Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra veterinarnich disciplin

CESKA ‘
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Vliv bisfenolu S na prubéh meiotického zrani prasecich
oocytu

Diplomova prace

Autor prace: Petra BaudiSova
Obor studia: Reprodukéni biotechnologie

Vedouci prace: Ing. Tereza Zalmanova, Ph.D.

© 2017 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci "Vliv bisfenolu S na prub&éh meiotického zrani
prase¢ich oocytt" jsem vypracoval(a) samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a
s pouzitim odborné literatury a dal§ich informacnich zdrojl, které jsou citovany v praci
a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autor(ka) uvedené diplomové prace dale

prohlasuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska prava tietich osob.

V Praze dne 13. dubna 2017




Podékovani

Rad(a) bych touto cestou podékoval(a) Ing. Tereze Zalmanové, Ph.D., Ing. Kristyné
Hoskové, Ph.D. a Ing. Sarce Prokesové za odborné vedeni, velkou trpélivost, vstiicny piistup
a cenné rady pfi vypracovani této diplomové prace. Také chci podékovat své rodin€ a pftiteli

za ohleduplnost a podporu béhem celého studia.



Vliv bisfenolu S na praubéh meiotického zrani prasecich
oocytu

Souhrn

Meiotické zrani oocyti je zasadnim déjem vramci oogeneze, a Proto je piesné
regulovano tadou slozitych bunéénych mechanismti. Samotné zrani je zajiSténo dosazenim
meiotické kompetence oocytu, tedy nabytim jeho schopnosti uspéSné dokoncit zrani
a fertilizaci za vzniku kvalitni blastocysty, schopné uskutecnit vyvoj Zzivotaschopného,
zdravého potomstva. Béhem zrani oocytu dochazi k redistribuci a kvalitativnim
1 kvantitativnim zménam organel, oocyty ztraci zavislost na folikularnim prostedi. Obecné je
oocyt povazovan za zraly, ma-li vydélené prvni polové télisko a jeho vyvoj je pozastaven
vV metafazi meiozy IL.

Endokrinni disruptory jsou exogenni latky, které mohou zasahovat do télniho
endokrinniho systému a zplsobovat neptiznivé vyvojové, reprodukéni a homeostatické
procesy u lidi i zvitat. Jde o latky syntetické i pfirodni, které se vyskytuji v mnozstvi produktt
lidské denni potieby. Vyznamnym cilem jejich ptsobeni je reprodukéni soustava, nebot’ jeji
funkce je na spravné hormonalni signalizaci zavisla. Jednim z velmi diskutovanych
endokrinnich disruptort je bisfenol A. Poté, co mnoho studii prokazalo jeho nepfiznivé efekty
na lidsky organismus, se z divodu natlaku védct i vefejnosti ptistoupilo k omezeni jeho
pouziti. Dochazi tak k jeho nahrazovani strukturnim analogem, bisfenolem S (BPS), u né&jz
negativni efekty na lidské zdravi zatim prokézany nebyly.

Na zékladé dostupnych informaci byla stanovena hypotéza, Ze bisfenol S negativné
ovliviiuje prubéh meiotického zrani prasecich oocytt. Cilem prace bylo ovéreni této hypotézy.
K ovéteni hypotézy byl pouzit bisfenol S ve 3 koncentracich, a to 3 nM, 300 nM a 30 uM.

Vysledek experimentu naznacuje, Ze meiotické zrani prasecich oocytli je pusobenim
bisfenolu S vyznamné negativné ovlivnéno. Zavaznost efekti je zavisla na pouzité
koncentraci BPS. Po 24 hodinach kultivace prasecich oocytt bylo pod vlivem BPS statisticky
prukazné zvySené mnozstvi oocytl, které nezahajily meiotické zrani a nedosahly prvni
meiotické metafaze. Také pii 48hodinové kultivaci oocyti dochazelo pod vlivem BPS

K vyznamnému snizeni mnozstvi oocytt, které byly schopny dosdhnout metafaze II.

Klic¢ova slova: prase, oocyt, bisfenol S, disruptor, meiotické zrani



Effects of bisphenol S on meiotic maturation of porcine
oocytes

Summary

Oocyte maturation is a crucial process within oogenesis and therefore it is subject
of significant regulation. Oocyte maturation itself is ensured by reaching meiotic competence,
which means the ability of oocyte to successfully complete the maturation and fertilization
and to produce quality blastocyst capable of realizing development of viable, healthy
offspring. During oocyte maturation, redistribution and qualitative and quantitave changes
of organelles occur. Oocytes lose dependence on follicular environment. It is generally
considered a mature oocyte, if it divided the first pole body and its development is suspended
in metaphase of meiosis II.

Endocrine disruptors are exogenous substances that can interfere with the body's
endocrine system and cause adverse developmental, reproductive and homeostatic effects of
humans and animals. These substances can be of synthetic or natural origin and take place in
many products of human daily needs. Reproductive system is an important target
of their action, because it is essentially controlled by the endocrine system. One of the most
discussed endocrine disruptors is bisphenol A. Because of many studies that have shown its
adverse effects on the human health, scientists and the public reached restriction of its use.
That leads to its replacement by structural analog, bisphenol S (BPS), whose adverse effects
on human health have not been proven yet.

Based on available information, hypothesis was stated that BPS adversely affects
the process of meiotic maturation of porcine oocytes. The aim was to test this hypothesis. To
verify this hypothesis, bisphenol S was used at 3 concentrations, 3 nM, 300 nM and 30 uM.

Results of this experiment indicate that the meiotic maturation of porcine oocytes
is significantly adversely affected after bisphenol S treatment. Severity of its effects depends
on the concentration of BPS used. When cultured with BPS for 24 hours, there was significant
increase in number of oocytes that had not initiated meiotic maturation and have not reached
the first meiotic metaphase. Also, after 48 hours of cultivation with BPS, there was significant

reduction in number of oocytes that have been able to reach metaphase II.

Keywords: pig, oocyte, bisphenol S, disruptor, meiotic maturation
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1 Uvod

Meitoické zrani oocytu je slozité regulovany bunécny proces. Na uspéSném pribéhu

Endokrinni disruptory jsou latky z vnéjSiho prosttedi, které mohou zasahovat do télniho
endokrinniho systému a zptisobovat nepiiznivé efekty u lidi 1 zvifat. Jako takové mohou mit
vliv také na naruSeni meiotického zrani oocytli. To se mize projevovat jako zpomaleni nebo
uplné zastaveni bunééného cyklu ¢i jako vyvoj chromozomaln¢ abnorméalnich oocyta.

Bisfenol Sje strukturnim analogem bisfenolu A, endokrinniho disruptoru,
zodpovédného za znacné mnozstvi reprodukénich poruch. V disledku toho je za n€j hledédna
nahrada pro pouziti v primyslové vyrobé. Efekty nejcastéjsi ndhrady, bisfenolu S, jsou velice
malo prozkoumany. V posledni dobé vSak vychdzi najevo, ze nejde o neskodnou nahradu.

Proc, to se pokusim nastinit v mé diplomové praci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé dostupnych informaci byla stanovena hypotéza, ze bisfenol S negativné
ovlivituje prub¢h meiotického zrani prasecich oocytu.
Pro ovéfeni této hypotézy byly stanoveny dil¢i cile:
e Zhodnotit vliv bisfenolu S na pribéh meiotického zrani a to ve stadiich prvni a druhé
meiotické metafaze.
e Pomoci sledovani zmén v pribéhu meiotického bunééného cyklu zmapovat vliv

bisfenolu S jako endokrinniho disruptoru na meiotické zrani oocyt prasete.



3 Prehled literatury

3.1 Oogeneze

Oogeneze je vyvoj oocytu z prekurzorovych bunék, oogonii, ve zralé, oplozenischopné
oocyty. Zacina velmi brzy, jiz béhem prenatalniho vyvoje jedince. U druha, které za svij
zivot produkuji tisice oocytl, jsou oogonie tvofeny kmenovymi bufikami, které pretrvavaji
aktivni po cely zivot organismu. AvSak u druhli, mezi které patii také vétSina savci a jez
produkuji méné oocytl, se oogonie opakované¢ mitoticky d¢li, dokud nevytvofi omezené
mnozstvi prekurzorovych bunck oocytt (Gilbert, 2000). Tento tsek oogeneze je nazyvan fazi
mnoZzeni.

Mnoho oogonii zanika jiz béhem prenatalniho vyvoje organismu, ostatni vSak vstupuji
do meidzy. Od té doby jsou nazyvany primarnimi oocyty, a prochdzeji profazi meiodzy I az do
diplotenni faze. Tehdy je jejich vyvoj zastaven pfinejmensim do nastupu puberty a oocyty
podstupuji fazi rastu. S nastupem puberty dochazi periodicky u skupin primarnich oocyti
k obnoveni meidzy. Vétsina jich vSak i v obdobi po narozeni zanika (Gilbert, 2000).

V dal$im vyvoji dochdzi ke zrani oocytu. Jadernd membrana primarniho oocytu se
rozpada, metafdzni vieteno migruje k periferii bunky. V telofazi I je vydéleno prvni polové
télisko, které, a¢ jde o dcefinnou buiiku, neobsahuje téméf Zddnou cytoplazmu. Od vyd¢leni
polového téliska je oocyt nazyvan sekundarnim oocytem. Zrani oocytu je ukonceno
pozastavenim meidzy v metafazi I (Gilbert, 2000).

Gamety vzniklé oogenezi obsahuji veskery potiebny materidl k zahdjeni a udrZeni jejich
metabolismu a vyvoje. V jejich cytoplazmé se akumuluji energetické zdroje a organely,
tvofici energii (Zloutek a mitochondrie), dale enzymy a prekurzory DNA, RNA
a proteosyntézy, mRNA, strukturni proteiny a regulaéni faktory pro kontrolu c¢asné
embryogeneze (Gilbert, 2000).

Nejvyrazngj§imi organelami v prase¢im oocytu jsou vedle jadra vacky vazané na
membranu, lipidové kapky a mitochondrie. Membranové vacky zde tvoii vice nez 15 %
objemu bunky a z€asti obklopuji endoplazmatické retikulum (ER). Lipidové kapky zaujimaji
20 % objemu praseciho oocytu. Struktura a rozméry téchto kapek se odviji od stadia zrani
oocytu a také se Castéji vyskytuji pobliz ER. ER je v bunice mistem vzniku a dal§iho
transportu proteint, lipidové kapky a velké vacky proto diky tomuto uzkému vztahu ziejmé
obsahuji také fosfoproteiny. Mitochondrie obsahuji n€kolik krist a Casto se vyskytuji pobliZ

vezikularniho nebo cisternového ER. Golgiho aparat se nachazi na periferii oocytu nebo vedle



jadra. Ribozomy jsou pfitomny bez preferenci jak volné ve formé rizic, tak na hrubém ER
(Cran, 1985).

Centralnim dogmatem reproduk¢ni biologie doneddvna bylo, Ze sav¢i oocyty, vzniklé
prenatalné, tvoii kone¢nou zasobu oocyta pro cely reprodukcni zivot samice. Naprosta vétSina
oocytu piitom podléha atrezii (Tilly, 2001). Podle Bukovského et al. (2005) mohou vznikat
savCi primordidlni zarode¢né bunky zbun€k somatickych. Mitoticky aktivni zarodecné
kmenové buriky se vyskytuji u dospélych samic poloopic (Duke, 1967; David et al., 1974).
Nové jsou pozorovany také u dospélych samic mysi. Jejich zdrojem by mohly byt buiky
kostni dfené (Johnson et al., 2005). U Zen mlze dochazet k mezenchymalné-epitelidlni
tranzici mezenchymalnich bun¢k ovarialni tunica albuginea v povrchové epitelialni bunky
vajecnikt. Ty mohou dale diferencovat v primitivni granul6zni a zarode¢né bunky (Bukovsky

et al., 2005).

3.1.1 Faze mnoZeni

Oocyty vznikaji vyvojem z primordialnich zarodecnych bunék (PGC). Diferenciace
a vyvoj PGC se u savcl odehrava v ranném embryonalnim vyvoji. Jejich prekurzory jsou
prvné lokalizovany v epiblastu embrya pied gastrulaci, kde na né piisobi specifické signaly,
vylucované sousednimi bunkami. Ty predurcuji nékteré bunky kvyvoji v PGC
(Irie et al., 2014). Béhem ranné gastrulace migruji PGC do vyvijejiciho se embrya, kde osidli
zéklady gonad, v t¢ dobé& pohlavni listu (Coticchio et al., 2013). Diky panozkam se ptiblizné
18. den po oplodnéni zacinaji améboidnim pohybem piesouvat z dorzalni ¢asti zadniho stfeva
do pohlavni liSty plodu, kam prvné dospéji 23. den vyvoje (Takagi et al., 1997). Béhem
tohoto presunu dochazi k jejich proliferaci a jaderné reprogramaci, pii které se aktivuji geny
pro pluripotenci a epigeneticky se upravi jejich genom (Coticchio et al., 2013).

Jakmile se porcinni zarode¢né bunky dostanou do gonad, mnozi se mitdzou a nazyvaji
se oogoniemi. Nejvyssi mitoticka aktivita je pozorovana 28 dni po oplozeni a mizi 52. den
vyvoje. Oogonie jsou relativné velké bunky s kulovitym jadrem. To obvykle obsahuje jedno
nebo dvé velka jadérka, ¢asto s nékolika mensimi mikrojadérky (loannou, 1964).

Po druhové specifickém mnozstvi cykli mitotického déleni vstupuje vétSina oogonii do
profaze meidzy 1. Od toho okamziku jsou tyto buniky nazyvany primarnimi oocyty

(loannou, 1964; Fair, 2003).



3.1.2 Faze rustu

Vstup oocytti do meiotické déleni neni iizce synchronizovan, piesto 35 dni po oplozeni
pfevladaji na vaje¢nicich plodii biezich prasnic oocyty ve fazi leptotene, 40. den vyvoje
dominuji oocyty Vv zygotenni fazi profaze meiozy I a 50. den jsou na vaje¢nicich nejcetnéjsi
oocyty Vv pachytennim stadiu. Jiz v prub&hu tohoto vyvoje se burika zvétsuje. Faze diplotene
se poprvé objevuje piiblizné 35 dni po oplozeni (loannou, 1964). 35 dni po porodu jsou
vSechny oogonie na vajenikdch prasnicky Vprofazi prvniho meiotick¢ého déleni
(Hunter, 2000).

V profazi meidzy 1 postupné dochazi ke zvySovani kondenzace chromatinu.
V zygotene se paruji homologni chromozomy, tvoifi se synaptonemdlni komplexy
(homologické chromozomy se pevné spojuji za pomoci zvlastni proteinové struktury).
Kondenzace chromatinu pokracuje také v pachytene, zdvojené chromozomy se kondenzuji do
stale mensiho objemu. Béhem pachytene mlize dochazet ke crossing-overu a tedy vyméné
genetického materidlu mezi sparovanymi chromozomy. V diplotene se jiz od sebe
chromozomy c¢astecné oodé€luji, ale stale zGstavaji v tésném kontaktu v mistech, kde doslo
k prekiizeni chromatid (Snustad et Simmons, 2009).

V diplotene profaze 1 také dochazi k prvnimu pozastaveni bunécného cyklu
(tzv. prvni meioticky blok). Jadro oocytu je vté dobé ve stadiu zarodecného vacku

(Coticchio et al., 2013).

Obrazek 1:  Orceinem  barveny
heterochromatin, uspofddany  kolem
jadérka praseciho oocytu ve stadiu
zarode¢ného vacku. Prevzato a upraveno

dle Miyano et al., 2003.

Béhem tohoto meiotického bloku oocyty rostou, jsou transkripéné aktivni a jejich
jadra obsahuji alespofi jedno aktivni jadérko. Jadérka téchto oocytl jsou tvofena

fibrilo-granularni siti, ktera je prokladana fibrilarnimi centry a malymi vakuolami. Béhem



faze rlstu se prase¢i oocyty zvétSuji zvelikosti 30 um na velikost 120 pm
(Motlik et Fulka, 1986). Poté, co dosahnou plné velikosti, jejich transkripéni aktivita
vyznamn¢ klesa a dochazi ke zmén¢ konformace chromatinu, z relativné rozptyleného na vice
kondenzované uspotadani (Fulka et al., 1998; Mahrous et al., 2012). Béhem rustové faze
je velmi dualezitd akumulace zasob mRNA, ribozoml a polypeptidd v oocytu z divodu
zdarného prob&hnuti dalsiho vyvoje (Fair, 2003).

Oocyty také akumuluji obrovské mmnozZstvi mitochondrialni DNA. Nedostate¢né
mnozstvi mitochondrialni DNA/mitochondrii muze vést ksnizené kvalit€¢ oocyta
az K infertilité. Mitochondrialni DNA se prubézné akumuluje béhem ridstu oocytu, obsah
MtDNA se prestdiva zvySovat v momenté, kdy oocyt dosdhne plné velikosti.
(Mahrous et al., 2012). Pro pIlné dorostlé oocyty je charakteristickd akumulace aktivnich
mitochondrii na periferii oocytu a v okoli zdrodecného vacku (Sun et al., 2001). VétSina
mitochondrii, a to 3x vice nez ve zbytku oocytu, je soustiedéna na periferii buiky
(Cran, 1985).

Na povrchu oocytu se tvoii zona pellucida (ZP), coz je unikatni vysoce uspofadana
extracelularni struktura, tvofena glykoproteiny. Glykoproteiny ZP jsou velmi pravdépodobné
syntetizovany oocytem a/nebo kumularnimi buitkami. Jednotlivé vrstvy ZP se tvoii v ¢asové
posloupnosti, pfi¢emz nejspodnéjsi vrstva se tvoii jako posledni. Tvorba matrix ZP zahrnuje
regulovany proteolyticky proces, zprostfedkovany cCleny rodiny furinovych konvertaz. ZP
mySich oocytd je tvofena 3 glykoproteiny, a to ZP1, ZP2 a ZP3. ZP2 a ZP3 tvori
heterodimery, které jsou zde usporadany ve formé vlédken, ptes které se ukladaji homodimery
ZP1. Tento model je pfijimany i u ostatnich vysSich obratlovcd, u mysi je nejdokonaleji
prostudovan. ZP1 tak slouZi jako spojovaci molekula, stabilizacni element. ZP2 je sekundarni
receptor pro navazani akrozomalné reagujici spermie. ZP3 slouzi jako primarni receptor pro
navazani intaktni spermie a navozeni akrozomalni reakce (Familiari et al., 2008). U prasete
obsahuje ZP krom¢ 3 zminénych glykoproteind jesté étvrty, a to ZP4 (Rath et al., 20006),
stejné jako naptf. u Cloveéka, Simpanze, makaka a potkana. Hypoteticky model struktury
takovéto zona pellucida pocita s podobnou vléknitou strukturou ZP2/ZP3 heterodimera jako
podklad pro spojovaci molekuly ZP1 homodimert, ZP4 homodimerdt a ZP1/ZP4
heterodimert (Familiari et al., 2008). Tloustka zona pellucida prase¢ich oocytt je asi 10 um
(Dunbar et al., 1980). Strukturni proteiny vnitini vrstvy ZP jsou hustéji sbalené nez proteiny
vngjsi Casti ZP, a to z dlivodu moZnosti roztazeni vngjsi Casti matrix ZP, coZ je nezbytné

Vv reakci na rist oocytu/embrya, ktery se ve velikosti az 300krat zvétsi (Familiari et al., 2008).



3.1.3 Faze zrani

Ke zrani oocytu dochazi in vivo v dusledku v disledku viny luteinizaéniho hormonu
(LH), pfedchazejici ovulaci. AvSak jesté pred probéhnutim LH viny nastava tzv. pre-maturace
oocytu. Jakmile je ustanoven dominantni folikul, dochdzi u jeho oocytu k nékterym
ultrastrukturdlnim zménam, jako je zvySeni obsahu lipidi v cytoplazmé, snizeni velikosti
golgiho komplexu a presunuti kortikalnich granul k povrchu oocytu. Béhem dalsiho vyvoje
a maturace dominantniho folikulu dochazi k dalSimu zmensovani golgiho komplexu, jaderna
membrana se zvlni, jaddro se vakuolizuje a uspofdda do prstencové struktury. ZvétSuje
se velikost perivitelinniho prostoru (Assey et al., 1994).

Za samotnou maturaci (zrani) oocyti je pak povazovano obdobi mezi dvéma
meiotickymi bloky v profdzi I a metafdzi II. Podminkou pro zahdjeni zréni je dosaZeni
takzvané meiotické kompetence. Plnd meioticka kompetence oocytu znamena jeho schopnost
uspeésné dokoncit zrani a fertilizaci za vzniku kvalitni blastocysty, schopné zajistit vyvoj
zivotaschopného, zdravého potomstva. Pii Castetné meiotické kompetenci jsou oocyty
schopny vyvoje pouze do metafaze I (Coticchio et al., 2013).

Meiotickd kompetence se dd hodnotit z n€kolika hledisek, pficemz zadné by nemélo
byt zanedbano. Jednak jde o morfologickou kompetenci, tedy morfologické parametry
kvalitnitho oocytu. Dilezitd je jadernd kompetence, neboli schopnost primarniho oocytu
podstoupit rozpad zarode¢ného vacku a dokonéit meidzu (Coticchio et al., 2013). Na rozpadu
zarode¢ného vacku je Casto zavisla aktivace aspektii cytoplazmatického zrani (Eppig, 1996).
Cytoplazmaticka kompetence zahrnuje ultrastrukturdlni zmény cytoplazmy oocytu, které
umozni  UspéSnou  fertilizaci, déleni embrya a ranny embryondlni vyvoj
(Coticchio et al., 2013). Nizka vyvojova kompetence je napf. spojovana s nedostate¢nou siti
mikrotubulil v cytoplazmé oocytu, coz mj. naruSuje spravnou relokalizaci mitochondrii
(Brevini et al., 2005). Molekularni kompetence pak zahrnuje molekularni procesy, probihajici
Vjadie 1 cytoplazmé oocytu béhem faze zrani, tedy predevSim dostate¢nou akumulaci
protein a RNA (Coticchio et al., 2013). Rostouci prase¢i oocyty o pruméru mensim, nez
90 wm, nejsou in vitro schopné obnoveni meidzy (Hirao et al., 1994; Sun et Nagai, 2003).

Obnoveni bunétného cyklu je in vivo zavislé na specifickych signalech, vétSinou
hormonech, in vitro pak =zavisi na uvolnéni oocytd z folikularniho prostiedi
(Pincus et Enzmann, 1935). Vytvaii se délici vieténko, mikrotubuly se pfipojuji na
kinetochory chromozomu. Ty se v metafazi I (MI) pohybuji smérem k ekvatorialni roving,

ktera je kolma na osu dé€liciho vietena. Dochéazi k postupnému odd€lovani sparovanych



chromozomli (chromozomova disjnukce), které je =zajiSténo zkracovanim mikrotubulil
déliciho vieténka. Rozdélené chromozomy putuji k opacnym p6lim bunky a definitivné se od
sebe oddéluji v anafazi 1. V telofazi I se délici vieténko rozpadd, dcefinna buiika se odd¢li
svou plazmatickou membranou. V profazi II vznikd nové délici vieténko. V metafazi II
se kondenzované chromozomy piesouvaji do ekvatoridlni roviny. Jejich centromery
se zacinaji oddé€lovat (Snustad et Simmons, 2009). Zasadni vliv na pribéh meidzy
ma regulace aktivity MAPK (mitogenem aktivované proteinkinazy). Inaktivace MAPK
naruSuje separaci chromozomi, vydéleni polového téliska a tvorbu déliciho vietena

(Lee et al., 2000).

Obrazek 2: Chromozomy sefazené v tzv.
metafazni desticce metafaze 1 v prasecim
oocytu, obarveném orceinem. Prevzato

a upraveno dle Miyano et al., 2003.

Praseci oocyty v preovulacnich folikulech dokoncuji prvni meiotické déleni ptiblizné
36-40 hodin po LH vIng, jesté pred ovulaci, a neprodlené vstupuji do meidzy II
(Hunter, 2000). Dochazi k vydéleni prvniho polového téliska. Jde o nerovnomérné rozdéleni
bunky, zpisobené kortikdlni migraci dé&lictho vfeténka, zavislé na aktinovych
mikrofilamentech a na forminu 2 (aktin vazajici protein). Kdyz se vieteno pfiblizi k oolemé,
Vv oblasti nad nim se akumuluje aktin, myozin, protein Par6 a malé GTPazy Rho, Rac a Cdc42
(Cell division control protein 42), které urCuji polaritu v mnozstvi bunéénych systémd.
Vznika kortikalni aktinova Cepicka, kterd je spojena s pélovym vietenem pobliz plazmatické
membrany a s nim spojenou sadou rozdé€lenych homologli (chromozomi) a je nasledné
oddélena od zbytku oocytu konstrikci myozinového prstence. Uéelem tohoto nerovnomérmého
rozdéleni bunky je udrzeni RNA a proteinii uvnitf oocytu. Ty jsou vyuzitelné v metafazi
meidzy Il a pro rany embryondlni vyvoj. Dalsim divodem je vznik co nejmensi bunky,
s kterou by mohla namisto oocytu pfipadné pii oplozeni flzovat spermie (Jones, 2008).
V metafézi II je bunéény cyklus opé€t pozastaven, tento meioticky blok pretrvava, dokud neni

vajicko aktivovano fzi se spermii. (Hunter, 2000; Adhikari et al., 2015).



Po obnoveni meidzy I dochdzi kromé jaderného zrani také ke zméndm poctu
mitochondrii, lipidovych kapek a velkych vackd v cytoplazmé oocytu. Spolu s témito
zménami dochdzi kredistribuci a kvalitativnim zménam organel. Objemova frakce
mitochondrii zlstava béhem zrani oocytu konstantni (asi 6 %). Dochazi vSak ke snizeni poctu
mitochondrii. Mitochondrie tedy nabyvaji na velikosti, pfima méfeni ukazala zvétSeni
velikosti mitochondrii az o vice nez 300 %. Dochazi k poklesu mnozstvi mitochondrii
na periferii, eventudlné k zvySeni jejich poctu ve zbytku buniky. Shlukovani mitochondrii
u plazmatické membrany je béZzné a muize jit o vyhodnou pozici pro zpracovani molekul
vstupujicich do bunky. Jejich pieskupeni do nitra bunky tak muZze reprezentovat ztratu
zévislosti na folikuldrnim (vné&jSim) prostfedi a ztratu mezibunécnych spoji (Cran, 1985).
Velké mnozstvi mitochondrii je pfitomno také v pdlovém télisku (Sun et al., 2001). Pocet
mitochondrii v cytoplazmé oocytu je dulezity pro uspésné oplozeni a priitbéh embryonalniho
vyvoje (Shourbagy et al., 2006).

Mezi zona pellucida a oolemou se nachazi tzv. perivitelinni prostor. Je zde pifitomno
mnoho extracelularni matrix, bohaté na hyaluronan. U nezralych oocytii je tento prostor
relativné maly, po vydéleni polového téliska se stdva asymetrickym (zvétSeni v misté
vydéleni) a jeho velikost uz se do fertilizace neméni. Hyaluronan miize inhibovat fizi

membran a proto musi byt tato vrstva zdolana oplozujici spermii (Talbot et Dandekar, 2003).

Obrazek 3: Prase¢i oocyt v metafazi Il (barveny
orceinem, kutivovany 42 hodin in vitro). Uprostied
buiiky se nachdzi chromozomy, uspofadané v metafazni
desti¢ce. Spodni Sipka ukazuje na vydélené polové
télisko (Yuan et Krisher, 2012).

Po probéhnuti LH viny tedy dochdzi ke kone¢né formaci perivitelinniho prostoru.
V cytoplazmé oocytu se nadale zvySuje obsah lipidi a je dale redukovan golgiho aparat.
Kortikalni granula se uspotfadaji uvnitf membrany oocytu, dojde k obnoveni meidzy, takze
se jadro oocytu rozpada, pti¢emz uvoliluje jaderny obsah do cytoplazmy (Fair, 2003).

Plna zralost oocytu zahrnuje 2 aspekty: jadernou zralost a cytoplazmatickou zralost.

Obecné je oocyt povazovan za zraly, ma-li vydélené prvni polové télisko, coz znaci jadernou



zralost, a jeho vyvoj je pozastaven v MII fazi. Ackoliv mohou byt pouze jaderné zralé oocyty
oplodnény, nemuseji byt vyvojové kompetentni, vzhledem k nedostatku ¢i absenci nékterych
cytoplazmatickych faktori, nezbytnych pro uplnou cytoplazmatickou zralost. Pro plny
vyvojovy potencidl je nutna synchronizace jaderného a cytoplazmatického (do)zrani. Indexem
dosazeni cytoplazmatické zralosti byva intracelularni hladina glutationu, schopnost
cytoplazmy dekondenzovat jadro spermie nebo indukovat vznik samciho prvojadra
(Sun et Nagai, 2003).

Pokud po ovulaci dojde k fertilizaci nebo partenogenetické aktivaci, oocyty dokoncéuji
meidzu. V anafazi meidzy II se sesterské chromatidy odd€luji v misté centromery a putuji
k opa¢nym polim déliciho vieténka. Tam se v telofazi Il shromazd'uji, vznikaji nova dcefinna
jadra, znichz kazdé obsahuje haploidni sadu chromozomu. Dochdzi k vydéleni druhého

polového téliska (Snustad et Simmons, 2009).

3.2 Regulace oogeneze

3.2.1 Vstup do meidzy I

Oogeneze je regulovana ve vSech dulezitych dil¢ich fazich, poc¢inaje vstupem oogonii
do meiodzy I. Ten je mimo jiné zfejmée Fizen kyselinou retinovou, produkovanou v mezonefros
vyvijejicitho se embrya. Citlivost oogonii na kyselinu retinovou je fizena genem cyp26bl,
podle né&jZ se tvofi enzym cytochrom P450, metabolizujici tuto kyselinu. Jakmile se tento gen
prestane exprimovat, kyselina retinova se neodbouravd a indukuje nastup meidzy.
Anatomické uloZeni mezonefros pak ziejmé ovlivituje vytvofeni gradientu kyseliny retinové

ve vyvijejicich se gonadach, ktery ma vliv na vlnovy charakter vyvoje oogonii (Jones, 2008).

3.2.2 Regulace prvniho meiotického bloku

Aby nedoslo k pfed¢asnému obnoveni meidzy, zatimco jsou oocyty v meiotickém bloku,
je aktivné€ inhibovéana. UdrZeni meiotického bloku ve stadiu zarodecného vacku je zajisténo
stalou vysokou hladinou cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ktery do oocytu muze
prochazet ze somatickych bun¢k folikulu. Oocyty samy vSak mohou generovat dostatecné
mnozstvi cAMP pro udrzeni meiotického bloku. In vitro klesa hladina cAMP po opusténi
folikulu. In vivo se zvysuje katalyticka aktivita oocyt-specifické fosfodiesterazy (PDE3A)
po probéhnuti LH viny. Tento enzym degraduje oocytarni cAMP, ¢imz nepfimo aktivuje
proteiny, iniciujici obnoveni meidzy. Cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP), produkovany

v granuldznich bunikdch a dopravovany do oocytu ptes kumuldrni buiky prostfednictvim
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spojii gap junctions, inhibuje PDE3A a tim zabranuje snizeni hladin cAMP v oocytu
a naslednému rozpadu zarode¢ného vacku. LH vina zptisobuje pokles hladin cGMP, tim dojde
ke stimulaci aktivity PDE3A, ¢imZ se uvolni inhibi¢ni efekt cAMP na obnoveni meidzy
(Norris et al., 2009).

Jako klicovy kontrolni systém béhem maturace mysich oocytd slouzi natriureticky peptid
typu C (CNP). Ten je spolu sdal$imi typy natriuretickych peptidd a jejich receptort
exprimovan i Vv granuldznich a thekalnich bunkach prase¢ich ovarii. BNP (brain natriuretic
peptide) a CNP tedy ziejmé pomahaji ve fyziologickych podminkach zajistit meioticky blok
také praseCich oocytd, slouzi tedy jako inhibitory jejich maturace. Tento inhibi¢ni efekt
je opét prerusen vilnou LH, ktera in vivo snizuje expresi BNP a CNP a pod jejimz vlivem
dochazi k vystoupeni z meiotického bloku (Zhang et al., 2015).

Pro kondenzaci chromatinu a rozpad zarode¢ného vacku u prasecich oocytl je nezbytna
aktivni transkripce a translace. Obnoveni meidzy je doprovdzeno znaénym zvyseni aktivity
kinaz v cytoplazmé oocytu. Jde pfedevsim o aktivaci MPF (mature promoting factor), ktera
spousti fadu reakci, vedoucich krozpadu jaderné membrany, kondenzaci chromozomil
a tvorbé déliciho vietena (Hunter, 2000). Dosazeni meiotické kompetence rostoucich oocytl
je tedy zavislé na schopnosti aktivace MPF. Jde o molekulu, zasadni pfi fizeni obnoveni
meidzy. MPF se sklada ze 2 podjednotek, cyklin dependentni kindzy p34cdc2 a cyklinu B.
Mnozstvi téchto podjednotek je v rostoucich oocytech srovnatelné s jejich mnozstvim v plné
dorostlych oocytech. Neschopnost obnoveni meidzy malych oocytl tedy neni zapficinéna
nedostatkem MPF, rostouci oocyty vsak obsahuji fosforylovanou p34cdc2, a nejsou tak
schopné aktivace MPF pted dokoncenim rastu. Vystoupeni z 1. meiotického bloku je tedy
zavislé na schopnosti defosforylace MPF (Sun et Nagai, 2003).

Ackoliv MPF hraje pfi znovuzahdjeni meidzy dileZitou roli, své zastoupeni v ném maji
I dalsi kinazy, které jsou aktivovany soucasné s nebo pied MPF. Jde ptedevsim o MAP kinazy
(mitogenem aktivované proteinkindzy), které fosforyluji cytoskeletalni proteiny a jaderné
laminy, coz jsou zasadni udalosti meiotického déleni (Wehrend et Meinecke, 1998).
Fosforylace MAPK v prasecich oocytech koresponduje s ¢asem rozpadu zarodeéného vacku a
aktivace MPF. Gonadotropni hormony (LH a folikulostimulaéni hormon FSH) pusobi
intenzivnéjsi fosforylaci MAPK. K fosforylaci MAPK dochazi také v kumularnich buikéch,
obklopujicich oocyt (Ebeling et al., 2007).

Dillezitym regulatorem obnoveni meidzy je také aktivita Ca?*/kalmodulin-dependentni

kinazy II. Pfi inhibici jeji aktivity nedochdzi béhem meiotického zrani k akumulaci cyklinu B
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a plné fosforylaci MAPK, coz mlze mit negativni vliv na vystoupeni z meiotické¢ho bloku a
spravnou tvorbu déliciho vieténka (Fan et al., 2003a).

Také Greatwall kinaza (GWL) je nezbytna pro vstup do M-faze a miize navodit aktivitu
cyklin-B/cdc2 pies regulaci proteinové fosfatazy 2A (PP2A), ktera pusobi proti MPF. GWL
je nezbytna pro meiotické zrdni mysich oocytil. Je to pozitivni reguldtor obnoveni meidzy,
kontinualn¢ exprimovany v oocytech ve stadiu GV a metafaze 11 (MIl). GWL je lokalizovana
vjadie a béhem GVBD se uvolni do cytoplazmy. Snizend exprese GWL nebo zvysSena
exprese katalyticky inaktivni GWL ¢astecné inhibuje meiotické zrani. Meioticky blok,
indukovany vyblokovanim GWL, mlze byt zrusen inhibici PP2A. Takové oocyty ale mivaji
deformovana vietena a jen té¢zko dosahuji MII faze (Zhao et al., 2014).

Faktorem, ktery podporuje vystoupeni z meiotického bloku, je také aktivace cyklin
dependentni kinazy 1 (Cdk1). K jeji aktivaci dochazi pomoci dvou mechanismu. Jednak diky
snizeni aktivity protein kindzy A (PKA) a na ni zavislé syntéze proteind, kterd generuje
mnozstvi Cdkl. Dochézi vSak také k iniciaci regula¢niho mechanismu, zndmého jako MPF
auto-amplifikaéni smycka (nezévisle na PKA a syntéze protein). Nejprve dojde
K vygenerovani uréité prahové urovné aktivovaného MPF. To je zavislé na schopnosti Cdkl
fosforylovat své vlastni regulacni enzymy (Cdc25, Weel/Mytl). Jakmile je pfitomno dané
mnozstvi aktivovaného MPF, muize fosforylovat Weel/Mytl a Cdc25, coz zajisti jejich
inhibici, respektive aktivaci. Tento mechanismus pozitivni zpétni vazby zvysuje aktivitu Cdk1
a podili se tak na obnoveni meidzy (Dupré et al., 2013).

Cdkl také fosforyluje proteiny, dulezité pro rozpad jaderné membrany, kondenzaci
chromozomti a remodelaci aktinového a mikrotubuldrniho cytoskeletu. Dusledkem
je vytvoreni bipolarniho vietena a kondenzované chromozomy se sefadi v metafazové
ploténce (v ekvatoridlni rovin€¢). SAC (spindle assembly checkpoint) zabranuje aktivaci
anafézi podporujiciho komplexu/cyklosomu (APC/C®%?%) v pribéhu meiézy I, dokud nejsou
vSechny kinetochory pod tlakem (napnuté). Kdyz k tomuto dojde, aktivuje se SAC a APC/C
a fosforyluje cyklin B a securin. Degradace cyklinu B snizuje aktivitu Cdkl a degradace
securinu aktivuje separasu, ktera rozpoji sesterské chromatidy. Po cytokinezi zlistdva jedna
sada chromozomil v oocytu a druha je vydelena do polového téliska. Po dokonceni meidzy I
dochazi k prudkému zvySeni aktivity Cdkl, coz zabranuje vstupu do S fdze a oocyty tak
vstupuji rovnou do meidzy II. Pfi tomto prestupu zlstdvaji spojené sesterské chromatidy

kondenzované, tvofi se typicka bipolarni metafazova vietena. (Adhikari et al., 2015).

12



3.2.3 Regulace druhého meiotického bloku

Vysoké hladiny MPF a MAPK aktivity v oocytech savct ve stadiu metafaze meidzy 11
pusobi jako cytostaticky faktor a zpusobuji v této fazi zastaveni bunécéného cyklu. V Ml
oocytech se zastavenou meiézou dosahuje MPF nejvyssi aktivity, naslednd schopnost
znovuzahajeni meidzy je zavisla na snizeni aktivity MPF (Kikuchi et al., 2002). Inaktivace
MPF a degradace cyklinu B navic koresponduje s pfestupem oocytii ze zastavené MII faze
do anafaze II a telofaze II (Miyano et al., 2000). Dulezitou roli v zastavovani buné¢ného
cyklu v MII fazi hraji také MAPK a p®rsk (MAPkinazou aktivovana proteinkinaza 1). Jsou-li
inaktivované inhibitorem kinazy MAPkinazy (MEK) U0126, dojde k uvolnéni MII bloku a
oocyty prestupuji do interfaze (Fan et al., 2003b).
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3.3 Folikulogeneze

3.3.1 Primordialni folikul

Primarni oocyty, jejichz bunécny cyklus je zastaven v 1. profazi meidzy, se obklopuji
vrstvou 4-8 pregranuloznich buné€k a intaktni bazalni membranou, ¢imz vytvoti zakladni typ
folikuli, a to klidové primordialni folikuly. Pregranuléozni bunky jsou ziejmé
jak mezonefrického, tak mezotelialniho puvodu. Oocyty obklopené primordialnimi folikuly,
tvoii konecnou zasobu oocytl, ktera zistane v klidové fazi, pokud nedostane stimul k dal§imu
rustu (Fair, 2003).

Pti narozeni prasnicky obsahuji jeji vajeniky 500 000 primordidlnich folikuld,
do nastupu puberty pak jejich pocet klesa na piiblizné 420 000 (Hunter, 2000).

Mnozstvi primordialnich folikulG nartsta u prasecich plodd mezi 70. a 90. dnem
vyvoje, poté nasleduje pokles v jejich mnozstvi z divodu pfemény na folikuly primarni
(Ding et al., 2010).

Soustfedéni oocytil v primordialnich folikulech mé& vyznam pro jejich dalsi preZziti
(Richardson et al., 2014). Jelikoz je vyvoj oocytu regulovan parakrinnimi faktory
z granudznich bungk, oocyty bez spojeni s granul6znimi bunkami nemohou in Vivo rist
(Hunter, 2000).

Mezi membranou oocytu a granuléznich bunck, které ho obklopuji je propojeni spoji
gap junctions. Tyto spoje zajist'uji pfenos malych molekul (<1 kDa), mj. aminokyselin,
metaboliti glukézy a nukleotidd, do rostouciho oocytu. Gap junctions spoje jsou tvoreny
proteiny konexiny. V riznych stadiich vyvoje folikulu pfitom mohou byt pfitomny rizné typy
konexinil. Jejich exprese je spojena s proliferaci granuldznich bunék. Konexin, potazmo spoje
gap junctions, jsou zasadni/nezbytné pro rust, vyvoj (zajisténi fosforylace proteinll) a zrani
oocytu. Mira rlistu oocytu je pfimo imérna poctu granuldznich bun€k, propojenych s oocytem
(Fair, 2003).

Primordialni folikuly postupné bud’ zanikaji, nebo podléhaji recruitmentu a dochazi
K jejich dalsimu rastu. V tom pfipadé¢ dochazi k nevratné aktivaci primordialniho folikulu.
Po aktivaci folikuld uZ nenastava Z4dné klidové stadium, folikuly se kontinudlné vyvijeji
a nasledn¢ ovuluji, nebo v pribéhu vyvoje zanikaji (Coticchio et al., 2013). Ptipadny dalsi
rust folikuld by se mohl uskute¢iovat na vaje¢niku podle urc¢itého vzoru, a to centrifugalné
(Byskov et al., 1977).

Ackoliv je mozné, ze se nékteré somatické (kmenové) buiitky mohou usidlit na ovariich

a dat tak zaklad novym oocytim/primordidlnim folikulim 1 béhem Zivota samice
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(Bukovsky, 2005), stale pfevlada nadzor, Ze pocet primordialnich folikuld, vzniklych béhem
fetalniho vyvoje, je konecny a béhem zivota samice nové primordialni folikuly nevznikaji

(Coticchio et al., 2013).

3.3.2 Primarni folikul

Aktivace primordialniho folikulu (jeho pfeména na folikul primarni) je charakterizovana
preménou jeho granuldznich bunék z plochych na kubické a jejich proliferaci. Primarni

folikul je tvofen vrstvou 11-20 kubickych bun¢k (Fair, 2003).

3.3.3 Sekundarni folikul

Zména primarniho v sekundarni folikul je charakterizovana vytvofenim druhé vrstvy
granuloznich bunék a pocatecni distribuci komponent zona pellucida na povrch oocytu. V této
fazi vyvoje zacinaji byt folikuly citlivé na gonadotropiny. V sekundanich folikulech je poprvé

detekovana syntéza oocytarni RNA (Fair, 2003).

3.3.4 Terciarni folikul

Zména sekundarniho v terciarni folikul je charakteristickd pokracujici proliferaci
a diferenciaci bun¢k, obklopujicich oocyt. Dochazi k diferenciaci thekalnich bunék v theca
folliculi externa a theca folliculi interna, diferenciaci kumularnich bun¢k a bazalni membrany
a formaci antralni dutiny, vyplnéné tekutinou. Na bunkach theca folliculi interna dochazi
k expresi LH receptorii. Oocyty v rannych terciarnich folikulech jsou transkripéné aktivni
a obsahuji alespon jedno aktivni jadérko (Fair, 2003).

Thekalni buiky produkuji androgeny, které jsou v granuldéznich bunkach pomoci
aromatdzy pfeménovany na estrogeny. Oproti mnoha jinym Zivo¢iSnym druhtim vSak thekalni
bunky prasecich ovarii samy produkuji také estrogeny a to v mnozstvi, srovnatelném s jejich
produkci granul6znimi butikami (Foxcroft et Hunter, 1985).

Jakmile je ustanoven dominantni folikul, dochazi u jeho oocytu k nékterym
ultrastrukturalnim zménam. Také dochazi k prodlouzeni bun¢k corona radiata (kumularni
buiiky, tésné obklopujici oocyt) z divodu jejich presunu co nejbliz k povrchu oocytu
(Assey et al., 1994). Po probéhnuti LH viny dominantni folikul dale roste a jeho oocyt
podstupuje finalni maturaci. Dochazi k expanzi kumulu a pferuseni kontaktu mezi bunkami
corona radiata a folikularnimi bunkami (Pincus et Enzmann, 1935).

Kumularni bunky jsou in vivo nezbytné pro spravny vyvoj oocytu. Vin vitro

podminkach zraji a mohou byt oplodnény 1 praseCi oocyty bez kumuldrnich bunék
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(Kubo et al., 2015). Pfed ovulaci syntetizuji kumularni bunky, obklopujici oocyt, velké
mnozstvi hyaluronanu. Ten zpisobi expanzi kumuldrnich bunék. Expandovany kumulus pak
zajistuje prirozené mikroprostiedi, vhodné pro uskuteCnéni fertilizace (Mlynar¢ikova
et al., 2009). Schopnost expanze kumulu je ziskavana b&hem riistu oocytu a je fizena
parakrinnimi a apokrinnimi faktory, odvozenymi z kumulo-oocytarnich komplexd. Z toho
divodu (mj.) je dulezité spojeni kumularnich bunék s oocytem (Kubo et al., 2015).
Pro expanzi kumulo-oocytarniho komplexu béhem maturace oocytu jsou nezbytné proteiny
vazajici hyaluronovou kyselinu (HABPs). Expanze kumulu zafind béhem preovula¢niho
obdobi, kdy je syntetizovdno a sekretovano velké mnozstvi glykosaminoglykant. Tyto
glykosaminoglykany (GAGs) interaguji se specifickymi komponenty matrix, ¢imz tvoii sit
vysoce hydratované a viskoelastické matrice v extracelularnim prostfedi. Expanze kumulu
umoznuje oddéleni kumulo-oocytarniho komplexu od stény folikulu, jeho vytlaceni/extruzi
a ovulaci, zachyceni fimbriemi vaje¢niku a podporuje akrozomalni reakci spermii. Podobné,
jako expanduje kumulus ve folikulu in vivo, miiZze expandovat i béhem in vitro maturace pod
vlivem gonadotropint (Yokoo et al., 2002).

Hlavni slozkou expandovaného kumulu je kyselina hyaluronovd (HA). MnozZstvi
syntetizované¢ kyseliny hyaluronové tizce souvisi se stupném/mirou expanze kumulu.
HA je linearni glykosaminoglykan. Ptestoze jde o latku strukturné jednoduchou, kyselina
hyaluronova je dulezity biopolymer, ktery je Siroce rozSifeny v extraceluldrni matrix
pojivovych tkani téla a hraje dllezitou roli v procesech, jako je hojeni ran, motilita bun€k
¢1 metastazovani rakoviny. Na rozdil od ostatnich GAGs neni HA sulfatovana ani spojovana
S jinym proteinem. Proto potiebuje HABPs, které maji vysoce homologni sekvence
pro navazani HA, a nasledné tvofi extracelularni matrix bohatou na HA. Zasadni pro expanzi

kumulu a maturaci oocytu je pravdépodobné 85-kDA HABP (Yokoo et al., 2002).

3.4 Regulace folikulogeneze

Folikuly mohou zadit rist béhem jakéhokoliv veéku samice, jesté pred dosazenim
pohlavni dospélosti, a rast probihd v pribéhu celého reprodukéniho Zivota, pfes pubertu,
biezost, az do obdobi menopauzy (Peters, 1969).

Béhem ristu folikuld je u prasat produkovano velké mnozstvi ristovych faktora a jejich
receptort. Jejich funkce vSak ¢asto nejsou plné objasnény (McNatty et al., 1999).

Mnoho kroki oogeneze a folikulogeneze je ziejmé ovlivnéno interakci mezi receptorem

c-Kit a jeho ligandem. Jednim z nich by mohla byt také iniciace rastu folikulti pii jejich
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pfeméné z primordialnich v primarni folikuly. Dale jsou zodpovédné za rlst oocytu
a diferenciaci thekalnich bunék folikulu. Také mohou branit apoptoze preantralnich folikuld.
Mimo to i tvorba antralni dutiny folikulu je zavisla na funk¢ni regulaci receptorem c-Kit
a jeho ligandem (Driancourt et al., 2000).

Do tvorby zasoby primordialnich folikulii jsou pravdépodobné zapojeni i ¢lenové
rodiny transformujicicho rtstového faktoru B (TGFB), jako jsou kostni morfogenetické
proteiny (BMPs) a ¢lenové rodiny B-cell lymphoma/leukemia-2 (bcl-2), coz jsou
protoonkogeny (Fair, 2003).

Anti-miillerian hormon muze potlacovat recruitment primordialnich folikulti, uréenych
k dalsimu rtstu, a udrzovat tak rovnovahu mezi mnozstvim rostoucich a klidovych stadii
folikulti (Durlinger et al., 2002).

Aktivaci primordialniho folikulu mohou stimulovat faktory, podporujici proliferaci
bunék. Jde napt. o bone morphogenic protein 7 (BMP-7), ktery podporuje déleni granuldznich
bungk, coz je potvrzeno u hlodavcu (Lee et al., 2001). IGF-I (insulin-like growth factor 1)
a jeho efekt na stimulaci proliferace a diferenciace granuldznich bun€k naznacuje, Ze by také
mohl byt zapojen v aktivaci primordidlnich folikult. Dalsi ristové faktory pak mohou
upravovat aktivitu IGF-I. Naptiklad vysoké hladiny EGF (epidermalni rustovy faktor)
v malych folikulech mohou podporovat IGF-I ve stimulaci proliferace granuldéznich bunék
a nizké hladiny EGF ve vétsich folikulech mohou mit vliv na diferenciaci granuldéznich bunék
(Fair, 2003).

Rizné dalsi, lokalng ptisobici faktory, mohou mit vliv na zménu primordialnich folikult
V primdrni, a to napf. zakladni fibroblastovy ristovy faktor (bFGF), leukemicky inhibi¢ni
faktor (LIF) a BMP-15 (kostni morfogeneticky protein 15) (Fair, 2003). Ridici silou
V podpofe vyvoje primordidlnich folikulll v primarni folikuly je vSak ziejmé& oocyt samotny.
Naptiklad ptes jeho ristovy a diferencia¢ni faktor-9 (GDF-9) z rodiny transformujicich
rustovych faktor B. Jeho exprese byla zjiSténa v primarnich folikulech mysi, potkana a lidi
a v primordialnich a nésledujicich stadii folikulti skotu a ovei. Plsobi pravdépodobné pies
podporu progrese primarnich folikuli do preantralnich stadii, ¢imz miZe neptimo stimulovat
primordialni folikuly ke zmé&né€ v primarni folikuly. Pfi vyblokovani genu pro GDF-9 u mysi
nepokracuje vyvoj folikuld pies primarni stadium (Dong et al., 1996).

V regulaci folikulogeneze se uplatiiuje oxid dusnaty (NO). Ten je zapojen do fizeni
apoptozy granuloznich bunék na vajecnicich a steroidogenni aktivity granuldéznich
a lutedlnich bunék. Steroidogenezi miiZze regulovat piimo inhibici cytochrom P450 aromatazy

(po navazani na iron-containing enzymes), coz je kliCovy enzym v biosyntéze estradiolu.
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V prasecich ovariich je funkéni NO/NOS (syntdza oxidu dusnatého) systém a NO tak hraje
parakrinni/apokrinni roli ve fyziologii ovarii (Graselli et al., 2001).

Ackoliv na folikuly pasobi v prubéhu vyvoje velké mnozstvi parakinnich a autokrinnich
faktorti, rust a vyvoj sekundarnich folikuli Vv terciarni a zralé, ovula¢ni folikuly, je zavisly
na hormondlni regulaci. Pusobeni hormonii vSak muze byt nékterymi extra- ¢i
intra-ovariannimi faktory omezeno. V regulaci vyvoje ovulacnich folikulli se uplatiuji
predevsim gonadotropni hormony. V pribéhu vyvoje se na thekalnich bunkéach folikula
hromadi receptory pro luteinizatni hormon. Ty se v obdobi pfed ovulaci tvoii také
na granuldznich bunikach folikulti. Nejvyssi mnozstvi téchto receptort je pozorovano 1-2 dny
pted ovulaci (Foxcroft et Hunter, 1985). Rust folikull je po vytvofeni antralni dutiny tizen
folikulostimulacnim hormone. U prasni¢ek zacinaji folikuly intenzivné rlst mezi
60 a 100 dny ve&ku, vykyvy ve velikostech folikuld trvaji asi 20 dni. V tomto véku se vSak
jesté netvori skutecné velké (ovulacni) folikuly, jelikoz to je fizeno LH, ktery se ve vétsi
mife zafina uvolhovat az se zvySenym pusobenim estrogenii s nastupem puberty

(Schwarz et al., 2008).

Obrazek 4: Vyvoj sav¢iho folikulu in vivo. U pusobeni ristovych faktord + zna¢i stimulaéni
a — inhibi¢ni efekt. Prevzato a upraveno dle Picton et al., 2008.

Ranny Ovulaé¢ni
terciarni folikul

Primordialni Primarni Sekundarni folikul
folikul folikul

::| Folikularni rist nezavisly na
"|FSHaLH

Folikularni rist zavisly na FSH a LH

Piisobeni ristovych faktori, regulujicich rust folikulu a oocytu
Oocytarni faktory: GDF9+, BMP15+, c-Kit+
Ovarialni faktory: AMH-, EGF+, bFGF+

Velikost Doba ristu Velikost

preantrilniho (dny) zralého

folikulu {(JLm) folikulu
My 100-200 10-12 500-600 pum
Prase 150-300  40-50 3.0-10 mm
Ovce 180-250 40-50 3.0-10 mm
Skot 180-250 40-50 38->8.5mm
Cloveék 180-250 290-180 17-20 mm
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3.5 Endokrinni disruptory

Obecné lze fici, Ze endokrinni disruptory (EDs) jsou latky, které mohou zasahovat
do télniho endokrinniho systému a zplisobovat nepfiznivé vyvojové, reprodukeni,
neurologické ¢i imunitni efekty u lidi i zvitat (NIEHS, 2017).

EDs jsou tedy exogenni agens, jez ovliviiuji syntézu, sekreci, transport, metabolismus,
navazani nebo eliminaci pfirozenych hormont téla, které jsou zodpovédné za homeostatické,
reproduk¢ni a vyvojové procesy. Z fyziologického hlediska jde o pfirodni ¢i syntetické latky,
které prostiednictvim environmentalni ¢i nevhodné vyvojové expozice narusuji hormondlni
a homeostatické systémy, které umoznuji organismu komunikovat s prostiedim ¢i reagovat
na jeho zmény (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Mezi EDs se tadi jak farmaceutika ¢i nékteré pesticidy (napt. DDT) a fungicidy
(napf. vinclozolin), tak primyslova rozpoustédla a mazadla s jejich vedlejSimi produkty
(jako jsou polychlorované ¢i polybromované bifenyly nebo dioxiny) ¢i zmekéovadla plasti
(napt. bisfenoly ¢i ftalaty). Z pfirodnich latek lze mezi endokrinni disruptory zatfadit
fytoestrogeny, jako jsou genistein, kumestrol ¢i daidzein (Diamanti-Kandarakis et al., 2009;
NIEHS, 2017).

EDs se vyskytuji v fadé¢ vyrobkd denni potieby, jako jsou plastové lahve, plechovky
s jidlem, detergenty, retardanty hofeni, jidlo, hracky, kosmetika, ¢i pesticidy
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009; NIEHS, 2017).

Do téla se EDs dostavaji skrz potravu, prach ¢i vodu, inhalaci plynt a ¢astic ve vzduchu
a také prostupem kiazi. Mohou se predavat potomkim pies placentu a matetské mléko
(WHO, 2016).

Endokrinni disruptory ovliviluji biosyntézu, signalizaci ¢i metabolismus hormon.
Mnoho z nich se chova jako agonisté ¢i antagonisté steroidnich hormont, zejména s ohledem
na estrogenicitu a androgenicitu. Mohou také ovliviiovat produkci steroidnich hormoni
ovlivnénim steroidogeneze (Richardson et al., 2014).

Déti jsou k efektim environmentalnich toxinG vnimavéjsi, nez dospéli, jelikoZ maji
dosud netplné vyvinuté metabolické drahy. LiSi se tedy jejich schopnost metabolizovat,
mésicich zivota (Usman et al., 2016).

Xenoestrogeny (chemické latky, které nejsou télu vlastni, ale svymi biologickymi
ucinky napodobuji estrogeny a mezi néz se fadi mnoho EDs) mohou ovlivnit fungovani fady

tkani pfes negenomické signalni drahy a maji vliv také na plisobeni endogennich estrogend.
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Aktivita xenoestrogend byla testovana také v souvislosti s jadernymi receptory pro estrogen,
zprostiedkovana genova transkripce vSak byla casto velmi slaba, piiblizné 1000x slabsi,
nez pusobeni estradiolu (Watson et al., 2010).

Pivodni ptfedpoklad, ze endokrinni disruptory v téle plisobi pouze prostfednictvim
jadernych receptori, mj. pro estrogeny, androgeny, progesteron, thyroidni ¢i retinoidni
receptory, je jiz piekonan. V soucasné dobé bylo potvrzeno, Ze spektrum pusobeni téchto
latek je mnohem S$irSi. Endokrinni disruptory pusobi skrze jaderné receptory, nejaderné
receptory steroidnich hormont (napi. na membrané endoplazmatického retikula), nesteroidni
receptory (jako jsou receptory neurotransmiterti, napf. serotoninovy receptor, dopaminovy
receptor, norepinephrinovy receptor apod.), ,,sirot¢i receptory, enzymatické drahy biosyntézy
¢1 metabolismu steroidi a mnozstvi dalSich mechanismi, které propojuji endokrinni
a reprodukéni systémy. Neomezuji se tedy na pisobeni genomické, ale maji i negenomické
ucinky (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Sila a zptisob pisobeni EDs jsou ovlivnény nékolika skute¢nostmi. Endokrinni disruptory
pusobi rozdiln€ na dospélého a plod ¢i mlade, zalezi tedy na véku, v kterém byl jedinec
plusobeni téchto latek vystaven. Mezi expozici endokrinnim disruptorim a manifestaci
ptipadné poruchy mtze byt dlouha ¢asova prodleva. Pisobeni EDs mohou navic ovlivilovat
dalsi latky, pritomné v prosttedi. Kontroverzni je fakt, ze jakakoliv davka endokrinniho
disruptoru, a to i velice mal4, mize zptsobit endokrinni ¢i reprodukéni abnormality, zejména
pokud tato expozice probihd b&hem  kritického obdobi  vyvoje  jedince
(Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Nizké koncentrace EDs mohou piekvapivé navozovat silnéjsi efekty, nez koncentrace
vysoké (Diamanti-Kandarakis et al.,, 2009). Tento efekt muZe byt zpisoben vlivem
koncentrace endokrinnich disruptori na mnozstvi ,jejich“ receptori. V piipadé, kdy
je degradovano vétsi mnozstvi receptord, nez vznika, totiz o¢ekavame snizenou odpovéd
na ligand a to i v ptipadé zvySovani jeho koncentrace (von Zastrow et Kobilka, 1994).

Dulezita je také skute¢nost, ze EDs neovliviiuji pouze jedince, ktery jim byl vystaven,
ale jejich efekt se prendsi také na potomky a nasledujici generaci. Tyto efekty nemusi byt
pfenaseny z dlivodu mutace DNA, ale spiSe pfes modifikace faktord, které reguluji genovou
expresi (jako je metylace DNA a acetylace histont, tedy epigenetické mechanismy)

(Diamanti-Kandarakis et al., 2009).
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3.5.1 Bisfenoly

3.5.1.1 Bisfenol A (BPA)

Ackoliv byl BPA prvnim syntetickym estrogenem bez steroidniho jadra, nenaSel
vyuziti jako 1é¢ivo, ale zacal se pouZzivat ve vyrobé plasti. Pouziva se jiz od roku 1940, zprvu
jako komponent epoxidovych pryskyfic, pozdéji pro tvorbu tvrdych plasti, polykarbonati.
To umoznuje jeho pouziti pii vyrobé obali na vodu a potraviny, détské lahve nevyjimaje
(Usman et al., 2016).

S rozvojem a urbanizaci zemi V celosvétovém meétitku dochazelo k zvyseni vyrobnich
pozadavka na baleni potravin a napoju, papirovych oballi, vyrobu zdravotnického nacini,
elektroniky, zpomalovact hoteni, lepidel, stavebnich materialti, automobilti apod. Dusledkem
byla vyznamné zvySena spotiecba BPA, kterd v prubchu vice nez 60 let stale nartsta
(Corrales et al., 2015).

BPA je s produkci kolem 3,4 milionti tun BPA za rok celosvétové jednou z nejvice
produkovanych chemikalii (Cano-Nicolau et al., 2016). Pouziva se piedev$im pii vyrobé
polymert, jako jsou polykarbonaty, epoxidové pryskytice, polysulfony ¢i polyakrylaty.
Dale ptfi vyrobé polyvinylchloridovych plasti a retardanti hotfeni, jako je napf.
tetrabromobisfenol-A. Tolerovany denni piijem BPA v USA je 0,05 mg/kg/den, v EU pak
10 ng/kg/den (Rezg at al, 2014).

Bisfenol A je alkylfenol, coz je skupina vSudypfitomnych environmentalnich
estrogentl, které se strukturou podobaji estradiolu. Jde o povrchové aktivni latky nebo, jako
v piipadé¢ BPA, vedlejsi produkty pii vyrob& plasti. Tyto latky jsou aktivni jiz ve velmi
malych davkéach (femtomoly aZ nanomoly). Mnoho xenoestrogenli se pfirozené¢ akumuluje
Vv tukové tkani, odkud se dlouhodobé postupné uvoliuji, coz prodluzuje jejich expozici
organismu (Watson et al., 2010).

Hlavnim zdrojem expozice BPA u lidi je pravdépodobné strava, jelikoz polykarbonaty
jsou zadkladem nejriiznéjSich plastovych obalil potravin, znichz se BPA uvoliuje
(Rezg et al., 2014). Konkrétn¢ se BPA nachazi v mnozstvi vyrobkd, jako jsou détské lahve,
recyklova(tel)né lahve a obaly potravin, vnitini epoxidova vrstva uvnitf potravinovych
konzerv apod. (Soto et al., 2010). Zahtati materidlu pak uvoliovani BPA zvySuje, at’ uz jde
o vysokou teplotu pii sterilizaci (Krishnan et al., 1993) nebo uskladiiovani horkého jidla
¢1 vody (Rezg et al., 2014). Vyznamny piestup BPA z materialu vSak nastava i pii pokojové

teploté (Howdeshell et al., 2003). Druhym nejcastéjSim zdrojem BPA u lidi je kozni kontakt
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S papirovymi produkty, pfedevS§im pak s termaln¢ ti§ténym papirem, jako jsou uctenky apod.
(Rezg et al., 2014).

BPA se mitize uvolnovat také ze zubnich vyplni na bazi bisfenolglycidylmetakrylatu.
Toto uvoliiovani je kratkodobé a po piil roce jiz nedetekovatelné (Masereijan et al., 2016).

BPA je u vétSiny lidi pfitomen v méfitelném mnozstvi jak v moci, tak krevnim séru
(Mileva et al., 2014). V lidské populaci se detekce bisfenolu A provadi nejcastéji ve vzorcich
moci. V letech 2003-2004 byl BPA zjistén ve vzorcich moci 92 % referen¢ni skupiny
obyvatel USA. Slo o vzorky 2517 osob. Koncentrace BPA se lisila v zavislosti na etniku,
veéku, pohlavi a pfijmu domécnosti. Nejnizsi koncentrace byla namétena u hispanct, vyssi
u Cernochil a nejvyssi u bélochl. U zen byly hladiny vyssi, nez u muza. U déti byly hladiny
vykazovaly niz§i hladiny BPA, nez u obyvatel domacnosti s niz§im piijmem
(Calafat et al., 2008).

BPA se mlze vazat na nékteré membranové a transmembranové receptory a spoustét
tak negenomické signdlni drahy, které vedou k modifikaci regulac¢nich proteint
(Mileva et al., 2004). Na tyto receptory je schopen se vazat uz pii mnohem nizSich
koncentracich (v rdmci nanomoli), nez na receptory jaderné (Usman et al., 2016).
Negenomickou cestou ovliviiuje naptiklad fosforyla¢ni aktivitu MAP kinazy. Pfi velmi
nizkych ddvkach BPA je jeji aktivita vysokd, se zvySenim koncentrace se snizuje, avSak
s dalsim zvySenim koncentrace dochazi opét k vzestupu jeji aktivity (Kochukov et al., 2009).

Expozice BPA je spojovana s fadou nepfiznivych zdravotnich problému, jako jsou
vyvojové vady, diabetes, obezita, kardiovaskularni choroby, reprodukéni poruchy,
poruchy chovéani, chronickd dychaci a ledvinovd onemocnéni a vznik nadort
(Vandenberg et al., 2012).

Vyznamné je BPA spojovan s mnohymi negativnimi vlivy na reprodukci samic zvitat
i lidi. V buiice muze BPA indukovat vznik mikrojader, modifikovat funkci mikrotubuly
organizujicich center (MTOC) mitotickych vietének a narusSit proces opravy dvouvlaknovych
zlom DNA. MiiZe zplisobovat téz epigenetické zmény, jako je hyper- ¢i hypometylace DNA
(Rezg et al., 2014). Pii kultivaci mySich oocyti BPA zpisobuje naruseni ¢i inhibici
meiotického zrani. To je pravdépodobné zplsobeno selektivni interakci s centrozomem
a mikrotubuly. V dutsledku disorganizace a fragmentace mikrotubuli dochazi ke tvorbé
defektnich délicich vietének (Can et al., 2005). Pfi in vitro maturaci oocytd tura domaciho
(Bos taurus) dochazi k omezenému zrani oocytl a vétsimu vyskytu abnormalnich délicich

vietének (Ferris et al., 2015). Také pii kultivaci lidskych oocyti in vitro BPA zpisobuje jejich
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degeneraci, kdy oocyty vykazuji deformovand jadra. Vyskytuje se u nich také negativni efekt
na prub&h meidzy, ktery je vyznamné opozdén (Brieno-Enriquez et al., 2011).

Pod vlivem BPA miize dochazet také u prasecich oocytii k naruSeni meiotického zrani.
Vysledky studie Mlynarcikové et al. (2009) naznacuji, Ze se miize snizit procentualni podil
oocytd, které po 44 hodinach kultivace podstupuji rozpad zarodecného vacku i podil oocytt,
které dosdhnou metafaze II. V této studii byla vlivem BPA redukovana i FSH-stimulovana
expanze kumulu. Ackoliv  BPA pifimo neovlivituje syntézu hyaluronanu kumuldrnimi
bunikami, piesto expandovany kumulus obsahoval jen polovinu mnozstvi hyaluronanu oproti
kontrolnim oocytiim, neoSetfenym BPA (Mlynarcikova et al., 2009).

U mysi mize mit vystaveni biezi samice plisobeni BPA vliv na pribc¢h meidzy
1 u embryonalnich oocytl pii tvorbé primarnich folikuli dcer (Richter et al., 2007). Také
u nich v ramci ovarii BPA negativné ovliviiuje zasobu primordialnich folikult, vyvoj folikult
a snim spojenou steroidogenezi (Patel et al., 2015). Jakmile tyto samici plody dosahnou
dospélosti, je u nich ve vyss§i mife pozorovan vyskyt chromozomalné abnormalnich oocytl
a embryi (Susiarjo et al., 2007).

Pfi prenatdlnim vyvoji mladat BPA negativné ovliviluje organizacni vyvoj mozku
a chovani u mysi. Postupné se u téchto jedinci objevuje vyssi vyskyt agresivity,
hyperaktivity, dochézi k naruseni uceni, matetského chovani, sexudlniho chovani apod.
(Richter et al., 2007).

U dospélych samic druhu opic makak rhesus (Macaca mulatta) BPA potlacuje uvolfiovani
kisspeptinit a GnRH (Kurian et al., 2015).

Plisobi-li BPA na bfezi samice mysi, mize dochazet také k porucham vyvoje samciho
reprodukéniho systému plodu. BPA pusobi na varlata, kde zpusobuje zmény v sekreci
testosteronu a produkci spermii, dale také na nadvarlata, prostatu a semenné vacky.
K negativnim zménam dochazi také v ramci metabolickych procest: prenatalni expozice
mlad’at BPA zplsobuje zvySeni postnatalni miry ristu. Po expozici BPA v prenatalnim
obdobi dochazi také ke zmenSeni fenotypovych rozdili mezi pohlavimi u mlad’at. Efekt
se pfitom mulZe riznit v zavislosti na tom, zda se jednd o samce ¢i samici. To miiZze byt
zpusobeno tim, ze metabolismus BPA je ovlivnén testosteronem a naopak, metabolismus
testosteronu je ovliviiovan BPA (Richter et al., 2007).

BPA je spojovan s neplodnosti a opakovanymi potraty u Zen, jeho vliv na funkce
délohy béhem ranného téhotenstvi vSak zlstava nejasny. Li et al. (2016) provadéla vyzkum
na mysich pro posouzeni efektu dlouhodobé expozice BPA (koncentrace, béznéd v Zivotnim

prostiedi) na implantaci a pribéh biezosti. Vysledkem byla Spatna funkce dé€lozniho
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endometria (epitelu a intersticia), kterd méla negativni vliv na implantaci embrya. Nésledné
analyzy ukézaly, Ze v d¢lozni tkdni pod vlivem BPA byla vyrazn¢ potlacend exprese
progesteronovych receptori a genu HAND2, ktery ma vliv na implantaci embrya diky
potlaceni fibroblastového rastového faktoru a MAPK signalnich drah a inhibici proliferace
epitelu. Potlacenim exprese progesteronovych receptori a genu HAND2 tedy doslo
ke zvySené aktivit¢ fibroblastového rastového faktoru a MAPK signélnich drah v buinikach
epitelu d€lohy, coz vedlo k jeho nahodilé proliferaci a nedostateCné receptivité délozni
sliznice. Dochézelo také k naruSeni diferenciace intersticidlnich bunék sliznice délohy

Vv deciduélni buiiky, coz je nezbytné pro udrzeni biezosti (Li et al., 2016).

3.5.1.2 Bisfenol S

S pribyvanim dikazl o toxicité bisfenolu A dochéazi v komer¢nich produktech k jeho
nahrazovani jinymi slou¢eninami (Liao et al., 2012b). Hlavnimi skute¢nostmi, vedoucimi
k omezeni, ptipadné zakazu BPA, jsou rozsahla environmentalni kontaminace BPA, ktera
vede k nevyhnutelné expozici lidmi, a toxicita. Dale efekt nizké davky (potazmo netradi¢ni
reagovat na pritomnost receptord, kterd se dynamicky méni. S tim souvisi skute¢nost, ze BPA
se chové jako endokrinni disruptor (Usman et al., 2016).

Bisfenol S byl prvné syntetizovan v roce 1986, v konzumnim zbozi zacal byt vyuzivan
v roce 2006. Pro omezeni BPA ho BPS nahradil ve vyrobé epoxidovych pryskyfic, termalniho
papiru a détskych lahvi. BPS ma dlouhy polocas rozpadu a pies kizi penetruje snadnéji,
nez BPA, coz miiZze vést k vétSimu zatizeni organismu, neZ pii expozici BPA. V aerobnich
podminkach je nedegradovatelny a akumuluje se ve vodnim prostiedi (Usman et al., 2016).

Vlivem bisfenolu S se in vivo zabyvalo zatim relativné malo studii, ale vysledky z in
vitro prostfedi a studie provedené na rybach naznacuji, Ze hormonalni plsobeni tohoto
analogu BPA je srovnatelné s BPA (Rochester et al., 2015).

O vyskytu BPS v Zivotnim prostfedi je toho znamo jen velmi malo. Vyskytuje
se naptiklad v papiru a papirovych produktech, jako jsou uctenky, papirové bankovky, letaky,
casopisy, noviny, papirové obaly potravin, papirové utérky ¢i toaletni papir. Hlavnim zdrojem
BPS, kterému se lidé vystavuji, jsou uctenky. Z nich se uvolni vice nez 88 % denniho ptijmu
BPS. (Liao et al., 2012b).

Pii studii, zkoumajici vzorky moci od 315 lidi z 8 zemi svéta (USA, Japonsko, Cina,
Indie, Korea, Kuwait, Malajsie, Vietnam) byl BPS v méfitelném mnozstvi zjistén v 81 %

vzorkll. Jeho koncentrace se pohybovala v Sirokém rozmezi aZz do 21 ng/ml. Nejvyssi
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priméma koncentrace bisfenolu v mo¢i byla naméfena v Japonsku, nésledovalo USA
a Vietnam. S vyjimkou vzorkl Japonska byla namétfena koncentrace BPS o tad nizsi,
nez diive naméfena koncentrace BPA. Nebyly zjistény rozdily v koncentraci BPS mezi
pohlavimi, vékovymi skupinami ani rasami (Liao et al., 2012a).
Sila BPS v negenomickych signélnich drahach je zifejmé¢ podobnd piisobeni BPA.
Ve femtomolarnich az pikomolarnich koncentracich ovliviiuje napiiklad endoplazmatickym
retikulem zprostfedkované kaskady, signalizaci MAPK, bunécnou proliferaci ¢i aktivaci
kaspazy 8. Ty jsou dulezité pro spravné fungovani buiiky, jeji proliferaci a apoptdzu
(Rochester et al., 2015).
BPS u hlodavct indukuje rist délohy, podobné jako estrogeny (Rochester et al., 2015).
U ryb pak narusuje reprodukci diky zménam ve struktufe chromatinu a zvySeni vyskytu
apoptozy ve zralych folikulech (Santangeli et al., 2016). Také zpiisobuje vyznamné sniZeni
produkce oocytli a zvySeni estradiolu v plazmé samct i samic danii pruhovanych. U samct
mimo to dochdzi k snizeni koncentrace androgent v krevni plazmé. Jsou také popisovany
zmény V expresi aromatdzy, nezbytné pro syntézu estradiolu. Vystaveni rodiovskych parii
ryb BPS vede k opozdénému a omezenému lihnuti, a to i uskuteciiuje-li se v ¢isté vodé.

Zvysuje se také vyskyt malformaci embryi (Kyunghee et al., 2013).

25



4 Material a metody

Aspirace kumulo-oocytarnich komplext

Na jatkdch v Ceském Brodé a Pifbrami byly ziskavany vaje¢niky prepubertalnich
prasnic, které se v termoizola¢ni naddobé pievezly do laboratofe za udrzeni fyziologické
teploty 39°C. Aspirace folikularni tekutiny probihala pomoci 10 ml injekénich stiikacek

a 20G jehel z veskerych viditelnych ovarialnich folikulu.

Vybér meioticky kompetentnich oocytl ve stadiu GV

Obsah injekéni stiikacky s naaspirovanou folikularni tekutinou byl umistén
na nedélenou petriho misku. Pod binokularni lupou ve vyhfevném boxu (t=39°C)
s IF lampami byly identifikovany kumulo-oocytarni komplexy a ty nasledné preneseny
do manipulacniho media TI-HEPES-PVA. Ktomu byly pouzity tenkosténné sklenéné
kapilary. V manipulaénim mediu pak byly pod binokularni lupou vybirany meioticky
kompetentni oocyty. Byla hodnocena vrstva kumularnich bunék, velikost oocytu
a celistvost jeho cytoplazmy. K dalsimu pouziti byly vybirany oocyty s celistvou cytoplazmou

a dostateCnym poctem (vrstev) kumularnich bun¢k.

SLOZENI MANIPULACNIHO MEDIA TL-HEPES-PVA
Destilovana voda 1000 mi
NaCl 6,6633 g
KCI 0,2386 ¢
NaH2PO4 0,0408 g
Na Lactate (L7900, Sigma-Aldrich) 1,4 ml
MgCl; - 6H,0 0,1017 g
HEPES 2,3830¢
Na Pyruvate 0,0220 g
Sorbitol 2,1860 g
NaHCO3 0,1680 g
CaClz - 2H20 0,2940 g
Gentamicin (G1264, Sigma-Aldrich) 0,0250 g
Penicillin G (PENK, Sigma-Aldrich) 0,0650 g
PVA 0,1000 g
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SloZeni kultivacnich medii

Kultivace kumulo-oocytarnich komplext probihala v modifikovaném médiu M199,
obohaceném o 7% roztok hydrogenuhli¢itanu sodného, laktdt vapenaty, pyruvat sodny,
gentamicin, HEPES, eCG + hCG (P. G. 600) a 5% FCS. Pro experimentalni skupiny oocyti
byl do kultiva¢niho média piidan BPS, fedény na danou koncentraci (3 nM, 300 nM a 30 uM)
v DMSO.

SLOZENI KULTIVACNIHO MEDIA

Medium 199 (Sigma-Aldrich) 100 ml
Laktat vapenaty 0,0600 g
Pyruvat sodny 0,0250 g
HEPES 0,1500 g
Gentamicin 0,0025 g
7% Hydrogenuhli¢itan sodny 3,9000 ml

Kultivace kumulo-oocytarnich komplext

Kumulo-oocytarni komplexy byly od manipula¢niho media postupné proplachovany
ve tfech samostatnych kapkach kultivaéniho média. Poté byly preneseny do ctyrdalkové
kultivaéni misky s pfipravenym kultivanim médiem s P. G. 600 pro kontrolni skupinu
asP. G. 600 a pozadovanymi koncentracemi BPS pro skupiny experimentalni. Takto oSetfené
oocyty byly umistény v inkubatoru (5 % CO2, 39°C). Délka kultivace byla 24 hodin
(tehdy praseci oocyty bézn¢ dosahuji metafaze I) nebo 48 hodin (kdy praseci oocyty obvykle

dosahuji metafaze II).

Odstranéni kumularnich bun¢k expandovanych kumulo-oocytarnich komplext
Odstranéni kumularnich bunék bylo uskuteciiovano pomoci opakovaného nasavani
kultivacniho media s oocyty 200 ul pipetou se zazenou Spi¢kou. Tim bylo zajisténo téméef
dokonalé odstranéni kumularnich bunék. Zbylé kumularni buniky byly odstranény kapilarou,
jejiz pramér byl upilovan na velikost oocytu. Kumulo-oocytarni komplex byl do kapilary
opakované nasavan, ¢imz bylo dosaZzeno mechanického odstranéni zbyvajicich kumularnich

bunék.
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Fixace a barveni oocytt
Oocyty byly nasledn¢ umistény na podlozni sklo, za pomoci vazeliny pfekryty krycim
sklem a minimalné 24 hodin fixovany v roztoku etanolu a kyseliny octové (pomér 1:3).

Poté byly obarveny 1% orceinem.

Posuzovéani stadia zrani oocytii

Zrani oocytu bylo posuzovano pomoci fazového kontrastniho mikroskopu
pii 400nasobném zvétSeni. Stadia jaderného zrani byla hodnocena podle dosazeni riiznych
fazi meidzy, a to konkrétné GV, pozdni diakineze (LD), metafdze I, anafaze I, telofaze I

a metafaze II, podle diive popsanych kritérii (Motlik et al., 1986).

Statistick€ hodnoceni

Ziskana data jsou vysledkem ¢tyf nezavislych experimentd, ve kterych bylo pro kazdou
sledovanou skupinu pouZito 120 oocytl. Statisticky byl z téchto ¢tyf experimentit vyhodnocen
primér a smérodatna odchylka poctu (%) oocyti v kazdé skupiné podle faze dozrani. Riizné
indexy oznacuji statistickou vyznamnost mezi experimentalnimi skupinami ve stejné fazi

meiotického zrani.

28



5 Vysledky

5.1 Efekt BPS na meiotické zrani pii 24hodinové kultivaci in vitro

Pii in vitro kultivaci praseCich oocyti (GV) je po 24 hodinach obvyklé dosazeni
metafaze 1. To se potvrdilo u 100 % kontrolnich oocytl, kultivovanych bez BPS. Se zvySujici
se koncentraci BPS dochazelo ke snizovani poc¢tu oocytil, které¢ byly schopné dosdhnout této
faze meidzy.

Pti 3nM koncentraci BPS se do metafaze I dostalo primérné 78,3 % oocytil (+ 2,2 %).
Zbylych 21,7 % (£ 2,2 %) dosahlo pouze pozdni diakineze.

Pti koncentraci 300 nM BPS nebylo 14,2 % (£ 1,6 %) oocytii schopno obnovit meiotické
zrani a 1 po 24 hodinach kultivace zustalo ve stadiu zarode¢ného vacku. 16,7 % (= 1,9 %)
oocytd dosahlo pozdni diakineze. Pouze 69,2 % (£ 2,8 %) vykazovalo normalni pribéh zrani
a dosahlo metafaze I.

Pii koncentraci 30 pM BPS =zistalo ve stadiu zarode¢ného vacku primérné
17,5 % (= 1,6 %) oocytd, neschopnych obnoveni meidzy. Pozdni diakineze dosahlo
19,2 % (+ 2,5 %) oocytli. Metafaze I tedy doséahlo jen 63,3 % (£ 3,0 %) oocytd.

Vysledky naznacuji, Zze vramci oocytd, které po 24 hodindch kultivace zustaly
v GV stadiu (tedy neschopnych obnovit meiotické zrani) neni statisticky prikazny rozdil mezi
poétem kontrolnich oocytd a oocytl, kultivovanych v 3nM koncentraci BPS.
Statisticky prikazny rozdil je vSak mezi kontrolnimi oocyty a oocyty, kultivovanymi
v 300nM koncentraci BPS 1 30uM koncentraci BPS. Statisticky prikazny rozdil je také mezi
oocyty z 300nM a 30uM koncentrace BPS navzajem.

V dosahovani pozdni diakineze neni statisticky vyznamny rozdil mezi oocyty,
kultivovanymi v pfitomnosti jakékoliv koncentrace BPS. Statisticky prikazny rozdil vSak
existuje mezi kontrolnimi oocyty a oocyty z kazdé koncentrace BPS.

Ohledné¢ dosahovani metafaze I existuje statisticky prikazny rozdil mezi kazdou

kombinaci pozorovanych skupin (kontrola, 3nM, 300nM, 30uM).
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GV SEM LD SEM MI SEM
C 0? 0 0! 0 100* 0
3nM 0? 0 21,7" 2,2 78,32 2,2
300nM | 14,2° 1,6 16,7" 1,9 69,23 2,8
30uM | 17,5° 1,6 19,2" 2,5 63,3 3,0

Tabulka 1: Efekt BPS (3 nM, 300 nM, 30 uM) na dosazeni jednotlivych stadii
meiotického zrani pii 24hodinové kultivaci in vitro. GV — zarodeény vacek (germinal
vesicle), LD — pozdni diakineze (late diakinesis), MI — metafaze 1. Data jsou vyjadiena
v procentech jako pramér a piislusna smérodatna odchylka (SEM) ze 4 nezavislych
experimentll, n = 120 oocytl pro kazdou skupinu. Odlisné superskripty vyjadiuji statistickou

vyznamnost mezi experimentalnimi skupinami v ramci stejného stadia meiotického zrani.
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5.2 Efekt BPS na meiotické zrani pii 48hodinové kultivaci in vitro

Po 48 hodinéach kultivace dosahuji za normalnich okolnosti praseci oocyty metafaze II.
Proto se 98,3 % (£ 1,0 %) kontrolnich oocyti, kultivovanych bez BPS, nachézelo v této fazi
meidzy. Zbylych 1,7 % (£ 1,0 %) kontrolnich oocytli dosdhlo i po 48 hodinach kultivace
pouze metafaze 1.

Pfi 3nM koncentraci BPS dosdhlo metafaze II a tedy normalniho pribéhu zrani
91,7 % (= 1,7 %) oocyti. 5,8 % (£ 1,6 %) oocytli se nachdzelo v metatazi [ a 2,5 % (£ 1,6 %)
oocytu se dostalo do Al-TI.

Pti koncentraci 300 nM BPS vykazovalo normalni prab¢h zrani za dosazeni metafaze 11
86,7 % (= 1,4 %) oocytll. Zbyvajicich 13,3 % (£ 1,4 %) oocytli dosdhlo pouze metafaze 1.

Pti koncentraci 30 uM BPS dosahlo pozadované metafdze II pouze 63,3 % (= 1.4 %)
oocytd. Zbylych 36,7 % (+ 1,4 %) oocytil se nachazelo v metafazi I.

V dosahovani metafaze I po 48 hodinach IVM existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
libovolnou kombinaci pozorovanych skupin oocytti (kontrola, 3nM, 300nM, 30uM).

Pokud jde o mirné zpomaleni zrani a tedy dosazeni AI-TI, neexistuje statisticky prikazny
rozdil mezi zddnou pozorovanou skupinou oocytt (kontrola, 3nM, 300nM, 30uM).

Statisticky vyznamny rozdil je vSak patrny mezi jakoukoliv kombinaci pozorovanych

skupin oocytt (kontrola, 3nM, 300nM, 30uM) pii dosahovani metafaze II.
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M SEM AllTI SEM MII SEM
C 1,72 1,0 0! 0 98,3t 1,0
3nM | 5,8° 1,6 2,5 1,6 91,72 1,7
300nM | 13,3° 14 0! 0 86,7° 1.4
30 uM | 36,7¢ 1,4 0' 0 63,3* 1,4

Tabulka 2: Efekt BPS (3 nM, 300 nM, 30 uM) na dosazeni jednotlivych stadii
meiotického zrani pti 48hodinové kultivaci in vitro. Ml — metafaze I, AI/TI — ptechod anafaze
I/telofaze I, MII — metafaze II. Data jsou vyjadiena Vv procentech jako prumér a pfislusna
smérodatnd odchylka (SEM) ze 4 nezdvislych experiment, n = 120 oocytl pro kazdou
skupinu. Odlisné superskripty vyjadiuji statistickou vyznamnost mezi experimentalnimi

skupinami v ramci stejného stadia meiotického zrani.
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6 Diskuze

Cilem prace bylo vyhodnotit vliv BPS na zrani prasecich oocytt. Ovlivnéni meiotického
zrani bylo hodnoceno podle schopnosti oocyti dosahnout riznych stadii meidzy. Abychom
prokazali, zda je naruSen proces dosazeni 1. meiotické metafaze, byly oocyty kultivovany
do stadia MI. Stadia MI dosahovaly se snizenou u¢innosti v zavislosti na pouzité koncentraci
BPS. Ackoliv z vysledkt tohoto experimentu vyplyva, Ze po 24 hodinach kultivace neméla
koncentrace 3 nM BPS statisticky prikazny vliv na vystoupeni oocytli z prvniho meiotického
bloku, vyssi koncentrace (300 nM a 30 uM BPS) uz statisticky prukazné snizovaly schopnost
oocytl tento meioticky blok prolomit a znovu zahajit meiotické zrani. Avsak i podafilo-li
se BPS-osetifenym oocytim vystoupit z GV stadia, vykazovaly oproti kontrolnim oocytim
statisticky prukazné zvysSeni vyskytu naruseného zrani, kdy po 24 hodinach kultivace
dosahovaly pouze stadia pozdni diakineze, a to v jakékoliv pouZzité koncentraci BPS. Pozdni
diakineze pfitom prase¢i oocyty bézné¢ dosahuji jiz po 20 hodinach kultivace
(Kubelka et al., 1988). Piidani bisfenolu S do kultivaéniho media tedy mélo za nasledek
naruseny prubéh meiotického zrani oocyti.

Jelikoz neexistuji podobné vyzkumy, vénujici se vlivu BPS na sav¢i oocyty, nabizi
se srovnani s efektem BPA, ktery je v dnesni dob& povazovan za hrozbu pro lidské zdravi
a z toho divodu je BPS hojn¢ nahrazovan. Zaroven se jedna o strukturni analog BPA
s prokazanou estrogenni aktivitou (Rochester et al., 2015). Pti studii na mySich oocytech mélo
kontinualni vystaveni koncentraci 30 uM BPA vliv na pribéh meidzy 1. Ptiblizn€ 20 %
oocytll zlstalo po 18 hodindch od zahdjeni zrani ve stadiu zarode¢ného vacku, neschopno
podstoupit GVBD. Pfi normalnim pribéhu meidzy se piitom mysi oocyty po 18 hodinach
zrani nachéazi v metafazi II. Nizsi koncentrace BPA nemély na priabéh meidzy vyznamny vliv
(Lenie et al., 2008). V jiné studii po 8 hodinach kultivace, kdy mysi oocyty za normalnich
okolnosti dosahuji metafaze I, ovliviioval BPA meiozu v koncentraci 10 pM a 30 uM. V obou
Koncentracich BPA bylo dosahovani MI redukovano o vice nez tfetinu, pfiCemz vyssi
koncentrace BPA jej ovlivilovala vyznamnéji. Rozpad zarode¢ného vacku vSak podstoupily
vSechny oocyty, ty, které nedosahly M1, se nachézely v prometafazi (Can et al., 2005).

Aby bylo mozné rozhodnout, zda BPS plsobi mechanismem nevratné¢ poskozujicim
profazi prvniho meiotického d€leni nebo vyrazné zpozd'ujicim bunécny cyklus, byly oocyty
kultivovany 48 hodin v pfitomnosti BPS. VSechny oocyty doséhly stadia MI, bunécny cyklus
tedy nebyl u¢inkem BPS v profizi zastaven, ale spide vyznamné opozdén. Cast oocyti

jiz nedokdzala pokracovat v meidze a dosdhnout stadia MII, a to opé&t v zavislosti na pouzité
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koncentraci BPS. Zastaveni meidzy v MI vykazovalo tim vice oocytl, ¢im vyssi koncentrace
BPS byla pfi jejich kultivaci pouzita. Pti koncentraci 30 pM BPS po 48 hodinéch kultivace
zlstalo témét 40 % oocytll v metafdzi 1. NenaruSeného pribchu zrani a tedy metafaze 11
Vv nasem experimentu dosahovalo po 48 hodinach kultivace opét tim méné oocytli, ¢im vyssi
koncentrace BPS byla pouzita pii jejich kultivaci. Pfi pouziti nejvyssi (30 uM) koncentrace
BPS to bylo pouhych 63 % z nich (oproti kontrolnim oocytim s 98% uspé$nosti dosazeni
MII). Ve skupiné oocytd, které byly kultivovany pii koncentraci 3 nM BPS, doséahla necela
3 % oocyti pouze Al/TI, kterého je u praseéich oocyti bézné dosahovano béhem 32 hodin
kultivace (Motlik et al., 1986). Nejde vsak o statisticky vyznamné mnozstvi oocyta.

Jde-li o zrani oocytt do metafaze II, studii, popisujicich jeho pribéh pii expozici BPA je
vice, jelikoz vétSina z nich se zamétfuje na vyhodnoceni zrani oocytli az po jeho ocekdvaném
dokonc¢eni. U prasecich oocytli se jedna o 40-48 hodin kultivace (Motlik et al., 1986),
u mysich oocytt trva zrani oocytd do MII 18 hodin (Can et al., 2005), u lidskych oocytt jde
0 30hodinovou kultivaci in vitro (Machtinger et al., 2013).

V experimentu na praseCich oocytech kultivovanych 44 hodin pii koncentraci
200 a 250 uM BPA dochazelo oproti kontrole k signifikantnimu sniZzeni poétu oocyti
s vydélenym poélovym téliskem. VétsSina BPA-oSetienych oocyt se nachédzela v MI
nebo AI/TI. Také bylo vyznamné snizeno dosahovani metafaze 11 (Wang et al., 2016). Také
dalsi studie potvrdila naruSeni jaderného zrani pod vlivem BPA. Pti koncentraci 100 uM BPA
dosahovala metafaze II pouze polovina oocyti, kultivovanych ve spojeni s kumularnimi
bunkami. GVBD v takovém piipadé podstupilo necelych 80 % oocyti. Pii kultivaci oocytl
bez pritomnosti kumularnich bunék byl pak vliv 100 uM BPA vyraznéjsi a MII dosahovala
pouze necela Cctvrtina oocytl. U denudovanych kontrolnich oocyti, kultivovanych
bez ptitomnosti BPA, byla pfitom tGspés$nost dosazeni MII 65 % (Mlynar¢ikova et al., 2009).

U in vitro kultivovanych lidskych oocytl bylo po oSetfeni BPA o koncentraci 200 pg/ml
prokazano vyznamné sniZzeni dosahovani metafaze II. Pfi vySsi koncentraci BPA dochazelo
k ubyvani mnozstvi oocytt, schopnych dosahnout MII a vzrustalo mnozstvi degenerovanych
oocytd (Machtinger et al., 2013).

U mysich oocytil byl zkoumén vliv kontinualni expozice BPA o koncentraci od 3 nM
do 30 uM. Jednalo se o 12denni kultivaci folikulti v pfitomnosti BPA s naslednou in vitro
ovulaci a hodnocenim oogeneze 18 hodin po této ovulaci. V dasledku dochazelo se vzristajici
koncentraci BPA Kk sniZzeni mnozstvi oocytt, které byly schopné vydéleni polového téliska.
Pii koncentraci 30 uM BPA vydélila polové télisko méné nez polovina oocytil, ¢tvrtina

oocytl zustala v metafazi I (Lenie et al., 2008). V jiné studii bylo pii koncentraci BPA

34



10 pg/ml vyznamné zvySené mnozstvi mysich oocytl, které, a¢ prodélaly GVBD, nebyly
schopné vydélit polové télisko (Eichenlaub-Ritter, 2008). V jiném experimentu o0Cyty
vystavené koncentraci BPA nizsi, nez 100 uM prezivaly a vydélily polové télisko, pfi
piekroceni koncentrace 1 mM BPA byl pozorovéan jeho cytotoxicky efekt, kdy napiiklad
dochazelo ke zvyseni hladiny vapnikovych kationtl v cytoplazmé, coz vedlo K navozeni
apoptozy (Mohri et Yoshida, 2005).

Podobné puisobeni BPA a BPS neni nahodné, jelikoz jde o strukturni analogy
(Danzl et al., 2009). Porovnani vlivu BPA a BPS vramci jedné studie bylo provedeno
na had’atku Caenorhabditis Elegans, coz je kanonicky modelovy organismus pro studium
diferenciace zarode¢nych bunék. U téchto hermafroditii dochézelo pod vlivem obou bisfenolt
K snizeni Cetnosti potomstva z divodu nartistu embryonalni mortality. P¥i pouziti 500 uM
bisfenolu dochazelo u BPA-osetfenych had’atek k tiikrat vyssi letalité embryi, pfi pouziti BPS
byla embryonalni letalita oproti kontrole dokonce pétkrat vyssi. Pfi pouziti smési BPA a BPS
byla letalita oproti kontrole témét pétkrat zvySena. Pii vyvoji zarode¢nych bunék dochazelo
V pachytennim stadiu k ztraté jejich jader. Ta se Castéji projevovala pod vlivem BPA,
kdy kni dochazelo u vice, nez 40 % sledovanych jedincu. Za pfitomnosti BPS nebo
kombinace BPA a BPS se tato ztrata jader projevovala u piiblizné tietiny jedincd. Pfitom
se nachazela pouze u 10 % kontrolnich jedincti. Pod vlivem bisfenold byla pozorovéana také
zvySend apoptoza zarodecnych bunék. V ptitomnosti BPA, BPS 1 jejich kombinaci dochézelo
castéji k silné fosforylaci CHK-1, coZ je kontrolni protein meidzy, aktivujici se v odpovéedi
na aberantni meiotickou rekombinaci, konkrétn¢ v ptipadé¢ jedno- nebo dvouvldknovych
zlomt DNA, ktery je schopen spustit apoptozu (Chen et al., 2016).

Mechanismus t¢inku BPA na naruSeni meiotického zrani byl jiz podroben nékolika
studiim. Jejich vysledky se shoduji v pozorovani narusené stavby délicich vietének
a v disledku toho nahodilého uspofadani chromozomu (Eichenlaub-Ritter et al., 2008; Lenie
et al., 2008; Machtinger et al., 2013; Wang et al., 2016). BPA ovliviioval centrozomalni
proteiny a v mensi mife také mikrotubuly, coz vedlo K tvorbé abnormalnich délicich vietének
a chybnému rozestupu chromozomu v ramci meidzy (Can et al., 2005). M¢&l vliv na rozmisténi
pericentrinu, ktery byl spiSe neZ na pélech déliciho vietena uspotradan na n€kolika oddélenych
mistech vramci celého déliciho vieténka, nekdy téz v cytoplazmé oocytu. BPA tedy
ovliviioval integritu centrozomalniho materialu (Eichenlaub-Ritter et al., 2008). Typickym
regulatorem funkce dé¢liciho vieténka je MAPK, jejiz exprese byla pod vlivem BPA
vyznamné snizena (Wang et al., 2016), coz miZze pribéh meidzy zédsadné ovliviiovat.

Po oSetfeni BPA byla také pozorovana sniZzend exprese membranoveého a cytoskeletalniho
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aktinu, které jsou nezbytné pro cytokinezi a vydéleni polového téliska. To meélo vliv
na neschopnost oocytll vydélit polova téliska (Wang et al., 2016). Byla pozorovana také
zvySend polyploidie, kdyZz oocyty vstoupily do anafaze I bez tvorby polového téliska
(Eichenlaub-Ritter et al., 2008). Dale dochazelo ke zméné exprese ruznych DNA
methyltransferaz, coz mlze vyustit v epigenetické poruchy ¢i naruSit meiotickou progresi
oocytu (Wang et al., 2016).

Naptiklad zminéné abnormality déliciho vietena a neuspofadanych chromozomu
by se u mysich oocyti v MIl mohly ¢astéji projevovat pii vystaveni niz§im koncentracim
BPA pozorovan nejvyssi vyskyt nahodile uspofddanych chromozomu, které byly rozptylené
po celém délicim vietenu. Pti niz§ich koncentracich bylo vSak vyS$si procento oocytti schopno
projit meidzou az do MIL. Pii pouziti vySSich koncentraci BPA pak castéji dochazelo
k zastaveni bunétného cyklu v MI. Pokud oocyt dospél do MII, mival vice ¢ méné
neuspoiadané chromozomy. Vaznost naruSeni déliciho vietena byla zdvisla na pouzité
koncentraci BPA a byla uréujici pro navozeni kontrolniho bodu MI (Lenie et al., 2008), ktery
oddaluje nastup anafaze, dokud nejsou vSechny chromozomy spravné sefazeny a piipojeny
k mikrotubulim d¢liciho vieténka (Brunet et al., 2003). Oocyty vystavené nizkym davkam
BPA byly schopné obejit tento kontrolni bod a dostat se do metafaze I1. Takové oocyty vSak
nebyly kvalitni a po oplodnéni by mohly dat zaklad chromozomalné abnormalnim embryim
(Lenie et al., 2008). Ackoliv Hunt et al. (2003) pozoroval u mySich oocytd nahodné
vystavenych vlivu BPA zvyseny vyskyt aneuploidie (Hunt et al., 2003), je zndma 1 studie,
V niz se ani pii nejvyssi pouzité koncentraci 10 pg/ml BPA u mySich oocytll ve vyznamné

zvysené miie aneuploidie nevyskytovala (Eichenlaub-Ritter et al., 2008).

Z nasich vysledkl vyplyva, Ze BPS negativné ovliviiuje prub¢h meiotického zrani. Jeho
vliv se pfitom da ptirovnat k pisobeni BPA, jehoZ pouziti v dneSni dobé celi omezovani
a zékazim z divodu neptiznivého vlivu na lidské zdravi. Také z vysledkti dostupnych studii
se zda, ze BPS neni bezpe¢nou nahradou za BPA. Do budoucna se da ocekavat ovétreni
nepiiznivych efekti BPS také na lidskych oocytech. Vzhledem k podobnému prib¢hu
oogeneze jako u oocytl prasecich a dolozenych negativnich efektd BPA jakoZto strukturné
podobné molekuly se zda pravdépodobné, Ze ani lidské oocyty nebudou nepiiznivého

pusobeni BPS usetieny.
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[ Zavér

Cilem této prace bylo ovéfeni hypotézy, ze bisfenol S negativné ovliviiuje priibéh
meiotického zrani prasecich oocytii. BPS skute¢né¢ vyznamné ovliviioval pribéh meidzy.
Z4dna z pouzitych koncentraci BPS nezlstala bez neptiznivého efektu na zrani oocytil.
Zavaznost efektli byla zavisla na pouzité koncentraci BPS.

Metafédze I dosahovalo po 24 hodinach tim mén¢ oocyti, ¢im vyssi koncentrace BPS byla
pti jejich kultivaci pouzita. Pti 48hodinové kultivaci oocytl vSak metafaze I doséhly vSechny
oocyty bez zavislosti na pouzité koncentraci BPS. BPS tak zifejmé nenaruSuje, ale pouze
vyznamn¢é opozd’uje priubeh profaze meiodzy 1. Metafaze II po 48 hodinach kultivace doséhlo
opét tim mén¢ oocytl, ¢im vyssi koncentrace BPS byla pfi jejich kultivaci pouzita.

Problémem u endokrinnich disruptorti ztistdva nemotonni zavislost zavaznosti efektti na
koncentraci pusobici disruptivni latky, kdy jeji nizké koncentrace mohou zptsobovat silnéjsi
efekty, neZ koncentrace vysoké. Urceni bezpecné koncentrace takové latky je velmi
vyznamné omezeni zrani oocytu.

Z uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze BPS ziejmé& nebude tou nejvhodngj$i ndhradou
za BPA, kterému se v mnohém podoba. Jeho pouziti ve vyrobcich lidské denni potieby je
osidné, prozatim vSak také nezbytné. Expozice BPA nebo BPS je vdne$ni dobé
nevyhnutelna, z toho divodu je nutné upozornovat na jejich nepiiznivé efekty a snazit se najit

vhodné;jsi alternativu.
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