteznité (Katz et al., 1985). Spermie jsou Casto snimany ve
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tmavém poli nebo pomoci negativniho fazového kontrastu, coz usnadiiuje softwaru jejich
identifikaci. Vysledny tvar pohybovych trajektorii je ovlivnén poctem nasnimanych obrazkt
za casovou jednotku (Mortimer, 2000). Obecné ¢im je pocet snimkil veétsi, tim vykreslenéjsi je
trajektorie pohybu jednotlivych spermii (Mortimer, 2000) obvykle se jedna o 30 — 60

snimkli/sec (fps) (Katila, 2001).

Mnoho systémi CASA vyuzivd pro analyzu digitalizovany bindrni obraz tedy
monochromaticky obraz slozeny z ¢erné a bilé barvy, kde se zdrovenn muze vyskytovat také
barva Sedd, pro jejiz pfevod do digitalni formy je definovana Sirokd Skala Ciselnych kodi
Vv souvislosti s odstiny. K identifikaci konkrétnich objekti - spermii se obvykle pouziva
technika detekce hran, kterd je zaloZena na identifikaci jednoho ¢i vice okrajii objektu
nasledné urcena jednoduchym vypoctem, ktery je aplikovan na celou videosekvenci
(Mortimer, 1994). Poté co byly identifikovany a digitalizovany vSechny hlavi¢ky spermii na
snimku, dochézi k analyze dalSiho snimku a k vytvafeni trajektorii na zakladé¢ poloméru
kruznice s nejvyssi pravdépodobnosti vyskytu (Mortimer, 2000). Draha spermie, jako cast
trajektorie, je vytvorena na zakladé propojeni hlavicky spermie daného snimku s hlavickou na
snimku dal§im, kterd se nachdzi v kruZnici o poloméru definovaném pomoci maximalniho
prostorového posunu spermie mezi snimky, jenz je vypocten z podilu zadané maximalni
rychlosti spermie a poctu snimkd za jednotku casu. Pokud je v kruZnici detekovano vice
jsou na zavér vyhledany tyto mylné body a trajektorie je rekonstruovéna na zaklad€ obecného
sméru nebo specifického schématu pohybu, také mize vSak dojit i k ukonceni vypoctu dané

drahy (Mortimer, 1994).

2.6.2. Vystupy

s oplozovaci schopnosti s ¢imz Uzce souvisi ureni mnoZzstvi spermii v ID poskozenych
v pribéhu kryokonzervace (Fitzpatrick et al., 2002). Subjektivni hodnoceni motility je
vyrazn€ ovlivilovdno zkuSenostmi hodnotictho pracovnika zc¢ehoz vyplyva vyssi
pravdépodobnost vyskytu systematické chyby (Januskauskas et al., 1999). Hodnoceni
pohybovych charakteristik pomoci systému CASA poskytuje Sirokou Skdlu kinematickych
parametrit popsanych Mortimer (2000) které jsou uvedené v tab. 1 a vyjadieny graficky na
obr. 5. Tyto ukazatele, majici vy$si vypovidajici hodnotou, charakterizuji fyziologicky stav
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spermii a jejich oplozovaci schopnosti a podavaji tak presnéjsi informace k odhadu fertility
byka (Farrell et al., 1998). Na zaklad¢ vysledkit CASA lze spermie rozdélit do 4 kategorii —
rychle, stfedn€, pomalu se pohybujici a nepohyblivé podle klasifikace WHO urcené pro lidské
VAP (VLL a MVYV) a prahové hodnoté¢ STR, kdy za rychlé jsou brany spermie s VAP >
MVV, stiedné rychlé LVV < VAP < MVV, pomalé¢ VAP < LVV a nepohyblivé ty, které se
béhem analyzy nehybaly. Procento spermii s progresivnim pohybem je potom urovano
pomoci VAP, jenz ptesahuje MVV a prahovou hodnotu STR. Jinym zptsobem odliSeni
riznych skupin spermii, avSak na zaklad¢ S§ir§i Skaly parametrd hodnocenych CASA ve
vzorku ejakulatu je stanoveni tzv. subpopulaci spermii, kdy k diferenciaci dochazi pomoci
clusterové analyzy (Simonik et al, 2015), kterd lépe definuje pohybové vlastnosti
jednotlivych spermii (Quintero — Moreno et al., 2007). Jak bylo naznaceno vyse, jednotlivé
subpopulace 1ze jednoduse charakterizovat na zakladé pramérnych kinematickych parametra
ziskanych ze systému CASA (Martinez — Pastor et al., 2011), tyto subpopulace rozdélené do
clustert nasledné reflektuji vlastnosti vzédjemné podobnych spermii. Ve srovnani s timto, se
jevi prosty primér nebo medidn celé populace spermii jako nedostatecny (Amann et

Waberski, 2014).
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Tab. 1: Parametry motility spermii

VCL kiivocara rychlost curvilinear velocity
VAP stiedni drahova rychlost average path velocity
VSL linearni rychlost straight line velocity
STR ptimost pohybu straightness (VSL/VVAP)
LIN linearita linearity (VSL/VCL)
WOB | kmitavost wobble (VAP/VVCL)
TMOT | procento celkové motility total motility
PMOT | procento progresivné motilnich | progressive motility
Amplitude of lateral
ALH lateralni pohyb hlavicky head displacement
BCF frekvence kiizeni beat cross frequency

(ptevzato z: Katila, 2001)

Obr. 5: Vyjadfeni vybranych pohybovych charakteristik

37



2.6.3. Faktory ovlivitujici vystupy analyzy

Velmi vyznamnym faktorem z hlediska standardizace vysledkit CASA systému je pre-
analyticka ¢ast zahrnujici piipravu vzorku k analyze. A to z hlediska koncentrace, objemu
vzorku a pouzitého média k fedéni. Vzorky pro hodnoceni musi byt vzdy natfedény, protoze
koncentrace samotného ejakulatu je pfiliS vysoka pro uspésnou analyzu drah jednotlivych
spermii (Verstegen et al., 2002) uvad¢ji optimalni koncentraci spermii pro analyzu v intervalu
30 — 50 x 10%ml. Objem vzorku natedéného semene k analyze se pohybuje v rozmezi 4 — 10
ul, v zavislosti na pouzivanych hodnoticich komutrkach. Pro komtrku typu Microcell se pro
analyzu vyuziva 7 ul v piipad€ pouziti Maklerovy komurky jsou to 4 ul (Januskauskas et al.,
1999), stejn¢ jako v piipadé Leja skel (Shojaei et al., 2012). RovnéZ pouziti riznych typu
komlrek muize mit vliv na vysledky analyz jak na pohybové parametry, tak na celkové
procento motilnich spermii spolecné s dobou vlastni analyzy, jez by neméla piekrocit dobu 5
minut (Contri et al., 2010). Diky malym objemim pouzivanym pii analyzach musi byt vzorky
maximalné¢ homogenni a zpracovani Setrné. Z hlediska objektivnosti vysledkd jsou tedy
kladeny vyss§i naroky na piipravu vzorku v porovnani se subjektivnim hodnocenim, protoze
vysledek mlze byt snadno ovlivnén. Pii zkoumani vlivu rychlosti snimkovéni, tedy poctu
snimki za sekundu, byl nalezen signifikantni vliv tohoto faktoru pii pouziti kamery s 30 fps
vV porovnani s 45 a 60 fps a to na niz§i hodnoty TMOT, PMOT, vSech kinematickych
parametrii a kategorii rychlych, stfedné a pomalu se pohybujicich spermii (Contri et al.,
2010).

Mezi nejcastejsi zdroje chyb v CASA systémech patii chybné rozpozndvani objekti,
kolize a srazky, ztrata trajektorii v dasledku vysoké koncentrace spermii, chyby pfii
rekonstrukci kolidujicich trajektorii a interpolace trajektorii, nicméné stale probihaji inovace
CASA systémi a vznikaji nové algoritmy pro spravné posouzeni statickych objektl a srazek.
Jednou z nejzékladnéjSich prevenci chybnych vysledki v disledku kolizi spermii je
dodrZzovani vyse zminéné vhodné koncentrace doporucené vyrobcem CASA, ktera je uvadéna
v rozsahu 30 — 50 x 10%/ml (Verstegen et al., 2002). Contri et al. (2010) uvadg&ji optimalni
koncentraci 20 x 10%ml, kdy pii jejich experimentu jiz koncentrace 50 a 100 x 10%/ml

zpiisobovaly velké mnoZstvi chybné€ vytvofenych trajektorii a zhorSovaly detekci spermii.
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3. Hypotézy a cile prace

Na zakladé zminénych poznatkt z védecké literatury byla stanovena nasledujici hypotéza:

e Zearalenon, a — zearalenol i genistein v nizkych davkach omezuji motilitu

spermii kance.

e Efektivita pisobeni testovanych latek se bude lisit v poméru o — zearalenol >

zearalenon > genistein.
Cile prace:

e Ovéfeni hypotézy na modelu komercnich insemina¢nich davek kanciho

ejakulatu v podminkach in vitro.

e Kiriticky zhodnotit ziskané udaje o motilité riiznymi metodickymi ptistupy
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4. Material a Metody
4.1. Chemikalie

Pokud neni specifikovano jinak, vSechny chemikalie byly potizeny u firmy Sigma
Aldrich® (St. Louis, Missouri, USA (distributor Praha, CR)).

Zasobni roztoky (10 mM) zearalenonu (Z2125), a-zearalenolu (Z0166) a genisteinu (G6776)
byly pfipravovany rozpusténim lyofilizovaného prasku v dimethyl sulfoxidu (DMSO; D5879)
a skladovéany v -20°C. Pracovni roztoky pro dosazeni jednotlivych, pozadovanych koncentraci
se pripravovaly v den experimentu. Jako disolvent bylo pouzito fedici médium spermii (SUS,

Medichimica, Regio Emilia, Italy). Podrobnéji viz ptiprava pracovnich roztok.

4.2. Zvirata a odbér vzorku

Sperma pro experimenty bylo ziskdvano od plemennych kancti s provétenou plodnosti
ustajenych a chovanych v prostorach komeréniho provozu inseminacni stanice. lhned po
odbéru ejakulatu byla zachycena spermiova frakce zfedéna fedicim médiem (SUS) a v podobé
komer¢nich inseminacnich davek tj. expedovana ve formé plastové tuby o objemu 50 ml byla
pro nasledujici zpracovani a analyzu pfepravovana a uchovavana v klimaboxu (termobox
Klimabox, Selko Praha s.r.0.) pfi konstantni teploté 17°C. Kazda inseminacni davka byla pted
pouzitim v experimentu vySetfena na aktudlni podil pohyblivych spermii. Toto hodnoceni
probihalo po zahtati aliquoty semene po dobu 4 min ve vodni 14zné temperované na teplotu
38°C a posouzeni bylo provaddéno subjektivni analyzou pod svételnym mikroskopem
s vyhievnym stolkem pii 100x zvétSeni (specifikace viz nize). Pro experimenty byl nasledné
pouzit pouze ejakulat s vice nez 75 % motilnich spermii. Experimenty byly provadény

V laboratofi na Katedie veterinrnich disciplin CZU a to maximélné 48 hodin po odbéru.

4.3. Priprava pracovnich roztoku

Zasobni roztoky byly pfipravovany smisenim 5 mg piislusného kontaminantu (ZEA,
a-ZOL a GEN) v lyofilizovaném stavu se 100 ul DMSO. Vysledny roztok byl rozdélen na
aliquoty o objemu 40 ul a oznacen jako pracovni roztok — P20. Tyto aliquoty byly nasledné
skladovany v -20 °C. V den pokusu byla rozmrazena aliquota P20 pfislusného kontaminantu
a tohoto pracovniho roztoku byly postupnym fedénym vytvofeny pracovni roztoky P10; P5;
P2,5; P1 a P0,5, které odpovidaly pfislusSnym koncentracim v dil¢ich experimentech. Tyto

pracovni roztoky byly pouzity v den vyroby a den nasledujici, a po tuto dobu byly skladovany
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v mrazédku pfi -20°C. DalSim krokem byla vyroba tzv. findlnich pracovnich roztoka. Ty byly
pfipravovany vzdy cerstvé pred zaCatkem experimentu. Podrobnéji: 5 pl pfislusného
pracovniho roztoku Px bylo smiseno se 120 ul supernatantu, ktery byl pfipravovan
centrifugaci ejakulatu (viz nize). Findlni pracovni roztoky byly oznaceny jako F20; F10; F5;
F2,5; F1 a F0,5 a v této podobé byly nasledn¢ ptidavany ke vzorklim semene. Stejnym
zptisobem byla pfipravena i kontrola DMSO, tj. Sul DMSO + 120 pul supernatantu.

Pfiprava supernatantu probihala nasledovné: 2 ml ejakulatu byly rozdéleny do 2
mikrozkumavek o objemu 1,5 ml a centrifugovany (Minispin, Eppendorf®) po dobu 10 min
pfi rychlosti 1500 otacek/sec. Nasledn¢ bylo z kazdé mikrozkumavky odebrano 750 pl
supernatantu a tento byl sto¢en podruhé a to pti rychlosti 10 000 otdcek/sec rovnéz po dobu
deseti minut. Poté bylo z kazdé zkumavky odebrano 500 pl supernatantu. Vysledny objem tak

¢inil 1 ml supernatantu a tento jiz byl ur€en pro vyrobu findlnich pracovnich roztok

4.4. Schéma experimenti

Realizovany byly tfi jednotlivé experimenty (ZEA, a-ZOL, GEN) za pouziti stejného
standardizovaného opera¢niho protokolu: Inseminaéni davka byla rozd€lena na jednotlivé
alikvoty (950 ul) do plastovych zkumavek Eppendorf® o objemu 1,5 ml a tyto byly nasledné
vloZeny do vodni 1dzn¢ (SUB 6, Grant Instruments, Cambridge, England) vytemperované na
38°C. Poté se pripravené a temperované finalni pracovni roztoky ZEA (Experiment 1), a-
ZOL (Experiment 2) popi. GEN (Experiment 3) ptidaly k ejakulatu v mnozstvi odpovidajicim
dil¢im finalnim koncentracim 0 puM (kontrola rozpoustédla, 2 pl DMSO na 998 ul ejakulétu),
0,5 uM; 1 uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM a 20 uM. VSechny alikvoty spermatu byly nasledné
inkubovany ve stejnych podminkach (38°C — vodni 14zen) a motilita spermii byla hodnocena
po 2 a 4 hodinach inkubace. VeSkeré pomiicky a laboratorni vybaveni pouZivané béhem
experimentu byly rovnéz vytemperovano na 38°C a to prostiednictvim histologické vyhievné

desky VD2.

4.4.1. Analyza motility spermii

Motilita spermii byla hodnocena pouzitim CASA modulu (Nis Elements, ver. 3.20,
Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic), 2 ul vzorku (pfi koncentraci spermii V rozmezi
30 and 35 x 10° byly umistény do komirky 20 um hlubokého kalibrovaného Leja® skla
(Nieuw-Vennep, The Netherlands), z 6 poli (6 poli na sklicko) byla pomoci kamery
(ProgRes® CT1, Jenoptik, Jena, Germany) a mikroskopu s vyhfevnym stolkem (Eclipse
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E600, Nikon, Tokyo, Japan) pii zvétSeni 100x (negativni fazovy kontrast, objektiv Ph 1 BM,
Nikon, Tokyo, Japan) zaznamenina motilita. Analyzou 69 digitalizovanych snimkt
pofizenych v Casové smycce 2 sec pii frekvenci snimani 34.5 snimki za sekundu bylo
dosazeno objektivniho hodnoceni pohybu spermii. Drédha kazdé spermie byla analyzovana
prosttednictvim nasledujicich pohybovych parametrti: curvilinear velocity (VCL; [pm/s]) —
pohyb po realné draze, average-path velocity (VAP; [um/s]) — pohyb po primérné draze,
straight-line velocity (VSL; [um/s]) — pohyb po piimé draze, amplitude of lateral head
displacement (ALH; [um]) — amplituda lateralni vychylky hlavi¢ky, beat cross frequency
(BCF; [Hz]) — frekvence kmitani bi¢iku, linearity (LIN; VSL/VCL x 100 [%]) - linearita,
straightness (STR; VSL/VAP x 100 [%]) - ptimocarost a wobble (WOB; VAP/VCL x 100
[%]) - woblerita.

Spermie s VAP > 10 um/s byly klasifikovany jako motilni. Z populace pohyblivych
spermii byly vyjadfeny stfedni hodnoty vyse uvedenych CASA pohybovych parametrti, dale
byla analyzovéna struktura jednotlivych subpopulaci. Nakonec byl vyjadien podil
nepohyblivych - IMMOTILE spermii (VAP < 10 pm/s).

4.5. Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provadéna prostiednictvim programu Statistica 12 (StatSoft
CR, Prague, Czech Republic). Byly pouzity nasledujici statistické testy: clusterova analyza,
ANOVA, chi-kvadrat test, Scheffétv test.

Shlukové analyze byla podrobena data motilnich (VAP > 10 um/) spermii metodou K-
means clustering. Timto procesem byly spermie na zakladé Euklidovskych vzdalenosti
vybranych markerdt motility spermii (VCL, VSL, VAP, ALH, BCF) rozdéleny do tii
specifickych nesouvislych clusterdi, odpovidajicich tfem subpopulacim: SLOW — pomalé,
MEDIUM FAST (MEDIUM F.) — stfedné rychlé a FAST — rychlé spermie. Kazdy cluster byl
charakterizovan hodnotami primér a standardni chyba aritmetického priméru (SEM -
Standard Error of Arithmetic Mean) parametrti motility spermii. Pro ucely zjisténi distribuce
spermii do jednotlivych subpopulaci byla jako <¢tvrta subpopulace piidana kategorie
IMMOTILE - nepohyblivé spermie (VAP < 10 um/s). Vyznamnost rozdili v distribuci

spermii do subpopulaci byla ovéfovana chi-kvadrat testem.
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Analyzou variance (ANOVA) s interakcemi byl hodnocen vliv koncentrace vybranych
endokrinnich disruptori na jednotlivé parametry pohybu spermii. Poté byla vyjadfena
hodnota priméru = SEM. Pripadné statisticky signifikantni rozdily mezi zjiSténymi
hodnotami byly nasledné specifikovany pouzitim Schefféova testu. S ohledem na velky
rozsah analyzovanych souborit (N > 6500 v kazdé pokusné skupiné€) a existujici variabilitu
biologického materialu na pozadi experimentalniho designu, byla stanovena hladina

vyznamnosti p < 0,0001.
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5. Vysledky

5.1. Experiment 1 (ZEA)

5.1.1. Hodnoceni motility spermii na zakladé shlukové analyzy

Utinky ZEA se projevily jiz po 2 hod inkubace (Graf 1A) kdy byla pozorovana
redistribuce spermii mezi jednotlivymi subpopulacemi. S rostouci koncentraci ZEA dochazelo
zejména k narustu podilu spermii v subpopulaci IMMOTILE na ukor subpopulace FAST,
resp. MEDIUM F. Po 4 hod inkubace (Graf 1B) doslo k prohloubeni pozorovanych u¢inki pii
zachovani stejného trendu. Zarovenl byl zaznamenan signifikantni pokles stfednich hodnot
parametrii pohybu charakterizujicich jednotlivé subpopulace mezi 2 a 4 hod inkubace, vyjma

BCF (Tab. 2).
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Graf 1. Distribuce spermii v subpopulacich vyjadiena v procentech - IMMOTILE (Cerny
sloupec), SLOW (teckovany sloupec), MEDIUM F. (Sedy sloupec) and FAST (Srafovany
sloupec) po 2 hod (A) a 4 hod (B) inkubace s riznymi davkami ZEA.

a-f odlisné superskripty oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami na hladiné

vyznamnosti p < 0,0001 (chi-kvadrat test).
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Tab. 2: Charakteristiky subpopulaci kancich spermii vystavenych ZEA* po 2 hod a 4 hod

inkubace. Prumér + SEM.

2 hod 4 hod
SLOW MEDIUMF.  FAST SLOW MEDIUMF.  FAST

VCL [pnvs] 49.06+0.18%  9925+0.13%  144.45+0.18° | 4343+0.13° 83.14+0.13°  133.59 +0.30°
VAP [pums] 26.01£0.10°  6133£0.1020  87.46 +0.13% 20.66 £0.06° 4447 £0.10°  72.81£0.19°
VSL [um/s] 21.22+0.11*  54.64£0.12%  78.58 £ 0.16° 17.02£0.07°  38.81£0.12°  63.99+0.23°
ALH [pum] 4.44 £0.032 6.51 +0.02° 8.80 + 0.02° 3.78 £0.02° 5.48 +£0.02° 7.88 +0.03°
LIN [%] 4839+024° 56.83+0.13° 5578 +0.13° 4445+020° 48.48+0.16°  49.62+0.2°
WOB [%] 57.30+020°  63.23+0.11° 61.70+0.11° 52.10+0.17°  54.99+0.13°  55.99+0.17°
STR [%] 78.66 £0.24%  88.28+0.12°  89.38+0.112 80.44+£021° 8584+0.16° 86.87+0.18"
BCF [Hz] 6.62+0.03%  6.96+0.02*  7.14 +0.03 6.59+0.02°  6.77+0.02°  7.10+0.04°

"V experimentu 1 byly spermie vystaveny 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 popf. 20 uM ZEA.

ab hodnoty oznacené riznymi pismennymi superskripty v fadku v rdmci stejné subpopulace

indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi 2. a 4. hod inkubace (p < 0.0001, Schefféav test)
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5.1.2. Vliv na CASA parametry motility

Po 2 hod koinkubace spermii se ZEA nebylo VCL vyznamné&ji ovlivnéno (Graf 2A)
nicméné po 4 hod inkubace doslo k poklesu hodnot tohoto parametru v mife zavislé na
davce, signifikantnimu od 2,5 uM. Pouze koncentrace 5 uM z tohoto trendu vybocovala a
nelisila se statisticky od kontroly. Podobny trend byl zaznamenén i u parametru VSL a VAP

(Graf 2B, 2C).

Podobna situace jako u rychlostnich parametri byla pozorovéana i v ptipadé¢ ALH
(Graf 2D). Ackoliv u koncentrace 0,5 uM po 2 hod inkubace bylo zaznamenano signifikantni
zvySeni. Naopak po 4 hod inkubace byl pokles hodnot ALH signifikantni az po adici 10 uM
popi. 20 uM ZEA.
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Graf 2. U¢inky rtiznych koncentraci ZEA na pohybové parametry kanéich spermii VCL (A),
VSL (B), VAP (C) a ALH (D) po 2 hod a 4 hod inkubace.

a,b,c,d- odlisné superskripty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

koncentracemi ZEA na hladin¢ vyznamnosti p < 0,0001 (Schefféav test).
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Odlisna situace nastala v pfipadé¢ dopocitavanych parametrd. U LIN se po 2 hod
inkubace projevovala mirna tendence k navySeni hodnot se signifikantnim vrcholem
v koncentraci 2,5 uM (Graf 3A). Naproti tomu po 4 hod inkubace primérné hodnoty rostly
linearn¢ s koncentraci ZEA, pii adici 20 uM byl nartst oproti kontrole statisticky vyznamny.
Podobné zmény byly zaznamenany i u parametru STR a WOB (Graf 3B, 3C). BCF nebyla
ovlivnéna (Graf 2D).
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Graf 3. Uginky riiznych koncentraci ZEA na pohybové parametry kanéich spermii LIN (A),
STR (B), WOB (C) a BCF (D) po 2 hod a 4 hod inkubace.

a,b,c,d- odlisné superskripty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

koncentracemi ZEA na hladin€ vyznamnosti p < 0,0001 (Schefféuv test).
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5.2. Experiment 2 (a-ZOL)

5.2.1. Hodnoceni motility spermii na zakladé shlukové analyzy

| vpiipadé¢ a-ZOL doslo jiz po 2 hod inkubace (Graf 4A) K vyrazné redistribuci
spermii mezi jednotlivymi subpopulacemi. K signifikantnimu nartstu podilu spermii zavislém
na davce doslo u subpopulace IMMOTILE jiz od nejnizsi testované koncentrace tj. 0,5 uM a-
ZOL. Tato zmeéna byla na tkor zejména kategorii FAST a MEDIUM F. Stejny trend byl
pozorovan i po 4 hod inkubace (Graf 4B), nicméné inhibi¢ni ¢inky byly mnohem vyraznéjsi.
| v pfipadé¢ a-ZOL byl pozorovan signifikantni pokles stiednich hodnot mezi 2 a 4 hod
inkubace u drtivé vétSiny parametri pohybu charakterizujicich jednotlivé subpopulace.

Hodnoty parametrd VCL a ALH vsak u nékterych subpopulaci naopak vzrostly (Tab. 3).
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Graf 4. Distribuce spermii v subpopulacich vyjadiena v procentech v IMMOTILE (Cerny
sloupec), SLOW (teckovany sloupec), MEDIUM F. (Sedy sloupec) and FAST (Srafovany
sloupec) po 2 hod (A) a 4 hod (B) inkubace s riznymi davkami a-ZOL.

a-f odlisné superskripty oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami na hladiné

vyznamnosti p < 0,0001 (chi-kvadrat test).
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Tab. 3: Charakteristiky subpopulaci kané¢ich spermii vystavenych a-ZOL* po 2 hod a 4 hod

inkubace. Prumér + SEM.

2 hod 4 hod
SLOW MEDIUMF.  FAST SLOW MEDIUMF.  FAST

VCL [um/s]  48.75+0.10° 91.49+0.10° 14176 +£0.19% | 4352+0.13° 87.18=0.17° 14443 +0.34°
VAP [um/s]  23.41+0.06° 47.69+0.07°  69.94+0.14 19.09 £0.06°  40.90+0.13°  63.01 +0.24°
VSL [um/s] 19.18 £0.06°  40.55+£0.09*  58.33+0.18° 1427+0.08°  33.45+0.15°  49.99+0.30°
ALH [pm] 4.00 +0.022 5.82+0.02° 8.20 + 0.02° 474+0.03°  5.77+0.03 7.89 £ 0.04°
LIN [%] 4133+0.13°  46.02+0.11°  42.56+0.14% 3527+0.19°  40.06+0.20°  36.01 =0.24°
WOB [%] 4991+0.11°  53.48+0.09°  50.51+0.12 47.02+0.16°  4832+0.17°  44.80+0.20°
STR [%] 80.04+0.15%  83.79+0.12°  81.96+0.15 7256 £025° 7931024  77.09+031°
BCF [Hz] 6.65 +0.022 7.02+£0.02*  7.16+0.03 594+£0.03°  6.70+0.03°  6.88+0.04°

"V experimentu 2 byly spermie vystaveny 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 popt. 20 uM a-ZOL.

ab hodnoty oznacené riznymi pismennymi superskripty v fadku v rdmci stejné subpopulace

indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi 2. a 4. hod inkubace (p < 0.0001, Schefféav test.)
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5.2.2. Vliv na CASA parametry motility

Inkubace spermii s a-ZOL vedla, v zavislosti na davce, k poklesu hodnoty VCL
statisticky prukazné od koncentrace 5 uM po 2 hodinach, resp. od 2,5 uM po 4 hodinach
inkubace. Opét jistym zptisobem vybocovala nejnizsi koncentrace 0,5 M, kdy po 2 hodinach
inkubace byla hodnota VCL signifikantné snizena oproti kontrole (Graf 5A). Podobné efekty

byly zaznamenany i v piipadé VAP a VSL (Graf 5B, 5C).

Parametr ALH vykazoval po 2 hod inkubace (Graf 5D) zmény analogické VCL (Graf
5A). Po 4 hod inkubace vSak byly primérné hodnoty ALH pro v§echny koncentrace na Grovni
kontroly, vyjma davky 5 uM a 20 uM a-ZOL, kde doslo k navySeni hodnoty.
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Graf 5. Ug¢inky riznych koncentraci a-ZOL na pohybové parametry kanéich spermii VCL
(A), VAP (B), VSL (C) a ALH (D) po 2 hod a 4 hod inkubace.

a,b,c,d- odlisné superskripty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

koncentracemi a-ZOL na hladiné vyznamnosti p < 0,0001 (Schefféuv test).
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LIN vykazovala po 2 hod inkubace signifikantni, na davce zavisly, pokles stfedni
hodnoty pouze v nejvyssich koncentracich 10 uM a 20 uM a-ZOL (Graf 5A). Po 4 hod

inkubace se vSak pokles hodnoty LIN projevil selektivné u koncentraci 5 uM a 20 puM.
Podobny trend byl zaznamenan i u parametra WOB, STR a BCF (Graf 5B, 5C, 5D).
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Graf 6. Utinky riznych koncentraci a-ZOL na pohybové parametry kan¢ich spermii LIN (A),
STR (B), WOB (C) a BCF (D) po 2 hod a 4 hod inkubace.

a,b,c,d- odlisné superskripty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

koncentracemi a-ZOL na hladiné vyznamnosti p < 0,0001 (Schefféuv test).
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5.3. Experiment 3 (GEN)

5.3.1. Hodnoceni motility spermii na zakladé shlukové analyzy

ey oo

nejnizsi testované koncentrace, pricemz narust efektu se zvysujici se davkou byl nejstrmé;jsi
ze vsech testovanych latek. Tyto zmény opét koreluji s ibytkem spermii v subpopulaci FAST
a zejména u nejvyssich koncentraci GEN je patrna i vyrazna redukce spermii v subpopulaci
MEDIUM F. Po 4 hod inkubace (Graf 7B) byly tyto trendy jesté vyraznéjsi. | zde byl
pozorovan mezi 2 a 4 hod inkubace signifikantni pokles stfednich/primérnych hodnot vétSiny
parametrt charakterizujicich jednotlivé subpopulace, opét s vyjimkou parametrt VCL a ALH

— jako u experimentu s a-ZOL (Tab. 4).
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Graf 7. Distribuce spermii v subpopulacich vyjadiena v procentech v IMMOTILE (Cerny
sloupec), SLOW (teckovany sloupec), MEDIUM F. (Sedy sloupec) and FAST (Srafovany
sloupec) po 2 hod (A) a 4 hod (B) inkubace s riiznymi davkami GEN.

a-g odlisné superskripty oznacuji statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami na hladiné

vyznamnosti p < 0,0001 (chi-kvadrat test).

52



Tab. 4: Charakteristiky subpopulaci kanéich spermii vystavenych GEN* po 2 hod a 4 hod

inkubace. Prumér + SEM.

2h 4h
SLOW MEDIUMF.  FAST SLOW MEDIUMF.  FAST

VCL [um/s]  41.67=0.117 8826+0.11% 138.75+020° | 41.61+0.10° 83.77+0.14° 14225+0.31°
VAP [um/s]  22.31£0.06°  46.90+0.08°  70.32+0.16% 19.39£0.05°  36.07+0.11°  58.80+0.24°
VSL [um/s] 18.75+£0.07°  40.50+0.10°  59.99 + 0.20? 14.89 £0.07°  27.75+0.14°  44.98 +0.28°
ALH [pm] 3.85+0.02%  5.80+0.02°  8.05+0.02° 445+0.02°  645+0.03°  8.39+0.04°
LIN [%] 52.54+02%  47.97+0.13%  44.93+0.16° 4135+020° 35.13+0.19° 33.10+023°
WOB [%] 59.88+0.17°  54.88+0.11*  52.10+0.13? 51.32+0.16°  44.75+0.16°  42.62+0.19°
STR [%] 81.66+0.18%  84.43+0.13%  83.61+0.16% 7435+022°  7351+025°  73.75+031°
BCF [Hz] 6.66+0.02%  7.08+£0.02°  7.32+0.03° 6.1+0.02° 6.33+£0.03°  6.60=0.04°

"V experimentu 3 byly spermie vystaveny 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 popf. 20 uM GEN.

ab hodnoty oznacené riznymi pismennymi superskripty v fadku v ramci stejné subpopulace

indikuji statisticky vyznamny rozdil mezi 2. a 4. hod inkubace (p < 0.0001, Schefféuv test)
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5.3.2. Vliv na CASA parametry motility

GEN po 2 hod inkubace signifikantn¢ inhiboval VCL jiz od nejnizsi testované
koncentrace, tj. 0,5 uM (Graf 8A). Na rozdil od 4 hod inkubace kdy byl inhibicni efekt patrny

az od koncentrace 5 uM, pricemz nejefektivnéjsi byla koncentrace 10 pM. Podobny trend byl

patrny i u VAP a VSL (Graf 8B, 8C) pouze se skupiny vyznamn¢ inhibované oproti kontrole

na stanoven¢ hladiné vyznamnosti neliSily navzajem.

Neobvyklou dynamiku zmén mély hodnoty ALH. Po 2 hod inkubace vykazovaly do

2,5 pM GEN jen nevyznamny sestupny trend, avSak od koncentrace 5 puM doslo

k dramatickém propadu (Graf 8D). Naproti tomu po 4 hod hodnoty ALH spole¢né se

zvysujici se koncentraci GEN rostly, signifikantné od adice 2,5 uM.
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Graf 8. U¢inky riznych koncentraci GEN na pohybové parametry kangich spermii VCL (A),
VAP (B), VSL (C) a ALHF (D) po 2 hod a 4 hod inkubace.

a-f:  odlisSné¢ superskripty

indikuiji

koncentracemi GEN na hladin€ vyznamnosti p < 0,0001 (Scheffétv test).

statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi
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LIN vykazovala signifikantni narst hodnot u koncentraci 5 — 20 uM jak po 2 tak 4
hod inkubace (Graf 9A). Podobny trend byl pozorovan i v piipadé WOB (Graf 9C). V ptipadé
STR nebyly zaznamenany zadné signifikantni rozdily stfednich hodnot (Graf 9B).

Naopak u BCF se v obou ¢asech inkubace projevil trend poklesu hodnoty v zavislosti

na davce GEN (Graf 9D). Zména oproti kontrole byla prikazna od koncentrace 5 uM.
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Graf 9. Utinky riiznych koncentraci GEN na pohybové parametry kanéich spermii LIN (A),
STR (B), WOB (C) a BCF (D) po 2 hod a 4 hod inkubace.

a-f: odlisné superskripty indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi

koncentracemi GEN na hladin¢ vyznamnosti p < 0,0001 (Scheffétv test).
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6. Diskuze

Cilem prace bylo objektivné posoudit efekty tii pifirozené se vyskytujicich
estrogennich latek (ZEA, a-ZOL, GEN) na pohybovou aktivitu porcinnich ejakulovanych
spermii za jednotnych laboratornich podminek. Motilita spermii je Siroce vyuzivana jako
zakladni marker kvality ejakulatu popt. spermii (Dzyuba et al., 2015; Petelak et Krylov, 2016;
Simonik et al., 2016). Nicméné zptisob hodnoceni motility mtiZe ziskané vysledky vyznamné
ovlivnit (Broekhuijse et al., 2011). V nasem pfipad¢ jsme zvolili objektivni hodnoceni
motility spermii prostiednictvi systému pocitacové analyzy obrazu (CASA — computer
assisted sperm analysis). Presnéji stfednich hodnot kinematickych parametrd doplnéné
0 metodu clusterové analyzy, ktera je mimofadné vhodna pro feSeni heterogenity dat motility
spermii v oddélenych subpopulaci a napomaha tak ziskavat informace obsazené v souboru dat
z CASA (Martinez — Pastor et al., 2011). Dale byl do hodnoceni zahrnut podil nepohyblivych

spermii.

Zearalenon je znam svymi negativnimi ucinky na reprodukéni organy kancu jiz od
koncentrace 100 ppm v krmivu (Kanora et Maes, 2009) To odpovida 10" - 10° ppb v tkanich
coz je v prepoctu cca 1 uM (Prelusky, 1994; nase data), coz je vyrazné niz$i hodnota nez
Nicméné v naSich experimentech byly negativni U¢inky zearalenonu pozorovany jiz od
koncentrace 0,5 uM kdy doslo po 2 hod inkubace k signifikantnimu nartstu podilu
nepohyblivych spermii. Se zvySujici se koncentraci se U€inky zvyraziiovaly, ubyvalo zejména
spermii s rychlym (FAST) a stfedné rychlym (MEDIUM F.) pohybem. Prodlouzeni inkubace
na 4 hod obecné zvysilo podil nepohyblivych spermii ve vSech testovanych variantach,

vzajemny pomér efektd jednotlivych koncentraci ZEA se ale podstatné neménil (Graf 1A, 1B).

Ackoli pomér zastoupeni jednotlivych kategorii spermii vykazoval zfetelnou zavislost
na davce ZEA, primérna rychlost pohybu po skute¢né draze (VCL) pohybujicich se spermii

(Graf 2A) se po 2 hodinach inkubace od kontroly vyznamné nelisila v Zadné z testovanych

v

v

mirnym nartistem jejich pohybové aktivity. Oh et al (2011) také nepozorovali, ve své studii
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zkoumayjici vliv GEN na kan¢i spermie, zddné t¢inky na jednotlivé parametry CASA nicméné
stejn¢ jako my, ve vétSing ptipadt detekovali nariist podilu nepohyblivych spermii. K tomu
dochazi pravdépodobné proto, ze ackoliv podil nepohyblivych spermii narista,
charakteristiky doposud motilnich spermii se po urCitou dobu neméni. To mize byt
zpuisobeno faktem, ze stres mlze evokovat prechodnou stimulaci spermii pied nédslednym
vyCerpanim. Vzhledem k heterogenité populace spermii a rychlosti jejich reakce na stres,
muze byt tento jev manifestovan jako absence jakéhokoliv G¢inku na pramérné hodnoty
kinematickych parametri nebo dokonce jako nartst primérné rychlosti spermii. Tento

v

koncentrace ZEA po 2 hod inkubace.

Takové chovani souboru dat CASA muze vysvétlovat negativni vysledky nékterych z
pfedchozich studii. Napt. Benzoni et al. (2008) také hodnotili VCL a VLS u kan¢ich spermii.
Po expozici ZEA (2 pM — 20 uM) nepozorovali zadné G¢inky, nicméné autofi neuvadéji

procentudlni podil celkové motility.

Po 4 hodinach inkubace se projevil prudky pokles u dvou nejvyssich koncentraci (10 a
20 uM). Podobny trend byl zaznamenan i v piipadé VSL (Graf 2B), VAP (Graf 2C) a také
ALH (Graf 2D), kde vyrazny nartst hodnoty u koncentrace 0,5 uM po 2 hodinach inkubace
zfejmé vysvétluje vyznamnou ¢ast navySeni hodnoty VCL. Soucasné se ale lateralni pohyb
hlavicky zieyjme jen omezené podilel na zpomaleni rychlosti pohybu spermii u nejvyssich
koncentraci ZEA po 4 hodinach inkubace, kdy pokles hodnoty ALH (Graf 2D) byl sice
signifikantni, ale zdaleka ne tak prudky jako v piipadé¢ VCL (Graf 2A). Tyto zmény pohybu
nebyly provazeny zménou frekvence pohybu biciku a nepromitly se nijak vyrazné ani do

parametrti charakterizujicich pfimocarost pohybu, zejména STR (Graf 3B).

Vsechna tato pozorovani naznacuji, ze G¢inna koncentrace ZEA na motilitu spermii je

mnohem nizsi, nez bylo doposud publikovano.

Alpha — zearalenol, ktery vznika biotransformaci ZEA v jatrech (Benzoni et al., 2008),
je povazovan za az 10x potentnéjsi neZ samotny zearalenone (Agag, 2004). Zatimco Benzoni
et al. (2008) pozorovali pokles VSL spermii prasete in vitro pfi koncentraci 20 uM o-ZOL,
Gray et al. (2016) pozorovali po adici 31,2 uM a-ZOL negativni G¢inky na motilitu od
nejkrat$i doby inkubace tj. 30 min (112 hod). Na druhou stranu Tsakmakidis et al. (2008) ve
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stejné 1 vySsi koncentraci (194,2 uM) po 4 hodinach inkubace nepozorovali zadné rozdily
oproti kontrole. V nasem ptipadé a-ZOL jiz po 2 hodinach inkubace zpisoboval narist podilu
nepohyblivych spermii od nejnizsi testované koncentrace opét na ukor zejména rychlejSich
kategorii. Tentokrat se ale vyrazné€ji promenoval 1 podil spermii s pomalym pohybem. Efekt
byl zavisly na ddvce a ve vsSech koncentracich signifikantné vyraznéj$i nez v pripadé

experimentu se ZEA (chi-kvadrat test, p < 0,0001) (Graf 4A, 4B).

Silngjsi ucinky a-ZOL se projevily i na trovni pohybovych vzorct. Na rozdil od
experimentu ZEA byl pozorovan na davce zavisly pokles hodnot VCL (Graf 5A). Tvar kiivky
stfednich hodnot ALH (Graf 5D) po 2 hodinach inkubace vykazuje stejny trend jako VCL.
Nicmén¢ pozorovani po 4 hod inkubace vypada pirekvapive, protoze oproti poklesu VCL se
vzrustajici koncentraci a-ZOL jsou hodnoty ALH stabilni nebo dokonce (v koncetraci 5 a 20
uM) zvysené. Tyto abnormality se objevuji (zrcadlove) i v piipadé parametru BCF (Graf 6D)
a parametrd odrazejicich ptimost pohybu — LIN (Graf 6A), STR (Graf 6B) a WOB (Graf 6C).
Proto spermie vykazuji vétsi odchylku laterdlniho pohybu hlavicky pii pomalejsi frekvenci a
vétSim zakfiveni své drahy. Data a-ZOL tak poukazuji na dal$i uskali stiednich hodnot

kinematickych parametra.

Mechanické hodnoceni jednotlivych parametrii miize vést k zavérim o nelinedrnim
pusobeni a-ZOL, stimulacnim U¢inku na ALH nebo progresivity pohybu. Nicméné
porovnanim vSech dostupnych dat 1ze predpokladat, ze stitedni hodnoty byly ve skute¢nosti
ovlivnény pfitomnosti vétsiho mnozstvi spermii s viceméné lokdlnim pohybem v pomalé
kategorii spermii coz s celkové malym poctem motilnich spermii vyznamné posouva sttedni
hodnoty kinematickych parametrii. Nardst stfednich hodnot ALH charakterizujici pomaly
cluster spermii po 4 hodinach inkubace (Tab. 2) rovnéz odpovida této domnénce. Podobné
“ptekvapivy” nartst parametru LIN v pfipadé experimentu s GEN (viz nize) je 1épe
pochopitelny v souvislosti s daty subpopulaci spermii — mezi nizkym poc¢tem motilnich
spermii ty pomalé prevazuji. Vzhledem k tomu, ze LIN = VSL/VCL*100 a kanci spermie
fyziologicky vykazuji vys8i procentudlni podil cirkuldrniho pohybu (Johnson et al., 2000),

pomalé spermie maji vyssi LIN ve srovnani s rychlymi dokonce 1 na té samé draze.

Zatimco ZEA a jeho metabolity jsou spojovany s ucinky veskrze negativnimi
(Zinedine et al., 2007), fytoestrogeny mohou na reprodukci zvifat plisobit i potencionalné

prospésné (Whitten et Patisaul, 2011). Oboji bylo pozorovano u kanct na urovni in vivo
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(Yuan et al., 2012). V podminkach in vitro byly zaznamenané G¢inky nejednotné, zatimco Oh
et al. (2011) zaznamenali U¢inky negativni, Kim et al. (2014) nepozorovali vesm¢es zadné

ucinky, v jednom pifipad¢é dokonce zaznamenali u¢inky stimulacni.

Tento rozdilny obraz zmén by mohl souviset s ponékud odlisSnym piisobenim GEN na
metabolické drahy spermii nez v ptipadé¢ ZEA a a-ZOL. Muze ale souviset i s vlastnostmi
testovaného ejakulatu, protoze je evidentni, ze rezistence spermii k inkubacnim podminkam
(viz podil jednotlivych kategorii spermii v kontrole, Graf 1A, 1B; 4A, 4B a 7A, 7B) se mezi
jednotlivymi experimenty liSila. Vzhledem ktomu, Ze¢ naSe experimenty s jednotlivymi
environmentalnimi estrogeny probihaly jeden po druhém, faktor kvality ejakuladtu mize zlstat

V pozadi.

Zajimavé je, ze Oh et al. (2011) nezjistili u sledovanych parametri CASA Zadné
zmény v rozmezi koncentraci 0,001 — 100 uM GEN, ackoli popisovali signifikantni nartst
nepohyblivych spermii. Je ovSem pravdou, Ze i v nasi studii jsme jak u ZEA, tak a-ZOL
prokazali u n¢kterych nizSich koncentraci signifikantni zmény v podilu jednotlivych kategorii
spermii, aniz by to bylo provazeno prikkaznymi zménami v parametrech CASA. Pii mirnéjsi
zatézi nemusi byt ziejmé stiedni hodnoty parametri CASA dostatecné citlivym indikatorem

ucinku.

Nase data naznacuji podobné zmény, které byly zaznamenany v ptipadé¢ ZEA a a-ZOL
tj. signifikantni redistribuce spermii zejména jiz od nejnizsi testované koncentrace 0,5 uM,
kdy dochazelo k statisticky vyznamnému naristu procentudlniho podilu nepohyblivych
spermii a to zejména na tkor dvou nejrychlejsich subpopulaci. Uginky se zdaji byt vyrazngjsi
a to jak pii hodnoceni clusterovou analyzou (Graf 7A, 7B) tak hodnocenim individualnich
kinematickych parametri (Graf 8A-D, 9A-D) Ze srovnani obou pouzitych analytickych
metod se jevi clusterova analyza jako citlivéjsi a homogennéj$i. Nicméné kombinaci obou
pouzitych metod 1ze objasnit nékteré nesrovnalosti vysledk na$i prace s pracemi diive

publikovanymi.

Je zteymé, Ze inhibicni uCinky GEN byly ze vSech nami testovanych kontaminantt
nejvyraznéj$i — napt. 20 uM GEN zptisobilo nartist podilu nepohyblivych spermii oproti
kontrole o 65,3% (vs. 28,34% a-ZOL a 22,81% ZEA). Stejné tak dynamika stfednich hodnot

kinematickych parametri byla strmé&jsi. Pfitom estrogenni aktivita GEN je v literatufe
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uvadéna vyrazné nizsi, nez v piipadé¢ ZEA a jeho metabolitu a-ZOL (napi. Gromadzka et al.,
2008). Nicmén¢ i Oh et al. (2011) pozorovali pokles celkové motility po adici GEN jiz od
koncentrace 0,001 uM, a to dokonce jiz po 15, resp. 30 min inkubace. Pfitom jak vyplyva
Z informaci uvedenych vyse, podobny néalez nebyl pro ZEA ani a-ZOL publikovan. Soucasn¢
ale Kim et al. (2014) ve stejnych koncentracich (1 — 100 uM GEN) po 3 hod inkubace
nezjistili na motilitu spermii zadny vliv. Tento nesoulad by mohl byt dan rozdilnymi
metodikami vyhodnocovani, kdy Kim et al. (2014) pouzivali subjektivni hodnoceni, zatimco
Oh et al. (2011) testovali motilitu spermii objektivni metodou hodnoceni (CASA). Nabizi se
ale i jiné vysvétleni. Jak GEN, tak ZEA a jeho metabolity jsou latky rozpustné v ethanolu ¢i
DMSO, ale jen velmi S$patné ve vod¢. Pfitom veskeré testace u€inkli na spermie probihaji
v prostfedi vodnych roztokli, kdy tyto latky rozpusSténé v polarnim rozpoustédle jsou
pfidavany ke vzorku spermii. NaSe orientacni analyzy (nepublikovano) ukazuji, Ze i malé
zmény slozeni kultiva¢niho media mohou vést k precipitaci téchto latek nebo jejich vazbé na
dalsi komponenty, coz nepochybné ovlivituje dostupnost latek a jejich ucinek. Pfitom zadna
Z nami citovanych studii neprovéfovala skuteéné koncentrace latek v mediu. Proto je tieba

pfistupovat ke studiim s negativnim nalezem velmi obezietné.

Problematika dostupnosti u¢innych latek mizZe byt v pozadi ne zcela linedrniho vztahu
pozorovanych uéinki a davky (napf. efekty nami testované nejnizsi koncentrace 0,5 pM jak
ZEA, tak a-ZOL), 1 kdyz v tomto sméru nelze podceniovat ani kvantitativni interakci receptor
— ucinnd latka (Schmieder et al., 2003). Samotnou dostupnosti latky by napt. nebylo mozno
vysvétlit prechylovani mezi inhibi¢nimi a stimula¢nimi efekty — napft. pravé v citované studii
Kim et al. (2014) pozorovali po 6 hodinach inkubace vy$si podil motilnich spermii oproti
kontrole. Mohlo by se jednat 0 tzv.,,nonmonotonic dose-response curves®, které byly popsany
u fady endokrinnich disruptorti (Vandenberg et al., 2012) a jsou definovany jako nelinearni

vztah mezi davkou, kdy k bodu zvratu dojde nékde mimo rozsah testovanych koncentraci.
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7.Zaveér

Nase data naznacuji, Zze ulinky ZEA, a-ZOL a GEN jsou patrné jiz od nejnizsi
testované koncentrace, tj. 0,5 uM environmentalniho estrogenu v mire zavislé na davce, kdy
nejvyrazngjSich G¢inkt je dosahovano v nejvyssi testované koncentraci, tj. 20 uM. V piipadé
zearalenonu se jedna o posun hranice pozorovanych ucinkd, ktera byla doposud popséna a
zaroven to znamena, ze ucinné koncentrace ZEA a o-ZOL se posouvaji k hodnotam
dosazitelnym v béznych podminkach, coz vyvolava otazku posouzeni rizik téchto latek na

reprodukci prasat.

Dal$im zajimavym zjiSténim byl fakt, Ze oproti pfedpokladu genistein vykazoval
nejsilngjsi ucinky na motilitu spermii ze vSech nami testovanych environmentalnich estrogent
vyzivé prasat by korelace tohoto zjisténi s realnymi dopady na jejich reprodukci méla byt

podrobena dal$imu zkoumani.

Opakovana zjisténi posunuti podilu subpopulaci spermii bez signifikantnich zmén
sttednich hodnot kinematickych parametrii naznacuje, ze v piipadé mirnéjsiho stresu tyto
sttedni hodnoty CASA nemusi nezbytné byt dostate¢né citlivymi indikatory zmén v motilité
spermii. Na to by mél byt bran zfetel zejména v toxikologickém vyzkumu modelu spermii,
kde i mirné zmény mohou byt indikativni. Naopak clusterova analyza se ukazala jako
citlivéjsi indikator zmén v motilit€ spermii a jevi se tak jako velmi U€inny néstroj pro jeji
hodnoceni v podobné designovanych studiich.

Do budoucna by bylo vhodné do testovani u¢inki environmentalnich estrogent zatradit

1 analyzu skutecné koncentrace téchto latek v médiu, nebot’ by se mohlo jednat o zdroj

diskrepanci ve vysledcich mezi jednotlivymi studiemi.

v

zistava otazkou, kde se tedy nachazi hranice U€inkl téchto environmentalnich estrogent a

jaké faktory stoji za negativnimi vysledky obdobnych studii.
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