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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effeuft copper on the bovine sperm motility and
viability of the cells isolated from the cell lirtld295R. In a more detailed analysis we examined
how the concentration or toxic doses of copper5(6225; 250; 500; 1000 pM.fl chosen by us
affects the parameters during different time peviofiin vitro cultivation. We compared the control
group (physiological solution without copper) withe experimental groups (exposed to different
concentrations of CuS®H,0). The motility was determined using the SpermiotiSM CASA
system. At time Ohrs, the highest motility 90.3@.22% was detected in the control group. In the
experimental groups the bovine sperm motility daseel significantly (P<0.001) in comparison
with the control. All chosen concentrations of cepmhibited the monitored indicator during all
time periods. The second analysed parameter waeth@ability, which was determined by MTT
Cell Proliferation Assay. After a 48-hour-cultivaiti with CuSQ.5H,O we proved that the cell
viability decreased proportionally to the increastoncentration of this essential trace elemerit. Al
concentrations reduced significantly (P<0.001) slievival of these cells. The decrease in the
viability was already found at the minimal coppencentration of 62.5M Cu.mi* and it was
73.96+10.39%. The lowest cell viability was detecé the highest concentrations of copper (500
uM.ml* and 1000 pM.ml™), which was probably caused by the high toxicity these
concentrations and the cell was no longer ableesist them. These concentrations may lead to
reproductive toxicity, which can be strongly refist in the process of spermatogenesis.
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UvoD
Tazké kovy resp. stopové rizikové prvky sifme diskutovanou témou, nakio svojimi (Einkami
pbsobia na Ziwdsne systémy resp. na reprodukciu. Mnohé z nicbmtd extrémne citlivom

procese vyvolavaju subfertilné a infertilné stavy.

V s&asnej dobe sa do popredia zaujmu vyskumudzgeaaj esencialny stopovy prvok ako die
ktorda ma mimoriadny vyznam pre organizmus v radeymatickych, aktivénych a regulénych
procesoch. V organizme je rozhodujuca pre sprawmkihog aktivneho centra mnohych
enzymovych systémov (cytochromoxidaza, diaminoxdésperminooxidaza) (Gaetke a Chow,
2003) a vyznéuje sa vysokou antioxidaou aktivitou (Cu/Zn superoxiddizmutaza) (Agarwahk,
1990). Redukuje oxidaé procesy a spotrebu glukézyym znizuje alebo zastavuje pohyblivos
spermii (Skandhan, 1992). Prave motilita spermieginou zo zékladnych selakych kritérii na
hodnotenie kvality ejakulatu. Energia potrebna fergo pohyb sa akumuluje v mitochondrialnej
posve htika, ktora sa ziskava Stiepenim ATP. Ak sa spojesxngénny zdroj energie, a rychlo sa
zmetabolizuji vlastné energetické zasoby, spermi&natkomcase odumiera (Breuer a Wells,
1977). Tento vyznamny biogénny prvok zohrava padétallohu aj v spermatogenéze, ktora
predstavuje extrémne komplikovany proces vyvojakgsSpecializovanej safej pohlavnej bunky.
Podlieha svojim zakonitostiam, a je mimoriadne &émma na rézne vplyvy, ktoré jtahko narusia.
Oster a Salgo (1979) nazilg Ze na potléenie spermatogenézy maju vyrazny vplyv chelatové

komplexy medi.

Mb6zeme poznameiriaze me na jednej strane pdsobi ako esencidlny prvok pganizmus,
pricom na opaénej strane je jej pdsobenie vo vysokych koncerdadtiaz toxické (Lukéet al.,
2007). Toto poznanie predue vyskum v danej oblasti a umnge odhali jej negativne
pbdsobenie na subcelularnej a celularnej GroPngjavy jej toxického &inku su zavislé od davky
expozicie ako aj od typu buniek, ktoré poSkodz#javéc et al., 1997). Na Specifikaciu toxického
inku medi sme v experimente pouzili bunky Z’me stabilnej bunkovej linie H295R, ktora je
derivovana Zudského karcindmu kory nadobibk (Gazdar et al., 1990; Staels et al., 1993; eharv
a Everett, 2003). Linia disponuje kompletnou sadkllicovych enzymov potrebnych
k steroidogenézediakacomu je vémi dobre sledovana interferencia xenobiotik v paarkachin
vitro (Sanderson, 2006, Hecker et al., 2007). Cytotgxig&inok tohto stopového prvku sme
sledovali prave v tychto bunkach, néko sa vyzn&uji menSou senzibilitou k cytotoxicite

v porovnani s ostatnymi bunkovymi liniami (Gazdeale 1990; Sanderson et al., 2002).

V slvislosti s tymito spominanymi skdtms’ami sme v naSej predkladanej practaisli vplyv
medi na motilitu bovinnych spermii a Zivotaschophsiniek vyizolovanych z bunkovej linii
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H295R. V detailnejSej analyze sme skumali, ako wgly nami stanovené koncentracie resp.

toxické davky medi na sledované parametrgapadznej dobin vitro kultivacie.

MATERIAL A METODIKA
1 Biologické materialy
1.1 Bovinné spermie

Na analyzu motility sme pouzili ejakulaty pohlavdespelych plemennych bykov (n=10), ktoré
boli ziskané rutinnymi metédami z insemingj stanice bykov. Hodnotené vzorky museliiap
zékladné kritéria kladené pre dany druh hospodbmskevieraa. Cerstvy ejakulat sa ziskaval
odberom do umelej vaginy valcovitého tvaru. Nastethol spracovany v laboratériu, kde bolo
vykonané zéakladné vySetrenie a Standardne postmtgesn (ml), koncentracia (x 10nl?) a pH
pod’a Gandika et al., (1992). Po spracovani sa ejakulatyilriBiologickym roztokom (sodium
chloride 0,9 % w/v, Bieffe Medital, Italia) v p@re 1:40 resp. v zavislosti od hustoty ejakulatu.
Ako kultivatné médium sme pouzili fyziologicky roztok, do ktecésa s roznymi koncentraciami
(62,5; 125; 250; 500; 1000 uM.H)l aplikovala me& vo forme CuSQ@5H,O (Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA). Kontrolna skupina predstavovalaty fyziologicky roztok bez pouzitej medi.
Nasledne sa spermie spolu so semennou plazmous(aiig’ ejakulatu) a méou kultivovali pri
laboratérnej teplote (22 °C).

1.2 Andrenokarcinémové bunky

Na stanovenie zivotaschopnosti buniek bola pouiitiska bunkova liniu adrenokarcinémovych
buniek H295R ziskana od ATCC (American Type Cul@Dadlections, Manassas, VA, USA), ktora
bola zmrazena a uskladnena v tekutom dusiku (-096d® vykonania analyZPred samotnym
experimentom boli bunky ztejto linie rozmrazengizelované, kultivované pdd protokolu
Hilscherova et al. (2004) a paséazované I'potfleckera et al. (2006). Akonahle sme dosiahli
poZadovany p&et bunkovych suspenzii, tak sme nariedili vyslelloacentraciu t.j. 200 000-300
000 buniek/ml. Takto pripravené bunky sa nechaltikavat’ v CO, inkubéatore (37 °C, vihkej
atmosfére 95 %, 5 % GPpo dobu 24 hodin, aby doSlo k ich opatovnémuagristiu na dno
kultivacnych platnéiek. Po tejto inkubécii sme kultivtaé médium vymenili za nové, obsahujice
uz me’ vo forme CuSQ5H,O (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA), ktord sme rozplist
v kultivagnom médiu a zriedili na pozadované koncentréci¢5(6225; 250; 500; 1000 pM.HL
Takto pripravené nariedené roztoky sa naslednealpridbunkam, ktoré presli 48-hodinovou
kultivaciou v CQ inkubatore (37 °C, vihkej atmosfére 95 % \odua 5 % CQ).
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2 Analytické metédy

2.1 Motilita spermii

Pain vitro inkub&cii sme zakladné parametre pre pohybovitktbovinnych spermii sledovali
pomocou systému CASA (Computer assisted/automatedners analysis) s vyuzitim
SpermVisioA™ (MiniTilb, Germany) programu s optickym mikroskopo@lympus BX 51
(Olympus, Japan). Jedna sa o systém pozostavajadiraskopu a p&tatovej zostavy, kde sa
pomocou vysokofrekvemej kamery a softwaru vykona analyza. Primarnecsiétia ukazovatele
identifikacie rychlosti pohybu analyzovanych spdrensekundarne overovanie kvality parametrov
spracovanych ejakulatov. Kvalitativne parametre.résiologické prejavy spermii sa posudzovali
ihned’ po pridani medi (Oh), ale idalSich¢asovych intervaloch (1h, 2h, 24h). V kazdej anakae
zhodnotilo 1000-1500 spermii.

2.2 Cytotoxicita

Cytotoxicitu buniek vystavenych réznym koncentratiamedi in vitro sme stanovovali
mitochondrialnym toxickym testom (MTT) ptal Mosmanna (1983). Princip tejto kolorimetrickej
metody spéiva v merani konverzie rozpustnej Zltej tetrazadiosoli (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-difenyl tetrazoliumbromid) na modrofialovy, vode nerozpustny formazan. Reakcia prebieha
za pritomnosti mitochondrialnej dehydrogenéazy migéh buniek. MnoZstvo zreagovaného MTT je
Umerné potu buniek, ktoré nam prezili (Mosmann, 1983).

MTT test sme najprv rozpustili v steriinom PBS (Bedco’s Phosphate Buffer Saline, Sigma,
St.Louis, USA) s vyslednou koncentréaciou 1,5 mg.n®@dmerna banka bola obalena alobalom,
aby sa zabranilo k pristupu svetla a uchovanéptote 4 °C. Nasledne sa bunky v mnoZstve 2x10
inkubovali v 96-jamkovych platskach (Grainer, Germany) s testovanymi koncentréciaedi

v celkovom objeme 100 pl/jamku. Po ukeni kultivacie sme pipetou dané mnoZstvo odstranili
Nasledne sa do kazdej tiéreej jamky pridalo 10 pl Zltej tetrazoliovej soli MT(Sigma, St. Louis,
USA). Po 3-hodinovej kultivacii v gikubatore (37 °C, 95 % atmosfére a 5 %, C<a
bunky aformazanové krystaliky rozpustili pridanisiiného detergentu t.j. 180 pl/jamku
okysleného (0,08 N HCI) izopropanoltim sa reakcia zastavila. Absorbancia sa determiaova
spektrofotometricky pri vinovej ldke 570 nm oproti 630 nm ptal referencie na
mikroplatnitkovom snimai ELISA Readeru (Anthos MultiRead 400, Austria).

3 Statisticka analyza

Dosiahnuté vysledky boli spracovan&ftatovym Statistickym programom GraphPad Prism 3.02
(GraphPad Software Incorporated, San Diego CaldiordSA) a pomocou MS Excel 2003
(Microsoft Corporation, USA) sme vypitali zakladné Statistické ukazovatele (aritmeticky
priemer, minimalnu amaximalnu hodnota, smerodajadchylku a variany koeficient).
Signifikantnog rozdielov medzi kontrolou a pokusnymi skupinamiabzistena t-testom na hladine
Statistickej vyznamnosti alfa = 99,99.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Experiment 1: Motilita spermii inkubovanych s maf’ou

Problematika vplyvu stopovych rizikovych prvkov pgezivaténog’ spermii je v s€asnosti vémi
diskutovanou témou. Patri k nim aj dhektora zohrava zasadnu Ulohu v procese spermaagen
a v infertilite (Aydemir et al. 2006). Sledovanyrkazovat€éom bola pohyblivos bycich spermii
resp. percentudlna motilita spermii priafiaoo za hlawkou (>5um.8), ktora sa merala po
kultivacii s melou. Vysledky tejtain vitro inkubéacie prezentujeme v tdle 1.Porovnavali sme
kontrolnd skupinu (fyziologicky roztok bez aplikaciCuSQ.5H,0) s pokusnymi skupinami
(vystavené &inku CuSQ.5H,0 s réznymi koncentraciami) v roznyéasovych intervaloch (Oh,
1h, 2h, 24h).

Na zaiatku pokusu (Oh) bola zistend v kontrolnej skupif® priemerna hodnota motility
90,30+4,22%,¢0 zarové predstavovala najvy$Siu hodnotu zo vSetkych sledpeh skupin.
V tomto ¢asovom intervale sme najvyraznejSi pokles percémjigohyblivosti v porovnani
s kontrolou, zaznamenali v pokusnej skupine A2E@411%, kde sa aplikovala najvysSia
koncentracia medi (1000 uM.MI Pri porovnani K:A, K:B a K:C sa preukazne zrdzihotilita
spermii (P<0,001). NajvySSia hodnota sledovanéhezakatéa bola detekovana v skupine
E 74,06+9,30% s pouZitim miniméalnej koncentraciedim@2,5 pM.mf). Zarove: bola skupina
Statisticky preukazna (P<0,05) v porovnanbéstiolou. Po uplynuti 60 mindtovej kultivacie
kontroln& skupina dosiahla pokles pohyblivosti sgiena hodnotu 75,53+16,26%. Pri porovnavani
pohyblivog’ bovinnych spermii 1,26+1,98% bola zaznamenanaupisk A s maximalnou
koncentréaciou medi (1000 uM.®)I ZniZena tendencia sledovaného ukazdeatmla detekovana
aj v experimentalnych skupinach B 5,53+5,16% C 3#22,96% a D 45,35+32,59. &5 tejto
kratkodobej kultivacie sa v skupine E s najnizSomdentraciou medi, dosiahla najvysSia vitalita
bovinnych spermii, a to 66,20+14,56%. Pri testowamiislosti sme zistili vysokd signifikantrtbs
(P<0,001) sledovaného ukazoudaenedzi K:A, K:B, K:C a K:D. Skupina E nebola Sstitiky
preukazna (P>0,05) v porovnani s kontrolou.
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Vplyv medi na matilitu spermiidasovom intervale Oh a 1h
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Po 120 mindtach inkubéacie so siranomdimetym (CuSQ5H,0) sme zistili stipajucu hodnotu
motility v kontrolnej skupine 83,55+8,94%0 mohlo by spdsobené tym, Ze spermie naiatku
neadekvatne spotrebovali vlastné energetické zasaiip energeticka potreba resp. metabolicka
energia, ktord deponuji vo forme ATP, vyZzaduju @imké spektrum svojich funkcii, ale
predovSetkym na podporu motility (Breuer a Well§77). V tomto ¢asovom intervale bola
zaznamenand vo vsetkych pokusnych skupinach preekazizena motilita bovinnych spermii
(P<0,001). Najvyraznejsi inhibiy (cinok bol detekovany pri najvysSich toxickych koncéaiach
medi (500 uM.mt a 1000 pM.mf), ktorych hodnoty boli pomerne vyrovnané. &lth
Zivotaschopnas bovinnych spermii, tak ako aj predchadzajici@sovych intervaloch bola
detekovand v skupine E s miniméalnou koncentraciedina to 10,72+7,52%.
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Graf 2 Vplyv medi na motilitu spermiidasovom intervale 2h a 24h

Patas dlhodobej kultivacie (24h) bola priemerna mutilkontrolnej vzorky 20,87+28,50%.
Zretd’ny bol ¢asovo zavisly pokles tohto ukazouvEev kontrolnej skupine pri porovnani
s ostatnymic¢asovymi intervalmi. Pohyblivésspermii v pokusnych skupinach bola v porovnani
s kontrolou vémi zniZzena. NajnizSiu hodnotu motility sme zaznaatiewv skupine A, ato
1,13+1,72%. Z&arovesa dokazala vysoka signifikantmio§®<0,001) percentuélnej motility medzi
kontrolou a vSetkymi pokusnymi skupinami. Podobrexperimentalnou pracou sa zaoberali
Roychoudhury a Massanyi (2008), ktory sledovalyahtistych¢asovych intervaloch (Oh, 1h, 2h)
pohybové parametre kréich spermii. Boli kultivované s Cug®H,0, ktora sa pridala k ejakulatu
v 5% roztoku a zridovala v pomere 1:1-10. V Oh bola v kontrolnej skagzaznamenana najvyssia
motilita. V pokusnych skupinach dochadzalo k vyznému (P<0,05) poklesu pohyblivosti
spermii. NajnizSiu hodnotu posudzovaného ukaz@sateaznamenali v skupine s najvySSou
koncentraciou medi. Zistenymi Gdajmi dokazali, ¥soké koncentracie mali negativny efekt na
motilitu spermii,o potvrdzuji aj vysledky nasej prace. Roychoudtairgl. (2010) svojod’alSou
experimentalnou pracou zistili, Ze uz pri konceritr4,85 pg CuS@ml?, dochadza k negativnemu
893



Mendel

Net
MENDELNET 2010
efektu vo vZahu k motilite, morfologii a membranovej integriddnozstvo medi v ejakulatoch je

u jednotlivych druhov zvierat rozdielne. Pri porawh hladin tohto stopového rizikového prvku
u réznych druhoch zvierat boli zaznamenané expetiaieych pracach Luka et al. (2007)
vyznamné medzidruhové rozdiely. Najvy$Sie mnozdbeto zistené v insemigaych davkach
krélikov (20,10+4,09 mg.kg.

Mnohé odborné prace poukazuji na negatiieky medi na spermiach aj v podmienkaich
vitro. Rozsah poSkodenosti vSak zavisi od tahicgjakulat resp. spermie su zbavené semennej
plazmy, ktora pIni ochrannu funkciu proti nepriagmn exogénnym vplyvom prostredia. Scielli
a Zinaman (1993) poukézali na fakt, Ze spermie dsmennej plazmy su senzibilnejSie na tento
stopovy prvok. Katayose et al. (2004) potvrdili @ experimentalnou pracou, ze vysSie
koncentracie medi v semennej plazme mali neprigzepyvy na pohyblivas spermii, pdom
poznamenali, Zze metabolické pochody prave zavidi@nergetickych zdrojov nachadzajicich sa
v spojovacom oddiely Bika spermie a v semennej plazme.

Tabu’ka 1 Zakladné Statistické ukazovatele motility bovitngpermii pri rdznych koncentraciach
medi v réznycldasovych intervaloch

Skupina K 62,5 125 250 500 1000
UM Cu.mt?
0h
X 90,30 74,08 711F 67,86 36,98 25,64
minimum 81,94 50,00 21,42 30,43 5,55 0,00
maximum 96,55 87,12 92,68 89,51 75,71 68,42
S.D. 4,22 9,30 23,43 17,02 21,48 22,11
CV (%) 4,68 12,56 32,95 25,08 58,09 86,27
1h
X 75,53 66,20 45,38 31,03 5,532 1,26
minimum 40,00 40,00 0,00 0,00 0,00 0,00
maximum 96,51 88,23 84,21 61,90 19,44 7,50
S.D. 16,26 14,56 32,59 22,96 5,16 1,98
CV (%) 21,53 22,00 71,86 73,98 93,36 156,98
2h
X 83,55 10,72 4,83 1,06" 0,78 0,43
minimum 57,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
maximum 96,66 30,30 19,23 4,76 4,25 2,89
S.D. 8,94 7,52 6,57 1,27 1,31 0,88
CV (%) 10,70 70,25 136,03 119,86 166,98 202,90
24 h
X 20,87 2,78 1,58 2,49 1,28 1,13
minimum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
maximum 84,78 15,38 8,33 9,09 11,11 6,06
S.D. 28,50 3,69 2,05 2,50 2,35 1,72
CV (%) 136,59 132,67 129,35 100,40 183,04 153,07

x — aritmeticky priemer, S.D. — smerodajna odchy®¥ (%) — varigny koeficient
A P<0.001° P<0.01° P<0.05
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Experiment 2: Zivotaschopnos’ buniek inkubovanych s mePou

Druhym sledovanym parametrom bola viabilita bunikigrid sme hodnotili po 48-hodinovej
kultivacii s mefou. Vychadzali sme zbunkovej linie H295R, ktord yeposlednej dobe
najuspesnejSou pouzivanou liniou pre vyskum (Heaeeteal. 2004; Hilscherova et al. 2004; Lee
et al. 2005). Cytotoxicky dinok sledovaného prvku sme stanovovali v podmiehkiac vitro
pomocou proliferaného MTT testu, ktorého zakladné Statistické ukatele prezentujeme
v tabu’ke 2. Vysledky sme vyjadrili v percentach kontr@p0%). Ako kontrolna skupina (K) nam
sluzili bunky, ktoré boli inkubované bez pritomnostedi (optickd denzita formazanu z buniek
nevystavend dinku testovaného prvku). Vo vSetkych pokusnych sikagh bola zistend vysoka
preukaznos rozdielov (P<0,001) v sledovanom ukazovateli vopaani s kontrolnou skupinou.
Prezivaténog’ buniek po inkubacii s nd®mu sme zaznamenali v grafe 3.

Stanovenie Zivotaschopnosti buniek je’'mae dolezité prein vitro podmienky. V s@asnosti sa
pouzivaju mnohé metody, ktoré zamjl, ze bunky zostanl neporuSené. V nasSej expetaimen)
praci sme pouzili kolorimetrickii metddu, zaloZena wyuZiti soli tetrazolia MTT, ktora je
redukovana mitochondriovou dehydrogenazou dastic formazanu (Mosmann, 1983).
NeporuSendsa aktivita mitochondrii je interpretovana ako sfugivotaschopnosti buniek, ktora
umoziuje bunkam redukovaetrazoliové soli. Po 48-hodinovej kultivacii s €y.5H,0 sme MTT
testom dokézali, Ze Zivotaschoptidsuniek ziskanych z Vei stabilnej bunkovej linie H295R,
nadobudala celkovo klesajucu tendenciu v porovnahbntrolnou skupinou. VSetky nami
sledované koncentracie signifikantne (P<0,001)a@ral prezivanie tychto buniek. Pokles viability
bol uz pri minimalnej koncentracii medi (62,5 pMXplato na 73,96+10,39%, padm hodnota

bola detekovana pri najvy3sich koncentraciach ngg@0 puM.mi* a 1000 pM.mt), ¢o bolo
pravdepodobne spdsobené vysokou toxicitou tychteolddktorym sa uz bunka nedokéazala
ubrant’. Tym sa nam potvrdil predpoklad, Ze dhe tychto koncentraciach poSkodzuje a znizuje
aktivitu mitochondrii, ktoré uz nedokazu zabeipenergiu potrebnl pre zachovanie Zivotnych
procesov bunky.
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Graf 3 Vplyv medi na viabilitu buniek po 48-hodinovejtidicii (MTT redukny test)

Tabul’ka 2 In vitro cytotoxicita medi na Zivotaschopribsiniek vyjadrent v % kontroly

Skupina K 62,5 125 250 500 1000
UM Cu.mt?

48 h

X 100,0 73,96 59,52 29,17 1,042 0,00%

minimum 66,67 58,33 50,00 16,67 0,00 0,00

maximum 150,0 91,67 75,00 41,67 8,33 0,00

S.D. 29,40 10,39 7,49 8,90 2,94 0,00

CV (%) 29,40 14,04 12,59 30,54 282,72 0,00

x — aritmeticky priemer, S.D. — smerodajna odchy®¥ (%) — varigny koeficient
A P<0.001° P<0.01° P<0.05

ZAVER

Z vyplyvajucich vysledkov naSej analyzy m6zeme sStatova, ze me’ v tychto sledovanych
koncentraciach negativne ovpiipwala sledované parametre t.j. motilitu spermiiadiitu buniek.

Ako stopovy rizikovy prvok pdsobi inhitie na percentualnu pohyblivospermii vo vSetkych
pbsobila z pokusnych skupin najviac stinduka, neovplyiiovala sledovany ukazovéiteyrazne.
Dosiahnuté hodnoty motility boli relativne nizkdajvyraznejSie inhildiné (&inky na celkovu
aktivitu bovinnych spermii sme zaznamenali pri l&ii najvySSich koncentracii medi (500
uM.mit a 1000 uM.mh), ¢im sa nam potvrdil ich silny toxickycinok. Sledované koncentracie
vedu k reproduknej toxicite, ¢o je dokazané v spermatogenéze. Z naSich vysledkdzeme
potvrdi’ tento negativny efekt na parametroch pohyblivesérmii.

Pri druhom sledovanom ukazovateli, Zivotaschopndsiniek priamo Umerne klesala so
zvySovanim koncentracie tohto prvku. Usudzujemepzmlo sposobené vysokou toxicitou tychto
davok, ktoré posobili deStruktivne na mitochondesp. na enzymaticky komplex, prostrednictvom
ktorého dochadzalo k tvorbe energii. Bunky uz nédek vyuzi’ tito energiu, ktora je potrebna
pre zachovanie ickinnosti. Zarové sa nam potvrdilo, Ze tieto koncentracie medi nemal
proliferatny efekt na bunku.
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Prejavy toxického &inku medi su relativne zavislé od koncentracietgmredmetomdalSich

vyskumnych prac by mali Isyaj nizSie davky, ktoré by priniesifalSie pozoruhodné vysledky
v tejto oblasti. Zaroveby sme tym ziskali ucelenejsi gald o &inku medi v pohlavnych bunkéach,
a tym aj v reprodulnom systéme. Zavery z tejto experimentalnej pracmohli by’ vyuzité ako
podkladovy materidl predals§i vyskum pri prevencii alebo &iee problémov spojenych
s infertilitou.
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