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Vliv bisfenolu S na expresi a lokalizaci estrogenovych

receptoru alfa béhem meiotického zrani prasecich oocyti

Souhrn

Meiodza je dulezity komplex procesii pfi tvorbé oplozeni schopného oocytu. Aby byla
uspesna, musi vsechny faktory, které se ji ucastni a podileji se na jeji regulaci, spravné fungovat.
Jednim z faktorii diilezitych pro spravny vyvoj jsou estrogenové receptory (ERs), které funguji
jako ligandem aktivované transkripcni faktory areguluji transkripci genti ovliviiovanych
estrogeny. Prestoze je zrajici oocyt transkripéné inaktivni, ERs jsou nepostradatelné v dalSim
vyvoji pii nastupu transkripce u embrya. Jakékoliv naruseni mize vést k zdvaznym chybam
a vyfazeni oocytu ze zasoby zarode¢nych bunék. Toto naruSeni mohou zpisobit nékteré latky
vyskytujici se bézné¢ v kazdodennim zZivoté, které piisobi na organismus rozvracenim jeho
télesné homeostazy. Takovymi latkami jsou endokrinni disruptory, mezi néz patii chemické
komponenty pii vyrobé plasti — bisfenoly. Diive se hojn¢ pouzival bisfenol A (BPA), nicméné
pro jeho Skodlivé uCinky na organismus je postupné vyfazovdn z vyroby a nahrazovan
strukturnimi analogy, jako je naptiklad bisfenol S (BPS). Cilem préace bylo ovéfit hypotézu, zda
BPS negativné ovliviiuje pribéh meiotického zrani praseCich oocytl prostiednictvim zmén
vexpresi a intracelularni lokalizaci ERa. Hypotéza byla ovéfovdna pomoci
imunocytochemické detekce proteinti — ERa v prase€ich oocytech kultivovanych 24 a 48 hodin
v pfitomnosti riiznych koncentraci BPS. Pomoci snimk z fluorescenéniho mikroskopu byla
sledovana lokalizace a relativni intenzita fluorescence ERa. Experimenty ukézaly, ze BPS
ovlivituje lokalizaci ERa v prase€ich oocytech a to vytvarenim silné¢ homogennich struktur
nebo vytvafenim shlukd. Dal§im vlivem BPS na ERa byla jejich zvySena exprese. Pfi kultivaci
24 hodin byla nejvyssi intenzita fluorescence namétena u oocytii kultivovanych v 30uM BPS,
kdeZto pfti delsi kultivaci 48 hodin nejvyssi intenzitu vykazovala skupina kultivovana v 300nM
BPS. Tyto vysledky v souhrnu potvrzuji, ze piisobeni BPS na organismus zpiisobuje naruSeni

fungovani ERa a maze vést k naruseni meiotického zrani.

Klic¢ova slova: prase, oocyt, bisfenol, meiotické zrani, estrogenovy receptor



Effect of bisphenol S on expression and localization of
estrogen receptors alpha during meiotic maturation of

porcine oocytes

Summary

Meiosis is an important complex of processes in the creation of the oocyte capable of
fertilization. To be successful, all the factors that participate in meiosis and contribute to its
regulation must function properly. Estrogen receptors (ERs) are one of the factors important for
the proper development of the oocyte, they act as ligand-activated transcription factors and
regulate the transcription of genes affected by estrogens. Although matured oocyte is
transcriptionally inactive, ERs are essential in the further development at the onset of
transcription in the embryo. Any disruption can lead to serious errors and remove the oocyte
from the supply of germ cells. This disruption can be caused by some substances occurring
normally in everyday life which can act on the body as the homeostasis disruptors. Such
substances as the endocrine disruptors, including the chemical components in the production of
plastics — the bisphenols. Previously the bisphenol A (BPA) was widely used but for the harmful
effects on the body is gradually being phased out of production and is being replaced by its
structural analogs, such as the bisphenol S (BPS). The aim of this thesis was to test the
hypothesis whether the BPS negatively affects the course of in vitro maturation of porcine
oocytes by changes in the expression and intracellular localization of ERa. The hypothesis was
verified by immunocytochemical detection of proteins - ERa in the porcine oocytes cultured
for 24 and 48 hours in the presence of various concentrations of the BPS. Using images from
the fluorescence microscope the localization and relative fluorescence intensity of ERa was
monitored. Experiments have shown that the BPS affects the localization of ERa in the porcine
oocytes by generating highly homogeneous structure or by the creation of spots of ERa.
Another influence of BPS on ERa was their increased expression. In the group cultivated for
24 hours, the highest fluorescence intensity was measured in oocytes cultured with 30uM of
BPS, whereas at longer cultivation for 48 hours the group cultured in 300 nM of BPS exhibited
the highest fluorescence intensity. These results collectively confirm that the action of BPS on
the organism causes the disruption of the functioning of ERa and may lead to distortion of

meiotic maturation.

Keywords: pig, oocyte, bisphenol, meiotic maturation, estrogen receptor
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1 Uvod

Meiotické zrani oocytu je komplexni a velmi piesny soubor procesi, diky kterym se miize
vyvinout oplozeni schopna haploidni zarode¢na buiika schopna po fertilizaci dat zaklad novému
zivotu. Jakékoliv naruseni téchto dokonale synchronizovanych mechanismt, mezi néz patii
napiiklad meiotické bloky a jejich regulace, rozpad zarodecného véacku, tvorba meiotického
dé€liciho vieténka a spravné usporddani chromozomii, signalizace steroidnimi hormony
zprostiedkovana jadernymi receptory nebo vydéleni polovych télisek, mize mit vazné

duasledky.

Estrogenové receptory (ERs) patfi do rodiny jadernych receptort, které po navazani
prislusného ligandu piisobi v jadre jako transkripéni faktory. ERs na sebe vazi vyznamny
steroidni hormon — estradiol, ktery se podili na fizeni reproduk¢nich funkei. NarusSeni spravné

funkce téchto receptorti miize vadzné ovlivnit fungovani organismu.

Latky, které mohou naruSit pribéh meiotického bunééného cyklu, jsou endokrinni
disruptory. Mezi n¢ se fadi dnes velmi diskutované bisfenoly (bisfenol A a jeho substituenty),
které jsou pouzivany mimo jiné hlavné v plastovych obalech potravin. Jelikoz se plisobeni
téchto endokrinnich disruptori nelze témét vyhnout, je dilezité, aby jim byla vénovana
pozornost. V soucasné dob¢ se zvySuje zdjem vefejnosti o bezpecné potraviny. Spolecnosti
vyrabé¢jici obalové materidly potravin jsou proto tlaceny k nalezeni ndhradnich chemickych
komponent, a tak jsou dnes na trhu stale vice oblibené produkty ,,BPA free®. Jako substituent
BPA je pouzivan naptiklad bisfenol S (BPS), nicméné stile je nedostatek odbornych studii

proveétujicich jeho bezpecnost.

Vyzkum plisobeni endokrinnich disruptori je provadén nejen na somatickych butikach, ale
casto také na oocytech, jelikoZ jsou k disrupci velmi citlivé. Jako modely jsou pouzivany rizné
zvifeci druhy, mezi nimi napiiklad hospodarskéd zvifata, laboratorni mysi a potkani nebo
napiiklad z ryb dénio pruhované, kdy se u€inkiim téchto chemickych latek vystavuji pouze
samostatné builkky nebo 1 celé organismy. Pro vyzkum pulsobeni endokrinnich disruptori
na Clovéka se pouzivaji lidské tkanové kultury, ale jako dostupnéj$i model, ktery se v mnoha
aspektech blizi fyziologii lidského organizmu, se vyuziva prase. V této praci byly pouzity
prase¢i oocyty, které jsou ve svém fungovani, velikosti a délce bunééného cyklu podobné

lidskym, a proto jsou vhodné i jako model pro huméanni medicinu.
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2 Cil prace

Cilem prace je ovérit hypotézu, ze bisfenol S negativné ovlivituje pribéh meiotického zrani

prasecich oocytl prostiednictvim zmén v expresi a lokalizaci estrogenovych receptort alfa.



3 Literarni reSerse

3.1 Pribéh meiotického bunééného cyklu

Témétr kazdy eukaryotni organismus produkuje pohlavni buiiky (oocyty nebo spermie)
prostiednictvim specialniho typu bunécéného déleni a tim je meidza. Produktem tohoto déje jsou
haploidni pohlavni bunky, tedy buiiky s polovi¢ni genetickou vybavou. Naslednym spojenim
takovéto samci a samici pohlavni buniky vznika diploidni zygota, zdklad nového Zivota. Behem
meiodzy je jeden cyklus replikace DNA nasledovan dvéma cykly bunécného déleni, nazyvanych
meidza [ a meidza II. Takto se dosdhne stavu, kdy z jedné diploidni premeiotické buiky

vzniknou ¢tyfi haploidni pohlavni buniky (Lodish et al., 2003).

Zakladni schéma meidzy je u obou pohlavi stejné, nicméné€ u samcti je vytéznost pohlavnich
bunek béhem jejich vzniku vétsi, jelikoz se opravdu z jedné buiiky vytvoti béhem meiozy Ctyti
pohlavni bunky. U samic je to jiné. Béhem oogeneze vznikd z jedné bunky pouze jediny
plnohodnotny oocyt a dvé az tfi pélova téliska, podle toho, zda se polové télisko ve fazi meidzy

I rozdéli ¢i ne.

Meidza se sklada ze dvou po sobé jdoucich bunéénych déleni. Prvni déleni sestava z profaze
I, metafaze I, anafdze I a telofaze 1. Nekteti autofi (Alberts et al., 2005) rozdé€luji dvé faze
meidzy ne na Ctyfi, ale na pét dil¢ich fazi, a to pfidanim prometafaze mezi profazi a metafazi.
Béhem prvniho meiotického dé€leni dochazi k parovani homolognich chromozomt
a rekombinaci genetické informace diky procesu zvanému crossing-over. Dvé sesterské bunky
vzniklé rozdélenim té matefské maji stale diploidni charakter a obsahuji kazda homologni
chromozomy, kazdy sestavajici ze dvou pevné spojenych sesterskych chromatid. Nasledné
vstupuji tyto buiiky do mei6zy 11, sestavajici z profaze 11, metafaze II, anafaze II a telofaze II.
Pted vstupem do druhého bunécného dé€leni nepodstupuji dcefiné buiky vzeslé z meidzy 1
replikaci DNA, a proto jsou koneénym produktem celé¢ meidzy haploidni buniky (Cohen
and Holloway, 2015).



3.2 Oogeneze

Oogeneze je proces diferenciace oocytu. Gameta vytvorend procesem oogeneze obsahuje
vSechny materialy potiebné k zahéjeni a udrzeni metabolismu a vyvoje. Z toho divodu, kromé
vytvofeni haploidniho jadra, se pfi procesu oogeneze hromadi v oocytu mnoZstvi
cytoplazmatickych enzymi, mRNA, organel a metabolickych substrati. Tak se oocyt vyviji
v gametu s pozoruhodné komplexni cytoplazmou (Gilbert, 2000).

3.2.1 Faze mnozeni

Cely proces oogeneze by nemohl fungovat bez existence zarodecnych bunék. Jejich vznik
je komplexni proces, ktery zac¢ina splynutim vajicka se spermii béhem oplozeni a vytvoienim
prvni buniky nového zivot - zygoty. Po n€kolika mitotickych cyklech, vytvofeni moruly a poté
blastocysty, se objevuji primordialni zarode¢né buniky v procesu gastrulace a to v oblasti
mezodermu, mimo embryoblast. Tyto primordialni zarode¢né buniky (primordial germ cells —
PGCs) jsou spolecnym prekurzorem pro vyvin jak samicich, tak i samcich pohlavnich bun¢k
(Sun et al., 2014). Nicmén¢ jesté pred procesem gastrulace jsou znamy bunky, ze kterych se
tyto PGCs vyvinuly, a tyto se nachédzeji v oblasti epiblastu. Do extraembryonalni oblasti se
pfesunuly zifejm€ z divodu ochrany bunc¢k zéarode¢né linie pied bunéénymi signaly

pro diferenciaci somatickych bunék (De Felici, 2013).

Jakmile jsou PGCs specifikovany (od ostatnich bunék je 1ze rozeznat diky zna¢né velikosti
a sférickému tvaru), za€inaji migrovat béhem rané gastrulace z vnéjSku do genitalnich list
vyvijejicich se gondd vznikajictho embrya. Béhem své cesty tyto buiiky dale proliferuji
a podstupuji rozsdhlou genetickou reprogramaci. Aktivuji se geny specifické pro linii
zarode¢nych bunck a dochdzi k epigenetickym zménam genomu zahrnujicim demetylaci DNA
a histonti. To v8e pro znovu ziskani schopnosti totipotence a vymazani genového imprintingu.
Tyto procesy jsou kompletni po ukonceni migrace do genitalnich lis§t. Po nékolika dalSich
proliferac¢nich cyklech dokonéi primordidlni zarode¢né buiiky svou diferenciaci v oogonie
ve vajecnicich u samiciho pohlavi, respektive ve spermatogonie ve varleti u sam¢iho pohlavi

(De Felici, 2013).

Oogonie jsou velké kulovité bunky obsahujici hyaloplazmu, ve které se hlavné kolem jadra

shromaZd’uji volné polyribozomy, mitochondrie a kratké useky endoplazmatického retikula.
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Mitochondrie jsou v tomto stadiu vyvoje spiSe kulovité s uzkymi, témét tubularnimi kristami
(Bielanska-Osuchowska, 2006). Mitochondrie jsou jedine¢nymi organelami diky své
schopnosti pokryt okamzité metabolické pozadavky vyvijejiciho se embrya a také tim,
ze predavaji mitochondridlni genom dalSi generaci (Albertini, 2015). Jadro oogonie je také
sférického charakteru, obsahuje nukleoplazmu a kratké useky heterochromatinu. Béhem rané
faze vyvoje vajecniku se oogonie mitoticky dé€li a pocet zdrode¢nych bunék vyrazné naruista.
Pozd¢ji se oogonie zacinaji shlukovat do skupin a propojuji se mezi sebou intercelularnimi
cytoplazmatickymi mustky. Mitoticka aktivita ustdva a dochazi opét ke snizeni poctu
zarodecnych bunék, které zanikaji nekr6zou nebo pozdé&ji v profazi I degeneruji. Jakmile
vstoupi oogonie do profaze prvniho meiotického dé€leni, cytoplazmatické mustky se prerusi

a nadale jsou tyto buniky nazyvany jako oocyty (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Oocyty nachézejici se v profazi I se nazyvaji primarni. Tato faze se skladd z n&kolika
po sobé jdoucich dil¢ich fazi — leptotene, zygotene, pachytene a diplotene, ve které dochazi
k prvnimu meiotickému bloku. Zaroven piti dosazeni této dil¢i faze se oocyt zacina obklopovat
jednou vrstvou pre-granuldoznich bunck a vznika bazdlni membrina. Takto vznika prvni
kategorie folikulli - primordialni folikuly, které zastavaji v klidovém stadiu, dokud nepiijde

signal, ktery je stimuluje k rastu (Fair, 2003).

Béhem profaze I dochazi v oocytu k dilezitym procestim tykajicich se genetické informace.
V leptotenni fazi se paruji homologni chromozomy, které nasledné ve fazi zygotene vytvareji
tzv. synaptonemalni komplex, coZ je podélné spojeni homolognich chromozomi. Tento
komplex ur¢i mista rekombinace a pravdépodobné vytvaii 1 jakousi kostru pro restrikci
dvouvlaknové DNA béhem procesu crossing-over. Béhem pachytenni faze dojde k samotnému
crossing-overu. V nasledné diplotenni fazi dochéazi k rozvolnéni synaptonemalniho komplexu,
ovSem s viditelnymi chiasmaty (misty prekiizeni pfi crossing-overu). V této fazi je vyvoj

oocytu zastaven a ten takto s dekondenzovanym chromatinem zlistava (Jones, 2008).

Pti pteméné v oocyt dochézi v cytoplazmé ke zménam. Objevuji se protdhlé mitochondrie,
stale s malym mnoZstvim krist, nejspis kviili nizké metabolické aktivité (Plant and Zeleznik,
2015). Kratké useky endoplazmatického retikula se zacinaji shlukovat a vytvateji skupiny dvou
az tii paraleln¢ uspofaddanych podlouhlych cisteren a objevuji se také hladké membranové
struktury. Na konci fadze pachytene jsou jiz zmény v cytoplazmé vyraznéjsi. ZvySuje se

mnozstvi protdhlych mitochondrii, dlouhych paralelnich cisteren endoplazmatického retikula,
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vznikaji také lipidova granula (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Ditlezitym znakem savciho oocytu je velké jadro, které se v obdobi profaze I nazyva
zarodeCny vacek (germinal vesicle — GV). Muze byt lokalizovano v centru oocytu nebo
v excentrické poloze. Obsahuje riizné mnozstvi jadérek a chromatin v podobé kondenzovaného
heterochromatinu nebo difuzniho euchromatinu. Piechod mezi heterochromatinem
a euchromatinem je zavisly na mite transkripce béhem rastu oocytu. Jaderny obal zarodecného
vacku je bohaty na jaderné pory, coz umoziiuje prechod velkého mnozstvi RNA béhem

nasledné faze ristu (Albertini, 2015).

Nepostradatelnymi komponentami pro spravnou funkci bunééného jadra jsou laminy. Tvofi
vrstvu mezi jadernou membranou a perifernim heterochromatinem, kterd se nazyva jaderna
lamina. Tato vrstva je tvofena tfemi hlavnimi strukturadlnimi polypeptidy — laminem A, B a C,
které patii mezi intermedialni filamenta typu V. Laminy typu A, laminy A a C, jsou produktem
jednoho genu LMNA a vznikly diky alternativnimu sestiihu. Laminy vytvaii kostru jadra, ktera
drzi jeho tvar, zajiSt'uje jeho mechanické vlastnosti a slouzi jako misto k navazani chromatinu

a proteinll ucastnicich se reorganizace chromatinu (Dechat et al., 2010; Qi et al., 2015).

Nazory na definitivni pocet zdrode¢nych bun€k pii narozeni jedince se rtizni. Jedina diive
platna teorie popisovala, Ze béhem fetalniho obdobi se ve vajecniku vytvofi definitivni zasoba
zarode¢nych bunék, ze kterych se béhem reproduktivni faze Zivota vybiraji buiiky pro stvotfeni
nového jedince. Tuto zasobu predstavuji primordidlnimi folikuly, které obsahuji oocyt
zastaveny v prvnim meiotickém bloku obklopeny jednou vrstvou plochych pre-granuldznich
bunék (Adhikari and Liu, 2013). PfestozZe je tato teorie obecné piijimand, existuji také studie,
které potvrzuji, Ze se nové zarodecné bunky mohou vytvéret 1 v postnatalnim obdobi (Johnson

etal., 2004).

Zasoba zarodecnych bunék se béhem zivota jedince progresivné snizuje. Proto, aby oocyt
uvniti primordialniho folikulu mohl slouzit jako zdravéd zarodecnd buitka schopna oplozeni,
musi si zachovat vysokou cytoplazmatickou a genetickou kvalitu. Zptsob, jak tento problém
vytesit, je pouziti celé fady nastroji pro opravu poskozeni v butice (hlavné poSkozeni DNA)
a pokud to neni mozné, musi primordialni folikul obsahovat proapoptotické proteiny, které

odstrani poSkozeny oocyt ze zasoby zdravych zarode¢nych bunék (Myers and Hutt, 2013).



3.2.2 Faze rustu

Béhem riistové faze je stale zastaven bunécny cyklus a oocyt ziistava v profazi 1. Dilezité je
zminit, Ze ristova faze je nezavisla na stimulaci gonadotropiny, kdezto faze zrani je

ovlivilovana plisobenim gonadotropnich hormonti (Albertini, 2015).

Nejnapadnéjsim znakem savciho oocytu je jeho velikost. Pfeména z malého oocytu uvniti
primordialniho folikulu do pIné velikosti je perfektni ukazkou bunécné hypertrofie. Extrémni
zvétSeni objemu oocytu je zpisobeno transkripni aktivitou jadra, syntézou proteint
a hyperplazii bunéénych organel. Nové vznikajici molekuly RNA a proteiny jsou dulezité
pro tzv. housekeeping (zajisténi zakladnich pochodil) a pro udrzeni procesu hypertrofie, dale
ovliviiuji proces meidzy a také jsou dulezité pro pozdéjsi stddia vyvoje jako plisobeni

tzv. materndlnich genti (Albertini, 2015).

Strukturdlni zmény v cytoplazmé béhem rustu oocytu zahrnuji nartist poctu a zménu
morfologie mitochondrii, ultrastrukturalni modifikace Golgiho aparatu a akumulaci ribozomd.
Hlavni nukledrni zménou je transformace jadérka, které se méni z difizni, sitovité podoby
na kompaktni, jednotnou strukturu sloZzenou vyluéné z fibrilarniho materialu. Tyto modifikace
jsou odrazem intenzivni syntézy RNA, ktera postupné ustava s ristem oocytu. Pro vysokou
transkripéni aktivitu je také dulezitd struktura chromatinu, ktera je v rostoucim oocytu
rozvolnéna, oproti kompaktnimu chromatinu obklopujicimu jadérko u oocytu s ukonc¢enou
rustovou fazi. Pro nasledujici vyvoj a rozdéleni jadra pfi meidze se musi vytvofit délici
vieténko, jehoz vyvoj se zapocina ve stadiu ristu oocytu, kdy v pln€ narostlém oocytu se
v perinukledrnim prostoru nachdzi mikrotubuly organizujici centrum (MTOC), ze kterého

ve fazi zrani vyristaji mikrotubuly pfi déleni buniky (Fulka et al., 1998).

Béhem oogeneze plisobi Golgiho aparat jako kontrolni centrum syntézy proteind, endosomtl,
kortikélnich granul a lysozomut. Primarni funkci Golgiho aparatu, kterd zafind po aktivaci
folikulu, je sekrece. Hlavnimi produkty jsou v této fazi glykoproteiny, ze kterych bude
vytvofena zona pellucida, poté membranové proteiny pro rozvijejici se plazmatickou
membranu a proteiny, které jsou nutné pro formovani lysozomti. Béhem rlstu oocytu se
Golgiho komplex rozmisti jak uvnitt cytoplazmy, tak také tésn€ pod plazmatickou membranou

oocytu, kde se podili na tvorb¢ kortikalnich granul (Albertini, 2015).



Béhem rlstu oocytu se zacinad tvofit zona pellucida (Sathananthan et al., 2006). Je to
extracelularni matrix obklopujici oocyt, kterd ma mnoho funkci. Je slozena z glykoproteint
(ZP1, 2, 3) syntetizovanych, zpracovavanych a sekretovanych samotnym oocytem. Slouzi
hlavné jako ochranna bariéra oocytu uvnitt folikulu, béhem ovulace a fertilizace (Albertini,

2015).

Aby mohl oocyt prolomit meioticky blok a dokoncit zrani, musi ziskat meiotickou
kompetenci. To vyzaduje sérii strukturdlnich a funkénich zmén samotného oocytu
a obklopujicich kumularnich bunék. Kompetence oocytu je mozné dosahnout az po dokonceni
rustu folikulu. Dalsi procesy nutné k dokonceni meidzy, jako je redistribuce kortikalnich granul
nebo zmény v poctu, funkci a rozmisténi mitochondrii v cytoplazmé, se poté realizuji postupné
az do konecnych fazi zrani (Picton et al., 2008). Oocyt miize dosahnout meiotické kompetence
az po dosazeni své témét maximalni velikosti. Praseci oocyty ve své riistové fazi zméni velikost
z 30 az na 120 pm a jejich rist je témét ukoncen (115 um) ve folikulech o velikosti 1,8 mm.
Schopnost dokoncit v pozdéjsim vyvoji meidzu I a piejit tak do dalSiho zraciho d€leni je také

podminéna ukonceni transkripéni aktivity jaddra béhem rastové faze (Hunter, 2000).

3.2.3 Faze zrani

Zrani oocytu je proces, ve kterém plné dorostly oocyt dokoncuje vyvoj zapoc€aty behem
fetalniho obdobi, aby se mohl stat oplozeni schopnou gametou (Trounson et al., 2013). Poznani
procesu této faze je velmi dllezité pii experimentech in vitro, kdy vytvoreni optimalnich
podminek pro zrani je zékladni podminkou pro produkci oocytit schopnych oplozeni a dal$iho

embryondlniho vyvoje (Yuan and Krisher, 2012).

Po dosaZeni puberty, kdy je samice pfipravena se rozmnoZovat, se v pravidelnych
intervalech estrdlniho cyklu zaind z hypofyzy uvolnovat luteinizaéni hormon, ktery
nastartovava preruSenou meidzu. Obnoveni meidzy je charakteristické rozpadnutim
zarode¢ného vacku — tzv. germinal vesicle breakdown (GVBD) (Mehlmann, 2013). Rozpad 1ze
rozdélit do ¢ty stadii oznacovanych GV1 az GV4, podle zmén chromatinu a pfitomnosti
jadérka a jaderné membrany. Na zacatku rozpadu ve stddiu GV1 jsou jadernd membrana
1jadérka jeste¢ viditelné a chromatin vytvari kolem jadérka kruh nebo strukturu podobnou
koniské podkové. Ve stadiu GV2 se na jaderné membrané objevuji shluky chromatinu. Ve stadiu

GV3 jsou shluky chromatinu zietelné hlavné kolem jadérka a zacCind se tvofit sit’

8



chromatinovych filament. V kone¢né fazi GV4 je jiz jadernd membrana nezietelna a jadérka jiz
nelze rozeznat. Chromatin je ve formé nepravidelné sité nebo jako jednotlivé kondenzované

bivalenty (Motlik and Fulka, 1976).

Rozpad jaderné membrany, ktery je nezbytny pro GVBD, je zplisoben fosforylaci vSech tii
typti lamint (A, B 1 C). Laminova filamenta depolymerizuji a vytvareji jednotlivé dimery. Tato
dezintegrace laminové sit¢ vede k fragmentaci celé jaderné membrany na malé vacky. Stejné

se rozpada 1 endoplazmatické retikulum, které obklopuje vnéjsi jadernou membranu (Miyano

etal., 2003).

Chromozomy kondenzuji a formuje se meiotick¢ délici vieténko. Z profaze 1 se
chromozomy nachdzeji ve formé¢ vzdy dvou spojenych homolog, tzv. bivalent. V prometafazi
vytvareji kinetochory sesterskych chromatid oproti mitotickému dé€leni funkéni jednotku, které
je pfipojend pouze ve sméru jednoho polu déliciho vieténka. Nicméné uvnitt bivalentu jsou
kazda dvojice sesterskych chromatid pfipojend k opacnému pdlu. Jakmile jsou kinetochory
jednotlivych chromozomil pfipojeny k délicimu vieténku a srovnany v ekvatoridlni roving,
muze zacit anafaze, kdy se jednotlivé homologni chromozomy rozchazeji k opaénym polim
oocytu. Béhem telofaze se nasledné vydéli prvni polové télisko a vznika tak sekundarni oocyt

(Jones et al., 2013).

V procesu bunécného déleni hraji vyznamnou roli jednotlivé komponenty cytoskeletu.
Meioza je totiz asymetrické déleni, kdy chromozomy sice museji byt rozdéleny presné na dvé
poloviny, kdeZto cytoplazma je délena nesymetricky a to ve prospéch oocytu, nikoliv poélového
téliska. Tato asymetrie dovoluje zachovat maternalni mRNA, proteiny a Ziviny v cytoplazmé,
které se akumulovaly b&hem rustové faze, a jsou dilezité pro Casny embryonalni vyvoj

pted nidaci blastocysty v d€loze (Verlhac and Breuer 2013).

Jednou z cytoskeletarnich struktur jsou mikrotubuly déliciho vieténka. Po rozpadu jaderné
membrany zacnou z MTOC rtst mikrotubuly smérem k chromatinu a poté se MTOC za¢nou
stahovat k opacnym polim oocytu. Pfechodnd spojeni mezi mikrotubuly a kinetochory
chromozoml posouvaji chromozomy do ekvatoridlni roviny mezi dvéma podly délicich
vietének. Jakmile jsou dé€lici vieténka s pln¢ funkénimi pdly vytvofeny, mize zacit anafaze,
kdy se bivalenty rozchdzeji k opa¢nym polim oocytu (Verlhac and Breuer 2013). MTOC se
podili nejen na tvorbé meiotického vieténka, ale podporuji také mitotické déleni bunék béhem
ran¢ho embryonalniho vyvoje. MTOC se skladd z gama-tubulinu a pericentrinu, které
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prodélavaji specifické zmény béhem vyvoje oocytu ze stadia GV az do metafaze II (Albertini,
2015). Centrioly tvofici centrozomy se béhem vyvoje degraduji. Uvnitf oogonii 1ze centrioly
nalézt, kdezto uvnitt oocytii v primordidlnich a primarnich folikulech zastavenych v profazi I
nejsou centrioly detekovatelné. Az po oplozeni aktivuje centrozom spermie oocyt a vytvari se

hvézdicovita struktura a mitotické vieténko embrya (Sathananthan et al., 2006).

Vedle mikrotubull existuji jesté dalsi 2 tfidy cytoskeletarnich proteinti, které jsou dilezité
v zZivoté savciho oocytu. Jsou to filamenta kontraktilniho proteinu aktinu, poté tzv. motorovy
protein myozin a proteiny vytvarejici intermedialni filamenta, ktera dodavaji bunice pevnost
(Albertini, 2015). Co se tyce asymetrie déleni, pro tu je dulezity F-aktin. Sit' tvofena timto
aktinem kontroluje pfesun meiotického vieténka béhem meidzy. Béhem profize se jadro
nachdzi v centrdlni ¢asti oocytu a kolem néj je husta sit’ aktinovych vladken. Jakmile dojde
k rozpadu jaderné membrany, zacne se tvofit délici vieténko ve stejné oblasti, kde se nachazelo
jadro. V této fazi se vyrazné snizi hustota aktinovych vlaken a znovu se obnovi béhem migrace
déliciho vieténka ke stén¢ oocytu. Aktinova sit’ se dynamicky pretvaii, aby tak umoznila
pfemisténi chromozomt s délicim vieténkem z centralni polohy na okraj buiiky. Na jedné casti
stény oocytu je aktinova sit’ zesilena a tvoii tzv. aktinovou cepicku, kterd udrzuje strukturu
chromozomu a déliciho vieténka na misté. Zde béhem anafize dojde k vydéleni polového
téliska (Verlhac and Breuer, 2013). Pfestavba proteinové sité tvofené intermedialnimi filamenty
je dulezita pro mnoho biochemickych procesti v oocytu. Umozituje zménu rozmisténi organel
béhem riznych fazi vyvoje, tvofi signalni drédhy, diky kterym oocyt zlistdvd nebo naopak

prerusuje meioticky blok a také umoziuje posun meiotického vieténka (Albertini, 2015).

Dalsi strukturou v cytoplazmé oocytu je tzv. annulate lamellae. Je to organela tvofena
membranami podobnymi endoplazmatickému retikulu, které jsou prodéravéné mnoha pory.
(Pavelka and Roth, 2010) Tato struktura je vyuzita po fertilizaci k vytvotfeni jadernych

membran u vznikajicich blastomer (Albertini, 2015).

Po ukonceni meidzy I nastupuje ithned druhé zraci déleni. Na zacatku druhého déleni
nedochdzi k replikaci DNA. Jednotlivé chromozomy se sefadi v ekvatoridlni roviné,
kinetochory jednotlivych sesterskych chromatid se navazuji na opacné pdly déliciho vieténka
a vytvareji tak strukturu typickou pro metafazi II (Alberts et al., 2005). Zde se zrani zastavi
v druhém meiotickém bloku a oocyt ¢eké na oplozeni spermii, kterd tento blok zrusi, dokonci

se druhé zraci déleni a vydéli se druhé polové télisko.
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3.3 Folikulogeneze

Stejné jako oogeneze, i vyvoj folikulu za¢ind béhem fetdlniho obdobi jedince. Jakmile oocyt
dosdhne dilciho staddia diplotene, zacne se obklopovat jednou vrstvou C¢tyf az osmi
pre-granuldznich bunék a vznikd také bazdlni membrana. Plvod téchto prekurzora
granuldznich bunék neni zcela jisty, mohou byt z mezonefros, mezotelidlniho ptivodu nebo

oboji. Takto se formuje prvni kategorie folikulti, tzv. primordidlni folikuly (Fair, 2003).

Aby mohl folikul poskytnout zraly oocyt, musi podstoupit zménu z primordidlniho
na primarni folikul. Tento proces je nazyvan jako aktivace primordidlniho folikulu a je
charakterizovan dramatickym rlistem samotného oocytu, coZz je doprovadzeno proliferaci
a diferenciaci pre-granul6znich bunék, obklopujicich tento oocyt. Vrstva nékolika malo
zplostélych pre-granuléznich bunék je diferencovana ve vrstvu vétStho mnozstvi kubickych
granuloznich bunék. Mezi jednotlivymi stadii folikuld jsou primordialni folikuly pfevladajici
a v klidovém stadiu mohou vydrZet mésice, roky az desetileti (podle daného Zivocisného
druhu). Z klidové faze se ovSem nedostanou vSechny primordialni folikuly. Jen zlomek folikulti
je schopen dojit az do stadia ovulace a poskytnout oocyt pro oplozeni. Primordialni folikul
mohou potkat tfi mozné osudy. Bud’ miize pietrvavat v klidovém stavu, nebo miize dojit
k atrézii, a to pfimo z klidového stavu nebo azZ po folikularni aktivaci. Tfetim moZnym osudem,
ktery potka jen limitované mnozstvi primordidlnich folikull je aktivace a pfeména v primarni

folikul (Adhikari and Liu., 2013).

Zasoba primordidlnich folikuli je v klidovém stadiu drZena diky plisobeni inhibitorti. Pokud
klesne jejich vliv, nebo naopak stoupne vliv stimulujicich faktort, folikuly se aktivuji (Kim,
2012). Inhibitory ptsobi na folikul synergicky a jakakoliv niZsi aktivita jednoho z inhibitori
zpusobi predcasnou aktivaci primordidlniho folikulu. Regulace tedy spoc¢iva v udrZeni téchto
folikulti v klidové fazi. Stimulatory potfebné pro spusténi aktivace funguji na principu potlaceni
aktivity jednoho ¢i vice inhibitord, ¢imz je primordidlnim folikulim umoZnéno dostat se
z klidového stavu. Nicméné mechanismus vybéru folikulii, které ziistanou v klidovém stavu,
které se aktivuji nebo které zaniknou, neni jesté zcela znam (Adhikari and Liu, 2013). Dilezita
pro folikularni aktivaci je také vzajemna komunikace oocytu a somatickych granuldznich
bun¢k kolem néj. Faktory, které ovliviiuji proliferaci granuldznich bunék, pravdépodobné
ovlivituji také samotnou aktivaci primordialniho folikulu (Fair, 2003). Tato obousmérna
komunikac¢ni draha je vyuzivéana jak oocytem, ktery potiebuje pro sviyj rast signaly, ristové
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faktory a ziviny z vnéjSku, tak granuléznimi buitkami pro jejich proliferaci a diferenciaci.
V obdobi vzniku primérnich folikull se navic mezi oocytem a granul6znimi buitkami zacinaji
tvofit mezibunécné kandly — tzv. gap junctions, které napomahaji v komunikaci prostfednictvim
snadnéjsi vymény mensich molekul, jako jsou ziviny, ionty nebo sekundarni bunécni poslové

(Liu et al., 2006).

Ne vsechny folikuly jsou ovSem piedurceny k rustu. Po zformovani folikuli na vajecniku
dochazi k tzv. inicidlnimu recruitmentu, kdy je ze zadsoby primordialnich folikulti vybrana ¢ast,
ktera projde aktivaci, zatimco ty ostatni zastanou v klidovém stadiu. Tento proces
je kontinudlni, za¢ind pied narozenim jedince a pokracuje po celou reproduktivni fazi zZivota.
Hlavni udalosti nésledujici po inicidlnim recruitmentu pfi sou¢asném rustu folikulu, je rhst

samotného oocytu (McGee and Hsueh, 2000).

Vyvojova stadia folikulil 1ze rozdélit do dvou skupin, a to na preantralni a antralni folikuly.
Aktivaci primordialnich folikulli je nastartovana ristova faze oocytt, ktera trva po dobu vyvoje
preantralnich stadii folikult. S rtistem oocytu rostou také granuldzni bunky tvofici folikul. Tak
se z primarniho folikulu vyvine sekundarni, kdy se granuldzni buniky stavaji citlivé k pisobeni
gonadotropniho hormonu FSH (folikulostimulacni hormon). Zpocatku rostou oocyt
a granul6zni bunky linedrné stejnou rychlosti, ale po dosazeni kone¢né velikosti oocytu zacina
folikul rtst rychleji. Hormon FSH podporuje rist folikulu, ktery diky mitotickému déleni
granuldéznich bunék roste rychleji. Uvniti folikulu v mezibunécnych prostorech mezi
granuléznimi bunikami se zacnou tvofit malé ostrlivky naplnéné folikularni tekutinou, které se
postupné spojuji a vytvareji dutinu, tzv. antrum a takto vznika terciarni nebo také antralni
folikul (Assidi and Sirard, 2013). U prasat je antrum vyvinuto u folikulti o velikosti cca 0,5 mm,
nicméné oocyt v tomto stadiu dosahuje pouze % své konecné velikosti, oproti vétSin€ savcel,

kdy je oocyt jiz pIn¢€ narostly (Motlik and Kubelka, 1990).

Dulezitym znakem k rozpoznani folikuldrniho stadia jsou kumularni buniky. V preantralnich
stadiich tyto buniky chybi. V antréalnich stadiich se formuje nejen antrum, ale takeé se diferencu;i
preantralni granul6zni buniky. Vznikaji dva podtypy buné€k a to murdlni granul6zni bunky, které
se nachazeji blizko bazalni laminy folikulu, a kumularni bunky, které obklopuji oocyt. Tato
diferenciace je vyvolana pfedevsim stimulaci FSH. Nejvnitingjsi vrstva kumularnich bunék je
znama jako corona radiata a vytvari intimni kontakt se zonou pellucidou (Assidi and Sirard,

2013). Bazalni lamina pfiléhajici k vnéjSi vrstvé granuloznich bunck je zaroven oddéluje
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od dal8i vrstvy bunék a to thékalnich, které tvoii posledni vné&jsi vrstvu folikulu a déli se
na theca foliculi externa a interna (Richards et al., 2015). V antrdlnim stadiu dosahuje zona
pellucida své konecné diferenciace a kumularni bunky vytvaii s oocytem tzv. kumulo-
oocytarni komplex (COC — cumulus-oocyte complex), ktery zaujima pozici na periferni ¢asti

folikulu, pravdépodobné jako pifipravu na nadchdzejici ovulaci (Assidi and Sirard, 2013).

Predovulacni savéi folikul je slozeny z meioticky kompetentniho oocytu, zastaveného
v profazi I, obklopeného dvéma typy granuldznich bungk, a to tésn€ kolem oocytu kumularnimi
buinikami a na povrchu folikulu muralnimi granuldéznimi buiitkami, které jsou od sebe oddélené
antralni dutinou, naplnénou folikularni tekutinou. Komunikace mezi jednotlivymi bunikami je
zprostiedkovana pomoci gap junctions, coz je dulezité pro udrzeni meiotického bloku

(Mehlmann, 2013).

K prolomeni prvniho meiotického bloku oocytu je nutny signal z hypofyzy v podobé viny
luteiniza¢niho hormonu (LH). Ke konci folikularniho ristu stimuluje jiny hypofyzarni hormon
FSH expresi receptord pro LH na muralnich granul6znich buiikach folikulu. LH receptory
nejsou na kumulérnich buiikéch, ani na samotném oocytu, proto LH stimulace pii obnoveni

meidzy nema piimy efekt na oocyt (Mehlmann, 2013).

Zanik folikulu je soucésti procesu ovulace. Aby byla ovulace usp&$na, musi po stimulaci
hormonem LH dojit k péti kliCovym udalostem. Je to expanze COC, pferuSeni spojeni gap
junction mezi bunikami, obnoveni meidzy oocytu, uvolnéni COC z povrchu vajecniku
a nakonec luteinizace bunck zbylych z prasklého folikulu. Pfi procesu expanze je syntetizovano
mnozstvi kyseliny hyaluronové, kterd napliiuje antralni dutinu, dostava se mezi kumularni
buiikky a spolu tvofi kolem oocytu soudrznou sit, coz je nezbytné pro uvolnéni oocytu
z vajeCniku. Tato extracelularni matrix poskytuje nezbytné prostfedi pii in vivo oplozeni
(Mlynarcikova et al., 2009). PferuSeni spojii gap junction usnadiluje pferuseni meiotického
bloku regulaci hladin cAMP a cGMP, coz bude vysvétleno v nasledujici podkapitole. Ackoliv
je ovulace Casto popisovana jako ,.erupce®, jednad se spiSe o pomaly proces, kdy se oocyt
obklopeny kumuldrnimi bufikami spojenymi kyselinou hyaluronovou uvoliiuje z vaje¢niku.
Expandovany COC musi projit vrstvou murdlnich granuléznich bun¢k, bazalni membréanou,
vrstvou thékdlnich bun¢k a epitelem pokryvajicim vajecnik. Zbylé bunky folikulu pak

prochézeji procesem luteinizace, coZ je definitivni konec folikulu (Richards et al., 2015).
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3.4 Faktory ovliviiujici meiotické zrani

Béhem meidzy existuje neékolik fazi, které jsou regulovany nasledujicimi Ciniteli. Aktivace
a spravné pusobeni téchto ¢initelii hraje vyznamnou roli béhem meiotického zrani oocytli (Kim
et al., 2011). Mezi nejvyznamné;jsi useky vyvoje patii faze zarodecného vacku nebo také blok
v profazi I, ktery trva po vétSinu Zivota oocytu. Poté je to faze obnovené miodzy I, ktera
nastupuje po LH vIng. Tato ¢ast trva oproti prvni fazi pouze nékolik hodin. V této fazi dochazi
k segregaci homolognich chromozomi (nebo také bivalenttii), dokoncuje se prvni meiotické
zrani s vydéleni prvniho poélového téliska. Treti faze zacina nékolik hodin pied ovulaci
a vyznacuje se znovu zastavenim meidzy tentokrat v metafazi II. VéEtSina oocytil v této fazi
degeneruje bez oplozeni. Jen nékteré oocyty jsou oplozeny spermii, ¢imz je pierusen druhy

meioticky blok a dokonc¢ena druhd meidza. Oocyt se konecn¢ stava haploidni buiikou, nez se

spoji s jadernou informaci spermie, kdy vznika diploidni zygota (Jones et al., 2013).
3.4.1 Regulatory cAMP a cGMP

Meioticky blok je regulovan nékolika cestami. Jednou znich je hladina cyklického
adenosinmonofosfatu (cCAMP) uvniti oocytu, ktery reguluje jak meioticky blok tak obnoveni
meidzy. Uvolnéni oocytu z folikulu zplsobuje spontanni znovu obnoveni meidzy, coz je
spojeno s poklesem hladiny cAMP uvnitf oocytu. Toto spontdnni zrani mize byt inhibovano
inkubaci oocytu s fosfodiesterovymi inhibitory nebo analogy cAMP. B&éhem meiotického bloku
jsou hladiny cAMP pomérné vysoké a poklesnou aZ jako odpovéd na LH vinu, kterd vyvola

obnoveni meidzy (Mehlmann, 2013).

Pro regulaci meiotického bloku jsou dulezité také granulézni a kumularni buiky. I kdyz
produkci cAMP je oocyt schopen udrZet se v profazi I, pii uvolnéni oocytu z folikulu dojde
ke spontannimu zréni, takze tato jedina regulace nestaci. Folikuldrni buiky musi dodévat
oocytu néjaky inhibi¢ni faktor, ktery se do oocytu dostava skrze gap junctions, a LH vlna zrusi
efekt tohoto inhibitoru bud’ zastavenim jeho produkce nebo uzavienim gap junctions, ptes které

inhibitor difunduje do oocytu (Mehlmann., 2013).

Bylo zjiSténo, Ze timto inhibi¢nim faktorem je dalsi cyklicky nukleotidmonofosfat, a to
cyklicky guanosinmonofosfat (¢cGMP). Jeho hladina uvnitf oocytu klesa pfi vyjmuti oocytu

z folikulu, nebo po LH viIné. Inhibiénim plsobenim ¢cGMP na fosfodiesterazovou aktivitu
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uvnitf oocytu, ¢imz se zabrani hydrolyze cAMP, je oocyt udrzen v meiotickém bloku. Naopak
inhibovanim enzymu potfebného k produkci cGMP (inosinmonofosfat dehydrogenédza) se
navysi aktivita fosfodiesterazy, coz snizuje hladinu cAMP uvnitt oocytu, aktivuje se MPF
a dochazi ke znovu nastartovani meidzy a rozpadu zarodecného vacku u oocytu, ktery se stale
nachdzi uvnitt folikulu, jelikoz cGMP difunduje pies gap junctions prave z folikularnich bun¢k

(Mehlmann, 2013).

3.4.2 Luteiniza¢ni hormon

Jak uz bylo zminéno, luteiniza¢ni hormon (LH) stimuluje oocyt k obnoveni meidzy. Nejprve
se LH navaze a aktivuje LH receptory na muralnich granuléznich buiikach. Navazany hormon
stimuluje aktivitu adenylatcyklazy, a tim se zvysi produkce cAMP uvniti granul6znich bunék.
Paradoxné zvyseni produkce cAMP u folikularnich bun¢k vede ke snizeni jeho produkce uvniti
oocytu. Navazanim LH na jiny receptor se aktivuje fosfolipaza C, coz vyusti ve zvySenou
hladinu Ca**. V in vitro podminkach Ize obnovit meiézu pomoci zvy$ené hladiny Ca** a také
se predpoklada, Ze tento signal je dualezity pro obnoveni meidézy pomoci FSH u kumulo-

oocytarniho kompexu (Mehlmann., 2013).

Luteiniza¢ni hormon ovliviiuje obnoveni mei6zy 1 dal§imi zplisoby. SniZuje propustnost gap
junctions mezi folikularnimi bunikami, coZz nasledné vede ke snizeni cGMP uvnitf oocytu.
Snizeni cGMP, zpiisobené uzavienim gap junctions, vede k aktivaci fosfodiesterazy, hydrolyze
cAMP a muze tak byt zruSen meioticky blok. Stimulace LH miiZe také pfimo ovlivnit hladinu
cGMP, kdy pfti poklesu opét dochéazi i ke snizeni cAMP a meidza se obnovuje (Mehlmann,

2013).

3.4.3 Komplex CDK1/cyklin B — MPF

Hladina cAMP uvnitf oocytu reguluje meioticky blok ovlivnénim rovnovahy mezi
inaktivnim a aktivnim proteinovym komplexem tvofenym cyklinem B a cyklin-dependentni
kindzou (CDK1). KdyZ jsou hladiny cAMP vysoké, je aktivovdna protein kindza A (PKA).
Ta prostfednictvim specifickych drah a dalSich enzyml zplsobi fosforylaci tyrozini
a threonint uvniti CDK1, coz vyusti v inaktivaci této kindzy. Naopak nizké hladiny cAMP,
které se objevuji po vystaveni plisobeni hormonu LH nebo u oocyt uvolnénych z folikulu,
zpusobuji snizeni aktivity PKA a naslednou defosforylaci tyrozinli a threoninti uvniti CDK1,

15



atim aktivaci komplexu CDKl1/cyklin B (Mehlmann., 2013). Tento proteinovy komplex,
nazyvany jako MPF (meiosis promoting factor, mitosis promoting factor nebo metaphase
promoting factor), je odpovédny za rozpad zarode¢ného vacku, kondenzaci chromozomi
a formaci meiotického vieténka, procesy, které jsou zivotné diilezité pro Uspésné oplozeni
a rany embryonalni vyvoj. I kdyz je pro meiotické zrani dulezita aktivita MPF, k ptekonani

meiotickych blokt je nutny pokles aktivity tohoto komplexu (Hunter, 2000).

3.4.4 Rodina MAP-kinaz

Kromé MPF hraji dtlezitou roli pfi znovuzahajeni meidzy také dalsi kinazy, které spoustéji
svou aktivitu pfed nebo spolecné¢ s MPF. Jednou skupinou téchto kindz jsou mitogeny-
aktivované protein kindzy (MAPK), které fosforyluji cytoskeletarni proteiny a jaderné laminy,
coz hraje dileZzitou roli pfi déleni buiiky. Aktivita MAP kindzy se zvySuje az do metafaze 11
a zastava vysoka i pii poklesu MPF. Na rozdil od MPF zustava aktivita MAPK vysoka 1 pii
vydéleni pélového téliska (Hunter, 2000).

3.4.5 Estrogenové receptory o

Pro fizeni funkci reprodukcéni soustavy jako celku, tak 1 pro samotnou oogenezi
a folikulogenezi jsou duleZzité steroidni hormony. Aby mohly plsobit, je nutné, aby byly
v organismu spravné receptory pro piijeti signalu v podob& hormonu. Velku skupinu tvofi
tzv. jaderné receptory. Tato rodina receptort je velmi rozsahla a plni mnoho riiznych funkei.
Je ¢lenéna do nckolika tifid a praveé tfida I zahrnuje steroidni receptory. Mezi né patii
estrogenové receptory (ERs), progesteronové receptory (PRs), androgenové receptory (ARs)

a glukokortikoidni receptory (GRs) (Binder et al., 2015).

JelikoZ je estradiol hlavni steroidni hormon produkovany piedovula¢nim folikulem, je
dualezita pritomnost ERs a nedostatek estradiolu v po€atecnich fazich zrani oocytu miize vyustit
v zavazné vyvojove poruchy (Hunter, 2000). ERs jsou dvojiho typu ERa a ERB. Tyto receptory
lze nalézt v celé reprodukéni soustaveé, v déloze, na vaje€nicich i ve folikularnich bunkach
a uvnitf samotného oocytu. Mechanismus uc¢inku téchto receptorti se odviji od vlastnosti
ligandt, které se na n¢€ vazi. Steroidni hormony jsou lipofilniho charakteru a mohou tedy volné
difundovat pfes membrany, a proto nemusi byt receptory na membranu navazané a jsou tedy
rozptylené v cytoplazmé buiiky nebo uvnitf jadra. Bez navdzaného ligandu jsou receptory
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v inaktivni formé, teprve az po navazani hormonu, ktery zptsobi konformacni zménu receptoru,
jsou schopné vytvaret dimery a interagovat s chromatinem. U ERa se aktivovany receptor
v jadre vaze zprostiedkované na pozadovanou oblast DNA (urcity gen) pies dalsi transkripéni
faktory. Poté tento komplex DNA-receptor miize ovliviiovat expresi dané¢ho genu (Binder et al.,
2015).
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3.5 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory (endocrine-disrupting chemicals — EDCs) jsou popisovany jako
exogenni chemikalie nebo jejich smési, které néjakym zpisobem zasahuji do hormondlniho
systétmu. [ kdyz vysledkem jejich akce je naruseni normdalniho fungovani hormonalniho
systému, zpusob, kterym toho dosahuji, se mnohdy velmi 1isi. Endokrinni disruptory jsou
nebezpecné také tim, Ze nejsou specifické, a proto mohou plisobit na rizné systémy (Sweeney

etal., 2016).

Jednou z cest, jak endokrinni disruptory pracuji, je navazani na jaderné receptory. Timto
zpusobem piimo aktivuji (agonisté) nebo inhibuji (antagonisté) tyto receptory a nepiimo
reguluji hormonalni metabolismus. Takto ovliviiuji endokrinni disruptory organismus
na genomické urovni. Pokud jsou lipofilniho charakteru, mohou projit pfes membranu do nitra
buiiky, navéazat se na jaderné receptory, které po aktivaci plsobi jako transkripéni faktory,
a takto regulovat genovou expresi a nasledné i bunécné funkce. Dalsi zptsob, jak endokrinni
disruptory zasahuji do chodu organismu, je prostfednictvim negenomické signalizace. Tento
zptisob nevyzaduje navazani aktivovaného jaderného receptoru na DNA arealizuje se
v cytoplazmé bunky nebo navdzanim na membranové receptory. Dal§im rozdilem mezi
negenomickym a genomickym plsobenim je rychlost. Negenomicka signalizace se projevi
v fadech vtefin a minut, oproti hodindm aZ dnlim. Endokrinni receptory hydrofilni povahy,
které neprojdou membranou bunky, tak mohou také regulovat metabolismus, aniz by pro svou
funkci vyzadovaly navazani na jaderné receptory. Negenomickou signalizaci je fizena
napiiklad intracelularni hladina iontd Ca, aktivace protein kindzy, ktera vede k tvorbé
sekundarniho bunétného posla inositol fosfatu (IP3) nebo aktivace receptorti pro ristoveé
faktory. VSechny tyto drahy mohou byt naruSeny plisobenim endokrinnich disruptort. Tteti
moznosti ovlivnéni organismu endokrinnimi disruptory je jejich plsobeni na epigenetické
urovni. Epigenetika vysvétluje dédicné zmény exprese geni a fenotypt, které ovsem nejsou
podminény zménou sekvence DNA. Epigenetické zmény jsou dllezité v prenatdlnim vyvoji,
kdy vsechny buiiky za¢inaji se stejnou DNA, ale pak jsou schopny se specializovat. Caste¢né
ovlivituje vyvoj 1 okolni prostiedi, organismus se tedy mtize setkat i s endokrinnimi disruptory,
které mohou narusit epigenetické procesy, jakymi jsou DNA metylace a modifikace histontl.
Potencidlnim ter¢em pro endokrinni disruptory mohou byt také bilkoviny, které se podileji

na udrzeni rovnovéahy steroidnich hormoni. Z bilkovin jsou tvofené enzymy, které maji
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na starosti aktivaci, transformaci a eliminaci hormont, respektive i endokrinnich disruptort.
Naruseni rovnovahy hormoni cirkulujicich v organismu a hladin v jednotlivych tkdnich miize
mit za nasledek vyvojové vady a naruSeni fungovani reprodukéniho traktu v dospélosti

(Greathouse and Walker, 2010).

Soucasny vyzkum endokrinnich disruptort prodélava prudky rozvoj a bylo zjisténo, Ze tyto
latky ovliviiuji 1 expresi miRNA (malé nekddujici useky RNA). Nejcastéji jsou vystavenim
endokrinnimu disruptoru naruseny epitelialni bunky, nicméné Gc¢inky téchto latek se mohou
projevit také prostiednictvim naruSeni stromalni ¢asti cilové tkan¢€. Stale ve fazi zkoumani je
moznost, ze by endokrinni disruptory mohly ovlivnit také biomechanické vlastnosti tkani, které
jsou nezbytné pro epitelidlni morfogenezi organismu. V neposledni fadé existuji dukazy,
ze endokrinni disruptory dokaZzi v nékterych tkanich vyvolat i zanétlivou reakci (Sweeney et al.,
2016). Mnoho vyzkumil piisobeni endokrinnich disruptorti je provadéno na oocytech, jelikoz
kvalita oocytu, kterd determinuje zivotaschopnost z n¢j vzniklého embrya, je lehce narusitelna

(Ferris et al., 2016).

Z vySe uvedeného vyctu vyplyva, ze endokrinni disruptory maji na organismus jak
kratkodoby, tak dlouhodoby vliv. Variabilita pisobeni téchto latek je navic podpofena faktem,
ze je dulezité, v jakém obdobi zivota je organismus vystaven u¢inklim endokrinnich disruptord,
nebot’ dokéazi v rizném stadiu vyvoje pusobit na riizné cilové tkan¢ (Sweeney et al., 2016).
Moznost, Ze endokrinni disruptory vyskytujici se v Zivotnim prostiedi a v kazdodennim Zivoté
mohou ovliviiovat plisobeni hormontl v téle a zptsobovat tak rtizné potiZe pozorované v lidské
populaci 1 u volné Zzijicich zvirat, zptisobila znepokojeni mezi autoritami s rozhodovacimi
pravomocemi a také mezi védci (Beronius and Vandenberg, 2016). Vysledkem vSeobecného
znepokojeni je mnozstvi studii poukazujici na Skodlivost plisobeni téchto latek a nasledné

legislativni opatfeni k omezeni jejich pouZivani.
3.5.1 Bisfenoly - chemické sloZeni a vyuZiti

V dnesni dob& patii mezi velmi zkoumané a diskutované endokrinni disruptory
tzv. bisfenoly. Predstavuji skupinu chemickych sloucenin, které jsou slozené ze dvou

fenolovych jader spojenych dohromady nejcastéji prostiednictvim uhlikového miistku ptipadné

pomoci jiné chemické struktury (Feng et al., 2016).
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Obrazek 1: Bisfenoly
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Zdroj: Rochester et Bolden, 2015

Bisfenoly se pouzivaji v kombinaci s jinymi chemickymi latkami pii vyrobé plastl
a pryskyfic. Vyuzivaji se ve vyrobé polykarbonatu, vysoce odolného, transparentniho
a pevného plastu. Z polykarbonatii se vyrabéji potravinové obaly, napiiklad vratné napojové
lahve, kojenecké lahve, plastové nadobi (talife a hrnky) nebo skladovaci boxy. Rezidua
bisfenolti se mohou nachézet také v epoxidovych pryskyficich, pouzivanych v ochrannych
foliich v potravinafstvi a v napojovych plechovkach (EFSA, 2016). Dale mohou byt bisfenoly
soucasti lepidel, barev, dentalnich tmeli ¢i plastovych vodovodnich trubek (Ullah et al., 2016).
Dalsi rozsifené pouziti bisfenolil je v termalnim papiru, ktery se hojné vyuziva v pokladnach
jako uctenkovy papir nebo v jinych termalnich tiskarnach. Nebezpeci bisfenolii spociva v tom,
ze malé mnozstvi této latky mlze migrovat z materidlu jej obsahujici do potravin a napoji

a nasledné pak do lidského organismu, kde zptsobuje rlizné problémy (EFSA, 2016).
3.5.2 Bisfenol A

Bisfenol A (bisphenol A - BPA) jiZ mé dlouhou historii. Tento monomer byl poprvé vyroben
jako synteticky estrogen v 90. letech 19. stoleti, ale az ve 30. letech stoleti nasledujiciho byly
zkoumany jeho estrogenni vlastnosti v reprodukénim traktu samic potkana. Nasledné zacal byt
BPA vyuzivan chemickym primyslem pro vyrobu polymeri, jako antioxidant, inhibitor
ukonceni polymerace polyvinylchloridu a jako prekurzor pro syntézu latek zpomalujicich
hoteni. Nicméné zacal se pouZivat také jako soucast obalovych materiald, spotfebniho zbozi,
1ékatskych pfistrojii ¢i dentalnich materidlli. A jako jiné chemické latky miZze BPA na zakladé
pusobeni teploty a pH z téchto materialti pfestupovat do potravin, vzduchu, klize, slin a krve.

Bylo zjisténo, ze pies 90 % expozice BPA pochazi z potravin, kdezto ptrechod BPA
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do organismu pozitim prachu, dentdlnimi zakroky nebo absorpci ptes pokozku zistava

za normalnich podminek pod 5 % (Acconcia et al., 2015).

BPA je masivné produkovanou celosvétové rozsifenou chemikalii. Jak jiz bylo feCeno,
vykazuje estrogenni aktivitu a vaze se na ERa 1 ERB. BPA muze inhibovat aktivitu endogennich
estrogeni a naruSit fungovani jadernych ERs. Stejn¢ tak mulze ovlivnit organismus
na negenomické Urovni a to navdzanim na membranové receptory. Piisobi také na dalsi ¢asti
endokrinniho systému, vaze se na glukokortikoidni a androgenové receptory a celkové muze
komplexnéji ovlivnit i centralni nervovy systém a imunitni systém (Caserta et al., 2014). Dalsi
potencidlni misto pro ptisobeni BPA jsou hormony §titné zlazy — potlaceni transkripce receptorti
pro thyroidni hormony, ddle muze sniZzovat transport cholesterolu pfes mitochondrialni
membrany, zvySovat oxidaci mastnych kyselin, stimulovat uvolilovani prolaktinu a naruSovat
expresi aromatdzy (Eichenlaub-Ritter and Pacchierotti, 2015). Vysledky nové studie
na prasecich oocytech (Wang et al., 2016) ukazuji dal$i procesy narusené ptritomnosti BPA.
Pti vystaveni oocytd ptisobeni BPA se snizilo procento zrajicich oocytli pravdépodobné diky
zpomalenému bunéénému cyklu, expanze COCs byla nedostate¢na, nedochédzelo k vydé¢leni
polového téliska a oocyty se nedostaly do MII faze. Déle ovliviioval BPA cytoskeletarni
dynamiku. Oocyty kultivované s bisfenolem mély narusené délici vieténko a ve fazi MI nemély
oocyty sefazené chromozomy v ekvatoridlni roving. VIiv na Spatnou tvorbu dé€liciho vieténka
méla nizka hladina jeho hlavniho regulatoru MAPK. Byla narusena také distribuce aktinovych
filament. V oocytech byly naruSeny také epigenetické procesy, jako jsou metylace histond
a DNA. Pusobeni BPA vyvolavalo v oocytech zvySeni oxidativniho stresu, vyssi hladiny
reaktivnich kyslikovych radikala (reactive oxygen species — ROS), coz mohlo vést k vyssimu

procentu apoptozy oocytll v ranych fazich vyvoje.

Piestoze potencionalni efekt nizkych koncentraci BPA na reprodukci je stidle pfedmétem
vyzkumtl, mnohé studie naznacuji, ze BPA je pro oocyty Skodlivy, snizuje jejich kvalitu jak
u zvifecich modelt, tak u ¢lovéka (Eichenlaub-Ritter and Pacchierotti, 2015). Na zaklad¢ studii
o Skodlivych ucincich tohoto endokrinniho disruptoru jiz nékteré zemé zakéazaly pouzivat BPA
v obalovych potravinovych materidlech. Vyrobci plastovych oballl zacali uvadét na trh
»BPA free“ vyrobky a védecka spolecnost nadale upozoriiuje na Skodlivost BPA pro ¢loveka

a zivotni prostfedi (Acconcia et al., 2015).
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3.5.3 Substituent - bisfenol S

Jelikoz védci, regulacni organy i Siroka vetejnost vyjadfili obavy ohledné pouzivani BPA,
bylo zapotiebi vyhledat alternativni chemické latky. Nyni mezi uzivané analogy bisfenoli patti
mezi jinymi bisfenol S (bisphenol S — BPS). Ma siroké vyuziti napiiklad jako soucast Cisticich
prostiedktl, jako galvanické rozpoustédlo nebo slozka fenolovych pryskyfic. Stejné jako BPA
je obsazen v termalnim papiru a to i v takovém s oznacenim ,,BPA free“. BPS byl detekovan
v mnoha produktech kazdodenniho uziti, jako naptiklad v kosmetice (ve sprchovych gelech,
vlasovych produktech, télovych krémech, zubnich pastich a make-upu), v papirech
(v bankovkach, letenkach, letacich, uc¢tenkach nebo dopisovych obalkach) nebo také
v potravinach (v mléénych produktech, v mase a masnych vyrobcich, v zelening, cereéliich
nebo v konzervovanych potravinach). V mensich koncentracich nez BPA, ale pfitomen byl

BPS také v prachu, povrchové vode¢ a Cistickach odpadnich vod (Rochester et Bolden, 2015).

BPS je nyni Siroce vyuzivan v produkci pryskyfic a plastickych materilti, protoze je oproti
bisfenolu A stabilnéjsi za vysokych teplot a mnohem odolnégjsi proti u€¢inklim slune¢niho zafeni
a biodegradaci (Kang et al., 2014). Bohuzel pfed svym zavedenim do vyroby nebyl nijak zv1ast
testovan a nyni se zacCina pracovat na studiich, které potvrzuji, ze obavy z piisobeni BPS jako
endokrinniho disruptoru nebyly bezpfedmétné. Nékteré tyto studie jiz byly publikovany, neni
jich v8ak mnoho. Jednou z nich je studie (Vinas and Watson, 2013), kterd ukazuje, ze BPS ma
stejny estrogenni potencial ve srovnani s BPA, coz muze zplsobit naruseni bunééné signalizace
vyvolané estrogenem a nasledné¢ k pozménéné bunécné proliferaci, smrti bunky a uvolnéni
prolaktinu. Vysledky studie (Jietal.,, 2013) provadéné u dania pruhovaného demonstruji,
ze BPS zplsobuje reprodukéni dysfunkci, zménu hladin reprodukénich hormonii a zménu
transkripce genl osy hypotalamus-hypofyza-gonady. Dalsi studie na daniu pruhovaném
(Naderi et al., 2014) pozorovala vliv BPS, kdy byly bisfenolu vystaveny embrya a vysledkem
bylo sniZeni rastové schopnosti, posun poméru pohlavi ve prospéch samicek a zvyseni hladin
steroidnich hormoni u obou pohlavi. Pozorovany byly také reprodukéni nedostatky
u dospélych jedincii, kdy se vyskytoval snizeny pocet oocytll a spermii a nasledné zygoty

vykazovaly niZ8i schopnost hatchingu.

Idealné by chemické latky pouzivané jako substituenty jinych mély byt zcela bezpecné, nebo
alespon mnohem méné Skodlivé nez pivodni chemikélie. Bohuzel mnoho chemickych

substituentl se pred uvedenim na trh netestuje, nékdy tak mohou vyvolavat stejné obavy jako
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ptuvodni latky. Proto by mély byt chemické analogy hodnoceny dfive, nez se pouZziji jako
nahrada. Jinak by se mohlo stat, Ze by substituent mohl byt stejné¢ nebo dokonce vice skodlivy
nez puvodni chemikalie. Dfive jiz byla tato ,,politovanihodna nahrada® pouZita u nékterych

perfluorovanych latek, pesticida a latek zpomalujicich hofeni (Rochester et Bolden, 2015).
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4 Materialy a metodika

4.1 Izolace kumulo-oocytarnich komplexti

Kumulo-oocytarni komplexy (cumulus-oocyte complexes - COCs), ze kterych se ziskavaly
oocyty pro nasledujici experimenty, byly izolovany z vajecnika necyklujicich prasnicek 4 - 6
mésich starych dovazenych z jatek (Jatky Cesky Brod, A.s., Jatky Piibram). AZ do pfijezdu
do laboratoie byly odebrané vaje¢niky udrzovany pii fyziologické teploté¢ 39°C. V laboratofi
byly pak izolovany kumulo-oocytarni komplexy z ovarialnich folikulii o velikosti 2 — 5 mm
za pomoci aspiracni stiikacky (10 ml, BD Plastipak), ve které¢ byl vytvoien podtlak, a injekéni
jehly o velikosti 18G (B. Braun Medical s.r.0.). Nasledné se folikularni tekutina ptelila
do nedélené Petriho misky a pod stereomikroskopem se pomoci sklenéné pipety provadél
predvybér vhodnych COCs, které se pro kone¢nou selekei premistily do manipulaéniho média
TL-HEPES-PVA (slozeni viz Tabulka 1). Chemikalie pro pfipravu médii byly pouzity od firmy
Sigma-Aldrich s.r.o. VeSkerd manipulace byla provadéna pfi fyziologické teploté pro oocyty —
39°C v boxech vyhtivanych infra lampami. Pro experiment byly vybrany pouze pln¢ dorostlé

oocyty ve stadiu GV s kompaktni vrstvou kumularnich bunék a celistvou cytoplazmou.

Tabulka 1: SloZeni manipula¢niho média TL-HEPES-PVA

g/1000ml
NaCl 6,6633
KCl 0,2386
NaH:POq« 0,0408
Laktat sodny (L7900, S-A) 1,4 ml
MgCL.6H20 0,1017
HEPES 2,3830
Pyruvat sodny 0,0220
Sorbitol 2,1860
NaHCOs3 0,1680
CaCLh.2H20 0,2940
Gentamicin (G1264, S-A) 0,0250
Penicilin G (PENK, S-A) 0,0650
PVA 0,1000
pH=73-7,4
Skladovat pri 4°C
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4.2 Kultivace v podminkéach in vitro

Vybrané COCs byly kultivovany in vitro v modifikovaném kultivacnim médiu M199
(Sigma, Life Science) s 5 % fetalniho séra a gonadotropnimi hormony. Pro vyrobu kultiva¢niho
média byl nejprve pfipraven zasobni roztok (slozeni viz Tabulka 2), ktery bylo mozno skladovat
v lednici max. tyden a do néj byl vden kultivace piidan albumin, fetdlni bovinni sérum
a gonadotropiny — P.G. 600 (MSD Animal Health, zastupce v CR Intervet S.r.0.) Kultivace
probihala ve 4 dilkovych kultiva¢nich miskach (Thermo Scientific) umisténych v inkubatoru
v podminkdach fizené atmosféry 39°C a 5 % COz po dobu 48 hodin. V kazdém dilku byla vzdy
skupina vybranych COCs. Jedna skupina byla kontrolni a tfi experimentalni.
V experimentalnich skupinach byla do kultiva¢niho media pfidana zvolena koncentrace
BPS rozpusténého v DMSO (dimethylsulfoxid) — 3nM, 300nM a 30uM. Po skonceni kultivace

byly COCs pro nasledujici analyzy zbaveny kumularnich bun¢k opakovanym pipetovanim.

Tabulka 2: Slozeni zasobniho média

g/100ml
Laktat vapenaty 0,0600
Pyruvat sodny 0,0250
HEPES 0,1500
Gentamicin 0,0025

+ 1 lahvi¢ka (100 ml) média M199

4.3 Imunocytochemie

Po ukonceni kultivace a zbaveni kumularnich bunék byly oocyty fixovany v 2%
formaldehydu po dobu 40 minut pfi laboratorni teploté. Pro ucely experimentu byly oocyty
rozdéleny do péti skupin. Z kontrolni skupiny oocyti byly vybrany nejméné 3 oocyty, které
slouzily jako negativni kontrola. Néasledné byly oocyty dvakrat proplachnuty v roztoku
PBS-NaN3 (slozeni viz Tabulka 3) a poté permeabilizovany v roztoku 0,1% TritonuX-100
s PBS-NaN3 po dobu opét 40 minut pii laboratorni teploté. Permeabilizace probihala
na dvanacti jamkové desticce (12 Well Chambre, Ibidi). Nasledovalo blokovani oocytli po dobu
25 minut v 5% NGS (normal goat serum, normalni kozi sérum), které¢ bylo vyrobeno zfedénim
NGS (Sigma-Aldrich, s.r.0.) a roztoku 0,1% TritonuX-100 s PBS-NaN3. Do této chvile byly
vSechny skupiny oocytll zpracovavany stejnym zpusobem.
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Tabulka 3: Slozeni PBS-NaN3

2/1000ml
NaCl 8,00
KCI 0,20
KH:2PO4 0,26
Na:HPO4 1,10
NaN3 0,50

pH=7,2

Dale jiz byly oocyty inkubovany s protilatkami. Nejprve byl pfipraven roztok primarni
protilatky fedéné v poméru 1:200 s 1% NGS, ptipravenym také s roztokem 0,1% TritonuX-100
s PBS-NaNs. Pro tento experiment byla pouZita primarni anti estrogen receptor alpha kralici
(rabbit) protilatka (ab3575, Abcam). S touto protilatkou byly oocyty kultivovany po dobu
1 hodiny, a to v inkubatoru v podminkach fizené atmosféry 39°C a 5 % CO,. Pro kultivaci
s protilatkou byly oocyty pfesunuty na desticku s menSimi jamkami (p-Slide Angiogenesis,
Ibidi). S primarni protilatkou byly kultivovany vSechny skupiny kromé negativni kontroly,
kterd byla pouze vroztoku 1% NGS. Aby nebyl roztok s oocyty negativni kontroly
kontaminovan primarni protilatkou, byla na tuto skupinu pouzivéna jind sklenénd pipeta.
Nasledné byly oocyty dvakrat dikladné proplachnuty v roztoku 1% NGS, aby byly odstranény
nenavazané protilatky. Poté byl pfipraven roztok sekundarni protilatky, ktera byla opét fedéna
s 1% NGS a to v poméru 1:200. Jelikoz jako primarni byla pouzita krali¢i protilatka, jako
sekundarni musela byt pouZita protilatka ptisobici proti krali¢i (GAR 647 — goat anti-rabbit,
ab150079, Alexa Fluor). V této protilatce jiz byly opét inkubovany vSechny skupiny oocyti.
Sekundarni protilatka byla fluorescencné znacena (FITC — fluorescein isothiocyanate, zelena
fluorescen¢ni barva), a proto veSkera manipulace byla provadéna za niz§i intenzity svétla,
ajakmile byly oocyty pfesunuty do roztoku obsahujici sekundarni protilatku, nasledna
inkubace probihala za nepfistupu svétla, po dobu 40 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly
oocyty opét dvakrat dikladné proplachnuty v roztoku 1% NGS, aby byly odstranény

nenavazané protilatky.

Poslednim krokem bylo namontovani oocytli na skli¢ko. Bylo pouZito podlozni sklicko

s teflonovou vrstvou (Thermo Scientific). Na sklicku byly vytvofeny kapky Vectashieldu

s DAPI (4,6-diamidino-2-fenylindolem, modra fluorescencni barva, Life Technologies),

do kazdé byla ptenesena vzdy jedna skupina oocytl, poté bylo ptilozeno kryci sklicko (24 x 60
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mm, Marienfeld-Superior), jehoz hrany byly nasledné potahnuty vrstvou bezbarvého laku.
Sklicko pro analyzu tedy obsahovalo pét skupin oocytli — negativni kontrolu, kontrolu a oocyty

kultivované se tfemi riiznymi koncentracemi BPS - 3nM, 300nM a 30uM.
4.4 Analyza obrazu

Snimky byly pofizeny s pouzitim invertované¢ho fluorescen¢niho Ti-U mikroskopu (Nikon),
CCD kamery Clara Interline (Andor Technology PLC) a programu pro analyzu obrazu NIS
Elements AR 4.0 (Nikon). Pro zjisténi lokalizace zkoumaného proteinu byla po nasnimani
vzorkl odectena negativni kontrola od pokusnych oocytl a vysledny snimek pak ukazoval
pouze zkoumany protein — ERa. Princip metody spocival v tom, ze sekundéarni protilatka se
vazala nejen na primarni protilatku, ale také na sekvence podobné primarné protilatce. Proto
bylo v nasnimaném pokusu vidét detekovatelné pozadi. U negativni kontroly, kterd byla
inkubovana pouze se sekundarni protilatkou, bylo vidét pouze nespecifické navazani
sekundérni protilatky. Proto, kdyZ byl od pokusu odecten tento nespecificky signal, vysledkem

byla lokalizace pouze hledané¢ho proteinu.
4.5 Statisticka analyza

Data ziskana z experimentu byla podrobena statistické analyze, kdy byla vyuZita metoda
analyzy rozptylu (ANOVA, t-test), ktera byla zpracovana pomoci programu STATISTICA 12.

Hladina vyznamnosti pro ureni statisticky vyznamného rozdilu mezi porovnavanymi

skupinami oocytl byla stanovena ve vysi 5 % (P<0,05).
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5 Vysledky

5.1 Vliv BPS na expresi a lokalizaci ERa pfi kultivaci 24 hodin

Cilem experimentu bylo posoudit vliv endokrinniho disruptoru BPS na expresi a lokalizaci
ERa. BPS byl v riznych koncentracich piidavan do kultivaéniho média pfti in vitro kultivaci
prasecich oocytli po dobu 24 hodin, do stadia MI. Testovany byly vzdy ¢étyfi skupiny oocytii
(kontrolni skupina a tfi skupiny oocytl ovlivnéné riznou koncentraci BPS - 3nM, 300nM
a30uM). Pro posouzeni vlivu BPS na expresi a lokalizaci ERo béhem meiotického zrani
prasec¢ich oocytl byla provedena imunocytochemicka analyza. Béhem experimentu byla
pouzita specifickd protilatka detekujici pfitomnost hledanych ERs. Pro odec¢teni nespecifického
navazani protilatky byla testovana také negativni skupina bez navazané specifické protilatky.
Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu byly nasledné¢ podrobeny analyze obrazu. Piesna
lokalizace ERa je zndzornéna na reprezentativnich snimcich kontrolni skupiny
a experimentalnich skupin — 3nM, 300nM a 30uM BPS (Obréazek 1), kde je mozno porovnat
expresi a lokalizaci s oocytem z kontrolni skupiny kultivovanym bez endokrinniho disruptoru

a také Ize porovnat vliv BPS v riznych koncentracich.

Fyziologicka distribuce ERa v kontrolni skupin€ oocyti (Obrazek la) byla rovnomérna,

ERa byly rozloZeny v celém objemu cytoplazmy a vytvately téméf homogenni strukturu.

Znacna zména lokalizace ERa byla zaznamenéna u testované skupiny kultivované pii 3nM
BPS (Obrazek 1b). V centru oocytu vytvately ERa jednolitou strukturu. Po obvodu membrany

oocytu ovSem vytvarely pouze shluky, které oddélovaly mista bez receptor.

Mensi vliv nez u pfedchozi koncentrace byl pozorovan u skupiny kultivované v 300nM BPS
(Obrazek 1c). Lokalizace ERa v centru oocytu byla homogenni a podél membrany se vytvarely

mensi a mén¢ znatelné shluky.

Distribuce ERa byla nejpodobnéjsi kontrolni skupin€ u oocytt kultivovanych v 30uM BPS
(Obrazek 1d). ERa byly rozloZeny v celém objemu cytoplazmy a jejich malé shluky vytvately
témet homogenni strukturu. V1iv BPS zde byl znatelny spiSe pfi porovnani exprese, ktera zde

byla zna¢né€ zvySena.
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Obrazek 1: Imunocytochemicka lokalizace ERa pri kultivaci 24 hodin. Barveni - modie
DAPI: chromatin, zelené¢ FITC: ERa. Zvétseni: 400x. Méftitko 50um. ERa byly lokalizovany
ve vSech testovanych skupinéach - 3nM (b), 300nM (c) a 30uM (d). Snimek z kontrolni skupiny
oocytl (a) slouZzi k porovnani experimentalni skupiny s kontrolou kultivovanou bez BPS.
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5.1.1 Relativni intenzita fluorescence ERa pii kultivaci 24 hodin

Posouzenim intenzity fluorescence lze porovnat pisobeni BPS na jednotlivé experimentalni
skupiny. Intenzita fluorescence je hodnota, ktera zde udava miru exprese hledaného proteinu.
Podle miry fluorescence nelze sice urcit lokalizaci proteinu, nicméné je to vhodny prostiedek,
jak matematicky vyjadiit vliv BPS na jednotlivé skupiny oocytll a zaroven je mezi sebou
porovnat. Pro ptehledné znazornéni vysledkl experimentu je zde uveden statisticky zpracovany
graf (Graf 1), ze kterého je mozno vycist, jak ptisobil endokrinni disruptor BPS na expresi ERa

u prasecich oocyti.

Pti in vitro kultivaci oocytll po dobu 24 hodin s riznymi koncentracemi BPS (vyhodnoceni
viz Graf 1) nejvyraznéjsi intenzitu fluorescence vykazovala skupina kultivovana s 30uM BPS,
ktera se statisticky lisila od kontrolni skupiny oocytl 1 od skupiny kultivované v 300nM BPS,
ale neliSila se od skupiny kultivované v 3nM BPS. Zrovna tato skupina dosahovala druhé
nejvyssi intenzity fluorescence. Statisticky se liSila pouze od kontrolni skupiny oocyti,
odli$nost od ostatnich testovanych skupin nebyla statisticky prikazna. Nejmensi vliv BPS pfi
kultivaci 24 hodin byl zjistén u koncentrace 300nM BPS. Tato skupina se vyznamné liSila
od kontrolni skupiny a také od skupiny kultivované v 30uM BPS, nicméné nevykazovala
statisticky vyznamny rozdil v porovnani s oocyty kultivovanymi v 3nM BPS. V porovnani
s oocyty kultivovanymi po dobu 48 hodin byly vysledky uvnitf jednotlivych skupin tohoto

experimentu vice rozkolisané. Smérodatné odchylky u skupin kultivovanych v 300nM a 30uM

BPS nabyvaly vysSich hodnot.
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Graf 1: Relativni intenzita fluorescence ERa po in vitro kultivaci 24 hodin. Na ose x
zobrazuje graf Ctyfi skupiny oocytil (kontrolu a tfi rizné koncentrace BPS, ve kterych byly
oocyty kultivovany - 3nM, 300nM a 30uM), osa y znazoriiuje relativni intenzitu fluorescence,
kdy jako zakladni hodnota byla brana intenzita fluorescence kontrolni skupiny (ohodnoceno
hodnotou 1), a ostatni experimentalni skupiny byly vztaZeny k této hodnoté. Data jsou
vyjadiena jako primér + smérodatni odchylka, pochazeji z minimalné tii na sob& nezéavislych
experimentii a v kazdé skupiné bylo analyzovano nejméné 20 oocytii. Odligné superskripty ¢
vyjadiuji statisticky vyznamny rozdil mezi studovanymi skupinami na hladin€ vyznamnosti
5 % (P<0,05).
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5.2 Vliv BPS na expresi a lokalizaci ERa pfi kultivaci 48 hodin

Cilem experimentu bylo posoudit vliv endokrinniho disruptoru BPS na expresi a lokalizaci
ERa. BPS byl v riznych koncentracich ptidavan do kultivaéniho média pfi in vitro kultivaci
praseCich oocytli po dobu 48 hodin, do stddia MII. Piesna lokalizace ERa je znazornéna
na reprezentativnich snimcich kontrolni skupiny a experimentalnich skupin — 3nM, 300nM
a 30uM BPS (Obrazek 2), kde je mozno porovnat expresi a lokalizaci s oocytem z kontrolni
skupiny kultivovanym bez endokrinniho disruptoru a také lze porovnat vliv BPS v rGznych
koncentracich. Experiment byl provadén a hodnocen stejnym zptisobem jako u skupiny oocytt

kultivované 24 hodin.

ERa u kontrolni skupiny oocytl kultivovanych bez BPS (Obrazek 2a) vytvarely ve stiedu

oocytu mnozstvi shlukl. Kolem membrany oocytu se jich vyskytovalo jen minimalni mnozstvi.

od kontrolni skupiny oocyti. ERa vytvarely mensi ¢i vétsi shluky a byly lokalizovany v celém

objemu cytoplazmy i podél membrany oocytu.

U druhé testované skupiny oocytii kultivované pti koncentraci BPS 300nM (Obrazek 2c¢)
byla patrna nejvétsi zména v porovnani s ostatnimi skupinami. Piestoze byly ERa lokalizovany
spiSe v centru, méné podél membrany oocytu jako u kontrolni skupiny, jejich exprese byla
zvySena. Receptory vytvarely v centru oocytu homogenni strukturu, kdezto po obvodu

vytvarely spiSe jednotlivé shluky.

U testované skupiny kultivované v médiu s nejvyssi koncentraci BPS - 30uM (Obrazek 2d)
byla zména nejméné zietelnd. ERa byly lokalizovany v celém objemu cytoplazmy i podél
membrany oocytu a vytvarely mensi ¢i vétsi shluky. Podobny vliv méla na oocyty 1 koncentrace

3nM BPS, nicméné zde u vyssi koncentrace byla exprese nizsi.
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Obrazek 2: Imunocytochemicka lokalizace ERa pri kultivaci 48 hodin. Barveni - modie
DAPI: chromatin, zelené¢ FITC: ERa. Zvétseni: 400x. Méftitko 50um. ERa byly lokalizovany
ve vSech testovanych skupinéach - 3nM (b), 300nM (c) a 30uM (d). Snimek z kontrolni skupiny
oocytl (a) slouZzi k porovnani experimentalni skupiny s kontrolou kultivovanou bez BPS.
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5.2.1 Relativni intenzita fluorescence ERa pii kultivaci 48 hodin

Pti in vitro kultivaci oocytl po dobu 48 hodin s riznymi koncentracemi BPS (vyhodnoceni
viz Graf 2) vykazovala nejvyssi hodnotu fluorescence experimentalni skupina kultivovana
v médiu s 300nM BPS. Se statisticky vyznamnym rozdilem se tato skupina lisila od vSech
ostatnich. Nasledn¢ skupina s 3nM BPS udavala druhou nejvyssi intenzitu fluorescence a také
se statisticky liSila od ostatnich. Jedinou testovanou skupinou, kterd se statisticky neliSila
od kontrolni skupiny, byly oocyty kultivované v 30uM BPS, coz ukazalo, ze vliv BPS v této
koncentraci je nejmensi. Testované skupiny oocyti byly ve vysledcich konzistentni, jejich

smérodatné odchylky v ramci skupiny byly minimalni.
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Graf 2: Relativni intenzita fluorescence ERa po in vitro kultivaci 48 hodin. Na ose x
zobrazuje graf Ctyfi skupiny oocytli (kontrolu a tfi rizné koncentrace BPS, ve kterych byly
oocyty kultivovany - 3nM, 300nM a 30uM), osa y znazorfiuje relativni intenzitu fluorescence,
kdy jako zakladni hodnota byla brana intenzita fluorescence kontrolni skupiny (ohodnoceno
hodnotou 1), a ostatni experimentalni skupiny byly vztazeny k této hodnoté. Data jsou
vyjadiena jako primér £ smérodatni odchylka, pochézeji z minimalné tfi na sobé nezavislych
experimenttl a v kazdé skupiné bylo analyzovano nejméné 20 oocyttl. Odli$né superskripty !>
vyjadiuji statisticky vyznamny rozdil mezi studovanymi skupinami na hladin€¢ vyznamnosti
5 % (P<0,05).
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6 Diskuze

Meioza je slozity komplex procest, jehoz fizeni zavisi na mnoha regulujicich faktorech.
ovliviiyje rist, diferenciaci a funkce mnoha tkani (souvisejici s reprodukéni soustavou, ale také
jinych). Aby mohl spravné fungovat, musi se navéazat na jaderny estrogenovy receptor (ERa
a ERp), ktery nasledné funguje jako ligandem aktivovany transkripni faktor a reguluje
transkripci genll ovliviiovanych estrogeny (estrogen response element — ERE). Piestoze je
zrajici oocyt transkripéné inaktivni, ERs jsou nepostradatelné v dal$im vyvoji pfi nastupu
transkripce u embrya (La Rosa et al., 2014). Estradiol pfidany ke kultiva¢nimu médiu ptizniveé
ovlivnil meiotickou a vyvojovou kompetenci prasecich oocytd, zlepsil soudrznost kumularnich
bunck kolem oocytu, aby pokryvaly cely povrch oocytu, a také podpoftil expanzi kumulo-
oocytarniho komplexu (Kubo et al., 2015).

ERs jsou soucasti rodiny jadernych receptor, které jsou charakteristické interakci
s hormony. Plsobi jako transkripcni faktory a specificky reguluji expresi cilovych gent, které
se podileji na fungovani metabolismu, vyvoje a reprodukce. Tyto receptory jsou pro buiiky
dilezité, jelikoZ zpracovavaji intra a extracelularni signaly pro regulaci exprese gent (Li et al.,

2015).

Endogenni hormony, jako jsou naptiklad progestiny, estrogeny, androgeny,
glukokortikoidy, vitamin D3, thyroidni a retinoidni hormony, aktivuji normdlni funkci
jadernych receptort. Nicméné endokrinni disruptory nachazejici se ve vnéj$im okoli dokéazi
také interagovat s jadernymi receptory a mohou takto zptisobovat poruchy. Jelikoz jaderné
receptory reguluji expresi mnoha genl, nékteré z nich jsou spojeny s nemocemi jako je
rakovina, osteoporo6za ¢i obezita, mohou mit endogenni chemické latky naruSujici fungovani

jadernych receptori hluboky vliv na organismus (Sonoda et al., 2008).

BPS je chemicka latka nyni nové implementovana v primyslové vyrob¢ plastii a dalSich
materiald. V roce 2011 zakéazala Evropska Komise vyuzivat BPA ve vyrobé kojeneckych lahvi.
Tato regulace ptispéla k vyrobnimu vyuziti jeho analogu, BPS (Grignard et al., 2012). Jelikoz
BPS je latka na trhu pomérné nova, regulacim zatim nepodléhd. Bezpecnost BPS jako nahrazky
doposud nebyla popsana a studii zabyvajicich se plsobenim BPS v organismu je pouze

omezené mnozstvi. Jelikoz je BPS strukturnim analogem BPA a vykazuje také slabou
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estrogenni aktivitu (Grignard et al., 2012), je pravdépodobné, ze jeho ucinky na organismus
budou srovnatelné s BPA. Bylo prokazéano, ze praseci oocyty jsou velmi citlivé na piisobeni
BPA pii in vitro zrani (Wang et al., 2016) a jelikoz prasec¢i oocyty se v mnohém podobaji
lidskym, mohou byt vysledky studii zkoumajici vliv jak BPA, tak i BPS na prase¢ich oocytech

aplikovany také v oblasti lidské reprodukce.

Estradiol je zodpovédny za regulaci bunécné proliferace, a protoze BPA vykazuje estrogenni
aktivitu, mtZze tuto regulaci narusit. Regulace je zprostfedkovana diky rovnovaze mezi signaly
vysilanymi ERa a ERB. ERa vysilaji signaly k indukeci proliferace bun€k (napt. u bun¢k mlécné
zlazy pti laktaci), kdezto signaly zprostfedkované ERP inhibuji bunéénou proliferaci (napf.
u bunék mlééné zlazy po ovulaci nebo laktaci). Estradiol udrzuje rovnovahu mezi témito
receptory, snizuje celkovy pocet ERa a zvySuje hladiny ERB. BPA ptisobi v pfitomnosti ERa
jako agonista a podporuje proliferaci, kdezto v pfitomnosti ERB plsobi jako naprosty
antagonista. Pfi vystaveni buniky ufinkiim BPA se muze stat, Ze buiikka bude podporovana
signadly z ERa k proliferaci a bez spravnych signald z ERB miuze dojit az k zapoceti
rakovinného bujeni (Acconcia, 2015). Afinita BPA k ERs je sice mnohem niz§i nez
u estradiolu, nicméné¢ BPA miZe ovliviiovat organismus také jinou cestou a to diky aktivaci
membranovych ERs. Ty piisobi na negenomické urovni a transkripéni aktivitu vyvolavaji

pomoci piisobeni sekundarnich bunéénych posla (Quesada et al., 2002).

ERs se vyskytuji nejen v oocytech, ale také v celych kumulo-oocytarnich komplexech (Wu
et al., 1992) pted zacatkem, ale také po fazi zrani. Koncentrace ERs uvnitf oocytu jsou ptred
a po zrani relativné na stejné hlading, nicméné béhem meiotického zrani se koncentrace meni.
Nejvétsi nartst ERs byl pozorovan po kultivaci 24 hodin, poté koncentrace klesla, kdy po 42
hodinach kultivace byla ptibliZzné na tfetinové hodnoté (Dode and Graves, 2003). Jedna studie
(Xu et al., 2009) se vénovala pouze urcitému typu ERa v mySich oocytech a potvrdila, Ze se
vyskytovaly v oocytu ve vSech stadiich vyvoje. Bez ohledu na fazi folikulogeneze byly tyto
receptory lokalizovany az do GVBD v jadérku oocytu. Dalsi studie provadénd na mysSich
(Jefferson et al., 2002) prokazala vyskyt ERa 1 ERB na mysSich vajecnicich ve vSech stadiich
vyvoje, kdy po celou dobu pievazovaly ERP a s vékem se jejich hladiny zvySovaly, kdezto
vyskyt ERa s vékem mysi klesal.

Utelem této prace bylo zhodnotit vliv BPS na meiotické zrani prase¢ich oocyti, a to

prostfednictvim vlivu na ERa. BPS patii mezi endokrinni disruptory, heterogenni chemické
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latky, které jsou znamé svou schopnosti vdzat se na ERa a tim ovlivilovat estrogeny
kontrolované aspekty télesné homeostaze, coz zahrnuje také rovnovdhu mezi bunécnou
proliferaci a apoptdzou (La Rosa et al., 2014). Jelikoz studie zabyvajici se vlivem BPS na sav¢i
oocyty jesté nejsou k dispozici, je mozno vychéazet ze studii zabyvajicich se vlivem BPA
na oocyty, ale také na somatické buiiky, nebo lze nahlédnout do studii zkoumajici vliv jiného

endokrinniho disruptoru ptisobici na ERs.

Studie provadénd na mysich oocytech (Chao et al., 2012) potvrdila zvySenou expresi ERs
behem rlstu a zradni oocytu pii spolecné kultivaci s BPA. Exprese byla zvySend na Grovni
mRNA 1 proteinu. Ze studie vyplynulo, Ze pfi vystaveni mysi G€inkim BPA, muze tento
endokrinni disruptor potladit metylaci imprintovanych gent, a to prostiednictvim ovlivnéni

exprese ERs.

Diive zminéna studie (Jefferson et al., 2002) zkoumala vliv jiné chemické latky
s estrogennim ucinkem, a to fytoestrogenu genisteinu obsazeného v sdjovych bobech,
na vyvijejici se vajeCniky mysi. Studie ukazala, Ze genistein ovliviiuje expresi ERa, kterd byla

po vystaveni kontaminantu zvysena.

Negativni u€¢inky BPS na meiotické zrani prasecich oocyti, které byly popsany v této praci,
mohou byt vystrazné také ztoho divodu, Ze koncentrace BPS, které byly pouZity
v experimentech, byly mnohem niZ8i nez koncentrace naméiené ve vzorcich moci a krevniho
séra u lidi (Thayer et al., 2016). V této praci byl popsan negativni u€inek i tak malé koncentrace

vvvvvv

na zrani sav¢ich oocytu.

Vysledky této prace prokazaly, ze BPS ovliviiuje plisobeni estrogenti a to zménou exprese
a lokalizace ERs. Estradiol je dilezity hormon, ktery se mimo jiné podili na jaderném zrani
béhem meiodzy, kde ovliviiuje tvorbu déliciho vieténka. Zvysend koncentrace estradiolu béhem
zrani oocytu vede k porucham tvorby déliciho vieténka, coz mize zplsobit Spatné uspofadani
chromozom v metafazi a nasledné poruchy embryonalniho vyvoje (Beker-van Woudenberg,
2004). Z toho vyplyva, ze BPS muze prostiednictvim ovlivnéni pisobeni estradiolu naruSovat
tvorbu meiotického de€liciho vieténka a tim i pribéh samotné meidzy. Coz nasvédcuje také
studie zkoumajici vliv BPA na in vitro zrani prasecich oocyti (Wang et al., 2016), ktera
potvrdila negativni efekt BPA na progresi bunécného cyklu, tvorbu déliciho vieténka
a organizaci chromozom1.
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Chemickeé latky ze zivotniho prostiedi, které vykazuji estrogenni aktivitu, jsou podeziivany
z podileni se na zvySeni vyskytu poruch reprodukce u clovéka, jako je napiiklad snizeni
reproduk¢ni schopnosti u muzl, nebo zvyseni vyskytu rakoviny prsu u zen (Washington et al.,
2001). Jelikoz tyto latky funguji v organismu prostifednictvim navazani na proteiny, jako jsou
ERa nebo ERB, je dilezité, aby vyzkumu téchto endokrinnich disruptort a jejich interakci

s ERs byla vénovana dostate¢na pozornost.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo potvrdit hypotézu, ze BPS negativné ovliviiuje priabeh meiotického
zrani praseCich oocytll prostfednictvim zmén v expresi a lokalizaci ERa. Hypotéza byla
ovéfovana pomoci imunocytochemické detekce proteini — ERa v praseCich oocytech

kultivovanych 24 a 48 hodin v pfitomnosti riznych koncentraci BPS.

Experimenty ukazaly, ze BPS ovliviiuje lokalizaci ERa v prasecich oocytech, a tim pfispiva
k naruseni jejich meiotického zrani. Kazda koncentrace BPS v zavislosti na délce kultivace
ovliviiovala lokalizaci ERs jinak, bud’ vytvafenim shlukd, nebo naopak silné homogennich

struktur, kde byly zaznamenany odliSnosti v porovnani s kontrolnimi skupinami.

Na trovni exprese proteinu ERa byly rovnéz zaznamenany zmény. Pomoci zméfeni relativni
intenzity fluorescence u testovanych skupin oocyti bylo potvrzeno, ze exprese ERa
po vystaveni ucinkim BPS se zvySuje. Pfi kultivaci 24 hodin byla nejvyssi intenzita
fluorescence naméiena u oocytl kultivovanych v 30uM BPS, kdezto pti delsi kultivaci 48 hodin

nejvyssi intenzitu vykazovala skupina kultivovana v 300nM BPS.

Doposud byl dopad BPS na samici reprodukci studovan pouze u nizsich organizmt (Chen
et al., 2016) a ryb (Ji et al., 2013; Naderi et al., 2014). V této praci je poprvé popsan vliv BPS
na vyvoj oocytu savcil a jeho ptisobeni na ERs. Zmény, které byly detekovany, mohou vést
ke vzniku poskozenych zarodeénych bunék, zavaznym chybam v priabéhu meiotického zrani
oocytli a mohou dokonce vést 1 k neplodnosti. Pro pochopeni celkovych duasledkt vlivu BPS
na organismus jsou proto nutné dalsi experimenty zabyvajici se detailnim vysvétlenim G¢inku

BPS.
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