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1. UVOD
1.1. Endokrinni disruptory

Od 2. svétové valky dochdzi v mnoha zemich k naristu defektniho vyvoje muZskych
pohlavnich organt a sniZeni muzské reprodukéni schopnosti. Tyto zmény se staly v kratkém
¢asovém useku, da se tedy predpokladat, Ze jsou pfi€inou spiSe nepfiznivého vlivu prostredi a
Zivotniho stylu, nez pti¢inou genetickych zmén. Mezi tyto zmény patii hlavné vzrust vyskytu
nadort varlat a prostaty, hypospadie, kryptorchismus a sniZzena kvalita spermatu (Sharpe and
Skakkeback., 1993, Safe, 2000a). Tyto symptomy byly popsané jako ,,Testiculer dysgenesis
syndrome* (TDS). TDS je vyvolan $kodlivymi latkami vyskytujicich se v Zivotnim prostiedi.
Dusledkem je naru$eni vyvoje embryii a gonad béhem embryonalniho vyvoje (Skakkeback
et al., 1987).

V piirod¢ se vyskytuje fada kontaminant, které maji estrogenni ¢i androgenni aktivitu a
mohou negativné ovlivnit vyvoj a reprodukci savci veetné ¢lovéka. Mezi tyto kontaminanty
patii endokrinni disruptory (ED), (vom Saal et al., 1998; EPA, 1999), které mizeme rozdélit
na latky vznikajici lidskou €innosti — xenoestrogeny a komponenty piitomné v lidské straveé —
fytoestrogen. Oba typy téchto latek vstupuji do téla zivo€ichli z vnéjsiho prostredi. Nekteré
1993, Safe, 2000a).

Mnoho bunék vtéle produkuje proteiny, polypeptidy, aminy a lipidy a udrZuje je
v cytoplasmé ve formé sekrecnich granul. Sekrece téchto granul mize byt exokrinni (vnéjsi)
nebo endokrinni (vnitini vyméSovani), podle jejich sekreéni cesty. Latky které jsou
vyméSovany endokrinnimi Zldzami a plsobi na cilovy organ se nazyvaji hormony. Hormony
prenaseji informace do cilovych organt. Stejnou funkci maji i cytokininy, které jsou
sekretovany burikami imunitniho systému. Mezi klasické endokrinni organy u ¢lovéka patfi:
§titnd zlaza, ptistitna téliska, nadledvinky, varlata a vajecnik, hypothalamus a dalsi

(www.ffcr.or.jp). Endokrinni systém je tedy slozZity systém, ktery zahrnuje mozek a

pfidruZzené organy. Ty zahrnuji: hypofyzu, §titnou zlazu, nadledvinky, a sam¢i a samici
reprodukéni organy, které uvolriuji hormony do krevniho fecisté. Tyto Zlazy a jejich hormony
reguluji rist, vyvoj a funkci mnohych metabolickych procest. Pohlavni hormony, estrogeny u

Zen a androgeny u muzi, ovliviiuji vyvoj a spravnou funkci reprodukénich organi.



Endokrinni systém miiZze byt naruSen latkami, které jsou produkty lidské Cinnosti a latkami
pfirozené se vyskytujici v pfirod¢€, které mohou napodobovat ¢i soutéZit o receptorova mista
endogennich hormont a naruSovat jejich funkci. V zavislosti na jejich aktivit¢ mohou byt

popsany jako estrogenni nebo androgenni modulatory.

Od roku 1980 je pozornost fady zemi, vlad i védct obracena k feSeni problému, jak zabranit
uniku fady latek, které narusuji normalni endokrinni (hormonalni) funkci u Zivo¢ichi do
zZivotniho prostfedi. Ve vétSiné zemi vedly tyto zaleZitosti k pozorovani zmén v reprodukéni
fyziologii a zdravi u celé fady ZivoCichl (Tyler et al, 1998, Vos et al., 2000). Také lidska
neplodnost je timto problémem zasaZena. Nedavné studie ukazuji, Ze vice jak 15% evropské
populace trpi problémy souvisejici s neplodnosti. Neplodnost je u 50% pari zpisobena muzi.
Mizeme ptedpokladat, Ze prave klesajici kvalita Zivotniho prostiedi je odpovédna za dané
zmény. Skodlivé latky biologického nebo chemického piivodu mohou poskodit biologickou

funkci organismu a zptisobit problém v reprodukci.

V nedavnych létech byl obrovsky zdjem namiten na nékteré typy chemickych latek (pesticidy,
nékteré druhy plastt, detergenty), které mohou naru$it endokrinni systém a mit nepfiznivé
u€inky na lidské zdravi (Sedaka et al., 2000). Skupina se zaméfila na sérii chemikalii, u
kterych se predpokladd, Ze jsou estrogenné aktivni. Byly to hlavné insekticidy jako DDT a
pesticidy, jejichz pouzivani je v dne$ni dobé jiZz zakazané. Studie potvrdila, Ze pesticidy
potiebuji striktni reprodukéni toxikologickou studii a studii reprodukce u dvou generaci, aby
se urcilo, Ze jsou nebo nejsou estrogenné aktivni. Projekt také objasnil, Ze estrogenni aktivita

chemikalii nemusi byt nalezena pouZitim obvyklych testovacich systému.

Uloha estrogenné aktivnich latek spo&iva v ovlivnéni vyvoje reprodukénich organt
organismi. U savcu se zaklady samicich pohlavnich organti v obdobi diferenciace pohlavi
diferencuji na sam¢i pohlavi a to potlaéenim produkce enzymu aromatasy. V prubéhu a kratce
po diferenciaci pohlavi, sam¢i embryo sekretuje velké mnozstvi testosteronu, ktery slouzi
k zah4jeni procesu maskulinizace (defeminizace) ptidatnych reprodukénich organti, externich
genitdlii a enzymového systému jinych tkanich v ledvinidch, mozku a jatrech. Pohlavni
hormony také ovliviluji mozek a centralni nervovy systém. V zavislosti na stupni a délce
expozice zpusobuji endokrinni disruptory (ED) napf. tumory a dal$i abnormality ristu buriek,
nemusi se viak projevovat az do adolescence nebo v dospélosti. Skodlivy uginek byl

zaznamenan u t€hotnych Zen po pouzivani diethylstilbestrolu (DES), ktery zpusobil napft.
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snizeni plodnosti, poskozeni genitalniho traktu, vznik vzacnych reprodukénich rakovin a
moZné dopady na chovani a inteligenci. ED ovliviiuji ¢lovéka stejné jako jiné volné Zijici
Zivocichy. Zpusobuji u nich sniZenou sam¢i neplodnost, defekty v pohlavnim vyvoji, zvySeni
rakoviny prostaty, ale i samici reprodukéni problémy, zvySeni rakoviny prsu, endometriosu a
u obou pohlavi naru$eni imunitniho systému a problémy ve vyvoji a chovani u déti (Keith et
al., 1997).

Jedna z prvnich latek, ktera byla popsana jako ED byl diethylstilbestrol (DES), farmaceuticky
produkt podavany t€hotnym Zenam od roku 1972 az do roku 1978 proti potraceni. Zpisoboval
karcinomy ve vaginég, reprodukéni abnormality u Zenskych potomkti a mnohem vyssi stuperi
defektu genitalii u muZskych potomku s projevy neplodnosti (nesestoupld, nevyzrala varlata)
(Jensen et al., 1995).

Jinym zdrojem endokrinné modifikujicich chemikalii jsou syntetické chemické latky, které
kon¢i jako polutanti Zivotniho prostfedi. V roce 1996 bylo registrovano okolo 600 pesticida

a 80000 primyslovych chemikalii a jejich pocet se neustale zvysuje (Keith et al., 1997).

Dal$im zdrojem ED je potrava jako sojové boby, jablka, tfeSné, obili a hrach. Existuje mnoho
dal$ich rostlin, které produkuji polycyklické latky jako isoflavonoidy, fytosteroly a
koumesanty a jsou estrogenné aktivni. Kolektivné se nazyvaji fytoestrogeny a jejich stupen
endokrinni aktivity neni jeté pili§ objasnén, agkoliv ve starovékém Rimé byl pouzZivan (dnes
jiz vyhynuly) obrovsky fenykl nazyvany ,,silphium* ke kontrole a ovlivnéni porodu. Zndmym
fytoestrogenem pfitomnym v sojovych produktech je genistein. Konzumace soji je u lidské
populace obvykld. Zajima nas hlavné z hlediska, Ze mize zptsobit hypospadii po jeho
plsobeni v déloze (testovano na mySich). Spolu s genisteinem se €asto uvadi i vinklozolin
(antiandrogen), ktery vykazuje podobné negativni i¢inky. Byly provedeny pokusy na mysich,
které byly Ziveny extrakty ze soji s uréitou davkou genisteinu a vinklozolinu v 13-17 dni
t€hotenstvi. Vysledky ukazaly, Ze vyskyt hypospadie byl 25% se samotnym genisteinem, 42%
se samotnym vinklozolinem a 41% s obéma dohromady. Tyto pokusy prokézaly, Ze ovlivnéni
vinklozolinem a genisteinem b&hem t€hotenstvi miize pfispét na rozvoj hypospadie (Vilela et

al., 2007).

Ur¢ity druh pozornosti si zaslouzi obecné rozsifend feminizace samcich ryb a zmény
v reprodukci u moiskych mékkysu. Pozorovani ukazala, Ze feminizace sam¢ich ryb v fekach

je zpusobena odpadnimi vodami vypousténych do fek, a Ze estrogeny a latky napodobujici

7



estrogeny jsou zodpovédné za pozorované endokrinni poruchy. Tyto studie ukazuji, Ze
rozdilné druhy ryb vykazuji rozdilnou citlivost na feminizujici potencidly rtiznych latek
(Fairchild et al., 1992, Manning et al., 1999, Grist et al., 2003, Tabata et al., 2004).

Obecné rozsifena feminizace u ryb v fekach se stala voditkem k jejich pozorovéani v zemich
jako Velka Britanie, Spojené staty americké, skoro cela Evropa a Japonsko. Epidemiologicka
data (ziskana v Evrop€ a hlavné ve Velké Britanii) ukazala, Ze vyskyt feminizovanych ryb je
spojen hlavné se znelisténim fek a volnych vod vytékajicimi odpadnimi vodami.
z domacnosti. Rozsahla laboratorni data potvrzuji, Ze steroidni estrogeny jsou schopné
vyvolat efekty feminizace pozorované u ryb ve vlonych vodéach a to v koncentracich, které
byly naméfeny v odpadnich vodach v nasem Zivotnim prostfedi (Ankley et al., 1998,
Matthiesse et al., 2002, Taylor et al., 1999, International Programme on Chemical Safety
2002, Gross-Sorokin et al., 2006).

Nékteré chemické latky, které obsahuji mnoho ED se mohou ,bioakumulovat® nebo
zabudovat do organismu. Jestlize jsou jednou zaclenény do tkani a tukd u ¢lovéka a zvitat,
mohou tam zistat dlouhou dobu, aZz do té doby nez jsou zmetabolizovany. Embryo,
nejcitlivéj$i stadium Zivota, miZe byt zniCeno latkami, které méla matka v sob& dfive
zabudované dny nebo roky. Asi nejvyznamnéj§im zdrojem, jak se vystavit ptisobeni téchto
latek je konzumace kontaminovanych ryb. Jsou to hlavné organismy na vysSich stupnich
potravniho Fetézce, jako napt. &lovék. Zeny by mély byt vice nachylné na vyssi stupe
akumulace téchto polutantli neZ muzi. Maji vét§inou vyssi procento tuku v téle, ale kazdy kdo
konzumuje kontaminované ryby (potraviny) je potencialn€¢ v ohroZeni. U t€hotnych a kojicich
Zen se kontaminanty mohou ulozit v tukovych tkanich a ovlivnit zarode¢ny a neonatalni vyvoj
jejich ditéte. Daldim dilezitym faktorem je natasovani expozice ED na organismus. Casto je
muZe u vyvijejiciho se embrya zptisobit jeho smrt. Samoziejmé dlouhodobé;jsi tedy chronické
pusobeni po mensich davkach ho mize také zni¢it. Dale se zjistilo, Ze n€které kombinace
dvou nebo tfti EDs mohou mit multiplika¢ni ¢i exponencionalni efekt, nez kdyby pisobily

samostatné (Keith et al., 1997).

Pro slozitost lidské biologie je téméf nemozné zjistit pro ur¢ité endokrinni poruchy diivod
deformaci a nefunk¢nosti uréitych organu ¢i celych soustav. Celkova davka nebezpeci téchto

poruch musi zahrnovat dalsi faktory pisobeni jako absorpce, vyméSovani, metabolismus,
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bioakumulace a dal$i chemické interakce (Harisson et al., 1997). Ned4avné studie estrogenti
vyskytujicich se v Zivotnim prostiedi (DDT, bisfenol A a j.) ukazaly, Ze jejich plisobeni je o
dost slabsi, oproti dobfe studovanym potentnim estrogenim jako je diethylstilbestrol,
nezplsobuji genitalni deformace (Joffe, 2001). Jestlize estrogeny v Zivotnim prostfedi mohou
pfispivat k deformacim, tak antiandrogeny (ftalaty, vinklozolin), prokazuji androgenni efekt u
muzi. Bylo zpozorovano, Ze b€hem poslednich dvou desetileti se sniZila koncentrace
organochloridovych latek. Ne&ktefi vyzkumnici se domnivali, Ze pdsobeni téchto latek je
zanedbatelné a sila antiandrogennich latek zpasobujici defekty ve vyvoji genitalii je velice
slaba. Zaruka, kvalita a omezeni je vSak vZzdy rozumna pouze s interpretovanymi daty.
V minulosti se vyzkumnici domnivali, Ze estery ftalatl jsou zcela neSkodné na muzskou
fertilitu, jak prokazaly jejich prvni vyzkumy. Casem se viak ukazalo (po pouZiti riiznych
modell a riznych analyz), Ze tyto latky dramaticky ovliviiuji vyvoj muzskych genitélii a

deformace u Zen (Steinhardt et al., 2004).

Edonkrinnimi disruptory zptsobuji v pfirodé rozmanité reprodukéni zmény a defekty. Tyto
zmény jsou napf.: nesestoupld varlata u pantera (Florida), malé penisy u aligitori, zména
pohlavi u ryb, zmény chovani u ptaki. ED také pfispivaji k rustu rakoviny varlat, k nartstu
vrozenych defektd a sniZzovani po¢tu spermii u ¢lovéka. Kombinované in vitro a in vivo studie
jsou dulezit¢ pro uplnou charakterizaci reprodukénich zmén po pulsobeni endokrinnich
dusruptort, které tyto zmény zpusobuji. Bylo identifikovano mnoho pesticidll (vinklozolin,
DDE aj.), které se vazi na potkani i lidské receptory reprodukénich organti, odkladaji pubertu,
redukuji velikost pohlavnich pfidatnych Zldz a méni pohlavni znaky hlavné u samct. Dale
nékteré ftalaty, které jsou estrogenni in vitro zpisobuji malformace u samct potkani, které
pusobi jako antagonisté androgent v délohach u samic. Naproti tomu xenoestrogeny ovliviiuji

rust a vyvoj saméich potomku, ale ti nejsou malformovani nebo nejsou neplodni (Gray, 1998).

Jak jiz bylo popsano, mezi kandidaty stoxickym vlivem na fertilitu patfi endokrinni
disruptory. Endokrinni disruptor je definovan jako exogenni ¢initel interferujici se syntézou,
sekreci, transportem, vazbou, ¢innosti nebo odbouravanim pfirozenych hormoni v téle, které
jsou odpovédné za udrzovani homeostazy, reprodukce, vyvoje a chovani (EPA, 1997). Je to
exogenni latka nebo smés latek, které méni funkce endokrinniho systému a zpisobuji
nepfijemné zdravotni potiZze. Endokrinni disruptory hraji nepfiznivou roli v pfijimané potravé.
Vyskytuji se napf.: v soje, lusténinach, ovoci, atd. Nejsou vsak jedinym zdrojem EDs majici

vliv na lidskou i zvifeci populaci. Dal§im zdrojem je pravé Zivotni prostiedi — voda, vzduch,
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puda, produkty vzniklé lidskou €innosti — detergenty, pesticidy, plasty (bisfenol A a ftalaty-
MEHP), lé¢iva (diethylstilbesterol), primyslové chemikalie (polychlorované bifenyly,
dioxin), vedlejsi produkty pfi vyrobé papiru, kovi (kadmium, olovo, rtut’), latky vzniklé pfi

spalovani, atd.

Kazdy endokrinni disruptor je popsan uréitymi chemickymi identifika¢nimi daty. Zakladni
jsou nazev a molekulova struktura. CAS Registry Number je ¢islo obsahujici devét ¢islic,
slouzi jako registracni ¢islo. Synonyma — mnoho latek je znamo pod vice nez jednim
chemickym nazvem, ¢asto maji komeréni nazvy. Déle je popsan sumarnim vzorcem: pocet a
druh atomd v molekule, molekulovou hmotnosti. MiZeme se setkat i s popisem fyzikalnich

vlastnosti jako napf.: hustota, bod tani, bod varu, rozpustnost, atd. (Keith et al., 1997).

1.2. Rozdéleni endokrinnich disruptoru

Endokrinni disruptory jsou latky vykazujici estrogenni, antiestrogenni, androgenni a
antiandrogenni aktivitu.

Rozdéleni téchto latek je variabilni. Existuje mnoho seznamt téchto chemickych latek.
Neékteré endokrinni disruptory se objevuji skoro v kazdém seznamu, ale jiné, jejichZ ucinek
nebyl jeste upln€ objasnén v seznamech prozatim chybi. Jejich pocet se postupné zvysuje a to
zejména diky mnozstvi novych latek, které se v pfirodé objevuji, dale diky poctu testovacich
metod a zvySuyjicicimu se poctu laboratofi ve svété, které se testovanim a vyzkumem ED
zabyvaji.

Latky s estrogenni a antiestrogenni aktivitou obecné délime podle jejich pivodu do dvou

skupin — xenoestrogeny a fytoestrogeny.

1.2.1. Xenoestrogeny

Xenoestrogeny jsou kontaminanty, které vznikaji lidskou ¢innosti a vstupuji do téla z vnéjsiho
prostfedi. Mohou napodobovat nebo reagovat s ¢innosti endogennich estrogennich hormont
(vom Saal et al., 1998; EPA, 1999). Tyto chemikalie jsou vytvoiené ¢lovékem. Vstupuji do
organismu riznymi cestami — pozfenim, adsorpci, atd. Mohou mit estrogenni aktivitu.
Chemicka struktura xenoestrogenii nemusi byt podobna steroidnim hormonim, a proto je

jejich estrogenni aktivita ¢asto neo¢ekavana (Sonnenschein et al., 1995).
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Xenoestrogeny se podle chemické struktury déli na:

1) perzistentni organochloridy
2) alkylfenoly

3) bisfenol A

4) ftalaty

5) tézké kovy, atd.

1. Mezi perzistentni organochloridy se Fadi polychlorované bifenyly, dioxiny a furany,

DDT atd. Jejich stupeii rozkladu v organismu je velice nizky a pomaly.

A) Polychlorované bifenyly (PCB) zacaly byt pouzivany v roce 1929. Jsou pouzivana jak v

prumyslu tak v domacnostech. BéZné se pouzivaji v kosmetice, elektrickych
transformatorech, lakyrnictvi, jako pesticidy atd. Dnes existuje ptes 100 riznych PCB. Jsou
vysoce toxické a vytrvalé v zZivotnim prostiedi. PCB zplisobuji zpomaleni ristu plodu
(Yamashita and Hayashi, 1985), nadory prsu (Demers et al., 2002), ovliviiuji parametry

spermatu u muzt (Hauser et al., 2003; Guo et al., 2004).

B)Dioxiny a furany tvofi velkou skupinu chemikalii. Vznikaji jako vedlej$i produkty reakci.

Dochazi k jejich uvoliiovani napf. pii pozarech lesi, ze spaloven odpadi, papiren atd. Tyto
chemikalie vytvafi po reakci s primarnim donorem chloru (PVC, plasty, pesticidy atd.)

polychlorované dioxiny a furany. U lidi zptsobuji hormonalni dysfunkce (Pluim et al., 1993)

C) DDT (dichlordifenyltrichlormethylmethan) byl Siroce pouzZivan v Severni Americe aZ do
jeho zakazani v roce 1972. DDT narusuje lidské spermatogenni buiiky (Chowdhury, 1987),
sniZzuje motilitu spermii v nadvarlatech a jejich pocet, produkci testosteronu a hmotnost varlat

(ben Rhouma et al., 2001).

2. Alkylfenoly a jejich derivaty se pouzivaji jako prumyslové a doméci detergenty, herbicidy
a pesticidy, barviva atd. (White et al., 1994). Jejich celosvétova produkce v roce 1998
ptekrocila 300000 tun. Jsou uvoliiovany kanalizaénim systémem do vodniho systému, kde
jsou velice stabilni. V organismu se ukladaji hlavné do tukovych tkanich a organismus se jich
$patné zbavuje. Pentafenoly az nonylfenoly maji estrogenni aktivitu (Routledge and Sumpter,

1997). p-nonylfenol ovliviiuje stav akrosomu myS$ich spermii (sniZuje procento pozitivné
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znaCenych akrosomi detekovanych pomoci intraakrosomalnich monoklonalnich protilatek) a

v druhé generaci mys$i sniZuje i pocet narozenych mlad’at (Kyselova et al., 2003).

3. Bisfenol A (4,4- isopropylidenbifenol). Bisfenol A je intermediatem pfi vyrobé polymert,
pryskyfic, polykarbonatl, antioxidantd, barviv. Je také pouzZivan k vyplni zubt. Primarnim
zdrojem vyskytu bisfenolu A jsou emise pfi vyrobé epoxidovych pryskyfic, polykarbonati a
polysulfonovych pryskyfic. Bisfenol A ovliviiuje reprodukei, reprodukéni parametry a kvalitu

spermii u mysi (Peknicova et al., 2002).

4. Ftalaty dodavaji plastim flexibilitu. Pouzivaji se v primyslu plastu, jako ptisady do barev,
lepidel a inkoustl. Za endokrinni disruptory se povazuji napf. butylbenzylftalat,
diethylhexylftalat atd. U potkanti mohou zpusobit nesestoupeni varlat, hypospadii (Nakahara
et al., 2003). Dale se mezi ftalaty fadi MEHP (mono-2-ethylhexyl ftalat) - aktivni forma

obecné rozsifenych ftalatu.

5. Tézké kovy — olovo, rtut’, kadmium. Olovo se pouzZiva v olovénych baterii, olovnatém
benzinu, atd. Rtut’ se pouziva v nikl-kadmiovych baterii, zubnich amalgamech, v mnoha se
zemich se pouziva k vyrob€ chloru, atd. Zpusobila snizeni koncentraci spermii, jejich
morfologie a motility u muzii v Hong Kongu, ktefi méli v krvi zvySenou hladinu rtuti (Leung
et al., 2001). Tézké kovy ohroZuji Zensky organismus v t€hotenstvi a vyvyjejici se plod
(Semczuk and Semczuk-Sikora, 2001).

1.2.2. Fytoestrogeny

Fytoestrogeny jsou slouceniny odvozené z rostlin. OdliSuji se od ostatnich latek tim, Ze jsou
ptirozeného ptivodu. Jsou to nesteroidni latky. Tvofi rozdilné skupiny sloucenin s ohledem na
jejich biologickou a chemickou aktivitu. Stavaji se télu nebezpec¢nymi az po jejich konzumaci.
Jejich existence byla poprvé prokazana v souvislosti s neplodnosti ovci pasenych na urditych
pastvinach. Ovce konzumovaly jetel (Triforium pretense), ktery obsahoval velkou davku
genisteinu (isoflavonoid) a zpUsobil abnormality v reprodukci. Studie v§ak ukazuji, Ze strava
bohatd na fytoestrogeny miZe byt i zdravi prospésna. V zemich kde je vysoka spotieba soji
(jako Japonsko) je riziko nadorti souvisejicich s estrogenem, tj. prsu a prostaty, nizka
(Messina, 1999). Strava bohatd na fytoestrogeny miiZze byt prevenci pro onemocnéni

(souvisejici s estrogenem), jako jsou kardiovaskularni nemoci, menopauzalni symptomy,
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postmenopauzalni osteoporoza atd. (Barnas and Peterson, 1995, Strauss et al., 1998,

Goodman-Gruen and Kritz-Silverstein, 2003).

Fytoestrogeny se podle své chemické struktury déli do péti skupin:

1) isoflavonoidy
2) flavonoidy
3) koumesanty
4) lignany

5) zearalenone

1. Isoflavonoidy (daidzen, genistein) se nachazeji hlavné v sojovych bobech, a tim i ve vSech
vyrobcich ze soji (Fukutake et al., 1996, Messina, 1999). Byly publikované rozdilné vysledky,
které mohou souviset s pouZitym modelem a davkou latky. Negativni vliv na reprodukci
samcl napf. potlaceni reakce epididymalnich spermii u potkani genisteinem (GEN) byly
popsané v praci Kumi-Diaka and Townsenda (2003). V praci na mySich nebyl popsan
negativni vliv na reprodukci in vivo. GEN nemél vliv na pocet narozenych mlad’at ani na
oplozeni samic.U samcti nebyly zaznamenany zmény v koncentraci testosteronu ani v poctu
spermii (Kyselova et al., 2004). U Zen byly prokazany pozitivni vysledky v obdobi

menopausy.

2. Flavonoidy (lutelin, apigenin) vyskytji se Cast&jinez isoflavnoidy. Nachazi se napt. v
zelening, ovoci, zeleném ¢aji, bylinach atd. Extrakt bohaty na flavonoidy vedl u potkant ke

sniZeni po¢tu epididymalnich spermii a ke zpomaleni jejich motility (Das et al., 2004).

3. Koumesanty - jsou zdrojem koumestrolu. Jedinym vyznamnym zastupcem z této skupiny

jsou vyhonky vojtésky a rizné boby.
4. Lignany — jejich prekursory jsou rostlinného ptivodu a modifikuji se stievni mikroflérou

savcl na lignany. Prekurzory se nachazeji v potravinach bohatych na vlédkninu jako jsou Zito,

semena Inu atd. (Strauss et al., 1998)
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5. Zearalenone (ZEN) - fytoestrogen, patfi mezi mykotoxiny. Mykotoxiny jsou

nizkomolekuldrni latky, které produkuje vétSina druhG hub. Jsou jejich sekundarnimi

metabolity.

1.2.3. Anti-estrogeny

Anti-estrogeny jsou slouCeniny, které soutézi s estrogeny o jejich receptory. Podle
mechanismu pusobeni se antiestrogeny déli do dvou skupin. Typ I — agonisté/antagonisté a

typ II — Cisti antagonisté.

Anti-estrogeny typu I jsou vétSinou analogy tamoxifenu a nebo jeho metabolity. Dalsi

antiestrogeny jsou napf.: toremifen, idoxifen, droloxifen, raloxifen atd. V roce 1985 byl
tamoxifen schvalen pro pouZzivani jako pomocné latky pfi chemoterapii postmenopauzalnich
pacientek s pozitivnimi lymfatickymi uzlinami. Od roku 1989 se pouZiva k 1é€bé pre- i
postmenopauzalnich pacientek s pokrodilym karcinomem prsu, jejichz nadorova tkan
exprimuje estrogenni receptor a jejichz lymfatické uzliny jsou zvétSené (MacGregor and
Jordan, 1998). U muzi s oligozoospermii, ktefi byli 1é¢eni tamoxifenem, doslo ke zvySeni
poctu spermii a poklesl po¢et mrtvych spermii (Kotoulas et al., 1994). Tamoxifen m4 vsak i
negativni vliv, napf. na motilitu spermii, a to jak u lidi, tak i u jinych savci, napf. potkant

(Sethi-Saberwal et al., 2003).

Anti-estrogeny typu II jsou nesteroidni slouceniny. VZdy inhibuji G¢inek estrogend. ICI

182 782 (Faslodex) je jedinym Cistym antiestrogenem, ktery byl klinicky testovan. Je silnym
antagonistou, jeZz inhibuje nadory prsu stimulované tamoxifenem (Gottardis et al., 1989,
Wakeling et al., 1991).

1.2.4. Androgeny

Androgeny a jejich derivaty jsou Casto povazovany za mozna kontraceptiva pro muze. Byl
popsan vliv testosteron propionatu k potladeni spermatogenese. Tyto a dalsi studie dokazaly,
Ze testosteron je schopen reversibilné indukovat azoospermii pfi pouziti kratce uc¢inného
esteru testosteron propionatu (Reddy and Rao, 1972). Jiné studie popisuji podavani

testosteronu enanthatu v kombinaci s progestiny, které vedou k zvySeni jeho ucinnosti
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(Anderson and Baird, 2002). Dalsi derivaty testosteronu jako napi: testosteron undekonat se

daji pouzit jako hormonalni antikoncepce (Anderson and Baier, 2002, Gu et al., 2004).

1.2.5. Antiandrogeny

Antiandrogeny se nachézeji v naSem Zivotnim prostfedi. Casto se vaZou na receptorova mista
androgenti a vznikaji tak odlisné konformace v porovnani s konformacemi po navazani
pfirozeného ligandu (Kelce et al., 1995; Wong et al., 1995).

Pokud jsou antiandrogeny podavany béhem diferenciace gonad pii embryonalnim vyvoji maji
negativni vliv na reprodukci u samct. Toto poskozeni byva nevratné (Elzeinova et al., 2008)
Puberta je dal$im citlivym obdobim pro vyvoj saméich reprodukénich organi. Setkavame se
také s ovlivnénymi reprodukénimi parametry po podavani antiandrogenti mys$im samcim

v obdobi puberty (Elzeinova et al., 2008).

Mezi nejzndmé;jsi a u€inné androgeny fadime: linuron, flutamid a vinklozolin (Kelce and
Wilson, 1997, Miyata et al., 2003, Elzeinova et al., 2008).

Linuron je herbicid ureového typu. Je antagonistou androgenniho receptoru in vivo i
in vitro. Po jeho podavani te€hotnym potkanim samicim, jejich mlad’ata vykazovala
zmensenou anogenitalni vzdalenost, poskozeni nadvarlat a chamovodu (Gray et al., 1999).

Flutamid je nesteroidnim antagonistou androgenniho receptoru. Mize i pfi podavani
v dospélosti u potkanti zptisobit poskozeni exprese mnoha genti i hormoni, které jsou spojeny
s produkci spermii schopné oplozeni (Ohsako et al., 2003, Zhang et al., 2003). Dale miiZe také
zpusobit zmenSeni anogenitalni vzdalenosti, vahy nadvarlat a délky penisu (Casto et al.,
2003).

Vinklozolin je dikarboximidovy fungicid, antiandrogen, ktery blokuje funkci

receptoru a nedovoluje testosteronu aby byl produkovan na normalni urovni vyvoje u samcti.
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1.3. Pisobeni endokrinnich disruptoru

1.3.1. Mechanismus endokrinni disrupce

Endokrinni disrutory mohou pusobit nepfiznivé mnoha zplisoby na endokrinni systém.
Zpravidla jsou endokrinni disruptory pfirodni produkty nebo syntetizované chemikalie, které
napodobuji, posiluji nebo brzdi pisobeni hormonti. Existuje mnoho domnének o mechanismu
pusobeni téchto latek v téle.

Zde jsou nekteré, které plsobi hlavné na disrupci pohlavnich hormont.

1) Vazba a aktivace receptoru, faleSné hormony

Tento proces se dé€je hlavné pfi napodobovani hormont. Latka podobna témto hormonim
interaguje pfimo s receptorem pro dany hormon, dochazi k nadbyte¢né odpovédi a
abnormalnim bunéénym funkcim. Jde o velice sloZity zptisob uéinku, ktery navic zptisobuje

skute€nost, Ze existuji rizné varianty pfirozenych receptorti v mnoha tkanich.

2) Inhibice interakce hormon/receptor

Léatka miZe pozménit vazbu hormonu s jeho receptorem. Tim ovlivni normélni buné¢né

funkce spojené s timto hormonem.

3) Vazba na jiné receptory

Endokrinni systém zahrnuje mnoho dalSich receptori. Na ty se mohou vézat latky s riznou

afinitou . Tato vazba muiZze bud’ aktivovat nebo inaktivovat receptor.

4) Modifikace metabolismu pfirozenych hormonu

Neékteré latky mohou puisobit na metabolické cesty estradiolu produkujiciho vic estrogennich
metabolitt. Jiné latky aktivuji enzymy, které pak urychluji metabolismus hormont a narusuji
tim jejich pfirozeny stav. Napf. varlata obsahuji specifické enzymy, které metabolizuji
estrogeny. Tyto enzymy pak rychle pozméni estrogen do formy, ve které se nemlze delsi

dobu vazat na svij receptor. KdyZz je tento enzym ovlivnén Xxenoestrogenem, jeho
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metabolismus bude redukovan a poroste vystaveni testes neimérmému mnozstvi estrogend.

Toto je dulezité hlavné beéhem fetalniho vyvoje, kdy jsou hladiny estrogenti vysoké.

5) Modifikace poétu receptoru pro hormony

V burikach existuje mechanismus, ktery kontroluje po¢et hormonalnich receptori. Chemikalie
mohou zvysSit nebo sniZit pocet té€chto receptori a ptisobit tak na zménu odpovédi pfirozenych

nebo umélych hormond.

6) Modifikace produkce pfirozenych hormont

Chemické latky mohou pulisobit na pfirozené hormony zasahem do signalnich drah jinych
systémil, napf. hormonélnich systémt jiného typu (thyroiddlniho), nebo imunitniho a

nervového systému.

7) Abnormality a chyby u pfirozenych hormonti

Chemické latky mohou poskodit produkci hormonti, obzvlasté ty, které reguluji metabolismus

steroidu a zptisobuji pak hormonalni abnormality, vady nebo nedostatky.

Cinnost endokrinnich disruptort je rtiznoroda, jejich chovani je &asto neptedpovidatelné a
obsahuji mnoho moznych faktort, které je ovliviiuji. Napf.: n€které identické chemické latky
mohou pisobit riznym zplsobem na odlisné organy, stejné chemické latky mohou mit
odlisny efekt v riznych stupnich vyvoje, tyto latky mohou byt ovlivnény individualitou
kazdého organismu, jeho v€kem, vyzZivou, stejné chemické latky mohou reagovat odlisn€ u
riznych druhti organismi, variace U¢inku za pfitomnosti jinych chemickych latek atd.

Tyto disruptory neovliviiuji pouze endokrinni systém, ale také systémy vysSiho fadu, jako

jsou nervovy a imunitni systém (www.ffcr.or.jp).
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1.3.2. Cesty expozice endokrinnich disruptoru

Mechanismus pusobeni a hlavné cesty pisobeni endokrinnich disruptorti jsou Casto velmi
komplikované. Je velice dilezité si objasnit jak se lidé i ostatni organismy vystavuji pisobeni
téchto chemickych latek a to za G¢elem zhodnoceni jejich potencidlniho u€inku a naslednému
vyvarovani se nebo omezeni jejich ucinku.

Zde jsou nékteré mozné cesty expozice: vzduchem — dychaci cesty (atmosféra, vzduch v

domacnostech), potravou — orélni cesty, kizi — subkutanni cesty atd.

Kazda chemikalie ma vétsinou mnohonasobné cesty ptisobeni. Cesty expozice témito latkami
jsou rizné. Ftalaty a estery, které se pouZzivaji pro vyrobu plastid, se $ifi jak vzduchem, tak
vodou i pfimym kontaktem. Dioxiny ptisobi hlavné ve vod¢ a v pidé. Je dilezité prozkoumat
cesty pusobeni endokrinnich disruptort, jejich vliv na zdravi a reprodukci Zivych organismi a

ptipadné ovlivnit i legislativu pro jejich omezeni

1.4. Struktura a vliv vybranych endokrinnich disruptorii na savce in vivo

Toxikant (jedovata latka) vyskytujici se v prostiedi jsou zejména predstavovany chemikaliemi
vyrobenymi ¢lovékem. Tyto latky mohou ovliviiovat metabolismus organismt nebo jejich
metabolity mohou pietrvavat v prostfedi a hromadit se v potravnim fetézci. Nékteré z téchto
pretrvavajicich chemikalii jsou pfenaseny na dlouhé vzdalenosti (vzduchem, vodou) a mohou
pak pisobit na ryby, divoka zvifata i ¢lovéka. Proto budou nasledné diskutovany vztahy mezi
strukturou, jejich zpisobu vlivu a jejich mozné roli v nepiiznivych procesech pifi vyvoji a

reprodukci u Zivo€ichi (Younglai et al., 2007).
Mezi tyto latky patri i nasledujici vybrané EDs.
¢ vinklozolin = antiandrogenni fungicid

e zearalenone = fytoestrogen

o bisfenol A = monomer plasti a polykarbonati

e rtut’ = xenoestrogen, tézky kov
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1.4.1. Vinklozolin

Identifikaéni informace:

CAS ¢islo: 50471-44-8

SYNONYMA: Ronilan, 3-(3,5-dichlorfenyl)-5-ethenyl-5-methyl-2,4-oxazolidineodine
Fyzikélni a chemické vlastnosti:

Suméarni vzorec: C;;HoNO;Cl,

Molekulova hmotnost: 286,11 (http://chemfinder.camsoft.com)

Bod tani: 108°C (http://chemfinder.camsoft.com)

Bod varu: 131°C (http://chemfinder.camsoft.com)

Riskantni (chronické) vlastnosti: nevykazuje Zadné podstatné akutni nebo chronické riziko
(Keith et al., 1997)

Obr. & 1: Chemicka struktura vinklozolinu (Keith et al., 1997).

o N\
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Vinklozolin, 3-(3,5 dichlorfenyl)-5-methyl- 5-vinyloxazolidin-2,4-dione (VIN) je fungicid
pouzivany na ovoci, zelenin€ a okrasnych rostlinach. (EPA, 1998). Vinklozolin je endokrinni
disruptor, ktery se chové jeko antiandrogen a poskozuje vyvoj saméiho reprodukéniho
systému u potkanti béhem obdobi sexualni diferenciace. Antiandrogenni u¢inky vinkozolinu
byly nalezeny u mnoha savci jako kralik, my§ a pes. Vinklozolin je dikarboximidovy
fungicid, jehoz metabolity M1 a M2 maji antiandrogenni aktivitu. Samostatny VIN neni pfili$
staly, ale jeho metabolity M1 (3-[[[3,5-dichlorophenyl]-carbamoyl]oxy]-2-methyl-3-butenoic
acid) a M2 (3'5'-dichloro-2-hydroxy-2-methylbut-3-enanilide) maji Zivotnost vice jak 180 dni
a jsou mobilni ve vodné fazi (Kelce et al., 1994; Wong et al., 1995; Kelce and Wilson, 1997).
VIN je degradovan do prostfedi nebo metabolizovan v organismech do mnoha metabolitti

(napf. jiz zminéné M1 a M2 metabolity), které tlumi (brzdi) androgenni receptory in vitro.
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In vivo vinklozolin inhibuje AR (androgen receptor), zavislé geny a zptisobuje anatomické
defekty jako zmenSeni anogenitdlni vzdalenosti, sniZzeni vahy varlat, semennych vacku,

sniZeni poctu spermii, atd. (Gray at al., 1994)

VIN je povaZovan za silny ED, ktery je uvedeny v EPA a ve World Wildlife Foundation jako
moZna endokrinni modifikujici chemikalie. Je také pfirovnavan k androgennimu receptoru,
ktery okupuje, ¢i blokuje funkci receptoru a nedovoluje testosteronu, aby byl produkovan na
normalni Urovni vyvoje u samcu. Vysledkem je, Ze samci se mohou stat hermafrodity
(obojetny stav; organismus nemuze fungovat v obojetném pohlavi). V laboratofi ve
Spojenych statech americkych samice potkanti vystavované ptisobeni vinklozolinu porodily
samecky se sami¢imi vlastnostmi (Keith et al., 1997).

VIN zpisobuje u potkani zmenseni anogenitalni vzdalenosti, hypospadii, nesestoupla varlata
a zmenSeni popf. i vymizeni pfidatnych zlaz (Hellwig et al., 2000; Gray et al., 2001). Jeho
antiandrogenni vlastnosti mohou byt jednou z pfi€in lidského syndromu dysgenese varlat

(TDS = testicular dysgenesis syndrom).

Zivotni prostiedi, které je znetisténo endokrinnimi disruptory jako je vinklozolin mize mit
epigeneticky dopad na zarode¢nou linii a podpofit rozvoj chorob i u nasledujicich generaci. V
pfirozené populaci se obé pohlavi mohou setkat s individualitami ovlivnénymi t€mito latkami
béhem obdobi vyvoje. Zkoumal se zplisob plsobeni fungicidu vinklozolinu u potomka samct
a samic potkani. Tento ucinek byl pohlavné specificky a ukazalo se, Ze tfi generace samic
preferovaly samce, ktefi nebyli v minulosti vystaveni vinklozolinu. Tato pozorovani
naznalila, ze nasledky po endokrinnich disruptorech nejsou pouze transgeneracni, ale i
transpopulaéni (Crews et al., 2007). Dals$im objektem pozorovani bylo pisobeni endokrinniho
disruptoru vinklozolinu béhem embryondlniho vyvoje gonad. DoSlo ke zménam v samci
zarode¢né linii a k rozvoji transgeneracnich chorob u dospélych jedinci. Tyto choroby
zahrnuji nemoce prostaty, abnormality u varlat, nemoce ledvin a vyvoj tumorl. Tyto
epigenetické transgeneracni nemoci poskytuji unikatni pohled, ze kterého muizeme vycist
pocatky dédiénych chorob u dospélych jako je rakovina (Skinner and Anway, 2007).

Po plisobeni VIN na embrya se ukazalo, Ze zpisobuje choroby u prvni (F1) generace. U
dospélych zvifat z F1 generace a u vSech nasledujicich zkoumanych generaci (F1-F4) se
rozvinuly choroby nebo alespon tkanové nepravidelnosti. Patfi mezi n€ choroby prostaty,
ledvin, abnormality u varlat, u imunitniho systému, rozvoj nadori. Vedle toho se rozvinuly u

mnoha experimentélnich zvitat krevni abnormality jako napi. hypercholesteromie. Pozorovani
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ukazala, Ze na podklad¢ vyzkumu endokrinnich disruptord, které zptisobuji transgeneracni
nemoci nebo abnormality byly objeveny molekularni podstaty téchto chorob (Anway et al.,
2006).

Byl také studovan vliv vinklozolinu na expresi vybranych gent varlat a proteinl spermii.
Vinklozolinem byly indukovany poskozeni reprodukénich parametri béhem puberty u CD1
mysi. Jako markery genové exprese ve varlatech byla pouzita skupina gent vztahujicich se
k akrosomu (preproacrosin, protein dinasu A ukotvujici protein 110), androgennimu receptoru
(androgenni receptor, heat shock protein 70-2, APG-1, FK506 vazebny protein 5,
gonadotopinem-regulovand RNA helikasa varlat), ubiquitinu (ubiquitin aktivujici enzym El,
ubiquitin konjugujici enzym E2, ubiquitin lipasa E3) a apoptose (p53, p21). Stav spermii
z cauda epididymis byl hodnocen pomoci monoklonalnich protilatek proti intra akrosomalnim
proteinim, heat shock proteinu 70 a ubiquitinu. K detekci apoptosy byl pouzit TUNEL a
anexin V. Vinklozolin pusobil velmi intenzivné na zménu v expresi vybranych gent. Daéle
doslo ke sniZeni znaeni intra akrosomalnich proteini. Po pusobeni tohoto antiandrogenu
doslo k poskozeni akrosomu hlavné na wrovni proteind, kdeZzto protein dinasa A ukotvujici
protein 110 byl spiSe ovlivnén na trovni exprese mRNA. Vinklozolin tedy zptisobuje
dramatické zmény exprese gent i proteind, kdyZ je podavan béhem pohlavni diferenciace a

hlavné v obdobi puberty (Elzeinova et al., 2008).

Jak jiz bylo mnohymi experimenty prokazano, fungicid vinklozolin naru$uje hormonalni
aktivitu u potkani a myS$i. Mél by prokazat nepfiznivé G€inky i u jinych zvifat. V jednom
experimentu byl vinklozolin testovan na populaci hrabos$t (Microtus canicaudus). Pokus byl
provadén béhem obdobi destd. Zmensily se velikosti varlat a semennych vacku, pokleslo
mnozZstvi testosteronu a snizil se pomér brezich (t€hotnych) samic s porovnanim s kontrolnimi
zvifaty. V pokusu provedeného za obdobi sucha nebyly nalezeny zadné rozdily u
reprodukénich organt. Vysledky naznaduji, Ze ptisobeni téchto chemikalii je vyssi, kdyZ jsou
smyty zatmosféry na zem. Tim se zvySuje pfijem toxickych metaboliti rostlinami s
naslednou kontaminaci divokych zvifat i v divo€ing, ktera se tak jen zdanlivé jevi jako pfiroda
neovlivnéna ¢lovékem (Caslin and Wolff, 1999).

Vinklozolin rovnéz u domécich zvifat, napt. psi, zpusobil viditelné zmény ve vaze u samic i
samct (u ledvin doslo k poklesu v jejich vaze a ke zvySeni koncentrace tukovych kapének
v distélnich tubulech) (Keith et al.,1997 ).
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1.4.2. Zearalenone

Identifika¢ni informace:

CAS ¢islo: 17924-92-4

SYNONYMA: 3,4,5,6,9,10-hexahydro-14,16-dihydroxy-3-methyl-1H-2-
benzoxacyclotetradecin-1,7(8H)-dione nebo 6-(10-hydroxy-6-oxo-trans-1-un-decenyl)-p-
resorcyclic-acid-lactone

Fyzikalni a chemické vlastnosti:

Sumérni vzorec: Ci18H2205

Molekulova hmotnost: 318.36

Bod tani: 164-165°C

Stalost: je prakticky nerozpustny ve vodé€, rozpustny v ethylenacetatu, acetonitriluy,
alkoholech, diethyletheru, benzenu, chloroform atd.

Popis latky: bila krystalicka latka

(Betina, 1989, Budavari, 1989)

Obr. ¢. 2: Chemicka struktura ZEN (Budavari, 1989).
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Zearalenone (ZEN) patii mezi mykotoxiny. Mykotoxiny
jsou nizkomolekularni latky, které produkuje vétSina
druhi hub. Jsou jejich sekundarnimi metabolity. Tyto

sekundarni metabolity hraji dulezitou roli v ekonomice,

pouzivaji se bud’ jako antibiotika nebo jako Skodlivé

mykotoxiny. Z 350 riznych druhd hub se syntetizovalo pfes 300 mykotoxint (Cole and Cox,

wewrs

Fusarium (Betina, 1989).

ZEN byl izolovan v roce 1962 Stobem a odvodil jeho jméno z houby Giberella zeae z jehoz
mycelia, ktery kontaminuje kukufici (Zea mays), byl izolovan. Jeho struktura byla poprvé
objevena v roce 1966. Zen byl dale izolovan z kmenid mnoha druhti hub patficich do rodu
Fusarium jako napi.: F. graminearum, F. culmorim, F. ceredlie, F. nival atd. (Betina, 1989;
Logrieco et al., 2002). Rod Fusarium je popsan produkci makrokonidii a tento rod produkuje
rychle rostouci Kkolonie s jasné zbarvenym myceliem. Tyto houby jsou Siroce rozsifeny

vpidé a jsou schopny rozkladat celulosu v rostlinach, coz vede k onemocnéni rostlin
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hlavi¢kovou plisni (FHB = Fusarium head blight) na kukufici (Bottalico and Perrone, 2002,
Logrieco et al., 2002). Fusarium kolonizuje obiloviny (nej¢astéji béhem kvetouci faze), ale
miZe pokraovat ve své toxické aktivité i béhem skladovani. Ve je ovlivnéno dal$imi faktory
jako napt.: vlhkost semen, teplota a vlhkost vzduchu.

ZEN patii mezi nejvice rozsifené mykotoxiny v zemédélstvi. Priizkumy na vyskyt ZENu jsou
pravidelné publikovany.

ZEN je velice stabilni latka, kterd nepodléhd zménam pii vysokych teplotach. V alkalickych
podminkach miZe byt ZEN laktonovy kruh hydrolyzovan a schopnosti esterového kruhu se
Stépit, vede ke ztraté ZENu (Krska and Josephs, 2001; Schuhmacher et al., 1998). ZEN je
velice nestaly v hydroxidu sodném. Béhem zpracovani obili, nerozpustnost ZENu ve vodé
hraje dulezitou roli v redistribuci tohoto mykotoxinu v riznych frakcich jako v lepku (49-
56%), vlaknech (15-19%), v zarodcich (9-11%). Zadny nebyl nalezen ve $krobu (Bennet et
al., 1978, Laure and Ringrose, 1997).

ZEN je rychle absorbovan oralnim podanim. U mysi a potkand je ZEN vylucovan Zlu€ovou
trubici, ale u kraliki, prasat a lidi je vyluovan mo¢ovymi cestami. V in vivo metabolismu
miZe byt ZEN transformovan na a-ZOL a B-ZOL a oba mohou podstoupit redukci na zeranol
(ZAL) a taleranol (TAL). In vivo ZEN a jeho metabolity jsou konjugovany s kyselinou
glukoronovou (Kuiper-Goodman, 1987). Koncentrace kazdého metabolitu je zavisla na druhu
zvifete, ve kterém se vyskytuje, napi. u prasat je metabolizovan prevazné na a-ZOL. U
pteZvykavci je metabolizovan pievazné na B-ZOL (Jodlbauer et al , 2000) nebo rovnomérné
na a-ZOL a B-ZOL (Kennedy et al., 1998). U ¢lovéka po poziti potravin kontaminovanych
ZENem byly tyto mykotoxiny nalezeny v moc¢i jako glukuronové konjugaty ZENu a a-ZOLu
(Kuiper-Goodman, 1987).

Zearalenone byl vyhodnocen ,International Agency for Research on Cancer (IARC)* v roce
1993 a zafazen do skupiny latek, které nejsou klasifikovany jako latky ¢loveéku karcinogenni
(TARC 1993, IARC 1999). Nicméné denni maximalni tolerantni davka je 0,5 pg/kg télesné
vahy. M4 nizkou akutni toxicitu u my$i a potkani po oralnim podani - jedna davka
20000mg/kg nezpusobuje u téchto druhti smrt. Po dlouhodobéjsich vyzkumech na
experimentalnich i domacich zvifatech se ukazalo, ze ZEN je zavisly na interakci
s estrogennim receptorem. Prasata jsou na tuto latku nejcitlivéj$im druhem. Jiné studie
provadéné na mysich (krmeny 0,5 nebo 100 mg/kg ZENu) neprokézaly zadné zmény na
télesné vaze (NTP, 1982).
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ZEN byl testovan mnohymi genotoxickymi testy. Nevyvolal Zddné mutace v mitotickém
crossoveru, byl také negativni ve zkouSce mutaci eukaryotickych buniek Saccharomyces
cerevisce (Wang and Groopman, 1999), ackoliv ukazal pozitivni Skodlivy G¢inek DNA
v rekombinaénim testu u Bacillus subtilis (Ueno and Kubota, 1976), chromosomovou aberaci

u kiecka a slabé negativni u¢inky na lidskych lymfocytech.

Obr. &. 3: Cesta metabolismu zearalenonu (Kuiper-Godmann, 1987).
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o '° je jeho estrogenni ucinek, proto je
o fazen mezi endokrinni disruptory.
/ crARATENONE \ Chemické struktura ZENu a jeho

OH O y cp, OH O y cnm,
o o podobnych derivati 17p-estradiolu
Ho%on H°/©i:l\\i‘j\,u (E2), jim umozniuje kompetitivné se
prmmamoL wzamamOL vazat na estrogenni receptor (ER).
l J Napt. afinita ZENu k dé€loznimu ER
" B OH O u_cn, a ER vejcovodu je rizna u riznych
HO o HO%H zvifat a je v sestupném pofadi:
TALERANOL (6 ZEARALANOL) ZERANOL (um,;%' prase, potkan, kur (Coulombe,
‘\ / 1993). Podle zkousky proliferace
H O u cp provedené u MCF7 linie lidskych

4o nadorovych bunék rakoviny prsu

e byla relativni estrogenita (po

ZEARALANONE
srovnani s E2) nalezena u: 0-ZOL=92%, ZAL=18%, TAL=3,5%, ZON=1% a - ZOL=0,44%
(Shier et al., 2001). Vyhodnoceni estrogennni u¢innosti na in vivo modelu ryby pfineslo
vysledky okolo 50% v klesajicim pofadi a-ZOL>ZON> - ZOL (Arukwe et al., 1999).

ZEN in vivo zpisobuje u laboratornich zvifat (mys, potkan, kiecek) zmény v reprodukénim
traktu, sniZenou fertilitu, zvySeni embryo-letalni reabsorbce, zmény ve vaze nadledvinek,
Stitné zlazy a pfistitnych té€lisek, variace u hormont (estradiol a progesteron) (Williams et al.,
1989). Nejcitlivéjsimi zvifaty na ZEN jsou sviné. NejevidentnéjSimi symptomy puisobeni
ZENu jsou vidét, kdyZ jsou krmeny stravou kontaminovanou ZENem o davce 1mg/kg, ale
mohou se objevit i pfi mnohem niz§ich koncentracich pfedev§im u samic v obdobi puberty.
Typickymi symptomy ZENu jsou zarudnuti a otoky lina, otoky prsnich zlaz a mnoho
vesikularnich a cystickych folikulti na ovariich...atd. A¢koliv pfi malych davkach nebyly

patrné Zadné vnéjsi zmeény, pitva potvrdila vesikulari folikuly na ovariich. Vysoka citlivost
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k ZENu byla prokazana u samic, ale ne u samct. Prezvykavci jsou vice odolni k ZENu nez
prasata (Diekman and Green, 1992). Podobnych vysledkii bylo dosazeno podanim ZENu (od
31,25 mg/den aZ po 500 mg/den) dojnicim, kde jedinym uU¢inkem ZENu bylo zmenSeni
Zlutého téliska (Weaver et al., 1986). Ve studii ZENu na neplodnost a poklesy ve vynosu
mléka (Bloomquist et al., 1982) bylo dosaZeno zavéru, Ze tyto efekty nejsou zpiisobeny pouze
ZENem, ale i ostatnimi mykotoxiny v krmivu, a proto je nutné v experimentech pokracovat.

V soucasnosti se vyskytuje jen nékolik studii pojednavajicich o etstrogenni aktivit¢ ZENu na
¢lovéka. Vzniklo podezieni, Ze ZEN zpusobil epidemii pted¢asnych pubertalnich zmén u
malych déti v Puertu Ricu (Saenz de Roriguez, 1984) a zvySeni vyskytu pfed¢asnych telarche
(= pocatek vyvoje Zenského prsu v puberté) v jihovychodnim Mad’arsku (Szuetz et al., 1997).
S rostoucimi informacemi o nezadoucich uéincich mykotoxint rostou i regulaéni omezeni
téchto latek. V letech 1987-1997 doslo k uplatnéni téchto limitl u 35% stati. Ve vétsiné
evropskych zemi je stanoven limit pouze pro mykotoxiny alfatoxin a ochratoxin a jen malo
zemi ma ,,nulovou toleranci“ téchto latek. JelikoZ mykotoxiny jsou pfirodnimi toxikanty, je

tézké vyvarovat se jich v krmivu a potravé (FAO, 1997).

V praci na my$ich byl u samic zpozorovan vyskyt jaternich nadord (Pohl-Leszkowicz et al.,
1995). ZEN a jeho metabolity zplisobily poSkozeni DNA v rekombinacnich testech s Bacillus
subtilis. Zen byl negativni ve zkouSce mutace eukaryotickych buriek s Saccharomyces
cerevisae i se Salmonella typhimurium. Nékteré DNA adukty byly nalezeny u samic
v ledvinach a jatrech po podani ZENu (davka 2 mg/kg). Po 10denni studii byl celkovy pocet
DNA adukti v téchto organech 17+(-)5 adukti /10° nukleotidd. Tyto vysledky potvrzuji
genotoxicitu ZENu a jeho schopnost vyvolat nadory na jatrech, spiSe nez nadory pohlavnich
organd, u mysi.

Ve studii na potkanech (Kiang et al., 1978) byl popséan pozitivni ué¢inek ZENu a jeho derivatt
na cytosol a jaderné receptory v déloze. ZEN soutézil s estradiolem o jeho misto uchyceni na
receptorech cytosolu, zpuasobil translokaci receptorti cytosolu do jadra a zvysil pocet

jadernych receptort.
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1.4.3. Bisfenol A
Identifikaéni informace:
CAS ¢islo: 80-05-7

SYNONYMA: 4,4 -isopropylidendifenol, bis(4-hydoxyfenyl)methylmethan, bis(4-
hydroxyfenyl)propan, bisfenol, 4,4 -bisfenol A, dian, 4,4 -dihydroxydifenyldimethylmethan

atd.

Fyzikalni a chemické vlastnosti:
Sumarni vzorec:C;sH;¢0;
Molekulova hmotnost: 228,29

Popis latky: bilé nebo snéd¢i (zlutohnédé) krystalky nebo vliocky

Hustota: neni dostupna (N/A)
Bod tani: 153-156°C (Lenga, 1987)
Bod varu: 220°C (Lenga, 1987)

Riskantni (chronické) vlastnosti: bisfenol A (BPA) mulze byt toxicky pfijimanim potravy,

dychanim nebo absorpci kizi. Pisobi jako drazdidlo a pfi zahtivani uvoliiuje toxické vypary

CO a COa.

Reaktivnost: je neslucitelny se silnymi oxidanty, se silnymi bazemi a kyselymi chloridy a

anhydridy (Lenga, 1985).

Stalost: je staly za normalnich laboratornich podminek.

Symptomy pusobeni: zahrnuji drazdéni o¢i, nosu, hrdla, kize, sliznice a hornich cest

dychacich. Mize zptsobit kychani, precitlivélou pokozku, zrudnuti pokozZky a otoky.

Obr. ¢. 4: Chemicka struktura BPA (Gregory et al., 2008).
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Bisfenol A je intermediatem pii vyrobé
polymerti, pryskyfic, polykarbonati,
antioxidantl, barviv atd. Je také
pouzivan k vyplni zubd (plomby).
Primarnim zdrojem vyskytu BPA jsou
emise pfi  vyrobé epoxidovych
pryskyfic, polykarbonéatti a
polysulfonovych pryskyfic.
Nejpravdépodobnéj§i cesty vyskytu



k této latce je inhalaci a koznim kontaktem ¢lovéka pfi vyrobé. Kdyz je BPA vypousten do
pidy, ma malou mobilitu a pfi Gniku do atmosféry se rozptyluje na malé Eastecky.

Bisfenol A je zndm svymi estrogennimi u¢inky jiZ od roku 1938. Je uveden v EPA a ve World
Wildlife Foundation jako modifikujici endokrinni chemikalie. Vyskytuje se pfi vyrobé
polykarbonatli. Polykarbonaty se objevuji pfi konzervovani, takze S$tava z konzervované
zeleniny obsahujici BPA miize u ¢lovéka zpusobit rakovinu prsou (Keith et al., 1997).
Pouziva se jako natér (povlak) v kovovych konzervach proto, aby se pfedeslo kontaktu mezi
kovem a potravinafskym obsahem. Dale se vyuziva jako uméla hmota v potravinaiskych
obalech, pro vyrobu regalt v lednicich, détskych lahvi, vratnych obalt od dzusid, mléka atd.
Ma své vyuziti také v elektrotechnice jako kompaktni disky, elektrické spotiebi¢ atd.
(Gregory et al., 2008). Po podavani BPA potkanim byla u jejich jejich mlad’at (samci)

nalezena zmen$ena varlata a redukovany pocet spermii (Keith et al., 1997).

NTP (= National Technology Program) v roce 1982 se zabyval vyzkumem BPA a publikoval
praci nazvanou ,,Technical report on the carcinogenesis bioassay of bisphenol A in F344 rats
and B6CRF1 mice“. V této 103 tydenni studii pouzili skupiny 50 potkant obojiho pohlavi a
krmili je stravou obsahujici 0, 1000 nebo 2000 ppm BPA. U vSech skupin potkanii, kde byla
latka podavana po dobu 5 tydni, se sniZila jejich télesna vaha srovnanim s kontrolami. Tento
ucinek vsak nebyl zpozorovan po 12 tydennim uzivani. Redukovana vaha byla povazovana za
Skodlivy ucinek BPA. Ve stejné studii (NTP) pouzili mysi (samce) 50/skupinu a krmili je
stravou obsahujici 0, 1000 nebo 5000 ppm a dale mys$i (samice) 50/skupinu a podavali jim 0,
5000, 10000 ppm bisfenolu A. U samci (5000 ppm) a samic (5000 a 10000 ppm) se sniZila
jejich télesnad hmotnost. U 1000 a 5000 ppm u samcti doslo ke snizeni po¢tu mnohojadernych
velkych hepatocytl. Tento ucinek nebyl povazovan za Skodlivy a je u mys$i popisovan jako
NOAEL (= No Observed Adverse Effect Level). Pfedpokladany potravni faktor je u mysi
0,13, coz odpovida dévce 130 mg/kg/den. Protoze LOAEL (= Lowest Observed Adverse
Effect Level) 50 mg/kg/den u potkant je nizsi neZ 130 mg/kg/den u mysi, NOAEL u mysi
nemtiZe byt povazovan jako zaklad pro RfD (= Reference dose for chronic oral exposure).
LOAEL 50 mg/kg/den u potkanti, nejniz$i davka pouzitd i u ostatnich druhti v chronickych
studii, byla vybrana jako zaklad pro chronicky ustni RfD.

Plsobeni jedné latky nemusi byt stejné u riznych druhl Zivocicht, napf. u mysi byla davka
1250 mg/kg/den asociovana s fetotoxicitou (plodova) a matefskou toxicitou, ale nezptisobila

Zadny dutlezity nartist malformaci (Keith et al., 1997), zatimco u potkant davka mensi nebo
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rovna 1280 mg/kg/den nebyla $kodlivd a nezplsobila Zadné malformace u plodu (NTP,
1985a). Outbredni linie mysi (CD1) je znama vysokym stupném reprodukce, obvykle 12-13
mlad’at na samici (= primérna velikost vrhu). Tato outbredni linie byla pouZita ke dvéma
experimentim (AnLab Ltd., Praha). Prvnim bylo zjistit u¢inek BPA na narozené potomky. Ve
ttech generacich CD1 mysi byly porovnavany pocty narozenych mladat dvou
experimentalnich skupin (podavany davky BPA 2 a 20 ppb) s kontrolnimi skupinami. U
skupiny mysi, kde byly podavany davky 2 ppb BPA, doslo ke sniZeni poctu narozenych
mladat. U druhé skupiny mysi (20 ppb BPA) nedoslo k ubytku mlad’at, naopak u tieti
generace my$i doSlo k naristu (cca 15-16 mlad’at/samici). Dal$im experimentem bylo zji§téni
ucinku BPA na sam¢i reprodukéni organy. Vaha varlat u experimentalnich a kontrolnich
skupin byla srovnatelna. Na druhé strané histologické obrazky varlat (u skupin s 2 ppb BPA)
ukazaly patologické zmeény, jako poSkozeni semennych tubul ve varlatech, sniZeni
spermatogeneze atd. Histologické obrazky experimentalni skupiny (20 ppb BPA) a kontrolni
skupiny byly srovnatelné. Vysledky u outbredni linie my$i (CD1) po podavani dvou davek
BPA (2 a 20 ppb) byly paradoxni, nizs$i davka méla vyssi vliv na in vivo reprodukci a stav
spermii, nez vyssi davka (Peknicova et al., 2002). Tento mozny efekt (t.j. vy$si odpovéd na
nizkou koncentraci nez na vyssi) je znam z endokrinologie, v praxi ukazuje na zvys$ené riziko
pasobeni ED latek s nizkou koncentraci.

V soucasnosti existuje méné zprav o BPA v odpadnich vodach nez o chemickych latkach jako
estrogeny a alkylfenoly. Koncentrace BPA v povrchovych vodach je nizs$i nez v odpadnich
vodach. Koncentrace v odpadnich vodach byla detekovana v rozmezi < 0,001-1 pg/l. Po
ptipocteni odpadnich vod vypousténych ztovaren, vzrostla jeho koncentrace na 8 pg/l.
Piedpoklada se vSak, ze v povrchovych vodach je BPA dobie biologicky rozkladatelny
(Staples et al., 1998, Klecka et al., 2001).

Anaerobni biotransformace BPA nepfinesla Zadné ztraty BPA pfi rozdilnich podminkach
(napf. za podpory methanu, redukci siranem, redukci Fe** atd.) po jeji 162 denni inkubaci.
Tim se navrhlo, Ze BPA by se mohl akumulovat v bezkyslikatych sedimentech. (Voordeckers
et al., 2002).

BPA je méné€ ucinny jako estrogenni agonista nez alkylfenoly. U samce pstruha duhového
byla LOEC mezi 40 a 70 pg/l (Lindsholst et al., 2000). U stfevle potocni 16 pg/l BPA po 164
denni expozici snizila poCet zralych spermii u sexualné zralych samcti (Sohoni et al., 2001).
Vseobecné vyssi koncentrace BPA maji za pfi¢inu negativni reprodukéni u€inky. U samce
halan¢ika ryZovistniho byla zpozorovana inhibice ristu gonad s LOEC 640 pg/l a jejich
degenerace (Sohoma et al., 2001).
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1.4.4. Rtut

Identifika¢ni informace:

CAS cislo: 7439-97-6

SYNONYMA: mercury, quick silver (anglicky), mercurio (italsky a $pané€lsky), mercure
(francouzsky), quicksilber (n€émecky), hydrargyrum (latinsky)

Fyzikélni a chemické vlastnosti: Rtut’ je jediny kov, ktery je za normalnich podminek tekuty .
Je pomémé Spatnym vodiCem tepla, ale dobrym elektrickym vodi¢em. Rtut' snadno tvofi
slitiny (amalgamy) skoro se v§emi béZnymi kovy, véetné stiibra, hliniku a zlata. Se Zelezem
vsak slitinu netvofi. BéZnym oxida¢nim stavem je +1 a +2, vyjimecné se vyskytuje ve stavu
3+.

Vzorec: Hg

Molekulova hmotnost: 200, 59 (EPA, 1991)

Popis latky:

Bod tani: -38,8°C (EPA, 1991)

Bod varu: 357°C (EPA, 1991)

Riskantni (chronické) vlastnosti: jed pfi vdechovani, lepta kizi, oci, sliznice. Rtut je
experimentalni tumorigen a teratogen. U ¢lovéka miZe zpisobit zmény v reprodukci a
mutageneze. Vyrazn€j§i ufinky maji vypary rtuti na centrdlni nervovou soustavu, na
jednotlivé organy i celé organové soustavy (Sax et al., 1989).

Reaktivnost: rtut’ mize explodovat po kontaktu s 3-brompropinem, alkyny + stfibrnymi
perchlore¢nany, ethylenoxidem, lithiem atd. Pary rtuti prudce reaguji s chemikaliemi jako
acetylenové slouCeniny, chlor, chlordioxide, methyl azid, amoniak atd. Reaguje také
s ostatnimi kovy (hlinik, vapnik, sodik, rubidium atd.) (Sax et al., 1989).

Stalost: je stala za normalnich laboratornich podminek, ale velice lehce vytvafi slitiny
(amalgam) s mnohymi laboratornimi a elektrickymi kovovyni pfistroji a zptsobuje jejich
korozi.

Symptomy pusobeni: pary rtuti mohou zpusobit kasel, bolest na hrudi, nespavost, tfes,
hore¢ku, unavu, zrudnuti oéi a pokozky, bolesti Zaludku, ztratu vahy, dychaci problémy atd.
(NIOSH, 1990).

Limity koncentraci rtuti a jejich slou¢enin v ovzdusi pracovist v CR:

rtut’: PEL (= Permissible Exposure Limit = pfipustny limit expozice) — 0,05 mg.m>, NPK — P
(= nejvy$si piipustna koncentrace chemické latky v pracovnim ovzdu$i) — 0,15 mg.m'3 ;

alkylslougeniny rtuti: PEL — 0,0l mgm> NPK — P - 0,03 mg.m'3, anorganické a
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arylslougeniny rtuti: PEL - 005mgm®, NPK - P - 0,15mgm®
(http://www.irz.cz/latky/rtut_a_sl).

Jiz velice dlouho je znamo, Ze tézké kovy jsou jedny z mnohych faktord, které narusuji
endokrinni systém organismi. Bylo dokazano, Ze tézké kovy jako napf. Cd, Cu, Pb, Hg
mohou vSechny negativné ovlivnit fungovani varlat i jejich endokrinni funkce stejné jako
ostatni endokrinni systémy. Rtut’ (Hg) je pfitomna v atmosféie ve formé elementarniho plynu.
Vznikd uvoliovanim ze zemské kiry prostiednictvim sopek a poté se odpafovanim z oceanti
dostava do atmosféry. Dale se do Zivotniho prostfedi dostava lidskou €innosti jako soucast
prumyslovych emisi pfi t€Zbé olova, médi a zinku. VétSina emisi rtuti je antropogenniho
pivodu. Priblizn¢ 80% rtuti uvoliiované lidskou €innosti je emitovano do vzduchu ve formé
kovové rtuti (Hylander a Meili, 2003). V mistech té€Zby je voda ve velké mife kontaminovana
Hg. Z atmosféry pronika rtut’ do biosféry — dostava se do organismu Zzijicich ve vodé a do
pidy (Swain et al., 2004; Fitzgerald et al., 1998). Takto uloZena anorganicka rtut’ je
organismy jako jsou bakterie (ale i fytoplakton a plisné) methylovana, tim se anorganicka rtut’
pfeménuje na organickou ve formé monomethylhydrargyrum a miZe se bioakumulovat do
potravniho fet€ézce — organicka rtut’ se muze hromadit v potravnich fetézcich, zatimco
anorganicka rtut’ do potravniho fetézce nevstupuje. Nejvyssi obsahy organické rtuti v téle se
nachazeji u mofskych ryb, vysoké koncentrace rtuti mohou obsahovat i houby. Naopak,
akumulace v rostlinach neni pfili§ vysoka. (St. Louis et al., 2005). Methylhydrargyrum je
povéazZovana za vice toxickou nez elementarni rtut’ a naruSuje endokrinni systém ryb i savcl
(Wester a Canton, 1992, Dufresne a Cyr, 1999, Homma-Takeda et al., 2001).

Toxicita jednotlivych sloucenin rtuti je zavisla pfedev§im na jejich rozpustnosti ve vodé.
Z tohoto pohledu jsou nejvice rizikové sloudeniny dvojmocné rtuti Hg*". Naopak toxicita
samotné elementarni rtuti je prakticky nulova, protoZe jen obtizné vnika do organickych tkani.
Mnohem $kodlivéjsi jsou jeji pary, které se vSak do ovzdusi dostavaji velmi pomalu (bod varu
rtuti je 357 °C). Pary rtuti jsou téz8i neZ vzduch a proto se mohou hromadit v $patné
odvétravanych nize poloZenych oblastech. Zvlasté nebezpecné jsou organokovové slouceniny
rtuti, které se mohou snadno dostat do Zivych tkani a to napfiklad i pouhym stykem
s pokoZkou.

Neékteré organické slouCeniny rtuti se vyuzivaji v zemédé€lstvi hlavné jako fungicidy. Rtut’ ma
Siroké pole uplatnéni. Pouziva se primarné na vyrobu prumyslovych chemikalii, v elektronice
a elektrotechnice. Malé elektrické ¢lanky obsahujici rtut se casto pouzivaji napf.

v naslouchacich pfistrojich, kamerach, hrackach, malych pfenosnych radiopfijimacich,
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kalkulackach, méficich pfistrojich, detektorech koufe a radiomikrofonech. Svitidla s obsahem
rtuti (zéafivky, rtutové lampy) maji vysSi svételnou ucinnost neZz klasické Zarovky
s wolframovym vldknem. PouZivaji se pro vnitini i vnéjsi osvétleni, v promitacich pfistrojich
a v reflektorech, ve zdravotnictvi, laboratofich, pfi fotografovani apod. Elementarni rtut’ se
pouziva jako népli teplomérd a tlakoméri na méfeni atmosférického tlaku. Dobré elektrické
vodivosti rtuti se obfas vyuziva ke konstrukci sklopnych spina¢l elektrického proudu.
Znacné pouziti ma rtut’ také pii vyrobé amalgamu, napf. zubaiského amalgamu. Tvorby
amalgamu se zlatem se vyuziva pfi t€zbé zlata z rud o vysoké kovnatosti. Velkym problémem
tohoto zpisobu tézby je fakt, Ze dochazi ke kontaminaci Zivotniho prostiedi vysoce toxickou
rtuti. Sodikovy amalgdm vznika pfi elektrolyze chloridu sodného s pouzitim rtutové katody a
déle se pouziva k vyrobé hydroxidu sodného a plynného chloru. Rtut’ se pouZiva také jako
katalyzator pti vyrobé uretanové pény a antrachinonu. Nékteré 1éky (diuretika, antiseptika,
dermatologika) obsahuji rtut’ nebo jeji slouCeniny. Byva obsazena jako antibakterialni a
fungicidni pfisada v natérovych hmotach, vyskytuje se i v mazacich olejich. Rtut’ naléza
uplatnéni v analytické chemii. V polarografii se vyuziva rtutova elektroda, ¢asto pouZivanou
referen¢ni elektrodou je kalomelova elektroda (z chloridu rtutnatého). Dal$i uplatnéni naléza
kalomel v gravimetrické analyze platinovych kovi, kde pusobi jako selektivni redukéni
¢inidlo. Chlorid rtutnaty (sublimat) byl dfive pouzivan jako soucast jedd na hlodavce a
k mofeni obili. Fulminat rtutnaty (azid rtuti) je znam jako tfaskava rtut. Tato sloucenina

slouzi k vyrobé pyrotechnickych rozbusek (http://www.irz.cz/latky/rtut_a_sl).

Mnohé studie dokazaly negativni efekt rtuti na savce a ryby in vivo. Ve studii ptuisobeni
téZkych kovli (mezi nimi i rtut’) na Zlutého okouna (Perca flavescens) v té€zici oblasti Rouyn-
Noranda, Quebec, se ukézalo, Ze ryby v téchto mistech mély méné vyspé€lé pohlavni organy,
porusené Zabry a epitely Stitné zlazy (Levesque et al., 2003).

Negativnimu u¢inku rtuti se nevyhne ani lidsky organismus. Vliv rtuti na zdravotni stav
lidského organismu je jednozna¢né negativni. V jedné znich se provadélo elektronické
méieni intenzity tfesu té€la u 26 pracovnikd (po vystaveni rtuti) v riznych podminkach
(vyroba zafivek, produkce acetaldehydu, chloralkanu). Dokazalo se, Ze u téchto pracovniki
doslo ke zvySeni tfesu. Intenzita tfesu zavisela vice na délce vystaveni organismu rtuti nez na
jeho véku (Fawer et al., 1983). V obdobné studii se studovaly u€inky ptisobeni vyparu rtuti pii
vyrob€ chloralkanu. U pracovniki, ktefi byli ve styku se rtuti byla primérnd hladina rtuti
vkrvi 10 pg/l a vmoci 17 pg/l. Vyskytly se i jiné problémy jako poruchy paméti a spanku,

zvySeni unavy, zmatenosti a rakovina plic (Piikivi and Hanninen, 1989).
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Negativni vliv rtuti na organismus zévisi na jeji ddvce a na délce jeji expozice. Zubafi, ktefi se
¢asto dostanou do styku se rtuti ve formé amalgamu, jsou také vystaveni jejimu riziku. Jak
vSak bylo prokazano, zavisi na fyzickém stavu zubafe, jeho véku a na po¢tu amalgamovych
plomb, které provedl. Prokazaly se u nich jen malé zmény, oproti délnikiim v tovarnach, jako
poruchy koncentrace, koordinace a paméti (Ngim et al., 1992). Rtut’ je tedy kumulativnim
jedem a zorganismu se dostdva jen pozvolna. Koncentruje se pfedevSsim v ledvinach a
v mensi mife i v jatrech a sleziné. V ledvinach miZze setrvat az desitky let. Pravé ty jsou pii
chronické otravé rtuti nejvice ohrozZeny. Projevy chronické otravy byvaji ¢asto nespecifické —
od studenych koncetin, vypadavani vlasl, pfes zazivaci poruchy, rizné neurologické a
psychické potize az po zavaZzné stavy jako napf. chudokrevnost, revmatické choroby ¢i
poskozeni ledvin. Chronicka expozice také miiZe zpusobovat vypadavani zubu, vyrazky,
svalovy ties, ztratu paméti, zmény v chovani a poskozeni mozku a centralni nervové soustavy.
Pfi jednorazové vysoké davce rtuti se dostavuji bolesti bficha, priijmy a zvraceni. Rtut’ mlize
mit také vliv na plodnost. Organické slou€eniny rtuti zptsobuji poSkozeni mozku a nervové
soustavy. Nejohrozenéj$i skupinou jsou kojenci a nenarozené déti. Pfiznaky otravy jsou
nasledujici: poruchy feci, sluchu, chiize a periferniho vidéni, naruseni koordinace pohybt a

svalova slabost (http://www.irz.cz/latky/rtut_a_sl).

Negativni u€inky rtuti byly také zkoumany na zvifatech. Potkanim, kterym byly podavany
injekéné davky 0,1 ml rtuti se objevily nadory v oblasti pobfisnice . Bylo to zpozorovano jen
u potkant, ktefi byli v pfimém kontaktu se rtuti. Objevily se také komplikace u ledvin, ale
nena$ly se zadné nadory na ledvinach (Druckrey at al., 1957). V jiné studii se srovnavaly
negativni uéinky pary rtuti po ¢tythodinové inhalaci s u¢inky rtuti po intravenozni injektaci.
Pokus byl proveden na potkanech, kralicich a opicich. Mé&filo se vychytavani a distribuce rtuti
v jejich mozcich. Rtut’ se akumulovala v mozku po inhalaci v 10x vyssi koncentraci nez po
injektaci. Tyto vysledky ukézaly, Ze rtut’ je nejnebezpecnéjsi v plynné formé a to u viech
zkoumanych druht (Berlin et al., 1969).

Pfi vyzkumu pusobeni rtuti na fertilitu potkanti, se neprokazaly zadné abnormality ve vyvoji
plodu. Pouze se zvysila imrtnost narozenych mlad’at, jejichz matky byly vystaveny ptsobeni
rtuti. Vys$$i imrtnost byla pravdépodobné zptusobena poruchami laktace. Dale se ukézalo, Ze u
samic potkanti po dlouhodobéjsi inhalaci plynné rtuti doslo k prodlouzeni doby plodnosti.
Prodlouzeni této doby plodnosti (cyklu fije) bylo zpisobeno negativnimi u€inky rtuti na jejich

centralni nervovou soustavu (Baranski a Szymczyk, 1973).
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2. CiL PRACE

Béhem nékolika poslednich desetileti narista pocet informaci o tom, Ze fada béznych latek,
které se vyskytuji v pfirodé¢ maji estrogenni aktivitu, a mohou negativné ovliviiovat kvalitu a
vyvoj pohlavnich organti, gamet a tim sniZovat reprodukci ZivoCichi véetné ¢lovéka. Mezi
tyto kontaminanty patfi pravé endokrinni disruptory. Tyto latky maji estrogenni &i
antiandrogenni povahu. Jak jiz bylo popsano, patfi mezi né¢ xenoestrogeny, fytoestrogeny i
antiandrogeny. Tyto EDs rady napodobuji nebo interferuji s ¢innosti endogennich hormonti a
tim naruSuji rovnovéhu potifebnou ke spravnému vyvoji funk&nich gamet a reprodukénich
organtl.

Mij projekt bude srovnavat vliv vybranych latek na dva modelové organismy — savce a ryby.
Bude testovan vliv téchto latek na reprodukci a vyvoj reprodukénich parametri (vyvoj gonad,
stav spermii) a expresi genid regulyjicich spermatogenesi in vivo (savci, ryby) a prubéh
kapacitace a akrosomalni reakce spermii in vitro (savci).

Pro studie budou pouzity metody histologické a molekularni biologie, biologicka i
biochemickd funkéni analyza kvality spermii (s pouZitim monoklonalnich protilatek proti
intra-akrosomalnim a jinym vybranym proteinim spermie).

Specifické ikoly tohoto projektu jsou:

1) Analyza multigenera¢niho u¢inku vybranych ED na reprodukci in vivo a reprodukéni
parametry my$i ovlivnénych v obdobi prenatalnim a pubertalnim.

2) Analyza dvougenerac¢niho u€inku vybranych ED na reprodukci in vivo a reprodukéni
parametry ryb.

3) Funkéni analyzy kvality spermii podle spermatologickych parametri s vyuZitim
specifickych monoklonélnich protilatek proti proteinim po pusobeni ED u obou skupin
modeli — savec a ryba.

4) Kvantitativni genové exprese specifickych genti ve vyvijejicich se gonadach po vystaveni
ED.

5) Srovnavaci analyza zmén na gonadach a zarode¢nich burikach.

Projekt je navrzen na praci ve dvou blocich podle pokusného zvifete — mys$i a rybi model.
Mym udkolem bylo zjistit co nejvice informaci o struktufe a vlivu vybranych endokrinnich
disruptort na fertilitu mysi, ryb popt. i jinych zvitat véetné ¢loveéka (viz. 1.4.)

Byly provedeny piedbézné pokusy na okounu fiénim (Perca fluviatilis L.) s dvéma EDs a to

se rtuti (Hg) as bisphenolem A (BPA).
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3. MATERIAL A METODY

Experimentalni zvirata

Mysi model: CD1 (ICR) outbredni linie mys$i s vyssi heterozygositou a vy$§im poétem mlad’at
(12-13 mléad’at/samici/vrh). Experimenty budou probihat v Biotechnologické tustavu v.v.i.,
Akademie véd CR v Praze.

Rybi model: samci (mli¢4ci) okouna ti¢niho (Perca fluviatilis L.) dospivaji ve 2-3 roku Zivota.
Okoun fi¢ni, jako vSechny druhy naSich sladkovodnich kostnatych a chrupavcitych ryb, patii
mezi ryby tzv. oviparni tzn., Ze k osemenéni a oplozeni dochazi ve vnéj$im prostiedi.

Obr. &. 5: Obrazek okouna fi€niho (Perca fluviatilis L.) (Linhart, 2004).

Okoun fi¢ni se
vyznafuje  mezi
rybami nejvetsi
plodnosti.

K reprodukci
dochézi pii teploté
vody od 12-15 °C
v obdobi mésice

dubna. Pri

jednordzovém vytéru spermatu samce o hmotnosti 80-150 g ziskdvame 1-3 ml spermatu
s koncentraci spermii na urovni 40x10° vml spermatu (Linhart, 2004). Spermie okouna
ficniho jsou aZ do kontaktu s vnéj$im prostfedim nepohyblivé a jejich pohyb je vyvolan
kontaktem s vodou ¢i aktivacnim médiem. Spermie kostnatych ryb a rovnéZ okouna nalezi
mezi tzv. ,aqua“ spermie s kulovitou hlavi¢kou bez akrozomu. Okouni spermie patii u ryb
k t¢m nejmens$im, hlavicka ma délku 1,5 um a bi¢ik 25-30 pm s nepatrnou stfedni Casti.
Pohyb spermii je velmi kratky a to pouze 15 az 20 s a s rychlosti pohybu na trovni 200 pm/s
(Linhart, 2004). Dynamicky pohyb je zavisly na iontové urovni aktivaéniho média ¢i vody,
kdy vépnik a draslik je limitujici pro dobu pohybu spermii a jejich trajektorii (drdhu a smér)
pfi osmotické koncentraci na urovni 100 mOsmol/kg (Alavi et al., 2009). Okoun fi¢ni se stal
pokusnym zvifetem diky své schopnosti chovu v uzavienych podminkéch, idealni velikosti
(chov v akvariich), extremni plodnosti, jednoduché manipulovatelnosti a citlivosti spermii na

kvalitu aktiva¢nich medii vyznadujici se zménou doby, rychlosti, trajektorie a frekvence
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pohybu spermii, véetné¢ zmény amplitudy pohybu bi¢iku. Experimenty se uskutecnily a budou

dale probihat na Jiho€eské univerzité, ve Vyzkumném ustavu rybaiském a hydrobiologickém,

laboratoti fyziologie reprodukce ve Vodrianech.

Experimenty na rybim modelu — okounu fi¢nim

Pfiprava samcu okouna k vytéru

Celkem byl ptipraveno 20 samct v telotnim rezimu 17 ©C po dobu 14 dnti a k vytéru

pouzito 8 samci 0 hmotnosti 125 + 49g.

Odbér spermatu okouna fi¢niho

Ptipraveni a narkotizovani mli¢aci k odbéru spermatu byli osuseni v misté¢ pohlavniho

otvoru. Sperma bez pfimisenin mo¢i ¢i vody bylo odebirdno jednordzovou odbérovou

stiikatkou o objemu 5 ml. Odebrané sperma bylo uchovavano na ledu pfi 0 ©C pro

experimenty v prib&éhu 12 h.

I Color
CCD Video Camera SONY
; SSC-DC50-AP
E]
-
4

Chadwick - Helmuth

- 3 -\ , strobex lamp 8440
4

Microscope Olympus BX$0

with dark-field Condensor

i o v

Time Code and Titles Generato:
ELVIA

Video Monitor SONY
PVM 145E

DVD Video Recorder
SONY DV'O-1000MD

-~
Remote Control Uit ' ™~
SONY SVRM 100A

Obr. & 6: Schéma aparatury
pro  vyhodnoceni  motility
spermii (Linhart et al., 2002).

Redéni spermatu a hodnoceni

pohyblivosti spermii

Pohyb spermii byl pozorovan v
mikroskopu Olympus BX 50 se
suchym kondenzorem
vytvarejici tmavé pole a
objektivem Planachromat 20x,
apertury 0,50 se
stroboskopickym svétlem (viz
obrazek, Linhart et al., 2002).

e Predfedéni spermatu

Z divodu vysoké koncentrace
spermii a nasledné

synchronizace motility spermii

bylo sperma okouna pfediedéno imobiliza¢nim roztokem (IR) (KUROKURA 180:180 mM
NaCl; 2,68 mM KCIl; 1,36 mM CaCl,.2H,0; 2,38 mM NaHCO3 v destilované vodé¢, pH 8,0;
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osmolalita 343 mmol/kg, Rodina et al., 2004), tzn. roztokem, ktery neaktivoval pohyb spermii
a to v poméru 1:50 a uchovavano na ledu pfi 0 °C. Cilem piediedéni bylo ziskani moZnosti
vnést s imobilizaénim roztokem do semenné plazmy pfislusny polutant (rtut’ atd.), sperma
pfipadné inkubovat a dosdhnout takové koncentrace spermii, ktera umozni individualni
posuzovani pohybu spermii, tak aby na monitoru bylo maximalné¢ do 100 pozorovanych
spermii.

e Aktivace pohybu spermii

Piedfedéné sperma o objemu 0.25 pl s IR a experimentalnim polutantem bylo napipetovano
do 50 pl aktivaéniho média (AM, fedéni 1:200) (50 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8) na
podloZnim skle umisténém na stolku mikroskopu. Aktivace obvykle probihala ihned po
predfedéni spermatu a dale po 3, 6, a 24 h inkubace v IR s experimentalnim polutantem.
Findlni fedéni spermatu, v¢etné predfedéni tak pfedstavovala pomér 1:10000. K zabranéni
adhese spermii na podloZznim skle bylo pfidano do AM 0,1 % bovine serum albumin (BSA).
Pohyb spermii byl pozorovan v oteviené kapce (bez kryciho skla), pfenasen a zaznemavan od
10 s po jejich aktivace, tzn. maximalné do 20-50 s, a to spolu s vnitinim ¢asem viditelnym na
monitoru za pomoci 3 CCD video kamery (SONY DXC-970MD, Japan) s frekvenci

blikajiciho stroboskopického svétla na Girovni 50 Hz.

Procento a rychlost pohybu spermii

Pfi vyhodnocovani zaznamu zaznamenané na DVD SONY DVO 1000MD zafizeni byla pro
zjisténi rychlosti spermii méfena pozice nasnimanych hlavi¢ek spermii z postupnych
videosnimkid analyzovanych v uréitém Case po aktivaci s kumulaci péti snimkt s ¢asovym
odstupem 0,12 s (odstupem tii snimku, zaznam 25 snimki/s) analyzou obrazu (verze 4.0.1.
pro Windows od Olympusu se specialni aplikaci od Olympusu C&S, CR). Akumulované
snimky byly uméle obarveny a to prvni snimek Cervené, dalsi tfi zelené a paty snimek modte.
Z vytvoiené trajektorie byl na zdkladé Casu a délky vyhodnocena automaticky rychlost
pohybu. Procento pohyblivych spermii bylo odvozeno opét poloautomaticky z poskladanych a
obarvenych snimku, kdy c¢ervené body vzdy znamenaly pohyblivé spermie a bilé body
spermie nepohyblivé. Bilé¢ body vznikaly u nepohyblivych spermii a to z efektu RGB, tedy

vzéajemného poskladani barev ¢ervenych, zelenych a modrych bodl u nepohyblivych spermii.

Amplituda kmitu biéiku

Z pofizenych zaznamid bude analyzou obrazu z jednotlivych snimkd v zavislosti na Case
vyhodnocena vy$e amplitudy bi¢iku + od stfedni roviny a poéty amplitud v délce bic¢iku.
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Frekvence pohybu bi¢iku

K méfeni frekvence pohybu bi¢iku byla vyuzita stejna mikroskopickd technika
stroboskopickym svétlem Chadwick-Helmut se sefizenym svételnym rezimem stabilizujici
synchron sinusoidy bi¢iku. Vysledna frekvence pohybu bi¢iku byla manualné zapisovana z
displeje stroboskopické lampy a pfedstavuje frekvenci pohybu biciku, tzn. Hz/s, v uréitém

obdobi po aktivaci motility.

Experiment 1: PFima (velmi kradtka) expozice HgCl; a BPA v aktivacnim médiu se spermiemi

HgCl; rozpustény v 20 mM KUROKURA 180 byla napipetovan do AM na podloZnim skle na
stolku mikroskopu s nasledujici findlni koncentraci HgCl;, a to 0,313; 3,13; 31,3; 62,5; 125;
250 a 500 puM (0,085; 0,85; 8,5; 17; 34; 68 and 136 mg/l) a nasledné piidano prediedéné
sperma v objemu 0,25 pl s IR.. Do BPA rozpusténé v 20 mM dimethylsulfoxid (DMSO) a to
v koncentracich 1; 0,5; 0,25; 0,125 mM bylo pfidano jako u rtuti predfedéné sperma
v objemu 0,25 pl s IR. HgCl; a BPA tak ve svém dusledku ovlivnily pouze spermie ve fazi

motility. Jako kontrola slouZilo sperma ptediedéné IR aktivované v AM bez EDs.

Experiment 2. Dlouhodoba inkubace spermii s HgCl, a BPA

HgCl, rozpustény v20 mM KUROKURA 180 byla napipetovan do IR s vytvofenim
koncentraéni fady 0,313; 3,13; 31,3; 62,5; 125; 250 a 500 uM (0,085, 0,85; 8,5; 17; 34; 68
and 136 mg/l). BPA rozpustény v 20 mM dimethylsulfoxid (DMSO) byl nepipetovan do IR
s vytvofenim koncentra¢ni fady 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 mM. Nasledné bylo pfidano sperma to
v poméru 1:50 mezi spermatem a IR s rtuti (BPA) a kontrolovan pohyb spermii v ¢ase 0 (tzn.
ihned po smiseni spermatu s HgCl, nebo BPA) a dale po 3, 6 a 24 h inkubace spermatu
s HgCl, (BPA) pti 0°C. Kontrola spocivala v inkubaci spermii v IR bez HgCl, a BPA
s aktivaci pohybu spermii po smiseni s aktivacnim roztokem (v nultém case), 3, 6 a 24 h.

HgCl, a BPA tak ve svém disledku ovlivnily neaktivni spermie v dob¢ jejich inkubace.

Experiment3: Viiv HgCl; na morfologii spermii

Sperma dlouhodob¢ inkubované v HgCl, v riznych koncentracich (313; 3,13; 31,3; 62,5; 125;
250 a 500 uM) bylo v ¢ase inkubace 0, 3, 6 and 24 h nafixovéano 2,5% glutaraldehydem s 0,1
M phosphatovym pufrem a uloZeno pii 4°C do identifikace zmény morfologie skenovacim a
transmisnim elektronovym mikroskopem. Jako kontrola slouZilo sperma bez HgCl; s fixacii
ve stejné inkubacni ¢asové fadé. K postfixaci byl pouzit oxid osmicely. Dehydratace vzorku

probéhla v acetonové fad¢.
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Vzorky pro skenovani elektronovy mikroskop (SEM) byly déle:
e suSeny metodou kritického bodu pomoci dryer pelco CPD 2 (Ted Pella, Inc., Redding,
Calif.),
e pfilepeny na kovovy ter¢ik
e pozlaceny pomoci SEM Coating Unit E5100 (polyfon Equipment Ltd., England)
e pozorovany Jeol 6300 SEM s CCD kamerou (JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japan)
Vzorky pro transmisni elektronovy mikroskop (TEM) byly dale:
e zality do pryskyfice Polybed 812,
e fezany na ultratenké fezy ultramikrotomem Leica UCT (Leica Mikrosysteme Gmbh,
Austria),
e Kkontrastovany uranylacetdtem a citratem olova,
e pozorovany Jeol 1010 TEM (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)
Snimky se vyhodnocovaly analyzou obrazu Olympus Microlmage software (verze 4.0.1. pro

Windows; PSenicka et al., 2008)

Experiment 4: Vliv HgCl, na urovent ATP ve spermiich

Uroveii ATP byla hodnocena v zavislosti na okamzitém vlivu HgCl, na spermie i na zakladé
inkubace spermatu s HgCl, po dobu 3, 6 a 24 h. Byl pouzit roztok 25 mM HEPES, 10 mM
magnesium acetate, 2 mM EDTA, 3 mM azidu sodnyho, pH 7,75 vobjemu 5 ml a ve
zkumavce zahtaty ve vodni lazni na 95 °C. Po dosaZeni bodu varu bylo do zkumavek pfidano
50 upl spermatu s IR, ptipadné HgCl, a opét zahfato do bodu varu po dobu 2 min. Nésledné
byly obsahy zkumavek centrifugovany po dobu 15 min pfi 15000 rpm a supernatant
uchovavan pH -80°C az do méfeni ATP v nmol ATP/10°spermii na luminometru

Bioluminescence Assay Kit CLS II. (Boryshpolets et al., 2009).

Experiment 5: Frekvence pohybu biciku u spermii dlouhodobé inkubovanych v HgCl,

K méfeni frekvence pohybu bi¢iku byla vyuZita stejna mikroskopickd technika
stroboskopickym svétlem Chadwick-Helmut se setizenym svételnym reZimem stabilizujici
synchron sinusoidy bi¢iku. Vysledna frekvence pohybu bi¢iku byla manualn€ zapisovana z
displeje stroboskopické lampy a pfedstavuje frekvenci pohybu bi¢iku, tzn. Hz/s, v ur€itém
obdobi po aktivaci motility. Experimentalné byla srovnana frekvence pohybu bi¢iku mezi

kontrolou (tzn. sperma vIR) a spermatem inkubovanym po dobu 6 h v0,0313 mM
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koncentraci HgCl,. Dana koncentrace byla zvolena zamérné, nebot’ pfi vizudlnim hodnoceni

dand koncentrace nevykazovala rozdil s kontrolou. Chtéla jsem tuto skute¢nost potvrdit.

Experiment 6: Demembranace a reaktivace spermii po pFimé (velmi krdtka) expozici v HgClI,

Dva pl nefedéného spermatu byly pfidany pfi 0 °C do 50 pl demembranaéniho média (DM)
obsahujici 20 mM NaCl, 0,5 mM Ethylendiamintetractové kyseliny (EDTA), 1 mM
Dithiothreitol (DTT), 20 mM Tris HCI pH 8,2; 0,04 % Triton X-100. Po 30 s pii 0 °C, 2 ul
demembranovanych spermii bylo pipetovano a pfidano pfi pokojové teploté (18-20 °C) na
podlozni sklo do 50 pl reaktivaéniho media (RM = 20 mM NaCl, 1 mM DTT, 20 mM Tris
HCI, pH 8,2; 1 mM MgCl,, 2 mg/ml BSA a 1 mM ATP, vanadate free z Boehringer).
Pfitomnost BSA byla dilezita pro prevenci kontaktu spermii s podloZznim sklem. Pfidani 50-
200 pM cAMP a to jak do DM nebo do RM nebylo dulezité pro iniciaci motility (Linhart et
al., 2002.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

Ze zaznamu neaktivovanych spermii je patrné, Ze spermie maji velmi malou kulovitou
hlavi¢ku s riznorodou délkou bic¢iku spermii. Pro ucely experimentu bylo pouzito od samci,

viz obrazek B, které se vyznacovalo homogennosti v délce biciku.

Obr.¢. 7: Ukazka nepohyblivych spermii okouna u samce A a B, které nebylo a bylo pouzito

k experimentu.

Z velkého mnozstvi vzorkii a DVD zaznamu prozatim byly u okouna fi¢niho vyhodnoceny
kontroly procenta motility spermii a rychlosti pohybu. Procento motility spermii u kontroly
ptedstavovalo po 10 s po aktivaci uroven 95 % s rychlosti 200 pm/s s postupnym poklesem
rychlosti az do 60 ¢i 90 s. Doba pohybu spermii u okouna ve vodé obvykle nepfesahuje 20 s
(Linhart, 2004). Prodlouzeni pohybu bylo zptsobeno pouzitim AR. Dale byly vyhodnoceny
vysledky frekvence pohybu bi¢iku s vlivem HgCl, nebo BPA, v&etné kontroly, tedy spermii
neosetienych HgCl, (BPA). Rovnéz doslo k prvotnimu vyhodnoceni kontroly spotieby ATP

pii aktivaci pohybu spermii.

Za prvotni vysledky lze povazovat nalezeni Grovné hrani¢ni toxicity, pti kterych se spermie:
a) nepohybovaly v pfipad¢ smiseni HgCl, nebo BPA s AR, tzn. kdy pfimo polutanty
ovlinily mechanismus motility spermii,
b) pfi dlouhodobé inkubaci v IM s BPA nebo AR po dobu 3-24 h, kdy HgCl, a BPA

ovlivnily neaktivni spermie v dob¢ jejich uchovani.
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Experiment 1: PFimd (velmi krdtkd) expozice HgCl; a BPA v aktivacnim médiu se
spermiemi

Vliv HgCl,

Hodnoty koncentrace 0,25 mM HgCl; a vySe neaktivovaly pohyb spermii. NiZ§i koncentrace
a to 0,125 mM zpusobily kratkodoby pohyb na urovni 30 s motility, oproti 60 s. Jeste
koncentrace 0,0625 mM ovlivnila dobu pohybu, ktery se zkratil na 45 s. Koncentrace 0,0313
mM neovlivnila dobu pohybu spermii. Dosazené vysledky pfimého vlivu HgCl, na pohyb
spermii jsou o néco vys$i nez dosahla Look et al., 2000 u pstruha duhového. Z potizenych

zaznamu nebyla patrnad zména amplitudy bi¢iku v hodnotach koncentrace HgCl, 0,0625 mM.

Vliv BPA

Hodnoty koncentrace 0,5 mM BPA a vyse ovlivnily dobu pohybu spermii. Pohyb spermii se
zkratil oproti kontrole, kdy spermie v kontrole vykazovaly 60 s, v BPA 45 s. U ryb nejsou
znamy zadné piedchozi vysledky. Z potizenych zdznamu byl patrny vyrazny néartust amplitudy
bi¢iku v hodnotach koncentrace BPA 0,5 mM. Znamena to, Ze BPA pravdépodobné ovliviiuje

samotny mechanismus pfenosu energie ve vazbé na funkci mikrotubuld ve stfedni Casti

bi¢iku.

Experiment 2: Dlouhodobd inkubace spermii s HgCl; a BPA

Vliv HgCl,

Hodnoty koncentrace HgCl, 0,0625 mM pfi inkubaci se spermatem po dobu 3-24 h ovlivnily
spermie tak vyznamné, Ze po nafedéni AR nedoslo k aktivaci spermii. Niz§i koncentrace a to
0,0313 mM zptsobily kratkodoby pohyb na urovni 30-45 s motility, oproti 60 s v kontrole.
Koncentrace 0,00313 neovlivnila dobu pohybu spermii. DosaZené vysledky pfimého vlivu
duhového a ukazuji na vysokou citlivost spermii okouna a celého pohybového aparatu biciku,
véetni stfedni ¢asti.

Vliv BPA

Hodnoty koncentrace BPA 0,5 mM a vyse ovlivnily dobu pohybu spermii. Pohyb spermii se
zkratil oproti kontrole, kdy spermie v kontrole vykazovaly 60 s, v BPA 45 s. U ryb nejsou

znamy zadné predchozi vysledky.
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Experiment3: Vliv HgCl; na morfologii spermii
Vzorky nafixované vriznych c¢asech aktivace jsou prozatim uloZeny v ledni¢ce pro
elektronovou mikroskopii, kterou provedu ve spolupraci s Hadim Alavim, Azadeh Hatef a

Martinem Pgeni¢kou — doktorandy VURH JU.

Experiment 4: Viiv HgCl; na uroveri ATP ve spermiich

Obdobné jako v ptipadé experimentu 3 jsou vzorky zafixovany a uloZeny pfi -80 °C. Pouze se
podafilo vyhodnotit Groveri ATP u kontrolnich spermii v zavislosti na motilit¢ spermii.
Z vysledk u kontroly bylo patrné, nativni neaktivované sperma obsahovalo 43.9 nmol
ATP/10°spermii. Po 10 s od aktivace dolo k dramatickému sniZeni ATP na troveti 10 nmol
ATP/10%spermii a po 60-90 sse urovei ATP stabilizovala na 7 nmol ATP/10°spermii,
pficemZ se pohyb spermii zastavil. Lze se domnivat, Ze v pfipad¢ ovlivnéni mechanismu
pfenosu a distribuce ATP v bi¢iku dojde k vyraznému ovlivnéni dyneinovych ramen a tim

frekvenci vinéni bi¢iku (Cosson et al., 2008).
Obr.¢. 8: Schéma pri¢ného fezu struktury bic¢iku (Cosson et al., 2008).

Experiment 5: Frekvence pohybu
bi¢iku u  spermii dlouhodobé
inkubovanych v HgCl,

Srovnavala jsem frekvenci pohybu
cenvas  DIClku mezi kontrolou (tzn. sperma
v IR) a spermatem inkubovanym po
3‘4‘;'" dobu 6 h v0,0313 mM koncentraci
HgCl,, viz obazek ¢. 9. Z prubéht
kiivek je patmé, Ze koncentrace

HgCl, na urovni 0,0313 mM

singlet
microtubule

negativné ovlivnila frekvenci vinéni bi¢iku a tim pravdépodobné i vlastni motilitu. Je tedy
mozZné se domnivat, Ze i tato koncentrace ma negativni vliv na cely mechanismus bi¢iku.
Rovnéz vysledek ukazuje na moznost jednoduchého vyuziti daného parametru k posuzovani

toxicity latek.
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Obr. ¢&. 9: Graf zavislosti frekvence bi¢iku na pohybu spermii po aktivaci. Kontrola — ¢erna

ktivka, HgCl, 0 koncentraci 0,0313 mM - ervena kiivka.
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Experiment 6: Demembranace a reaktivace spermii po piimé (velmi krdtkd) expozice v
HgCl,

HgCl; rozpustény v 20 mM KUROKURA 180 byl napipetovan do reaktivacniho média (viz
metodika) a sledovan pohyb spermii. Obdobné jako u spermii s membrinou u
demembranovanych spermii koncentrace HgCl, na turovni 0,25 mM HgCl, a vySe
neaktivovaly pohyb spermii. NiZ§i koncentrace a to 0,125 mM zpusobily pohyb pouze 50 %
spermii, oproti kontrole, kde se pohybovaly vSechny spermie. Jest¢ koncentrace 0,0625 mM
ovlivnila procento pohybujicih se spermii. Koncentrace 0,0313 mM neovlivnila mnoZstvi
pohyblivych spermii. Tyto pfedbézné vysledky odhadované pfimo 2z monitoru, budou
potvrzeny ¢i vyvraceny analyzou z DVD zaznamu. Je tedy mozné konstatovat, Ze HgCl,
pfimo ovliviiuje vlastni mechanismus ¢innosti mikrotubult bi¢iku a neovliviiuje pohyblivost

spermii prostfednictvim permeability membrany.
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S. SOUHRN

Piedbézné vysledky ukazuji, ze endokrinni disruptory, jako rtut’ a BPA, negativné ovliviiuji
v ur¢itych koncentracich pohyb spermii okouna fi¢niho. P¥imou expozici HgCI, o koncentraci
0,25 mM v aktivacnim roztoku nedoslo k aktivaci pohybu spermii. Niz$i koncentrace a to
0,125 mM zpisobila aktivaci pouze kratkého pohybu spermii na Grovni 30 s motility, oproti
60 s u kontroly. Koncentrace 0,0313 mM HgCl, jiz neméla negativni vliv na dobu pohybu
spermii. Hodnoty koncentrace 0,5 mM BPA a vySe po kratkodobé expozici ovlivnily dobu
pohybu spermii. Pohyb spermii se zkratil oproti kontrole, kdy spermie v kontrole vykazovaly
60 sa v BPA 45 s. Pfi pouziti BPA byl patrnéjsi vyrazny nartst vysky amplitudy bi¢iku
oproti kontrole. BPA pravdépodobné ovliviiuje samotny mechanismus pfenosu energie ve
vazbé na funkci mikrotubuld.

Po dlouhodobé inkubaci spermatu okouna fiéniho v HgCl, o koncentraci 0,0625 mM po dobu
3-24 h nedoslo k aktivaci spermii. Niz§i koncentrace a to 0,0313 mM jiz zpusobila
kratkodoby pohyb na urovni 30-45 s motility, oproti 60 s v kontrole. Koncentrace 0,00313
neovlivnila dobu pohybu spermii. Pfi dlouhodobé inkubaci spermii okouna fi¢niho s BPA o
koncentraci 0,5 mM a vySe se pohyb spermii zkratil oproti kontrole, kdy spermie v kontrole
vykazovaly 60 s a v BPA 45 s.

Z vysledkt vlivu HgCl, na urovenn ATP ve spermiich doSlo po 10 sod aktivace
k dramatickému sniZeni ATP na troveri 10 nmol ATP/10%spermii, oproti nativni kontrole s
43,9 nmol ATP/10°spermii. Po 60-90 sse urovei ATP stabilizovala na 7 nmol
ATP/10°spermii, pfi¢emz se pohyb spermii zastavil.

Vyhodnocenim frekvence pohybu bi¢iku u spermii dlouhodobé inkubovanych v HgCl; po
dobu 6 h v 0,0313 mM koncentraci HgCl, jsem zjistila, Ze koncentrace HgCl; na této Girovni
po 30 spohybu spermii okouna sniZila uroven frekvence vinéni 10-12 Hz a tim
pravdépodobné ovlivnila rychlost pohybu spermii.

U demembranace a reaktivace spermii po pfimé expozice v HgCl, zpisobila koncentrace
0,125 mM pohyb pouze u 50 % spermii, oproti kontrole, kde se pohybovaly vSechny spermie.
Jest¢ koncentrace na urovni 0,0625 mM negativné ovlivnila procento pohybujici se spermii.
Koncentrace 0,0313 mM nem¢éla vliv na pohybujici se spermie. Je tedy mozné se domnivat,

Ze rtut’ pfimo ovliviiuje vlastni mechanismus ¢innosti mikrotubula bi¢iku.
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SEZNAM ZKRATEK

AM-= aktivaéni médium

AR= androgenni receptor

ATP= adenosintrifosfat

BPA= bisfenol A

BSA= Bovine Serum Albumin= hovézi sérovy albumin
cAMP = cyklicky adenosin-3"5"-monofosfat

CAS-= registracni cislo ED

DDT= dichlordifenyltrichlormethylmethan

DES= diethylstilbesterol

DM= demembranacni medium

DMSO= dimethylsulfoxid

ED= endokrinni disruptor

EDTA= ethylendiamintetraoctova kyselina

ER= estrogenni receptor

FHB= Fusarium head blihgt= hlavickova plisen

HEPES= 4-(2-hydroxyethyl)1-piperazinethansulfonova kyselina
Hg= rtut’

HgCl,= chlorid rtut'naty

TARC= International Agency for research of Cancer

IR= imobiliza¢ni roztok

LOAL= Lowest Observed Adverse Effect Level= nejnizsi pozorovany
neZadouci ucinek na Grovni

LOEC= Lowest Observed Effect Concentration= nejnizsi koncentrace s
pozorovanymi efekty

NOAL= No Observed Adverse Effect Level= zadny pozorovany nezadouci
uc¢inek na urovni

NTP= National Technology Program

PBC= polychlorované bifenyly

PEL= Permissible Exposure Limit= pfipustny limit expozice
PVC= polyvinylchlorid

Ppb= parts per billion= jedna miliardtina

Ppm= parts per million= jedna miliontina

RGB-=red, green, blue

RM= reaktiva¢ni médium

SEM-= skenovaci elekronovy mikroskop

TAL-= taleranol

TEM= transmisni elektronovy mikroskop

VIN= vinklozolin

ZAL= zeranol

ZEN= zearalenone

a ZOL, B ZOL= a — zearalenol, P - zearalenol



