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1. Uvod

V poslednich desetiletich bylo na zakladé mnoha studii zjiSténo, ze se ve vodnim
prostiedi vyskytuji slouc¢eniny, které jsou hormonalné aktivni a maji schopnost naruSovat
u exponovanych zivoCichli funkci zlaz s vnitini sekreci, zejména tvorbu, transport
a puasobeni hormont. Tyto latky zacaly byt oznaCovany jako endokrinni disruptory. Na
zaklad¢ 0daji o vyskytu endokrinnich disruptorti ve vodnim prostiedi je snaha objasnit
jejich vliv na vodni organismy a cely vodni ekosystém. Mezi endokrinni disruptory patii
cela fada sloucenin véetné latek s anti-progestagenni aktivitou. Pravé anti-progestagenni
aktivity byly detekovany opakované ve vodnim prostiedi Ceské republiky, Ciny, Francie
a v fad¢ dalSich zemi. Nebezpeci latek s anti-progestagenni aktivitou spociva v jejich
schopnosti navazat se na progesteronovy receptor. Po jejich navazani je receptor obsazen
a nedojde k navazani pfirodnich progestinli, jako je naptiklad progesteron, na tento
receptor. Pfirodni progestiny hraji vyznamnou roli v reprodukénim cyklu vsech
obratlovcu. O vlivu latek s anti-progestagenni aktivitou na obojzivelniky je doposud jen
velmi malo informaci. Obojzivelnici jsou pevné vazani na vodni prostiedi, ve kterém se
mohou latky s anti-progestagenni aktivitou vyskytovat, a tim vznika podezieni, Ze by tyto
latky mohly ovliviiovat jejich reprodukci a vyvoj.

Cilem této bakalaiské prace bylo posoudit vliv mifepristonu, modelové latky
S anti-progestagenni aktivitou, na vyvoj gonad a $titné Zzlazy u zaby drapatky vodni
(Xenopus laevis). Drapatka vodni byla zvolena, protoze se jedna o zavedeny modelovy

druh obojZivelnika v toxikologickych testech.



2. Literarni prehled

2.1. Progestiny

Progestiny jsou steroidni hormony. Jedné se o molekuly malych rozméra, které jsou
rozpustné v tucich, jelikoz jsou odvozené od cholesterolu (Otova a kol., 2021). Progestiny

jsou dvojiho typu, a to progestiny piirodni a syntetické.
2.1.1. Prirodni progestiny

Nejvyznamnéj$im piirodnim progestinem je, zejména u cloveka, progesteron
(Obr. 1). Dalsim pfirozenym progestinem je 17a-hydroxyprogesteron, ktery neni tak
vyznamny jako progesteron zejména proto, Ze ma velmi malou progestagenni aktivitu

(Roztocil, 2011).

Obr. 1: Strukturni vzorec progesteronu

U vétsiny ryb je nejvyznamngjSim progestinem, ktery aktivuje progesteronovy
receptor, 17,20B-dihydroxypregn-4-en-3-an (Obr. 2). U nékterych druhti ryb je hlavnim
progestinem 17,20p,21-trihydroxy-pregn-4-en-3-an (Obr. 3) (Baker, 2022; Scott a kol.,
2010). Tyto progestiny jsou vyznamné zejména pro reprodukéni fyziologii ryb, reguluji
vyvoj gondd a hraji roli pfi dozravani oocytil a spermii, dale stimuluji produkci mlici

(Scott a kol., 2010).



Obr. 2: Strukturni vzorec 17,20B-dihydroxypregn-4-en-3-an

Obr. 3: Strukturni vzorec 17,208,21-trihydroxy-pregn-4-en-3-an
2.1.1.1. Progesteron

Progesteron je pohlavni hormon steroidni povahy (Stépankova, 2020), ktery byl
izolovan a charakterizovan vroce 1929 (Corner a Allen, 1929). Progesteron je
syntetizovan z cholesterolu pies meziprodukt pregnenolon (Svihovec a kol., 2018).
Pfeména pregnenolonu je katalyzovand pomoci enzymu 3p-hydroxysteroidni
dehydrogenazy (Chapman a kol., 2005). U samic je progesteron jednim ze tii hlavnich
pohlavnich hormont vedle androgenti a estrogent. Tvorba progesteronu probiha u samic
v granuloznich bunkach ovarialniho folikulu (Silla a kol., 2021), ve zlutém télisku
a béhem tehotenstvi v placenté. Mensi mnozstvi ho produkuje jak u samic, tak u samcti

kara nadledvin a u samci je také produkovan varlaty (Rozto¢il, 2011; Singh a Su, 2013).
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Progesteron se podili na reprodukénim cyklu samic (Otové a kol., 2021) tim, ze
pfipravuje podminky pro uhnizdéni oplozeného vajicka, a to diky prechodu endometria
do sekre¢ni faze (Martinkova a kol., 2007). Progesteron ma schopnost podnécovat sekreci
inzulinu a podporovat tvorbu zasob glykogenu jeho ukladanim do jater (Stdpankova,
2020). Progesteron je ptirozen¢ vylu¢ovan lidmi i zivocichy (Houtman a kol., 2021).

Zluté t&lisko produkuje progesteron nejen u ¢lovéka, ale také u dalsich Zivogichd,
u kterych zluté télisko vznika. Témito zivocCichy jsou zraloci, obojzivelnici, plazi a savci.
U savcu je progesteron produkovan u placentalti, vaénatcu a ptakofitnych (Gemmell,
1995). Tvorba pohlavnich hormonti, véetné prirodnich progestint, je u obratlovci, a tedy
I U obojzivelnikd, fizena ptisobenim luteiniza¢niho a folikulostimulaéniho hormonu (Silla

a kol., 2021).
2.1.1.2. Progesteronové receptory

Progesteronovy receptor (PR) je protein, nachazejici se v cytosolu bunky (Mahajan
a London, 1997), schopny specificky vazat progesteron jako signalni molekulu (Otova
a kol., 2021). PR je u vétsiny obratlovcu, véetné lidi, aktivovan navazanim progesteronu
(King a Brucker, 2011). PR se nachazeji v pohlavnich organech, adenohypofyze
a hypotalamu (Martinkova a kol., 2007).

Lidsky progesteronovy receptor (hPR) se vyskytuje ve 2 izoformach hPR-A a hPR-B
(Kastner a kol., 1990; King a Brucker, 2011), které jsou kodované stejnym genem, ale
maji rozdilnou molekulovou hmotnost (Kastner a kol., 1990; Speroff a Fritz, 2005).
hPR-A je v podstaté¢ zkracenou verzi hPR-B, ktery ma na rozdil od hPR-A na
N-terminalnim konci navic 164 aminokyselin (King a Brucker, 2011; Mahajan a London,
1997; Speroff a Fritz, 2005). Oba receptory maji spole¢nou ligand-vazajici doménu
(LBD) a DNA-vazajici doménu (DBD). LBD se nachazi na C-terminalnim konci PR
a umoziiuje vazbu hormonu. V LBD dochézi k dimerizaci receptoru, ¢imz se receptor
prevede do aktivni podoby (Fawell a kol., 1990).

PR jsou vazané na protein teplotniho Soku (heat-shock protein, HSP) o molekularni
hmotnosti 90 kDa (HSP 90) (Baulieu, 1997). Poté, co progesteron vstoupi do buriky,
dojde Kk jeho navazani na receptor (King a Brucker, 2011) a vytvoii se komplex
(progesteron + receptor + HSP). Komplex vstupuje do jadra, kde se jaderny protein p59
navaze na HSP 90. PR ziskd kladny ndboj a komplex HSP 90 + p59 se oddé¢li

od receptoru. Komplex hormonu s receptorem se navaze na DNA v genech, které
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obsahuji takzvany hormon-responzivni element, tisek DNA pfitomny v promotoru
regulovaného genu. Receptor naseda na tento Gsek svoji DBD. Zména v nukleozomu
a navazani transkrip¢niho faktoru vyvola zacatek transkripce (Baulieu, 1997; Mahajan
a London, 1997).

Krom¢ jadernych progesteronovych receptorti existuji i membranové progesteronové
receptory (mPR) pochazejici z rodiny progestinovych a adiponektinovych receptort,
které se nachazeji na povrchu bunék. Existuje nékolik subtypii mPR, a to mPRa, ktery se
vyskytuje v placenté, vajeénicich, varlatech a déloze, mPRp, ktery se vyskytuje v mozku
a patefni mise a mPRy, ktery se vyskytuje v ledvinach, tlustém stievu a v plicich. Dalsimi
subtypy jsou mPR& a mPRe. Prostfednictvim mPR jsou zprosttedkovavany rychlé a¢inky
progesteronu. mPR aktivuji intracelularni signdlni drahy. Vyskyt mPR byl prokazan
u celé fady obratlovcl veetné obojzivelniku (Petersen a kol., 2013; Thomas a Pang, 2012;
Zhu a kol., 2003).

2.1.2. Syntetické progestiny

Syntetické progestiny se déli podle chemické struktury (Tab. 1) na progestiny
odvozené od progesteronu (pregnany, norpregnany), testosteronu (estrany, gonany) nebo
spironolaktonu. Pregnany jsou strukturné¢ odvozené od 17a-hydroxyprogesteronu
a norpregnany od 19-norprogesteronu (King a Brucker, 2011).

Syntetické progestiny jsou strukturné podobné progesteronu a maji imitovat jeho
funkci. Syntetické progestiny se nejcastéji vyuzivaji v hormonalni terapii pii menopauze
a v hormonalni antikoncepci (King a Brucker, 2011; Rozto¢il, 2011), kde se hojné
vyuzivaji samostatné, ale také v kombinaci s estrogeny (Roztocil, 2011). Pouzivaji se
dale naptiklad k zabranéni hyperplazie endometria, ktera vznika piisobenim estrogenu

a mize byt prekurzorem rakoviny (King a Brucker, 2011).
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Tab. 1: Rozdéleni syntetickych progestinti podle chemické struktury (King a Brucker, 2011)

Rozdéleni syntetickych progestind

Medroxyprogesteron acetat
Megestrol acetat
Chlormadinon acetat
Cyproteron acetéat

S acetatovou skupinou

Pregnany

Dydrogesteron
Medrogeston
Nomegestrol acetat
Nestoron

Derivaty Bez acetatové skupiny
progesteronu

S acetatovou skupinou

Norpregnany Demegeston
Bez acetatové skupiny | Promegeston
Trimegeston

Norethindron

Norethindron acetat

Ethynodiol diacetat
Norethynodrel

Derivaty Lynestrenol
testosteronu Dienogest

Estrany

Levonorgestrel

Desogestrel
Norgestimat
Gestoden

Gonany

Derivaty spironolaktonu Drospirenon

2.2. Latky blokujici progesteronovy receptor

Latky blokujici PR neboli antagonist¢ PR jsou nékdy oznaCovany také jako
antigestageny, antiprogestiny ¢i antiprogestageny (Roztocil, 2011; Spitz, 2006).
Antigestageny pusobi tak, ze obsadi receptor a zabrani jeho aktivité, kterou by za
normalnich okolnosti zptsobila pfitomnost progesteronu na daném receptoru (Spitz,
2006). Po navazani antigestagenu se vytvoii komplex (antigestagen + receptor + HSP)
aposili se reakce mezi proteinem p59 a HSP 90, ale v DNA nedojde ke zméné
nukleozomu a zastavi se navazani transkripéniho faktoru a tim nedojde k zacatku
transkripce (Baulieu, 1997; Mahajan a London, 1997).

Latky, které¢ blokuji PR, mohou byt pln¢ antagonistické, nebo mohou mit smiSeny
charakter agonista/antagonista. Ty, které jsou dvojiho charakteru, jsou také oznacovany
jako selektivni modulatory progesteronového receptoru (SPRM — selective progesterone

receptor modulators) (Islam a kol., 2020; Spitz, 2006).
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Antigestageny se pouzivaji jako abortiva (tzn. k pferuseni t€hotenstvi), jako nouzové
antikoncepéni pripravky, k 1é€bé déloznich myomi, endometridzy, dysfunkéniho
délozniho krvaceni a jsou testovany jako potencialni 1éCiva pro l1écbu rakoviny, a to
u nadorq, které reaguji na steroidy (Spitz, 2006).

Pii  dlouhodobém podani antagonisti PR a SPRM dochazi k projevu
antiproliferativniho u¢inku v endometriu, ke zhutnéni endometria a k rozvoji amonorey
(tzn. vynechani menstruace), ktera ma souvislost s antiproliferativnim pusobenim.
Antagonist¢é PR mohou zpomalovat nebo inhibovat ovulaci, a to muze vést k amonoree
(Croxatto a kol., 1993; Chwalisz a kol., 2005; Spitz, 2006).

2.2.1. Mifepriston

Mifepriston byl objeven védci na Roussel UCLAF (byvala farmaceutickd firma ve
Francii) a byl poprvé popsan vroce 1981 (Philibert a kol., 1982). Jeho puvodnim
oznac¢enim bylo RU-486 (RU-38486). Jde 0 prvni syntetizovany antigestagen slouzici
jako abortivum (Philibert a kol., 1982; Roztocil, 2011).

Mifepriston ma podobnou chemickou strukturu (Obr. 4) jako progesteron
a glukokortikoidy a jedna se o derivat norethindronu. Skupina 4-dimethylaminofenyl
pfitomna na 11p pozici je zodpovédna za jeho antagonistickou aktivitu. Retdzec
1-propynyl, nachazejici se na 170 pozici, zpisobuje vysokou afinitu k PR (Baulieu,
1997).

Obr. 4: Strukturni vzorec mifepristonu
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Ve vysokych davkach je mifepriston silny anti-glukokortikoid. Anti-glukokortikoidni
i¢inek je pozorovan pii ddvce > 200 mg-den’, coz je davka vyrazné vyssi nez davka
potiebna Kk pozorovani jeho anti-progestagenni aktivity. Této vlastnosti se da vyuzit pii
1é¢bé neuropsychiatrickych poruch, napt. deprese ¢i bipolarni poruchy (Spitz, 2003).

Mifepriston se vyuziva k piedCasnému ukonceni t€hotenstvi a je podavan oralné
(Lahteenmaiki a kol., 1987). Dnes se vétsinou pouziva v kombinaci s prostaglandiny
(gemeprost, sulprostone), které jsou dulezité pro bezpecnost a dostateCnou efektivitu
pfed¢asného ukonceni téhotenstvi. Pfi pouziti mifepristonu K témto ucelum je
pozorovano, ze s pokrocilejsi fazi téhotenstvi se snizuje uc¢innost (Mahajan a London,
1997).

Pfi jednorazové davce 10 mg je mifepriston ucinny jako nouzova antikoncepce (Jin
a kol., 2005). Po podani muze zpusobit prodlouzeni cyklu a tim pozdé&jsi ptichod
menstruace (Mahajan a London, 1997). Naopak jeho dlouhodobé podavani ma jistou
ucinnost pii 1écbé délozniho myomu a endometriézy. Nizké davky mohou byt, diky
schopnosti mifepristonu blokovat ovulaci zejména béhem stfedni a pozdni folikularni
faze (Luukkainen a kol., 1988; Mahajan a London, 1997), potencialné¢ ucinné jako
antikoncepce (Spitz, 2006).

2.2.2. Dalsi latky s anti-progestagenni aktivitou

Lilopriston a onapriston jsou slou¢eniny podobné svou strukturou mifepristonu. Jejich
syntéza byla provedena v polovin¢ 80. let 20. stoleti spole¢nosti Schering AG (Wiechert
a Neef, 1987). S lilopristonem byla provedena pouze jedna studie testujici jeho uc¢innost
jako abortiva a nasledné bylo jeho dalsi testovani ukonceno (Swahn a kol., 1994). Pii
studiich s onapristonem bylo zjisténo jeho dobré anti-progestagenni ptisobeni, nasledné
byla prokazana jeho hepatotoxicita, a tak byly studie ukonceny (Klijn a kol., 2000).

Slouc¢eniny ORG-33628 a ORG-31710 byly testovany za ucelem sniZeni krvaceni,
které bylo u zen vyvolano uzivanim antikoncepce ¢isté na bazi progestint. Tyto latky
byly tudiz podavany soucasné s antikoncepci. Pii studiich bylo sice pozorovano snizeni
krvaceni, ale zaroven se ukazalo, Ze pii souCasném podani téchto sloucenin nebyla
blokovana ovulace. Testy s témito slouc¢eninami byly tedy nasledné ukonceny (Spitz,
2006; Verbost a kol., 2005).
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Aglepriston (RU-p46534, alizin) je sloucenina pouzivana vyhradné¢ u zvifat a je
registrovana k pouzivani pro veterinarni ucely. Jeji G¢inky spocivaji v pferuSeni nebo
predchazeni biezosti (Galac a kol., 2000; Hoffmann a Schuler, 2000).

Ulipristal acetat (CDB-2914) prokazatelné zabranuje ovulaci (Levens a kol., 2008)
a této vlastnosti se tedy vyuziva. V soucasnosti je ulipristal acetat soucasti 1é¢iva EllaOne,
ve kterém tvoii aktivni slozku. Jedna tableta EllaOne obsahuje 30 mg ulipristal acetatu.
Tento 1k je prodavan i v Ceské republice a pouziva se k pedchazeni téhotenstvi po
nechranéném pohlavnim styku (Roztocil, 2011). Ulipristal acetat vykazuje podobnou
anti-progestagenni aktivitu jako mifepriston (Sauer a kol., 2018) a podobné jako

mifepriston vykazuje zaroven i aktivitu anti-glukokortikoidni (Levens a kol., 2008).
2.3. Vyskyt anti-progestagenni aktivity ve vodnim prostredi

Ve vodach véetné vy¢isténych vod z &istiren odpadnich vod (COV) se vyskytuje cela
fada endokrinnich disruptori a mezi nimi i latky s anti-progestagenni aktivitou (Rao
akol., 2014). Endokrinni disruptory jsou latky, které jsou hormonalné aktivni a maji
schopnost naruSovat funkci 7l4z s vnitini sekreci, zejména tvorbu, transport a plisobeni
hormont (National Institute of Environmental Health Sciences, 2023). Na organismy,
které se vyskytuji Vv prostfedi stouto aktivitou, mohou mit endokrinni disruptory
neptiznivé ucinky (Rao a kol., 2014). Zdrojem tohoto zne€isténi je primysl, zeméd¢lstvi,
ale také domacnosti (Scott a kol., 2014). Pti Gpravé pitné vody z povrchovych zdroju

potom mize dojit k ohrozeni vetejného zdravi t€émito latkami (Houtman, 2010).
2.3.1. Anti-progestagenni aktivita ve svété

V hlavnim mést¢ Ciny Pekingu byla testovana wi¢innost odstranéni endokrinnich
disruptorii, véetné téch s anti-progestagenni aktivitou, na COV. Anti-progestagenni
aktivita se v odpadnich vodach na piitoku COV a v pribshu &isténi pohybovala
od 31,5 do 271 pg-I* EQ mifepristonu (ekvivalenty mifepristonu). Cistirenské procesy
dokazaly eliminovat az 88,4 % kontaminantd podilejicich se na této aktivité (Rao a kol.,
2014).

V Nizozemsku byl na zakladé informaci o vyskytu anti-progestagenni aktivity
v povrchovych vodach proveden dvoulety pruzkum (od ledna 2018 do prosince 2019),
pii kterém byly odebirany kazdé ¢tyfi tydny vzorky ze tiech povrchovych zdroji pitné
vody (feka Maza, feka Ryn a poldr Bethune). Studie ukazala, ze je Vv nizozemskych
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povrchovych vodach ptitomna anti-progestagenni aktivita. Tato aktivita byla prokazana
téméf ve viech vzorcich, a to v koncentracich vétsich nez 1,2 ng-I"t EQ mifepristonu.
Anti-progestagenni aktivita byla vyvolana zejména pritomnosti pesticidit metolachloru
(herbicid), cyazofamidu (fungicid) a epoxiconazolu (fungicid) a dale 1é¢iv telmisartanu
a diklofenaku. Epoxiconazol piispél na lokalitich na fece Rynu a Maze
k anti-progestagenni aktivit¢ nejvétsi meérou. P upravé na pitnou vodu byla
anti-progestagenni  aktivita odstranéna, ztoho vyplyva, ze pfitomnost latek
s anti-progestagenni aktivitou ve vodnim prostiedi muze v tomto pfipad¢ piedstavovat
problém pro ekosystém, ale ne pro bezpec¢nost pitné vody (Houtman a kol., 2021).

V Ceské republice a na Slovensku byla anti-progestagenni aktivita analyzovana na
Sesti piitocich a odtocich zCOV a v povrchovych vodich nad i pod zatsténim
vycisténych odpadnich vod. Aktivita byla zaznamenéna na vSech Sesti ptitocich a na tfech
ze Sesti odtokli z COV. Cistirenskymi procesy byla aktivita znaén& snizena nebo tipIng
odstranéna. Koncentrace na pfitoku se pohybovaly vrozmezi 2,63-83 nglI? EQ
mifepristonu a na odtoku v rozmezi 0,77-1,01 ng-I* EQ mifepristonu. Ve vzorcich
z povrchovych vod byla anti-progestagenni aktivita pod mezi kvantifikace. Ve vzorcich
vody byla navic zjiStovdna piitomnost mifepristonu a ulipristal acetitu, z téch byl
detekovan pouze mifepriston, a to jen v jednom piipadé v koncentraci 0,65 ng-I"t. Neni
tudiz zejmé, jaké latky anti-progestagenni aktivitu zptisobily (Sauer a kol., 2018).

Ve Francii byly analyzovany vzorky na Sesti méstskych COV a ve vsech 3esti
vzorcich byla detekovéna anti-progestagenni aktivita. Udaje o anti-progestagenni aktivité
jsou viak k dispozici pouze u dvou ze $esti monitorovanych COV. Zde byly naméieny
aktivity 2,8 a 3,8 ng-I"* EQ mifepristonu. Bylo zji§téno, ze z mensi ¢asti jsou za tuto
aktivitu zodpovédné 17p-testosteron a dihydrotestosteron, ale hlavni antagonisté nebyli
zjisténi (Bellet a kol., 2012).

V Australii byla provedena studie, kterd trvala rok a byly béhem ni Ctvrtrocné
odebirany vzorky zftiénich tokd (celkem 73 vzorkd). Anti-progestagenni
aktivita > 8 pg-I* EQ mifepristonu byla detekovéna u 16 % vzorki. V jednom ze vzorkd,
ktery byl zpriimyslové oblasti, byla zjisténa aktivita dosahujici 32 pglI*EQ
mifepristonu. Nejvice vzorkd vykazujicich anti-progestagenni aktivitu bylo z lokalit
v primyslovych oblastech (50 %), dale z oblasti v blizkosti obytnych sidel (23 %),
v oblastech pod vypusti vody z COV (13 %), na lokalitach obklopenych zemédélskymi
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plochami (6 %) a nejméné v oblastech nezastavénych (4 %). V této studii vSak nebyly

identifikované latky zpuisobujici anti-progestagenni aktivitu (Scott a kol., 2014).
2.4. Obojzivelnici v toxikologickém vyzkumu

Obojzivelnici jsou dulezitou soucasti vodniho ekosystému, na ktery jsou tizce vazani.
Diky této vazb¢ jsou také citlivi na jeho zmény a znecisténi. Vétsina druhi obojzivelnikt
prodélava metamorfézu, coz je velmi delikatni proces, ktery mtize byt snadno narusen
zvngjSku, mimo jiné i pfitomnosti polutantl. Pro testy toxicity se pouzivaji zejména
embryonalni a larvalni stadia obojzivelniki a sleduje se vliv testovanych latek na prabéh
metamorfozy (Koci a Mocova, 2009).

Mezi nejbéznéjsi a nejcasteji pouzivané modelové organismy pro testy toxicity na
obojzivelnicich patii drapatka vodni (Xenopus laevis) (Koci a Mocova, 2009). Kromé
drapatky vodni je Casto pouzivana také drapatka tropicka (Xenopus tropicalis) (Fort
a kol., 2004). Dalsi, mén¢ pouzivané druhy, jsou skokani (Rana sp.), a to skokan hnédy
(Rana temporaria) a skokan levharti (Rana pipiens) (Burlibasa a Gavrila, 2011),
ropuchoviti (Bufonidae), rosnickoviti (Hylidae) a z ocasatych obojzivelnikd naptiklad

axolotloviti (Ambystomatidae) (Gendron, 2013).
2.4.1. Drapatka vodni

Drapatka vodni (Xenopus laevis) je ¢asto pouZzivana pro laboratorni tcely, jelikoz je
jeji chov v zajeti pomérné snadny (Coborn, 1992) a je nenaro¢na na péci (Sive a kol.,
2000). Diky jeji rychlé reprodukci miize byt velkym problémem jeji ptipadny tnik do
volné pfirody, jelikoz se z ni snadno muze stat invazni druh vytlacujici druhy ptivodni
(Speybroeck a kol., 2016).

Dalsi vyhody vyuziti drapatky vodni jako modelového druhu jsou snadné manipulace,
cenova dostupnost, velké mnozstvi materidlli pro riizné experimenty, moZznost fidit
rozmnozovani tak, aby bylo mozné zajistit reprodukci az ¢tyfikrat za rok, pruhlednost
larev (Parisis, 2012), schopnost pfijimat usmrcenou potravu, odolnost vii¢i chorobam,

dobte popsana morfologie a vyvoj (Green, 2002; Nieuwkoop a Faber, 1994; Reed, 2005).
2.4.1.1. Pivod a zpisob Zivota

Drapatka vodni (Xenopus laevis) je bezocasy obojzivelnik patiici do fadu zab
(Anura), ktery pochazi ze subsaharské Afriky (Coborn, 1992; Nieuwkoop a Faber, 1994).

18



Tento druh ma prevazné neaktivni zptisob zivota a je velmi odolny (Reed, 2005;
Simmonds, 1985).

Ptirozenym habitatem drapatek jsou oblasti savan, kde obyvaji pomalu tekouci az
stojaté vody, v neptiznivych podminkéch jako je obdobi sucha jsou schopné piezivat
I vV bahnité ¢asti dna a vytvofit si v ném tunely pro vstup vzduchu. V klidovém stavu
mohou prezit az rok (Coborn, 1992; Simmonds, 1985). Drapatka je primarné vodni
organismus (Coborn, 1992), ktery travi vétsinu ¢asu pod vodou a na hladinu se vynofuje,
aby se nadechla (Simmonds, 1985). Je schopna piezit v téméf jakémkoliv typu a mnozstvi
vody, dokonce je schopna migrovat i po sousi (Nieuwkoop a Faber, 1994), ale vyzaduje
k tomu, aby bylo mokro ¢i alespon vihko (Speybroeck a kol., 2016). Stojaté vodni plochy,
ve kterych se vyskytuje, jsou vétsinou pokryté zelenymi fasami, ale jen ziidka obsahuji
vyssi vegetaci (Nieuwkoop a Faber, 1994).

Pfirozenou potravu drépatek tvoii celd fada bezobratlych zivocichd, napiiklad
¢lenovci, ale mohou se zivit i men$imi obratlovci jako jsou ryby, obojzivelnici nebo
dokonce jejich vlastni larvy (Speybroeck a kol., 2016). Potravu vyhledavaji pomoci prsti
a ¢ichu, nasledné ji lovi rychlym otevienim tUst, hydrobranchidlni pumpou, ¢imz vtdhnou
potravu dovniti. Potrava u pulci je zajistovana pomoci filtrace (Seale, 1982; Speybroeck
a kol., 2016).

2.4.1.2. Reprodukce a pohlavni dimorfismus

Drapatky dosahuji pohlavni dospélosti béhem 12 mésicu zivota (Sive a kol., 2000)
a reprodukce muze probihat kdykoliv béhem roku, ale vétsinou zacina na jate a pretrvava
az do léta. Samice kladou az 2500 lepivych vajicek vétSinou na malé hromady nebo
jednotlivé na vegetaci (Speybroeck a kol., 2016).

Samce drapatek od samic mizeme snadno rozeznat na zakladé¢ nékolika znakd.
Jednim z nich je, Ze samice jSOU obecné mohutnéjsi a vétsi nez samci Stejného stati. Dale
ma samec v obdobi pafeni na spodni stran€ pfednich koncetin patici mozoly tmavé barvy
(Obr. 5) a na rozdil od samct maji samice v zadni ¢asti téla kloakalni pysky (Obr. 6).
Samctim chybi hlasovy vacek, i ptesto vSak vydavaji zvuky stahy vnitinich hrtanovych
svalii, kterymi vabi opacné pohlavi, které jim na tyto zvuky odpovidd. Samotné pareni
probiha v noci, kdy si samec chytne samici do paficiho objeti, které se nazyva panevni

amplexus (Kwong-Brown a kol., 2019; Sive a kol., 2000; Starnberger a kol., 2014).
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Obr. 5: Parici mozoly samce drapatky vodni (Xenopus laevis). Fialovou sipkou jsou vyznaceny
tmavé pafici mozoly (foto autor).

Obr. 6: Samec (vpravo) a samice (vlevo) drapatky vodni (Xenopus laevis). Fialové jsou
vyznacené kloakalni pysky u samice (foto autor).

2.4.1.3. Vyvoj a metamorféza

Vyvoj a metamorféza drapatky vodni byl podrobné popsan v publikaci Nieuwkoop
a Faber (1994). Ranny vyvoj probiha u drapatek od stadia Nieuwkoop a Faber (NF) 1,
které nastava bezprostiedné po oplozeni, az po stadium NF 66, které nastava ptiblizné
58 dni po oplozeni (Obr. 7). Mezi stadii NF 48 a NF 58 dochazi k vyvoji koncetin.
Stadium NF 58 nastava priblizné 44 dni po oplozeni a larva (pulec) v ném dosahuje své

maximalni délky. Ve stddiu NF 58 mizi schopnost regenerovat koncetiny pii poranéni
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a objevuji se u nich pfedni koncetiny, nej¢astéji jsou prvni viditelné lokty s tim, Ze leva
a prava koncetina se nemuseji objevit soucasné. Dale se na zadnich koncetinadch v tomto
stadiu objevuji tf1 drapky, které postupné tmavnou a zpeviuji se. Mezi stadii NF 58
a NF 66 dochazi ke vstiebani ocasu a zaniku Zeber a jedinec za¢ina dychat vzduch. Mezi
stadiem NF 63 a NF 66 dochazi ke zménam tvaru hlavy, polohy o¢i a ust spolu s polohou
koncetin. Jedinec, ktery dosahne stadia NF 66, se stava juvenilnim, tento jedinec zatim
neni schopen se pohlavné rozmnozovat, ale ma jiz dokon¢eny proces metamorfozy. Ve

stadiu NF 66 ma zabka jiz vsticbany ocas (Nieuwkoop a Faber, 1994; Zahn a kol., 2022).
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Obr. 7: Vyvoj a metamorfoza drapatky vodni (Xenopus laevis) (pfevzato a upraveno z Estabel a kol., 2005; Shiokawa, 2012)
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Dospélci drapatek (Obr. 8) dosahuji rozmérti okolo 10-15 cm a maji zplostélou
(Speybroeck a kol., 2016), ale robustni stavbu téla, coz je zfetelné zejména na zadnich
koncetinach (Coborn, 1992), kde jsou tfi vnitini prsty opatieny ¢ernymi, tvrdymi drapky
(Obr. 9) (Speybroeck a kol., 2016). Diky témto drapkim na zadnich koncetinach dostal
tento druh zab sviij nazev (Coborn, 1992). Pomoci drapki jsou zaby schopné trhat i vétsi
potravu. Drapatka vodni je specificka tim, Ze ji chybi jazyk a ma pomérné malé o¢i, které
jsou opatfeny pouze spodnim ocnim vickem a jsou posazené dorsalné na hlavé
(Nieuwkoop a Faber, 1994; Reed, 2005; Schoonbee a kol., 1992). Zbarveni je vétSinou
tmavsi na hibetni stran¢ nez na strané bfiSni. Hibetni strana byvéa Sedo-hnéda, Casto
mramorovana, mramorovani ma tmavsi barvu. Bfis$ni strana téla je zbarvena krémovou
az bilou barvou. U drapatek se muzeme setkat také s albinismem (Obr. 10). V piirodé se
dozivaji 15-16 let a v zajeti az 20 let (Coborn, 1992).

Obr. 9: Drapky na zadnich koncetinach drapatky vodni (Xenopus laevis) (foto autor)
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Obr. 10: Drapatka vodni (Xenopus laevis) albinoticka forma (foto autor)

Na povrchu jsou drapatky slizké a jejich pokozka produkuje toxiny jako ochranu pred
predatory (Speybroeck a kol., 2016). V pokoZce se nachazeji magaininy, skupina
antibiotik, které maji antibiotickou, antimykotickou, antiparazitickou a antivirotickou
funkci. Magaininy slouzi k ochrané pokozky a pii poranéni K jejimu rychlému hojeni
(Zasloff, 1987).

2.4.1.4. Stitna #14aza

Stitna Zlaza je parovy organ, ktery se u drapatky nachazi ve spodni asti &elisti vedle
prudusnice (Xenbase). Na histologickém fezu je vidét mezi o¢ima (Obr. 11) (Fort a kol.,
2011). Stitna zlaza je tvorena folikuly, které ohrani¢uje na povrchu folikularni epitel
s folikularnimi epitelovymi buiikami a uvniti se nachazi koloid (Obr. 12) (Nieuwkoop
a Faber, 1994).

Stitna zlaza se zaGina vytvafet od stadia NF 33, kdy se zpocatku objevuje jako
vybé&Zzek dna Ustni ¢asti hltanu (oropharynx), ktery kaudalné roste v podobé bunééného
vlakna a zesiluje se. Toto probiha do stadia NF 39, kdy se zacina na nejkaudalngjsim
konci vétvit na dva laloky. Stitnd Zlaza je spojena se dnem Gstni ¢asti hltanu pomoci
kanalku (ductus thyreoglossus), prvni ¢ast spojeni zanika ve stadiu NF 41 a zbytek pak
ve stadiu NF 43. Ve stddiu NF 41 tvoii Stitnd Zlaza dvé podélnd bunécna vlikna, ve
kterych se objevuji uzlovita ztlusténi a §titna Zlaza tak dostava finalni podobu. Ve stadiu
NF 48 se zacinaji vytvaret prvni laloky, ve kterych se ve stadiu NF 49-50 vytvofi prvni
folikuly. Ve stadiu NF 51 kazda ¢ast Stitné zlazy obsahuje piiblizné¢ 13 folikult, tento
pocet do stddia NF 53 vzroste ptiblizné na 20. Vyvoj §titné z1azy je dokoncen ve stadiu

NF 56 (Nieuwkoop a Faber, 1994).
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Stitna Zlaza

Obr. 11: Poloha §titné zlazy u drapatky vodni (Xenopus laevis) (pfevzato a upraveno z Fort
akol., 2011)

Koloid

Obr. 12: Folikuly §titné zlazy na histologickém fezu §titné Zlazy u drapatky vodni (Xenopus
laevis) (snimek autor)

vvvvvv

a 3,5,3-trijodtyroninu (T3). Tyto hormony, a to zejména T3, jsou nezbytné mimo jiné pro
spravny priabéh metamorfozy a jeji vrcholeni. Na zdkladé vazby mezi Stitnou Zlazou
a hypofyzou se reguluje hladina produkovanych hormoni S§titné Zzlazy, na zmény
koncentraci nasledné reaguji tkané a organy. Nejvyssi hladina hormont §titné Zlazy je
u drapatky vodni v obdobi, kdy vrcholi metamorfoza (Galton, 1988; Huang a kol., 2001).
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2.4.1.5. Gonady

Gonady jsou parovy pohlavni organ, ktery je u drapatky umistén v télni duting.
Gonady jsou spojeny kazda s jednou ledvinou. Samici gonady jsou vajecniky, které maji
zvInénou strukturu a produkuji vajicka. Sam¢i gonady jsou varlata, ktera maji hladkou
strukturu a produkuji spermie. Spolu s produkci gamet produkuji také pohlavni hormony.
Pohlavni produkty jsou u obou pohlavi vypoustény kloakou do vodniho prostiedi, kde
dochazi k oplozeni (Piprek, 2016; Piprek a kol., 2017).

Vyvoj gonad zac¢ina ve stadiu NF 40, kdy jsou primordialni zarode¢né buiky, které
obsahuji zloutek, usazeny v oblasti, odkud bude vznikat budouci pohlavni Gstroji. Ve
stadiu NF 43 zac¢nou buiikky migrovat smérem k sob¢ a vytvofi stfedni neparovy pohlavni
hieben, nasledné nastava laterarni migrace, pii které vzniknou ve stadiu NF 46 dva
pohlavni hiebeny. Zarode¢né buriky se nachazeji zejména v korové oblasti pohlavniho
hiebene a ve stadiu NF 50 zacinaji ztracet zloutek. Diferenciace pohlavnich zlaz zafina
ve stadiu NF 52-53 a projevuje se rozdilnym umisténim pohlavnich bunék. U samct
zarodeéné bunky migruji z korové oblasti dovniti gonad, kde vytvaieji spermatogonie
(samci zarode¢né bunky). U samic zustavaji zarode¢né buniky v korové oblasti a vytvareji
nékolik skupin oogonii (sami¢i zarodecné bunky). Ve stadiu NF 53 a 54 jsou varlata
kompaktnim organem stejné jako vajeéniky. Ve varlatech se zvétSuje mnozstvi
spermatogonii, které postupné spotfebovavaji zloutkovy materidl. Ve stadiu NF 55 se ve
varlatech objevuji primordia semennych kanalki, jejichz pocet se az do stadia NF 66
zvysuje. Ve vajeCnicich se oogonie pfeménuji na oocyty a rostou postupné az do stadia

NF 66 (Nieuwkoop a Faber, 1994; Piprek a kol., 2017).
2.4.1.6. Chov dospélci v zajeti

Samci a samice drapatky jsou obvykle chovany oddélené v akvariich, ktera by méla
byt prikryta sitkou nebo draténym vikem, aby se zabranilo tiniku zab (Coborn, 1992; Sive
a kol., 2000). Pro jedince s délkou téla > 12 cm by méla mit plocha hladiny alespon
920 cm? a vodni sloupec by mél byt alespoii 12,5 cm (Vyhlaska ¢. 419/2012 Sb.). Teplota
pro chov by se m¢la pohybovat mezi 16-22 °C a neméla by stoupnout nad 25 °C, jelikoz
by to mohlo zptisobit zhorSenou kvalitu vajicek (Coborn, 1992; Sive a kol., 2000). Dalsi
dilezity sledovany faktor je pH, optimalni pH je 6,5 (Sive a kol., 2000). Drapatka vodni
vSak snasi rozmezi pH mezi 6,5 a 8,5 (Xenopus Express). Idealni svételna perioda pro
chov je 14-12 hodin svétla a 12-10 hodin tmy. Jako krmivo se pouzivaji prouzky syrového
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libového masa, vétsSinou hovéziho nebo kufeciho masa ¢i hovéziho srdce, pokud je maso
podavano dlouhodobé je vhodné do n¢j ptidavat multivitaminové (multimineralni)
dopliiky. Dale mohou byt drapatky krmeny Zzizalami nebo bé&Znymi bezobratlymi.
V laboratornich podminkéch jsou vétSinou krmeny specidlné upravenymi granulemi.
Potrava by méla byt podavana minimalné tiikrat tydné (Coborn, 1992; Sive a kol., 2000).

Reprodukci drapatek je mozné indukovat uméle. Miizeme se setkat s nckolika
zpusoby, kdy je bud’ aplikovdno sérum biezi klisny v jedné injekci a nasledn¢ injekce
humanniho choriové gonadotropinu (hCG) nebo je aplikovan pouze hCG injekéné
Vv jedné ¢i dvou davkach. Injekce jsou vzdy aplikovany do dorsalniho lymfatického vaku,
kdy injekce sprvni davkou hCG by méla byt aplikovana piiblizné 12-18 h pted
planovanym kladenim vajicek (Liu, 2006; Parisis, 2012; Sive a kol., 2000). Sive a kol.
(2000) uvadi davku hCG pro samce 300 IU a pro samice 800 1U. Ve Vyzkumném ustavu
rybaiském a hydrobiologickém ve Vodnanech se samctm aplikuje davka 200 IU hCG,
ve dvou injekcich, kdy je jedna podana rano a druha odpoledne den pied planovanym
kladenim vajicek. Samicim se aplikuje 500 IU hCG V jedné davce, a to odpoledne (Gistni
sdéleni Michala Pecha — student Jiho&eské univerzity v Ceskych Bud&jovicich, 5.6.2022).
Pocet nakladenych vajicek se odviji od podané¢ davky hCG. Po nakladeni vajicek je
potieba zabranit jejich sezrani rodiCovskym parem, proto je vhodné ho po nakladeni

vyjmout, nebo na dno umistit sit’ku (Sive a kol., 2000).
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3. Material a metodika

Experiment, ze kterého jsem zpracovavala vzorky, se uskute¢nil ve Vyzkumném
Gistavu rybafském a hydrobiologickém ve Vodiianech (VURH), v Laboratofi vodni
toxikologie a ichtyopatologie (LVTI). Cilem experimentu bylo zhodnoceni vlivu
mifepristonu na vyvoj gonad a $titné zlazy u drapatky vodni (Xenopus laevis), ktera byla
jeho plsobeni vystavena. Mifepriston byl vybran, jelikoz se jednd o modelovy
antiprogestagen, ktery byl jiz v minulosti ve vodach detekovan a anti-progestagenni
aktivita ve vodach se Casto udava prave v ekvivalentech mifepristonu. Experiment byl
navrzen doc. Ing. Hanou Kocour Kroupovou, Ph.D. a proveden Dipl. Biol. Christophem
Steinbachem, Ph.D. a Ing. Michalem Pechem, kteii nasledné odebrali a zpracovali vzorky
gonad a Stitné zlazy. Mou ulohou bylo provést analyzu obrazu, jednalo se zejména
0 pofizovani snimku §titné z1azy s naslednym méfenim vybranych parametrt a zaroven
provést métfeni parametrii na predem pfipravenych snimcich gonad, potizenych pfimo

V oteviené télni dutiné Zab.

3.1. Experiment

In vivo experiment byl proveden v souladu s pokyny publikovanymi v navodu OECD
¢. 241 (2015). Testovacim organismem byla drapatka vodni (Xenopus laevis). Zacatek
experimentu byl iniciovan dosazenim stadia NF 47-48 (larvalni stadium) a byl ukonéen
dosaZenim stddia NF 66 (juvenilni stddium). V obdobi, ve kterém experiment probihal,
dochazelo k pohlavni diferenciaci (fizené osou hypotalamus-hypofyza-gonady)
a metamorfoze (fizené osou hypotalamus-hypofyza-stitna Zzlaza). Drapatky vodni
(Xenopus laevis) byly vystaveny tiem odstupnovanym koncentracim mifepristonu,
konkrétné koncentracim 2 (M1), 22 (M2) a 215 (M3) ng-I'. K dosazeni téchto
koncentraci byl mifepriston rozpoustén v dimethylsulfoxidu (DMSO), kvili jeho
relativné vysokému rozdélovacimu koeficientu (log Kow). Kazda pokusna skupina méla
4 opakovani/replikaty (A, B, C, D). Kromé& pokusnych skupin, ve kterych byly zaby
vystaveny mifepristonu, byla zaroven zahrnuta kontrolni skupina, rovnéz ve
4 opakovanich, kam bylo nadavkovano pouze rozpoustédlo DMSO (ve vysledné
koncentraci 0,001 %ob;.).

V kazdé pokusné skupiné bylo chovano 45 zab, které byly umistény ve 20l akvariich
s151 pfipravené lazné. Stejnym zplsobem byla pfipravena i kontrolni skupina
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s rozpoustédlem. Akvéria byla provzduSnovéana, aby bylo nasyceni kyslikem alespon
60 %. Teplota v nich dosahovala 21,5 + 0,5 °C a pH 7,49 + 0,16. Teplota vody, obsah
rozpusténé¢ho kysliku a pH byly zaznamenavany kazdy den. Svételna perioda byla
12 hodin svétlo a 12 hodin tma. Vzorky zab byly odebirany pfi dosazeni stadia NF 58
(pted metamorfnim vyvrcholenim) a NF 66, které nastdva kratce po dokonceni
metamorfozy. Zaznamenavan byl uhyn zab, vyvojové abnormality, doba do dosazeni
stadia NF 66 a pomér pohlavi. Stadia NF 58 dosahli prvni pulci 33 dni po oplozeni
a stadia NF 66 bylo dosazeno 74 dni po oplozeni.

3.2. Morfologie gonad

Snimky gonad byly potizeny béhem pitvy zab pii vzorkovani po dosaZzeni stadia
NF 66. Pii pitvé byla Zabam odstranéna ktize v bfisni ¢asti s naslednym otevienim bfisni
dutiny, ze které byly vyjmuty organy, tukova tkan a svalovina az ke komplexu
gonady-ledviny. Nasledn¢ byl ptidan roztok Bouinu, ktery zajistil lepsi viditelnost gonad
na snimcich. Gonady byly nasledné vyfoceny kamerou Olympus E-600, kterd byla
propojena s binokularni lupou.

Potfizené snimky byly otevieny pomoci programu QuickPHOTO MICRO 3.2, ve
kterém se méfily jednotlivé parametry. Méfena byla délka gonad, Sitka v primérné
Sirokém misté gonad, dale se zaznamenavalo pohlavi a pocet melanoforl, coZ jsou
pigmentové bunky s vysokym obsahem melaninu (Aspengren a kol., 2007). Vzorky
gonad byly méteny u kontrolnich skupin samct (u 16 jedinct) a samic (u 14 jedinci)
a dale v jednotlivych skupinach exponovanych mifepristonu: opét u samcu (M1 — 20
vzorkd, M2 — 17 vzorkl, M3 — 8 vzorkil) a samic (M1 — 14 vzork®, M2 — 16 vzorkd,
M3 — 25 vzorkt).

Kromé¢ métenych parametri byl posuzovan 1 celkovy vzhled gonad, ktery by mohl
signalizovat abnormality ve vyvoji. Poc¢et melanofori je u samic vyssi nez u samct
a jejich zvyseny vyskyt u samct ¢i naopak mensi vyskyt u samic by mohl ukazovat na
intersexualitu jedincl. Méfené parametry délka a Sitka gonad byly sledovany, jelikoz
zmény v rozméru gonad by mohly znamenat hypoplazii, tedy netuplné vyvinuti tkang, ¢i
V opa¢ném ptipad¢ hypertrofii. Zaroven by gonady mély byt u samic delsi nez u samct,
tudiz by se na zaklad¢ délky mohly zjistit znamky intersexuality.

Dale byla provedena korela¢ni analyza mezi rozméry gonad a hmotnosti a délkou téla
jednotlivych zab, abychom zjistili, zda je mezi témito parametry néjaky vztah. V ptipad¢,
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kdy byla nalezena statisticky signifikantni korelace mezi témito parametry, byly hodnoty
rozmérd gonad normalizovany tak, ze byly vyd€leny hmotnosti ¢i délkou téla. Tyto

hodnoty pak byly znovu statisticky hodnoceny.
3.3. Histologie §titné Zlazy

Vzorky stitné zlazy byly odebrany z zab ve stadiu NF 58 a NF 66 a byly fixovany ve
formaldehydu. Nasledné byly dekalcifikovany a v automatickém tkafiovém procesoru
(Bamed) dehydratovany v odstupnovanych koncentracich ethanolu (70, 95, 100 %)
a oCistény xylenem. VVzorky byly po tomto procesu zality do parafinovych blockt pomoci
embedovaciho zafizeni (Leica Biosystems EG 1150 HC). Hotové parafinové blocky byly
pted nafezanim na nékolik minut umistény do mrazdku, kvili snadngj$i tvorbé
histologickych fezti. Nafezany byly pomoci mikrotomu (Diapath Galileo) na ftezy
0 tloust'ce 4,5 um, tyto fezy byly nasledné presunuty do vodni lazné (Medite TFB 55), ze
které byly preneseny na podlozni sklicko. Podlozni sklicko s fezy bylo polozeno na
nahfiivaci desku (Sakural452), ¢imz byly fezy na sklicku fixovany. Skli¢ka byla dana do
susarny (Thermostat Ekom BT50), aby doslo k odstranéni parafinu a poté byly obarveny
hematoxylinem a eosinem v barvicim automatu (TISSUE-TEK® DRS™ 2000, Sakura)
a po obarveni bylo podlozni skli¢ko se vzorkem zalepeno krycim sklickem. Stitna Zlaza
na histologickém sklicku byla nasledné vyfocena v programu QuickPHOTO MICRO 3.2

pomoci kamery Canon BX51, ktera byla propojena s mikroskopem. Snimek byl pofizen

z jednoho vzorku a jednoho fezu vzdy ve tfech zvétSenich objektivu, a to 4x, 10x a 60x
(Obr. 13).

Obr. 13: Snimky §titné zlazy ve zvétseni 4x (vlevo), 10x (uprostied), 60X (vpravo)

U vzorku, které byly ze stadia NF 58, bylo ze skupiny M3 méfeno 8 vzorka §titné
zlazy a z kontrolni skupiny bylo méfeno 9 vzorkt §titné zlazy. U vzorkt, které byly
odebrany ve stadiu NF 66 ze skupiny M1, bylo mé&feno celkem 8 vzork §titné Zlazy (4 od

samctll a 4 od samic), ze skupiny M2 bylo rovnéz méteno celkem 8 vzorki (4 od samct
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a 4 od samic). U vzorki ze skupiny M3 bylo celkem méfeno 16 vzorki stitné zlazy (12 od
samic a 4 od samct). U kontrolni skupiny bylo méfeno celkem 14 vzorku $titné Zlazy
(10 od samic a 4 od samctt). Folikularni (epitelové) buniky byly méfeny pii zvétSeni 60x.
U 10 folikult byla ve sténé folikularniho epitelu métena Sitka na 5 mistech pro kazdy
folikul (Obr. 14). Pokud jedna Cast $titné zlazy neméla dostatek folikulti, nebo se na
obrazek neveslo dostatek folikulii, bylo snimka vyfoceno vice nebo byly vyfoceny obé

Sasti §titné Zlazy.

Obr. 14: Ukazka hotového méfeni jednoho Fezu §titné Zlazy (skupina M3 — replikat B)

U vzorka $titné zlazy bylo kromé tloustky folikularnich bunék sledovano také, zda
byly folikularni bunky v jedné ¢i vice fadach a zda nenastaly zmény v koloidu, ktery
vypliiuje prostor folikulu. Vice vrstev folikularnich bunék v epitelu by mohlo ukazovat
na hyperplazii. Zmény v sifce folikularniho epitelu by mohly znamenat atrofii nebo
hypertrofii $titné zlazy, to znamena nedostate¢ny nebo naopak nadmérny rist. Zmény
Vv koloidu a jeho vy¢erpani by mohly indikovat zmény v produkci ¢i spotiebé hormonu

Stitné zlazy tyroxinu (T4).
3.4. Analyza obrazu

Pro analyzu obrazu byl pouzivan program QuickPHOTO ve verzi 3.2, ve kterém byly
vybrané parametry méfeny U snimkt jednotlivych vzorkli gonad a stitné zZlazy.
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3.4.1. Analyza histologickych snimki

V prvni fadé byl otevien program QuickPHOTO, ve kterém byly nasledné snimky
pofizovany. Pfi pofizovani snimkii bylo postupovano nésledovné. Ve vychozim okné
spusténého programu se V horni poloviné obrazovky nachazeji tii hlavni listy (horni,
prostiedni a spodni). Na spodni hlavni list¢ nalezneme ikonu fotoaparatu (Obr. 15), ktera
umoziuje pofizovani snimkd pomoci propojeni mikroskopu s kamerou Canon BX51
(Obr. 16). Kliknutim na ikonu se otevie nové okno zobrazujici obraz (Obr. 17) vlozeného
histologického sklicka (Obr. 18) s fezem umisténym pod mikroskopem, ve kterém je
mozné obraz upravit a potidit potfebnou fotografii. Pomoci ikon vpravo nahote (vyvazeni
bilé barvy — ,,Auto WB*, ,,0One Point WB* — Obr. 17) je mozné upravit vyvazeni bilé
barvy obrazu. Prostfednictvim mikroskopu je potieba najit pozadovany organ, v tomto
piipad¢ Stitnou zlazu, a zaostfit obraz rovné€Zz pomoci mikroskopu. Ikona vlevo nahoie

s fotoaparatem ,,Capture (Obr. 17) slouzi k pofizeni snimku. Vyfoceny snimek je stejny

jako obraz, ktery vidime v otevieném okng.

O QuickPHOTO MICRO 3.2

File Edit Image View Measurements Annotations Imaging Devices Modules Reports Window Help
& g~ Uiy @5 1 | Objective: ~ Zoom: v |== i

Obr. 15: Tkona fotoaparatu v programu QuickPHOTO
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Obr. 17: Nové oteviené okno, ve kterém probiha pofizovani snimku (zvétseni 4x).
Fialové zvyraznéna ikona na pofizovani snimku ,,Capture (vlevo) a ikony na vyvazeni bilé
barvy (vpravo).
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Obr. 18: Histologické sklicko jednoho vzorku s fezy $titné zlazy (skupina M3 — replikat B)

Pokud nejde zaosttit cely obraz najednou, je potieba vyfotit nékolik snimku, U nichz
je potieba, aby byla vzdy zaostfena jina ¢ast objektu (zde stitné zlazy) a aby po slozeni
snimkt do jednoho daly cely ostry obraz. Tohoto Ize docilit pomoci funkce programu
s nazvem Deep Focus, ktera se spousti pomoci klavesy ,,F6* na klavesnici. Deep Focus
z n¢kolika snimku zaosttenych vzdy na konkrétni cast udéla jeden ostry snimek, nesmi
vSak byt pouzito pfili§ mnoho snimki, jelikoz by to mohlo ovlivnit vyslednou kvalitu.
Optimalni je nepfekracovat Ctyfi snimky, ze kterych se sloZi vysledny snimek. Po
vyfoceni snimku je potfeba v piivodnim okné programu oznacit snimky (Obr. 19), ze
kterych chceme vytvofit jeden. Oznadeni provedeme podrzenim klavesy ,,Ctrl“ na
klavesnici a sou¢asnym kliknutim mysi na snimky. Poté, co jsou snimky oznacené, je
potieba kliknout na klavesu ,,F6“ a spustit Deep Focus. Otevie se nové okno s funkci
Deep Focus (Obr. 19), ve kterém je potieba stisknout tlacitko ,,Next* (Obr. 19), které
zobrazi nové okno (Obr. 20), ve kterém je nasledné potieba kliknout na tlaéitko ,,Start*
(Obr. 20), a tim spustit transformaci snimkd. Po chvili se na levé strané zakladniho okna

u ostatnich snimkii objevi novy ndmi vytvotreny snimek.
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Obr. 19: Spousténi funkce Deep Focus. Fialové zvyraznéné snimky, které byly oznacené
k transformaci, zelen¢ zvyraznéné nové oteviené okno s Deep Focus funkci, ¢erné vyznacené
tlacitko ,,Next®.

<> Deep Focus 34

Composition Parameters
Set the composition parameters and dick the Start button.

Type of Images

Images from Upright and Inverted Microscopes

Obr. 20: Okno funkce Deep Focus, které se zobrazi po kliknuti na tlacitko ,,Next* v pfedchozim
okné. Cerné zvyraznéno tlacitko ,,Start*.

Kvalitni a zaostfeny snimek otevieme. Nejdiive je potfeba nastavit velikost zvétSeni
objektivu na horni 1i§té v nabidce ,,Objective* a ptidat k obrazku métitko pomoci ikony

méfitka (Obr. 21), métitko je mozné zvolit svislé nebo vodorovné. U méfitka je mozné

upravit jeho velikost textu na karté ,, Table of Measured Values®, v zalozce ,,Measurement
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Settings* (Obr. 22). Dale je mozné upravit parametry meétitka kliknutim pravym tlacitkem
mysi na méfitko (Obr. 23), kde z moznosti vybereme prvni (,,Scale Bar Options...*,
Obr. 23), nasledné¢ se nam otevie nové okno, ve kterém je mozné parametry métitka
upravit. Pfed vlastnim zahajenim méfeni je potieba na horni listé v karté ,,Measurements*
(Obr. 24) zkontrolovat na zalozce ,,Set Active Calibration® zvoleni spravné kamery
(Obr. 24), kterou byly snimky pofizovany a na zalozce ,,Units*, na stejné kart¢, zvolit
nami pozadované jednotky (Obr. 24), ve kterych bude méteni provadéno. Jednotky pro

meéfeni Stitné Z1azy byly mikrometry (um).

(O QuickPHOTO MICRO 3.2 - P00001.jpg

File Edit Image View Measurements Annotations Imaaina Devices Modules Reports

3rowse x
Image Count: 4 / Select“: 1 | =
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Obr. 21: Hlavni lista v programu QuickPHOTO. Fialové ozna¢ené zvoleni zvétseni objektivu,
zelené oznacené vkladani méfitka, Cervené zvyraznéna karta ,,Measurements.

Labels with Measured Values

Font Size:

Display Measurement Numbers in the Image: Yes

Background Color:

Transparent ©) Custom Color:

Obr. 22: Karta ,,Table of Measured Values* s otevienou zalozkou ,,Measurement Settings®.
Fialové zvyraznéna Gprava popisku u méteni, zelen¢ zvyraznéna tprava velikosti pisma
meéfitka.
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Other Settngs Color of Scale Bar and its Value: o

Imaging Devices
OLYMPUS® SLR/Consumer Canfiras || Background Area: None (Transparent)
Remote Trigger
Magnification Encoders
Humnators [¥] Display Scale Bar Value
Automabc Scale Bar Inserbon
[ Insert Scaie Bar into Image after
‘ Hssdiosetings || Flosdsetmgs | Configuaton wizard... o« || concel

Obr. 23: Okno pro upravu méfitka, objevi se po kliknuti pravym tlacitkem mysi. Fialové
oznaceno okno, zelené oznacené nastaveni pro upravu méfitka na dalsim novém okné, které se
zobrazi po kliknuti na ,,Scale Bar Options...“ (oznaceno ¢ervenc).

REEENEENIEY Annotations Imaging Devicd Measurements JEULTELG TR (=T

‘= Insert Horizontal Scale Bar = | Insert Horzontal Scale Bar
Insert Vertical Scale Bar B Insert Vertical Scale Bar
Line Segment Line Segment
Elipse > Elipse
Rectangle Rectangle
Polygon Polygon
Polyline Polyine
Count Objects » Count Objects >
Angle » Angle »
| Phase Analysss... Phase Analysis...
Units » Units »
Set Active Calibration »| v | E-600 - BX-51 Set Active Calbration »
. Calbration Manager...  Ctri+Al+C E-600 - SZX7-LF Calbration Manager...  Ctr+AR+C

Canon EOS 2000D (Rebel T7) - BX51

g3°35

Obr. 24: Rozbalena karta ,,Measurements*, vlevo zalozka ,,Set Active Calibration* a vpravo
zalozka ,,Units*

Po nastaveni a zkontrolovani parametrd, které by mohly ovlivnit vysledky
naméfenych hodnot, je mozné zahajit méfeni. Pro méteni tloustky folikularniho epitelu
byla pouzita ikona pro méfeni ,,vzdalenosti“ (Obr. 25). Kliknutim na ikonu se zahaji
meéfeni, prvni se umisti ukotvujici bod a nasledné se posune mysi konecny bod méteni.
Vznikne tak usecka (Obr. 26), se kterou je mozné manipulovat pomoci dvou koncovych
bodt, diilezité je spravné umisténi obou bodi. Pti vytvoreni tisecky, se vedle ni objevi

popisek, ktery oznacuje ¢islo méfeni a naméfenou velikost. Tento popisek Ize upravit dole
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na kart¢ ,,Table of Measured Values“ v zalozce ,,Measurement Settings* (Obr. 22),
moznosti upravy jsou znazornény na obrazku. S méfenim dale pokracujeme, dokud
nemame namétené vSechny hodnoty. Naméfené hodnoty se zobrazuji na karté ,, Table of
Measured Values* na zalozce s nazvem méfeného snimku (Obr. 27). Hodnoty byly

nasledné prepsany do programu Microsoft Excel, kde se s nimi mohlo dale pracovat.

(O QuickPHOTO MICRO 3.2 - P00004.jpg

— - e
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S #P00004.jpg | Measurement Settings - PO0004.jpg |

Ohject Type Measurand Meas. Nr.  Value Units Description
i Line Segment Length i 7,3 pm
Line Segment Length 2 6,1 pm
5 Line Segment Length 3 11,0 um
Line Segment Length 4 12,6 pm

Obr. 27: Naméiené hodnoty na karté Table of Measured Values

Po dokonc¢eni méfeni je potieba snimek ulozit. V levé ¢asti okna se nachazi nahled
vSech obrazki a snimek pravé otevieny je ohraniceny. Prvni ikona zleva v jeho pravé
¢asti vypadajici jako disketa slouzi k ukladani snimkut (Obr. 28). Po kliknuti na tuto ikonu
se otevie 0kno, ve kterém musime zvolit parametry ukladani. Jinou moznosti ukladani je
postup pies kartu ,,File®, ktera se nachazi na horni hlavni li§té. Pfi prvnim ukladani je
potieba zvolit misto a nazev pod kterym chceme snimek ulozit a dale format obrazku
(Obr. 28), nasledné pak stisknout tla¢itko ,,Save* v pravém dolnim rohu okna pro uloZeni.
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Snimek, ktery je uloZzeny pouze timto zpisobem, po otevieni v programu na prohlizeni
snimkli nezobrazi naméfené hodnoty, ty se zobrazi az po otevieni v programu
QuickPHOTO. Aby bylo mozné vidét naméfené hodnoty i pii otevieni obrazku
v programu na prohlizeni snimkd, je v okné po kliknuti na ikonu diskety dulezité
zaSkrtnout policko vyznacené v Obr. 28 Cervené, timto dojde k zamrazeni méfeni na
snimku a neda se s nim dale pohnout a neni mozné ho upravovat. Vychozi ukladani je
automaticky nastaveno na uloZeni snimku bez méfeni. Zamrazeni méfeni je piipadné
mozno docilit klavesovou zkratkou ,,Ctrl + E* pied ukladanim. Snimky je dobré ulozit
obéma zpusoby, aby bylo mozné méfeni vidét i pfi otevieni v programu na prohlizeni

snimkl a zaroven se pfipadné daly namétené hodnoty upravovat.
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Obr. 28: Ukladani snimkt v programu QuickPHOTO. Fialové zvyraznény otevieny snimek,
ktery chceme ulozit, zelené znazornéna ikona diskety, ¢erné¢ oznaceno okno parametrti uloZeni,
cervené oznacené tlacitko pro zamrazeni méfeni ve snimku, zluté¢ vyznaceno zvoleni mista
uloZeni a modie vyznaceno zvoleni nazvu a formatu ukladaného obrazku.

3.4.2. Analyza snimkii gonad

Pti méfeni parametri na snimcich gonad (Obr. 29, 30) se postupovalo obdobné jako
u snimku $titné zlazy. Pred zahajenim méfeni se musi zkontrolovat na hlavni listé v karté
,Measurements* na zalozce ,,Set Active Calibration zvoleni spravné kamery, ktera byla
u gonad odli$na a nastavit jednotky na zalozce ,,Units“, ve kterych budou parametry
méteny. Pro méteni délky a Sitky gonad byla pouzita jednotka milimetr (mm). Na hlavni
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horni li§té je potfeba nastavit zvétSeni objektivu, pii kterém byly snimky pofizovany,
nejcasteji bylo zvétSeni objektivu 2,8X a 2,5X nebo méng casto 2x. Déle je potieba piidat
méfitko. Nasledné bylo zahajeno méfeni, pii kterém byl nejprve umistén ukotvujici bod
na horni nebo dolni okraj gonad a zméfila se délka. Sitka byla méfena obdobng, vzdy byl
umistén ukotvujici bod na pravy ¢i levy okraj gonad a nasledné na opacny okraj bod
druhy. Namétené hodnoty spolu s pohlavim a poctem melanofor byly zaznamendvany

do programu Microsoft Excel.

Obr. 29: Snimek gonad (samec) s vyznacenou délkou a sitkou. Fialové oznacen melanofor
(kontrolni skupina — replikat A, zvétseni objektivu 2,8x).
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Obr. 30: Snimek gonad (samice) a vyznacenou délkou a sitkou. Fialové oznac¢eny melanofory
(kontrolni skupina — replikat D, zvétSeni objektivu 2,8x).

3.5. Statistické zpracovani dat

Pti statistickém zpracovani dat byl hodnocen vliv koncentrace mifepristonu na
vybrané parametry zméfené u exponovanych jedincti v porovnani s kontrolou. Vsechny
statistické analyzy byly zpracovany v programu STATISTICA (StatSoft CR s.r.0.) a grafy
byly vytvoieny prostiednictvim programu Microsoft Excel.

Parametry morfometrie gonad (délka, Sitka) a pocet melanoford juvenilnich jedinci
Zab (stadium NF 66), u samct a samic zvlast’, byly vyhodnoceny za pouziti jednocestné
analyzy variance (ANOVA) s naslednym Dunnettovym post-hoc testem porovnavajicim
jednotlivé skupiny exponované koncentracim mifepristonu S kontrolni skupinou.
Pokusné skupiny (kontrolni skupina, M1, M2, M3) byly pouzity jako nezavisla
proménna. Sitka stény folikularniho epitelu $titné z1azy byla analyzovana u stadia NF 66
dvoucestnou analyzou variance (ANOVA) s pokusnou skupinou a pohlavim jako
nezavislou proménnou. S naslednym Dunnettovym post-hoc testem. Pro analyzu Sitky
stény folikularniho epitelu ve stadiu NF 58 byl pouzit Welchtiv t-test. Pro posouzeni
vztahu mezi hmotnosti/délkou téla a Sitkou/délkou gonad juvenilnich jedincii byla pouzita
korela¢ni analyza a byl vypocten Pearsontv korela¢ni koeficient. Pro statistickou analyzu

normalizovanych hodnot §itky gonad k délce t¢la a Sitky gonad k hmotnosti byla pouzita
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jednocestna ANOVA a nasledné Dunnettiiv post-hoc test. Zmény byly povazovany za
statisticky vyznamné Vv piipad¢, ze byla p-hodnota < 0,05.
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4. Vysledky

4.1. Vliv mifepristonu na vyvoj gonad drapatky vodni

Vliv mifepristonu na vyvoj sam¢ich gonad (varlat) i sami¢ich gonad (vaje¢niki) byl
hodnocen na zdkladé naméfenych hodnot délky a Sitky gonad, poctu melanoforti
a celkového vzhledu gonad. U vSech parametra, které byly pii analyze a nasledné
v grafech pouzity, byl vypocten aritmeticky primér z hodnot naméfenych parametri na
obou gonéadach jednoho jedince. Nésledné byl spocten aritmeticky primér pro vSechny
vzorky v dané skupin¢ a byl vynesen do grafu.

Primérnd délka gonad vSech jedinci zab Vv jednotlivych testovanych skupinach
(skupiny C, M1, M2, M3) je uvedena v Grafu 1 pro samice a samce zvlast. U samic byla
primérna délka gonad v jednotlivych skupinach vystavenych mifepristonu v porovnani
s kontrolni skupinou velmi podobna. Ani u samct ani u samic nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily v délce gonad mezi pokusnymi skupinami exponovanymi mifepristonu
a kontrolni skupinou.
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Graf 1: Praimérna délka gonad samic (nahote — ¢ervené) a samcu (dole — modre) drapatky vodni
(Xenopus laevis) v jednotlivych testovanych skupinach. Sloupce v grafu znazornuji primérné
délky gonad Zab v dané skuping a chybové usecky piedstavuji smérodatné odchylky pro danou
skupinu. C — kontrolni skupina, M1 — 2 ng-I't; M2 — 22 ng-It; M3 — 215 ng-I"* mifepristonu.
Hladina vyznamnosti p < 0,05 (jednocestnda ANOVA).
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Primérna $itka gonad Zab obou pohlavi V testovanych skupinach je uvedena
v Grafu 2. Ani u samct ani u samic nebyly, na zakladg statistické analyzy, zjistény zadné
signifikantni rozdily v Sifce gonad mezi skupinami, které byly exponované mifepristonu
a kontrolni skupinou.
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Graf 2: Pramérna §itka gonad samic (nahote — ¢ervené) a samct (dole — modie) drapatky vodni
(Xenopus laevis) v jednotlivych testovanych skupinach. Sloupce v grafu znazoriuji praimérné
Sitky gonad zab v dané skupin€ a chybové tsecky ptredstavuji smérodatné odchylky pro danou

skupinu. C — kontrolni skupina, M1 — 2 ng-I"Y; M2 — 22 ng-I*t; M3 — 215 ng-I"* mifepristonu.
Hladina vyznamnosti p < 0,05 (jednocestna ANOVA).
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Primérny pocet melanoford na gonadach samic a samcti v jednotlivych testovanych
skupinach je zobrazen v Grafu 3. S rostouci koncentraci mifepristonu byl u samct
| Usamic pozorovan mirny narist po¢tu melanoforti. Tento nartGst vSak nebyl pii
statistické analyze vyhodnocen jako signifikantni. Ani u jednoho pohlavi nebyly v poc¢tu
melanofori zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami exponovanymi
mifepristonu a kontrolni skupinou.
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Graf 3: Pramérny pocet melanoforti na gonadach samic (nahofe — ¢ervené) a samcu (dole —
modfe) drapatky vodni (Xenopus laevis) v jednotlivych testovanych skupinach. Sloupce v grafu
znazornuji pramérny pocet melanofort na gonadach zab v dané skupiné a chybové tisecky
piedstavuji smérodatné odchylky pro danou skupinu. C — kontrolni skupina, M1 — 2 ng-It; M2 —
22 ng-It; M3 — 215 ng-I* mifepristonu. Hladina vyznamnosti p < 0,05 (jednocestna ANOVA).

Dale byla provedena korela¢ni analyza mezi hmotnosti zab a délkou gonad, hmotnosti
zab a Sifkou gonad, délkou Zab a délkou gonad, délkou Zab a Sitkou gondd. VSechny
korela¢ni analyzy byly provedeny jak pro samce, tak pro samice. Nakonec byly
zhotoveny korela¢ni diagramy pro kazdou z vySe zminénych dvojic parametrii. Korela¢ni
analyzy byly provedeny proto, aby se zjistilo, zda ma hmotnost a délka téla jedinct vliv

na analyzované parametry.
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Zavislost délky gonad na hmotnosti zab je pro samice i pro samce zobrazena
v Grafu 4. Mezi hmotnosti a délkou gonad nebyla u samic ani u samcl prokazana

korelace. Hmotnost Zab tedy vV tomto piipadé nema vliv na délku gonad.
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Graf 4. Zavislosti délky gonad na hmotnosti samic (nahofe — ¢ervené) a samct (dole — modie)
drapatky vodni (Xenopus laevis). Body v grafu oznac¢uji hodnotu hmotnosti a délky gonad, dale
je v grafu linearni spojnice a Pearsontv korela¢ni koeficient r. Hladina vyznamnosti p < 0,05
(n =69 pro samice an = 61 pro samce).
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Zavislost sitky gonad na hmotnosti samic a samct zab je znazornéna v Grafu 5. Mezi
hmotnosti samct a samic drapatky vodni a §itkou jejich gonad byla zjisténa statisticky
prukazna pozitivni korelace na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05. Na zaklad¢ zjisténi, Ze
existuje prukazna pozitivni korelace mezi hmotnosti a Sitkou gonad, byly hodnoty Sitky
gonad normalizovany tak, ze Sitka gonéad byla vydélena hmotnosti. Vysledné hodnoty
byly statisticky porovnany a nasledn¢ byly primérné hodnoty poméri vyneseny do grafu
Vv zavislosti na koncentraci pro obé pohlavi (Graf 6). Analyza poméru Siiky gonad
a hmotnosti neukazala zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami vystavenymi
mifepristonu a kontrolou.
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Graf 5: Zavislosti §itky gonad na hmotnosti samic (nahofe — ¢ervené) a samcti (dole — modie)
drapatky vodni (Xenopus laevis). Body v grafu oznacuji hodnotu hmotnosti a $ifky gonad, dale
je v grafu linearni spojnice a Pearsontv korelaéni koeficient r. Hladina vyznamnosti p < 0,05
(n =69 pro samice a n = 61 pro samce).
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Graf 6: Primérné hodnoty poméru Sitky gonad a hmotnosti samic (nahofe — ¢ervené) a samci
(dole — modte) drapatky vodni (Xenopus laevis) v jednotlivych testovanych skupinach. Sloupce
Vv grafu znazoriuji primérné hodnoty poméru $itky gonad a hmotnosti téla v dané skupiné
a chybové tsecky (samice — Cervené, samci — modie) piedstavuji smérodatné odchylky pro
danou skupinu. C — kontrolni skupina, M1 — 2 ng-I"; M2 — 22 ng-I"t; M3 — 215 ng-I*
mifepristonu. Hladina vyznamnosti p < 0,05 (jednocestna ANOVA).
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Zavislost délky gonad na délce téla samic a samcu drapatky je zobrazena v Grafu 7.
Korelaéni analyza neprokazala mezi délkou téla a délkou gonad statisticky vyznamnou

korelaci. Délka t¢la tedy u pokusnych zab neméla vliv na délku gonad.
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Graf 7: Zavislosti délky gonad na délce téla samic (nahofe — Cervené) a samcti (dole — modie)
drapatky vodni (Xenopus laevis). Body v grafu oznacuji hodnotu délky téla a délky gonad, dale
je v grafu linearni spojnice a Pearsontv korelaéni koeficient r. Hladina vyznamnosti p < 0,05
(n =69 pro samice a n = 61 pro samce).
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Zavislost sitky gonad na délce téla zab je pro obé pohlavi zobrazena v Grafu 8. Pri
korelacni analyze byla zjisténa statisticky pritkazné pozitivni korelace mezi délkou téla
a Sitkou gonad na hladin€ vyznamnosti p < 0,05. Na zéklad¢ zjisténi, Ze existuje prukazna
pozitivni korelace mezi délkou téla a Sitkou gonad, byly hodnoty normalizovany tak, ze
Sitka gonad byla vyd¢lena délkou téla a nasledné vynéasobena 100. Vysledné hodnoty byly
statisticky porovnany a nasledné byly primérné hodnoty poméri vyneseny do grafu
Vv zavislosti na koncentraci pro obé pohlavi (Graf 9). Analyza poméru $itky gonad a délky
téla neukédzala zadny statisticky vyznamny rozdil mezi koncentracemi mifepristonu

a kontrolou.
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Graf 8: Zavislost $ifky gonad na délce t€la samic (nahote — ervené) a samcii (dole — modre)
drapatky vodni (Xenopus laevis). Body v grafu oznacuji délky téla a Sitky gonad, dale je v grafu
linearni spojnice a Pearsontv korela¢ni koeficient r. Hladina vyznamnosti p < 0,05 (n = 69 pro
samice a n = 61 pro samce).
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Graf 9: Primérné hodnoty poméru Sitky gonad a délky téla samic (nahofe — ¢ervené) a samci
(dole — modie) drapatky vodni (Xenopus laevis) v jednotlivych testovanych skupinach. Sloupce
Vv grafu znazoriuji primérné hodnoty pomeru Sitky gonad a délky téla vynasobené 100 v dané
skupiné a chybové tiseCky (samice — ¢ervené, samci — modie) predstavuji smérodatné odchylky
pro danou skupinu. C — kontrolni skupina, M1 — 2 ng-I"t; M2 — 22 ng-I"; M3 — 215 ng:I*
mifepristonu. Hladina vyznamnosti p < 0,05 (jednocestna ANOVA).

4.2. Histologie stitné Zlazy drapatky vodni

Vliv mifepristonu na vyvoj stitné zlazy byl posuzovan na zakladé namétenych hodnot
Sitky bunék folikularniho epitelu folikuli $titné Z1azy a histopatologickych zmén na §titné
7laze. Sitka bunék folikularniho epitelu §titné Zlazy byla méfena vzdy na 5 mistech
kazdého z 10 folikult u jednoho jedince, z téchto hodnot byl nasledné vypocten
aritmeticky pramér, ktery byl pouzit pro statistické analyzy. V grafech byl vynesen
aritmeticky pramér $itky folikularniho epitelu folikuld stitné zlazy vSech jedinct podle
jednotlivych pokusnych skupin.

Primérna Sitka buné€k folikularniho epitelu folikult §titné Z1azy pulch ze stadia NF 58
je zobrazena v Grafu 10. U stadia NF 58 byla posuzovana pouze kontrolni skupina
anejvyssi koncentrace mifepristonu (M3 — 215 ng:I). Z grafu je patrné, Ze primérna
Sitka buné€k folikularniho epitelu je v obou skupinach pfiblizné stejna. V Sifce
folikularniho epitelu nebyl zjistén zadny statisticky signifikantni rozdil mezi kontrolni

skupinou a skupinou, ktera byla exponovana nejvyssi koncentraci mifepristonu.
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Graf 10: Primérna $iika buné€k folikularniho epitelu folikult $titné zlazy u stadia NF 58
drapatky vodni (Xenopus laevis). Sloupce piedstavuji primérnou $itku bunék folikularniho
epitelu v dané skupiné a chybové usecky (oranzov¢) zobrazuji smérodatnou odchylku. C —
kontrolni skupina, M3 — 215 ng:I"* mifepristonu. Hladina vyznamnosti p < 0,05 (Welchtv

t-test).

Priméra Sitka bunck folikularniho epitelu folikulti $titné zlazy u samct a samic
drépatek vodnich ve stadiu NF 66 v jednotlivych testovanych skupinéch je prezentovéna
v Grafu 11. U zab ve stadiu NF 66 nebyla zjisténa zadna statisticky vyznamna zména
v sifce folikularniho epitelu folikull $titné Zlazy u skupin vystavenych mifepristonu
v porovnani s kontrolou. Signifikantni rozdil nebyl ani mezi Sifkou bunék folikularniho

epitelu mezi pohlavimi.
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Graf 11: Siika folikularniho epitelu folikuld §titné Zlazy u stadia NF 66 drapatky vodni
(Xenopus laevis). Sloupce predstavuji prumeérnou $iiku folikularniho epitelu samct (modré)
a samic (Cervené) v dané skupiné a chybové tisecky zobrazuji smérodatnou odchylku v danych
skupinach (u samcti modré a samic ervené odchylky). C — kontrolni skupina, M1 — 2 ng-I"t; M2
— 22 ng-I"t; M3 — 215 ng:I"* mifepristonu. Hladina vyznamnosti p < 0,05 (dvoucestna ANOVA).
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5. Diskuze

V této praci byl posuzovan vliv mifepristonu, modelové latky s anti-progestagenni
aktivitou, na vyvoj gonad a $titné Zlazy u zaby drapatky vodni (Xenopus laevis). O vlivu
mifepristonu na vyvoj obojzivelnikti doposud nebyly publikovany zadné studie a nemame
tedy vtomto ohledu s ¢im srovnavat. Nicméné studie o ucinku mifepristonu byly
v minulosti provedeny na jinych skupinach obratlovcu.

Van der Schoot a Baumgarten (1990) ve své praci sledovali vliv mifepristonu, na
vyvoj potkant. Mifepriston byl podavan potkanim injekéné v ddvce 1 mg od prvniho
nebo Ctvrtého dne po jejich narozeni, a to kazdy druhy den po dobu dvou tydnt. U obou
pohlavi potkanli bylo pozorovdno snizeni hmotnosti nadledvinek, které ovSem nebylo
trvalé, jelikoz po ukonceni podavani mifepristonu se hmotnost postupné navysovala a po
delsi dobé byla srovnatelnd s hmotnosti nadledvinek jedinct v kontrolni skupiné. Zména
v hmotnosti nadledvinek ukazuje na vliv mifepristonu na osu hypotalamus-hypofyza-
nadledviny. Pribéh dospivani u samic nebyl nijak vyznamné ovlivnén, nastalo pouze
diivejsi otevieni vaginalniho usti o 1-2 dny nez u kontrolni skupiny, nejednalo se vSak
o signifikantni zménu. V dospé€losti bylo u samic exponovanych mifepristonu
pozorovano naruSeni ovarialnich cykli a snizeni plodnosti v porovnani s kontrolou. Dale
byly pozorovany abnormality ve struktufe vajecnikll a vaje¢nikovych oballl. Zpomaleni
pohlavniho dospivani bylo pozorovano u samct, kteti byli exponovani mifepristonu
abylo zjisténo na zaklad¢ rozdvojeni praeputia (pfedkozky). U mladych samct
exponovanych mifepristonu m¢la varlata mensi velikost a mensi hmotnost v porovnani
s kontrolou a tento stav pfetrval aZz do dospélosti. Velikost varlat potkani v dospélosti
dosahovala maximalné¢ 65 % velikosti varlat potkanid v kontrolni skupin€é. Nicméné
snizena velikost varlat pravdépodobné nevedla k naruSeni plodnosti. Koncentrace
testosteronu v krvi samcti byla normalni (Van der Schoot a Baumgarten, 1990). Samci se
tedy zdaji na zakladé¢ vysledka této studie citlivéjsi k neonatdlni expozici
antiprogestagent, zejména z hlediska vyvoje pohlavnich organd.

Weinstein a kol. (1992) ve své praci také sledovali vliv neonatalni aplikace
mifepristonu na sexualni vyvoj potkant. Potkaniim byla injekéné podavana davka 100
a 300 pg mifepristonu 8, 24 a 48 hodin po narozeni, kontrolni skupin€ byl podavan olej,
jelikoz byl pouZzit pro rozpousténi mifepristonu. U samic byl pozorovan vliv mifepristonu

na otevirani vaginalniho usti, které bylo podanim mifepristonu urychleno (Weinstein
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a kol., 1992), coz znamena, ze doslo k urychleni pohlavniho dospivani (Van der Schoot
statisticky nesignifikantni, ve své praci rovnéz pozorovali Van der Schoot a Baumgarten
(1990). Mifepriston mél také vliv na chovani samcu v dospélosti. V obou skupinach
exponovanych mifepristonu byla zaznamenana vyssi frekvence tzv. lordézniho chovani
nez v kontrolni skupiné (Weinstein a kol., 1992). Lord6znim chovanim je mysleno zaujeti
polohy téla, pii niz se samice potkana pfipravuji na pafici akt. Pro reproduk¢ni chovani
samic je toto chovani kli¢ové (Tsukahara a kol., 2014). Pokud toto chovani vykazuji
samci, muze to ukazovat na jisté znamky feminizace.

Csaba a Karabélyos (2001) také zkoumali vliv mifepristonu na potkany, tentokrat na
sexualni aktivitu exponovanych jedincii. Samclim a samicim potkanti byla injekéné
podana jednorazova davka mifepristonu 100 ug do 24 hodin od narozeni a sexualni
chovani se testovalo az v dospélosti (Ve stati 3,5 mésice). U samic nebyl pozorovan zadny
signifikantni vliv expozice mifepristonu v détstvi na jejich sexualni chovani v dospé€losti,
ale u samcu se signifikantn¢ zvysila sexualni aktivita (Csaba a Karabélyos, 2001).

Vliv mifepristonu byl testovan také na vacicich (Monodelphis domestica). 8. den po
jejich narozeni byl vacicim injekéné aplikovan mifepriston v davce 25 pg, kontrolni
skuping byl podan kukuftiény olej, jelikoz byl pouzit jako nosné médium pro mifepriston.
Samice, kterym byl podan mifepriston, byly mén¢ agresivni v porovnani se samicemi
z kontrolni skupiny (Fadem a kol., 2010). Pfed pafenim jsou samice siln¢ agresivni vici
samcum, ktefi se pfi namluvach snazi snizit tuto agresivni reakci (Trupin a Fadem, 1982).
SniZeni agresivity by mohlo vést k naruseni pfirozeného vybéru tim, Ze pro samce bude
jednodussi se se samici spafit a nejsilngj$i samec tedy nemusi mit pii namluvach nejvétsi
Sanci. U skupiny exponované mifepristonu byla zaznamenana signifikantné nizsi
hmotnost jak u samct, tak u samic v porovnani s kontrolni skupinou (Fadem a kol., 2010).
Snizeni hmotnosti muze souviset S anti-glukokortikoidnim ptisobenim mifepristonu,
jelikoz glukokortikoidy jsou nezbytné pro rist a vyvoj (Bertagna a kol., 1984; VVoorhoeve
a kol., 2009). Vliv mifepristonu na vyvoj pohlavnich organt nebyl v této studii zkouman
(Fadem a kol., 2010).

V této bakalarské praci byl zkouman vliv mifepristonu (v koncentracich 2, 22
a 215 ng-1"!) na rana vyvojova stadia zab a expozice byla ukongena dosazenim juvenilniho
stadia. VIiv na vyvoj gonad nebyl pozorovan, zaroven nebyl zjistén ani vyskyt intersexu.
Na rozdil od této prace byl ve studiich na savcich zjistén uc¢inek mifepristonu na vyvoj
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jejich pohlavniho tstroji, sexualni chovani a plodnost (Csaba a Karabélyos, 2001; Fadem
a kol., 2010; Van der Schoot a Baumgarten, 1990; Weinstein a kol., 1992). Davky
mifepristonu, kterym byly zaby Vv této praci exponovany, byly vyrazné nizsi nez davky,
které¢ byly podavany savcim. Koncentrace mifepristonu pouzité v této praci byly totiz
zvoleny na zakladé anti-progestagennich aktivit zjisténych ve vodach, aby byly
environmentalné relevantni. Savctim byla navic davka mifepristonu podavana injekéné
(Csaba a Karabélyos, 2001; Fadem a kol., 2010; Van der Schoot a Baumgarten, 1990;
Weinstein a kol., 1992), kdezto zaby byly exponovany mifepristonu ve vodé, ve které
byly chovany. U zab byly zmény vyvolané mifepristonem zkoumany pouze do dosazeni
juvenilniho stadia, ale u savcu se fada G¢inku projevila az pozdé&ji v dospélosti (Csaba
a Karabélyos, 2001; Fadem a kol., 2010; Van der Schoot a Baumgarten, 1990; Weinstein
a kol., 1992). Nelze tedy urcit, zda by mifepriston nemél vliv naptiklad na plodnost Zab
Vv pozd¢jsim veéku. Vsechny tyto faktory mohly byt pfi¢inou rozdilti ve vysledcich této
bakalaiské prace a studii na savcich.

Vliv mifepristonu byl zkouman také na rybach (Bliithgen a kol., 2013). Nicmén¢ ve
struktufe rybiho a lidského progesteronového receptoru jsou pomérné velké rozdily. Bylo
zjisténo, ze nékteré latky mohou byt agonisté hPR a soucasné antagonisté rybiho PR
a opaéné¢, dale muze byt rozdil v jejich ucinnosti pii aktivaci/inhibici receptoru (Kocour
Kroupova a kol. 2023; Neale a kol., 2020). Napiiklad vétSina syntetickych progestint,
agonistt hPR, jsou antagonisté rybich PR. U dania pruhovaného (Danio rerio),
modelového rybiho druhu, bylo zjisténo, Ze mifepriston je jen velmi slabym antagonistou
jeho progesteronového receptoru. Porovnéavat i€inky mifepristonu u ryb a zab tedy neni
uplné mozné. Silngjsi anti-progestagenni uc¢inky budou u ryb vykazovat spise syntetické
progestiny, jelikoz na rybi PR pisobi jako silni antagonisté (Garoche a kol., 2020).

Vliv levonorgestrelu, syntetického progestinu a antagonisty PR dania pruhovaného
(zfPR), byl zkouman ve studii Hua a kol. (2015) na daniu pruhovaném (Danio rerio).
Ryby byly vystavovany levonorgestrelu v koncentracich 0, 1, 10, 33 a 100 ng-I*
a zjistoval se jeho uc¢inek na diferenciaci pohlavi od embrya (hned po oplozeni) az po
dosazeni pohlavni dospélosti. Ve skupinach exponovanych levonorgestrelu v koncentraci
10, 33 a 100 ng-I"t byl uz 63 dni po zahdjeni testu (po oplozeni) zaznamenan 100% podil
samcu. Muselo tedy dojit ke kompletni zmén¢ pohlavi u v§ech samic na samce. U skupiny

exponované 1 ng:I* levonorgestrelu nebyl pozorovany zadny signifikantni rozdil oproti
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kontrolni skupin¢€ v poméru pohlavi. Tato studie prokazuje maskulinizaci ryb po jejich
expozici levonorgestrelu (Hua a kol., 2015).

Ve studii Sauer a kol. (2020) byl zkoumén vliv dvou syntetickych progestintl,
gestodenu a drospirenonu, na vyvoj kapra obecného (Cyprinus carpio). Oba tyto
syntetické progestiny jsou antagonisty zfPR (Garoche a kol., 2020). Ryby byly vystaveny
koncentracim 2 ng-I"t gestodenu ¢&i drospirenonu nebo jejich smési ve stejné koncentraci
od 24 hodin po oplozeni do 160 dni po oplozeni (v tomto obdobi je jiz mozné identifikovat
u kapra obecného pohlavi). Hlavnim cilem bylo zjistit vliv syntetickych progestinli na
pohlavni diferenciaci na zdklad¢ histologické analyzy gonad. Ve skupiné ryb
exponovanych smeési drospirenonu a gestodenu byl zjistén signifikantné vyssi vyskyt
intersexu ve srovnani s kontrolou, ale jednotlivé latky signifikantni zmény nezpusobily.
Intersexualni jedinci méli gonady se samic¢imi vyvody, ale obsahovaly spermatocyty
(Sauer a kol., 2020).

Syntetick¢ progestiny maji U ryb kromé anti-progestagenni aktivity celou fadu
nespecifickych hormonalnich t¢inkt (Bain a kol., 2015; Ellestad a kol., 2014; Kumar
akol., 2015) a neni jisté, zda byl zvrat pohlavi ¢i vyskyt intersexu PO expozici
progestinim zpusoben jejich anti-progestagenni aktivitou ¢i kombinaci riznych
hormonalnich aktivit (Sauer a kol., 2020). Nékteré syntetické progestiny jsou napiiklad
agonisty androgennich receptort ryb a maskulinizace ryb tak mohla byt disledkem jejich
androgenni aktivity (Bain a kol., 2015).

Ve studii Sauer a kol. (2020) byl zaroveii zkouman vliv syntetickych progestinii na

osu hypotalamus-hypofyza-s§titna zlaza. Vyznamny vliv na folikularni epitel byl
pozorovan u §titn€ zlazy v oblasti hlavové ¢asti ledvin, a to ve skupin€ exponované smési
obou latek v porovnani s ostatnimi skupinami 1 kontrolni skupinou, konkrétné se jednalo
o zten&eni folikularniho epitelu. (Sauer a kol., 2020).
Vliv se hodnotil na zakladé sitky folikularniho epitelu folikult §titné Zzlazy, tvaru bunék
a jejich poctu ve sténé epitelu a stavu koloidu. Ani Vv jedné skupiné exponované
mifepristonu nebyly pozorovany Zadné histopatologické zmény §titné zlazy v porovnani
s kontrolni skupinou. Stitna z1aza u obojzivelnikii ovliviuje priib&h metamorfozy a jeji
uspésné dokonceni (Galton, 1988; Huang a kol., 2001). Vysledky histopatologického
vySetieni §titné zlazy odpovidaji tomu, ze metamorfoza u zab Vv této praci prob¢hla bez
narusSeni.
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6. Zaver

Ve vodnim prostiedi byla opakované detekovana anti-progestagenni aktivita, vyvstala
tedy otazka, jaky vliv ma tato hormonalni aktivita na vodni organismy zijici v takto
kontaminovaném prostiedi. Cilem moji bakalafské prace proto bylo posoudit vliv
mifepristonu, jako modelového antiprogestagenu, na vyvoj gonad a §titné zlazy u zaby
drapatky vodni (Xenopus laevis).

Vliv mifepristonu na vyvoj gonad zab byl hodnocen na zaklad¢ nékolika parametrd,
a to délky a sitky gonad a poctu melanoforit na gonadach. Ani u jednoho z téchto
parametriit vSak nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
exponovanymi riiznym koncentracim mifepristonu (v koncentracich 2, 22 a 215 ng-1"?)
a kontrolni skupinou. Na gonddach zaroven nebyly pozorovany zmény, které by
ukazovaly na intersexualitu nebo jiné patologické zmény. Mifepriston tedy v téchto
koncentracich neovlivnil vyvoj gonad exponovanych Zab.

Vyvoj stitné zlazy, ktery byl posuzovan na zaklad¢ Sitky folikularniho epitelu folikula
§titné Zlazy, také nebyl ani v jednom sledovaném vyvojovém stadiu zab (NF 58, NF 66)
vyznamné ovlivnén expozici mifepristonu. Déle nebyly pozorovdny ani Zzadné
histopatologické zmény na S§titné zlaze, folikularni epitel sestaval ve vétSiné ptipadi
z jedné vrstvy bung¢k a bunky folikularniho epitelu mély normalni tvar i velikost. Zaroven
nebyly ani pozorovany zadné zmény v koloidu folikulu stitné zlazy.

Vliv expozice mifepristonu byl sledovan na zabach v larvalnim a juvenilnim stadiu,
efekt expozice latek s anti-progestagenni aktivitou se vSak muize projevit az v dospélosti,
jak se ukazalo naptiklad pii pokusech na savcich, pfipadné mohou byt dospélci k této
latce citlivejsi. Z téchto diavodd by bylo vhodné se v dalsim vyzkumu zaméfit na

sledovani vlivu antiprogestageni na dospélé jedince obojzivelniki.
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8. Seznam zkratek

cov — Cistirna odpadnich vod

DBD — DNA-vazajici doména

DMSO — Dimethylsulfoxid

EQ — Ekvivalenty

hCG — Humanni choriovy gonadotropin

hPR — Lidsky progesteronovy receptor

hPR-A — Lidsky progesteronovy receptor A

hPR-B — Lidsky progesteronovy receptor B

HSP — Protein teplotniho Soku

HSP 90 — Protein teplotniho Soku o molekularni hmotnosti 90 kDa
LBD — Ligand-vazajici doména

Log Kow — Rozd¢€lovaci koeficient v systému oktanol/voda
mPR — Membranovy progesteronovy receptor

mPRa — Membranovy progesteronovy receptor o

mPRp — Membranovy progesteronovy receptor 3

mPRy — Membranovy progesteronovy receptor y

mPRS — Membranovy progesteronovy receptor o

mPRe — Membranovy progesteronovy receptor €

NF — Nieuwkoop a Faber

OECD — Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj
PR — Progesteronovy receptor

SPRM — Selektivni modulatory progesteronového receptoru
T3 — 3,5,3-trijodtyronin

T4 — Tyroxin

zfPR — Progesteronovy receptor dania pruhovaného
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9. Abstrakt

Vliv modelové latky s anti-progestagenni aktivitou na vyvoj gonad

a §titné zlazy u zaby drapatky vodni (Xenopus laevis)

Cilem této bakalaiské prace bylo posoudit vliv steroidniho hormonu mifepristonu,
modelové latky s anti-progestagenni aktivitou, ktera se bézné pouziva v lékafstvi jako
abortivum, na vyvoj gonad a §titné zlazy u modelového druhu obojzivelnika drapatky
vodni (Xenopus laevis). Drapatky vodni byly od stadia Nieuwkoop a Faber (NF) 47-48
az do dosazeni stadia NF 66 vystaveny tfem koncentracim mifepristonu 2, 22 a 215 ng-I™.
Mifepriston byl rozpoustén v dimethylsulfoxidu (DMSO). Kontrolni skupina zab byla
chovana v ¢isté vodé s pridavkem rozpoustédla DMSO ve vysledné koncentraci
0,001 %qpj.. Snimky pro hodnoceni morfologie gonad byly pofizeny béhem pitvy pii
vzorkovani v zavéru testu (po dosazeni juvenilniho stadia). Dale byly zpracovany vzorky
§titné zlazy pro histologickou analyzu. Stitnd Zldza na histologickém sklicku byla
vyfocena pomoci programu QuickPHOTO MICRO 3.2. Na snimcich gonad a stitné Zlazy
byly pomoci analyzy obrazu v programu QuickPHOTO MICRO 3.2 méfeny vybrané
parametry a na jejich zaklad¢ byl hodnocen vliv mifepristonu na vyvoj gonad a §titné
Zlazy.

Expozice mifepristonu nevyvolala patologické zmény ve vyvoji gonad ani nebyla
zjisténa intersexualita. Ani u jednoho sledovaného parametru (délka a Sifka gonad, pocet
melanofor) nebyly zjistény signifikantni rozdily mezi skupinami exponovanymi
mifepristonu a kontrolni skupinou. Na zaklad¢ sledovanych parametri muizeme
konstatovat, ze mifepriston nemél vliv na vyvoj gonad exponovanych Zab.
Histopatologické vySetieni §titné zlazy rovnéz neodhalilo Zadné zmény. Vyvoj §titné
zlazy, ktery byl posuzovan na zakladé Sitky folikularniho epitelu folikula $titné Zlazy,
také nebyl ani v jednom sledovaném vyvojovém stadiu zab (NF 58, NF 66) vyznamné
ovlivnén expozici mifepristonu. Prestoze v této praci nebyl pozorovan Zadny vliv
mifepristonu na sledované parametry az do dosazeni juvenilniho stadia, neni vylouceno,
ze by se ucinky mohly projevit az v dospélosti, proto je zapotiebi provést dalsi

experimenty.

Klic¢ova slova: analyza obrazu, antiprogestageny, drapatka vodni, gonady, mifepriston,
obojzivelnici, §titné zlaza
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10. Abstract

Effect of a model substance with anti-progestogenic activity on gonad

and thyroid development in the African clawed frog (Xenopus laevis)

The aim of this bachelor thesis was to assess the effect of the steroid hormone
mifepristone, a model substance with anti-progestogenic activity, commonly used in
medicine as an abortivum, on gonadal and thyroid development in a model amphibian
species, the African clawed frog (Xenopus laevis). African clawed frogs were exposed to
three concentrations of mifepristone 2, 22 and 215 ng-I"! from stage Nieuwkoop and Faber
(NF) 47-48 until reaching stage NF 66. Mifepristone was dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO). The control group of frogs was kept in pure water with the addition of DMSO
solvent at a final concentration of 0.001 %vor.. Images for gonad morphology were taken
during dissection sampling at the end of the test (after reaching the juvenile stage).
Furthermore, thyroid samples were processed for histological analysis. The thyroid gland
on the histological slide was photographed with QuickPHOTO MICRO 3.2 software.
Selected parameters were measured on the gonadal and thyroid images using image
analysis in the QuickPHOTO MICRO 3.2 software and the effect of mifepristone on
gonadal and thyroid development was evaluated.

Exposure to mifepristone did not induce pathological changes in gonadal
development, nor was intersexuality detected. No significant differences were found
between the mifepristone-exposed groups and the control group for any of the parameters
studied (gonad length and width, number of melanophores). Based on the observed
parameters, we can conclude that mifepristone did not affect the gonadal development of
exposed frogs. Histopathological examination of the thyroid gland also revealed no
changes. Thyroid development, as assessed by the width of the thyroid follicular
epithelium, was also not significantly affected by mifepristone exposure at any of the frog
developmental stages studied (NF 58, NF 66). Although no effect of mifepristone on the
parameters studied in this thesis was observed until the juvenile stage, it is possible that

the effects could be seen in adulthood and further experiments are needed.

Keywords: image analysis, antiprogestogens, African clawed frog, gonads, mifepristone,

amphibians, thyroid gland
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