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Abstrakt

Mnoho chemickych latek muze ovliviiovat pozemni i vodni Zivotni prostfedi
a nékteré z nich mohou mit i negativni vliv na reprodukci ZivoCichl. Endokrinni
disruptory (ED) s estrogenni aktivitou mohou napodobovat €innost endogennich
hormonu a ovliviiovat tak jejich pfirozenou funkci. Mezi takové latky patfi zearalenon
(ZEA) produkovany plisnémi rodu Fusarium. Pfestoze strukturou neni steroid, ma
ZEA a jeho derivaty silnou estrogenni aktivitu.

Vliv ZEA na reprodukéni parametry a zmény v expresi vybranych genl byly
testovany na samcich outbredni linie mysi od prenatalniho obdobi do 70. dne jejich
Zivota. PredloZena studie prokazala vyznamné ucinky ZEA na savCi organismus
a reprodukéni parametry. Tento efekt byl zjistén jak u nizké davky, se kterou mohou
lidé bézné pfijit do styku, tak u vyS$sSi davky, obé vykazovaly zmény v testovanych

parametrech.

Klicova slova

Zearalenon, endokrinni disruptory, reprodukéni parametry, spermatogeneze, genova
exprese



Abstract

A number of chemicals may have a negative impact on the environment and
wildlife. Endocrine disruptors (EDs), which can mimic estrogen, interfere with natural
hormones in organism and can have a negative effect on the reproductive system.
Such substances include zearalenone (ZEA) — mycotoxin, produced by the fungi
Fusarium. Despite the non-steriodal structure of its molecule, ZEA and its derivates
possess potent estrogenic activity.

The influence of ZEA on reproductive parameters and changes in expression of
selected genes were tested in the outbred line of mice. This study showed significant
effects of ZEA on number of reproductive performances. This effect was observed at
lower examined dose, to which are humans normally exposed, and at higher doses,

both showed changes in the tested parameters.
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gene expression
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1. Uvod

Od osmdesatych let se vénuje zvySena pozornost vyskytu polutantl v zivotnim
prostfedi a to hlavné v souvislosti s moznym vlivem na zdravi zZivo€ichl. Tato obava
byla doloZena terénnim pozorovanim a vySetfenim zmén v reprodukci zvéfe (Tyler
et al., 1998; Vos et al., 2000). Dal8i vyzkumy potvrdily problémy s reprodukci
i u Clovéka. Zvysil se vyskyt nadorl varlat (Moller, 2001), stejné jako vady ve vyvoji
muzskych reprodukénich organt (Jensen et al., 1995; Toppari et al., 1996),
a snizuje se kvalita muzského spermatu (Carlsen et al., 1992; Skakkebaek et al.,
2001; Cooper et al., 2010).

Studie ukazuiji, Zze vice neZz 15% evropské populace v reprodukénim véku trpi
neplodnosti (Poongothai et al., 2009), z toho muzsky faktor je pfi¢inou neplodnosti
az v 50% pripada (Hirsh, 2003). Zjisténi konkrétnich pficin poklesu plodnosti neni
jednoduché, vzhledem k pfedpokladu, ze fada faktorl ovliviiuje lidskou populaci
soucCasné. Polutanty v prostfedi mohou poskodit biologické funkce organismu,
a zpusobit problémy ivreprodukci. V této souvislosti jsou vfadé svétovych
laboratofi studovany latky s hormonalni aktivitou, tzv. endokrinni disruptory, které
napodobuiji funkci endogennich hormon( a brani jejich pfirozené funkci ( Sharpe and
Skakkebaek, 1993; Safe, 2000; Vos et al., 2000; Kyselova et al., 2003; Kyselova et
al., 2004; Elzeinova et al., 2008).

Jednou ztakovych latek je i mykotoxin zearalenon (ZEA), jehoz vliv
na reprodukéni parametry a expresi vybranych genli u mysSich samcu byl studovan

v této praci.

1.1 Reprodukce

Reprodukce je biologicky proces, ktery vede ke vzniku nového jedince. Jedna se
o zakladni schopnost organismi nezbytnou pro preziti druhu. Savci, v€etné ¢lovéka,
se rozmnoZzuji pomoci sam¢ich a samicich haploidnich gamet, které po splynuti daji
vznik diploidni zygoté. Aby doSlo k uspéSnému splynuti spermie a vajiCka, je
nezbytné, aby nejen pohlavni buriky samotné, ale i cely reprodukéni trakt, kde se

gamety vyvijeji a kudy putuji ke svému cili — oplozeni, byl pIné funkéni a bez defektd.
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1.1.1 Spermie

Spermie je samcCi pohlavni burika, které vznikd v semenotvornych kanalcich
varlete procesem, ktery se nazyva spermatogeneze. Béhem spermatogeneze
a nasledné spermiogeneze ziska spermie typicky tvar (Obr. 1), neni vSak jesté
schopna oplodnit vajicko. Tuto kompetenci ziskd az maturaci v nadvarleti
(epididymis), kam putuje po uvolnéni do lumen semenotvorného kanalku. Spermiim
trva prdchod nadvarletem 3-12 dni, v zavislosti na druhu organizmu. PIné pohyblivé
a zralé spermie jsou pak az do ejakulace uchovavany v koncové Casti nadvarlete
(cauda epididymis) (Yanagimachi, 1994; Sullivan et al., 2005; Cooper, 2007).

Obr. 1: Schéma spermie. A) hlavicka, B) kréek, C) mitochondridlni ¢ast bi¢iku, D) hlavni
¢ast biCiku, E) terminalni ¢ast biiku; 1) cytoplasmaticka membrana, 2) vnéjsi akrozomalni
membrana, 3) akrozom, 4) vnitini akrozomalni membrana, 5) jadro, 6) proximalni centriola,
7) zbytek distalni centrioly, 8) vngjsi husta vlakna, 9) mitochondrie, 10) axonema, 11)
terminalni  disk (anulus), 12) prstencovitd vlakna (ring fibers), (pfevzato =z
www.embryology.ch)

1.1.1.1 Hlavicka spermie

Spermie se sklada ze dvou zakladnich ¢asti — hlavicky a bicCiku. Hlavicka
obsahuje jadro s haploidni kopii otcovského genomu. DNA je zde diky vazbé
na malé, histonim podobné proteiny — protaminy, sbalena do velmi kondenzované
struktury, ktera zaujima maly objem a je geneticky inaktivni (Balhorn, 2007). Kromé
jadra se v hlavi€ce nachazi také akrozom, cytoskeletalni struktury a malé mnozstvi
cytoplazmy (Eddy, 2006).
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Akrozom je membranovy vacek, ktery se nachazi mezi cytoplazmatickou
membranou a jadrem, v pfedni ¢asti hlavicky. Obsahuje hydrolytické enzymy (napf.
rizné proteazy, akrozin, B-galaktosidazu, hyarulonidazu) umoziujici nastépeni
glykoproteinového obalu vajicka — zona pellucida, a prinik spermie do vajicka.
Akrozomalni vacek vznika béhem spermiogeneze z Golgiho aparatu (Honda et al.,
2002; Eddy, 2006).

Cytoskeletalni proteiny (aktin, tubulin, spektrin, vimentin apod.) maji v hlavicce
spermie zasadni vliv na jeji tvar, ktery se mezidruhové mize znacéné lisit (Obr. 2),
(Eddy, 2006). Mimo to hraje cytoskelet také podstatnou roli i pfi praniku spermie
do vajicka. Polymerace a depolymerace aktinu je nezbytna pro kapacitaci,
akrozomalni reakci i splynuti plazmatickych membran spermie a vajicka béhem

oplozeni (Brener et al., 2003).
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Obr. 2: Morfologie hlavi¢ek spermii raznych druhl( savcl — horni fada zleva: mys, potkan,
kieCek; dolni fada zleva: &lovék, kralik, mor&e (pfevzato z Eddy, 2006)

1.1.1.2 Bicik

Pohybovym aparatem spermie je bi¢ik. Podle jeho vnitini struktury mazeme bicik
rozdélit na Ctyfi €asti — kr€ek, mitochondrialni ¢ast (middle piece), hlavni cast

(principal piece) a terminalni ¢ast (end piece) (Obr. 1).
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Stfedem biciku prochazi po celé jeho délce axonema, ktera je zaroven hnacim

motorem bicCiku (Obr. 3). Axonema vybiha z centrioly umisténé v kréku spermie,

ktera je zaroven organizacnim centrem mikrotubult (Obr. 1). Axonema se sklada

SPERMIE

{A)

plazmaticka membrana AXONEMA

radidlni paprsek \
: 4

hlava paprsku__ T

nexin ——

mikrotubul & _ ———

i
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H’,_p'
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Obr. 3: Struktura bi¢iku. A) spermie se
znazornénym prifezem, B) schéma axonemy,
C) stavba mikrotubultl (pfevzato a upraveno z
Gilberts, 2000)
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z mikrotubul v usporadani ,9+2“ - dva
centralni samostatné mikrotubuly jsou
obklopeny deviti dvojicemi mikrotubul(
(dublety), (Obr. 3B). Dublet

mikrotubul A a k nému z boku pfipojeny

tvori

mikrotubul B. Mikrotubul A je sloZeny
ze tfinacti koncentricky uspofadanych
protofilament, mikrotubul B tvofi pouze
deset protofilament (Obr. 3C). Zakladni
stavebni
dimer a- a B-tubulinu (Obr. 3C).

Dynein je molekularni motor, ktery

jednotkou protofilament je

zajistuje hybnou silou biciku. Energie

potfebna ke zméné konformace
dyneinu pochazi z chemické energie
hydrolyzy ATP. Mitochondrie

obklopujici bi€ik v jeho pfedni Casti,
jsou zdrojem ATP.

Axonema je kromé& koncoveé casti
biCiku obklopena tzv. vnéjSimi hustymi
vlakny, které celou strukturu zpevnuji
a zajistuji mechanickou ochranu biciku
(Gilberts, 2000).



1.1.2 Vznik spermii

Spermatogeneze nasledovana spermiogenezi je soubor procesl, pfi kterém
v semenotvornych kanalcich varlete (testis) vznikaji spermie (Obr. 4). Cely proces
zaCina sérii mitotickych déleni primordialnich zarode¢nych bunék, ze kterych
vznikaji spermatogonie oznatované A, — A4. Tyto bunky si zachovavaji schopnost
kmenovych bunék - dat vznik stejnym burikdm, jako jsou ony samy, nebo dalSimu
diferencovanému typu bunék. Ze spermatogonii typu A4 pak vznika spermatogonie
typu B, ktera je jiZ pfedurCena k diferenciaci v budouci spermii a ztraci schopnost
kmenovosti. Spermatogonie typu B se mitoticky déli a dava vznik primarnim
spermatocytim. Primarni spermatocyty prochazi prvnim meiotickym délenim
za vzniku dvou sekundarnich spermatocytu, které vstupuji do druhé meidzy a kazdy
z nich dava vznik dvéma haploidnim kulatym burikam — spermatidam (Dym, 1994;
Gilberts, 2000).

Déj, pfi kterém se dokonci diferenciace z kulatych spermatid ve spermie,
se nazyva spermiogeneze (nékdy také nazyvana spermatelioza). Spermiogeneze je
rozsahla bunécna prestavba, pfi které dochazi mimo jiné ke kondenzaci chromatinu,
formovani akrozomu z Golgiho aparatu, vzniku bi€iku a odvrzeni ¢asti cytoplazmy
ve formé rezidualnich télisek (Obr. 4) (Gilberts, 2000).

Spermatogonie

tpu B Tight Spermatogonis
junctions Typu A2

Sertalibho bufika
Vas
deferens

Bazalni

Epididymis :
lamina

J

Testis §

typu AL

Frimarni
spermatocyt

Semenatyarny
kanalek

kanallkem

Sekundarni

spermatocyt
Rezidualni
téliskao

Spermatida

Lumen semenotvornéha
kanallw

Spermie

Obr. 4: Schéma prlifezu semenotvorného kanalku varlete (pfevzato a upraveno z Gilberts,
2000)
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Kromé primordialnich zarodeCnych bunék jsou v semenotvornych kanalcich
pfitomny Sertoliho buiky, a také myoidni a epitelialni buriky na povrchu kanalku.
Mezi jednotlivymi semenotvornymi kanalky se nachazi Leydigovy bunky produkujici
testosteron (Eddy, 2002).

Sertoliho buriky zajistuji okolnim germinalnim bunikam nezbytnou vyzivu a Fidi
jejich postupny vyvoj (Griswold, 1998). Sertoliho bunky jsou pomérné velké
a prostupuji celym polomérem semenotvorného kanalku — od bazalni laminy az
do lumen (Obr. 4). Tyto dva kompartmenty jsou od sebe oddéleny pomoci tésnych
spoju (tight junctions) mezi jednotlivymi Sertoliho bunikami (Russell, 1977). Tento
spoj zaroven tvofi i bariéru mezi krvi a bunkami spermatogenni linie (tzv.
blood-testis barrier). V pribéhu spermatogeneze se germinalni burfiky posunuiji
podél Sertoliho bunék smérem do stfedu kanalku. Mitoticka faze se odehrava
v bazalni Casti kanalku, kdeZto meioticka a postmeioticka (spermiogeneze) faze
v luminalni ¢asti (Eddy, 2002). Mitoticka faze trva u mysi pfiblizné 11 dni, meioticka
10, a postmeioticka priblizné 14 dni. Spermatogeneze je kontinualni déj, ktery
pretrvava po vétSinu Zivota samce. Cely proces zacina kazdych zhruba 9 dni
nanovo (Clermont and Trott, 1969).

PFi déleni bunék béhem spermatogeneze nedochazi k dokonceni cytokineze,
a dcefinné bunky zUstavaji navzajem propojeny pfiblizné 1 pum velkymi
cytoplazmatickymi mistky, diky nimz mohou bunky sdilet dulezité signalni molekuly
a jejich vyvoj je tak synchronizovan. Cytoplazmatické propojeni se ztraci az béhem

spermiogeneze (Dym and Fawcett, 1971; Eddy, 2002).

1.1.3 Genova exprese béhem spermatogeneze

Jak uz bylo zminéno vySe, spermatogeneze muze byt rozdélena do tfi fazi —
mitotické, meiotické a postmeiotické. Mnoho genl a transkriptd je specifickych
pouze pro konkrétni fazi. Pfesna koordinace zmén genové exprese béhem
jednotlivych fazi je pro uspésné dokonceni spermatogeneze kliCova (Eddy, 2002).

Regulaci spermatogeneze mizeme podle mechanismu plsobeni rozdélit
na vnitini, vnéjSi nebo interaktivni. Vnitfni regulace je zajiSténa evolu¢né velmi
konzervovanym genetickym programem, ktery stanovuje, kdy budou exprimovany

konkrétni geny. Interaktivni regulaci predstavuje vzajemna komunikace
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se sousednimi bunkami, které se mezi sebou ovlivhuji signalnimi molekulami.
V tomto druhu regulace budou nejspi$ kliCové Sertoliho buriky, které prostupuji
celym semenotvornym kanalkem a jsou tak v kontaktu s bufkami ve vSech
vyvojovych fazich. VnéjSi regulaci zajiStuje endokrinni systém, ktery hormonalné
ovliviuje somatické testikularni buriky, a ty skrze interaktivni regulaci ovliviuji
genovou expresi germinalnich bunék. Vnéjsi regulace je proto regulaci nepfimou
(Eddy, 2002). Hlavnimi hormony, které kontroluji vyvoj zarodecnych bunék jsou
gonadotropiny - luteiniza¢ni hormon (LH) a folikulostimulaéni hormon (FSH). FSH
stimuluje proliferaci Sertoliho bunék, LH ovliviiuje Leydigovy bunky, stimuluje je
k produkci testosteronu, ktery je nezbytny pro spravnou spermatogenezi. Uvnitf
testes je koncentrace testosteronu az 100x vysSSi nez je fyziologicka koncentrace

testosteronu v krvi (Verhoeven et al., 2010).

Na tomto misté bych rada zminila funkci nékterych genu ucastnicich se
spermatogeneze. Kompletni vyCet genl by dalece pfesahl ramec této prace.
Zaméfuji se tedy pfedevSim na geny, jejichZz exprese byla sledovana v nasem

experimentu.

1.1.3.1 Geny exprimované v germinalnich bunikach

Nékteré geny jsou unikatni pro germinalni linii a nemaji homology v somatickych
bunkach. Vétsina takovych genl je exprimovana béhem postmeiotické faze, kdy je
potfeba vytvofit specialni strukturni komponenty pro spermii (Eddy, 2002). Takovym
je i gen pro protamin P1 (Prm1), ktery je exprimovan ve spermatidach vSech savcu.
Protaminy jsou malé proteiny bohaté na arginin, které u spermii nahrazuji histony
a podileji se na kondenzaci genomu spermie (Balhorn, 2007).

S protaminy souvisi i dalSi proteiny — tranzi¢ni jaderné proteiny (transition
nuclear proteins - TPs), které asociuji s DNA béhem vymeény histon za protaminy.
Sekvence genu pro TP1 (Tnp17) je evolucné konzervovanéjsi nez sekvence pro TP2
(Tnp2) (Meistrich et al., 2003). Tnp2 je uzce spojen s protaminy, nejspi$ vznikl
duplikaci Prm1. Transkripce Tnp1 a Tnp2 je v mySich spermatidach iniciovana ve
stejny Cas jako transkripce Prm1 a Prm2 (Engel et al., 1992).

Gen Meig1 je zasadni pro spermatogenezi, jeho absence zpUsobuje sterilitu

samcl (Salzberg et al., 2010). Ackoliv se dfive védci domnivali, Ze je dullezity
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pro meidézu (Cemuz odpovida i jeho nazev - meiosis expressed gene 1), vyzkumy
na mysich mutantech ukazaly, Ze sterilita nebyla zpusobena defektem v meidze,
v semenotvornych kanalcich takovych mysi byly nalezeny spermatogonie,
spermatocyty i spermatidy, chybély vSak prodluzZujici se spermatidy (Zhang et al.,
2009; Salzberg et al., 2010).

Synaptonemalni komplex spojuje homologni chromozomy a ucastni se jejich
rekombinace a segregace béhem meidzy I. SYCP1 (synaptonemal complex protein
1, gen Sycp1), SYCP2 a SYCP3 (gen Sycp3) jsou strukturni proteiny, které se
pravdépodobné podileji na sestaveni a rozpadu synaptonemalniho komplexu
(Zheng et al., 2009). Mutace SYCP proteinl mohou zpUsobit poruchy béhem €asné
meidzy v prdbéhu gametogeneze a mohou vést az k meiotickému arestu (Costa et
al., 2005).

Cykliny a cyklin-dependentni kinazy jsou klicovymi regulatory buné&cného cyklu.
Jednim znich je i cyklin A1 (Ccnafl), ktery je specificky exprimovan
ve spermatocytech (Wolgemuth, 2008). Bylo popsano, zZe ztrata genu Ccna1l
zpusobila nadmérnou apoptdézu spermatocytl a nasledkem toho i sterilitu mySich
samcu (Liu et al., 1998).

GRTH je gonadotropiny regulovana testikularni RNA helikaza, jejiz gen (Grth,
nékdy oznaCovany i Ddx25) je exprimovan ve spermatocytech, spermatidach
a Leydigovych burikach. PoSkozeni genu Grth u mysSi zplUsobuje naruseni
spermatogeneze béhem prodluzovani spermatid a muze vést az k neplodnosti
(Dufau and Tsai-Morris, 2007).

Vegfa (vascular endothelial growth factor A) je gen kodujici peptid dulezity
pro angiogenezi, stimuluje endotelidlni buriky k proliferaci a diferenciaci. Jeho
nadmérna exprese u transgennich mysi pusobila negativné na saméi plodnost
(Korpelainen et al., 1998; Huminiecki et al., 2001). Podobna funkce Vegfa jako
u endotelidlnich bunék byla objevena i u spermatogonialnich kmenovych bunék,
i zde hraje vyznamnou roli pro jejich sebeobnovu a diferenciaci (Caires et al., 2012).

Mas1 je gen koédujici membranovy receptor (spojeny s G-proteinem)
pro angiotenzin. Mas receptor byl nalezen ve vSech vrstvach epitelu normalniho
lidského semenotvorného kanalku, naopak u vzorkd s naru$enou spermatogenzi
nebyl detekovan (Reis et al., 2010).

APC (anaphase promoting complex) funguje jako ubiquitin ligaza,

zprostfedkovava navazani ubiquitinu a naslednou destrukci kliCovych regulatort
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mitézy i meidzy (Cooper and Strich, 2011). Anapc11 je podjednotkou APC a exprese
genu Anapc11 byla popsana ve spermatocytech (Choudhury et al., 2010).

1.1.3.2 Geny Sertoliho bunék

DalSi skupinou genu jsou geny exprimované v Sertoliho burikach. Gen koduijici
transkripéni faktor SOX9 (Sox9, SRY-box containing gene 9) se podili na indukci
vzniku testes béhem embryonalniho vyvoje savcll a je nezbytny pro vznik samci
pohlavni soustavy. U dospélcu je Sox9 exprimovan specificky v Sertoliho burikach
(Kobayashi et al., 2005).

Dalsim genem exprimovanym typicky v Sertoliho bufikach (alespor u dospélych
jedinct) je gen Wt1 (Wilms' tumour). Radna funkce tohoto genu je kliova
pro spravny vyvoj gonad. Pokud je gen Wt1 narusen, béhem embryonalni vyvoje
nedojde k vytvofeni gonad (Brennan and Capel, 2004; Park and Jameson, 2005).

PFi studiu deregulace Wt1 byly identifikovany dalSi dva geny, které s timto genem
funkéné souvisi. Eps8 (epidermal growth factor receptor pathway substrate 8)
a ltgb1bp1 (integrin beta 1 binding protein 1, nékdy oznacovany i jako Icap1-a)
koduji signalni molekuly, které se ucastni tzv. apikalni ektoplazmické specializace,
coz je spojeni mezi Sertoliho burfikami a prodluzujicimi se spermatidami, které bylo
zasazeno pfi naruSené expresi Wt1 (Bettegowda and Wilkinson, 2010). Eps8 je
specificky exprimovan v Sertoliho a Leydidovych bunkach dospélych mysSi
a pfedpoklada se, Ze jeho funkci je regulace proliferace a diferenciace bunék
v semenotvornych kanalcich (Wunsch et al., 2004). ltgb1bp1 se stejné jako Eps8
vaze na integrin 31, ktery se ucastni remodelace cytoskeletu. Zda se, Ze ltgb1bp1
a Eps8 spolu o vazbu na integrin 1 kompetuji, vazba ltgb1bp1 vede k negativni

regulaci a naopak vazba Eps8 k pozitivni regulaci (Rao et al., 2006).

1.1.3.3 Geny souvisejici s hormonalni regulaci
DalS8i skupinou jsou geny, které se podili na regulaci hormonalni odpovédi nebo

je jejich exprese rlznymi hormony regulovana. Nékteré ztéchto genld nejsou

specifické pro testikularni buriky.
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Androgenni receptor (AR, gen Ar) je receptor pfitomny v jadfe bunék, ktery vaze
androgeny, jako je testosteron a dihydrotestosteron. Jak uZ bylo zminéno vyse,
testosteron je pro spravnou spermatogenezi nezbytny. Mutace v androgennim
receptoru, ktera zpusobi jeho necitlivost k androgenim, tak vede k porucham
spermatogeneze a plodnosti (Verhoeven et al., 2010).

Fkbp5 je gen kodujici imunofilin, jehoz funkci je regulace vyskytu steroidnich
receptorll v jadfe nebo v cytoplazmé. Fkbp5 je transkripéné stimulovan androgeny
(Magee et al., 2006).

Gen Tff1 (trefoil factor 1, nékdy oznaCovany jako pS2) a gen pro cathepsin D
(Ctsd) jsou stimulovany estrogenem (Augereau et al., 1994; Burak et al., 1997),
stejné jako Igfbp4 (insulin-like growth factor binding protein 4) (Qin et al., 1999),
zatim co Igfbp5 je estrogenem downregulovan nebo dokonce reprimovan (Huynh et
al., 1996; Inoue et al., 2002). NejCastéji je exprese téchto genu zkoumana
u nadorovych bunék rakoviny prsu (Inoue et al., 2002).

Receptor pro folikulostimulaéni hormon (Fshr) vaze FSH a zprostfedkovava
signalizaci. Jak uz bylo zminéno vySe FSH je dudlezitym hormonem pro spravny
vyvoj testes a prlibéh spermatogeneze, pusobi na Sertoliho buriky a stimuluje je

k proliferaci (Verhoeven et al., 2010).

1.1.3.4 Epigenetika a geny s ni souvisejici

Zmény fenotypu, které jsou zpUsobeny jinymi mechanizmy, nez zménami
v sekvenci DNA se ozancCuji jako epigenetické zmény. Mezi tyto mechanizmy patfi
molekularni mogifikace DNA nebo histond, které umoziuji nebo naopak zamezuji
pristupu transkripéiho aparatu k DNA, a tim i reguluji expresi genl. Hlavnimi
modifikacemi chromatinu jsou methylace a demethylace DNA a acetylace
a deacetylace histonu. Nejcastéji byvaji geny uml€eny pfidanim methylovych skupin
na useky DNA bohaté na cytosin a guanin (tzv. CpG islands) v promotorové oblasti.
Vedle toho acetylace bazickych histonl zpusobi rozvolnéni chromatinové struktury a
tim i pfistupnost k transkripci. Zmény v methylaci byly pozorovany i u nékterych
druhl rakovin (Dada et al., 2012).
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DNA methyltransferaza 1 (gen Dnmt1) je enzym pfidavajici methylové skupiny
na cytosin, a hraje klicovou roli v zachovani tkanové specifického vzoru methylace.
(Dada et al., 2012).

Cyklin D1 (Ccnd1) reguluje b&éhem mitdézy pfechod mezi G1 a S fazi bunééného
cyklu. U nékterych rakovinnych bunék byl jeho promotorovy region methylovany
DNA methyltransferazou Dnmt3 (Hervouet et al., 2009).

CREM (cyclic AMP response element modulator, gen Crem) je transkripéni
regulator, ktery reaguje na rizné stresové, metabolické nebo vyvojové signaly.
Knock out tohoto genu u mysi vedl ke sterilité samcu v disledku apoptotického
odumirani kulatych spermatid b&€hem spermiogeneze (Nantel et al., 1996).

Kdm4a (lysine (K)-specific demethylase 4A) je gen kdédujici histonovou
demethylazu, ktera odebira methylové skupiny z lysinovych zbytk( histon(. Disrupce
homologu Kdm4a u Drosophily vede ke ztraté nékterych typicky samcich

fenotypovych projeva (Lorbeck et al., 2010).

1.1.4 Apoptédza

Apoptdéza, neboli programovana bunécna smrt, je koordinovana série krokd,
které vedou k odumreni buriky. Apoptéza je nezbytna pro udrZzeni homeostaze
organizmu a podili se i na formovani Casti téla béhem ontogenetického vyvoje.
Deregulace apoptézy mlze zapfi€init vznik riznych chorob, napf. degenerativnich
onemocnéni, autoimunitnich onemocnéni nebo rakoviny (Thompson, 1995; Hikim
and Swerdloff, 1999).

V prubéhu apoptézy dochazi k aktivnim morfologickym a biochemickym zménam,
které zahrnuji zmenSeni bunécného objemu, fragmentaci a kondenzaci chromatinu,
ztratu plvodniho tvaru, pu€eni membrany (blebbing) a nakonec rozpad burky
na malé vacky, tzv. apoptoticka téliska, ktera jsou fagocytovana okolnimi burikami.
Oproti tomu nekréza je pasivni déj, ktery je indukovan nepfiznivymi podminkami.
Burnka podstupujici nekrézu svuj objem naopak zvétSuje, coz vede az k prasknuti
a vyliti obsahu do okoli, €¢imz zpusobi zanét (Hikim and Swerdloff, 1999).

U dospélych savcu je apoptotické odumirani nékterych zarodecnych bunék
béhem spermatogeneze pfirozenym mechanizmem kontroly poctu a kvality spermii.

Nedostatek gonadotropinu a testosteronu, zvySena teplota testes, poranéni, stres
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nebo pusobeni toxinl mohou byt pfi€iny intenzivnéjSi degenerace zarodecnych
bunék v testes (Hikim and Swerdloff, 1999).

1.1.4.1 Molekularni mechanismy apoptézy

Apoptoza je regulovana prostfednictvim nékolika nezavislych signalnich drah,
které mohou byt iniciovany zevnitf bufiky nebo také z vnéjSiho prostfedi (Strasser et
al., 2000). Kli¢ové apoptotické geny jsou evolu¢né konzervovany od C. elegans
az po savce (Hengartner and Horvitz, 1994). Nékteré z produktd téchto genu jsou
aktivatory apoptozy, jiné naopak inhibitory. Jejich vzajemna souhra je pro spravnou
funkci nezbytna. Na iniciaci a pribéhu apoptézy se podili Ctyfi hlavni skupiny
molekul: kaspazy, adaptorové proteiny, proteiny rodiny Bcl-2 a proteiny TNF-R

(tumor necrosis factor receptor) super rodiny (Strasser et al., 2000).

1.1.4.1.1 Kaspazy

Kaspazy jsou hlavnimi vykonnymi enzymy apoptézy. Jsou to cysteinové proteazy,
které rozeznavaji tetrapeptidovy motiv a specificky Stépi substrat za zbytkem
kyseliny asparagové. Konkrétni sekvence tetrapeptidu je pro rizné kaspazy odlisna.
Kaspazy jsou syntetizovany v podobé neaktivniho zymogenu (prokaspazy).
Pro jejich aktivaci je nezbytné Stépeni a tetramerizace (Strasser et al., 2000).

Kaspazy mOzeme podle funkce rozdélit na iniciacni (kaspazy -2, -8, -9, -10)
a exekuéni (kaspazy -3, -6, -7). IniciaCni kaspazy jsou aktivovany béhem ¢asné faze
apoptdézy a spousti kaskadu vedouci k bunécné smrti. Exekuéni kaspazy jsou
aktivované kaspazami iniciaénimi a dale Stépi tzv. substraty smrti, coz jsou pfevazné
dalezité strukturni nebo regulaéni proteiny, bez kterych se burnka vice a vice
priblizuje smrti. Timto zpusobem je napfiklad aktivovana DNaza CAD (caspase-
activated DNase), jejiz funkce je za normalnich okolnosti blokovana navazanym
inhibitorem iCAD. Inhibitor je rozStépen kaspazami a aktivni CAD pak Stépi DNA

na charakteristické pravidelné useky (Sakahira et al., 1998; Strasser et al., 2000).

1.1.4.1.2 Adaptorové proteiny, Bcl-2, TNF-R

Adaptorové proteiny fyzicky propojuji jednotlivé komponenty ucastnici se

apoptézy. Prikladem takového adaptorového proteinu je Apaf-1, FADD
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(Fas-associated death domain protein) nebo TRADD (TNF-R1-associated death
domain protein) (Strasser et al., 2000).

Jednou z nejvice prozkoumanych skupin apoptotickych proteint je Bcl-2 rodina
(B cell ymphoma 2), ktera obsahuje jak proapoptotické proteiny (Bax, Bak, Bad), tak
i antiapoptotické proteiny (Bcl-2, Mcl-1, A1) (Hikim and Swerdloff, 1999).

Do super rodiny TNF (tumor necrosis factor) receptorl patfi membranové
receptory, které kromé apoptotickych signalu pfijimaji i signaly pro proliferaci nebo
diferenciaci. Tato skupina zahrnuje i tzv. receptory smrti — TNFR1 nebo Fas receptor
(Ashkenazi and Dixit, 1998; Strasser et al., 2000).

1.1.4.1.3 Dvé drahy vedouci k aktivaci kaspaz

Aktivace kaspaz, ktera dale vede k apoptotické bunécné smrti, je iniciovana a)
skrze mitochondrie (mitochondrial-initiated pathway) nebo b) pfes membranové
receptory smrti (cell surface death receptor pathway) (Budihardjo et al., 1999)
(Obr. 5).

a) Mitochondrie jsou vedle produkce ATP i vyznamnymi regulatory apoptozy.
V jejich mezimembranovém prostoru je pfitomna cela fada proteinu regulujicich
apoptézu, jako je cytochrom c, AIF (apoptosis inducing factor) nebo nékteré
prokaspazy. Proteiny rodiny Bcl-2 reguluji integritu vnéjSi mitochondrialni membrany.
Proteiny Bcl-2 spolu navzajem mohou interagovat a tvofit kanalky, skrze které jsou
byt do cytoplazmy uvolnény mitochondrialni proapoptotické molekuly (Harris and
Thompson, 2000). Uvolnény cytochrom c¢ pak asociuje s adaptorovym proteinem
Apaf-1 za vzniku apoptosomu, ktery nasledné aktivuje prokaspazu-9. Aktivni
iniciaCni kaspaza-9 Stépi a tim i aktivuje exekucni kaspazy-3, -6 a -7 (Budihardjo et
al., 1999).

b) Druhym zpUsobem aktivace kaspaz je signalizace pfes membranové receptory
smrti. Receptory Fas a TNFR1 maji homologni intracelularni doménu - death
domain, ktera je dullezita pro pfenos signalu. Receptory jsou aktivovany vazbou
ligandu. Ligandem pro Fas receptor je Fas ligand (FasL), TNF je ligandem TNFR1.

Vazba ligandu zapficini trimerizaci receptoru, poté se Kkintracelularni doméné

receptoru vazi adapterové proteiny FADD a TRADD. Nasledné dochazi k aktivaci
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iniciaCni kaspazy-8, ktera dale vede Kk iniciaci exekuénich kaspaz (Budihardjo et al.,

1999).
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1.1.4.1.4 Role p53 a p21 v iniciaci apoptozy

Po8kozeni genomu je jednou z priCin, které vedou k aktivaci programované
bunécné smrti. BEéhem G1 faze bunééného cyklu je kontrolovan stav DNA (Hartwell
and Kastan, 1994). Pokud jsou odhaleny defekty, zvySi se hladina tumor
supresoroveho proteinu p53. p53 je zaroven i transkripénim faktorem, pod jehoz
kontrolou se nachazi fada proteinu, které reguluji bunéény cyklus. Jednim z nich je
i p21 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1) protein, ktery se vaze na komplex cyklinu
s cyklin dependentni kinazou (CDK) a reguluje tak prlchod buné&nym cyklem,
pripadné mize bunécny cyklus i zablokovat (Hartwell and Kastan, 1994; Israels and
Israels, 2001).

Dalsimi geny pod transkripéni regulaci p53, jsou Mdm2 a Bax. Jak jiz bylo
zminéno vySe, protein Bax je proapoptoticky protein rodiny Bcl-2. V pfipadé

zavazného poskozeni DNA je zvySena exprese Bax a tim i aktivovana apoptoza.
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Mdm2 je dulezity regulator, ktery diky negativni zpétné vazbé ovliviiuje transkripéni
aktivitu svého vlastniho aktivatoru — p53 (Agarwal et al., 1998).

p53 je nezbytny pro spravny prubéh bunééného cyklu. Gen kodujici p53 (Trp53)
je jednim z nejc¢astéji mutovanych genli u mnoha druhd lidskych rakovin. Dysfunkce
p53 vede kderegulaci p21, a takové bunky pak nejsou schopny reagovat

na pfipadné poskozeni DNA (Vermeulen et al., 2003).

1.1.4.2 Detekce apoptozy

Charakteristické zmény v pribéhu apoptdzy se vyuzivaji k jeji detekci. Chromatin
je internukleozomalné Stépen na pravidelné (cca 200 par( bazi dlouhé) fragmenty,
které po elektroforetické separaci v agar6zovém gelu tvofi pravidelné prouzky, tzv.
ZebfiCek (Batistatou and Greene, 1993; Hikim and Swerdloff, 1999).

Dal8i metodou vyuzivajici fragmentaci DNA je TUNEL assay (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labelling). Enzym terminalni deoxynukleotidyl-transferaza
(TdT) rozeznava 3-OH konec DNA a vaze na néj digoxygenin—-dUTP nebo
fluorescein-dUTP (v zavislosti na druhu kitu). Vizualizace pak probiha nepfimo -
pomoci protilatky konjugované s peroxidazou a chromogennim substratem, nebo
pfimo - pomoci fluorescenéni mikroskopie. Tato metoda se nejCastéji pouziva
pro znacCeni bunék na histologickych fezech nebo pro pratokovou cytometrii (Billig et
al., 1995; Hikim and Swerdloff, 1999; www.promega.com).

Dalsi metoda detekce apoptézy vyuziva zmén v plazmatické membrané.
Fosfatidylserin (PS), negativné nabity fosfolipid, je za normalnich okolnosti
v burikach pfitomen v cytosolické Casti fosfolipidové dvojvrstvy. BEhem Casné faze
apoptozy dochazi k jeho translokaci na povrch. Annexin Vje Ca?* dependentni
protein, ktery svysokou afinitou vaze fosfatidylserin. PouZiti fluorescencéné
znaceného Annexinu V byva proto ¢asto vyuzivanou metodou (Vermes et al., 1995).

Pro pfesnost je nutné dodat, Ze fragmentace DNA a pfitomnost fosfatidylserinu
na povrchu bunék nejsou znaky unikatni pouze pro apoptézu, ale mizeme je najit
také u nekrotickych bunék (Vermes et al., 1995; Hikim and Swerdloff, 1999).
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1.2 Patologie reprodukce

ZvySeny vyskyt neplodnosti v lidské populaci je pfedmétem védeckych diskuzi
a studii jiz nékolik desetileti. Podle udaju Svétové zdravotnické organizace (WHO)
trpi problémy s neplodnosti 15% paru v reprodukénim véku, ztoho az v 50%
pripadu je pfi¢inou muzsky faktor (Hirsh, 2003; Poongothai et al., 2009), jako
disledek snizujici se kvality spermatu. Podle souCasnych udaji je
za normospermika povazovan muz s koncentraci spermii 15 miliond/ml, pfi¢emz
jesté v roce 1999 to bylo 20 miliont spermii/ml a pfed 20 lety 50 miliont spermii/ml.
Zaroven se jako standard udava alespon 4% morfologicky normalnich, 60% Zivych
a 40% pohyblivych spermii (Cooper et al., 2010; WHO, 2010). V poslednich
desetiletich vzrostl i vyskyt rakoviny varlat, kryptorchismu (nesestouplych varlat)
a hypospadie (vrozeny rozstép mocové trubice). Souhrnné byvaji tyto poruchy
oznacovany jako ,testicular dysgenesis syndrome® (TDS) (Sharpe and Skakkebaek,
1993; Skakkebaek et al., 2001).

PFi¢in stoupajicich problémi s neplodnosti muze byt cela fada, napfiklad stres,
vy$Si vék rodicu, nezdravy zivotni styl nebo koufeni. AvSak vzhledem k rapidnimu
narUstu neplodnosti v poslednich letech se vina pfisuzuje i zhorSené kvalité
zivotniho prostfedi, kde byl zaznamenan vyskyt mnoha ruznych polutant
a endokrinnich disruptort. Tyto latky mohou pronikat do vody, potravin nebo
do ovzdusi a mohou se tak stat kazdodenni soucasti Zivota zZivoclichl, vcetné
Clovéka. Je tedy dulezité prostudovat jejich potencialni rizika pro organismus

a pfipadné zavést kroky k jejich eliminaci.

1.2.1 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory (ED) jsou exogenni latky, které strukturné nebo
metabolicky interferuji s hormony v organizmu, narusuji funkci endokrinniho systému,
a v dusledku toho zpusobuji rizné zdravotni obtize u daného organizmu, nebo
u jeho potomku (Damstra et al., 2002). V poslednich fficeti letech je témto latkam
vénovana velka pozornost, a to zejména ztoho ddvodu, Ze je jejich vyskytu

v prostfedi pfipisovana souvislost s naristem neplodnosti u lidi. Reprodukéni systém
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mohou ovlivnit pfevazné latky s anti-androgennim nebo estrogennim ucinkem (Crisp
et al., 1998).

Anti-androgenni latky se vazi na androgenni receptory (AR) a brani tak
pfirozenym androgenim v jejich ucinku. Sam¢i reprodukéni trakt je k negativnimu
vlivu anti-androgenl nejnachylnéjsi béhem vyvoje, kdy je spravna funkce androgenu
nezbytna pro maskulinizaci (Fisher, 2004). Anti-androgennim endokrinnim
disruptorem je napfiklad fungicid vinklozolin (Anway and Skinner, 2008; Elzeinova et
al., 2008).

Estrogenni latky v Zivotnim prostfedi mohou byt rozdéleny na pfirodni rostlinné
fytoestrogeny a na xenoestrogeny, které vznikaji lidskou Ccinnosti. Mezi
fytoestrogeny mizeme zaradit genistein, ktery se nachazi v séje, resveratrol
pritomny v Cerveném viné, ale i nékteré mykotoxiny, jako je napf. zearalenon. Mezi
xenoestrogeny patfi napfiklad polychlorované bifenyly, DDT, bisfenol A, ftalaty, nebo
diethylstilbestrol. Estrogenni ED kompetuji s 173-estradiolem o vazbu na estrogenni
receptory (ER) a vmnoha publikacich byl studovan jejich negativni vliv
na reprodukéni systém (Kuiper et al., 1998; Peknicova et al., 2002; Kyselova et al.,
2003; Kyselova et al., 2004).

1.2.1.1 Zearalenon

Zearalenon (ZEA, F-2 toxin) je nesteroidni mykotoxin produkovany plisnémi rodu
Fusarium (F. graminearu, F. culmorum, F. crokwellense, F. sambucinum, F.
equiseti), které jsou vyznamnymi patogeny vétSiny zemeédélskych plodin a to
v celosvétovém méfitku. Tyto plisné napadaji predevsim pSenici, kukufici, je¢men,
oves, ryzi, Cirok, sezam, ale i seno nebo silaz (Kuiper-Goodman et al., 1987;
Placinta et al., 1999). U savcu je ZEA metabolizovan za vzniku a- a B-zearalenolu
(a-ZOL, B-ZOL). Tyto latky mohou byt také produkovany plisnémi, ale v mnohem
mensich koncentracich, nez ZEA (Bottalico et al., 1985).

PfestoZe zearalenon a jeho derivaty nejsou steroidni latky (Obr. 6), mohou
se vazat na estrogenni receptory (ER-a a ER-B) a vyvolat tak estrogenni odpoveéd.
Afinita ZEA k estrogennim receptoriim je cca 20x nizSi nez u 17p-estradiolu (Kuiper-
Goodman et al., 1987).
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Obr. 6: Molekulami struktura 173-estradiolu (E2) a zearalenonu (ZEA) (pfevzato a upraveno
z van Lipzig et al., 2004)

Zearalenon je tepelné stabilni latka a muze se tak vyskytovat i v potravinach,
napf. peCivu, pivé nebo mléce (Kuiper-Goodman et al., 1987; Martin and Keen,
1978; Prelusky et al., 1990). Koncentrace ZEA v potravinach se pohybuje ve velmi
Sirokém rozmezi, které zavisi i na klimatickych podminkach (Minervini et al., 2005).
S ohledem na primérné koncentrace ZEA v zakladnich potravinach a jejich
prumérnou konzumaci, byla vypocitana primérna denni davka ZEA pro dospélého
Clovéka v Evropé a Severni Americe 0,02 — 0,03 pg/kg télesné vahy na den
(Scientific Committee on Food, 2000).

ZEA mize byt z kontaminovaného krmiva pfenaSen i do mléka, ovSem jen
ve velmi malych koncentracich, jak doklada experiment, pfi kterém bylo skotu oralné
podano 6000 mg ZEA (ekvivalent 12 mg/kg télesné vahy). V mléce pak bylo
nameéreno 6,1 ug/l ZEA, 4 ug/l a-ZOL a 6,6 ug/l B-ZOL (Prelusky et al., 1990).

Absorpce ZEA po oralnim poziti se odhaduje na 80-85%. ZEA a jeho derivaty
byly detekovany v krvi méné nez 30 minut po pozfeni (Olsen et al., 1987; Biehl et al.,
1993). Studie s radioaaktivné znacenym ZEA u mysi prokazaly stejnou tkanovou
distribuci, jako ma estrogen - ZEA byl nalezen v déloze, intersticidlnich burnkach
testes a folikulech vajeénikt. Céast byla také objevena v tukové tkani, coZ naznaduije,
Ze zde muze byt i ukladan (Kuiper-Goodman et al., 1987). ZEA a jeho metabolity
jsou u mysi nebo potkanu vylu€ovany do Zluce, u lidi a prasat pak do moci, a vétSina
zkonzumovaného mnozstvi je vylou€ena do 72 hodin (Kuiper-Goodman et al., 1987;
Eriksen et al., 2000).
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1.2.1.2 Vliv zearalenonu na savce

Vliv zearalenonu na ¢lovéka neni pfilis dobfe popsan. Mirocha a spol. (1982)
testovali dobrovolniky 6, 12 a 24 hodin po podani jednorazové davky 100 mg ZEA.
Koncentrace zearalenonu, a-zearalenolu a B-zearalenolu v moc€i byly 3,7 pg/ml ZEA,
3 pg/ml a-ZOL a B-ZOL po Sesti hodinach nebyl detekovan. Po dvanacti hodinach
naméfili v moci 6,9 pg/ml ZEA, 6 pg/ml a-ZOL, a 2,7 uyg/ml B-ZOL; a po 24 hodinach
detekovali 2,7 pg/ml ZEA, 4 pg/ml a-ZOL a 2 ug/ml B-ZOL (Mirocha et al., 1982).

Oproti tomu byla publikovana cela fada studii, které se zaméfuji na ruzna
laboratorni nebo chovna zvifata. Obecné lze fici, Ze specifické projevy zavisi
na druhu zvifete, davce ZEA a na Zivotnim stadiu zvifete (fije, bfezost). Zearalenon
ma pomeérné maly efekt po oralnim pozfeni nebo po injekéni aplikaci jednorazoveé
davky. U dlouhodobych studii zavisi projevy pfedevSim na citlivosti zvifete
a na pouzité koncentraci. Prasata a ovce jsou kZEA citlivéjSi nez hlodavci.
Takzvana koncentrace bez pozorovaného efektu (NOEL - no observed effect level)
byla u prasat stanovena na 40 ug/kg télesné vahy na den, oproti tomu u potkanu
na 3 mg/kg télesné vahy na den (Eriksen et al., 2000).

Z chovnych zvifat jsou k ZEA nejcitlivéjSi prasata. Koncentrace ZEA bézné
pfitomné v krmivu mohou samicim zpUsobit reprodukéni obtize v podobé
hyperestrogenace (otok a zarudnuti vulvy, zvétSeni délohy, vyhfeznuti konecniku
a pochvy, fale$na bfezost nebo potraty). U dospélych samcl nema ZEA tak zasadni
efekt, byla pozorovana jen snizena koncentrace testosteronu v krvi (Ruhr et al.,
1983). U prepubertalnich prasnic byly po expozici maximalni koncentrace ZEA
a a-ZOL v krvi dokonce 500x vy$Si nez koncentrace 17f3-estradiolu v ovulaci (Olsen
et al., 1985).

Zearalenon a jeho derivaty mohou ovlivnit i oocyty a spermie. P¥i in vitro maturaci
prasedich oocytl byl popsan negativni vliv a- a B-ZOL (Alm et al., 2002). Zivotnost,
motilita a akrozomalni reakce kancich spermii byla negativné ovlivnéna béhem
pokusu in vitro, efekt byl umérny davce a délce pusobeni (Tsakmakidis et al., 2006).
Jiny in vitro experiment s prase€imi spermiemi prokazal negativni vliv ZEA a a-ZOL
v pM koncentracich na stabilitu chromatinu a Zivotnost spermii, a snizeni motility
spermii po aplikaci B-ZOL v yM koncentracich (Benzoni et al., 2008).

Kromé efektu na reprodukéni systém byl popsan i vliv ZEA na hematologické

parametry, kdy autofi mimo jiné pozorovali snizené mnozstvi krevnich destiCek
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a vysSi koncentraci bilirubinu v krvi, coz mOze byt nasledek toxicity pro jatra
(Maaroufi et al., 1996). Pfi dlouhodobém plsobeni velmi vysokych davek (vice nez 8
mg/kg télesné vahy na den) byl u mySi zaznamenan vyskyt hepatocelularnich
adenomu a hypofyzarnich tumort (Eriksen et al., 2000).
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2. Cile

Cilem této prace byla analyza vlivu endokrinniho disruptoru zearalenonu (ZEA)
na reprodukéni trakt, spermatologické parametry a expresi vybranych genu

u outbrednich mysi s dopadem na reprodukci savcu.

Konkrétné byl sledovan vliv ZEA na:

-

. reprodukci mysi, poCet mladat a pomér pohlavi mladat
vahu téla, samci reprodukéni organy a anogenitalni vzdalenost
funkCni stav a spermatologické parametry spermii

histopatologii testes u mysi

o~ b

kvantitativni genovou expresi vybranych genl bunék testes
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3. Material a metody

3.1 Roztoky a chemikalie

2x koncentrovany SDS

vzorkovy pufr

4% formaldehyd

4% SDS-
polyakrylamidovy gel

12% SDS-
polyakrylamidovy gel
50% ethanol (EtOH)
70% ethanol

80% ethanol

90% ethanol

96% ethanol
Akrylamidovy roztok

Blokovaci roztok
Blotovaci roztok

Coomassie Brilliant
Blue barvici roztok

Elektrodovy pufr

HEPES pufr

Odbarvovaci roztok

PBS (fosfatovy pufr)

PBS-Tween

Roztok eosinu
Roztok hematoxylinu
Susici roztok

TAE pufr

e 20% glycerol; 40 ml 10% SDS; 16 ml 1M Tris (pH 6,8);

5 mg bromfenolova modf
4 ml formaldehyd, 96 ml dH,O

2,1 ml dH20; 0,5 ml akrylamidovy roztok; 0,38 ml Tris
(1 M, pH 6,8); 30 ul 10% SDS; 30 ul 10% APS; 3 pl
TEMED

1,7 ml dH20; 2,0 ml akrylamidovy roztok; 1,3 ml Tris
(1,5 M, pH 8,8); 50 pl 10% SDS; 50 ul APS; 2 pl
TEMED

50 ml 100% EtOH, 50 ml dH,O

70 ml 100% EtOH, 30 ml dH,O

80 ml 100% EtOH, 20 ml dH,O

90 ml 100% EtOH, 10 ml dH,O

96 ml 100% EtOH, 4 ml dH,O

14,85 g akrylamid; 0,15 g Bis-akrylamid; dopIlnéno
do 50 ml dH.O
1,5% gelatine from cold water fish skin v PBS-Tween

72 g glycin, 15 g Tris, 1 | methanol, doplnéno do 5|
dH.0

1,25 g Coomassie Brilliant Blue; 35 ml kyselina
octova; 250 ml ethanol; 215 ml dH,O

30,3 g Tris; 14,4 g glycin; 0,1 g SDS; doplnéno do 1 |
dH,O

2,3831 g HEPES; 0,5844 g NaCl, 10 g BSA, doplnéno
do objemu 100 ml dH20; pH 7,4 (upraveno pomoci
NaOH; HCI)

35 ml 100% ethanol, 10 ml kyselina octova, 55 ml
dH.0

17,54 g NaCl; 5,52 g Na;HPO4.2H,0; doplnéno do 2 |
dH20; pH 7,4 (upraveno pomoci NaOH; HCI)

0,05% Tween 20 v PBS

1 g eosin, 100 ml dH,O

1 g hematoxylin, 10 ml 100% ethanol

5 ml glycerol, 40 ml 100% ethanol, 55 ml dH,O

0,5 ml 1M Tris (pH 7,6); 100 pl 0,5 M EDTA (pH 8);
50 ml tkafiové H,0)
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3.2 Experiment in vivo

Experiment byl proveden na CD1 outbrednich mySich (AnLab). Pro tuto linii je
charakteristicka vysoka heterozygotnost a vétSi poCet mladat ve vrhu (12-13 mladat).
VSechny mySi (v€etné kontrol) byly chovany za standardnich experimentalnich
podminek (konstantni teplota, dvanactihodinovy svételny rezim, minimum
stresovych faktor(l) v chovném a experimentalnim zafizeni Ustavu molekularni
genetiky, AV CR, v. v. i. (UMG), Praha. Mysim bylo podavano krmivo
bez fytoestrogenl (krmivo bez soji Sniff, Soest), piti bylo zvifatim k dispozici
ad libitum. Zearalenon (Sigma-Aldrich) byl dvéma experimentalnim skupinam (A
a B) podavan neinvazivni metodou a to rozpusténim ve vodé. Koncentrace ZEA
v piti byly 150 ug/l pro skupinu A, a 1000x nizSi — 0,150 pg/l pro skupinu B
(Tabulka 1).

Tabulka 1: Expozi¢ni koncentrace ZEA.

ZEA v piti ZEA ZEA
Skupina (ng/l) (ng/mys/den) | (ng/télesné vahy/den)
A 150 0,75 25
B 0,15 0,00075 0,025

ZEA byl zvifatlim podavan od prvniho dne bfezosti matek az do 70. dne Zivota
mladat, kdy byly mysi usmrceny (tzn. po cely Zivot jedince, v€etné prenatalni faze).
Nas experiment se zaméfoval pouze na samce. V kazdé skupiné bylo hodnoceno
celkem 18 zvifat. V8echny experimenty byly provedeny v souladu se Zakonem

na ochranu zvifat proti tyrani €. 246/1992 Sb. a se souhlasem etické komise.

3.3 Vazeni tél a organa, méreni AGD

Po usmrceni byla zvifatim zméfena anogenitalni vzdalenost (AGD), poté byly
myS$i zvazeny a vykrveny. Nakonec byly vypreparovany testes, prostata, semenné
vaky a epididymis. Organy byly ocistény a jednotlivé zvazeny na analytickych
vahach. Vahy byly nasledné statisticky vyhodnoceny. lhned po zvazeni byla testes
zamrazena v tekutém dusiku pfi teploté -70°C, a pfi stejné teploté i skladovana

pro dalSi pouziti. Z epididymis byly po zvazeni vyplavovany spermie (viz 3.4).
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3.4 Priprava mysSich spermii

MySi spermie byly ziskany z vypreparovanych cauda epididymis, které byly
nastfihany v PBS (37°C, 1 ml na kazdy vzorek). Spermie se samovolné& vyplavovaly
do roztoku v CO; inkubatoru 15 minut pfi 37°C. Poté byla bunélna suspenze
(bez zbytk( tkané) pfenesena do nové zkumavky a doplnéna PBS do 1 ml. Takto
pfipravena suspenze byla vychozim materidlem pro vSechny dalSi analyzy mysich

spermii.

3.5 Uréeni koncentrace spermii

Koncentrace spermii byla pocitana v Blrkerové komdrce. Z vySe zminéné
suspenze bylo odebrano 10 ul a nafedéno 100x. 10 pl zfedéné suspenze pak bylo
naneseno do pocitaci komirky a pocitano ve svételném mikroskopu (Meopta)

pfi zvétSeni 100x.

3.6 Hodnoceni morfologie spermii

Bunécna suspenze byla nakapana na podlozni skla (10 pl na kapku), zafixovana
pfi teploté 37°C a barvena podle protokolu Spermac Stain morphology kit (Ferti Pro).
Hodnoceno bylo minimalné 200 bunék z kazdého preparatu.

Morfologické zmény, tykajici se stavu akrozomu spermie, byly také pozorovany
na imunofluorescencnich preparatech znacenych monoklonalnimi protilatkami
HS-14 a HS-8 (viz 3.9).

3.7 Uréeni zivotnosti spermii

Zivotnost spermii byla sledovana pomoci kitu LIVE/DEAD Sperm Viability
(Invitrogen). Protokol byl pro mySi spermie mirné upraven: vySe popsana bunécna
suspenze byla nejprve centrifugovana 5 min pfi 200g. 1 yl bunék z pelety byl
smichan s 200 yl HEPES pufru a s 1 yl 50x fedéného SYBR 14 (v HEPES) a smés

byla inkubovana 5 minut pfi 37°C v temnu. Nasledné byla smés centrifugovana
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5 minut pfi 200g. Supernatant byl odstranén a k peleté bylo pfidano 200 ul HEPES
pufru a 1 pl propidium iodid, smés byla znovu inkubovana 5 minut pfi 37°C v temnu.
Nasledovala centrifugace 5 minut pfi 200g. Supernatant byl odstranén, k peleté bylo
pfidano 20 pl PBS a vysledny roztok byl nakapan na podlozni skla, ktera byla
usuSena ve tmé, opatrné oplachnuta vodou, osudena filtranim papirem a kryci
sklicko bylo upevnéno pomoci montovaciho média Vectashield s DAPI (Vector
Laboratories). Buriky byly hodnoceny fluorescencnim mikroskopem Nikon Eclipse
E400, objektiv Plan Apo VC 60x oil. Zelené byly znaCeny bunky Zivé a Cervené

buriky mrtvé.

3.8 Detekce annexinu V na spermiich

Detekce apoptotického markeru annexinu V na spermiich byla provedena
pomoci kitu Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit (Sigma-Aldrich). Protokol byl
pro potfebu nasi laboratofe upraven. Bylo smichano 100 ul 1x koncentrovaného
vazebného pufru, 1 yl roztoku Annexinu V a 1 ul bunécné suspenze a smés byla
inkubovana v temnu 15 minut pfi pokojové teploté. Poté byla smés resuspendovana
a nakapana po 10 ul na podlozni skla, ktera se nechala zaschnout v temnu pfi 37°C.
DNA byla barvena pomoci montovaciho média Vectashield s DAPI. Preparaty byly
prekryty krycim sklickem a hodnoceny fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse
E400, objektiv Plan Apo VC 60x oil. Mikroskopické fotografie byly pofizeny CCD
kamerou VDS1300 (Vosskihler) a zpracovany pomoci softwaru NIS Elements AR

(Laboratory Imaging).

3.9 Nepfima imunofluorescence

Monoklonalni protilatky HS-14 a HS-8 byly pouZity pro hodnoceni stavu
akrozom0. Tyto protilatky proti intra-akrozomalnim proteinim byly pfipraveny v nasi
laboratofi (Peknicova et al., 2002; 2005)

Mikroskopické preparaty byly pfipraveny podle protokolu popsaném v publikaci
Peknicova et al. (2005), s modifikaci inkubace: preparaty byly s primarni protilatkou

(HS-14 a HS-8) inkubovany ve vihké komdrce pres noc pfi 4°C, a se sekundarni
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protilatkou (Goat-Anti-Mouse IgM conjugated FITC, Sigma-Aldrich) inkubovany
ve vihké komurce 60 min pfi 37°C. Nakonec byly preparaty zakapnuty montovacim
médiem Vectashield s DAPI, pfekryty krycim sklickem a hodnoceny fluorescenénim
mikroskopem Nikon Eclipse E400, objektiv Plan Apo VC 60x oil. Mikroskopické
fotografie byly pofizeny CCD kamerou VDS1300 (Vossklihler) a zpracovany pomoci
softwaru NIS Elements AR (Laboratory Imaging).

3.10 I1zolace proteinu a SDS extrakce

Suspenze spermii byla centrifugovana 5 minut pfi 200g a supernatant byl
odstranén. Peleta byla resuspendovana v SDS extrakénim pufru (100 pl pufru
na 100x10° spermii). Vzorky byly nasledné& inkubovany po dobu 3 minut pfi teploté
99°C v Mixing Block (Bioer). Ihned poté byly vzorky zchlazeny na ledu a nasledné
centrifugovany po dobu 5 minut pfi 23100 g a 4°C. Supernatant byl rozdélen

do mikrozkumavek a skladovan pfi -20°C.

3.11 Méreni koncentrace proteint

Koncentrace proteini byla stanovena pomoci Quant-iT protein assay kitu
(Invitrogen) na pfistroji Qubit Fluorometer (Invitrogen). Pfed méfenim byl pfistroj
kalibrovan pomoci standardd obsazenych v kitu. Z kazdého vzorku byl pro méfeni
odebran 1 yl a smichan s 199 ul pracovniho roztoku pufru (Quant-iT protein reagent
200x fedény pufrem). Smés byla pfed méfenim dobfe promichana a inkubovana
15 minut vtemnu. Ziskané hodnoty byly pfistrojem automaticky pFepocitany

na mg/ml.

3.12 Elektroforeticka separace proteint v polyakrylamidovém gelu

Pro separaci proteini byla pouzita vertikalni elektroforéza Mini-Protean 4
(BioRad) a 12% SDS-polyakrylamidovy gel. Gel byl po naliti mezi skla prevrstven
vodou proti vysychani. Polymerace gelu trvala cca 30 minut. Poté byl pfipraven tzv.

zaostfovaci 4% SDS-polyakrylamidovy gel. Voda byla odsata a mezi skla byl
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umistén hrebinek pro vytvofeni nanaSecich jamek, ktery byl nasledné zalit
zaostfovacim gelem.

Do jedné jamky bylo nanaseno celkové mnozstvi 10 pg proteinu. Vzorky byly
pfed nanesenim na gel smichany s 2x koncentrovanym SDS vzorkovym pufrem
a s p-merkaptoethanolem (finalni koncentrace 5%) a inkubovany pfi 97°C 3 minuty.
Nasledné byly vzorky centrifugovany 5 minut pfi 150 g a 4°C. Takto pfipravené
vzorky byly nanaSeny do jednotlivych jamek v gelu. Jako marker molekulové
hmotnosti byly pouzity proteinové standardy All Blue nebo Dual Color (Bio-Rad).

Elektroforéza probihala v elektrodovém pufru pfi konstantnim elektrickém proudu
16 mA (na jeden gel). Po ukonceni elektroforetické separace proteind byly gely
barveny roztokem Coomassie Birilliant Blue nebo byly pouzity k pfenosu proteint na

membranu (Western Blot).

3.13 Barveni gelti pomoci Coomassie Brilliant Blue

Po dokonceni elektroforetické separace byly gely kratce proplachnuty
v deionizované vodé a barveny 1 hodinu v barvicim roztoku Coomassie Brilliant Blue.
Poté byly gely pfemistény do odbarvovaciho roztoku a odbarvovany tak dlouho,
dokud nebylo pozadi Ciré a proteinové prouzky dobfe rozpoznatelné. Po odbarveni
byly gely promyvany 30 minut v suSicim roztoku a nakonec usuSeny mezi dvéma

listy celofanu.

3.14 Pienos proteinii na PVDF membranu (Western Blot)

Akrylamidové gely byly po proplachnuti v deionizované vodé ekvilibrovany
15 minut v blotovacim pufru. Mezitim byly PVDF membrany o velikosti péra 0,45 ym
(Immobilon-P, Millipore) smocCeny ve 100% methanolu a nasledné také ekvilibrovany
v blotovacim pufru. Poté byly ffi listy chromatografického papiru Whatman 3MM (GE
Healtcare) smocCeny v blotovacim pufru a navrstveny na sebe. Na né byla poloZena
PVDF membrana, na ni gel a nahoru znovu {tfi vrstvy smoceného

chromatografického papiru. Takto sestavena souprava byla umisténa do blotovaciho
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pristroje Mini-transblot (Bio-Rad). Pfenos proteinl z gelu na membranu probihal

v blotovacim pufru za konstantniho proudu 500 mA a teploty 4°C po dobu 90 minut.

3.15 Imunodetekce

Po pfeneseni proteind byly membrany vyjmuty a promyty v roztoku PBS-Tween.
Poté byly pfes noc inkubovany v blokovacim roztoku pfi 4°C pro vyvazani
nespecifickych vazebnych mist. Jako primarni protilatky byly pouZity: protilatka
HS-14 proti intra-akrozomalnim proteinim (pfipravena v nasi laboratofi, viz 3.9,
supernatant 5x fedény) a protilatka TU-12 proti p-tubulinu (ziskana z Laboratofe
biologie cytoskeletu, UMG, Praha; ascites fedény 4000x). Membrany byly
s primarnimi protilatkami inkubovany za souc¢asného tfepani 1 hodinu pfi pokojové
teploté. Po inkubaci byly membrany promyty v roztoku PBS-Tween 6x 10 minut.
Jako sekundarni protilatka byla pouzita 3000x fedéna Blotting Grade Affinity Purified
Goat anti-Mouse 1gG (+L) Horseradish peroxidase conjugate (Bio-Rad) a membrany
s ni byly inkubovany 60 minut pfi pokojové teploté a nasledné opét promyty 6x 10
minut v PBS-Tween.

K vizualizaci znaCenych mist na membranach byly pouzity dvé rizné metody —
bud expozice rentgenografického filmu nebo chemicka reakce se vznikem barviva.
PFfi pouziti prvni metody byly membrany po promyti inkubovany 3 minuty
s chemiluminiscen¢nim substratem SuperSignal West Pico (Pierce). Po odsati
substratu byly vtemné komofe k membranam pfikladany rentgenografické filmy
Medix XBU (Foma Bohemia). Expozice probihala v rliznych ¢asech. Filmy pak byly
vyvolany za pouziti chemikalii Eastman Kodak (Sigma).

Pro detekci znacnych mist pfimo na membrané byl roztok TMB
(3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidine Liquid Substrate System for Membranes, Sigma)
nakapan na membranu, a po vybarveni byla reakce zastavena ponofenim
membrany do destilované vody.

Kvantifikace vysledk imunodetekce byla provedena v programu AIDA
(Advanced Image Data Analyzer, Raytest). Experimentalni skupiny A a B byly vZdy

porovnavany s kontrolou (100%) a pozadim (0%)

38



3.16 Priprava histologickych rezu

Testes byla nejprve fixovana 48 hodin ve 4% formaldehydu. Poté byla tkan
promyta 15 minut v destilované vodé a nasledné odvodnéna stoupajici koncentraéni
fadou ethanolu (EtOH): 60 minut v 70% EtOH, 60 minut v 80% EtOH a 60 minut
v 96% EtOH. Nasledné byla odvodnéna tkan ponofena na 30 minut do smési
acetonu a xylenu (1:1), a pak na 30 minut do xylenu. Nakonec byla testes zalita
do parafinu (Paraplast, Sigma-Aldrich). Takto pfipravené parafinové blo¢ky pak byly
fezany mikrotomem na fezy o tloustce 15-20 ym a jednotlivé fezy byly naneseny
na vytemperované podlozni skli¢ko.

Pfed dalSim pouZzitim byly fezy odparafinovany a zavodnény. Nejprve byla skla
inkubovana tfikrat 10 minut v xylenu a poté pokazdé 5 minut v 96%, 90%, 80%, 70%,
50% EtOH a v destilované vodé.

3.17 Barveni hematoxylinem a eosinem

Rehydratované fezy byly barveny 10 minut v roztoku hematoxylinu a poté
5 minut v roztoku eosinu. Vzorky byly zality Kanadskym balzamem a hodnoceny
svételnym mikroskopem Olympus BX41 pfi zvétSeni 400x. Snimky byly

fotografovany kamerou Olympus IX81 pfi zvétSeni 200x.

3.18 TUNEL analyza na histologickych fezech

Pro detekci apoptotickych bunék na fezech testes byla pouzita TUNEL analyza
(TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) podle protokolu DeadEnd Fluorometric
TUNEL System (Promega Corporation, G3250).

Vzorky byly hodnoceny fluorescenénim mikroskopem Nikon Eclipse E400,
objektiv 40x Nikon Plan 40/0.65. Mikroskopické fotografie byly pofizeny CCD
kamerou VDS1300 (Vosskiihler) a zpracovany softwarem NIS Elements AR
(Laboratory Imaging).

Metoda TUNEL fluorescenéné znaci fragmentovanou DNA bunék, u nichz
probiha apoptéza. Pocitany byly pozitivné znacené bunky v deseti semenotvornych

kanalcich, z kazdé skupiny bylo hodnoceno 6 Fezu.
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3.19 lzolace RNA

RNA z testes byla izolovana za poucziti kitu TRI Reagent (Sigma-Aldrich, T9424).
Tkan byla homogenizovana tfikrat 20 s v homogenizatoru Precellys 24 (Bertin
Technologies). Nakonec byla RNA peleta (podle velikosti) rozpusténa ve 70-100 pli
vody bez RNaz (RNase free water, Fermentas). VSechna prace s RNA byla

provadéna v PCR boxu za sterilnich podminek a RNA byla skladovana v -70°C.

3.20 Agarézova elektroforéza

Cistota RNA byla nejprve zkontrolovana pomoci elektroforézy v 1% agarézovém
gelu, ktery byl pfipraven rozpusténim 1 g agarézy ve 100 ml zahfatého TAE pufru.
Pfed nalitim do formy, ale az po zchlazeni alespofi na 60 °C, byl v tekuté smési
rozmichan 1 pl GelRed (Biotium, 41003). Hotovy gel byl zalit vychlazenym TAE
pufrem. Do jednotlivych jamek bylo nanaseno 8,5 pl RNA smichané s 5 ul Loading
dye (Fermentas). Elektroforéza probihala pfi 70 V na pfistroji Bio-RAD PowerPac
Basic. Gel byl nasledné vyfotografovan pod UV zafenim na pfistroji MiniBIS Pro
(DNR Bio-Imaging Systems).

Na agardézové elektroforéze by videdlnim pfipadé mély byt vidét pouze dva
pruhy v kazdé draze. Tyto pruhy pfedstavuji 28S a 18S ribozomalni RNA (Obr. 7).
Pfitomnost dalSiho pruhu by znamenala kontaminaci DNA. Degradovana RNA

se pozna podle nezfetelnych pruhd.

Obr. 7: Fotografie RNA v agarézovém gelu.
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3.21 Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Koncentrace RNA byla méfena na NanoDrop-1000 spektrofotometru (Thermo
Scientific). RNase free water (Fermentas) byla pouzita jako blank. Absorbance byla
méfena pfi 230, 260 a 280 nm (Obr. 8). Pomér absorbance Ageso/Azso urCuje Cistotu
RNA ve vzorku, ktera by idealné méla byt ~2,0. NizSi hodnota pak znaci kontaminaci
proteiny. Dale byl méfen pomér absorbance Azso/Az3o UrCujici pfipadnou kontaminaci
fenolem nebo dalSimi chemikaliemi pouzitymi pfi izolaci RNA (Technical note: RNA
quality control, www.sabiosciences.com). Do dalSich experimentl nebyly zahrnuty
vzorky s pomérem Azgo/Azso NELO Azeo/Azso NiZSim nez 1,8.

Nékteré vzorky byly jesté sekundarné precistény: bylo k nim pfidano 600 pl
isopropanolu a inkubovany 10 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byly
centrifugovany 15 minut pfi 14000 rpm v centrifuze vychlazené na 4°C. Vznikla
peleta byla promyta v 75% EtOH a znovu centrifugovana 10 minut pfi 8000 rpm

a 4°C. Na zavér byla peleta rozpusténa ve 30 pl RNase free water (Fermentas).
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Obr 8: Priklad analyzy RNA na NanoDrop-1000 spektrofotometru.
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3.22 Reverzni transkripce

Pfed samotnou syntézou cDNA byla nejprve ze vzork(l odstranéna pfipadna
DNA. 5 yg RNA bylo smichano s 1 yl DNazy (Invitrogen), 1 pl reakéniho pufru pro
DNazu | (Fermentas) a objem byl doplnén do 10 yl RNase free vody (Fermentas).
Reakéni smés byla pfemisténa do termocycleru (Techne Touchgene Gradient PCR
Thermal Cycler, Labrecyclers), kde byla inkubovana 30 minut pfi 37°C. Poté byl
pfidan 1 pl EDTA (Fermentas) a smés byla inkubovana 10 minut pfi 65°C. EDTA
se vyuziva k chelataci RNA, pro zvyseni jeji stability pfi zahfivani.

Nasledné bylo ke kazdému vzorku pfidano 8 pl reakéniho pufru pro M-MuLV
reverzni transkriptazu, 4 yl 10nM 4 dNTP smési, 0,3 pl inhibitoru RiboLock, 1 pl
oligo(dT) s nahodnymi primery, 0,5 pl M-MuLV reverzni transkriptazy a 16,2 pl
RNase free vody (v8e Fermentas). Reakce probihala ve vySe zminéném
termocycleru 60 minut pfi 42°C, 10 minut pfi 70°C a nakonec byla ukoncena

zchlazenim na 4°C. Ziskana cDNA byla poté skladovana pfi -20°C.

3.23 Real Time PCR - testovani primeru

Pfed samotnou analyzou genové exprese vzorku jsme zkontrolovali funkénost,
specifitu a efektivitu primert pro cDNA (PCR produkt 1000x fedény) v koncentracni
fadé — fedéno 10x, 100x, 1000x, 10 000x a 100 000x. K5 pl cDNA poZadované
koncentrace byl pfidan 1 pl primer mixu (smés 0,5 pl reverse primer + 0,5 pl forward
primer), 10 yl SYBR Green (Fermentas) a 4 pl vody. Seznam pouzitych primer( je
uveden v Tabulce 2. VSechny reakce byly provedeny v tripletech v termocycleru
(Bio-Rad CFX384 Real Time PCR Instrument) podle protokolu v Tabulce 4. U vSech
primerl byl pfed dalSim pouzitim zkontrolovan prubéh amplifikace a kfivka tani (Obr.

9 a 10 viz nize).
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Tabulka 2: Nukleotidové sekvence jednotlivych primerd a velikosti PCR produktd.

Gen sekvence 5'-3' velikost produktu
(bp)
Actb CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT 100
CGTCACACTTCATGATGGAATTGA
Anapcil TGGAATGGTGTGGCCACTTGGC 114
GGGGCAGTCATCACCAGGCAC
Ar CCGGACCTTATGGGGACATGCG 143
GCTGCCACAAGTGAGAGCTCCG
Bel-2 CAGGGAGATGTCACCCCTGGTGG 104
AGGCATCCCAGCCTCCGTTATCC
TTGCAGCTTGTCGGGACAGCA
Ccnal 80
ACAAACTCATCCACGTCGGGCG
Cendi ACCTGGGCAGCCCCAACAAC 139
GCCTGGCGCAGGCTTGACTC
GCCTCACCAGGAAGCCTGCAC
Crem 115
TCTTCTTCCTGCGACACTCCCG
Ctsd GACTCCCGGCGTCTTGCTGC 119
AGCCGCCCACCTCCGTCATA
DRmti AGCAAGTCGGACAGTGACACCCTTT 149
GCCGAGTTCCCCTCTTCCGACT
Eps8 CCACTGCGGAGGAACGGAAGC 114
CGTTGCGGAACCTCGGGACG
Fkbp5 GTTCGCAGAGCGGGACGCAA 142
CTCCGTGGCGCAGCGTCATA
Eshr GGAGCCTCTGGGCCAGTCGT 108
GCGGTATGTTGACCTGGCCCTC
Grth TACTTTGGGGAGGCGACGCC 85
AGGTTCTTCCTGGGGTGGACGA
\gfbpa CGCCTCACAGAGCCGTACCC 122
AGCACTTGCCACGCTGTCCG
lgfbp5 CGCGGGGTTTGCCTCAACGA 128
GGCCGGAAGACCTTGGGGGA
ltgblbpl GCCGCTGGACCATCCCACAC 111
GCTCGATCCAGAGAAGATGCCGC
Kdmaa GCAAGCTCCCACGCCACCAC 31
CCTCGGGGGTCAGCTGCTCA
Mas1 CCGAGACTGCCCCAAGCCTCT 108
TGCCCTGGGTCACTTCAGGTCAT
Meig1 TCTGCACTGAGTCTGGTCGTCGA 142
TCCTCTGACCATTTCTTGGCACGA
p21 CCGCCGCGGTGTCAGAGTCTA 120
CTGTGCGGAACAGGTCGGAC
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053 ATGGCTTCCACCTGGGCTTCCTG 119
CCACAACTGCACAGGGCACGT
ACAGGTTGGCTGGCTCGACC

Prml a0
CGGCAGCATCGGTATCTGGCC

Sox9 GCTGGAAGTCGGAGAGCCGAGA 137
AGAGAACGAAACCGGGGCCAC
GCCCATGCTCGAACAGGTTGC

Sycpl 98
ACAGTCTGCTCATTGGCTCTGAA
GGACAGCGACAGCTCACCGG

Sycp3 90
GGTGGCTTCCCAGATTTCCCAGA
TH1 TGTCCGGGGATTCCCGTGGT 131
CCAGTGCCCAGGTGGAGGGT

Tnpl CCGAGCTCCTCACAAGGGCGT 140
CAGGGCAGAGCTCATTGCCGC
CCTGCAAGACCCAGCCACCG

Tnp2 94
GTTTCCGCCTCCTGACGGCC

Vegfa TGCTCTCTTGGGTGCACTGGAC 147
GACGGCAGTAGCTTCGCTGGT

Wil GGCGCTTTGAGGGGTCCGAC 205

AAAGTGGGCGGAGCACCGAC
Tabulka 3: Jednotlivé kroky Real Time PCR.
Krok Teplota °C Cas Pocet cykli
Pocatecni 95 10 min 1
denaturace

Denaturace 95 15s

Prisednut] 60 30 40
primert
Syntéza DNA 72 30s
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Obr. 9: Priibéh Real Time PCR (RFU = Relative Fluorescence Unit)
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Obr. 10: Kfivka tani. -d(RFU)/dT = zména negativni hodnoty RFU v zavislosti na teploté.

3.24 Analyza genové exprese - Real Time PCR

Analyza genové exprese byla provedena na pristroji BioMark System (Fluidigm)
v Laboratofi genové exprese, Biotechnologického ustavu, AV CR v. v. i., Praha.
Tento pfistroj umoZnuje vysoce vykonné provedeni Real Time PCR na Cipu pro 48
vzorkl x 48 primert. Vyhodou této metody je priubéh vSech reakci ve stejném Case a

za identickych podminek.
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3.24.1 Preamplifikace

Pfed nanesenim na Cip byla v 96-jamkové desti¢ce provedena genoveé specificka
preamplifikace vzorkd. 2 yl cDNA (koncentrace 10 ng/ul) byly smichany s 1,2 ul
preamplifikacniho primer mixu (1,5 ul od kazdého primeru - koncentrace 10 uM), 5 ul
iQ supermixu (Bio-Rad, 170-8864) a 1,8 pl vody. Jednotlivé primery jsou uvedeny
v Tabulce 2. Preamplifikace probihala podle krokli popsanych v Tabulce 4.
Po ukonceni preamplifikace byla destiCka umisténa na led a vysledna cDNA byla

10x naredéna vodou.

Tabulka 4: Jednotlivé kroky preamplifikace.

Teplota °C Cas Pocet cykli
95 10 min 1
95 15s
18
59 4 min

3.24.2 BioMark System

Po preamplifikaci byla pfipravena tzv. vzorkova a reak¢éni smés. Vzorkova smés
vznikla smichanim 1 pl zfedéné cDNA, 2,5 ul Universal Master Mix Il (TagMan,
4440040), 0,25 pl 20x GE sample loading reagent (Fluidigm, 85000746) a 1,25 pl
vody. Reakéni smés byla slozena z 2,5 ul primeru a z 2,5 pl 2x GE assay loading
reagent (Fluidigm, 85000736).

5 yl od kazdé vzorkovéhé reakéni smési a 5 ul od kazdé reakéni smési bylo
napipetovano do pfisludnych otvord na &pu (Obr. 11). Cip byl vioZzen do IFC
Controller (Fluidigm), kde doslo k automatickému smichani obou smési. Poté byl Cip
umistén do pristroje BioMark Reader (Fluidigm), kde byla provedena kvantitativni

Real Time PCR reakce podle protokolu popsaném v Tabulce 5.

46



Reakéni
smeés

Obr. 11: Fotografie Cipu pro 48 vzorka a 48 primerQ. V pravé ¢asti jsou znazornény
otvory, do kterych se pipetuje vzorkova smés, v levé &asti pak otvory pro reakéni smés.
Uprostfed se nachazi sit mikrokanalklh a komdrek, ve kterych dochazi ke smichani
vzorki (S) a primerd (A) a nasledné zde probiha PCR reakce. (Zdroj
www.businesswire.com; upraveno)

Tabulka 5: Jednotlivé kroky kvantitativni Real Time PCR reakce.

>

Teplota °C Cas Pocet cykll
95 10 min 1
95 15s
40
60 1 min

Data byla shromazdéna pomoci BioMark Data Collection Software 3.1.2
a analyzovana prostfednictvim BioMark Real-Time PCR Analysis Software 3.1.3.,
kde byly pfekontrolovany amplifikaCni kfivky a ziskany hodnoty tzv. prahové hodnoty
cyklu (cycle threshold - CT).

Nasledné byla ziskana data vyhodnocena za pouZiti programu GenEx 5.3.7
(MultiD Analyses AB). Genova exprese byla vzdy porovnavana s expresi
referenéniho genu Actb, kédujicim beta aktin, jehoZ exprese je v burikach testes
neménna (Radonic et al., 2004). Ze ziskanych hodnot CT bylo vypocitano relativni
mnozstvi mRNA pro kazdy vzorek. Hodnota exprese daného genu u kontrolni
skupiny byla vzdy stanovena jako 100%. Vysledky méfeni u skupiny A a B pak byly

porovnavany s kontrolou.
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3.25 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu STATISTICA 7.0 (Statsoft).
Pocet potomkl v prvni generaci byl analyzovan Mann-Whitney U-testem. Vaha téla
a organu byla srovnavana metodou analyzy rozptylu (ANOVA), post hoc analyza
byla provedena za pouziti Newman-Keuls testu. Vaha jednotlivych organu byla
srovnavana metodou analyzy kovariace (ANCOVA) a jako kovariat byla pouZita
vaha téla. Data z analyzy spermii a metody TUNEL byla analyzovana pomoci testu
Kruskal-Wallis ANOVA, post hoc analyza byla provedena pomoci MCMR.

Statisticka analyza genové exprese byla provedena v programu GenEx 5.3.7
(MultiD Analyses AB) metodou One-way ANOVA, post hoc analyza byla provedena
za pouziti Dunnett testu. Analyza hlavnich komponent (Principal component analysis
— PCA) byla pouzita k porovnani dat ziskanych z analyzy genové exprese.

Hodnota P mensi nez 0,05 byla oznaCena za statisticky signifikantni. *P < 0.05,
**P < 0.01, **P <0.001.
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4. Vysledky

Do in vivo experimentu byly zahrnuty tfi skupiny myS$i. Zearalenonem ovlivnéné
skupiny A (150 ug/l ZEA), B (0,15 ug/l ZEA) a kontrolni skupina K (bez ovlivnéni).

4.1 Pocet mlad’at a pomér pohlavi

U v8ech mysi byl sledovan priimérny pocet mladat na jednu matku a zastoupeni
pohlavi mladat ve vrhu. PoCet mladat ani pomér pohlavi v8ak nebyl u ovlivnénych

skupin signifikantné zménén (Tabulka 6).

Tabulka 6: Vliv ZEA na pramérny pocet mladat na samici, celkovy pocet narozenych samcu
a samic ve skupiné, pomér samcl a samic pfepocitany na 100 jedinc(.

Skupina pocet matek | prim. madat ) Q pomér 3/ Q
K 10 12,80+ 2,35 61 67 48/52
A (150 pg/l) 7 13,14 + 2,23 48 44 52/48
B (0,15 pg/l) 9 13,11 £ 0,99 62 56 53/47

4.2 Vaha téla a organu

Studovali jsme vliv ZEA na vahu téla a reprodukénich organu. Vysledky méreni
anogenitalni vzdalenosti (AGD) a vahy téla, testes, prostaty, semennych vaku
a epididymis jsou zaznamenany v Tabulce 7. Zadny z pozorovanych parametrd

nebyl oproti kontrolam signifikantné zménén.

Tabulka 7: Vliv ZEA na anogenitalni vzdalenost, vahu téla a samcich reproduk&nich organa.
Mean+SD. N=18.

Skupina AGD Vaha téla Testes Prostata | Semenné vaky | Epididymis
(cm) (g) (mg) (mg) (mg) (mg)

K 1.57+0.15 | 35.10+2.53 | 0.261+0.030|0.159+0.030 | 0.310+0.052 |0.088+0.010

1.53+0.12 | 33.81+4.30 | 0.239+0.022 | 0.156+0.036 | 0.291+0.066 |0.084+0.006

B 1.48+0.07 | 34.63%+2.36 | 0.248+0.023 | 0.151+0.036 | 0.309+0.041 |0.087+0.007
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4.3 Spermatologické parametry

Kromé vahy samcich reprodukénich organl byl sledovan i funkéni stav spermii
(Tabulka 8, Obr. 12). Zajimala nas predevSim koncentrace, morfologie a viabilita
spermii, a také integrita akrozomu.

U skupiny B (nizSi koncentrace ZEA) bylo pozorovano sniZzeni poc¢tu a zhorSeni
morfologie spermii. Hodnocené parametry nebyly u skupiny A oproti kontrole
signifikantn& zménény. Zivotnost spermii nebyla ovlivnéna u Zadné experimentalni
skupiny.

Procento apoptotickych spermii znaCenych Annexinem V bylo zvySeno u skupiny
A'i B, pfiCemz niz8i koncentrace ZEA méla na mySi spermie vétsSi proapoptoticky vliv
— u skupiny B bylo oproti kontrole pozorovano navyseni o cca 23%, u skupiny A jen
0 9%.

Monoklonalni protilatky proti intra-akrozomalnim proteinim, HS-14 a HS-8, byly
pouzity pro hodnoceni stavu akrozom(, obsahujicich proteiny dulezité pro vazbu
spermie na vajicko (Peknicova et al., 2002). Obé tyto protilatky u mysi znaci proteiny
v akrozomu a v principal piece bi¢iku (hodnoceny byly proteiny v akrozomu). U obou
experimentalnich skupin byl pozorovan zvySeny pocet HS-14 pozitivhich akrozomu,
a to o cca 4,5%. Celkova hodnota byla velmi podobna u skupiny A i B.
K signifikantnimu snizeni poc¢tu akrozom( vazicich protilatku HS-8 doSlo pouze

u skupiny A (vysSi koncentrace ZEA), a to zhruba o0 4%.

Tabulka 8: VIiv ZEA na spermatologické parametry. Annexin V byl pouzit pro detekci
apoptotickych bunék. Protilatky HS-14 a HS-8 znadi intra-akrozomalni proteiny a byly
pouzity k hodnoceni stavu hlavi¢ek spermii a akrozom.
Mean + SD. N=200. *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Koncentrfce Morfologle ZIVOtI’lOft Annexin V HS-14 HS-8
Skupina spermii spermii spermii
(*10°/ml) (% normalnich | (% zivych | (% pozitivnich | (% pozitivnich | (% pozitivnich
bunék) bunék) bunék) akrozomu) akrozomu)
K 38.7+9.35 93.60+1.60 91.00+£1.41 61.00£2.45 72.10+£1.96 82.00+2,33
29.90£11.71 | 91.25#3.02 | 89.80+1.17 |70.50+2.26*** | 76.60£3.58** | 78.70+2.67**
B 23.8049.75*% | 91.20+1.93* | 89.40+1.34 |84.00+3.16*** | 76.40%£3.98** | 83.20+2.49
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Obr. 12: Mikroskopické snimky mysSich spermii znaCené rGznymi protilatkami (zelené)
a jadro znaceno DAPI (modfe); spermie znacené: A) Annexin V, B) HS-14, C) HS-8; D)
negativni kontrola, E) defekty spermii: M - makrocefalie, G — globozoospermie.

4.4 Imunodetekce

Monoklonalni  protildtka  HS-14  byla  kromé&  imunofluorescencnich
mikroskopickych  preparatll  aplikovana také pro imunodetekci proteinu
extrahovanych z mySich spermii. Protilatka proti B-tubulinu TU-12 zde byla pouZita
jako kontrola (Obr. 13) a kvantifikace pak byla provedena v programu AIDA.

Sledovali jsme, zda budou vysledky ze subjektivniho pocitani bunék pomoci
fluorescencniho mikroskopu odpovidat objektivngjSi metodé — imunodetekci
kvantifikované prostfednictvim softwaru v PC.

Pomoci protilatky HS-14 jsme na membrané detekovali vice proteinu
o molekulové hmotnosti mezi cca 150 a 300 kDa. Intenzita signalu se mezi
skupinami liSila minimalné. Protilatka TU-12 znacila vzdy jen jeden protein

o pfiblizné molekularni hmotnosti 50 kDa.
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Po provedeni kvantifikace a normalizace jsme detekovali ve skupiné A pokles
0 7% a naopak ve skupiné B narust o 13% oproti kontrole (Tabulka 9). Pro srovnani
- analyza imunofluorescencnich preparatl se stejnou protilatkou prokazala u skupiny

A'i B zvySeni poctu pozitivnich akrozom, a to o cca 4,5% (Tabulka 8).

A) B)

— 250 kDa

HS-14 K A B TU-12
<4—— 150kDa

250kDa — 5

150 kDa —_ — 100 kDa

100 kba —»
75kba  —»

<4— 75kDa

50kba —» <4— 50kDa

Obr. 13: Vysledky imunodetekce proteind mySich spermii na PVDF membranach, signal byl
vizualizovan pomoci TMB. A) proteiny detekované monoklondlni protilatkou proti
intra-akrozomalnim proteindm — HS-14. B) detekce B-tubulinu protilatkou TU-12. Vysledky
detekce B-tubulinu byly pouzity k normalizaci nanasky.

Tabulka 9: Vysledky imunodetekce za pouziti protilatky proti intra-akrozomalnim proteiniim
HS-14. Normalizace nanasky byla provedena pomoci vysledk( imunodetekce s protilatkou
proti B-tubulinu TU-12. Kvantifikace byla provedena v programu AIDA.

HS-14 Tu-12 nor:aSI;::vané
0, 0,
% % podle TU-12
100 100 100
103,2 111,1 92,9
113,9 100,5 113,3

4.5 Histologie

Na hematoxylin-eosinem obarvenych histologickych fezech testes byla
ve svételném mikroskopu pozorovana struktura tkané a morfologie semenotvornych
kanalkt (Obr. 14). U zearalenonem ovlivnénych skupin A i B nebyly pozorovany

Zzadné viditelné morfologické zmény a spermatogeneze probihala u vSech zvifat.

52



T B T
B .‘;’-‘ihy!'a‘
SR, WA
% 2 Ry
; .,

S,

7

o
%=

spermatogonie
spermatocyty

prodluzujici se spermatidy
uvoliiované do lumen kanalku

s

T, G, o 7 . & ;

# s (RO SRR ENE Boel o TR A A

7 &3 \l By AL 5 DY rsenor. (X = o R
k0 B e

Obr. 14: Fotografie histologickych Fez( varlat barvenych hematoxylinem a eosinem,
zvétSeni 200x — skupiny K, A, B

4.6 TUNEL analyza na histologickych rezech

Metoda TUNEL byla pouZita k detekci apoptotickych bunék na histologickych
fezech testes. U skupiny B byl pozorovan mirné vysSi vyskyt apoptotickych bunék,
rozdil ale nebyl statisticky signifikantni (Obr. 15).

TUNEL pozitivni buriky se vyskytovaly pfevazné ve vnéjSich bunéénych vrstvach
semenotvorného kanalku (viz Obr. 16 — A a B), tzn. nejCastéji byla apoptoza

detekovana u spermatogonii.
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TUNEL analyza na histologickych fezech

pocet pozitivnich bunék

Obr. 15: Vliv ZEA na pocet TUNEL pozitivnich bunék v deseti semenotvortnych kanalcich.

U skupiny B byl pozorovan narust, ktery ovSem nebyl statisticky signifikantni. MeantSD.
N=6

Obr. 16: Fotografie z fluorescenéniho mikroskopu — fezy varlat znaené metodou TUNEL
(zelené), jadra znaena DAPI (modfe). NK) negativni kontrola, PK) pozitivni kontrola,
A) a B) semenotvorné kanalky s TUNEL pozitivnimi burikami. ZvétSeni 400x.
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4.7 Analyza genové exprese

Analyza exprese vybranych genl byla provedena metodou kvantitativni Real
Time PCR na Cipu za pouziti pfistroje BioMark. Testovali jsme, zda se u mysSi
ovlivnénych zearalenonem bude liSit expresni profil téchto gend, a zda bude
pfipadny rozdil zaviset na podavané koncentraci ZEA.

Celkové bylo hodnoceno 29 genl (seznam genU viz Tabulka 2). Pro prehlednégjsi
hodnoceni byly geny rozdéleny do péti skupin v zavislosti na jejich funkci — geny
pro proteiny regulujici apoptozu (Bcl-2, p21, p53), geny exprimované v germinalnich
burikach (Vegfa, Sycp3, Sycp1, Anapc11, Ccnal, Meig1, Grth, Prm1, Tnp1, Tnp2,
Mas1), geny Sertoliho bunék (Sox9, Wt1, Eps8, Itgb1bp1), geny souvisejici
s hormonalni odpovédi (Ar, Fkbp5, Tff1, Igfbp4, Igfbpb, Ctsd, Fshr) a geny hrajici roli
v epigenetice (Ccnd1, Crem, Kdm4a, Dnmt1).

4.7.1 Geny regulujici apoptozu

Prvni hodnocenou skupinou jsou geny dulezité pro regulaci apoptézy. U skupiny
A i B byla snizena exprese genl pro proteiny p53 a p21. Pro oba geny byl navic
tento efekt o néco vyraznéjSi u skupiny B, nez u skupiny A. Zména exprese genu

pro antiapoptoticky protein Bcl-2 nebyla detekovana (Obr. 17).

Geny regulujici apoptozu
140
120 -
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60 I 1 A
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Relativni mnozstvi mRNA [%]

p53 Bcl-2 p21

Obr. 17: Relativni exprese genu regulujicich apoptozu - p53, Bcl-2 a p21. Mean+SD. N=8.
*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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4.7.2 Geny exprimované v germinalnich burikach

Do skupiny genu exprimovanych v germinalnich burikach bylo zafazeno celkem
11 gend. Nejvétsi zmény v expresi byly zaznamenany u skupiny B. Pokles genové
aktivity byl detekovan u genu Vegfa, ktery je exprimovan ve spermatogoniich. DalSi
snizeni genové exprese bylo pozorovano u genu Sycp3, Anapc11, Ccnal a Grth,
coz jsou geny specifické pro spermatocyty. Naopak narlst byl pozorovan v expresi
genl Sycp1 a Mas1. Gen Sycp1 je také exprimovan ve spermatocytech, kdezto gen
Mas1 byl nalezen u vSech vyvojovych stadii. Ve skupiné A byla detekovana pouze
jedina zména, a to sniZeni exprese genu Anapc11. U zbylych &tyf genud (Meig1,

Prm1, Tnp1 a Tnp2) nebyl pozorovan signifikantni rozdil oproti kontrole (Obr. 18).

Geny germinalnich bunék
250
*

X

.:_t. 200 K

=
* A

§ 150 I

] I EB

84

]

£ 100 w w I * w [ w w

7 *

§ w , I* 1 I I I

_g * I I

2 50+

o

0 T T T
L K) K) 4 G 2, (o) ) 2 % 1,
(> % % %, o . % 7% %, %,
6°)§ %\9 % 27 %(‘{[ () 7 Q/é; > 63 o)( o] 2o “© 7 9&(

Obr. 18: Relativni exprese genu exprimovanych v germinalnich burikach. Mean+SD. N=8.
*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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4.7.3 Geny Sertoliho bunék

Geny Sox9, Wt1, Eps8 a Iltgb1bp1 jsou geny exprimované v Sertoliho bunkach
(Obr. 19). Ugenu Eps8 a ltgb1bp1 nebyla u skupiny A ani B detekovana
signifikantni zména. Ve skupiné A byla pro geny Sox9 a Wt1 zaznamenana snizena
exprese oproti kontrolni skupiné. U genu Sox9 byla navic exprese sniZena

i u skupiny B, i kdyZ v menS§im rozsahu, nez u skupiny A.
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Obr. 19: Relativni exprese genu specifickych pro Sertoliho buriky. Mean+SD. N=8.
*P <0.05, **P < 0.01, **P
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4.7.4 Geny souvisejici s endokrinni regulaci

DalS8i skupinou jsou geny, ketré se podili na regulaci hormonalni odpovédi nebo
je jejich exprese rlznymi hormony regulovana (Obr. 20). Snizena exprese genu
pro androgenni receptor (Ar) a komponentu steroidnich receptorll Fkbp5 byla
pozorovana u skupiny B.

Z genq, které reaguji na zmény hladiny estrogenu (Tff1, Igfbp4, Igfbp5 a Ctsd),
byla sniZzena exprese pouze u Igfbp4, a to ve skupiné exponované ZEA ve vySsi
koncentraci (A). Exprese genu pro receptor folikulostimulacniho hormonu (Fshr)

nebyla signifikantné zménéna.
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Obr. 20: Relativni exprese genu souvisejicich s hormonalni regulaci. Mean+SD. N=8.
*P <0.05, **P < 0.01, **P
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4.7.5 Epigenetika

Do skupiny genu hrajicich roli v epigenetickych procesech byly vybrany 4 geny:
Ccnd1, Crem, Kdm4a a Dnmti1. U genu kodujici cyklin D1 (Ccnd1) byla
zaznamenana snizena exprese v obou ovlivnénych skupinach, pficemz efekt byl
vétSi u skupiny A, tedy u skupiny exponované vyssi davce ZEA. Ve skupiné B byla
detekovana snizend exprese genu Kdm4a. Exprese genu pro DNA

methyltransferazu (Dnmt1) byla naopak snizena jen u skupiny A (Obr. 21).
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Obr. 21: Relativni exprese genu hrajicich roli v epigenetickych procesech. Mean+SD. N=8.
*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001
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4.7.6 PCA analyza

PCA analyza, neboli analyza hlavnich komponent byla vyuzita k analyze v8ech
dat ziskanych testovanim 29 gent (Obr. 22). Vysledek PCA urcuje relativnich
podobnost jedincl z jednotlivych skupin.

Z obrazku vyplyva, Ze nejhomogennéjsi skupinou byla skupina A, ktera zaroven
vykazuje vétsi podobnost vici kontrolni skupiné, nez skupina B. Dva z osmi jedincl

ve skupiné B a tfi ve skupiné K nesplnuji oCekavany trend.

PC2
g
|

14 15 16 17 18
P
B-x O-A H-B

Obr. 22: PCA analyza dat z genové exprese urCuje relativni vzajemnou podobnost
zkoumanych jedincu.
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5. Diskuze

Vliv endokrinnich disruptort na zdravi zivoCichl byl v poslednich desetiletich
pfedmétem mnoha studii. VétSina publikaci zabyvajicich se zearalenonem testovala
jeho efekt na prasatech (Olsen et al., 1985; Benzoni et al., 2008) ktera jsou k jeho
reprodukéné toxickému efektu nejnachylnéjsi, nebo pfipadné na jinych chovnych
zvifatech, jako jsou ovce, skot nebo koné (Minervini and Dell'Aquila, 2008).

Cilem této prace bylo popsat vliv mykotoxinu zearalenonu na reprodukéni
parametry a expresi vybranych gent u CD1 outbrednich mysSi. Experimentalnim
zvifatum byl podavan ZEA rozpustény ve vodé ve dvou davkach - 150 pg/l (skupina
A) a 0,15 pg/l (skupina B); kontrolni skupina (K) byla bez ovlivnéni. Koncentrace
ZEA pro tento experiment byla vypocitana z primérné denni davky ZEA
pro dospélého Clovéka, ktera byla stanovena na cca 1,5 pg/den (Scientific
Committee on Food, 2000). Pocitame-li primérnou vahu dospélého muze jako 70 kg,
my$ je cca 2400x lehCi nez Clovék a vypije 5 ml vody denné. Po zaokrouhleni pak
dostaneme hodnotu 0,00015 pg/ml, coz je 0,15 ug/l ktera odpovida davce podavané
skupiné B. Skupina A byla ovliviiovana koncentraci 1000x vy$si, 150 pg/l. Tyto
davky odpovidaji hodnotam 0,025 (B) a 25 (A) ug/kg télesné vahy na den.

ZEA byl mySim podavan od prvniho dne bfezosti matek, az do 70. dne véku
mladat, kdy byla zvifata usmrcena a material pouZzit na dalSi experimenty. Ovlivnéni
mladat béhem prenatalniho vyvoje nebylo v nasi praci pozorovano - pocet mladat
ani pomér samcu a samic ve vrhu nebyl zménén (Tab. 6), na rozdil od studie jinych
autoru, ktefi u potkanu zjistili jeho negativni vliv, ovsem v davkach nékolikanasobné
vyssich (1, 2, 4, a 8 mg/kg télesné vahy na den béhem bfezosti) (Collins et al.,
2006).

Dale byl sledovan vliv ZEA na anogenitalni vzdalenost (AGD), vahu téla a vahu
samcich reprodukCnich organt (testes, prostata, semenné vaky, epididymis).
Ani jeden z téchto parametrl nebyl zearalenonem signifikantné ovlivnén (Tab. 7).
Vjiz zminéné studii na potkanech byla AGD méfena je$té nenarozenym plodim
a bylo prokazano jeji zkraceni. V nasi studii byla AGD méfena az v dospélosti
a davka ZEA navic byla mnohem menSi. V jiné studii, ktera se zaméfila také na mysi,
popsali po expozici ZEA a a-ZOL sniZzenou vahu téla, zvySenou vahu testes

a sniZzenou vahu epididymis, ale i v této praci byly expoziéni davky ZEA a a-ZOL
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mnohonasobné vyssi (25, 50, 75 mg/kg télesné vahy na den) nez v nasi studii (Yang
et al., 2007).

Spermatologické parametry jako koncentrace, morfologie, Zivotnost spermii,
vazba intra-akrozomalnich protilatek a apoptotického markeru annexinuV byly
hodnoceny u epididymalnich spermii (Tabulka 8). SniZenou koncentraci a procento
morfologicky normalnich spermii jsme pozorovali u skupiny B, tedy nizsi
koncentrace ZEA. Koncentrace spermii klesla téméf o 40%. Pocet morfologicky
normalnich spermii byl u skupiny A i B velmi podobny, avSak statisticky signifikantni
pouze u skupiny B, celkové byl rozdil oproti kontrole 0 2%. Vliv ZEA na Zivotnost
spermii nebyl prokdzan. Ve vySe jmenované studii s vy$Simi expozi¢nimi davkami
(Yang et al., 2007) zjistili negativni vliv ZEA a a-ZOL na pocet Zivych spermii a jejich
kvalitu i zhorSeni akrozomalni integrity pfi barveni giemsou. V nasi studii byl stav
akrozomu hodnocen pomoci intra-akrozomalnich protilatek HS-14 a HS-8, které jsou
pro tento ucel v nasi laboratofi standartné pouzivany (Peknicova et al., 2002, 2005).
U skupiny A i B bylo zaznamenano vyssi procento bunék vazicich protilatku HS-14
a to témér shodné v obou skupinach cca o 4%, nedoslo tedy k poSkozeni akrozomu.
Pocet znaCenych akrozoml pomoci protilatky HS-8 0 4% klesl u skupiny A (vySSi
koncentrace ZEA). Doplnkova imunodetekce proteint s protilatkou HS-14 ukazala
pokles ve skupiné A a potvrdila narist ve skupiné B (Obr. 13). Vysvétleni
,paradoxniho navySeni“ proteinu muze souviset s fyziologickym stavem a zralosti
spermie. Pfi hodnoceni stavu akrozomu na lidskych ejakulovanych spermiich je
u spermii s patologickym spermiogramem jasny pokles akrozomalnich proteinQ
(Tepla et al., 2006), u mySi pracujeme s epididymalnimi spermiemi, které mohou mit
zménénou stabilitu a integritu plasmatické i akrozomalni mebrany oproti zralé
ejakulované spermii.

Histologickd analyza na fezech varlat jak pomoci histologického barveni
hematoxylin-eosinem, tak i pomoci metody TUNEL neprokazala morfologické zmény
ani zvySeny vyskyt apoptotickych bunék (Obr. 14, 15 a 16). V jinych studiich byly
popsany ruzné morfologické zmény semenotvornych kanalku (pfitomnost vakuol,
snizeny pocet germinalnich bunék) po plsobeni ZEA, ale opét jen pfi pouziti vysSich
davek (Yang et al., 2007; Lopez-Casas et al., 2012). V jiné publikaci byla morfologie
mySich testes hodnocena po dvoudenni expozici ZEA in utero v koncentraci
150 ug/kg télesné vahy na den. U plodl byla zaznamenana abnormalni diferenciace

spermatickych bunék a zmény v Leydigovych burikach, ale i zde byla koncentrace

62



ZEA 6x vy$si, nez nasSe koncentrace A (PerezMartinez et al., 1996). Metoda TUNEL
byla pouzita i v dalSi studii sledujici vliv ZEA na apoptdzu, kde autofi odhalili vice
apoptotickych bunék na fezech testes a zhor8eni morfologie spermii po aplikaci
10 ug ZEA/myS/den (Yuan et al.,, 2010) — pro srovnani vnaSi studii je to
pro koncentraci A 0,75 ug ZEA/my$/den a koncentrace B je 1000x nizsi.

Tato studie byla kromé hodnoceni makroskopickych a mikroskopickych zmén
reprodukénich parametri zaméfena i na detekci zmén genové exprese. Celkové
bylo hodnoceno 29 genu, které byly rozdéleny do péti skupin.

Prvni skupinou jsou geny regulujici apoptézu (Obr. 17). p53 je evoluéné velmi
konzervovany tumor supresorovy protein, ktery reguluje bunécny cyklus, opravy
DNA i apoptdézu a zéaroven je i transkripim faktorem genu pro protein p21
a proapoptotického proteinu Bax. V na$i studii byla po expozici ZEA snizena
exprese genu pro p53 a p21 u obou ovlivnénych skupin, u skupiny B (nizsi davka
ZEA) byl navic efekt o néco vyraznéjSi. Vzhledem k tomu, Zze exprese p53 a p21
spolu uzce souvisi, neni pfekvapive, Ze zména v jejich expresi byla témér totozna.
Fakt, Zze tyto geny byly downregulovany znaci o tom, Zze ZEA pravdépodobné nema
pfimy vliv na poSkozeni DNA. Exprese genu kodujici antiapoptoticky protein Bcl-2
nebyla zménéna a ani naSe pfedchozi vysledky (TUNEL) nezaznamenaly
apoptotické zmény vtestes. Ve studii provedené na mySich ovlivnénych
endokrinnim disruptorem TCDD (2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin) byla metodou
Western blot zjisténa zvySena exprese p53 a proapoptotického proteinu Bax (Jin et
al., 2010). Vysledky studie na rybach Kryptolebias marmoratus, které byly
vystavovany rdznym endokrinnim disruptorim (ED) jako bisfenol A, 4-nonylfenol a
4-tert-octylfenol, prokazaly zvySeni exprese p53 kratce po podani ED, ovSem pfi
dlouhodobém pusobeni byla exprese p53 snizena. Autofi z téchto vysledku usuzuiji,
Ze takovy organizmus muze byt nachylngjsi k potencialnimu vzniku rakoviny (Lee et
al., 2008).

Druhou skupinou jsou geny germinalnich bunék (Obr. 18). Geny pro protamin 1
(Prm1) a tranzi¢ni jaderné proteiny (Tnp1 a Tnp2), specificky exprimované
ve spermatidach, nebyly zearalenonem signifikantné ovlivnény. DalSim
neovlivnénym genem byl Meig1, také jeden z klicovych genl pro spermiogenezi.
K signifikantnim zménam doslo, aZ na jeden pfipad, vzdy ve skupiné B (niZSi davka
ZEA). Jedinou zménou ve skupiné A bylo snizeni ve spermatocytech

exprimovaného genu Anapc11, ke kterému ovSem doslo i ve skupiné B. Nejvétsi

63



pokles exprese byl zaznamenan u genu pro cyklin A1 (o 60%) a GHRT (o 50%).
Podle literatury vede ztrata genu Ccna? k nadmérné apoptdze a nasledné sterilité
(Liu et al., 1998). V nasi studii byla exprese Ccna1 snizena o vice nez polovinu, ale
signifikantni zvySeni apoptdzy jsme na rozdil od jmenované prace nezaznamenali
(Obr. 15). Absence genu Grth u mySi zpUsobuje naruSeni spermatogeneze
a nedostateCnou produkci spermii (Dufau and Tsai-Morris, 2007). My jsme i po
snizeni exprese genu Grth zmény ve spermatogenezi nepozorovali. Bylo také
publikovano, ze exprese GRTH je stimulovana LH a androgeny (Dufau and Tsai-
Morris, 2007). Koncentrace jednotlivych hormond v krvi ovlivnénych mysSi v naSi
studii méfeny nebyly, takze nemlzeme soudit, zda by pfi€inou snizeni exprese
mohly byt zmény hladin téchto hormonu. Ke sniZeni exprese doslo i u Vegfa, genu
dalezitého pro proliferaci a stimulaci spermatogonialnich kmenovych bunék (Caires
et al., 2012). Zajimavy je také expresni profil synaptonemalnich proteind 1 a 3, kdy
po ovlivnéni davkou v niz8i koncentraci ZEA (B) exprese Sycp3 klesla o 50%
a naopak exprese Sycp1 vzrostla az na 206%. Neni ovdem pfili§ pravdépodobné, ze
by se tyto dva proteiny mohly funkéné nahradit, protoZe v synaptonemalnim
komplexu tvofi SYCP1 transverzalni flamenta a SYCP3 lateralni filamenta (Zheng
et al., 2009). Druhym genem, u kterého byla zvySena exprese (na 150%) po expozici
nizsi davkou ZEA (B) je gen Mas1, jehoz absence byla dfive popsana u testes
s naruSenou spermatogenezi (Reis et al.,, 2010). Na tomto mist¢ muzeme
spekulovat o tom, zda downregulace Ccna a Grth, ktera by mohla mit negativni vliv
na spermatogenezi mohla byt vykompenzovana potencialné pozitivnim vlivem
upregulace Mas1.

Treti skupinou testovanych gend jsou geny exprimované v Sertoliho burikach
(Obr. 19). Snizena exprese genu Sox9 byla detekovana u obou pouZitych
koncentraci ZEA, pficemz tento efekt byl vyraznéjSi u skupiny ovlivnéné vySssi
davkou ZEA (snizeni 0 38%) nez u skupiny s nizsi expozici (0 32%). NiZSi exprese
genu Wt1 (o 28%) byla zaznamenana pouze u skupiny A. Sox9 a Wt1 maji béhem
embryonalniho vyvoje zasadni roli pro vznik samCi pohlavni soustavy, a tedy i pro
determinaci pohlavi (Brennan and Capel, 2004; Kobayashi et al., 2005). V nasi studii
nebyl prokazan vliv ZEA na pohlavi mladat po expozici in utero (Tabulka 6). Geny
Eps8 a Itgb1bp1 nebyly signifikantné ovlivnény.

Ctvrtou skupinou jsou geny, které se podileji na regulaci hormonalni odpovédi

nebo je jejich exprese riznymi hormony regulovana (Obr. 20). Androgenni receptor
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(Ar) je pro spravny vyvoj testes nezbytny, necitlivost Ar k testosteronu usti
v neplodnost (Verhoeven et al., 2010). Snizena hladina exprese po ovlivnéni nizsi
davkou ZEA (B) byla zaznamenana u genu pro androgenni receptor Ar (0 42%)
a genu Fkbp5b (0 62%). Fkbp5 je komponentou steroidnich receptorll, a jeho exprese
je stimulovana androgeny (Magee et al., 2006). Z genu regulovanych estrogenem
(Tff1, Igfbp4, Igfbp5 a Ctsd) doSlo k signifikantni zméné pouze u Igfbp4 a to
ke snizeni exprese po expozici vysSi davkou ZEA (A). Igfbp4 se vaze na IGF
(inzulinu podobny rustovy faktor) a inaktivuje tak jeho funkci. U bunék rakoviny
tlustého stfeva byl jeho zvySeny vyskyt spojovan se zvySenou expresi genu pro
proapoptoticky protein Bax a naopak se sniZenou expresi antiapoptotického proteinu
Bcl-2 (Durai et al., 2007). V na$i studii nebyla zaznamenana zména exprese genu
Bcl-2. Folikulostimulaéni hormon je klicovym hormonem pro proliferaci Sertoliho
bunék a pro spravny vyvoj testes (Verhoeven et al., 2010). Signifikantni zména
exprese genu pro receptor folikulostimulaéniho hormonu (Fshr) nebyla detekovana.
PFi pouziti ZEA v koncentracich 0,025 (B) a 25 (A) ug/kg télesné vahy na den nebyl
z genové analyzy pozorovan zasadni estrogenni ucinek.

Posledni skupinou jsou geny, které se podileji na epigenetickych procesech
(Obr. 21). Exprese genu pro cyklin D, ktera byva regulovana methylaci jeho
promotoru, byla snizena u skupiny A i B, pfiemz u skupiny A, tedy u vySsi davky
ZEA, byl tento efekt o néco vétsi. Cyklin D spolu s cyklin dependentnimi kinazami 4
a 6 reqguluji pfechodu bunécného cyklu z faze G1 do S (Vermeulen et al., 2003).
Ke snizeni exprese u skupiny A doSlo i u genu pro udrzovaci DNA
methyltransferazu 1 (Dnmt1) a to 33%. Naopak exprese demethylazy Kdmda
poklesla 0 43% u skupiny B, tedy po expozici niz§i davkou ZEA. Signifikantni zména
v expresi genu Crem nebyla zaznamenana. Nékteré enviromentalni faktory mohou
mit vliv na epigenetické zmény, a v pfipadé, Ze jsou pfitomny u germinalnich bunék,
mohou byt pfeneseny i do dalSi generace. Snizeny vyskyt methylcytosinu také byva
Casto spojovan se vznikem rakoviny (Dada et al., 2012).

Analyza genové exprese ukazala, Zze az na dvé vyjimky (Sycp1 a Mas1), byly
nami zkoumané geny po pusobeni ZEA downgerulovany, nebo jejich exprese nebyla
signifikantné zménéna. Je pravdépodobné, Ze na snizeni genové exprese mohl mit
vliv nizS§i poCet bunék v zearalenonem ovlivnénych vzorcich. Celkové bylo vice
rozdild oproti kontrole detekovano u skupiny B, tedy u skupiny ovlivnéné nizsi

davkou ZEA, u které byl zaznamenany i pokles koncentrace spermii (Tabulka 8).
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Vzhledem ktomu, Ze metoda TUNEL neodhalila narlist apoptotickych bunék
v semenotvornych kanalcich, da se pfedpokladat, Ze ke snizeni po¢tu bunék mohlo
dojit uz na urovni spermatogonii. NasvédCovalo by tomu i sniZzeni exprese
ve spermatogoniich exprimovaného genu Vegfa (Obr. 18). Analyza hlavnich
komponent (PCA, Obr. 22) také potvrdila vétSi podobnost skupiny A s kontrolni
skupinou. Navic se zda, ze ZEA ma vliv na unifikaci jedincu. Také pfi pouziti
inbredniho kmene mysi by nejspi§ vysledky genové analyzy byly homogennéjsi,
ovSem vV toxikologickych testech bézné pouzivana outbredni linie CD1 zase lépe
reprezentuje lidskou heterogenitu.

Tato prace je specificka tim, Ze na rozdil od mnoha jinych studii byla zaméfena
na nizkou koncentraci ZEA (skupina B), se kterou se lidé v Zivotnim prostfedi mohou
bézné setkat. Vétsinou je v publikacich uvadéno, Ze niz8i koncentrace nez fadové
v mg/kg télesné vahy na den nemaji Zadny pozorovany vliv (Yang et al., 2007).
Nékteré nasSe vysledky tyto zavéry podporuji. Mladata exponovana in utero se
narodila zdrava, nebyl ovlivnén jejich pocet ani pomér pohlavi. U dospélych samcl
nedochazelo ke snizeni hmotnosti téla ani reprodukénich organut, semenotvorné
kanalky v testes byly morfologicky normalni, spermatogeneze probihala. Prvni
detekované zmény byly zjistény az na mikroskopické urovni, kdy jsme zaznamenali
snizenou koncentraci spermii, vliv na morfologii spermii a CastéjSi vazbu
apoptotického markeru annexinu V. Nutno dodat, Ze sniZeni koncentrace spermii
u skupiny B bylo o témér 40%, coz pfi pocatecni koncentraci 38,7 milion spermii/ml,
stdle zanechava dostateCny pocet spermii pro bezproblémovou reprodukci.
V pfipadé, ze by ZEA mél podobny efekt i na Clovéka, by pfi sou€asném trendu
15 (i méné) milionu spermii/ml mohlo byt 40% jiz citelnou ztratou.

Zearalenon u outbredni linie mysSi ovlivnil reprodukéni parametry hlavné
na mikroskopické a genetické urovni. V mnoha pfipadech byl vétsi efekt
zpusoben nizsi davkou ZEA (skupina B). Podobny vysledek byl v na$i laboratofi
Zjistén u endokrinniho disruptoru bisfenolu A (BPA), kdy nizSi davka méla vyssi
negativni vliv na stav spermii a ve svém dlsledku na oplozeni in vivo (Peknicova et
al., 2002). Vysvétlit tento vysledek neni jednoduché, ale v endokriologii i v imnologii
jsou takové pfipady popsané. VyS$Si davka muze potencialné vést k vétSimu
nasazeni kompenzacnich mechanizml, nebo mulze aktivovat jaterni detoxikacni
enzymy, jako P450 (Guengerich, 2006).
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6. Zaver

Tato studie ukazala, Ze endokrinni disruptor zearalenon (ZEA) mél u outbredni
linie mysSi vliv na reprodukéni parametry, a to konkrétné na koncentraci a morfologii
spermii, stav akrozomu a vazbu apoptotického markeru. Zaroven ovlivnil i expresi
vybranych genl bunék testes. Negativni efekt byl zjistén jak u nizké davky, bézné se
vyskytujici v zivotnim prostfedi lidi, tak u vySSi davky, obé vykazovaly zmény
v rliznych testovanych parametrech.

Testovana zvifata byla chovana za idealnich podminek, s minimalnim mnozZstvim
dalSich negativnich faktorl. Volné Zijici zivoCichové i lidé jsou kazdodenné
vystavovani souasnému pusobeni mnoha negativnich faktord, s nimiz se jejich
organismus musi vyporadat. Tyto faktory ohrozuji reprodukci zivo€ichl a mohou mit

dopad i na reprodukci ¢lovéka.
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