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1. Úvod 

Meiotické zrání savčích oocytů je jedinečné asymetrické buněčné dělení, během kterého 

vzniká sérií po sobě jdoucích změn plnohodnotná samičí gameta, předurčená k oplození 

a zdárnému vývoji embrya. Mezi klíčové děje, nezbytné pro úspěšný průběh meiotického 

zrání, patří například rozpad jaderné membrány oocytu po výstupu z meiotického bloku, 

epigenetické modifikace nukleozómů nebo zarovnání chromozomů do metafázní roviny 

pomocí meiotického vřetene a následné vydělení pólového tělíska. 

K negativnímu narušení funkcí reprodukční soustavy, zahrnující i proces meiotického 

zrání, může docházet vlivem toxických látek, které se vyskytují v životním prostředí a odtud 

vstupují do organizmu. Jednou z nejvýznamnějších skupin těchto exogenních chemikálií jsou 

endokrinní disruptory (EDs), které jsou schopné imitovat účinky některých endogenních 

hormonů a tím narušovat endokrinní systém, včetně hormonálně řízené reprodukční 

soustavy. Mezi látky ze skupiny EDs, významně zasahující do regulace fyziologických procesů 

reprodukce se řadí bisfenoly, které mají díky své nepostradatelné úloze při výrobě plastů 

a epoxidových pryskyřic široké uplatnění například v potravinářském průmyslu. 

V současné době patří mezi nejvyužívanější bisfenoly bisfenol S (BPS), který má řadu 

vlastností, díky nimž byl zvolen jako vhodný komponent při výrobě obalových hmot 

využívaných v potravinářském průmyslu. Je stabilní při vystavení vysokým teplotám a odolný 

vůči slunečnímu záření. Tyto vlastnosti jsou přínosné pro stabilitu materiálů a BPS díky nim 

není tak náchylný k uvolňování z těchto hmot. Zároveň to ale znamená, že je chemicky 

stabilnější a hůře biologicky odbouratelný i po průniku do organismu člověka. 

V současné době existuje jen velmi omezený počet publikovaných dat, zabývajících se 

negativními účinky BPS přítomného v organismu na reprodukci lidí. K dispozici je však 

vzrůstající počet studií prováděných v podmínkách in vitro a in vivo, zaměřujících se na 

mechanismus účinku BPS v organismu bezobratlých, ryb a savců, které potvrzují jeho 

endokrinně disrupční účinky a negativní vliv na reprodukci tak, jak je tomu u jiných bisfenolů. 

V této práci jsme jako experimentální model zvolili myš (Mus musculus), která je 

z důvodu svého rychlého generačního cyklu vhodným modelem pro studii transgeneračních 

efektů a prase (Sus scrofa), často využívané jako biomedicínský model. 
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2. Literární rešerše 

2.1. Oogeneze 

Oogeneze je složitý děj, při kterém z původních primordiálních zárodečných buněk 

(primordial germ cells – PGCs) vznikají sérií změn zralé, oplozeníschopné pohlavní buňky – 

oocyty, které jsou nezbytné pro úspěšnou reprodukci savců, včetně člověka. Ústřední role 

oocytů v biologii je doložena i slavným výrokem „Omne vivum ex ovo“ – veškerý život z vejce, 

který je připisován Williamu Harvey (Exercitationes de Generatione Animalium, 1651). 

Proces, označovaný jako oogeneze, začíná u savců již v ranné fázi prenatálního vývoje 

a lze jej rozdělit do tří po sobě jdoucích fází – fázi množení, růstu a meiotického zrání 

(Wassarman and Albertini, 1994). 

2.1.1. Množení oogonií 

Vývoj pohlavních buněk samic savců začíná již v raném embryonálním vývoji a je 

ukončen až v dospělosti, v období zástavy pohlavní aktivity samice. Na počátku oogeneze, 

v proximálním epiblastu embrya, dochází k selekci skupiny buněk, která utvoří populaci 

potenciálních prekurzorů zárodečných buněk. Tato populace dále pasivně migruje k povrchu 

žloutkového váčku a začleňuje se mezi entodermální buňky v blízkosti allantois. Zde dochází 

k druhému cyklu molekulární selekce, po níž zůstává vyčleněna skupina buněk, které lze již 

identifikovat jako prekurzory zárodečných buněk, neboli PGCs. PGCs poté rychle proliferují 

a migrují přes žloutkový váček a zadní konec endodermu na kaudální konec embrya, 

následně již pomocí améboidních pohybů migrují přes dorzální mezenterium na budoucí 

místo primitivních gonád – genitální lišty (Wylie, 1993; Picton et al., 1998; Richardson and 

Lehmann, 2010). Kolonizace genitálních lišt probíhá těsně po tom, co tyto struktury vznikají 

z centrálního mezodermu a probíhá determinace somatického pohlaví (Boowles and 

Koopman, 2007). Aktivní pohyb určitým směrem, který PGCs vykazují v posledním úseku 

migrace, je dán jejich schopností reagovat na chemotaktické podněty. Tyto podněty 

vyvolávají látky (chemokiny), které jsou vylučovány přímo ze základu gonád a mimo navádění 

PGCs zároveň ovlivňují jejich mitotickou aktivitu. PGCs díky tomu mění svůj tvar a stávají se 

méně pohyblivými (Hurk and Zhao, 2005). Migrace PGCs je u prasete zahájena 18. den 
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embryonálního vývoje a vstup do genitální lišty je uskutečněn 26. den (Takagi et al., 1998). 

Oproti tomu u myšího embrya je migrace PGCs zahájena již 9. den vývoje a k dosažení 

genitální lišty dochází u většiny PGCs 11. den (Ewen and Koopman, 2010). Po usídlení 

v základu gonád ztrácejí PGCs schopnost pohybovat se úplně (Picton et al., 1998). Dochází 

k diferenciaci PGCs v oogonie, které jsou již pohlavně determinovány a začínají se intenzivně 

mitoticky dělit (Picton et al., 1998; Bowles and Koopman, 2007). 

Časový interval, během kterého se oogonie mitoticky dělí, je druhově specifický. 

Nejvyššího počtu oogonií je u prasete dosaženo přibližně 50. den embryonálního vývoje, 

přičemž mitotickou aktivitu oogonie vykazují až do 7. dne po narození (Hunter, 2000; Kanitz 

et al., 2001). Oogonie myší jsou mitoticky aktivní již od 11. dne po oplození a nejvyšší aktivity 

dosahují den 13. K ukončení mitotického dělení dochází 14. den vývoje v souvislosti 

s pohlavní diferenciací gonád. Po ukončení mitotického dělení je počet oogonií konečný, po 

zbytek prenatálního a postnatálního života jedince už k dalšímu množení zárodečných buněk 

nedochází (Ewen and Koopman, 2010). Toto obecné dogma o konečném počtu oogonií je 

rozporováno tzv. teorií postnatální obnovy oocytů, která bude popsána níže. 

Zahájení meiotického zrání je asynchronní a je uskutečněno ještě v průběhu 

prenatálního období (u prasat mezi 35. – 40. dnem embryonálního vývoje, u myší 13. – 16. 

den vývoje), kdy během posledního mitotického dělení dochází k finální replikaci DNA 

a k tvorbě vrstvy pregranulózních buněk, obklopující spolu s bazální membránou zárodečnou 

buňku. Následně zárodečné buňky, nyní již nazývány oocyty, vstupují do profáze prvního 

meiotického dělení (profáze I), která je dále členěna do 5 – ti po sobě jdoucích fází. Jsou jimi 

leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakineze. V průběhu těchto fází dochází 

k postupné kondenzaci chromozomů, jejich homolognímu párování a tvorbě bivalentů, mezi 

nesesterskými chromatidami dochází ke crossing – overům, tedy ke vzniku genetických 

rekombinací. Místa, ve kterých došlo k překřížení chromatid, se nazývají chiasmata a jsou 

viditelná až do pozdní profáze (Hurk and Zhao, 2005; Ewen and Koopman, 2010; Cohen and 

Holloway, 2015). V poslední fázi profáze I dochází k oddálení rekombinovaných chromozomů 

a k zastavení meiózy v I. meiotickém bloku. Zárodečná buňka se od této chvíle označuje jako 

primární oocyt ve stádiu zárodečného váčku – GV (germinal vesicle – zárodečný váček) 

(Wassarman and Albertini, 1994; Hunt and Hassold, 2008). Jelikož je oogeneze prasat i myší 
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asynchronní, na vaječnících plodu se mohou vyskytovat v určité fázi vývoje jak mitoticky 

aktivní oogonie, tak meiotické oocyty (Bielanska – Osuchowska, 2006). 

Teorie postnatální obnovy oocytů 

Již v roce 1921 Pearl a Schoppe citovali "základní biologickou doktrínu“, že během 

postnatálního života savčích samic nemůže docházet k žádnému zvýšení počtu primárních 

oocytů nad rámec těch, které byly původně vytvořeny při vzniku vaječníku. Tato koncepce  

byla upevněna jako dogma v roce 1951 (Zuckerman) ve studii, která kriticky zhodnotila 

a účinně rozptýlila jakoukoli studii, která byla v rozporu s přesvědčením, že savčí samice mají 

během perinatálního období konečnou a neobnovitelnou zárodečnou rezervu. 

Předpokládalo se, že ačkoli samčí pohlaví si udržuje zárodečné kmenové buňky (GSC – 

germinal stem cells) pro spermatogenezi i během dospělého života, u samičího pohlaví 

v postnatálním vývoji neexistují kmenové buňky, které by se podílely na obnově pohlavních 

buněk. Počet oocytů pak klesá během postnatálního života prostřednictvím mechanismů 

zahrnujících apoptózu (Zuckerman, 1951). 

Ačkoli toto dogma přetrvávalo více než 50 let, studie Johnson et al. (2004) později 

poskytla důkazy zpochybňující platnost této doktríny, která představuje jeden 

z nejzákladnějších pilířů reprodukční biologie. Johnson et al. (2005) ve své studii popisují jako 

potenciální zdroj zárodečných buněk pro obnovu oocytů kostní dřeň. Podle Bukovski et al. 

(2004) probíhá na vaječnících obnova zárodečných buněk díky přetrvávající přítomnosti 

primordiálních kmenových buněk, což může kompenzovat atrézii velkého množství folikulů 

a zajistit jejich relativně stálé množství v průběhu pohlavního života samice. 

2.1.2. Růst oocytu 

Pro získání schopnosti vystoupit z I. meiotického bloku a obnovit meiotické zrání, 

musí oocyt nejdříve podstoupit takzvanou „růstovou fázi“. Během růstu dochází ke 

kvalitativním i kvantitativním změnám buněčných kompartmentů oocytu a biochemickým 

změnám v cytoplazmě (Eppig et al., 1996; Hyttel et al., 1997). Typická je intenzivní 

transkripce, translace a syntéza a příjem makromolekul, které jsou v oocytu skladovány. Dále 

probíhá syntéza nových organel a modifikace organel stávajících. Tyto změny jsou nezbytné 

pro růst, vývoj a zrání oocytu a zároveň slouží jako zásoba informací a materiálu, potřebná 
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pro první období po oplození, před reaktivací embryonálního genomu (Schultz et al., 1979; 

Wassarman and Albertini, 1994). 

Vlivem nárůstu syntézy mRNA a rRNA dochází v růstové fázi k přestavbě jádra oocytu, 

které se zvětšuje a jadérko nabývá kompaktnější podoby. Spolu s akumulací rRNA roste 

i množství ribozómů v polyzómech i množství polyzómů samotných, na kterých probíhá 

proteosyntéza z mRNA (Wassarman and Albertini, 1994; Picton et al., 1998; Hurk and Zhao, 

2005). Pro regulaci uchovávání mRNA je důležitá polyadenylace (prodlužování poly – A konce 

mRNA) a deadenylace (zkrácení poly – A konce mRNA) (Reyes and Ross, 2016). Určité 

transkripty jsou syntetizovány pro okamžité použití, u jiných ale dochází k deadenylaci. To 

vede buď k jejich odbourání, nebo jsou určeny pro následné skladování. Skladování probíhá 

v ooplazmě v ribonukleových proteinech (ribonucleoproteins – RNP), nebo v RNA granulech. 

Transkripty skladované v RNP se nespojují s ribozomy, naopak dochází k asociaci 

s maskovacími faktory. Díky tomu nedochází k jejich okamžité translaci (Motlik and Fulka, 

1986; Eichenlaub – Ritter and Peschke, 2002; Reyers and Ross, 2016). 

Vlivem intenzivní proteosyntézy v oocytu se také zvětšuje objem endoplazmatického 

retikula a Golgiho komplexu (Oakberg, 1968; Wassarman and Albertini, 1994). Struktury 

Golgiho komplexu jsou z velké části přesunuty z oblasti kolem jádra na periferii k plazmatické 

membráně, kde se aktivně podílejí na exportu glykoproteinů do zona pellucida a formování 

kortikálních granul (Mehlmann et al., 1995; Hurk and Zhao, 2004). Též dochází 

k podstatnému zvýšení počtu mitochondrií a změně jejich struktury. Mění se tvar 

mitochondriálních krist a buněčná lokalizace mitochondrií, kdy dochází ke zvýšení množství 

mitochondrií v blízkosti plazmatické membrány (Wassarman and Albertini, 1994; Picton et 

al., 1998). 

Jednou z nejdůležitějších změn, které v oocytu probíhají ve fázi růstu, je tvorba 

glykoproteinové vrstvy obklopující oocyt – zona pellucida (ZP), která představuje přirozenou 

bariéru mezi oocytem a kumulárními buňkami. Díky výběžkům kumulárních buněk, které 

prostupují skrz ZP, je zprostředkována komunikace mezi buňkami (Yanagimachi, 1988; 

Kanitz, 2001). V raných stádiích růstu oocytu glykoproteiny ZP vytvářejí ostrůvky jemných 

vláken nacházejících se mezi oocytem a kumulárními buňkami. Jak růst oocytu pokračuje, ZP 

se stává silnější a tvoří jí hustší síť propojených vláken, které plně obklopují oocyt a oddělují 
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ho od kumulárních buněk. Spojení pokračuje přes kontakty vzniklé mezi mikroklky oocytu 

a výběžky kumulárních buněk, které pronikají přes ZP. Na těchto kontaktech probíhá pomocí 

mezerových buněčných spojů (gap junctions) vzájemná výměna látek a komunikace 

prostřednictvím specifických buněčných signálů koordinující růst a zrání oocytu (Wassarman 

and Albertini, 1994; Soyal et al., 2000; Kanitz, 2001; Eppig, 2018). 

Během fáze růstu získávají oocyty takzvanou meiotickou kompetenci. Tento proces 

umožňuje oocytu pozastavenému v I. meiotického bloku obnovit a dokončit proces  

meiotického zrání až do metafáze II. meiotického dělení (MII), kde nastává II. meiotický blok 

(Motlik et al., 1984).  

Získání meiotické kompetence prasečího oocytu spočívá v úspěšném dokončení 

růstové fáze a dosažení plné velikosti, dále na protesyntéze a přítomnosti dostatečného 

množství regulačních faktorů meiotického zrání. Částečné meiotické kompetence nabývají 

oocyty již v průběhu růstu v době, kdy nejsou plně dorostlé. Tyto oocyty jsou schopné 

vystoupit z bloku a zahájit meiotické zrání, nejsou však schopné ho dokončit a zastavují zrání 

již v metafázi I. meiotického dělení (MI) (Yanagimachi, 1988). Částečně meioticky 

kompetentní prasečí oocyty jsou kromě své velikosti také charakteristické tím, že 

dekondenzovaný chromatin jádra je rozptýlen po celé nukleoplazmě a neobklopuje strukturu 

jadérka, které je ovšem dobře viditelné. Takovéto oocyty se nazývají non surrounded 

nucleolus (NSN; neohraničené jadérko). Po dosažení plné kompetence se chromatin 

kondenzuje a dochází k jeho soustředění kolem jadérka, kde tvoří souvislý prstenec. 

Takovéto oocyty se označují jako surrounded nucleolus (SN; ohraničené jadérko) (Fulka 

et al., 1986). 

Rozměry, kterých oocyt v průběhu růstu dosahuje, odpovídají jednotlivým stupňům 

meiotické kompetence oocytu. Oocyty prasat jsou označovány jako meioticky 

nekompetentní, jestliže v průběhu růstové fáze dosahují velikostí 80 – 89 µm a 90 – 99 µm, 

částečné meiotické kompetence nabývají oocyty o velikosti 100 – 110 µm (NSN) a úplné 

meiotické kompetence nabývají oocyty o velikosti 120 – 125 µm (SN) (Motlik and Fulka, 

1976). 

Myší oocyty, oproti oocytům prasečím, jsou meioticky nekompetentní při velikosti 

menší, než 40 µm, částečné meiotické kompetence nabývají při velikosti 40 – 60 µm a plné 

meiotické kompetence dosahují ještě v průběhu růstu, při velikosti od 60 µm (NSN), kdy stále 
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probíhá intenzivní proteosyntéza. Plně dorostlé oocyty pak dosahují velikosti 83 – 90 µm 

(SN) (Wassarman and Josefowicz, 1978). Již oocyty ve stádiu neohraničeného jadérka tedy 

nabývají plné meiotické kompetence. 

V době dosažení plné velikosti dochází u savčího oocytu k prudkému poklesu míry 

transkripce a oocyt se stává transkripčně neaktivním (Wassarman and Albertini, 1994; Picton 

et al., 1998). 

2.2.  Meiotické zrání 

Po ukončení růstové fáze, těsně před ovulací, obnovují oocyty savců meiotické zrání, 

které zahrnuje přeměnu plně dorostlého meioticky kompetentního oocytu v oocyt zralý a 

oplozeníschopný. Tento složitý proces, jehož fyziologický průběh je nezbytný pro úspěšnou 

fertilizaci a následný embryonální vývoj jedince, je charakterizován dvěmi po sobě jdoucími 

děleními – I. a II. meiotickým dělením (Motlík and Fulka, 1986). V průběhu těchto dělení 

dochází paralelně k jadernému a cytoplazmatickému zrání, která se vzájemně ovlivňují. 

Jaderné zrání zahrnuje rozpad jaderné membrány, kondenzaci, přeskupení a redukci počtu 

chromozomů, spolu s vydělením pólového tělíska a dosažením metafáze II. Cytoplazmatické 

zrání umožňuje oocytu dokončit jaderné zrání a připravit ho na oplození a následný časný 

embryonální vývoj, na rozdíl od jaderného zrání probíhá i v době meiotického bloku. Je 

charakteristické dynamickými změnami a syntézou cytoplazmatických složek, jako jsou 

změny cytoskeletu a endoplazmatického retikula, změny v počtu, aktivitě a distribuci 

mitochondrií, množení glykogenových a lipidových složek oocytu, či syntéza kortikálních 

granul (Thibault et al., 1987; Hunter, 2000). 

Před zahájením meiotického zrání je oocyt ve stádiu GV0 (NSN) s chromatinem ve 

formě dekondenzovaných vláken a jasně ohraničenou jadernou membránou. Výstupem 

z bloku je zahájeno I. meiotické dělení, pro které je charakteristický rozpad zárodečného 

váčku (GVBD – germinal vesicle break down) a kondenzace chromozomů, které vytvářejí 

homologní páry – bivalenty. Proces GVBD lze rozčlenit na 4 po sobě jdoucí fáze – GV1, GV2, 

GV3 a GV4. Ve fázi GV1 (SN) začíná chromatin kondenzovat, je viditelné jadérko, kolem 

kterého je soustředěn veškerý chromatin a vytváří kolem něj neporušenou prstencovou 

strukturu. Fáze GV2 je charakteristická narušením kompaktního prstence chromatinu 



13 

a vytvářením podkovovité struktury kolem jadérka. Ve fázi GV3 dochází k rozptýlení 

kondenzovaných chromatinových shluků z nukleolemy do celé nukleoplazmy, jadérko již není 

ohraničeno chromatinovým prstencem, je však stále viditelné. Ve fázi GV4 jsou přítomny 

shluky chromatinu v rozsahu celého jádra, jadérko však již zcela mizí a je dobře viditelná 

fragmentace jaderné membrány (Motlik and Fulka, 1976; Sun et al., 2016). Celý proces GVBD 

trvá u prasečích oocytů kultivovaných v in vitro podmínkách až 22 hodin, u myších oocytů 

6 hodin (Motlik and Fulka, 1976; Fulka et al., 1986). 

Po GVBD následuje metafáze I, během které se chromozomové bivalenty jako tetrády 

řadí v ekvatoriální rovině do metafázní destičky a dochází k přichycení bivalentů na 

tubulinová vlákna formujícího se dělicího vřeténka. Vazebným místem pro mikrotubuly jsou 

proteinové komplexy kinetochorů. Následuje anafáze I, chromozomální bivalenty se rozdělí 

díky deaktivaci synaptonemálního komplexu (proteinové struktury, která je přítomna uvnitř 

bivalentů a drží homologní chromozomy pohromadě) a homologní chromozómy se 

rozcházejí k opačným pólům buňky, tím je zabezpečena redukce počtu chromozomů 

a následně dochází k asymetrickému rozdělení cytoplazmy oocytu (Eichenlaub – Ritter, 2012; 

Holt et al., 2013). 

Poslední fází I. meiotického dělení je telofáze I, kdy se vyděluje I. pólové tělísko, 

obsahující kromě chromozomů i malé množství organel (mitochondrie, ribozomy), snižuje se 

objem oocytu a vytváří se perivitelinní prostor. Po vydělení pólového tělíska nedochází 

k opětovnému sestavení jaderné membrány, ani replikaci DNA a oocyt rovnou vstupuje do 

II. meiotického dělení, kde ve stádiu metafáze II opět přerušuje zrání a vstupuje do druhého 

meiotického bloku. K dokončení II. meiotického dělení, tedy k podélnému rozštěpení 

zdvojených chromozomů a následnému vydělení II. pólového tělíska, dochází až po fertilizaci 

ovulovaného oocytu, nebo po partenogenetické aktivaci. Prasečí oocyty kultivované 

v podmínkách in vitro dosahují metafáze I po 24 hodinách a metafáze II po 44 – 48 hodinách 

kultivace (Yanagimachi, 1988; Wassarman and Albertini, 1994). Oocyty myší dosahují 

metafáze I po 8 hodinách a metafáze II po 16 hodinách kultivace v in vitro podmínkách 

(Nevoral et al., 2018; Cavalera et al., 2019). 
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2.2.1. Klíčové faktory meiotického zrání 

Stejně jako mnoho dalších procesů v buňce, je i proces meiotického zrání regulován 

řadou faktorů, které mohou buď zabraňovat oocytu ve spontánním výstupu z meiotického 

bloku v nevhodnou dobu (inhibiční faktory) nebo se naopak svou aktivitou podílejí na 

znovuzahájení, průběhu a úspěšném dokončení meiotického zrání (Christmann et al., 1994; 

Liang et al., 2005). 

Za udržení oocytu v I. bloku je odpovědná signální dráha cAMP/PKA (cAMP – cyklický 

adenosin monofosfát; PKA – cAMP dependentní proteinkináza A), přítomná v oocytech 

a kumulárních buňkách. Syntéza cAMP je katalyzována enzymem adenylát – cyklázou, 

lokalizovaným v cytoplazmatické membráně oocytu. Adenylát – cykláza svou aktivitou 

udržuje vysoké hladiny cAMP v oocytu a tím indukuje aktivaci PKA udržující oocyt 

v meiotickém bloku. Potlačením aktivity adenylát – cyklázy a aktivací fosfodiesteráz štěpících 

dvojnou vazbu cAMP, dochází ke snížení hladiny cAMP v oocytu (Dekel and Beers, 1980).  

Snížení hladin cAMP v oocytu může být také zapříčiněno přerušením mezibuněčných spojů 

gap junction mezi oocytem a kumulárními buňkami, čímž je omezen tok cAMP do oocytu 

z kumulárních buněk (Liang et al., 2007). Pokles koncentrace cAMP a aktivity PKA jsou 

nezbytné pro GVBD po znovuzahájení meiotického zrání (Dekel and Beers, 1980; Wassarman 

and Albertini, 1994). 

Dalšími inhibičními faktory, které regulují setrvání oocytu v meiotickém bloku, jsou 

protein kináza C (PKC) a cyklický guanosinmonofosfát (cGMP). Aktivátory PKC inhibují změny 

v metabolismu fosfolipidů, které jsou spojeny se spontánní aktivací a znovuzahájením 

meiotického zrání. cGMP je tvořen kumulárními buňkami, kterými je pomocí gap junctions 

transportován do oocytu, kde svou činností zabraňuje degradaci cAMP (Norris et al., 2009). 

K prolomení meiotického bloku a GVBD dochází v in vivo podmínkách důsledkem 

hormonální stimulace působením gonadotropinů – folikuly stimulujícího hormonu (FSH) 

a luteinizačního hormonu (LH). Receptory pro gonadotropiny nejsou v oocytech přítomny,  

proto je úspěch zrání závislý na distribuci LH signálu z okolních kumulárních buněk. 

Hormonální stimulace má poté za následek potlačení aktivity inhibičních faktorů meiotického 

zrání v kumulárních buňkách a oocytech (Eppig, 1991). V podmínkách in vitro je možné 
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u oocytů vyvolat spontánní zahájení zrání aspirací z folikulu, pro pokračování zrání pak 

následná kultivace za vhodných kultivačních podmínek, za využití FSH a LH v kombinaci se 

sérovými proteiny a růstovými faktory (Singh et al., 1997; Uhm et al., 1998). U prasete 

dochází k preovulačnímu zvýšení hladiny LH 36 – 40 hodin před ovulací (Hunter, 2000), 

12 hodin před ovulací dochází k preovulačnímu zvýšení LH u myší (Liang et al., 2008). 

Na znovuzahájení meiotického zrání a GVBD se také významně podílí proteinový 

komplex MPF (maturation promoting factor – faktor podporující zrání). Tento komplex se 

skládá z dvou podjednotek, z nichž jedna je regulační a druhá katalytická (Masui and 

Markert, 1971; Sorensen et al., 1985). Regulační podjednotkou MPF je cyklin B, katalytickou 

cyklin – dependentní proteinkináza 1 (Cdk1). Intracelulární hladiny cyklinu B a Cdk1 jsou 

zodpovědné za setrvání oocytu v profázi I, Cdk1 pak také za aktivitu MPF. V průběhu růstové 

fáze se hladiny těchto podjednotek v oocytu díky syntéze zvyšují, plně dorostlý meioticky 

kompetentní oocyt pak díky tomu obsahuje zásobu cyklinu B a Cdk1 v neaktivní formě, 

nazývající se pre – MPF (Gordo et al., 2001). Po aktivaci komplexu, MPF fosforyluje proteiny 

jaderné membrány, čímž indukuje její rozpad a pomocí pozitivní zpětné vazby aktivuje další 

MPF komplexy, čímž dochází k nárůstu kinázové aktivity (Nebreda et al., 1995). 

Dalším nezbytným dějem, který vede po preovulační vlně LH ke znovuzahájení 

meiotického zrání, je aktivace kináz MAPK (mitogen – activated protein kinases – mitogenem 

aktivované proteinkinázy). MAPK patří do skupiny serin/threonin proteinových kináz a jsou 

aktivovány fosforylací aminokyselinových zbytků tyrosinu a threoninu. Jejich aktivita 

v prasečích oocytech narůstá krátce před rozpadem jaderné membrány (Alberts et al., 1998). 

MAPK se přímo podílejí na GVBD prostřednictvím aktivace MPF (Ohashi et al., 2003). Aktivní 

MAPK jsou důležité pro kondenzaci chromozómů a jejich segregaci během meiotického zrání 

(Kishimoto, 2003). Současně se podílejí na formaci dělícího vřeténka, jeho stabilizaci 

a elongaci, důležitých pro vydělení 1. pólového tělíska (Takenaka et al., 1998; Lee et al., 

2000; Ohashi et al., 2003). Mimoto, MAPK potlačují opětovnou kompletaci jaderné 

membrány fosforylací jaderných laminů, tvořících proteinovou síť na vnitřní straně jaderné 

membrány (Inoue et al., 1998; Fan et al., 2002). V důsledku aktivních MAPK tak nenastává 

interfáze v přechodu mezi I. a II. meiotickým dělením, nedochází k replikaci DNA a k zahájení 

II. dělení ihned po I. dělení (Kishimoto, 2003; Fan and Sun, 2004). Aktivita MAPK přetrvává až 



16 

do dosažení metafáze II, kde se podílejí na udržování 2. meiotického bloku a vysoké aktivitě 

CSF (Maller et al., 2001; Kishimoto, 2003; Ohashi et al., 2003). 

CSF je proteinový komplex, jehož součástí jsou také proteiny Emi1 a Mos (Li et al., 

2002; Reimann and Jackson, 2002). Aktivita CSF vzrůstá po dokončení I. meiotického dělení 

a přetrvává do metafáze II (Takakura et al., 2005). Úloha CSF spočívá v potlačení aktivity 

APC/C, čímž zabraňuje polyubikvitinaci a proteolytické degradaci cyklinu B (Maller et al., 

2001; Reimann and Jackson, 2002). Výsledkem je stabilizace MPF a udržování jeho 

konstantní aktivity (Maller et al., 2002; Fan and Sun, 2004). Aktivní MPF současně fosforyluje 

protein Emi1 a tím pozitivní zpětnou vazbou udržuje vysokou aktivitu CSF (Kishimoto, 2003). 

Mos, druhá z komponent CSF, se uplatňuje v udržování aktivity MAPK (Kyriakis and Avruch, 

2001). 

Aktivita CSF je potlačena CaMKII, která je aktivována vzrůstem koncentrace iontů 

Ca2+ (Fan and Sun, 2004). Vzrůst koncentrace Ca2+ nastává po aktivaci oocytu spermií 

anebo po spontánní partenogenetické aktivaci (Lindemann and Goltz, 1986). K uvolnění Ca2+ 

dochází z intracelulárních depozit oocytu, jako jsou mitochondrie a endoplazmatické 

retikulum (Machaty et al., 1997). 

2.2.2. Význam vybraných buněčných struktur v průběhu meiotického zrání 

V průběhu meiotického zrání oocytů dochází k řadě klíčových dějů, které jsou 

nezbytné pro úspěšnou progresi zrání a následné oplození, vedoucí ke vzniku 

životaschopného embrya. Mezi tyto děje řadíme přeuspořádání a epigenetické modifikace 

jaderných nukleozómů, základních jednotek chromatinu, které jsou tvořeny DNA a histony 

a dále také rozpad jaderné membrány, na kterém se významně podílejí cytoskeletární složky 

oocytu, jako jsou proteiny vnitřní jaderné membrány – jaderné laminy (Link et al., 2018). 

Epigenetické modifikace nukleozómů 

Vývoj savčích oocytů je koordinován dynamickou regulací epigenetických modifikací 

nukleozómů, které propůjčují DNA další úroveň informací, ovlivňujících přístupnost 

nukleotidové sekvence k jaderným procesům jako je genová transkripce, což je zásadní jak 

pro následný průběh meiotického zrání oocytů, tak pro časný embryonální vývoj (Kageyama 
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et al., 2007). Epigenom – souhrn epigenetických modifikací napříč genomem – tak 

představuje základní součást mechanismu, kterým jsou informace o genomu organizovány, 

přizpůsobovány a interpretovány (Endo et al., 2005). Některé epigenetické modifikace, 

zejména methylace cytosinu, mohou být rozmnoženy do dceřiných buněk při replikaci DNA, 

aby se zajistila dlouhodobá paměť dřívějších rozhodnutí buňky, například genová aktivace 

nebo represivní události během specifikace linie, zatímco jiné jsou dynamičtěji kontrolovány 

v reakci na vnější signály. Epigenetické modifikace tedy diktují funkci genomu, ale také 

poskytují ukazatele vývojové historie, zkušeností nebo měnícího se vnějšího prostředí a díky 

tomu mohou nařídit nebo omezit pozdější reakce (Endo et al., 2005; Gu et al., 2010; 

Ge et al., 2015). 

a.) Methylace DNA 

Methylace DNA je nezbytnou součástí epigenetických modifikací během vývoje 

savčího genomu, jelikož hraje klíčovou roli v transkripční regulaci, jako je inaktivace 

chromozomu X, genomový imprinting a inaktivace transpozonů (Li, 2002; Santos and Dean, 

2004; Morgan et al., 2005). Hlavním místem pro epigenetickou modifikaci DNA je methylace 

cytosinu v poloze 5 pyrimidinového kruhu CpG (cytosin trifosfát deoxynukleotid – 

fosfodiester – guanin trifosfát deoxynukleotid) dinukleotidů (Robertson and Wolffe, 2000), 

přičemž oblasti bohaté na CpG se nazývají CpG ostrovy. U samčích a samičích zárodečných 

linií zahrnují CpG ostrovy imprintované, specifické methylované regiony, které získávají 

methylaci v zárodečné linii a zachovávají tuto monoalelickou methylaci po celou dobu vývoje 

a postnatálního života (Sasaki and Matsui, 2008). Tyto lokusy odolávají celogenomové 

demethylaci, ke které dochází po oplodnění, a selhání získání nebo udržení methylace při 

imprintingu specifických methylovaných regionů vede k embryonální letalitě (Kaneda et al., 

2004; Smith and Meissner, 2013). Mechanismy odpovědné za cílení methylace DNA na CpG 

ostrovy, zejména in vivo, zůstávají navzdory své důležitosti zatím málo objasněny. Je však 

známo, že methylace DNA pozitivně a negativně koreluje s řadou posttranslačních modifikací 

histonů, což naznačuje, že modifikace histonů mohou během procesů de novo nasměrovat 

komplex DNA methyltransferázy, a to i na určité CpG ostrovy (Cheng and Blumenthal, 2010; 

Blackledge and Klose, 2011). 
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V průběhu oogeneze myší dochází k methylaci DNA v nedělících se buňkách, na 

převážně nemethylovaném genomu, což z oogeneze činí vysoce informativní model pro 

zkoumání toho, jak mohou modifikace histonů formovat methylom DNA (Kobayashi et al., 

2012). Například mohou histonové modifikace zpřístupnit nebo znepřístupnit chromatin pro 

komplex DNMT3A / DNMT3L [DNA (cytosin 5) methyl – transferáza 3α; DNA (cytosin 5) 

methyl – transferáza 3 – like]. Trimethylace a dimethylace H3K4 (K4me3 / K4me2) jsou 

charasteristické pro oblasti CpG ostrovů a označují místa iniciace transkripce (Deaton and 

Bird, 2011; Henikoff and Shilatifard, 2011), spolu s tím ale také eliminují činnost komplexů 

DNMT3A a DNMT3L prostřednictvím svých domén ATRX – DNMT3A – DNMT3L, čímž účinně 

chrání přidruženou DNA před methylací (Ooi et al., 2007; Noh et al., 2015), histon H3K4 musí 

být tedy před započetím de novo methylace v přilehlém CpG ostrově demethylován. Naopak 

H3K27me2 může komplexy DNMT3A (Dhayalan et al., 2010) a DNMT3B [DNA (cytosin 5) 

methyl – transferáza 3β] aktivovat (Baubec et al., 2015; Morselli et al., 2015). Jelikož většina 

CpG ostrovů, které jsou v oocytu methylovány je intragenní, může akumulace K36me3 cílit 

na tyto lokusy pro methylaci DNA. Do nedávna byla většina analýz vztahu mezi modifikacemi 

histonů a methylací DNA prováděna v systémech, jako jsou buněčné embryonální kmenové 

buňky nebo spermie myší, vzhledem k relativní snadnosti izolace a velkému počtu takových 

buněk, které jsou k dispozici ve srovnání s oocyty (Smallwood et al., 2011; Kobayashi et al., 

2012).  

b.) Histonový kód 

Jádro nukleozómu je složeno ze dvou kopií čtyř histonů (H2A, H2B, H3 a H4) tvořících 

oktamer, který je zabalen pomocí linkerového histonu H1 do struktur vyššího řádu. 

Histonové – COOH nebo – NH2 zbytky mohou být nahrazeny svými variantami nebo 

modifikovány prostřednictvím acetylace, ubikvitinace, methylace a fosforylace, za účelem 

regulace stavu chromatinu (Thompson et al., 2013; Watanabe et al., 2013; Hiragami – 

Hamada et al., 2016; Kadoch et al., 2016), který hraje zásadní roli v replikaci DNA (Franke et 

al., 2016), transkripci genů (Yang et al., 2016), homologní rekombinaci (Yoon et al., 2016), 

opravě dvouvlákenných zlomů (Lange et al., 2016) a stabilitě chromatinu. Tyto histonové 

varianty a posttranslační modifikace tvoří tzv. „histonové kódy“ (Wolfe et al., 2008; Tang et 

al., 2015). Široká škála histonových modifikací tvoří během meiotického zrání vysoce 

komplikovanou a dobře organizovanou regulační síť, což zajišťuje, že tento proces bezchybně  
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postupuje, a nakonec produkuje haploidní gamety. Dramatická přestavba chromatinových 

struktur během meiózy vytváří obrovské požadavky na posttranslační modifikace, varianty a 

přemístění histonů. Histonové kódy se tak nevyhnutelně řadí mezi ,,hlavní hráče‘‘ 

v meiotickém zrání pohlavních buněk (Akiyama et al., 2004; De La Fuente et al., 2017). 

Nejlépe studovanou epigenetickou modifikací histonů ve specifických zbytcích je 

methylace, která se obvykle vyskytuje na zbytcích lysinu a argininu histonů H3 a H4 a má 

zásadní roli jak při transkripční represi, tak při aktivaci během embryogeneze 

a embryonálního vývoje (Zhang and Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002; Bedford and Clarke, 

2009; Lan and Shi, 2009). Některé zbytky na histonu H3 a H4 mohou být mono –, di – nebo 

tri – methylované, což vede ke zvýšení komplexnosti epigenetické regulace. Tyto modifikace 

jsou katalyzovány histon – methyltransferázami (HMT) (Santos – Rosa et al., 2002; Wang et 

al., 2003), které využívají S – adenosylmethionin jako svého dárce methylové skupiny 

k úpravě zbytků argininu nebo lysinu, a tím regulují transkripci genů, integritu genomu 

a epigenetickou dědičnost (Bannister et al., 2002; Klose and Zhang, 2007; Wasserzug – Pash 

and Klutstein, 2019). Tyto modifikace jsou považovány za markery buď pro aktivaci nebo 

represi příbuzných genů (Martin and Zhang, 2005), mezi nimiž jsou methylace H3K4, H3K36 

a H3K79 spojeny s aktivací genů, zatímco methylace H3K9, H3K27 a H4K20 jsou odpovědné 

za represi genů. Ve skutečnosti hraje methylace histonů životně důležitou roli v pachytenním 

stádiu meiózy tím, že moduluje expresi genů souvisejících s meiotickým zráním (Martin and 

Zhang, 2005; Klose and Zhang, 2007; De La Fuente et al., 2017). 

Jaderná lamina 

Jaderná lamina je pevná, vláknitá proteinová síť na jaderné periferii, která je 

formována cytoskeletárními proteiny patřícími do skupiny intermediálních filament, 

nazývající se laminy. Tato síť obklopující nukleoplasmatický povrch vnitřní jaderné membrány 

definuje mechanické vlastnosti jádra a též je zapojena do replikace DNA, transkripce 

a organizace chromatinu během meiotického zrání (Aebi et al., 1986; Dechat et al., 2009; 

Link et al., 2018). 

V savších buňkách, včetně buněk pohlavních, dochází k expresi dvou typů laminových 

proteinů (LMN) o různých izoformách, které se samostatně organizují do struktur vyššího 

řádu a utváří tak jadernou laminu (Prather et al., 1989). V nedávných studiích na myších 



20 

oocytech bylo prokázáno, že malé, avšak významné frakce LMN se během fáze GV (GV0, 

NSN) a časné fáze GVBD (GV1 – GV2, SN) vyskytují kromě oblasti jaderné laminy také 

v blízkosti jadérka a bývají označovány jako nukleoplazmatické laminy (Susor et al., 2015; 

Pochukalina et al., 2016). 

Na základě biochemických a sekvenčních charakteristik lze LMN v oocytech savců 

členit na laminy typu B (LMNB), jejichž izoformy jsou lamin B1, lamin B2 a lamin B3 (krátký 

protein specifický pro zárodečné buňky), kódované geny LMNB1 a LMNB2 a dále na laminy 

typu A (LMNA), jejichž izoformy jsou lamin A, lamin C, lamin AA10 a lamin C2 (specifický pro 

zárodečné buňky) a jsou kódovány genem LMNA. Jak bylo popsáno v somatických buňkách 

a později i v oocytech Xenopus Leavis (Goldberg et al., 2008) a myší (Pochukalina et al., 

2016), oba typy LMN tvoří v jaderné lamině oddělené vláknité sítě s velmi omezeným 

počtem kolokalizačních bodů a vykazují organizaci domén typu intermediálních filament 

s N – terminální hlavovou doménou, centrální α – helikální tyčovou doménou a globulární 

C – terminální koncovou doménou. Zatímco koncové domény LMNB jsou permanentně 

fernesylovány a karboxymethylovány a proto zůstávají pevně spojeny s jadernou 

membránou, koncové domény LMNA podléhají dalšímu štěpení, což je činí více rozpustnými 

a mobilními, na rozdíl od LMNB, které jsou imobilní (Shimi et al., 2008; Goldberg et al., 2008; 

Koncicka et al., 2020). 

a.) Dynamika LMN v průběhu meiotického zrání 

Oocyty v časném stádiu GV (GV0) jsou charakteristické difuzním rozptýlením 

euchromatinu, heterochromatinem soustředěným do chromocenter a nepřítomností 

chromatinového prstence. V tomto stadiu jsou LMNA lokalizovány pouze na obvodu jádra, 

kde na vnitřní jaderné membráně tvoří jadernou laminu (Schatten et al., 1985; Prather et al., 

1989). LMNB jsou kromě jaderné laminy přítomny i v nukleoplazmě, v oblasti chromocenter, 

na jejichž formování se podílejí (Pochukalina et al., 2016). Výstup oocytu z prvního 

meiotického bloku a znovuzahájení meiotického zrání je spojeno se změnami v intracelulární 

distribuci jaderných LMN. Ve stádiu GV1 (SN), kdy se v oocytu formuje chromatinový 

prstenec po obvodu jadérka, tvořený kondenzovaným chromatinem, aktivní komplex MPF 

začíná postupně fosforylovat LMN. Vlivem toho LMNA depolymerizují a částečně disociují 

z jaderné membrány a poté jsou lokalizovatelné nejen na vnitřní jaderné membráně, jako 
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součást jaderné laminy, ale také na periferii prstence. Tvoří tak v oblasti jádra a jadérka dvě 

koncentrické kružnice, odpovídající jadernému obalu a chromatinovému prstenci. 

Membránové LMNB jsou díky své struktuře imobilní, zůstávají tedy připojeny k jaderné 

membráně až do pozdní fáze GVBD (GV4). U myších experimentálních modelů, které byly 

dosud využity pro studium dynamiky LMN v průběhu zrání savčích oocytů, nebyly 

lokalizovány žádné typy LMN ve vnitřním prostoru jadérka (Susor et al., 2015; Nikolova et al., 

2017). 

Postupná disociace LMNA z jaderné laminy díky fosforylaci MPF vede také k oddělení 

kondenzovaného chromatinu z vnitřní jaderné membrány. Ve stádiu GVBD pak mohou LMNA 

vytvářet agregáty nepravidelného tvaru v blízkosti chromozomů (Prentice – Biensch et al., 

2012). Až ve fázi GV4 dochází k depolymeraci LMNB, které zůstávají připojeny k membráně, 

ale již ji nemohou poskytovat podporu, což vede k rozpadu jaderného obalu na malé vezikuly 

(Dechat et al., 2008). Sanfins et al. (2004), detekovali LMNB u myších oocytů a popsali 

počáteční kolaps jaderné laminy, následovaný postupným roztažením reaktivních struktur 

LMNB v prometafázi. 

Během metafáze I a metafáze II nedochází k asociaci LMN s kondenzovanými 

chromozomy, avšak nedávné studie prokázaly, že se jak LMNA, tak LMNB, asociují 

s meiotickým vřetenem. Tato asociace je slabší u LMNA, které jsou detekovány v celé 

cytoplazmě, avšak s tendencí soustředit se do difúzního kruhu v oblasti obklopující vřeteno, 

bez vazby na samotná vlákna. Oproti tomu LMNB vykazují společnou lokalizaci s meiotickým 

vřetenem. Kolokalizace je plná a prodloužená po celé délce vláken vřetene (Susor et al., 

2015; Nikolova et al., 2017). 

Disociované LMN se opět formují a polymerizují na vnitřní jaderné membráně až 

v průběhu oplození, v pronukleární zygotě, kde byla pozorována jaderná lamina s typickou 

strukturou a složením obsahujícím oba typy LMN (Prather et al., 1989; Foster et al., 2007; 

Kelly et al., 2010). Při sestavování jaderného obalu a jaderné laminy LMN zpočátku dimerizují 

prostřednictvím svých tyčových domén a následně polymerizují ve směru od hlavové, ke 

koncové doméně (“head – to – tail orientation“). Tím se utváří antiparalelní sestavení 

polymerů LMN, z nichž se formují protofilamenta, která se dále spojují za vzniku 

intermediálních filament (Heitlinger et al., 1991; Karabinos et al., 2003; Foeger et al., 2006). 
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K expresi nového LMNB v průběhu embryogeneze však dochází podstatně dříve, než je tomu 

u LMNA. Zatímco LMNB je exprimován již po zahájení transkripce v embryonálním genomu, 

LMNA je exprimován až po zahájení embryonální tkáňové diferenciace (Adam et al., 2012). 

b.) Interakce lamin – chromatin 

Jaderná lamina je vysoce organizovaná trojrozměrná síť, která vytváří přímá 

i nepřímá spojení s chromatinem na mnoha různých úrovních. Významně se tak podílí na 

pohybu chromozomů v průběhu profáze meiózy I, který je nepostradatelný pro jejich 

zarovnání, homologní párování a následnou segregaci. Bylo prokázáno, že postupná 

fosforylace a depolymerace LMN jaderné laminy po zahájení meiotického zrání koresponduje 

s oddělováním chromatinu od jaderné membrány, čímž je podpořena reorganizace 

chromatinu v průběhu meiotického zrání (Guelen et al., 2008; Link et al., 2018). 

Redistribuce LMNA z jaderné membrány a kolokalizace nukleoplazmatického LMNB 

s chromocentry, poukazuje na interakce těchto proteinů s kondenzovaným chromatinem 

nejen v oblasti jaderného obalu, kde jsou před vystoupením oocytu z meiotického bloku 

dlouhodobě známé interakce lamin – chromatin, ale také uvnitř jádra, v oblasti 

chromatinového prstence a kondenzovaných shluků heterochromatinu (Dechat et al., 2008; 

Pochukalina et al., 2016). 

Specifické genomové oblasti, které jsou přednostně lokalizovány na jaderné periferii 

v oblasti vnitřní jaderné membrány, kde vytvářejí přímý molekulární kontakt s LMN, se 

nazývají chromozomové domény asociované s jadernou laminou (LAD; lamina – associated 

domains). Velké množství genů v LAD je během interfáze exprimováno ve velice nízkých 

hladinách, což naznačuje úlohu LMN v genové represi oocytů, která byla již prokázána 

u somatických buněk. Mezi nepřímá spojení LMN a chromatinu se řadí spojení s jadernými 

póry vázanými na chromatin, nebo spojení LMN s LEM doménami proteinů (LEM; Lap2 – 

emerin – MAN1), které jsou přes komplex BAF (barrier to autointegration factor) propojeny 

s chromatinem. LEM domény jsou strukturní části tří proteinů – LAP2 (lamin – associated 

polypeptide; polypeptid asociovaný s LMN), emerinu a MAN1, které jsou integrované do 

jaderné laminy, zprostředkovávají její kontakt s chromatinem a tím se zapojují do 

reorganizace chromatinu a rozpadu jaderné membrány v průběhu zrání (Yáñez – Cuna and 

van Steensel, 2017; Cohen – Fix and Askjaer, 2017; Link et al., 2018). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580718302387#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580718302387#bib5
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Chromozomové pohyby v jádře, na nichž se LMN podílejí, jsou řízeny 

cytoskeletárními silami generovanými v cytoplazmě a přenášenými jadernou membránou do 

nukleoplazmy na telomery chromozomů prostřednictvím konzervovaného mechanismu 

zahrnujícího LINC komplexy (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton complex, spojovací 

komplex nukleoskeletu a cytoskeletu). Tyto komplexy jsou tvořeny doménovými proteiny 

SUN a KASH, které jsou přítomné na vnitřní (SUN) a vnější (KASH) jaderné membráně a 

fyzicky interagují v lumenu perinukleárního prostoru jaderné membrány. SUN domény jsou 

zároveň přímo, nebo nepřímo propojeny s LMN (Zeng et al., 2017). 

Pohyb chromozomů zprostředkovaný LINC komplexy se shoduje s drastickou 

reorganizací jaderné membrány a koreluje s fosforylací a disociací LMN z jaderné membrány 

v průběhu meiotického zrání. Poruchy v disociaci LMN vedou k zpožděnému rozpadu jaderné 

membrány, ke změně v uspořádání chromatinu, nepárovým nebo vzájemně propojeným 

chromozomům a ke zpomalení pohybu chromozomů. Kinázy fosforylující LMN jsou 

přenášeny na LMN přes telomery chromozomů připojené k jaderné membráně, disociace 

a rozvolnění sítě LMN tedy hraje roli při modulaci kontaktů mezi chromozomy a jadernou 

membránou během meiózy (Link et al., 2018). 

2.3. Exogenní látky negativně ovlivňující organismus savců 

V životním prostředí se přirozeně, nebo vlivem lidské činnosti vyskytuje široké 

spektrum látek, které mohou být přírodního, nebo syntetického charakteru a díky svým 

vlastnostem se v lidské společnosti začaly využívat k mnoha různým účelům, aniž by se blíže 

zkoumal jejich mechanismus účinku, vliv na životní prostředí, nebo organismus člověka, 

včetně reprodukčních funkcí. Bohužel u mnoha z těchto látek byl později zjištěn negativní 

účinek jak na životní prostředí, tak na organismus savců, člověka nevyjímaje. Mezi známé 

případy patří masové použití DDT jako insekticidu, thalidomidu jako léku pro těhotné ženy 

(McBride, 1961), novějších neonikotinoidních insekticidů používaných v ochraně rostlin 

(Blacquiere et al., 2012), nebo světově nejrozšířenějšího herbicidu – Roundupu, na bázi 

glyfosátu (Spinaci et al., 2020). 

Postupně narůstající evidence o negativních účincích takových látek vedou k jejich 

následnému omezení a nahrazení jinými alternativami. V řadě případů to přináší skutečné 
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zlepšení (Landrigan et al., 2004), na druhé straně však existuje řada případů, ve kterých byly 

široce využity látky, jejichž negativní účinky na životní prostředí nebo lidské zdraví byly  

zjištěny až po dlouhém období užívání. Řada z nich přísluší do skupiny takzvaných 

endokrinních disruptorů (EDs). Výsledkem endokrinně disrupčního efektu této skupiny látek 

může být vedle celé řady dalších efektů i narušená hormonální bilance, čímž je velmi často 

ovlivněna i reprodukční soustava a její fyziologické fungování. Hodnocení reprodukčních 

funkcí a detailní studium vývoje pohlavních buněk tak může být jedním z vhodných 

ukazatelů, podle kterých lze odhadovat rizika endokrinních disruptorů na organismus 

živočichů, včetně člověka (Damstra et al., 2002). 

2.3.1. Endokrinní disruptory 

Pojem endokrinní disruptor (ED) – chemikálie narušující endokrinní systém, poprvé 

použila v roce 1991 Theo Colborn (World Wide Nature Fund Wingspread Conference, 

Wisconsin, USA, 1991) poté, co její tým identifikoval v lidském prostředí různé skupiny látek, 

které mají díky svým vlastnostem potenciál vstupovat do organismu živočichů a lidí a tím 

ovlivňovat hormonálně řízené soustavy, včetně soustavy reprodukční (Colborn et al., 1992). 

Oficiální stanovisko Endokrinologické společnosti USA (Endocrine Society of the US) k látkám 

s endokrinně disrupčním efektem bylo však vydáno až v roce 2009, kdy byly EDs 

charakterizovány jako "exogenní činitelé (látky), kteří zasahují do syntézy, sekrece, 

transportu, metabolismu, vazby nebo eliminace přirozených krevních hormonů, které jsou 

přítomné v těle a jsou zodpovědné za udržování homeostáze, reprodukce, vývinu a/nebo 

chování organismu" (Diamanti – Kandarakis et al., 2009). 

Typickou vlastností EDs je tedy jejich hormonální aktivita, díky které mohou imitovat 

činnost endogenních hormonů. Tato aktivita a její výsledný vliv na organismus závisí na 

několika faktorech, jako je koncentrace EDs i endogenních hormonů v organizmu, délka 

expozice, nebo období, ve kterém je organismus účinkům EDs vystaven. 

Účinky EDs na organismus mohou být potlačeny nebo mohou úplně vymizet 

v případě, že je jejich koncentrace v organismu vyšší, než fyziologická úroveň hormonu, jehož 

účinek mimikují. Tato schopnost EDs dosáhnout paradoxně silnějších účinků v nízkých, 

subtoxických dávkách než ve vysokých dávkách (vom Saal and Welshons, 2005) se nazývá 
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"efekt nízkých dávek" (low dose effect) (Grasselli et al., 2010; Vandenberg et al., 2012). 

Hypotéza efektu nízkých dávek předpokládá, že exogenní chemické látky, které vykazují 

hormonální aktivitu, mohou působit zcela specifickým způsobem a nelze u nich tedy uplatnit, 

a priori předpokládat tradiční toxikologické dogma, které tvrdí, že úměrně se vzrůstající 

dávkou chemické látky vzrůstá i toxický účinek (Vandenberg et al., 2012). Navíc, odezva 

organismu na expozici EDs se může se stoupající dávkou nelineárně měnit, což může 

například znamenat, že nejvyššího účinku EDs na organismus je dosaženo u nejnižší a nejvyšší 

použité dávky, zatímco dávky v rozmezí těchto dvou hodnot vykazují nejnižší efekt a vice 

versa. Odezva organismu na expozici stejnou dávkou EDs se může v závislosti na době 

expozice také nelineárně měnit – odpověď organismu je tedy nemonotónní. Proto byla 

definice nízké dávky rozšířena o takzvané “nemonotónní odezvy“. Díky těmto poznatkům by 

tedy nemělo docházet k odmítání vědeckých studií zaměřujících se na účinky EDs jen proto, 

že výsledné závěry neodpovídají klasickému toxikologickému pojetí monotonie. Mechanismy 

odpovědné za nelineární účinky jsou detailně popsány (Vandenberg et al., 2012), obvykle 

v souvislosti s interakcí mezi ligandem (hormonem nebo ED) a hormonálním receptorem 

(Vandenberg, 2014). Nelineární odpovědi na dávku se běžně vyskytují u endogenních 

a syntetických látek (např. léků, hormonů, peptidů), které aktivují nebo inhibují signální 

dráhy zprostředkované receptory ovlivňující různé biologické funkce. Mohou tedy působit 

jako agonisté, ale i antagonisté endogenních hormonů, jelikož vazbou na hormonální 

receptory umocňují, nebo oslabují účinky endogenních hormonů v organismu (Calabrese and 

Baldwin, 2001; Calabrese, 2005). 

Efekty nízké dávky jsou popsány u většiny EDs (Birnbaum, 2012; Zoeller et al., 2012; 

Vandenberg et al., 2012; 2013; Bergman et al., 2013; Demeneix et al., 2020) a mnoho z nich 

lze přičíst též období expozice. Expozice EDs během kritických období vývoje organismu 

může nevratně ovlivnit diferenciaci a organogenezi. Studie zabývající se expozicí EDs 

v průběhu vývoje také prokázaly, že EDs mění epigenom, což naznačuje, že změněná 

epigenetika může být jedním z mechanismů působení některých EDs (Vandenberg et al., 

2013; Simeoni et al., 2018; Rattan et al., 2019). 

Spojení EDs s negativními biologickými účinky u zvířecích druhů vyvolalo obavy, že 

nízkoúrovňová “subtoxická“ expozice může způsobit podobné účinky i u lidí (Giesy et al., 
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1994; Guillette et al., 1994; 1995; Fry, 1995; Sumpter and Jobling, 1995; Solla et al., 1998; 

Siegel et al., 2019). Negativní vliv některých EDs na lidský organismus byl později opravdu 

prokázán na mnoha úrovních. Například EDs významně ovlivňují reprodukci, včetně vývoje 

spermií (Li et al., 2011; Knez et al., 2014; Sharma et al., 2019) a oocytů, stejně jako následný 

embryonální vývoj (Mok – Lin et al., 2010; Xiao et al., 2011; Cabry et al., 2020). Kromě toho 

byl popsán účinek EDs na reprodukci dospělých osob včetně transgeneračního efektu 

(Susiarjo et al., 2015; Ziv – Gal et al., 2015; Rattan and Flaws, 2019). V současnosti široce 

rozšířené EDs, zasahující do regulace fyziologických reprodukčních procesů, představují 

bisfenoly. 

2.3.1.1. Bisfenoly 

Chemická struktura této významné třídy EDs je charakterictická přítomností dvou 

fenolických kruhů spojených dohromady uhlíkovým atomem. Tyto difenylalkany obdržely 

obecný název bisfenoly. Zástupců bisfenolů je několik, mezi nejvýznamnější patří bisfenol 

F (BPF), v jehož struktuře spojovací uhlíkový atom nemá žádný substituent, bisfenol A (BPA), 

kde spojovací uhlíková skupina obsahuje dvě methylové skupiny, bisfenol S, kde uhlíková 

skupina obsahuje navázanou sulfonylovou skupinu, nebo bisfenol AF, pokud jsou methylové 

skupiny bisfenolu A perfluorované. Bisfenoly patří v současné době mezi nejvyužívanější 

chemikálie v plastických hmotách, epoxidových pryskyřicích a/nebo polykarbonátech 

v potravinářském průmyslu. Další velice rozšířené využití našly bisfenoly u recyklovaného 

papíru a papíru pro termální tiskárny (Rosenmai et al., 2014; Wang et al., 2015). 

Donedávna nejvíce využívaným bisfenolem v těchto materiálech byl BPA, jehož 

produkce činila v roce v roce 2016 8 milionů tun a předpokládá se, že v roce 2022 bude jeho 

produkce činit až 10,6 milionů tun (Abraham and Chakraborty, 2020). Bohužel však, jak bylo 

zjištěno až po dlouhé době jeho využívání, teplo, UV záření, alkalická úprava, intenzivní 

promývání, nebo kontakt s kyselými nebo bazickými sloučeninami urychlují hydrolýzu 

esterové vazby spojující molekuly BPA v polykarbonátu a pryskyřicích a to vede k uvolnění 

monomeru BPA, který tak vstupuje do životního prostředí, potravního řetězce a lidského 

těla, kde působí jako endokrinní disruptor (Rubin, 2011) s nepříznivým účinkem na lidské 

zdraví, včetně obezity, diabetu, abnormálního chování a ženských a mužských reprodukčních 

funkcí. Hlavní cestou expozice člověka je konzumace kontaminovaných potravin, pitné vody 
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nebo dermální kontakt s termálním papírem a kosmetikou, nebo inhalace kontaminovaného 

prachu ze vzduchu (Miyamoto and Kotake, 2005; Huang et al., 2012; Ribeiro et al., 2017). 

Není tedy překvapivé, že řada studií později prokázala přítomnost BPA v lidských tělních 

tekutinách, tj. moči, krevním séru, folikulární tekutině, plodové vodě, mateřském mléce 

a seminální plazmě (Yamada et al., 2002; Ikezuki et al., 2002; Liao et al., 2012; Mendonca et 

al., 2014; Vitku et al., 2015), ale také v životním prostředí. V dnešní době je již přítomnost 

BPA prokázána ve vzduchu, bytovém prachu, odpadních a podzemních vodách, nebo 

v řekách a v mořské vodě (Liu et al., 2009; Huang et al., 2012; Yuan et al., 2014; Desforges et 

al., 2014; Sun et al., 2016; Graziani et al., 2019; Caban and Stepnowski, 2020a; 2020b). 

Vzhledem ke vzrůstajícímu počtu studií, které prokazují negativní vliv BPA na 

organismus člověka na mnoha úrovních, včetně reprodukce, je použití BPA v některých 

zemích omezeno nebo zakázáno (kojenecké lahve) (EFSA, 2011; FDA, 2012). K jeho nahrazení 

ve výrobním procesu se nyní využívají další bisfenoly s podobnou strukturou, a to ačkoliv 

chybí důkazy o účincích těchto bisfenolů na organismus člověka a jeho reprodukční soustavu. 

Jedním z nejčastějších substituentů je i BPS (Eladak et al., 2015). 

2.3.1.2. Bisfenol S (4, 4' – sulfonyldifenol) 

BPS má řadu vlastností, díky kterým byl zvolen jako vhodný komponent při výrobě 

obalových hmot využívaných v potravinářském průmyslu, ve kterém dochází k nejčastějšímu 

kontaktu s organismem člověka. Je stabilní při vystavení vysokým teplotám a odolný vůči 

slunečnímu záření. Tyto vlastnosti jsou přínosné pro stabilitu materiálů a BPS se díky nim 

z těchto hmot neuvolňuje do prostředí v takové míře, jako tomu bylo u BPA. Zároveň to ale 

znamená, že je chemicky stabilní a hůře biologicky odbouratelný i po průniku do organismu 

(Chen et al., 2002; Liao et al., 2012). Jako chemikálie, jejíž používání podléhá slabé legislativní 

regulaci, je nyní BPS používán v mnoha materiálech a jeho přítomnost byla prokázána 

v lidském organismu v mnoha populacích ekonomicky rozvinutých zemí (Liao et al., 2012). 

V Evropské unii je roční produkce BPS až 10 000 t a neustále se zvyšuje (Del Moral et 

al., 2016). BPS v koncentracích podobných nebo dokonce větších, než BPA byl již zjištěn 

v abiotickém prostředí, jako jsou kaly z čistíren odpadních vod (Lee et al., 2015; Yu et al., 

2015), povrchové vody (Yamazaki et al., 2015; Jin and Zhu, 2016), nebo bytový prach (Wang 

et al., 2015; Liu et al., 2021). V důsledku širokého výskytu byl BPS detekován v potravinách 
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(Liao and Kannan, 2014) a následně i v lidských tělních tekutinách. Nejvyšší koncentrace BPS 

v tělních tekutinách byly naměřeny u lidí, kteří jsou expozici BPS vystavováni pravidelně ve 

vyšší míře (pokladní), nebo u asijského obyvatestva, kde je koncentrace BPS v prostředí 

výrazně vyšší, než v jiných světových oblastech. Průměrné hodnoty BPS v moči se podle 

dostupných studií pohybují v rozmezí 0.67 ng / ml až 2.53 ng / ml (Chen et al. 2016; Ndaw et 

al., 2018; Philips et al., 2018), s tím korelují koncentrace ve folikulární tekutině – až 2.11 ng / 

ml (Dimitriadis et al., 2017), v krevní plazmě se koncentrace BPS pohybuje mezi 0.073 ng / ml 

a 4.844 ng / ml (Thayer et al., 2016; Macczak et al., 2017; Mokra et al., 2017), v seminální 

plazmě je to 0.12 ng / ml až 0.17 ng / ml (Smarr et al., 2018), v mateřském mléce až 0.683 ng 

/ ml a v pupečníkové krvi až 0.12 ng / ml (Niu et al., 2017; Liu et al., 2017). 

K expozici člověka dochází různými cestami, a to jak dermálním kontaktem, inhalací 

kontaminovaného vzduch a prachu, tak příjmem per os, jež tvoří největší podíl přijatého BPS 

(Wang et al., 2015; Thayer et al., 2016; Ndaw et al., 2018; Wan et al., 2018; Wu et al., 2018). 

V současné době existují jen velmi omezená data zabývající se negativními účinky BPS 

přítomného v organismu na reprodukci lidí, je však k dispozici vzrůstající počet studií 

prováděných v podmínkách in vitro a in vivo, zaměřujících se na účinky BPS a jejich 

mechanismus v organismu bezobratlých, ryb a savců. 

Studie zabývající se mechanismy účinku BPS podle cílových struktur v buňkách 

zvolených modelových organismů (myš, potkan) a lidských buněčných liniích, prokázaly 

negenomické účinky BPS ovlivňující buněčnou signalizaci (Viñas and Watson, 2013a; 2013b). 

BPS se váže na sérové albuminy (Mathew et al., 2014) a proto je snadno distribuovatelný po 

celém těle. Také pro svou schopnost distribuce je BPS schopen napodobit vlastnosti 

hormonů a interagovat s ER (estrogenové receptory) (Delfosse et al., 2012; Rosenmai et al., 

2014; Le Fol et al., 2015) a byla potvrzena jeho přímá vazba na jaderné ER (Yamasaki et al., 

2004), podobně jako u dalších bisfenolů, čímž je schopný regulovat genovou expresi 

genomické cesty (Mesnage et al., 2017; Li et al., 2018). Ve femtomolárních až pikomolárních 

koncentracích indukuje BPS membránové ERα – zprostředkované dráhy a účinky na MAPK 

signalizaci, buněčnou proliferaci a aktivaci kaspázy 8 (Viñas and Watson, 2013a; 2013b). Tyto 

rychlé, negenomické dráhy jsou významné pro optimální funkci buněk, zprostředkování 

proliferace a apoptózy (Viñas and Watson, 2013a; 2013b), stejně jako pro další akce, jako 
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jsou funkce pankreatických buněk (Alonso – Magdalena et al., 2008) a estrogenem 

zprostředkované hypofyzární mozkové funkce a chování (Moenter and Chu, 2012; Laredo et 

al., 2014). BPS tedy vykazuje estrogenní aktivitu jako estradiol a je schopen stimulovat dráhy 

membránového receptoru, které jsou obvykle regulovány estradiolem a zasahuje do 

regulace steroidních genových transkriptů (Eladak et al., 2015; Feng et al., 2016). Tyto 

výsledky dokazují, že ER signalizace hraje klíčovou roli v reprodukční neuroendokrinní 

odpovědi na expozici BPS. Také byl prokázán obdobný mechanismus účinku BPS ve vztahu 

k androgenům (Kitamura et al., 2005; Molina – Molina et al., 2013; Rosenmai et al., 2014). 

Zhang et al. (2018) posléze prokázal vazbu BPS na thyroidní receptory, u kterých došlo 

k proliferaci sledovaných buněk GH3 u potkanů (Zhang et al., 2018). 

Další významnou buněčnou drahou zasahující do reprodukce je dráha cytochromové 

aromatázy, která je ústředním prvkem syntézy estrogenů, katalyzující konečný krok 

omezující rychlost přenosu androgenů na estrogeny. Expozice nízké dávce BPS vyvolává 

předčasnou hypotalamickou neurogenezi, zprostředkovanou signalizací aromatázy, která je 

aktivována v odezvě na expozici látek s estrogenní aktivitou (Kallivretaki et al., 2006; Kinch et 

al., 2015). Navíc Qiu et al. (2016) popsali, že flavinový inhibitor aromatázy (FAD) významně 

zeslabuje stimulační účinky BPS na reprodukční neuroendokrinní expresi genů. Tento 

výsledek dokazuje, že enzymatická aktivita aromatázy je také částečně vyžadována pro 

zprostředkování stimulačních účinků BPS na reprodukční neuroendokrinní systém (Qiu et al., 

2016). 

U outbredních potkanů kmene Wistar bylo prokázáno, že BPS působí prostřednictvím 

více buněčných drah, neomezujících se na estrogenní a androgenní dráhu. Da Silva et al. 

(2019) popsali změnu hladin thyroxinu a trijodthyroninu v plazmě při expozici jedinců BPS. 

Thyroxin je hormon štítné žlázy, který mimo jiné u samic v období březosti reguluje genovou 

expresi a zároveň má během časného vývoje mozku plodu vliv na proteiny podílející se na 

pozdější diferenciaci mozku. V souvislosti s tím, Qui et al. (2016) ve své studii popsali, že 

thyroxin částečně zprostředkovává (oslabuje) stimulační účinky BPS na reprodukční 

neuroendokrinní systém a s tím související expresi genů v prenatálním vývoji jedinců. 
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Změna steroidogeneze vlivem přítomnosti bisfenolu S ve folikulární tekutině byla 

následně prokázána i ve studiích využívajících bovinní granulózní buňky (Campen et al., 2018) 

a granulózní buňky žen, podstupujících in vitro fertilizaci (Amar et al., 2020). 

Funkční interakce mezi drahami aktivovanými estrogenovými, thyroidními 

a aromatázovými receptory může sloužit jako důležitá regulační vazba v endokrinních 

systémech. Všechny tyto dráhy jsou zároveň nezbytné k pozorování plných účinků BPS na 

změny exprese genů v reprodukčním neuroendokrinním systému. 

Eladak et al. (2015) popsali negativní účinek BPS na testikulární tkáň a oxidativní stres 

samců potkanů. Zdá se, že expozice BPS nejen indukuje oxidační stres, ale také zvyšuje 

aktivitu antioxidačních enzymů v tkáni. Se zvyšující se dávkou BPS dochází k výraznému 

zvýšení testikulárních reaktivních druhů kyslíku a lipidové peroxidace, zatímco aktivita 

antioxidačních enzymů, obsah proteinů, koncentrace plazmatu a intratestistického 

testosteronu jsou významně sníženy. Tyto údaje naznačují, že BPS má potenciál indukovat 

oxidační stres ve varlatech a může mít vliv na spermatogenezi u potkanů, jak potvrdily i další 

studie, zabývající se genotoxickým a cytotoxickým efektem BPS v souvislosti s posílením 

vzniku reaktivních forem kyslíku (George and Rupasinghe, 2018; Hercog et al., 2019). 

Negativní vliv expozice BPS byl prokázán i ve spojení s utvářením mléčných žlaz (Kolla 

et al., 2018) a tělesným vývojem (Ahsan et al., 2018) samic potkanů. Kolla et al. (2018) 

popsali vliv BPS na mléčné žlázy samic myší, jejichž utváření je v průběhu života silně 

ovlivňováno hormony. V závislosti na věku samic a dávce BPS byly pozorovány specifické 

estrogenní účinky BPS, zcela odlišné od účinků jiných xenoestrogenů. Prenatální expozice 

samic vede k tvorbě intraduktální hyperplazie mléčných žlaz v dospělosti. Prepubertání 

expozice pak vede k pozměněné morfologii mléčných žlaz, opožděnému nástupu puberty, 

zvýšení tělesné hmotnosti, snížené hmotnosti dělohy a změněným hladinám plazmatických 

hormonů. Zaznamenána byla zvýšená acyklie vaječníků spojená se zvýšeným počtem 

cystických a atretických folikulů a poklesem počtu ovulujících folikulů (Ahsan et al., 2017; 

Kolla et al., 2018; Shi et al., 2019). 

Atlas and Dimitrova (2019) následně prokázali vliv BPS na organizaci epiteliárních 

buněk mléčné žlázy žen, kde BPS způsobil narušení organizace buněk a nadměrnou expresi 

onkogenů. Potvrdili tedy jeho vliv na vývoj mléčné žlázy a přispění k rozvoji rakoviny prsu. 
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Navíc, Grandin et al. (2019) prokázali nízký materno – fetální prostup metabolitů BPS 

placentou v průběhu těhotenství z krevního oběhu matky. 

V dalších experimentech zaměřených na buněčné kultury bylo prokázáno, že BPS 

působí cytotoxicky, genotoxicky (Lee et al., 2013) a mutagenně (Fic et al., 2013) tím, že 

indukuje chromozomové aberace a výrazná poškození DNA i přes samovolný proces 

homologní rekombinace. Důvodem těchto negativních účinků může být vazba na sérové 

albuminy nebo poškození DNA a následné ovlivnění několika signálních kaskád kdekoliv 

uvnitř organismu (Lee et al., 2013; Mathew et al., 2014), včetně narušení buněčné 

signalizace v apoptotických drahách (Salvesen and Walsh, 2014). 

Negativní vliv BPS na reprodukci samic savců byl prokázán i naším týmem, který již 

publikoval část výsledků, na které navazují výsledky této práce (Zalmanova et al., 2017; 

Nevoral et al., 2018).  

Díky in vitro expozici prasečích oocytů BPS v průběhu meiotickému zrání, dochází 

k selhání tvorby tubulínových vláken, které jsou součástí meiotického vřetene a kontrolují 

správnou segregaci chromozomů. Dále byly prokázány změny v zásobování maternální 

mRNA, která je nezbytná pro úspěšný vývoj oocytu a embrya v době zrání a po oplození, než 

je zahájena transkripce embryonální mRNA. Zároveň byly potvrzeny změny v množství 

proteinů a distribuci estrogenových receptorů α a β a aromatázy, jak bylo popsáno 

v dřívějších studiích u ryb a somatických buněk savců. Tato studie vlivu BPS na meiotické 

zrání oocytů prasat byla posléze doplněna obdobnými výsledky u bovinních oocytů (Campen 

et al., 2018). 

Ve studii Nevoral et al. (2018), ve které byl využit myší experimentální model, byly 

samicím podávány in vivo nízké koncentrace BPS simulující reálný výskyt tohoto ED 

v životním prostředí. U skupiny myší krmených stravou s přidaným BPS došlo k redukci 

hmotnosti ovarií a počtu primárních a preantrálních folikulů. Dále byl zaznamenán zvýšený 

objem antrálních folikulů, což může být vysvětleno kompenzací redukce počtu folikulů. Ve 

stejné studii byly analyzovány potenciální epigenetické změny, reprezentované změnou 

methylace DNA, přesněji 5 methyl – cytosinu (5mC) a dimethylace lysinu K27 na histonu H3 

(H3K27me2). Byly zaznamenány změny v methylaci H3K27me2 u oocytů vystavených různým 
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koncentracím BPS. Toto zjištění demonstruje obdobnou epigenetickou aktivitu, která byla 

zaznamenána u BPA (Nevoral et al., 2018). 

Náhrada BPA za BPS se díky nedostatečnému prostudování jevila jako optimální. Nyní 

se však zdá, že je tomu přesně naopak. Nově získávané poznatky tedy stále jasněji ukazují, že 

BPS není zdaleka tak bezpečná látka, za jakou byla považována.  
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3. Hypotéza 

Na základě dostupných informací byla stanovena hypotéza, že BPS negativně 

ovlivňuje průběh meiotického zrání savčích oocytů, epigenetický vzor oocytů a utváření 

cytoskeletárních struktur oocytů. 
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4. Cíle práce 

Za účelem ověření stanovené hypotézy byly navrženy následující cíle: 

 

1.) prokázat vliv BPS na průběh meiotického zrání 

 

2.) sledovat změny v expresi a buněčné lokalizaci proteinových markerů meiotického zrání 

 

3.) sledovat změny v distribuci vybraných markerů meiotického zrání – laminu A / C, 

α – tubulinu, methylaci DNA a histonu K3H27 
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5. Materiály a metodika 

5.1. Experimentální model prase (Sus scrofa) 

5.1.1. Etické zásady 

Všechny experimenty byly provedeny v souladu se stávajícími zákony České republiky 

a všechny experimentální protokoly byly schváleny etickou komisí České zemědělské 

univerzity v Praze. 

5.1.2. Chemikálie 

Všechny použité chemikálie byly zakoupeny u společnosti Sigma Aldrich (St. Louis, 

MO, USA), pokud není uvedeno jinak. 

5.1.3. Získávání a kultivace prasečích oocytů 

Vaječníky prasat byly získávány z jatečně porážených prepubertálních prasniček. 

Kumulo – oocytární komplexy (COCs) byly z vaječníků získávány aspirací folikulární tekutiny 

z folikulů o velikosti 2 – 5 mm pomocí injekční stříkačky s jehlou 18G. Pod 

stereomikroskopem byly z folikulární tekutiny vybírány pouze COCs s neporušenou 

cytoplazmou a kompaktním kumulárním obalem. 

Před samotnou kultivací byly vybrané COCs nejdříve třikrát promyty v kultivačním 

médiu bez přídavku BPS a posléze rozděleny do jedné kontrolní (K) a třech pokusných skupin 

(3nM, 300nM, 30µM). Kultivace probíhala ve čtyřjamkové destičce 4 – well multidish (Nunc, 

Denmark), v 1 ml modifikovaného kultivačního média MI99 obohaceného o hydrogen 

uhličitan sodný (0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml média), laktát vápenatý (0,6 mg / ml), 

gentamicin (0,025 mg / ml), HEPES (1,5 mg / ml), gonadotropní hormony eCG a hCG 

v poměru 13,5 I.U : 6,6 I.U. / ml (P.G.600, Intervet, Boxmeer, Holland) a folikulární tekutinu 

(100 μl / ml), v podmínkách řízené atmosféry o obsahu 5 % CO2 ve směsi se vzduchem při 

39°C. Do kultivačního média pokusných skupin byl přidán roztok BPS o výsledné koncentraci 

3nM, 300nM a 30µM BPS. Kultivace probíhala po dobu 16, 18, 20, 22, 24 a 48 hodin. 
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5.1.4. Ošetření oocytů 

Po celou dobu kultivace byly COCs pokusných skupin v kultivačním médiu za 

přítomnosti roztoku BPS. BPS rozpuštěný v DMSO byl přidán do kultivačního média, čímž 

bylo docíleno finální koncentrace 3 nM, 300 nM a 30 µM BPS. Finální koncentrace DMSO 

byla vždy 0,1 %. Oocyty kontrolní skupiny byly ošetřeny pouze 0,1 % DMSO. 

5.1.5. Morfologické hodnocení stádií GVBD 

COCs byly po příslušné době kultivace zbaveny kumulárních buněk pipetováním 

pomocí tenkostěnné kapiláry. Poté byly oocyty: 

• fixovány v 4 % roztoku paraformaldehydu v PBS (Phosphate buffered saline), 

při laboratorní teplotě po dobu půl hodiny, permeabilizovány a blokovány 

v 0,1 % Tritonu X – 100 (v 1 % a 5 % kozím séru ve fosfátovém pufru, NGS – 

PBS) a následně podrobeny imunocytochemickému barvení (popsáno v 5.1.6.) 

– platí pro oocyty kultivované 16, 18, 20 a 22 hodin.  

• montovány na podložní skla, fixovány po dobu nejméně 24 hod. v roztoku 

ethanol  :  kyselina octová (3 : 1) a následně barveny 1 % orceinem 

a vyhodnoceny pod mikroskopem s fázovým kontrastem (zvětšení 400x) – 

platí pro oocyty kultivované 24 a 48 hodin.  

Na základě délky kultivace a dosaženého stádia jaderného zrání byly oocyty 

rozděleny na: rozpad zárodečného váčku (GVBD) ve stádiu GV1, GV2, GV3 a GV4, přechod 

mezi prometafází a metafází I (16 – 22h kultivace); pozdní diakineze; přechod mezi anafází I 

a telofází I; metafáze I (24h kultivace) a metafáze II (48h kultivace) (Motlik and Fulka, 1976). 

5.1.6. Lokalizace vybraných proteinových struktur 

Po ukončení příslušné doby kultivace byly oocyty zbavené kumulárních buněk 

fixovány v 4 % roztoku paraformaldehydu v PBS při laboratorní teplotě po dobu půl hodiny 

a skladovány ve 4°C v roztoku PBS s azidem až do dalšího využití. Pro další využití byly oocyty 

permeabilizovány a blokovány v 0,1 % Tritonu X – 100 (v 1 % a 5 % kozím séru ve fosfátovém 

pufru, NGS – PBS). Poté byly oocyty inkubovány s primární monoklonální protilátkou 
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specifickou pro daný protein (anti – lamin A / C; Abcam, UK) po dobu 1 hodiny (1:200, při 

39°C, 5 % CO2) v 1 % NGS. Po uplynutí doby kultivace byly oocyty 3x promyty v roztoku 1 % 

NGS a následně kultivovány se sekundární kozí anti – myší IgG protilátkou konjugovanou 

s fluoresceiny FITC (fluorescein isothiokyanát; 1:200). Inkubace se sekundární protilátkou 

probíhala při laboratorní teplotě v 1 % NGS po dobu 40 minut. Po inkubaci byly oocyty 

3x propláchnuty v 1 % NGS a namontovány na sklo s kapkou Vectashield obsahující 4'6 – 

diamidino – 2 – fenylindol (DAPI; Thermo Fisher Scientific) pro obarvení chromatinu. 

5.1.7. Statistická analýza 

Data jsou prezentována jako průměr ± SEM z nejméně tří nezávislých experimentů, 

minimální počet oocytů na skupinu je 45. Pro statistickou analýzu dat byl použit 

neparametrický F – test a Shapiro – Wilkův test normality. Statistická analýza byla prováděna 

v programu 9.3 SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). P hodnota menší než 0,05 byla 

považována za statisticky významnou. 

5.1.8. Experimentální schéma 

Hodnocení vlivu BPS na průběh meiotického zrání oocytů 

Vliv BPS na jaderné zrání oocytů v průběhu GVBD 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (3nM, 300nM, 30µM) 

na průběh GVBD prasečích oocytů in vitro. Oocyty byly kultivovány v podmínkách in vitro 

16, 18, 20 a 22 hodin za přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na dosažení jednotlivých fází 

GVBD. Podle morfologického hodnocení chromatinu oocytů byla stanovena fáze GVBD 

oocytů (GV1, GV2, GV3, GV4). 

Vliv BPS na jaderné zrání oocytů v průběhu MI a MII 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (3nM, 300nM, 30µM) 

na průběh meiotického zrání prasečích oocytů in vitro. Oocyty byly kultivovány v podmínkách 

in vitro 24 hodin (MI) a 48 hodin (MII) za přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na jednotlivé 
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fáze meiotického zrání. Podle morfologického hodnocení chromatinu oocytů byla stanovena 

fáze meiotického zrání oocytů. 

Hodnocení vlivu BPS na lokalizaci LMNA v průběhu meiotického zrání 

Vliv BPS na lokalizaci LMNA v průběhu GVBD 

V experimentu byl sledován vliv jednotlivých koncentrací BPS (3 nM, 300 nM, 30 µM) 

na lokalizaci LMNA v průběhu GVBD prasečích oocytů in vitro. Oocyty byly kultivovány 

v podmínkách in vitro 16, 18, 20 a 22 hodin za přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na 

lokalizaci LMNA v jednotlivých fázích GVBD. 

Vliv BPS na lokalizaci LMNA v průběhu MI a MII 

V experimentu byl sledován vliv jednotlivých koncentrací BPS na lokalizaci LMNA 

v průběhu meiotického zrání oocytů in vitro. Oocyty byly kultivovány v podmínkách in vitro 

24 (MI) a 48 hodin (MII) za přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na lokalizaci LMNA 

v průběhu dosažení kontrolních fází meiotického zrání. 

 

5.2. Experimentální model myš (Mus musculus) 

5.2.1. Etické zásady 

Všechny experimenty byly provedeny v souladu se zákonem č. 246 / 1992 Sb. 

o ochraně zvířat proti týrání pod dohledem Poradního výboru pro dobré životní podmínky 

zvířat na Ministerstvu školství, mládeže a tělovýchovy České republiky, ID schválení MSMT – 

11925 / 2016 – 3. Všechny experimentální protokoly byly schváleny etickou komisí Karlovy 

Univerzity v Praze. 

5.2.2. Chemikálie 

Všechny použité chemikálie byly zakoupeny u společnosti Sigma Aldrich (St. Louis, 

MO, USA), pokud není uvedeno jinak. 
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5.2.3. Využitý experimentální kmen a chovné podmínky 

Samice ICR (outbrední kmen) myší ve věku od šesti do sedmi týdnů byly zakoupeny 

od společnosti Velaz Ltd. (Česká republika), chovány v intaktních polysulfonátových klecích 

a udržovány v podmínkách s 12 – ti hodinovým cyklem světlo / tma, při teplotě 21 ± 1 ° C 

a relativní vlhkosti 60 %. Dieta neobsahující fytoestrogeny (1814 P; Altromin, Německo) 

a ultračistá voda (ve skleněných lahvích, měněna dvakrát týdně) byly poskytovány ad libitum. 

Zvířata byla aklimatizována alespoň jeden týden před zahájením experimentů. 

5.2.4. Expoziční schéma 

Zvířata (N = 75) byla náhodně rozdělena do pěti experimentálních skupin po 15 – ti 

zvířatech / skupina, které zahrnovaly jednu kontrolní skupinu a čtyři skupiny ošetřené jednou 

ze čtyř vybraných dávek BPS (0,001; 0,1; 10 a 100 ng BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹, dále 

označovaných jako BPS1, BPS2, BPS3, respektive BPS4). Pokusy byly prováděny v pěti 

nezávislých opakováních. BPS byl rozpuštěn v 50 μl 50 % glycerolu obsahujícího 0,1 % 

dimethylsulfoxidu a podáván denně po dobu sedmi dnů orální sondou. Po expozici byly myši 

usmrceny cervikální dislokací a jejich vaječníky byly odebrány pro další experimenty. 

5.2.5. Získávání a kultivace myších oocytů 

Pro získání plně dorostlých, nezralých oocytů ve stádiu GV, byly na odebraných 

ováriích pomocí jehly 27G narušeny ovariální folikuly. Získané GV oocyty byly následně 

manipulovány v médiu M2 doplněném o 100 μM isobutyl – methylxanthinu (IBMX), 

specifickým inhibitorem endogenní fosfodiesterázy, za účelem zachování intaktních GV 

oocytů (Grondahl et al., 1998). Plně dorostlé intaktní GV oocyty byly následně, po ukončení 

manipulace, umístěny do kultivačního média M16 s IBMX, po dobu alespoň 1 h při 37 ° C a 5 

% CO2, pro regeneraci oocytárních proteinů. Poté byly oocyty fixovány ve 4 % 

paraformaldehydu ve fosfátovém pufrovacím solném roztoku (PBS), doplněny 0,1 % 

polyvinylalkoholem (PVA), po dobu 30 minut při pokojové teplotě (22° C) a uloženy při 4° C 

pro další použití. Alternativně byly získané GV oocyty kultivovány v kultivačním médiu M16 

bez IBMX po dobu 16 hodin při 37 ° C a 5 % CO2, pro zisk maturovaných MII oocytů. Zralé 

oocyty s vyloučenými pólovými tělísky byly fixovány a uloženy, jak je popsáno výše. 
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5.2.6. Terminální deoxynukleotidyl – transferázové dUTP značení a barvení (TUNEL) 

Fixované MII oocyty byly permeabilizovány v 0,1 % Tritonu X – 100 v PBS obsahujícím 

0,05 % NaN₃ po dobu 40 minut. Oocyty byly ošetřeny dUTP konjugovaným s fluoresceinem 

a terminálním deoxyribonukleotidyl – transferázovým enzymem (In situ Cell Death Detection 

Kit, kat. č. 11684795910, Roche, Německo) po dobu 1 hodiny ve tmě při 37°C. Pozitivní 

kontrola byla připravena pomocí soupravy DNase I (AMP – D1, Sigma – Aldrich). Nakonec 

byly oocyty namontovány na sklíčka s médiem Vectashield DAPI (4', 6 – diamidino – 2 – 

fenylindol; VectorLaboratories Inc., USA). Intenzita signálu byla měřena pomocí softwaru 

ImageJ (National Institutes of Health, USA). 

5.2.7. Lokalizace vybraných proteinových struktur 

Fixované oocyty byly permeabilizovány v PBS s přídavkem 0,04 % Triton X – 100 a 0,3 

% Tween – 20 po dobu 15 minut. Byly hodnoceny heterochromatinové markery oocytů, 

včetně 5' – methylcytosinu (5meC) a dimethylace histonu H3 na lysinu K27 (H3K27me2). 

Kolokalizace 5meC a H3K27me2 byla provedena pomocí HCI a trypsinu, jak bylo popsáno 

dříve (Santos et al., 2002). Poté byly oocyty blokovány v 1 % roztoku bovinního sérového 

albuminu (BSA) v PBS s Tween – 20 po dobu 15 minut a inkubovány s protilátkami anti – α – 

tubulinem (1: 200, Sigma – Aldrich), anti – 5meC (1: 200, Sigma – Aldrich) a anti – H3K27me2 

(1: 200, Abcam, UK). Po promytí byly oocyty inkubovány s protilátkami anti – myším a anti – 

králičím AlexaFluor 488 a 647 (1: 200). Phalloidin (1: 200; Thermo Fisher Scientific, USA) byl 

přidán do promývání a použit pro vizualizaci β – aktinu. Obarvené oocyty byly namontovány 

na sklíčka v médiu Vectashield DAPI. Intenzita signálu byla měřena pomocí softwaru ImageJ. 

Byla také hodnocena konfigurace chromatinu kolem jádra [SN, NSN (Zuccotti et al., 1998)] a 

vyloučení pólového tělíska. Snímky byly získány za použití konfokálního mikroskopu 

s rotujícím diskem Olympus IX83 (Olympus, Německo) a softwaru VisiView (Visitron Systems 

GmbH, Německo). 

5.2.8. Statistická analýza 

Data byla zpracována pomocí programu Statistica Cz 12 (StatSoft, Inc., USA). 

Statistický test Kruskal – Wallis ANOVA byl použit pro kvantitativní proměnné a χ2 – kvadrát 
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test byl použit pro proporční testování. Významné rozdíly mezi jednotlivými páry skupin byly 

hodnoceny post hoc pomocí vícenásobného srovnání průměrných řad, Mann – Whitney 

U  test s Bonferroniho korekcí, nebo Fisherův exaktní test s Bonferroniho korekcí. Kde to bylo 

vhodné, byly korelace mezi proměnnými hodnoceny pomocí Spearmanovy metody. 

Statistický význam byl nastaven na α = 0,05 a všechny použité hodnoty P a testy byly 

oboustranné. 

5.2.9. Experimentální schéma 

Hodnocení vlivu BPS na vybrané markery před zahájením meiotického zrání 

Vliv BPS na kvantitu a meiotickou způsobilost GV oocytů 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (0,001; 0,1; 10 a 100 ng 

BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹) na kvantitativní a kvalitativní markery GV oocytů myší před 

zahájením meiotického zrání in vitro. GV oocyty byly získány z myší, které byly po dobu 

jednoho týdne vystaveny různým koncentracím BPS in vivo pro zjištění vlivu BPS na výtěžnost 

a meiotickou způsobilost získaných GV oocytů. Podle morfologického hodnocení chromatinu 

byla stanovena fáze GV oocytů (NSN, SN). 

Vliv BPS na změnu v methylaci DNA a histonu H3K27 u GV oocytů 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (0,001; 0,1; 10 a 100 ng 

BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹) na vybrané změny v epigenomu GV oocytů myší před zahájením 

meiotického zrání in vitro. GV oocyty byly získány z myší, které byly po dobu jednoho týdne 

vystaveny různým koncentracím BPS in vivo, pro zjištění vlivu BPS na změnu v epigenetickém 

vzoru DNA a histonu H3K27 získaných GV oocytů. 

Hodnocení vlivu BPS na vybrané markery v průběhu meiotického zrání 

Vliv BPS na formaci dělícího vřetene u MII oocytů 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (0,001; 0,1; 10 a 100 ng 

BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹) na utváření meiotického vřetene v průběhu meiotického zrání 

in vitro. Myši byly po dobu jednoho týdne vystaveny různým koncentracím BPS in vivo, po 

ukončení expozice byly odebrané oocyty kultivovány v podmínkách in vitro 16 hodin (MII) 
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bez přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na formaci tubulárních vláken v průběhu 

meiotického zrání.  

Vliv BPS na integritu DNA u MII oocytů 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (0,001; 0,1; 10 a 100 ng 

BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹) na změny v integritě DNA MII oocytů v průběhu meiotického 

zrání in vitro. Myši byly po dobu jednoho týdne vystaveny různým koncentracím BPS in vivo, 

po ukončení expozice byly odebrané oocyty kultivovány v podmínkách in vitro 16 hodin (MII) 

bez přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na změnu ve výskytu dvojitých zlomů DNA 

v průběhu meiotického zrání.  

Vliv BPS na změnu v methylaci DNA a histonu H3K27 u MII oocytů 

V experimentu byl zjišťován vliv jednotlivých koncentrací BPS (0,001; 0,1; 10 a 100 ng 

BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹) na vybrané změny v epigenomu MII oocytů v průběhu 

meiotického zrání in vitro. Myši byly po dobu jednoho týdne vystaveny různým koncentracím 

BPS in vivo, po ukončení expozice byly odebrané oocyty kultivovány v podmínkách in vitro 16 

hodin (MII) bez přítomnosti BPS, pro zjištění vlivu BPS na změnu v epigenetickém vzoru 

nukleozómů v průběhu meiotického zrání. 

6. Výsledky 

6.1. Experimentální model prase (Sus scrofa) 

6.1.1. Hodnocení vlivu BPS na průběh meiotického zrání 

Vliv BPS na jaderné zrání oocytů v průběhu GVBD 

Cílem bylo zhodnotit vliv BPS na průběh jednotlivých fází GVBD. Ačkoliv nebyl 

pozorován statisticky významný vliv přítomnosti BPS na rychlost průběhu GVBD (Obr. 1A, B). 

Byly pozorovány tyto trendy: po 16 – 18 hodinách in vitro kultivace došlo oproti kontrole u 

všech pokusných skupin ke zvýšení procenta oocytů, které dosáhly fáze GV3, GV4 a PM – MI 

(Obr. 1A). U skupiny ošetřené 300 nM BPS došlo k procentuálnímu nárůstu oocytů, které po 

16 – 18 hodinách kultivace dosáhly PM – MI, po 20 – 22 hodinách ale byla procenta oocytů, 
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která dosáhla PM – MI srovnatelná s kontrolou. U koncentrací 3 nM a 300 nM také došlo po 

20 – 22 hodinách kultivace ke snížení procenta oocytů, které dosáhly PM – MI (Obr. 1B). 

Tento trend napovídá počátečnímu zrychlení průběhu GVBD, které je následované 

postupným zpomalením, u koncentrace 300 nM došlo navíc pravděpodobně k částečné 

stagnaci GVBD ve stádiu PM – MI po 16 – 18 hodinách kultivace. 

Obrázek 1 

 

Účinky BPS na schopnost oocytů dosáhnout jednotlivých fází GVBD. (A) Účinky BPS (3 nM, 

300 nM a 30 uM) na stupně GVBD dosažených oocyty kultivovanými 16 – 18 h in vitro, (B) 

Účinky BPS na stupně GVBD dosažených oocyty kultivovanými 20 – 22 h in vitro. K – kontrolní 

skupina oocytů kultivovaných in vitro bez přítomnosti BPS, GV0 – germinal vesicle 0 

(zárodečný váček ve stádiu 0), GV1 – germinal vesicle 1 (zárodečný váček ve stádiu 1),GV2 – 

germinal vesicle 2 (zárodečný váček ve stádiu 2), GV3 – germinal vesicle 3 (zárodečný váček 

ve stádiu 3), GV4 – germinal vesicle 4 (zárodečný váček ve stádiu 4), PM – MI prometafáze – 

metafáze I. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM ze tří nezávislých experimentů, v každém 

experimentu bylo sledováno minimálně 45 oocytů na skupinu.  
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Vliv BPS na jaderné zrání oocytů v průběhu MI a MII 

Cílem bylo zhodnotit vliv BPS na jaderné zrání prasečích oocytů po 24 h a 48 h 

kultivace in vitro. Bylo zjištěno, že oocyty, které byly ošetřeny různými koncentracemi BPS 

(3 nM, 300 nM nebo 30 µM), vykazovaly signifikantní, na dávce závislé snížení schopnosti 

dosáhnout MI a MII po 24 a 48 hodinách in vitro kultivace. Oocyty kultivované s BPS (300 nM 

a 30 uM) neobnovily meiózu po 24 hodinách in vitro kultivace. Avšak po 48 hodinách in vitro 

kultivace, všechny oocyty kultivované s BPS iniciovaly meiotické zrání a dosáhly alespoň 

stádia MI (Obr. 2A, B).  

Obrázek 2 

 

Účinky BPS na meiotické zrání oocytů. (A) Účinky BPS (3 nM, 300 nM a 30 uM) na 

stupně meiotického zrání dosažených oocyty kultivovanými 24 h, (B) 48 h in vitro. K – 

kontrolní skupina oocytů kultivovaných in vitro bez přítomnosti BPS, GV – germinal vesicle 

(zárodečný váček), LD – pozdní diakineze, MI – metafáze I, AITI – anafáze I – telofáze I, 

MII – metafáze II. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM ze čtyř nezávislých 

experimentů, v každém experimentu bylo sledováno minimálně 120 oocytů na skupinu. 

Různé horní indexy označují statistický význam při P <0,05. 
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6.1.2. Hodnocení vlivu BPS na lokalizaci LMNA v průběhu meiotického zrání 

Vliv BPS na lokalizaci LMNA v průběhu GVBD 

Cílem bylo zhodnotit vliv přítomnosti BPS na změny v lokalizaci LMNA, jako markeru 

jaderné membrány, v jednotlivých fázích GVBD. Bylo zjištěno, že oocyty, které byly ošetřeny 

různými koncentracemi BPS (3 nM, 300 nM, 30 µM), vykazovaly změny v zahájení GVBD, 

oproti oocytům v kontrolní skupině, kultivovaným bez přítomnosti BPS (Obr. 3A, B). Zatímco 

u kontrolních oocytů byla iniciace kolapsu jaderné membrány viditelná již od stádia GV2, 

v pokusných skupinách byl významný nárůst počtu oocytů, které vykazovaly počáteční kolaps 

mebrány, zjištěn až ve stádiu GV4. Nejvyššího efektu bylo dosaženo u koncentrace 30 µM 

BPS (Obr. 3C). Zároveň byl u oocytů ošetřených BPS viditelný statisticky významný rozdíl ve 

způsobu kolapsu jaderné membrány. U kontrolní skupiny docházelo k postupnému 

překládání jaderné membrány a tvorbě listů (Obr. 3A – bílé šipky; 3D), zatímco u pokusných 

skupin bylo u významného procenta oocytů viditelné vchlipování membrány směrem do 

nukleoplazmatického prostoru (Obr. 3B – bílé šipky; 3D). 

 Obrázek 3 

 

Lokalizace LMNA v průběhu GVBD. (A) Reprezentativní obrázky zobrazují iniciaci 

rozpadu jaderné membrány u oocytů kontrolní skupiny (GV1 – GV4), kultivovaných 16 – 22 h 

in vitro. (B) Reprezentativní obrázky zobrazující zpoždění iniciace GVBD u oocytů pokusných 

skupin (GV1 – GV4) kultivovaných 16 – 22 h in vitro za přítomnosti BPS. Rozdílný způsob 

kolapsu membrány u oocytů kontrolní skupiny (A) a oocytů pokusných skupin (B) označují bílé 

šipky. Zelená barva označuje LMNA, modrá označuje chromatin. (C) Graf závislosti 
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koncentrace BPS na stádium iniciace GVBD. (D) Graf závislosti koncentrace BPS na způsob 

GVBD. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM ze tří nezávislých experimentů, v každém 

experimentu bylo sledováno minimálně 65 oocytů na skupinu. Různé horní indexy označují 

statistickou signifikanci při P <0,05 a P <0,01.  

Vliv BPS na lokalizaci LMNA v průběhu MI a MII 

Cílem bylo zhodnotit vliv BPS na lokalizaci LMNA v průběhu MI, respektive MII (Obr. 4A, B). U 

všech pokusných skupin ošetřených BPS bylo pozorováno významné zvýšení počtu oocytů, 

které si v průběhu MI zachovaly fragmenty jaderné membrány, přičemž nejvyšší statisticky 

významný rozdíl byl pozorován u oocytů ošetřených 3 nM a 30 µM BPS (Obr. 4C). Toto 

zjištění koresponduje s předchozími experimenty, ve kterých bylo prokázáno významné 

zpoždění iniciace rozpadu jaderné membrány v pokusných skupinách, oproti oocytům v 

kontrolní kupině. V průběhu MII již nebyl LMNA lokalizován v žádné z pokusných, ani v 

kontrolní skupině (Obr. 4A, B). 

Obrázek 4 

 

Lokalizace LMNA v průběhu MI, MII. (A) Reprezentativní obrázky ukazují úplný rozpad 

jaderné membrány u oocytů kontrolních skupin kultivovaných 24 h (MI) a 48 h (MII) in vitro 

bez přítomnosti BPS. (B) Dále obrázky ukazují reprezentativní obrázky zachování fragmentů 



47 

jaderné membrány po 24 h a úplný rozpad jaderné membrány po 48 h in vitro kultivace za 

přítomnosti BPS u oocytů pokusných skupin. Zelená barva označuje LMNA, modrá označuje 

chromatin. (C) Graf závislosti koncentrace BPS na přítomnost fragmentů jaderé membrány ve 

stádiu MI. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM tří nezávislých experimentů, v každém 

experimentu bylo sledováno minimálně 65 oocytů na skupinu. Různé horní indexy označují 

statistickou signifikanci při P <0,01 a P <0,05.  

6.2. Experimentální model myš (Mus musculus) 

6.2.1. Hodnocení vlivu BPS na vybrané markery před zahájením meiotického zrání 

Vliv BPS na kvantitu a meiotickou způsobilost GV oocytů 

Cílem bylo zhodnotit vliv BPS na ovariální výtěžnost a stádium GV oocytů (SN / NSN), 

izolovaných z hormonálně nestimulovaných samic myší po in vivo expozici BPS. Poměr SN a 

NSN v GV oocytech a rychlost GVBD / maturace ve zralých oocytech byly analyzovány 

s použitím fluorescenčního značení chromatinu. Nebyl pozorován statisticky významný vliv 

BPS na výtěžek GV oocytů (obr. 5A). Podobně, poměr SN / NSN se neodlišoval mezi kontrolní 

skupinou a skupinami ošetřenými BPS (obr. 5B). Ani míra zrání (obr. 5D) neprokázala 

statisticky významné rozdíly, což naznačuje, že expozice BPS při testovaných hladinách nemá 

žádný vliv na celkové množství ani kvalitu oocytů. 
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Obrázek 5 

 

Množství a meiotická způsobilost oocytů ve fázi zárodečného váčku (GV) izolovaných 

po expozici samic myší BPS. (A) Výtěžek oocytů na základě počtu oocytů izolovaných z jedné 

samice, N=12 (počty samic ze čtyř nezávislých experimentů). (B) Proporční zobrazení 

ohraničeného (SN) a neohraničeného (NSN) jadérka, n≥35 (počty oocytů ze šesti nezávislých 

experimentů). (C) Reprezentativní fluorescenční snímky oocytů SN a NSN ve fázi GV. (D) 

Rozpad GV (GVBD) a rychlost zrání oocytů, odrážející schopnost GV oocytů znovu zahájit 

meiózu a dosáhnout stádia MII, n≥261 (počty oocytů ze šesti nezávislých experimentů). (E) 

Reprezentativní snímky nezralých GV a zralých MII oocytů v procházejícím světle. Šipka 

označuje oocyt, který prošel GBVD, ale nedosáhl stádia MII. Trojúhelníky označují GV 

a vydělené pólové tělísko jako markery nezralého GV, respektive zralých MII oocytů. Data 

jsou vyjádřena jako medián, minimální a maximální hodnoty. 

Vliv BPS na změnu v methylaci DNA a histonu H3K27 u GV oocytů 

Cílem bylo zhodnotit vliv BPS na epigenetické alterace GV oocytů po ošetření BPS in 

vivo. Jelikož celogenomová methylace DNA a histonu H3 tvoří markery stability 
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heterochromatinu, byly 5meC a H3K27me2 hodnoceny na úrovni celé buňky pomocí 

imunocytochemie (obr. 6A). Bylo zjištěno, že hladiny 5meC byly významně zvýšeny ve 

skupinách BPS3 a BPS4 ve srovnání s hladinou 5meC u skupiny BPS2. Statisticky významný 

rozdíl však nebyl pozorován ve srovnání s kontrolními oocyty (obr. 6B). Statisticky významně 

byla oproti kontrole v BPS3 oocytech zvýšena dimethylace H3K27 (obr. 6B). 

Obrázek 6 
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Celogenomové epigenetické markery v nezralých oocytech ve stádiu zárodečného 

váčku (GV). (A) Reprezentativní snímky 5meC (zelená) a H3K27me2 (červená) represivních 

markerů chromatinu v nezralých GV oocytech. Přerušované a plné kruhy ukazují hranici 

oocytů a zárodečného váčku. (B) Integrovaná hustota signálu pro 5meC a H3K27me2 ve 

srovnání s hustotou kontrolní skupiny. Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM ze tří 

nezávislých experimentů, v každém experimentu bylo sledováno minimálně 21 oocytů na 

skupinu. Různé horní indexy označují statistický význam při P <0,05 a P <0,01 nebo P <0,0001. 

6.2.2. Hodnocení vlivu BPS na vybrané markery v průběhu meiotického zrání 

Vliv BPS na formaci dělícího vřetene u MII oocytů 

Cílem bylo zhodnotit vliv BPS na tvorbu a uspořádání metafázního vřetene MII oocytů 

ošetřených BPS in vivo, zrajících v podmínkách in vitro. Bylo zjištěno, že uspořádání 

chromatinu u MII oocytů, zastavených v 2. meiotickém bloku po kultivaci in vitro, 

nevykazovalo žádné významné rozdíly oproti kontrolní skupině, tj. nebyly detekovány žádné 

malformace metafázní destičky.  

Oproti tomu však byly u těchto oocytů detekovány nekonjugované tubuly v celé délce 

a pólech vřetene a ve skupině BPS2 byla pozorována dvojitá metafázní vřetena, která však 

nevykazovala žádné známky malformace (obr. 7A, B). Lze tedy předpokládat, že námi použité 

dávky BPS primárně vyvolávají poškození vřetene, spíše než nesourodost chromatinu (obr. 

7B). Navíc, nebyly pozorovány žádné defekty vřetene po ošetření 0,1 ng BPS x g tělesné 

váhyˉ¹ denˉ¹ (BPS2) (obr. 7B), což naznačuje, že tato nízká dávka BPS vykazuje na vřeteni 

závislé specifické způsoby působení. 
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Obrázek 7 

 

 

Meiotické vřeteno a zarovnání chromozomů u oocytů zrajících in vitro za přítomnosti 

BPS. (A) Reprezentativní snímky chromatinu a meiotického vřetene zralých MII oocytů. 

Samice myší byly vystaveny různým dávkám BPS (BPS1 – BPS4) nebo kontrolnímu roztoku 

(GV). Chybné zarovnání chromozomů a malformace vřetene byly hodnoceny na základě 

barvení DNA, respektive α – tubulinu. Šipky označují jednotlivé odchylky chromatinu 

a trojúhelníky ukazují nekonjugované tubuly v délkách a na pólech vřetene. (B) Chromatin 

a malformace vřetene byly identifikovány ve čtyřech nezávislých experimentech. Změny jsou 
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vyjádřeny jako kumulativní podíl normálních a abnormálních oocytů, včetně oocytů 

s normálním vs. abnormálním chromatinem a vřeteny. Chybové úsečky ukazují 95 % 

konfidenční intervaly pro proporce populace. Různé horní indexy označují statistickou 

signifikanci při P <0,05 a P <0,01, v každém experimentu bylo sledováno minimálně 45 oocytů 

na skupinu. 

Vliv BPS na integritu DNA u MII oocytů 

Cílem bylo zhodnotit integritu DNA MII oocytů ošetřených BPS in vivo, zrajících in 

vitro, za použití metody TUNEL k analýze. Tato analýza prokázala statisticky významné 

zvýšení výskytu dvouřetězcových zlomů DNA ve třech skupinách exponovaných BPS (BPS1, 

BPS2, BPS4) oproti kontrolní skupině, což podporuje myšlenku škodlivého účinku BPS (obr. 

8A). Po ošetření 10 ng BPS x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹ (BPS3) (obr. 8B) nebyl zjištěn významný 

účinek na integritu DNA, což naznačuje, že tato nízká dávka BPS vykazuje specifické způsoby 

působení. 

Obrázek 8 
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Integrita DNA při zrání oocytů vystavených BPS. (A) Integrita DNA byla hodnocena 

pomocí testu TUNEL. Obrázky představují integrovanou hustotu vyhodnocenou pomocí 

programu ImageJ. Samice myší byly vystaveny různým dávkám BPS (BPS1 – BPS4) nebo 

kontrolnímu roztoku (VC). PC: pozitivní kontrola. (B) Data jsou vyjádřena jako průměr ± SEM 

ze čtyř nezávislých experimentů, v každém experimentu bylo sledováno minimálně 15 oocytů 

na skupinu. Různé horní indexy označují statistický význam při P <0,05 a P <0,01. 

Vliv BPS na změnu v methylaci DNA a histonu H3K27 u MII oocytů 

Cílem bylo zhodnotit vliv in vivo expozice BPS na epigenetické markery 

heterochromatinu po zrání oocytů in vitro. Imunologické barvení 5meC a H3K27me2 

metafázních chromozomů MII oocytů (obr. 9A) odhalilo významně zvýšenou hladinu (P 

<0,05) 5mC ve skupině BPS2. Hladiny H3K27me2 se však významně nelišily od kontrolních 

oocytů (obr. 9B). Navíc, hladiny 5meC se významně zvýšily v oocytech ošetřených 0,1 ng BPS 

x g tělesné váhyˉ¹ denˉ¹ (BPS2), ačkoli u GV oocytů nebyl pozorován žádný efekt.  

Obrázek 9 
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Celogenomové epigenetické markery ve zralých MII oocytech. (A) Reprezentativní 

snímky 5meC a H3K27me2 ve zralých MII oocytech. Přerušovaný kruh ukazuje hranici oocytů. 

Rámeček představuje zvýrazněnou oblast metafázního chromatinu. Vydělené pólové tělísko, 

které označuje zralý oocyt, je označeno hvězdičkou. (B) Integrovaná hustota signálu 5mC a 

H3K27me2 byla porovnána s hustotou kontrolní skupiny. Data jsou vyjádřena jako průměr 

± SEM ze čtyř nezávislých experimentů, v každém experimentu bylo sledováno minimálně 20 

oocytů na skupinu. Různé horní indexy označují statistický význam při P <0,05 nebo P <0,001. 
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7. Diskuse 

BPS je v současné době využíván v mnoha běžných spotřebních výrobcích, zejména 

v produktech označovaných BPA free, kde často slouží jako náhrada BPA, který je 

prokázaným ED a jeho použití je v EU i USA právně regulováno (EFSA, 2011; FDA, 2012). 

Vzhledem k tomu, že nedávné biomonitoringové studie zaznamenaly srovnatelný výskyt BPS 

s výskytem BPA jak v prostředí, tak v některých tělních tekutinách člověka (shrnuto ve Wu et 

al., 2018; Karrer et al., 2020), neustále vzrůstá potřeba zabývat se výzkumem biologického 

účinku BPS k posouzení rizika expozice BPS na lidské zdraví (Rochester and Bolden, 2015). 

Dosud byly výzkumy zabývající se negativními účinky BPS v souvislosti s lidskou reprodukcí 

zaměřené zejména na chronickou expozici, tedy vliv dlouhodobé přítomnosti BPS 

v organismu na reprodukci člověka. Vzhledem ke každodenní opakované expozici člověka 

nízkým hladinám BPS, který je rychle metabolizován a jeho glukuronidy jsou vylučovány močí 

(Skledar et al., 2016), je ale nezbytné analyzovat také dopady krátkodobé – akutní, zejména 

s vědomím, že akutní a chronické dopady endokrinních disruptorů na reprodukční zdraví 

člověka se mohou významně lišit (Da Silva et al., 2019), jak již bylo prokázáno ve studiích 

zabývajících se BPA (Li et al., 2016; Berger et al., 2008). Pro potřeby této studie jsme zvolili 

dva experimentální modely – myší a prasečí. Myší experimentální model je díky svému 

krátkému generačnímu cyklu vhodným modelem pro studium transgeneračních efektů. 

Jelikož bylo prokázáno, že v citlivém fetálním modelu in vitro jsou lidské gonadální buňky 10 

až 100krát citlivější na BPA, BPS a bisfenol F (BPF), než buňky hlodavců (Eladak et al., 2015), 

bylo jako druhý experimentální model zvoleno prase, jež je díky analogiím s lidským 

organismem z hlediska anatomie, genetiky, fyziologie, ale i délky a průběhu meiotického 

zrání vhodným modelem ke studiu působení xenobiotik na oogenezi (Swindle et al., 2012).  

Vzhledem k tomu, že v současné době již existují studie prokazující přítomnost BPS 

v séru a folikulární tekutině matek (Dimitriadis et al., 2017; Li et al., 2020), využili jsme v naší 

studii pro simulaci podmínek zrání oocytů, během kterého jsou známy přibližné hladiny 

koncentrací BPS ve folikulární tekutině samice, prasečí experimentální model in vitro. 

Naopak pro simulaci průběhu meiotického zrání bez přítomnosti BPS, před jehož zahájením 

došlo k akutní expozici organismu matky přesně definovaným nízkým dávkám BPS, byl využit 

myší experimentální model. Zvolené testované dávky BPS byly nižší, než koncentrace BPS 

pozorované v lidské moči a krevním séru (Thayer et al., 2016). Ačkoli již velmi nízké dávky 
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BPS mají známá rizika (Eladak et al., 2015), tolerovatelná denní dávka (tolerable daily intake; 

TDI) pro BPS dosud nebyla stanovena. BPS vyskytující se v prostředí člověka si zalouží 

zvýšenou pozornost, zejména pokud jde o lidské reprodukční zdraví a jeho akutní / chronické 

účinky. 

Pro analýzu potenciálního efektu expozice BPS na meiotickou progresi prasečích 

oocytů bylo nejdříve hodnoceno jaderné zrání oocytů v průběhu rozpadu jaderné membrány 

(GVBD), která tvoří přirozenou bariéru mezi jadernými a cytoplazmatickými složkami oocytu 

a jak bylo již prokázáno u myší, průběh GVBD může být zpožděn, nebo inhibován působením 

BPA (Chao et al., 2012), BPAF (Ding et al., 2017), nebo BPB (Zhang et al., 2020). Přesto, že 

v našich experimentech nedošlo k žádným statisticky významným změnám v progresi 

jaderného zrání během GVBD, byl pozorován trend počátečního zrychlení GVBD, které bylo 

následováno postupným zpomalením průběhu GVBD, což by mohlo souviset se 

změnou aktivity MAPK, která se na GVBD významně podílí a může být ovlivněna působením 

bisfenolů, jak již bylo prokázáno u BPA (Wang et al., 2016). 

Dále bylo hodnoceno jaderné zrání v průběhu MI a MII, jež tvoří další významná 

meiotická stádia, nezbytná pro úspěšné zrání, oplození a následný embryonální vývoj (Aebi 

et al., 1986). Oocyty, které byly ošetřeny BPS, vykazovaly signifikantní, na dávce závislé 

snížení schopnosti dosáhnout MI a MII po 24 a 48 hodinách in vitro kultivace. Po 24 hodinách 

kultivace dosáhly oocyty stádia MI se sníženou úspěšností, zatímco všechny oocyty dosáhly 

stádia MI po 48 hodinách zrání, ale část nepokračovala v meióze až do MII. Období kolem MI 

se tak zdá být vzhledem k pozorovaným účinkům BPS na zrání oocytů prasat kritické, čemuž 

odpovídají i naše předešlá pozorování (Žalmanová et al., 2017). BPS způsobuje nejen 

zpomalení zrání prasečích oocytů in vitro, podobné tomu, které bylo pozorováno ve vyšších 

koncentracích za přítomnosti bisfenolu AF (Nakano et al., 2016), nebo BPA během zrání 

prasečích (Wang et al., 2016) a myších (Can et al., 2005) oocytů, ale BPS také blokuje průběh 

zrání ve významné části oocytů, jak již bylo pozorováno u lidských (Machtinger et al., 2013), 

myších (Lenie et al., 2008), prasečích (Wang et al., 2016) a bovinních (Ferris et al., 2015) 

oocytů za přítomnosti BPA. Podobné účinky BPS ve vyšších koncentracích, než byly použity 

v našich experimentech, byly již pozorovány při zrání bovinních a ovčích oocytů (Campen et 

al., 2018; Desmarchais et al., 2020). 
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Citlivost oocytů vůči BPS během období kolem MI souvisí s vlivem na tvorbu 

meiotického vřetene. BPS narušuje jeho tvorbu v prasečích oocytech a způsobuje 

nepravidelnosti v uspořádání tubulinových vláken, což má negativní vliv na organizaci 

chromozomů a progresi buněčného cyklu (Žalmanová et al., 2017). Tyto účinky lze připsat 

estrogenní aktivitě BPS, konkrétně napodobení účinku estradiolu, který ovlivňuje regulaci 

zrání oocytů savců in vitro (Beker et al., 2002; Beker – van Woudenberg et al., 2004) a 

zvýšené koncentrace mají za následek defekty meiotického vřeténka (Beker – van 

Woudenberg et al., 2004). Podobné účinky, vyvolávající chybnou organizaci chromozomů in 

vivo (Nevoral et al., 2018) a in vitro (Can et al., 2005; Eichenlaub – Ritter et al., 2008), již byly 

pozorovány během zrání myších a bovinních (Nevoral et al., 2018; Campen et al., 2018) 

oocytů v přítomnosti BPS; abnormality meiotického vřetene byly zjevně výsledkem selhání 

SAC (spindle assembly checkpoint). 

Ačkoliv negativní účinky BPS na jaderné zrání v průběhu GVBD nebyly statisticky 

významné, pozorovaný trend napovídá, že i tato počáteční fáze zrání by mohla být citlivá na 

působení BPS. Období GVBD je iniciováno postupným rozpadem proteinové sítě vnitřní 

strany jaderné membrány a její interakcí s chromatinem. Tato síť se podílí na přeuspořádání 

a kondenzaci chromatinu v průběhu GVBD (Chakarova et al., 2017), proto je pravděpodobné, 

že zpomalení, nebo zastavení jaderného zrání prasečích oocytů může být spojeno i 

s rozpadem proteinové sítě vnitřní strany jaderné membrány. Z tohoto důvodu byly naše 

další experimenty zaměřeny právě na jadernou membránu a na proteinovou síť vnitřní strany 

membrány – jadernou laminu, která iniciuje GVBD a fosforylace proteinů jaderné laminy 

může být ovlivněna působením BPS.  

Na základě naší hypotézy byl testován vliv BPS na lokalizaci laminových proteinů 

(lamin A / C) v průběhu všech tří vybraných stádií, zvolených v předchozích experimentech – 

GVBD, MI a MII. U všech experimentálních skupin došlo k významnému zpoždění rozpadu 

jaderné membrány oproti kontrolním oocytům. Zatímco u kontrolních oocytů došlo 

k počátečnímu kolapsu membrány již ve stádiu GV2, oocyty ošetřené BPS zahájily viditelný 

rozpad membrány až ve stádiu GV4. Jednou z potenciálních příčin tohoto efektu může být 

rozdílná fosforylace laminových proteinů po ošetření oocytů BPS, způsobená ovlivněním 

aktivity MAPK, která patří mezi významné faktrory regulující zrání oocytů a jejíž signální 
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dráha je zodpovědná za znovuzahájení meiotického zrání, fosforylaci laminových proteinů 

a organizaci vřeténka v prasečích oocytech (Liang et al., 2007; Sun et al., 2016). Změna 

aktivity MAPK může vést ke zpoždění a / nebo úplnému selhání GVBD, chybnému zarovnání 

metafázních chromozomů do ekvatoriální roviny, vydělení prvního pólového tělíska a může 

vést až k úplnému zastavení meiotického zrání, nebo tvorbě aneuploidií po oplození, jak již 

bylo prokázáno u prasečích (Wang et al., 2016) a myších (Can et al., 2005) oocytů vlivem 

působení BPA. 

Navíc, fragmenty jaderné membrány byly v našich experimentech u oocytů 

ošetřených BPS pozorovány i ve stádiu MI, ve kterém by vlivem disperzního rozptýlení po 

cytoplazmě oocytu neměly být lokalizovatelné (Prentice – Biensch et al., 2012). Zároveň byl 

v našich experimentech u ošetřených oocytů pozorován i rozdílný způsob GVBD, 

doprovázený vchlipováním jaderné membrány do nukleoplazmatického prostoru. Tento 

efekt může být způsoben opožděným oddělením jaderné laminy od chromatinu, což může 

souviset s perzistencí fragmentů jaderné membrány ve stádiu MI a opožděním až zástavou 

jaderného zrání. Podobný efekt byl pozorován ve studii zabývající se vlivem exprese 

nefosforylovatelného laminu na průběh mitotického dělení u zygot (Velez – Aguilera et al., 

2020), či studii sledující vliv post – translačních modifikací laminu A / C na průběh 

meiotického zrání u Caenorhabditis elegans (Link et al., 2018). Uvedená pozorování 

podporují domněnku vlivu BPS na fosforylaci laminů vlivem aktivity MAPK a naše další 

experimenty budou zaměřeny právě na tuto problematiku. 

Pro simulaci podmínek v těle matky, akutně exponované nízkým dávkám BPS 

z prostředí, jsme v následující části našich experimentů zvolili myší samice akutně vystavené 

BPS in vivo a následně jejich oocyty, podstupující meiotické zrání in vitro bez přítomnosti 

BPS. Heterogenita v lidské populaci byla simulována pomocí hormonálně nestimulovaného 

outbredního myšího kmene. Pro zkoumání možného dopadu akutní expozice BPS na 

meiotickou progresi oocytů byla nejprve vyhodnocena výtěžnost GV oocytů, meiotická 

způsobilost oocytů (SN vs. NSN oocyty), opětovné zahájení meiotického zrání a rychlost 

zrání. Poté, co v těchto parametrech nebyly při akutní expozici zaznamenány žádné 

významné rozdíly, byly následně hodnoceny molekulární markery meiotického zrání oocytů. 

https://elifesciences.org/articles/59510#x9ba16608
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Nejprve bylo testováno meiotické vřeteno, které zprostředkovává zarovnání 

a segregaci chromozomů, jak bylo již popsáno u prasečího experimentálního modelu. 

Vřeteno také působí jako centrum fyziologicky asymetrické cytokineze oocytů (Grøndahl 

et al., 1988). V našich experimentech bylo ve všech skupinách ošetřených BPS pozorováno 

zvýšené procento abnormálních oocytů, včetně zvýšeného výskytu malformace vřetene 

a chybného zarovnání chromozomů. Zejména nepravidelné uspořádání mikrotubulů vřetene 

bylo nejčastějším pozorovaným fenotypem, což zdůrazňuje účinek BPS podobný estrogenu 

(Beker – van Woudenberg et al., 2004) a zároveň tyto výsledky naznačují, že akutní expozice 

BPS může způsobovat spíše poškození vřetene než vychýlení chromatinu.  

Dále byla hodnocena integrita chromatinu kvantifikací dvouřetězcových zlomů DNA. 

Negativní účinek BPS na integritu DNA, indikovaný zvýšeným signálem TUNEL, byl detekován 

ve skupinách BPS1, BPS2 a BPS4. Toto zjištění potvrzuje nemonotónní reakci na expozici BPS, 

která byla dříve popsána jako charakteristická pro efekty ED (Vandenberg et al., 2012). 

Výsledky našich experimentů akutního působení BPS na myším experimentálním modelu se 

sníženou hormonální stimulací tedy podporují hypotézu negativního účinku BPS. 

Kromě poškození cytoskeletu mají endokrinní disruptory také dobře definovaný 

epigenetický účinek. V našich experimentech bylo zjištěno, že jak methylace DNA, tak 

methylace histonu (tj. 5meC a H3K27me2), jako markery genomické represe, jsou náchylné 

k narušení po akutní expozici BPS. V nezralých GV oocytech byla po ošetření BPS3 zvýšena 

methylace H3K27. Naproti tomu hladiny 5meC vzrostly ve zralých MII oocytech ve skupině 

BPS2. Naše pozorování tedy podporují dříve pozorovaný účinek BPA na methylaci histonu 

v oocytech (Trapphoff et al., 2013; Wang et al., 2016) a změny H3K27me2 vyvolané účinkem 

BPS (Nevoral et al., 2018). Epigenetický účinek se však lišil podle způsobu expozice (akutní vs. 

chronická). Hladina H3K27me2 se zvýšila po chronické expozici BPS (Nevoral et al., 2018), 

zatímco u současných experimentů s akutní expozicí nebyl pozorován žádný účinek. Tato 

nesrovnalost zdůrazňuje možné různé cíle akutní vs. chronické expozice, zejména preantrální 

/ antrální folikuly a dřívější stadia (tj. primordiální a / nebo primární folikuly). Dohromady 

tato zjištění naznačují, že BPS moduluje epigeneticky řízenou genovou expresi, podobně jako 

BPA (Verbanck et al., 2017). Kromě toho může působení BPS vyvolat změny 

v epigenomickém programování, které může přetrvávat po celý život, a tím měnit genovou 
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expresi a prostřednictvím transgeneračního přenosu ovlivňovat i následující generace 

(Walker, 2016). 

Naše výsledky souhrnně naznačují, že je nutné identifikovat molekulární cíle 

a interakce BPS v gametách a časných embryích s cílem chránit lidské reprodukční zdraví. Pro 

úplné objasnění jsou nutné další experimenty, zaměřené na oplodnění a časný embryonální 

vývoj oocytů ovlivněných BPS, s přihlédnutím ke kvalitativním změnám mezi oocyty zrajícími 

in vitro a in vivo, hormonální stimulaci (pokud jsou využity technologie asistované 

reprodukce) a vývojové úspěšnosti embryí po přirozeném oplodnění nebo oplodnění in vitro. 
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8. Závěr 

Meiotické zrání oocytů je klíčovým procesem pro oblast reprodukčních 

biotechnologií, jako je in vitro oplození (IVF) nebo přenos jader somatických buněk (SCNT). 

Detailní studium meiotického zrání oocytů a testování potenciálních látek, které by mohly 

bezchybný průběh zrání narušit, je nezbytné pro vyšší efektivitu získávání in vitro dozrálých 

oocytů a tedy další pokrok reprodukčních biotechnologií s aplikacemi v humánní medicíně. 

Cílem práce bylo ověřit hypotézu, podle které široce rozšířený endokrinní disruptor bisfenol 

S (BPS) negativně ovlivňuje průběh meiotického zrání prasečích a myších oocytů in vitro.  

Na základě experimentů bylo zjištěno, že bisfenol S významně narušuje průběh 

meiotického zrání prasečích oocytů in vitro, a to jak v průběhu rozpadu jaderné membrány 

(GVBD), tak během metafáze I (MI) a metafáze II (MII). Expozice BPS během meiotického 

zrání sice neovlivnila schopnost oocytů dosáhnout jednotlivých fází jaderného zrání během 

GVBD, významně však ovlivnila rozpad a způsob rozpadu jaderné membrány a také 

schopnost oocytů dosáhnout metafáze I a metafáze II. Lze předpokládat, že opoždění 

rozpadu jaderné membrány je pravděpodobně spojeno s její zpožděnou depolymerací, která 

vyvolává perzistenci fragmentů membrány ve stádiu MI, ve kterém je za fyziologických 

podmínek jaderná membrána v oocytu již nepřítomna. 

Další experimenty byly zaměřeny na vliv akutní expozice BPS in vivo na následný 

průběh meiotického zrání myších oocytů in vitro. Bylo zjištěno, že akutní expozice samic před 

zahájením meiotického zrání neměla vliv na výtěžnost oocytů ani meiotickou způsobilost. 

Nebyl pozorován statistický významný efekt ani na úspěšnost zrání oocytů, na rozdíl od 

prasečích oocytů, kde byl významný efekt BPS na úspěšnost zrání prokázán. Je 

pravděpodobné, že rozdílný efekt BPS na úspěšnost zrání u prasečích a myších oocytů je dán 

rozdílným způsobem expozice, zvolenou dávkou a druhově specifickými nároky na zrání. 

Dále byly u myších oocytů sledovány celogenomové markery stability 

heterochromatinu, a to jak ve stádiu GV, tak u zralých MII oocytů. Bylo zjištěno, že jak 

methylace DNA, tak methylace histonu (5meC, H3K27me2), jako markery genomické 

represe, jsou náchylné k narušení po akutní expozici BPS. Zatímco v nezralých GV oocytech 

došlo k významnému zvýšení methylace H3K27 (BPS3), hladiny 5meC v MII oocytech 

významně vzrostly ve skupině BPS2. Tato zjištění naznačují, že BPS moduluje epigeneticky 

řízenou genovou expresi, podobně jako BPA. 
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Také experimenty zaměřené na defekty chromatinu a formování meiotického vřetene 

prokázaly negativní vliv BPS na meiotické zrání myších oocytů. Byla pozorována tvorba 

nekonjugovaných tubulů (BPS1, BPS3, BPS4) a tvorba dvojitého vřetene (BPS2), zatímco 

nebyly prokázány žádné malformace metafázní destičky, bylo však pozorováno významné 

zvýšení výskytu dvouřetězcových zlomů DNA (BPS1, BPS2, BPS4).  

Naše výsledky potvrzují účinky BPS jako endokrinního disruptoru, přesto je zapotřebí 

dalších výzkumů, které by detailněji objasnily mechanismus účinku BPS. Z našich výsledků 

vyplynulo, že expozice velmi nízkým dávkám BPS významně ovlivňuje kvalitu oocytů během 

meiotického zrání, zejména proces GVBD, tvorbu vřetene, integritu DNA a epigenetické 

modifikace nukleozómů. Naše pozorování proto naznačují, že BPS není vhodnou náhradou za 

BPA, produkce BPS by měla být výrazně omezena nebo zakázána a kritéria pro zvolení 

vhodné alternativy by měla být nastavena přísněji. 
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