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Vliv bisfenolu S na expresi a lokalizaci estrogengeh
receptori beta bkéhem meiotickeého zrani oocyi prasete

Souhrn

Reprodukni biotechnologie se v séasné dob velmi rychle vyviji. K jejich rozvoji
je poteba dostatay patet kvalitnich a oplozenischopnych oagyjejichZ vyvoj Ize sledovat
béhem kultivacen vitro a zji¥ovat tak nové poznatky. Meiotické zrani odcjg slozZity d;

z exogennich faktdrzasahujici do vyvoje a zrani ootyjsou i endokrinni disruptory cetns

bisfenoti.

NejrozstergjSim je bisfenol A (BPA), u kterého byly prokdzanggativni dinky na
reprodukni soustavu samic,i@devsim na &dohu, vaje€niky, oocyty a i samotnou fertilitu
samic. Krond¢ dosglych jedindi je ohroZzen i vyvoj plodl, protoze BPA prostupujeigs
placentu.Casto je diskutovan i vliv BPA na obezitu, diabetexkovinu, kardiovaskularni
onemocini nebo poruchy S&titné zZlazy. Zwbdu €chto negativnich ikledki byl BPA
v n¢kterych vyrobcich nahrazen bisfenolem S (BPS). Jétioky, co by potencialniho
endokrinniho disruptoru, nejsou zcela prozkoumangata o dincich BPS jsou velmi
omezena. Jedna se o novou latku, které jeshi dostat@¢ legislativre regulovana, na rozdil
od BPA.

Cilem této diplomové prace bylo &eni hypotézy, podle které BPS owije lokalizaci
a expresi estrogenovych receptdreta (ER) v praséich oocytech v pibéhu meiotického
zrani. Vysledky prokazaly, Zze BPS ma vliv na distai ERB v praséim oocytu v pitbéhu
celého meiotického zrani. U jednotlivych koncenit@@PS dochazelo k redistribuci BRo
24 i 48 hodinové kultivaci. Zaroviebyl potvrzen i vliv BPS na mnozZstvi BRoéhem
meiotického zrani. Po 24 hodinove kultivaci odicyi vitro byl pozorovan ndist mnozstvi
ERB v zavislosti na davce, zatimco po 48 hodinovéikati se projevil efekt nizké davky,
vlastnost typickd pro endokrinni disruptory. Zdatedy, Ze i v pipact BPS by se mohlo
jednat o politovanihodnou nahradu za BPA.

Kli ¢éova slova:bisfenol S, prase, estrogenovy receptor, oocyt



Influence of bisphenol S on expression and locabnaof
estrogen receptors beta during meiotic maturatigpoine
oocytes

Summary

The reproductive biotechnologies are developingy vguickly today. We need a
sufficient number of quality oocytes, whose evalntcan be observed during in vitro culture
and discover new knowledge. Meiotic maturation @fydes is complex process controlled by
many signaling pathways and various internal anéreal factors. One of the exogenous
factor affecting the development and maturatiooofytes are also endocrine disruptors,
including bisphenols.

Bisphenol A (BPA) is the most widely used. It ha&eb proved its negative effects on
the female reproductive system, especially theustesvaries and oocytes and female fertility
itself. In addition to adult individuals, there asrisk of disturbance in the development of
fetuses, because BPA passed through the placdmaniluence of BPA to obesity, diabetes,
cancer, cardiovascular disease or thyroid disordeoften discussed. Because of these
negative effects of BPA, it was replaced in cerf@inducts by bisphenol S (BPS). BPS could
be also endocrine disruptor, but its effects afefulty understood, and data about the effects
of BPS are very limited. It is a new substancef tha legislatively is not yet sufficiently
regulated, in contrast to BPA.

The aim of this thesis was to verify the hypothetiat the BPS affects the expression
and localization of estrogen receptors beta fER porcine oocytes during the meiotic
maturation. The results approved the influence BSBon the distribution of BRduring
meiotic maturation. ERwere redistributed in the individual concentratiaf BPS after 24
and 48 hours. At the same time, amount off Efs dependent upon BPS during meiotic
maturation. Culturing for 24 hours demonstrate BB expression is dependent on dose
BPS, whereas the 48 hours culture period resuhieldw dose effect, typical attribute of
endocrine disruptor. So it seem that BPS couldnbendortunate substitute for BPA.

Keywords: bisphenol S, pig, estrogen receptor, oocyte
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1 Uvod

Obor reproduénich biotechnologii se v séasné dob stale vice rozviji. Cilem tohoto
oboru je pedevSim usgsna reprodukce, jak u lidi, tak i u hospislgch zviat. Nové
technologie reprodukce umiagi chovatehm ziskavat potomky od jedifics nejlepSimi
vlastnostmi a genetickou vybavou pomoci tijjSich metod, jako je embryotransfer nebo
uméla inseminace. Vybornym experimentalnim modelem gitmlium reprodukce na Urovni
gamet (oocyl) je prase, a to nejen vzhledem k moznosti vywaAj&nika z jatek, ale také
vzhledem k tomu, Ze ziskané vysledky Ize aplikavggen na hospodgka zvfata, ale mohou
slouzit i jako model pro reprodukc&loveéka. Pras& a lidské oocyty jsou si totiz velmi

podobné nejen velikosti, ale i délkou &l@hem jejich meiotického zrani.

Aby se tyto technologie mohly rozvijet, je patha ziskat oocyty, které budou meioticky
kompetentni a schopné @Speho oplozeni. Sledovani vyvoje odcyéhem Kkultivace
v laboratornich podminkacim vitro umoziuje pozorovani procésprobihajicich v oocytu.
Meiotické zrani jefizeno mnoha endogennimi (MAP kindza, MPF, horma@ngkogennimi
faktory, kam paf i endokrinni disruptory, které jsou v s@sné dob velmi intenzivig

studované, fedevsim skupina bisfenol

Endokrinni disruptory jsou latky s estrogennimi stheostmi naruSujici endokrinni
systém, tudiz i celkovou homeostazu organisnied§tavuji hrozbu pro lidi i zkata, protoze
se vyskytuji v pedmétech kazdodenni piaby, potravinach, ale i v prasti kolem nés.
Nebezpeéi spaiva v jejich gisobeni jiz pi velmi nizkych davkach. Maji negativni vliv na
zdravi organismu, protoZeuagobi prostednictvim receptdr pro steroidni hormony a

napodobuiji jejiclinnost.

Pati mezi r¢ i bisfenoly. Nejroz§ergjSim bisfenolem je bisfenol A (BPA), ktery byl
ale v nedavné dabzakazan v &kterych vyrobcich. Jeho pouzivani je regulovanolgod
narizeni EFSA European Food and Safety Agenckferé uéilo nejvyssi denni davku BPA
na 50 pug / kg / den, vzhledem k vyslédkstudii prokazujicim negativni dopady na zdravi i
reprodukci. Z toho @vodu se zé&l pouzivat jeho strukturni analog bisfenol S (BPS)
kterém nebylo provedeno mnoho studii, proto je povan za ,bezpmy"“.



2 Cil prace

Cilem prace je a#it hypotézu, Ze bisfenol S ovliuje expresi a lokalizaci
estrogenovych receptobeta v prasdch oocytech v pitbéhu meiotického zrani.



3 Literarni p ehled

3.1 Oogeneze

Oogenezi je ozkavan vznik a vyvoj oocyi, probihajici ve folikulu. Vyvoj
samotnych oocyt probiha jiz od embryonalniho vyvoje, kder& vznikem primordialnich
zarodeénych burk ve vajé&nicich plodu samice a pokige naslednym vyvojem oogonii a
primarnich oocyt. Béhem vyvoje oocyt nastavaji dva meiotické bloky, prvni jiz v
embryonalnim vyvoji a druhy az po ovulaci oocytug8¥arman et Albertini, 1994). Meioza
je komplet dokortena az po oplozeni. Vyvoj folikulu se nazyva foldgeneze, probiha v
kure vaje&niki, kde jsou pitomny folikuly, které postupn zvétSuji svou velikost, piet
granuléznich buk aZz dorostou do posledniho stadia Graafova falikallplré dorostlym
oocytem, ktery je fipraven k ovulaci. Cilem je vytv¥id jeden dominantni folikul se zralym
oocytem u unipar, u multipar vznikd dominantniclikidt vice. Oocyt je bdi oplozen, nebo
podléha atrézii. Jen zlomek oottye schopen dokaiit folikulogenezi (Noakes at al., 2001).

Vyvoj oocyti je rozdtlen do tech fazi, faze mnoZenijstu a zrani (Reece et al., 2009).

3.1.1 Faze mnozeni

Gonady u plodu samice se prvdtrakladaji jako podélné parové listy a prvopohlavni
buiky (PGCs — primordial germ cells) jec@aaji osidlovat. Tyto biiky se objevuji ve gh¢
Zloutkového véku, v blizkosti obalwallantois a nejdive migruji pasiva, poté améboidnim
pohybem do zadnihoiswva, nasledhpronikaji do genitalni listy, kde ztraci schopnpshybu
a diferencuji se na oogonie (Sadler, 2011). Primbrd zarodéné buiky se intenzivi
mitoticky cli jiz béhem migrace do rozvijejicich se gonad, aby se ¢aaeenamnoZzily.
Mitotick& aktivita se u pragého embrya probiha jiz od 13. dne a probih& aZrdoibo tydne
po narozeni (Black et Erickson, 1968). Pokud nesldidejich piiniku do genitalni listy,
nevyvinou se gonady, protoZze prvopohlavniikyumaji induktivni vliv na vyvoj gonady ve
vajetnik nebo ve varle. Poté secmau tvait nepravidelné pruhy zvané medularni listy
(Coticchio et al., 2013). V tomto indiferentnim dith gonad zatim jeStneni mozné rozlisit
pohlavi. U sandiho embrya se postuprprovazce rozpadaji na skupiny kra poté jsou
nahrazeny vaskularizovanym stromatem, které&itdéen vajeiniku (Noakes at al., 2001).
Povrchovy epitel gonady proliferuje a vznikaji & kortikalni provazce, které se nakonec
rozpadnou na samostatné shluky &dyna kazdy z nich obklopuje jednu nebo vice

prvopohlavnich butk. Gonady u prasého embrya jsou patrnériplizné 24. az 26. den



embryonalniho vyvoje. Na vajeicich se nachazi maximum oogonii asi 50 go p&eni,
jejich patet dosahuje az 1 100 000, poté mitoticka aktivitstppré klesa, az se Upreastavi.
Velka ¢ast oocytt odumira apoptdzou nebo nekrézou po narozeni samitdizné od 40.
dne embryonalniho vyvoje samice vstupuji oogoniaranozy, @i které dochazi k redukci
poctu chromozon (Wassarman et Albertini, 1994). Meiozared profazi |, ktera ma celkem
5 fazi (Black et Erickson, 1968).

Casna profaze |l¢ptotene) bezprosiedns navazuje na premeiotickou replikaci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA), kdy chromozomigsravaji dlouhé, dekondenzované a
nitkovité. V této fazi se v j@@ spiralizuji a kondenzuji chromozomy (Wassarman et
Albertini, 1994) Chromozomy jsou svymi koncfighyceny k jadernému obalu. Hlavnim
momentem je tvorba synaptonemalniho komplexu, lkdyabudovavaji bilkovinné struktury
podél kazdého homologniho chromozomu mezi sesteriskfiromatidami a vytua jakysi
skelet. Skelet nejprve formuje kratké useky, fysaji do delSich vlidken, na konci leptotene
se postup prodluZuji a ve faziygotene jsou po celé délce chromozomu (Plant et Zeleznik,
2015).

Zygotene je cast profaze I, kdy se k sdlpodélre prikladaji a nasledhn i paruji
homologni chromozomy do bivaléntDNA se zé&ina kondenzovat, to vyZzaduje, aby skelety
okolo homolognich chromozambyly stabilni a spojeny dohromady pomoci proteétay
komplexu do synapse. Jakmile jsou homology spojeagtralnim prvkem, howéame o
synapsi. Po dokaeni synapse po celé délce homolognich chromézestupuje biitka do

tieti faze profaze | pachytene (Wassarman et Albertini, 1994).

Pachytene je nejdelSi fazi. Pokéaje kondenzace a zkracovani chromozomu, jsou
viditeIné sesterské chromatidy a vytivge tetrady ze spojenych parovych homaol¢ge 4
chromatid). Jsou viditelna chiasmata, coz jsouanisie se fekiiZuji nesesterské chromatidy
a za&ina crossing over (Plant et Zeleznik, 2015)diplotene se homologni chromozomy
odctluji kvuli pieruSeni synaptonemdlnich komplexa zistavaji spojené jen v mést
chiasmat, zarovese odpojuji od jaderného obalu. Vznikaji rekombhtnachromozomy diky
crossing overu. U oodytse v této fazidictyatene) zastavuje vyvoj az do puberty, hdiroe o
prvnim meiotickém bloku (Reece et al., 2009). Nymizeme hovéit o tzv. primarnim
oocytu, jehoz jadro je oztavano jako zarodmy vaek (GV — germinal vesicle) (Wassarman
et Albertini, 1994).

Primarni oocyty vstupuji do prodlouzené faze klikiiera trva az do puberty. U samic

sava jsou primordialni folikuly pl& vyvinuty pred nebo kratce po narozengsto se fed



narozenim na vajaicich objevuji i primarni folikuly. Proliferace mileénych burk a
folikularni vyvoj jsou situovany do okrajovyatésti vyvijejicich se ovérii, které maji hustsi
kortikalni oblast s folikuly a ménhustou centralniign slozenou z degenerujicich kanalk
uvnité ovarii (McGeady et al., 2006).

Patet oocyti piitomnych na vajgniku po narozeni bylide povaZzovan za kouey,
coZz by znamenalo, Ze po narozeni se uz dalSi oowytyaje€nicich nevytvéi. Veédci byl
pieswdéeni, Zze konec reprodakino obdobi je zjsoben tim, Ze samice nejsou schopny
doplnit své rezervy oocft V sowtasnosti je toto dogma vyvraceno. Poprvé se tounkou
zatali zabyvat v roce 2004, kdy byly na v&apécich mladych mysi objeveny mitoticky aktivni
zarodeéné buiky zfad GSC (germline stem cells) (Johnson et al., 2005)

VSechny oocyty, které vstupuji do meiotickéhdledi, jsou obklopeny plochou
vrstvou pregranuléznich bék a vytva&i primordialni folikuly (Noakes at al., 2001)re®l
narozenim se et primordialnich folikuk pohybuje okolo 500 000 a v pubgitlesa na
420 000. Nkteré z primordialnich folikui se z&inaji vyvijet v primarni jegtpied narozenim
(Gosden et Telfer, 1987)timarozeni jsou na vajricich gitomny tisice primordialnich, ale
i primarnich folikuhi. Brzy po narozeni se na vapécich z&inaji vyvijet rostouci folikuly
sloZzené z oocytu, &kolika vrstev granul6znich bik a bazalni membrany (Noakes at al.,
2001).

3.1.2 Faze nistu

Rastova faze primarnich oodytje velmi dlouhd, trva az do uk&mi pohlavni
¢innosti. V pibéhu dochazi k jejich ¢kolikanasobnému z¥Seni oproti oogoniim (Reece et
al., 2009). V pubeétt behem kazdého ovarialniho cyklu, vstupujgkaolik primarnich oocyi
do ristoveé faze. V pib¢hu nistové faze se oocyty nemnozi, pouze nabyvaji nanulj
ZvétSuje se hlavh objem cytoplasmy a dochazi k reorganizaci orggmi#iomnych v
cytoplasng. Nové usptadani je zavislé na tvaftmovych genovych produkta organel, ale i
na modifikaci a perozdleni organel stavajicich. Spolu s obrovskymistem ribonukleové
kyseliny (RNA) a syntézy proteirroste i pget ribozont a dalSich bu&nych organel. Roste
pocet mitochondrii i Golgiho aparatu. U mitochondroctiazi ke zréné jejich morfologie,
tvarow i strukturalé se promsnuje i Golgiho aparat, velikostni 2Zmy prodclavaji i ribozomy
a organely endoplasmatického retikula (Moor et Warn1978). Golgiho komplex se v
pribéhu ristu oocyl premig’uje k membra& oocytu, kde se Z#naji vytvdet kortikalni

granula obsahuijici proteolytické enzymy, které jsidlezité pro kortikalni reakci. Golgiho



komplex hypetrofuje, proliferuje a t¥iose z ®j kortikalni granula. Nejtive jsou viditelné
malé v&ky vytvorené z Golgiho komplexu, které migruji do subkottikéoblasti oocytu,
vaiky se zde spojuji a tvbzrala kortikalni granula, které se nakonec odpdjiGolgiho
komplexi (Liu, 2011).

Organely mdni vzhled a dochazi kjejich rozptyleni po obvodacyiu. Jednou
z nejvyrazijSich znén ristové faze je vznik glykoproteinové membramna pellucida
(Jooné et al, 2016). Bt oocytu nejprve koreluje éstem folikulu, poté se oocyt uz
nezwtsuje, ale wist folikulu i nadale pokrauje. Oocyt neni schopen dokiinprvni meioticke
zrani, dokud nedosahne velikosti glnlorostlého oocytu, kterd je druliowspecificka.
V rustove fazi z¥tSi oocyt prasete fy praimér z 30 na 12Qum (Moor et Warnes, 1978).
Rychlost fistu oocytu je imo un®rna p&tu granuldznich buik s nim spojenych, granuldza
zvétSuje povrchovou plochu oocytu, tim se zvySuje chtgst vstupu malych molekul

duleZitych pro fist a vyvoj skrze gap junctions (Eppig, 1991).

Béhem vyvoje folikuti komunikuji buiky granulézy s oocytem prdetinictvimzona
pellucida a gap junctions. Jedna se o mezidne spoje prochazejiebna pellucida, ktere
umoziuji obousndrnou komunikaci (Eppig, 1991). Gap junctions jsowulsory
intracelularnich membran, které zpiestkovavaji sdileni malych molekul (do 1 kDa). Jsou
sloZzeny z konexilh— homolognitada vice nez 20 protéinVe vyvijejicich se folikulech tyto
kanaly spojuji rostouci oocyt a jeho granuléznhkyudo funkéniho syncitia. Bhem fstu
oocytu funguiji jako spojka s okolnimi folikularniraunkami. Objevuji se od primordialnich
folikult aZ po terciarni a jsou nezbytnutné pro zajignhi energetického metabolismu tudiz i
k rastu oocytu. Slouzi i k dodavani nukledtichminokyselin a fosfolipil udrzuji iontovou
rovnovahu, stabilitu messenger ribonukleové kygelmRNA) ve zrajicim oocytu (Herlands
et Schultz, 1984),ipnasi i Bkteré signalni molekuly (cyklicky adenosin mono&isf cAMP,
vapnik) a podileji se na dosazeni meiotické konmoet¢Eppig, 1994).

Béhem fKistu oocytu se a%Suje i folikul. Dochazi k feméné plochych folikularnich
pregranuléznich buk obklopujici oocyt na kubické, az vytifgednu souvislou vrstvu t¥ci
primarni folikul. Granulozni hiky jsou stale v jedné vrsiv(Eppig, 1994). Pouzeast
primarnich folikui se dale wvyviji v sekundarni folikuly, kdy ziskafiruhou vrstvu
granuldéznich butkk diky pokra&ujici proliferaci granulézy. K iniciaci vyvoje v kendarni
folikul je potreba pedevsim folikulostimulkéni hormon (FSH). Sekundérni folikul je
preantralni véek se de¢ma az deseti vrstvami kvadrovych nebo nizkych dylakych burk.

Typicky sekundarni folikul obsahuje oocyt a obklopezona pellucida, nékolik vrstev



granulézy a bazalni laminu. Vyvoj probih& vilpthu puberty, Bhem ovarialniho cyklu. To
znamena, Zedkteré mohou byt v klidovém stadiu ékolik let (Reece et al., 2009).

Zasadnim momentem je rozvoj tkatieca okolo granulozy theca folliculi interna
(je bohat prokrvena a obsahuje fiky tvorici progesteron a androgeny)tteeca folliculi
externa (hladkosvalové hitky inervované autonomnim nervovym systémem, ktegi m
duleZitou roli @i ovulaci). Vznik theca je doprovazen vyvojem novych cév (Wassarman et
Albertini, 1994). Pro spravny vyvoj folikulu je negtny hormon 173-estradiol (E2), ktery
sveé &inky zprostedkovava skrze estrogenove receptory (ERy BEER3 (Bolli et al., 2010).
Béhem vyvoje sekundarniho folikulu dok&inprimarni oocyt skj rist a je u & dobre
viditeIné ohraniené jadro, které twdzarodeény vaek (Jooné et al., 2016). Jakmile dosahne
své maximalni velikosti, uz vice neroste a je semogznovu obnovit meiotické zrani
(Wassarman et Albertini, 1994).

Poslednim stadiem folikulogeneze je terciarni denés Graafiv folikul. Vyznatuje
se dutinou vyplanou folikularni tekutinou. ER hraji dilezitou roli ve vyvoji antralniho
folikul, protoZe je nebytny pro tvorbu antra a piozravani preovutamiho folikulu. U
prasnice mzeme prvni Graal folikul pozorovat jiz 70 dfi po narozeni (Hunter, 2000).
Uvnitt Graafova folikulu se nachaziimulus oophorus (vejconosny hrbolek), ktery je tien
tésne spojenymi kumularnimi bikami obklopujicimi oocyt. Vniti vrstvacumulus oophorus
se nazyvacorona radiata. V dusledku zvysSeni hladiny luteinigaiho hormonu (LH) fed
ovulaci z&nou kumularni biilky produkovat kyselinu hyaluronovou, ta se uklada d
meziburé¢nych prostor a dochazi k expanzi kumulu (Tangh&l.e2002). Kumularni hiky
maiji & dalezité funkce. Red ovulaci podporuji zrani oocytushem ovulace vedou oocyt do
vejcovodu a kratce po ovulaci se podili na mechmamisvladajici pistup spermie do oocytu
(Tesdik et al., 1990) Oocyt ve folikulu se nejprve nadhacentralni pozici, sistem folikulu
je presunut excentricky. Jakmile je oocyt i folikul pldorostly (viz Obrazek. 1), dochazi
k ovulaci, folikul praskne, oocyt seona pellucida a granul6znimi bitkami ho opousti a
putuje vejcovodem kdioze (Wassarman et Albertini, 1994).
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Obrazek ¢. 1: Graafiv folikul s oocytem. Revzato z: https://www.mp3ringtone.info/jpgopng-
ovary-histology-labeled-graafian-follicle.html

Meiotickd kompetence je u savcvyjadiena vztahem mezi velikosti oocytu a
schopnosti znovuobnoveni meiotického zrani (viz &bk ¢. 2) a je definovana jako
schopnost oocytu dokeéit meiotické zrani. Zisk meiotické kompetence phdbive dvou
fazich, nejdive jsou oocyty schopné zahajit zrani, podstoupitpad zarodsmého véku
(GVBD - germinal vesicle breakdown) a dosadhnou faet | - ¢ast&€na meioticka
kompetence. Potom ziska oocyt schopnost dékegvoj az do metafaze Il - plnd meiotické
kompetence. Jen oocyty, které maji dalemy fist, se stavaji meioticky kompetentni.
Schopnosti pokkgovat v meidze (GVBD) je u prasieh oocyti dosazeno, pokud je Graaf
folikul vétSi nez 0,8 mm, poté mohou dojit do metafaze b. drkorteni meiotického zrani
je poteba, aby rél folikul velikost alespé 2 mm v pfiméru, oocyt potom minimakh115 um
(Motlik et al., 1984). Meioticka kompetence je Zgéna az v pozdnich fazich folikulogeneze
(Eppig, 1994).
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Obrazek ¢. 22 Rast oocytu a folikulu a nabyvani meiotické kompetencprasat. fvzato
Z Hunter, 2000.

3.1.3 Faze zrani

Meiotické zrani zahrnuje fpménu plre  dorostlych oocyt nachéazejicich se
v Graafovych folikulech na oocyty ve stadiu druhétafidze fipravené k oplozeni. Meioza je
obnovena po dosazeni pohlavni didsgti, po prudkém zvyseni luteiniggho hormonu (LH
peak) &sné pred ovulaci. Konénym produktem meidzy je haploidni «#o (Kishimoto,
2003). Kratce po LH vieidochazi k naruSeni sgogap junctions prochazejiczona pellucida
a je zahajeno zrani oocytu. Zrani probiha jak wpasng, tak v jade. Ri jaderném zrani se
oocyt dostdva do druhého meiotického bloku. V ceme jsou zngny zavislé na
hormonalnich zenach v pibéhu zrani. Jen zlomek oodytv kazdém cyklu je schopen
ovulovat, u prasnice se &t pohybuje mezi 14 az 20 ootyFoxcroft et Hunter, 1985).

3.1.3.1 Jaderné zrani

Jaderné zrani zahrnuje progresi ocy® stadia zarodaého véku do metafaze II.
Sklada se z GVBD a kondenzace chromoizdgpmobiha v posledni fazi profaze diakineze),
metafaze I, kdy se formujetliti vieténko, odd8uji se homologni chromozomy s vyk®nim
prvniho polovéhodiska a dochazi k zastaveni v metafazi 1l (Kubedkaal., 1988). Jadro
oocytu tvdi zarodeény v&ek s kompaktni membranou, chromatin neni kondemgo\a
zaujima kruhovity nebo podkovovity tvar.¢ldeem GVBD, které je vyvolano zvySenou
hladinou LH, se jaderna membrana vini, az jaderagy pmizi. Nasleduje fragmentace

membrany, ktera poté zmizi st&jiako jadérko (Reece et al., 2009).



Zmeny v uspdadani zarodmého véku probihaji na chromatinugbem fistu a zrani
oocytu. GV chromatin se da radil do 5 konfiguraci (GV 0-4), podle stupnjeho
kondenzace, iftomnosti jadérka a zmizeni jaderné membrany (Sumle 2001). Malé
antralni folikuly na prasgch vaje&nicich obsahuji oocyty s dekondenzovanym chromaitine
v celé oblasti jaddra a tvb konfiguraci GVO. Bhem folikularniho vyvoje chromatin
kondenzuje a vytwa jaderny lem (také se miikd konfigurace do tvaru podkovy) u
transkrigné neaktivnich GV1 oocyit (Motlik et Fulka, 1976). Nukleoplasma je je¢rarnita.
GV1 a GV2 konfigurace fedstavuji casnd a pokrdlejSi stadia, dochazi k remodelaci
chromatinu. Proces &ma vyskytem wkolika lozisek kondenzace v GV1 oocytech a
pokratuje tvorbou typickych shluk kondenzovaného chromatinu v GV2 oocytech, jaderna
membrana, jadérko a nukleoplasma se zatiménen&GV2 konfigurace je prvni znamkou
GVBD (Nagai et al, 1997). GV3 je stadium, ve ktergm chromatin maximakh
kondenzovany a je organizovan do jednoho shlukui¢€uo et al, 2013), nukleoplasma
ztraci svou granulaci, jaderna membrana je stéd¢elna. Shluky chromatinu na jaderné
membrag jsou spojené s chromatinem kolem jadérka, ktaestava byt viditelné. 8i
chromatinu je rozptylena po celém jadru. Poslethdism GV4 se vyzraje tim, Ze jaderna
membrana neni tolik vyrazna, jadérko mizi @pl@hromatin vytvéi nepravidelnou sianebo

vlaknité bivalenty (Nagai et al, 1997).

Oocyt rechazi do prvni metafaze, kdy se bivalent§npa srovnavat do ekvatorialni
roviny, jejich centromery siiuji k opa&nym pohm buiky. Vytvoii se dlici vieténko, jehoz
mikrotubuly jsou napojeny na kinetochory centrorfraisto na centronte, kam se upinaji
mikrotubuly weténka). Potom se oocyt dostdva do anafaze |. oviéti se odduji
homologni chromozomy z bivaléna putuji k opanym poim buiky, segregace je nahodna.
Dochazi k redukci chromozaima polovinu, bitka se z&ina zaskrcovat a kazda polovina ma
haploidni pdéet chromozom. Nasleduje posledni faze prvniho heteretypickéblend —
telofdze. Chromozomy seéasténé dekondenzuji, dici vieténko se rozpada. V pozdni
telofazi se bitka Uplreé rozcli na dw&, cytoplasma sedéti asymetricky a vznik& nova jaderna

membrana (Noakes et al., 2001).

Prvni a druhé (homeotypické) meiotick&ehi rozdluje interfaze, nedochazi ovsem
k replikaci DNA. Interfaze je velmi kratka, jednetl ckleni na sebe skoro navazuji. V profazi
Il se chromozomy spiralizuji, jaderna membranaogpada (Wassarman et Albertini, 1994).
Prichazi metafaze Il, kdy se chromozoi@adi do ekvatorialni roviny. V tomto okamziku se

vydéluje prvni poélové dlisko a dochazi ke druhému meiotickému bloku. P&ld@isko
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obsahuje krom chromozoni i dalSi organely jako ndiklad mitochondrie, ribozomy nebo
kortikalni granula. Vyvoj oocytu je kompletmokoréen az po oplozeni. Druhé polowiigko
se vydluje az po piniku spermie do oocytu. Polocyty naslédranikaji a resorbuji se
(Sadler, 2011).

3.1.3.2 Cytoplasmatické zrani

Cytoplasmatické zrani zahrnuje mnoho udalostikigrych dochazi k biochemickym
a morfologickym zmindm v oocytu jako jefpuspdadani cytoplasmy, zény na jednotlivych
organelach a syntéza mRNA. Vip&hu vyvoje oocytu se #mi morfologie a umighi
mitochondrii, u praséch oocyfi jsou mitochondrie umisty z pd&atku zrani po obvodu a
maji kulaty tvar, pozgi jsou ovalné a jsou rozmisty rovnongrné. U prasat je piet
mitochondrii vyraza redukovan a jejich objem se &$uje az 300 x (Cran, 1985). Jejich
pohyb v cytoplasi zavisi na mikrotubulech. MnoZstvi Golgiho aparg@ piimo angrné
prameéru folikulu a zvySuje sedhem zrani oocytu. 8 xem cytoplazmatického zrani dochazi
v Golgiho aparatu k syntéze kortikalnich granukr&tjsou nejprve v centru oocytu, okolo
prvni metafaze serpmig’uji k periferii oocytu a vazi se k plazmatické meémd. Jejich
umisgni je dilezité pro normalni oplozeni, protoZze uwiihgranuli ngni chemické vlastnosti
zona pellucida a zabrauje polyspermii (Wassarman et Albertini, 1994). &y prodlava i
endoplasmatické retikulum. V profazi | ma endoplasoké retikulum podobu jemné vlaknité
si, po GVBD se mni na husty prstenec, ktery je lokalizovan vied oocytu, ve druhé
metafazi prstenec zmizi a vyiWgen typickou vrstvu shluk endoplasmatického retikula
(Ajduk et al., 2008).

3.2 Vybrané faktory ovliv iiujici meiotické zrani

Meiotické zrani jeizeno mnoha faktory a signalnimi kaskadami, kteté& duji pribéh
meiozy prostednictvim fosforylace nebo defosforylace proteirMezi nejvyznamési
faktory ovliviwujici meiotické zrani p&t MPF (metafazi podporujici faktor), MAPK
(mitogeny aktivovana proteinkindza), cAMP (cyklickgdenosin monofosfat), PKA

(proteinkinaza A) nebo vapnikové ionty@lberts et al., 1998).

3.2.1 MPF, MAPK, cAMP

Pro obnoveni meiotického zrani ootyastavenych v prvnim meiotickém bloku je
nezbytna aktivace MPF, tieného déma subjednotkami, kazda z nich ma odliSnou funkci.

Jednd se o jednotku katalytickou - CDK1 (cyklipeledentni kindza 1, oz¥avana také jako
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Cdc2 - cell division cycle 2 kinase) a regiia- cyklin B1. Koncentrace CDK1 a cyklinu B1
se v ptibéhu meiotického zrani émi. CDK jsou v oocytu po celou dobu &iného cyklu,
jejich ¢innost jefizena pomoci regutai subjednotky a odpovida jejich koncentraci v docy
(Alberts et al., 1998). Nejprve se hromadi v oooytoodolE neaktivniho pre — MPF, k jeho
aktivaci dochazi az po spojeni podjednotek CDKlylimu B1. V rostoucim oocytu se
vyskytuje CDK1, ale pre — MPF je stale v neaktivrdtavu, dokud oocyt neukdinsuvij rist
(Kishimoto, 2003). Nizka aktivita CDK1 je kBm k zachovani prvniho meiotického bloku.
Pro obnoveni meidzy je tedy nutné zvysit koncent@igK1 i syntézu cyklinu B. CKD1 je
aktivovana pomoci cdc25 fosfatdzy, kterd odstramibicni fosfatovou skupinu. cdc25
fosfataza jeizena a aktivovana pragstnictvim kinazy PIk (polo — like kindza). HladiNdPF
osciluje Bhem meidzy a nést probihadsré pred zahajenim GVBD. Fosforylacecitych
cilovych molekul (jako nafklad DNA nebo proteiny tidci jadernou membranu) pomoci
MPF vede ke GVBD, objevuje seliti vieténko a chromozomy kondenzuiji (Stojkovic et al.,
1999). Na aktivaci cdc25 a zvySeni MPF se podilajkteré intracelularni molekuly, nap
cAMP. Ri sniZzeni koncentrace cAMP uvihibocytu, dochazi k aktivaci fosfatazy cdc25 a
zvysSeni aktivity MPF. Na regulaci MPF se podiliykiin B, ktery kEhem bugéného cyklu
meéni svou koncentraci,éhem interfaze koncentrace stoupa, a paipodu buky M — fazi
kles& aZz na nulu (Alberts et al., 1998).

DalSim dilezitym faktorem je MAPK, pdt do skupiny serin / threonin kindz. MAP
kindza se uplauje @i prenosu extracelularnich sigaalo buiky, proto se také oztaje jako
ERK (extracelularni regulované kinazy, ERK1, ERKg@tojkovic et al.,, 1999). Je
zodpowdna za pechod oocytu z prvni do druhé metafaze, dale mandi tvorbu dliciho
vieténka, organizaci mikrotuhylkondenzaci chromatinu, v§@ni prvniho pélovéhcetiska
a druhy meioticky blok. MAP kindza je syntetizovamarostoucich oocytech, ale i v
granuléznich bikach, a je nejidve neaktivni. K aktivaci dochazi préstinictvim kaskad,
kdy se nejdive aktivuje MAPKKK (mitogen aktivovana proteinkizea kindzy kinazy), ta
aktivuje MAPKK (mitogen aktivovanou proteinkinadzin&zy), kterd aktivuje MAPK (Roux
et Blenis, 2004). V dab aktivace MAPK v piib¢chu meiotického zrani jsou mezidruhové
rozdily, u prasete neni zcela jasné, jestli je MABRKIivovana ped MPF nebo po ém,
pievladaji vSak nazory, Ze néjde se aktivuje MAPK a poté az MPF (Sugiura et 2005).
Obecr plati, Zze k aktivaci MAPK dochaziigd GVBD. Aktivace MAPK je dlezita pro
opétovné zahajeni meiodzy, k jeji aktivaci je nutn&is@beni LH, ktery podporuje fosforylaci

konexinu 43 (hlavni protein vyskytujici se v gamgtions) a vyvolava pokles propustnosti
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gap junctions mezi granuldéznimi itkami (Sela-Abramovich et al. 2005). UZemi spoijt
brani givodu cyklického guanosin monofosfatu (cGMP) z gitémnich bugk do oocytu, tim
dochéazi ke snizeni hladiny cGMP a dochazi k odblékd inhibice fosfodiesterazi 3A
(PDE3A — hlavni fosfodiesterazéifpmna v oocytech) a zvysi se hydrolyza cAMP (Noet
al., 2009). V prasgch oocytech dochazi ke zvySovani MPF i ke zvySaa#ite MAPK,
hladina MPF ovSem klesa na konci prvniho zraciblerd a dochazi k vydeni prvniho
polového &liska, zatimco aktivita MAKP je stale vysoka. Nizdivita MPF umoZzni oocytu
piejit do anafaze. Poté se oocyt zastavi ve druhaféazet Oproti MPF, hladina MAPK

zastava vysoka iip prechodu do metafaze Il a klesa az po aktivaci oo(Stun et al., 2001).

MPF aktivita prudce stoup&ipGVBD, kratce po vydleni prvniho polovéhoéliska
dojde k poklesu jeji aktivity. V fibéhu kratké interfaze dojde znovu ke zvyseni aktiwityF
(viz Obrazeke. 3). Aktivita MPF Zistava Bhem druhého meiotického bloku vysoka az do
chvile, kdy dojde k oplozeni, probiha degradacedimykB1 a dochazi ke snizeni hladiny MPF
a vydleni druhého pdlovéhailiska. Aktivita MAPK je stabilni Bhem celého meiotického

cyklu, k poklesu dochéazi a¥ste pired vytvaenim prvojadra (Ye et al., 2003).
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Obrazek ¢. 3. Aktivita MPF a MAPK kBhem meiotického zrani.i®zato z Ye et al., 2003.
® aktivita MPF, A aktivita MAPK.

cAMP (cyklicky adenosin monofosféat) je signalni elalla, ktera vznika z ATP. V
bunkach je vyuzivan jako druhy b&my posel a p#t mezi inhibitory meiotického zrani

(Conti, 2002). Je ptgbny k udrZzeni oocytu v prvnim meiotickém blokuodRikuje ho
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samotny oocyt i folikularni hiky. Za jeho syntézu je zodp&nd pedevSim AC
(adenylatcyklaza) a G protein Gs. Na udrzeni vyddkéiny cAMP se podili i cGMP, ktery
produkuji kumularni btky a oocyt. Pro udrZzeni meiotického bloku, jsounkkosyntézy
CAMP v oocytu jedt nezbytné inhikliini signaly, které do oocytutiphazi ze somatickych
burék (Mehlmann et al., 2002). Zdrojem inhihich signal jsou gedevsSim granulézni
buiky z vrgjSi vrstvy folikulu. Signély se do oocytu dostavaiés gap junctions, pokud tedy
dojde k uzakeni €chto spaji, negastji vliivem LH, obnovi se meidza. Vysoka hladina cAMP
brani obnoveni meidzy, protoze je fosforylovangediotka CDK1 pafci do MPF, tudiz je
cely komplex MPF neaktivni. Pokles cAMP je zaloZzeninhibici aktivity adenylatcyklazy
(AC), dale po celou dobu meidzystavaji jeho hladiny nizké (Stojkovic et al., 1999)

3.2.2 Hormonalni ¥izeni oogeneze a folikulogeneze

Ovarialni cyklus pedstavuji cyklicky se opakujici zmy na vajeénicich specifické
pro kazdy druh. Nezbytnse na 8m podili hormony, fedevSim gonadotropni hormon
(GnRH), FSH, LH, estrogeny a progesteron. Hormoaji mliv hlavré na vyvoj folikulu. Ten
vSak na hormony reaguje jen \iou dobu, protoze folikulogenze je ale rélsha do dvou
¢asti, u preantralnich foliktul je tento proces nezavisly na gonadotropinech, alaqp
antralnich folikub je folikulogeneze na gonadotropinech zcela zavi{S8énger, 2003).
Estralni cyklus sedli do dvoucasti, podle dominantnich struktutitpmnych na vaj&nicich.
Béhem folikularni faze cyklu folikuly podstoupi ryshkist, coze vede k rozvoji jednoho
nebo vice zralych folikul, z nichZz kazdy obsahuje oocyt. Tato fazedimvulaci a nasledn

nastava faze lutealni (McGee et Hsueh, 2000).

Ktomu, aby doslo k cyklické aktiwt je poteba utita hladina hormoin hlavre
GnRH. U samic se vytwje v neuronech hypotalamu, ale je ipbt, aby byly schopny
vylu¢ovat dostatek tohoto hormonu v reakci natapu vazbu estrogére vaje&niki, k tomu
aby doSlo k ovulaci. S vyvojem vajaka se zvySuje i sekrece E2 z rostoucich folikulo
vede i k vy$Simu pulznimu vyovani GnRH, dochazi ke zvySovani sekrece FSH a tikha
padem i k vyssi folikularni aktivita vytvaeni receptar pro gislusné hormony, nejtve pro
FSH, poté pro LH (Senger, 2003).

Po aktivaci hypotalamo — hypofyzé&rr gonadalni osy reaguji folikuly na zvySené
hladiny FSH a fitomnost FSH je nezbytna pro dal8stra diferenciaci folikulu. Na Zatku

folikularni faze cyklu se &které casné antralni folikuly vyvinou do faze, ve kter®uys
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schopné reagovat na zvySovani hladiny FSH. Stirsulganadotropiny iniciuje cyklicky
nabor &chto antralnich folikdl (McGee et Hsueh, 2000). Ale jen omezeny¢ghadosahne
preovul&ni velikosti, zbytek podlehne atrézii. To, kteryikal piezije, zalezi na dostadt@m
piistupu k FSH. FSH expozice granuloznich ékuma za nasledek zvySeni syntézy E2 (Beg
et Ginther, 2006). Inhibice Zmé vazby v dsledku zvySené cirkulace E2 sniZzuje hypofyzarni
sekreci gonadotropin a skupina antralnich folikiulzavislych na FSH sokii o omezeny
piistup k tomuto hormonu. Mechanismyspbici ve folikularni selekci nejsou zatim jasné, a
je pravépodobné, Ze vice zralé folikuly se stanou dominamtna uniknou atrézii.
Granulozni buky zrajicich antralnich folikul ziskavaji LH receptory v reakci na FSH.
Akvizice LH citlivosti mize snizit zavislost folikulu na FSH. (Zeleznik, 200

Rostouci folikuly pod vlivem FSH a LH syntetizajiuvohuji estrogeny (hlavhE2)
do okhu. Tato syntéza probihatheca folliculi interna, kde se syntetizuji androgeny, ale i
v granuléznich biikach, kde se androgeny konvertuji na E1 (estromasledd na E2.
Syntéza androgénje pod kontrolou LH, zatimco FSH zvySujéep¥nu androgef na
estrogeny v granuloznich tkach. Estrogeny se podili i na proliferaci samatnyc
granuloznich butk, kde pisobi ges estrogenoveé receptory uniigt na granuloznichtheca
buinkach rostoucich folikdl (Richards et al., 2002). LH také stimuluje produlstAR
(steroidogenic acute regulators) proteinu, kterp#mi transport cholesterolu na \nitstranu
membrany mitochondrii, kde jetggmménén na pregnenolon, ktery tkiozaklad estrogen
Postupg se produkce androgénsniZuje, protoZze neni dostatek LH receptoa
v granuloznich biikach se vyrabi regulatory syntézy andragditdson et al., 2009).
Ovarialni estrogeny stimuluji proliferaci a vaskidaci dlozniho endometria, aby bylo
piipravené na implantaci blastocysty #igadt oplozeni. Vyvoj mléné Zlazy je také zavisly
na rostouci produkci estrogerz ovarii. Estrogeny maji vliv i na kostni metabolus a
kardiovaskularni funkce a jsou zodgdwé za indukci LH viny, ktera #sobi ovulaci. FSH
kromé své ulohy ve steroidogeneziwstu folikuli, stimuluje syntézu inhibin které fisobi
zpétnou vazbou na hypofyzu a selek#vinhibuji FSH uvohovani. (Zeleznik 2004).

Ovulace, ktera zrta konec folikularni faze a zatek faze lutedlni a je v korelaci s
vyskytem estralniho chovani. Postupné zvySovakulijiciho E2 vyvolava LH vinu, ktera
zpisobuje ovulaci jednoho nebo vice folikubéhem rekolika hodin. Viny LH a FSH se
vyskytuji v reakci na zvySené GnRHep ovulaci, ale velikost LH vinyipvySuje FSH vinu
(Mehlmann et al., 2002). Pet folikuli, které dozraji a ovuluji je druh®specificky a zavisi

na pa&tu FSH receptdr a dostupnosti FSH. Nahly vzestup LH vyvol&topné zahajeni

15



meiosy u oocyt, které jsou v profazi I. LH peak, kramvyvolani ovulace, zabiiaje i
mnoZeni granuloznich beék prasklého folikulu a zjsobuje jejich diferenciaci na Zluté
télisko, typické pro lutealni fazi. Folikularni bamalmembrana ztraci svou integritu, coz
umo#iuje invazi krevnich cév do byvalé granulozni vrstiduté glisko je dileZité pro

udrzeni bezosti kvili produkci progesteronu. (Edson et al., 2009).

3.3 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory (EDs) jsou podle organizaé&E (European Food Safety
Authority) definovany jako chemické latky, které oo interagovatifimo nebo nefpmo s
endokrinnim systémem, cilovymi organy a tkain (EFSA, 2012). EDs jsou latky exogenniho
puvodu zasahujici do syntézy, sekrece, transporawainnosti nebo eliminacefppozenych
hormoni v tle, které jsou odpadné za udrzeni homeostazy, reprodukce a vyvojovych
poruch (Kavlock et al., 1996).

3.3.1 Rozdéleni EDs

Skupina ED je velmitznorod4, co sedinkd na organismus, chemické struktury a
vyskytu tye. Obecs je Ize rozdlit na pr¥irodni ED, které se vyskytuji v rostlinach a jsou
tedy sowésti potravin a krmiv. PAtsem mykoestrogeny, sekundarni metabolitgterych
plisni (nap. zearalenon produkovan pléni rodu Fusarium), které kolonizuji gkolik druhi
plodin, nap. kukuici (Calafat et Needham, 2007). DalSi skupinou jdgtoestrogeny,
piirodni rostlinné latky, které maji slabou estrogeaktivitu. Obsahuje je asi 300 diuh
rostlin, predevsim obilniny, lughiny - hojré se nachazi v sdje, séjovych vyrobcich a ovoci.
Pati sem isoflavonoidy (genistein), lignany, kumestéiymestrol) a steroly. Tyto latky maji
pon¥rné nizkou vazebnou afinitu k estrogennim recaptyr ale jsou konzumovany ve
velkém mnozZstvi, navic jsou i stasti kojenecké vyzivy — vyrobky na bazi soji (BdreE
Reifen, 2010).

Druhou skupinu tvid syntetické ED, které na rozdil od ffrodnich EDs vznikaji
umele, cinnosti ¢lovéka. Pati sem chemikéalie pouzivané jakoupryslova rozpougtila a
jejich vedlejsi produkty (polychlorované bifenyli?@B), polybromované bifenyly (PBB) a
dioxiny), zmek¢ovadla (ftalaty — v obalech potravin), acidobazidckéikatory (fenolftalein)
pesticidy (methoxychlor, dichlordifenyltrichloretar DDT), fungicidy (vinklozolin) a
farmaceutické prosedky (diethylstilbestrol (DES), i#ethynylestradiol v hormonalni

antikoncepci) &ada dalSich. Posledni zmiity se dostava z nibZen uzivajicich hormonalni
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antikoncepci do odpadnich vod a dale $evSiekach a dostava se tak i do pitné vody (Abaci
et al., 2009). Vzhledem k jeho endokrindisrugnimu efektu miZze napadat reprodtiki i
jiné funkce v organismu. kiké kovy (rtw, kadmium, olovo) maji schopnost naruSovat
endokrinni funkce organismu.t&ou EDs se tedy setkavame dennodgemmotoZe jsou

v prednEtech kazdodenni piby. Velmi studovanou skupinu ticbisfenoly, které se diky
svym vlastnostem ve velkém pouzivaji pyrob¢ polykarbonatovych plast epoxidovych

pryskyric, ¢i vyrobcich z termopapiru (Diamanti-Kandarakislet2009).

3.3.2 Charakteristika endokrinnich disruptor i

EDs jsou latky, které si nemusi byt navzajem mebobs ani strukturathpodobné, az
na molekularni hmotnost sléenin, ktera se pohybujest§inou pod 1000 Da. Na zakkad
chemické struktury je tedgiké ukit, zda slodenina niize nebo nemusi mit vliv na naruseni
endokrinni¢innosti (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). EDaujs®Imi podobné E2, spaley
znakem je Htomnost fenolového jadra, ktera napodobuj&opni steroidni hormony a
umoziuje disruptofim interakci s receptory pro steroidni hormo¥iynz dava EDs estrogenni

vlastnosti (Vrzéova et Heresova, 2003).

Nekolik skupin EDs jsobi jako antiandrogeny, antagonisté nebo agorés&ptod
hormoni §titné Zlazy a androgeny.éiteré EDs maji dlouhé palasy rozpadu, coz bylo
vyhodné pro jejich gimyslové vyuziti, ale menvhodné pro vola Zijici zvirata aclovéka.
Tyto latky se rozpadaji velmézko, proto nemohou byt metabolizovanyipadré se rozdli

do vice toxickych latek nez ma zékladni molekulakBrson et Gore, 2007).
Mechanismus &inku

Pavodre previadaly nazory, Zedinky EDs se uplaiuji prostednictvim jadernych
receptod, véetn® receptolt pro estrogeny, androgeny, progesterony, thyro&nietinoidni
hormony. V sodasnosti vime, Zze mechanismiyspbeni EDs nejsou tolik jednoduché&sBbi
nejen skrze jaderné receptory, alefépmimojaderné receptory pro steroidy (membranové
estrogenové receptory), nesteroidni receptory ftecg neurotransmitér — receptor pro
serotonin, dopamin a noradrenalin). Zanoge uplaiuji slozité signalni a enzymatické drahy
zapojené do biosyntézy sterbida metabolismu a dalSi mechanismy, které maji vliv
predevsim na&innost endokrinniho a reprodirkho systému (Abaci et al., 2009). EDsipat
mezi velmi nebezgmé environmentalni zdravotni hrozby, Gstedku toho, Ze EDs

napodobujicinnost steroidnich hormdan interaguji s endokrinnim systémem organismu a
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mohou tak vyvijet toxické dinky, které mohou vést k négngjSim abnormalitam
v organismu (Vandenberg, 2014).

Vyznamnymi cilovymi receptory EDs jsou ERs. Existiij subtypy — ER, ERB a
ERYy, z nichZ nejvyznamiji se uplaiiuji o ap suptypy. Oba typy se liSi strukturou a lokalizaci
kodujicich gef a vyskytuji se v &kolika isoformach. ER a ER3 jsou estrogenové receptory
patici do skupiny receptr steroidi, které se nachazi jak v j&j tak na membré&n
(Swedenborg et al., 2009). &b, jakym EDs fsobi na organismus je zavisly na tom, jestli
se EDs vazi na jaderné nebo membranové estrogeremetory. V zavislosti na tom
rozliSujeme genomicky a negenomicky mechanismgigsiki. Genomicky mechanismus
acinku znamend, Ze dochazi k transportu steroidu riEDop'es plazmatickou membranu,
navaze se na intercelularni jaderny receptor (Sitva., 2010). Pokud ER nejsou aktivovaneé,
nachazi se v cytoplagmbuiky a jsou spojené s proteinem teplotniho Soku hsp®0
navazani vhodného ligandu dojde keémnkonformace, vytvieni komplexu ligand-ERE
(estrogen responsible elements) a vzniku homo- melterodimeru a az pak jsou schopné
piemistit se do jadra, kde se vazi na specifickoastiDNA v jade a ovliviuji transkripci a

proteosyntézutiznych ge (McLachlan, 1993).

Negenomicky mechanismus ma vliv na &tmou signalizaci. EDs se navazi na
membranovy receptor a je tak docileno specifickééné odpo¥di, prostednictvi aktivace
transduknich signalnich drah a produkci druhych ga@enassayag et al., 2002). Nasleduje
rychla intracelularni odp@d’ (trva v rozmezi &kolika sekund az minut) zprdetlkovana
druhym bugénym poslem, ktery spusti signalni kaskddu. Mohowd&sat i na receptory,
které ovliviiuji aktivitu iontovych kandl a koncentraceuenych intracelularnich prik
Rychlé negenomické mechanismy interaguji s cytopddiekymi signalnimi molekulami,
jako je cAMP, AC, vapnik, G — protein nebo AP-1t{a&cni protein 1) a umaidji rychly
pienos signalu (Silva et al., 2010).

ED neovlivni jen jedince, ktery jim byl vystavere a jeho potomky a dalSi generace.
Negenomicky mechanismuwiku miZze v rekterych gipadech zahrnovat i zarage linie.
Ucinky se tedy nefedavaji mutacemi DNA, ale prostnictvim modifikaci faktdr, které
reguluji genovou expresi (metylaci DNA a acetylaisiton1), zasahuji tak i do epigenetiky
(McLachlan, 1993). Epigenetika se zabyvé&didnosti fenotypu, ktera neni zakddovana
v primérni sekvenci nukleotidDNA. Rodice tedy mohou ovlivnit zjsobem Zivota zdravi

svych potomk a jejich potomk (Mileva et al., 2014).

18



Biologické funkce estrogenu jsou zptiestkované vazbou na ERs. Geny pro tyto
receptory se nachazi naznych mistech na chromozomech (Swedenborg et @09)2
Odpowd na navazani na ER je dana afinitou ligandu k recep p&tem receptar a
koncentraci hormonu (Silva et al., 2010). Kazdymi¥e vykazovat jinou afinitu k ER, i@ie
vazebnou afinitu k ERs nez E2, jetkalik malo EDs ma vysSi vazebnou afinitu k ER (hap
synteticky antiestrogen 4-hydroxytamoxifen) (Lamgé/leyer, 2003).

Distribuce obou typ ERs je v organismu rozdilna. Obédme fici, Ze distribuce ER
je v organismu SirSi nez BROba typy ERSs jsou ale zastoupenyizrmém pordru v mi&né
Zlaze, dloze a vajenicich (Benassayag et al., 2002).cE8e nejvice vyskytuji v pohlavni
sousta¥ — v cEloze a vajénicich, konkrété v buikach theca, intersticialnich bitkach a
zarodeénéem epitelu, ale i v mozku, kostech, jatrech nelimvé tkani. ER jsou zastoupeny
témei ve vSech dnich soustavach. Jsouifemné v kostech, plicich, movém n&chyfi,
mozku, ale také vtravici (konkré&nve slinnych Zl4zach nebo tlustémiesu),
kardiovaskularni a rozmnozovaci soust§geou lokalizovany na vajaicich jako pedchozi,
s tim rozdilem, Ze jsou exprimované i na granuldziuikach rostouciho folikulu) (Gruber
et al., 2002).

Pisobeni ED po vazbna ER zavisi na jeho koncentraci a momentalniimtad2
v organismu, ale i na chemické strulgdeD. Po navazaniine ED misobit bul’ agonisticky,
takZze dojde k aktivaci receptoru a vyvola biolégiec odpo¥d (casto se vyskytuje u
rakoviny prsu), nebo antagonisticky, kdy je vazlieopeného E2 na receptor inhibovana. P
navazani ED na receptor estrogenu tisendojit k navadzani endogenniho estrogenu, nedojde
tedy k normalnimu mibéhu reakce a organismus nereaguje tak, jak by redhgivvazhe

piirozeného estrogenu (Kavlock et al., 1996).

EDs vykazuji celodadu specifickych vlastnosti. Jednou z nich, kteragzorovana u
vétSiny EDs je i tzv. ,low dose effect”, efekt nizkEvky. Nizké davky EDs mohou mit
paradox® daleko silgjSi negativni dinky na organismus nez vysSi koncentrace pouzivané
v toxikologickych studiich (Vandenberg et al., 2D1Roncentrace ED& hormoni ovliviiuje
I mnozstvi cilovych receptdrv organismu. Tato zavislost odgaV na davce je nelinearni.
Kiivka této nelinearity se fize projevit pozitive, negativig ¢i vice versa. Tato fkvka ma
tvar pismene U nebo obraceného U (viz ObrazeW). Kiivky se nazyvaji dvoufazové,
protoZe ukazuji sestupnou a vzestupnou fazi v lstisna davce (Ismail et Nawaz, 2005).

Definic nizkych davek jedkolik. Za nizkou davku je povazovana davka, kteraigsi nez ta,
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kterd je obvykle testovana v toxikologickych statii Nelze stanovit pro vSechny ED
jednotnou hranici pro nizkou davku, ob&cse davky pohybuji v rozsahu nanofha

mikromold, nekteré misobi jiz v pikomolarnich davkach (Diamanti-Kandasadt al., 2009).

Prikladem vySe zmiimych fenomét typickych pro EDs riize byt studie provedena
tymem Jenkins et al. (2011), ve které byla u mgsfavana korelace mezi vznikem nadar
jejich velikosti a podavani Siroké koncegtraskaly BPA pidavaného do vody (2,5 — 2500
png BPA /| vody) (viz Obraze&. 4) (Jenkins et al., 2011).
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Obrazek ¢. 4: Priklad nelinearniho efektu BPA u mysSiiéWzato z Jenkins et al., 2011).

Na mechanismudinku a disledcich fisobeni ED se podili i¢kolik dalSich faktot,
jako napiklad &k, ve kterém byl jedinec vystaven ED (Crews et28l)3). Risobeni EDs
Zivota jedince. EDs {sobi jinak na dosie jedince a jinak na vyvijejici se plod. Ob&cn
mladata jsou vnimaysi k chemickym toxiim vice nez dosii jedinci, protoze jejich
schopnost detoxikovat a metabolizovat toxiny je &ietim dochazi k naruSeni hormonalniho,
neurologického a imunologického vyvoje a jedinetZzen mit vrozené abnormality a &p
zdravotnimi problémy. Obeé&nnovorozenci jsou vnim&jsi k chemickym toxiim vice nez
dosgli jedinci, protoZe jejich schopnost detoxikovat naetabolizovat toxiny je mensi
(Crinnion, 2009). Pokud dojde k expoziagihem fetalniho vyvoje nebo v novorozeneckém
obdobi, @éinek ED se mZe projevit az za mnoho let. Je tedylekitd i doba latence od
expozice. Mezi dobou expozice a manifestatsletlki zpisobenych vliivem ED existuje
urtita ¢asova prodleva, takzeisledky expozice nemusi byt viditelné jiz v ranéékw; ale
mohou se projevit az v dadlpsti nebo v pibéhu starnuti (Crews et al., 2003). Zalezi i na
tom, jestli se ED vyskytuji ve sfsich nebo samostatnale pokud jsou organismy vystaveny
acinku ED, je pravdpodobné, Ze v prasdi se vykytuji i dalSi polutanty, jettidka to byva
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jedna jedina slatenina. Efekty fisobeni #iznych tid ED mohou byt aditivni nebo dokonce
synergické (vom Saal et al, 2007).

Zdroje expozice EDs jsouizné po celéem s¥¢. Na zaklad experimeni, které
prokazaly negativni dinky na organismus uékterych z nich, byla organizaci EFSA jejich
vyroba zakazana.ifRladem niize byt DDT, jehoZz pouzivani bylo na zaklaalarmujicich
negativnich dinka popsanychadou studii zakazéano jiZgd desitkami let, u jinych dochazi
k regulaci prosednictvim zakazu jejich pouZziti &kterych vyrobcich (BPA). Existuje
n¢kolik historickych gikladd, kdy unikly jedovaté latky do prasidi a ukazaly fmou
souvislost s poruchami endokrinni a reprathiksoustavy u lidi, ale i u zdt. Casto
postizené jsou i fimyslové oblasti, kde dochazi ke kontaminagdyp a podzemnich vod
(Calafat et Needham, 2007). Pokud jsourata vystavena EDs, dostavaji se tyto latky do
potravnihotfettzce a kumuluji se v organismech, které Zigly konzumuji a jsou zpravidla
vySe postaveni v tomtietezci (¢lovek, predatdi). K expozici dochazi progtdnictvim pitné
kontaminované vody, potravou, zeminou neboc¢&tsmym vzduchem. Lidé ve styku s
pesticidy, fungicidy a gimyslovymi chemikaliemi jsou riziku vystaveni nejgiovyskytuji se

u nich reproduéni a endokrinni abnormality (Diamanti-Kandarakisiet 2009).

Znamy giklad latky, jejiz pouZiti je na zakladysledki studii regulovano, je bisfenol
A (BPA), ktery se od roku 2011 v Evropské unii négmuzivat v kojeneckych lahvich a o
rok pozdiji byl zakazan i v dalSim sp@bnim zbozi wieném pro kojence. diteri vyrobci na
to reagovali, pestali gidavat BPA do plastovych produka ozndili napisem ,BPA - free*.
V mnoha pipadech ale toto oztbani neznamena, Ze vyrobky jsou bez bisfénprotoze
BPA byl nahrazen BPS (Rochestercorr et Bolden, R015

Po zdkazu BPA se vSak musel najit novy analogy kigrse mohl ve vyrabpouzivat.
Misto BPA se zé&al vyuZzivat jeho strukturni analogad bisfenal - bisfenol S. Vzhledem ke
strukturni podobnosti existuje riziko, Ze pouzivdBiPS by mohlo vést k podobnym
nezadoucim &nkam, jako nél jeho predchidce (Rosenmai et al., 2014). KrdnBPA a
BPS existujgada dalSich jako néilad bisfenol AF (BPAF), bisfenol AP (BPAP), bisfd
B (BPB), bisfenol E (BPE), bisfenol F (BPF), bisbé® (BPP), bisfenol S (BPS) a bisfenol Z
(BPZ), které jsou vyuzivany vimmyslu a jejich zastoupeni ve vyrobcich jezné (viz
Obrazelg. 5) (Liao et Kannan, 2013).
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Obrazek ¢. 5: Procentualni vyskyt bisfeniol potravinach (Alabany, NY), obiloviny zahrnuji
i obilné produkty, zelenina a ovoce zahrnuje komaeané produkty. feévzato z: Liao et
Kannan, 2013.

3.3.3 Bisfenol A

BPA (2,2-bis-4-hydroxyfenyl-propan) je chemicky noomer, ktery se pouziva
k vyrob¢ polymerovych vyrobik, jako jsou polykarbonatové plasty a epoxidoveé kyiise.
Pouziva se k vyrabbéznych spatebitelskych produkt jako napiklad kosmetika, zubni
plomby, hr&ky, obalové materidly, bankovky a termopapir ()p®Ré byl vyvinut v roce
1890, ale az ve 30. letech minulého stoleti byist&jo, Ze BPA ma estrogenni vlastnosti a
negativni vliv na reproduki trakt samé a samic (Calafat et al., 2008). flepto se BPA stal
jednim z nejvice vyramych a pouzivanych chemikalii v celémév Rychle se rozl
predevsim kuli svym vlastnostem, i polymeraci vznika polykarbonatovy plast, coz je
levny, lehky produkt, ktery je phledny, odolny ¢ narazim, vysokym teplotdm a
chemikaliim, snadno se modeluje a tepdlaruje. | fes jeho estrogenni vlastnosti je jeho
ro¢ni produkce ¥tSi nez 5 miliof tun za rok, z toho seiplizné pal milionu kg rainé uvolni
do Zivotniho prosedi (Mileva et al., 2014). K uvoini do prostedi dochazi bdi pfimo
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z chemickych, plastovych vyrobkz recykl&nich tovaren, slévaren nebo kepo z vyluhu
plasti, papiru, odpailna skladkach nebo odpadnich vod, takéismp ohroZuje i vola Zijici
zvirata. Molekula BPA ma strukturalni vlastnosti, ktgrémoziuji se vazat na estrogenove
receptory, tim inhibuje aktivitufpozenych endogennich estrogempodobr jako fada EDs
(Kitamura et al., 2005).

Stejre jako jiné chemické latky, fite se BPA uvolnit z materigl ve kterych je
obsazen, zavisi na tepia pH. Nasledhmuze BPA migrovat do potravin, nagojvzduchu,
slin, krve a KZe, kde miZe byt posléze detekovan (Geens et al., 20da¥to dochazi ke
kontaminaci potravin a napojv plechovkach, obsahuji uvhitotiz vrstvu s BPA, ktera
zabraiuje pimému styku potravin nebo napog plechovkou (Vandenberg et al., 2007).
Clovék se tedy do kontaktu s BPA dostanecasfji prostednictvim kontaminovanych
potravin a pitné vody, ke kontaminaci dochazi negrBPA z obalovych material ve
kterych se nachazi. Dochéazi ale i k penetra@s pkizi z kosmetickych vyrobk nebo
termalniho papiru, ffpadré inhalaci prachovyciastic (Huang et al., 2012). Ukazuje se, ze
90% z celkové expozice BPA fkio praw zminované potraviny, zatimco expozice
vdechnutim, progednictvim zubni chirurgie nebo kozni absorpce innez 5% (Geens et
al., 2012).

Celkové koncentrace byly na&beny u 92,6% vzork moti u Americami, 90%
Kanalani (Bushnik et al., 2010) a u vice nez 90% populas#ns asijskych zemi, coz
poukazuje na to, Ze drtiv&tgina populace byla vystaven&nkim BPA (Chou et al., 2011).
Rada studii tedy prokézala&ifpmnost BPA v lidskych tkanich a tekutinach,dasgji kormé
maci, byla jeho pitomnost zji&na i v krevnim séru, v reprodéii tkani — pedevsim ve
varletni tkani a semenné tekutiManfo et al., 2014), folikularni tekutinmatéském miéku,
fetalni plasny, plodové vod a placent, dale v pupénikové krvi, takze plod jetgsobeni BPA
vystaven také (Chou et al., 2011). Existuje zdé&aipiimé souvislosti mezi expozici matky a
arovre BPA u plodu. BPA prostupuje placentou a tim aulije vyvoj plodu. Novorozenci
mohou byt vystaveniigsobeni BPA i Bhem kojeni v ésledku gitomnosti BPA v matieském
mléce (Mendonca et al., 2014). NejvySsSi hladinyybgjisSttny u cti a mladeze, nizsi u
dosglych jedindi, toto zjiS€ni je velmi znepokojujici, protozeitil maji zvySenou citlivost na
endokrinni dinky BPA (Calafat et al., 2008).

BPA napodobujetinnost E2 a fisobi skrze estrogenové receptory, ke kterym ale
vykazuje 1000 — 2000x nizSi afinitu nez E2 (Botliag, 2010). BPA se vaZze k &@ba typim

ERs. Nicmén vyssi afinitu vykazuje k EiRnez ER (Caserta et al., 2014). Rovnovaha mezi
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ERo a ERB je udrZzovana pomoci E2, ktery kontroluje Btmou smrt a proliferaci. Signaly
zprostedkované skrze ky vedou k proliferaci, zatimco signaly z ERroliferaci inhibuiji.
Pokud jsou biikky vystaveny BPA, dochazi k jeho vazani na ERs{iteqmnosti ER pasobi
BPA proliferang, v piitomnosti ER pasobi jako kompletni antagonista komplexu E2 BER
BPA tedy podporuje proliferaci aipobi proti apoptoze. Aktivita BRneni nijak vyvazena,
¢imzZ je rovnovaha naruSena @fe vest k transformaci v rakovinotvornénky (Bolli et al.,
2010). Bylo zjis¢no, Ze BPA fisobi jako antagonista androgennich recép#opo expozici
BPA invivo dochazi ke sniZzeni syntézy testosteronu a E2r(Kita et al., 2005).
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HO OH
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Obrazek €. 6: Vzorec bisfenolu A. Zdroj:https://cs.wikipediagbwiki/Bisfenol _A#/media/Fil

e: Bisphenol_A.svg.

3.3.4 Bisfenol S

Bisfenol S (BPS, 4,4'-sulfonyl difenol) secahpouzivat jako bezpaé¢jSi alternativa
BPA, i presto, Ze jeho dinky, co by potencialniho endokrinniho disruptongjsou zcela
prozkoumany a data aiéacich BPS jsou velmi omezena. Jedna se o nov&u,l&terd jest
neni dostatn¢ legislativré regulovana, na rozdil od BPA (Ullah et al., 201&dna se o
strukturni analog BPA tuici monomer, ze kterého se vyrabi epoxidova prys&ya cyklické
karbonaty. Fdava se i jako fisada do pesticidnebo barviv. BPS je ve srovnani s BPA
chemicky stabilgjSi, je hire biologicky odbouratelny a v organismuspbi delSi dobu a
navic vice nebezpeym zpisobem. Kromd toho, BPS i |épe penetrujggs Kizi nez BPA
(Liao et al., 2012). BPS ma vynikajici stabilititi wysokych teplotach, je odolnyavi
slung&nimu zdeni. Stejd jako ostatni EDs, ma i BPS fenolickou skupinuy&te toxicka a

vazre ohrozuji zdravi organismu (Chen et al., 2002).

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze BPS by mohl vykazomapativni dinky na
organismus, podoknjako je tomu u BPA a na zakkadoho se dostal do pogdi zajni
védeckych tymu, které zali intenzivré studovat jeho vliv na organismus a jeho vlastnosti
u BPS byla prokdzana estrogenni aktivita, schopmasbdobit vlastnosti horméra vazat se
na ER.In vitro experimenty prokazaly silnou estrogenni aktiviteB zatimco k jadernym

24



ER ma BPS nizsi estrogenntininost ve srovnani s E2, k membranovym recdéptor
vykazuje BPS stejnou nebo dokonce vysSi estrogétinhost nez E2 (Rosenmai et al.,
2014). Estrogenni aktivita byla také prokdzana mmiétré in vivo u krys, které byly
vystaveny BPS a dochazelo u nichiktu clozni tkarg (Owens et Ashby, 2002). BPS ma
tedy prokazatelny nebezpygy estrogenni potenciah vivo. Krom¢ toho u ®&j byla prokazana,
stejre jako u BPA, i androgenni a anitandrogenni aktigitdamura et al. 2005). Vé&kolika
pokusech se ukazala i jeho cytotoxickd a mutagektiniita, ma i potenciathskodlivé @&inky
na geneticky material a indukuje apoptézu tim, @au$uje bu&nou signalizaci (Lee et al.,
2013). Vzhledem k tomu, Ze BPS je latka velmi podoBPA a ukazuje si i jeji analogicky
mechanismus dinku in vitro, da se ®ekavat, Ze bude mit i podobné cile a mechanismy
Gcinku (Ullah et al., 2016).

Vyroba a poptavka po BPS se neustéle zvy3ugd@ysim \Cing) a vzhledem k jeho
rozSienému pouzivani je&lovék dennoden& vystaven dinkim BPS. BRitomnost BPS
v organismu byla prokadzana u velkétdiny populace v ekonomicky rozvinutych zemich,
v disledku toho, Ze BPS se v sasnosti vyskytuje té#tt ve vSech spégbnich vyrobcich,
kde nahradil BPA. BPS v lidské widbyl prokazan u 81% populace ze 7 asijskych zemi a
USA (Liao et al., 2012). itomnost BPS byla prokdzana v konzervovanych putéah
(Vinas et al., 2010), v prachu v domacnostech awghove i odpadni vad BPS se do

organismu nepstji dostava pes Kizi, inhalaci prachu a skrze potraviny (Liao et2012)

HO OH
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Obrazek €. 7: Vzorec bisfenolu S. Zdroj: https://en.wikipediabwiki/Bisphenol S#/ media
[File:Bisphenol_S.svg

3.4 Vliv BPA na sami¢i pohlavni soustavu

Vyvoj a funkce sangiho pohlavniho systému jsou zavislé na koordinoghny
biologickych procesech. Jejich naruSeni endogenného exogennimi faktory v prenataini a
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postnatalni fazi Zivota tike mit vyraze negativni dopady na zdravi saimicsamic, steji
jako ovlivreni reproduknich funkci (Diamanti-Kandarakis et al, 2009).

Mezi vySe zmiané exogenni faktory bezesporu ipat EDs, wetné BPA a obavy
z dopadu d&chto environmentalnich polutd@nna lidskou i zuieci reprodukci rostou. Roste
pocet laboratornich studii provedenych na hlodavciphimatech, a kopytnicich, které
podporuji nazor, Ze EDs jsouiypdci rekterych reproduénich poruch u samic. EDSigobi

na reprodukni systém samic, ale i satnMcLanchlan et al., 2006).

U BPA byly pozorovany negativniciinky na celou reproduki soustavu a na fertilitu,
Velky potet studii dokazuje, Ze BPA ibe pisobit jako toxickd latka v reprodukci,
v experimentélnich studiich bylo prokazano, Ze BR&negativni vliv na&gohu a vajeniky,
dale také na oocyty, na nastup pohlavniho cykllivama pohlavni zralost (Rubin, 2011). BPS
mél byt bezpeéngjSi variantou BPA, ale mnohé studie tomu nesd&yji, mimo to,in vitro
zpasobuje oxidani stres a vykazuje endokrinni potendialivo. Udaje o BPS jsou omezené,
studii bylo provedeno jen mélo (Ullah et al., 2016)

3.4.1 Hypotalamicky systém

Hypotalamus spot®mé s hypofyzou tvéi systém, ktery je nadzen celéradk Zlaz
s vnittni sekreci (nap vajeniky) a zprosedkovava dlezité interakce mezi nervovym a
endokrinnim systémem. tlezitym hormonem hypofyzy je GnRH, ktery je rozhpdupro
normalni reproduni funkce obratlowvi, tim Ze stimuluje uva@lovani FSH a LH zigdniho
laloku hypofyzy, tim reguluje gonadalni funkce (Hson et al., 2004). BPA vSak trhe
zpasobit vyvojové a funéni defekty hypotalamického systému a celé hypotalam
hypofyzarg — gonadalni osy, protoZze ERs jsou exprimovanylé& t&o ose. Mze to vest
k problénim v reprodukci, jak v pubest tak i po dosaZzeni pohlavni deékpsti (Tena-
Sempere, 2010). U potkanvystavenych BPA byla zaznamenana nevratna&nam
v hypotalamo — hypofyzaén- gonadalni ose, vedla k anovulaci a neplodnastis potkag.
Mechanismus je nejspiSe zptestkovan pes Kkisspeptiny, kteréidi sekreci GnRH
(Fernandez et al., 2010).

Vystaveni hypotalamudinkim BPA miZze mit za nasledek i Zzmu hladinu hormoin
Zmeétené hladiny LH, které jsou tedy indukované GnRHy lwkrys vystavenych BPA niZsi,
nez u kontrolnich krys. Navic frekvence pulanRH byla vyssi, i@dpoklada se, Ze to
zpasobuje nizSi citlivost hypofyzy, coz vede ke snizegkrece LH. Prepubertalni expozice

BPA také ukazala sniZzeni pulzni frekvence LH u oB&IA sniZzuje aktivaci MAPK, coz dale
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ovliviiuje expresi receptoru GnRH. SniZzena exprese tofemteptoru v hypofyze tke byt
mechanismem, ktery sniZuje uiiolani LH (Fernandez et al., 2009).

3.4.2 Déloha, vejcovody a placenta

Nekolik studii prokazalo negativni vliv BPA naldhu. Bylo zaznamenano snizZeni
proliferace dlozniho epitelu Bhem estralniho cyklu potk&n(Mendoza-Rodriguez et al.,
2011). U zviat, ktera byla €&inku BPA vystavena neonaté&inbyly pozorovany zrny na
morfologii ckklohy dosglych samic potkai Nizké davky BPA vyvolavaji maligni a benigni
léze a vyvolavaji vznik endometridlnich polympna dloze (Newbold et al.,, 2009).
Koncentrace BPA ma souvislost i s vyskytem endawmmty BPA obeci zhorSuje proliferaci
burgk v ckloze. U hlodavié doSlo po expozici BPA ke snizené expresioZnich ER.
Dochazi tedy ke sniZeni receptivit¢glahy a snizeni pdgu mist, kam je mozné proveést

implantaci @i IVF, v lidskych studiich toto vSak prokéazano nkbfBerger et al., 2010).

Vliv BPA na vejcovod je prozkouman jen ¥kolika malo studiich, ale ve vSech byly
prokazan vyskyt patologickych proliferujicich léz¢ vejcovodu u dosibych samic, které
byly prenatald vystaveny nizkym davkam BPA. Vzhledem k morfolégim zmenam
vejcovodu se dacekavat, Ze negativrovlivni oplozeni i pesun embrya doébhy (Newbold
et al., 2009; Newbold et al., 2007).

Vliv BPA na vejcovod je prozkouman jen wkolika malo studiich, ale vSechny
pozorovaly progresivni prolife¢ai léze ve vejcovodu u dofgch jedind, kteti byli
prenatald vystaveni nizkym davkdm BPA. Vzhledem k morfoldgiomn zmenam vejcovodu
se da oekavat, Ze negati¢novlivni oplozeni i pesun embrya doétbhy. BPA negativa
pusobi i na samotnou¢hbhu. U zvfat, kterd byla &inku BPA vystavena neonaté&lnse
vyskytuje naruseni hrubé morfologiglehy u dosglych samic. Nizké davky BPA vyvolavaji
maligni a benigni 1éze a polypy endometriotly (Newbold et al., 2009).

Uginky BPA se projevuji i na proliferaci bék placenty. Nizké davky vedou ke
zvySeni apoptozy a snizeni proliferace kultivovdmigarek trofoblastuin vitro, vyssi davky
potom ke sniZeni Zivotaschopnosti BkirfMorice et al., 2013) a BPA ma schopnosinihi

genovou expresi bk v placent (Susiarjo et al., 2013).

3.4.3 Vajeéniky a oocyty

Vajecniky jsou kltovym organem pro reprodéki a hormonalni funkce samic a BPA

je naruSuje v celéad® aspekii. Vystaveni ovarii &inkim BPA, jecasto spojovano s atrézii
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folikulu, tim padem se sniZuje celkovydmd Graafovych folikul (Souter et al., 2013). Studie
provedené na Zenach prokazaly pozitivni korelackinidadinou BPA v krevnim séru a
nantienou hladinou testosteronu a androstendionu. BEhWAgemuluje vajéniky k produkci
testosteronu (Kandaraki et al., 2011). U ovci a akakprenatal® vystavenych &nkam
vysoké hladiny testosteronu, dochéazelo k fetadlnfmagramovani syndromu polycystickych
ovarii (Dumesic et al., 2007). Tento syndrom¢ssto vyskytuje u Zen. Jedna se o stav
charakterizovany ietrvavajici anovulaci beztippmnosti nemoci Stitné Zlazy, nadledvinek
nebo hypofyzy, kdy se na va@cich hromadi malé antralni folikuly. U Zen, kt@arybyl

v krvi detekovan BPA, bylo zaznamenano zvyseni yiiskohoto syndromu (Azziz et al.,
2006). U novorozenych potkarvystavenych BPA se tento syndrom vyvinul v dosgti
(Fernandez et al., 2010). V dalSi studii provedeaémladych divkach byla expozice BPS

spojena se z¥Senim objemu vagmika (Qiao et Feng., 2010).

Vliv BPA na vaje&niky se projevuje i snizenim kvality ooayzvirat i lidi. Nékolik
vyvojovych etap oocyit je citlivych na expozici BPA, jedna se o obdobs$tngu meiozy na
vajecnicich plodu, perinatélni vyvoj folikulu a znovuZgéni meiozy v dosyhosti. Expozice
samic mysi BPA ve fetalnim obdobi ma za nasledgkiz@vé &inky na ranou oogenezi,
dochézi k naruseni meiozy, zvySenétposynaptickych vad (nedpiné synapse chromadgan
porucham rekombinace. Tyto odchylky se vSak vyskydlz kdyZ plod dosahl dodpsti
(Machtinger et Orvieto, 2014). BPA oviivje zahajeni meiozy v preovdld@m oocytu, a

neonatalni vystaveni nizkym davkam BPA inhibuje ®viBsamic mysi (Chao et al., 2012).

BPA ovliviiuje i utv&eni dliciho weténka v oocytu, cozZ e mit za nésledek
neschopnost chromozdimse na & navazat a 0sSné pokra&ovat v meidze. \in vitro
studiich, BPA vyraz&i ménilo utvaeni cliciho vieténka a distribuci pericentriolarniho
materialu na polechigténka u antralnich folikéil(Eichenlaub-Ritter et al. 2008). V oocytech
nachazejicich se ve folikulech u délsgh mysi, doSlo diky expozici BPA k naruSeni
uspdgadani dliciho vieténka a meiotickému bloku po GVBD algeg vydlenim polového
téliska (Lenie et al., 2008). BPA také indukuje chybnzestup chromozoinpii meioze, u
makaki byly prokadzany zasadnnaruSené synapse a rekombinace mezi homolognimi
chromozomy v dob zahajeni meiozy (Vandenberg et al., 2016)vipstaveni mysSich oocit
BPA in vitro nebo Bhem vyvoje plodu, bylo zaznamenano nespravirgzeai chromozom
do ekvatoridlni roviny ve druhé metafazi, navic ygc vystavené BPA v mbéhu
meiotického zrani jsou ipad oplozeni nachykjsi k potratu (Hunt et al., 2003). U mysi a

makaki dochazelo i ke z&mam genové exprese v kmenovychikach (Lawson et al., 2011).

28



BPA ma vliv i na asgsnost IVF, protoZe existuje vztah mezi koncentrad@®A v maii a
poctem ziskanych oocgtv ramci IVF, jejich zranim a fertilizaci. ZvySujise koncentrace
BPA v mai byla spojena se snizenym gem ziskanych oocfyf zralych oocyi (M) a
normalré oplozenych oocyit (PN2) (Ehrlich et al. 2012).

BPA nemd vliv jen na oocyty, aleigobi i na samotné folikuly. Expozice BPA vede
totiz k urychleni vyvoje folikulu u &kolika ZivadisSnych druti. U neonatalni expozice jgat
doSlo k urychleni femeny folikula, snizil se péet primordialnich folikuk a zvysil se péet
primarnich folikuli. Ve studii na neonatain exponovanych jatatech se vyskytly
multioocytarni folikuly (Rivera et al., 2011), i makaki se vyskytly sekundarni a antralni
folikuly s vice oocyty. Nizké davky BPA &ni utv&eni folikuli, ale vy3si davky inhibujiist
nebo zjisobuji atrézii a vyvolavaji zémy v genové expresi u hlodave antralnim folikulu
(Hunt et al., 2012).

3.5 Vliv BPS na pohlavni soustavu

| presto, Ze se BPS vyskytuje v Zivotnim piedt i v biot, je velmi omezené mnozstvi
informaci o vlivu BPS na endokrinni i reproduk systém. ¥tSina studii je provedena na
nizSich ziv@isich — daniu pruhovanéndénio rerio). U hrotnatek velkychOJaphnia magna)
bylo prokazano, Zze BPS je pré akutré toxicky a obecé ma estrogenni a antiandrogenni
aktivitu (Chen et al., 2002). Reproduk procesy u ryb jsou regulovany koordinovanymi
interakcemi mezi steroidnimi hormony hypotalamo ypdfyzaré - gonadalni osy a
steroidogenezi v gonadalni tkani (Ma et al., 20@2photo divodu mohou latky zr@st'ujici
Zivotni prostedi ovlivnit expresi steroidogennich gekoncentrace hormdrpochazejicich z
této osy by mohla mit vliv na funkci endokrinnihgst®mu a reprodukci ryb. U BPS zatim
nebyly potencialni &inky na transgenetai toxicitu doposud objagny, na rozdil od BPA (Ji
et al., 2013).

Podle studii, BPS #gobuje reproduini dysfunkce a ®ni plazmatické hladiny
pohlavnich hormain i genovou transkripci v hypotalamo — hypofyzér gonadalni ose u
dosglych jedindi danii. Regulace génreceptoii pro GnRH (ghrnrl, 2, 3) u safdanii
naznguje, ze by BPS mohl modulovat koncentraci GnRHhy kgeré by nasledmohly mit
vliv na produkci gonadotropnich hormonJ obratlovéé ma GnRH ki¢ovou roli v regulaci
reprodukce progtdnictvim hypotalamo — hypofyz&r gonadalni osy (Schally et al., 1971).
Dania maji dva typy GnRH (GnRH2 a GnRH3jt@i razné receptory pro GnRH. Regulace
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geni receptoit pro FSH a LH u sanficdanii by mohla podle studie rémo ovlivnit
gonadotropni hormony (Tello et al., 2008).

BPS ma vliv i na hladiny ditych pohlavnich hormahn V n¢kolika studiich byla u BPS
zaznamenana vyrazwyssi produkce E2 a menSi produkce testostersamgi po expozici
BPS. Ke stejnému vysledku se doSlo i u BPA. Zajingy Ze nezadoucicimky BPS na
nez samice. U samic sice doSlo ke zvySeni E2, alim& vyrazné zimy v plasmatickych
koncentracich testosteronu a gonadalni transkgpag nebyly zaznamenany (Ji et al., 2013).
Studie Naderi et al. (2014) dokazuje, Ze BPS maivia pohlavi. R vystaveni danii po dobu
75 dni nizkym davkam BPS doSlo ke #2né poneru pohlavi ve prosfch samic. Dochazelo i

ke zkracovani délkyta a hmotnosti u sanmicméli snizenou hladinu testosteronu.

Zmeny hladin pohlavnich steroidnich hormiormohou zgsobovat reprodudni
dysfunkce tim, Ze manipuluji s regémémi mechanismy hypotalamo — hypofyzéra
gonadalni osy (Xi et al., 2011). Tato hypotéza bptvrzena ve studii, kdy zméné
plasmatické hladiny E2 byly doprovazeny vyr&zenizenou produkci vajec u danii
vystavenych nizkym hladinam BPS (0,5 pg / I). Eede pot@ni také dochazi k inhibici
produkce vajec, jenipdaleko vysSich koncentracich BPS (1280 pg /dh¢i et al., 2001). |
u haratka obecnéhodaenorhabditis elegans) byl po expozici BPS snizen §&t vajec (Chen
at el., 2016). Expozice BPS je tedy spojena sénami regulace pohlavnich hormbn
v hypotalamo — hypofyzaén— gonadalni ose, tyto zZmy jsou pravdpodobré dasledkem
toho, Ze BPS funguje jako agonista ER (Sander<a)2

Byl pozorovan vyznamny pokles hmotnosti repraghikh orgaf pri koncentracich,
které se BZrn¢ vyskytuji v Zivotnim prosedi. BPS tedy inhibujeiast gonad (Zhang et al.,
2011). Pokud byly rodovské pary danii vystaveny koncentracim BPS odgiditn €m
v prostedi, dochazelo k opodému lihnuti a zvySenému vyskytu malformaci potbniloto

koreluje i s vysledky zjighymi u BPA u pstruha duhového (Aluru et al., 2010).
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4 Materiadly a metodika

4.1 Ziskavani ovarii

Vajecniky byly odebirany z mladych prasek (ve ¥ku 7 az 8 misial) porazenych na
jatkach. Prasgky jsou v neznameé fazi estralniho cyklu. Po @db byly vaj&niky

uchovavany v termoscdigeplot 39 °C, a co nejrychleji bylyippraveny do laborate.

4.2 lzolace a vykEr oocyta

Aspirace oocyt probihala pomoci injeki jehly 20G. Takto byla ziskavana
folikularni tekutina z ovarialnich folikal velkych 2 — 5 mm, ktera byla naslédnalita do
Petriho misky a pod binokularni lupou byly ziskaoécyty i s kumularnimi htkami
vybirany pomoci sklemé pipety do maniputaiho média TL — HEPES. Pro experiment byly

vybrany jen oocyty spbijici nasledujici podminky:

e oocyt dosahuje velikosti 120 um
» vrstva kumularnich butk obklopujicich oocyt je kompaktni
* cytoplasma je neporusena a \igk cely oocyt.

4.3 Kaultivace a priprava kultiva éniho média

Kultivace oocylt s kumularnimi bistkami probihala v kultivénich miskach, které maji
¢tyfi dalky (Nunc, Roskilde, Dansko). Oocyty byly kultivawav 1 ml kultiva&éniho média
M199 (slozeni viz Tabulk& 1). Misky byly nasled&ulozeny do termoboxutpkonstantnich
podminkach — teplota 39 °C a &b % CQ se vzduchem a kultivovanw vitro 24, resp. 48
hodin. Red samotnou kultivaci bylo medium dogho o fistovy faktor (Sigma - Aldrich,
GibcoBRL, Life Technologies, UK) a 13,4 IU eCG :®JU hCG / ml (P. G. 600 Intervet
Boxmeer, Holandsko). Kontrolni skupina byla kultréama wistém médiu, do
experimentalnich skupin byl jé&Spridan gipravek BPS (Sigma — Aldrich, MO, USA)
rozpusény v dimethylsulfoxidu (DMSO) vifislusné koncentraci. Finalni koncentrace BPS
v kultivatnim médiu byly 3 nM, 300 nM a 30 uM.
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Tabulka €. 1: Slozeni modifikovaného kulti¢aiho média M199

SloZeni modifikovaného kultivaiho média M199
Slozka Davka na 100 ml média M199
Pyruvat sodny (Sigma - Aldrich,d&hecko) 25 mg
Laktat sodny (Sigma - Aldrich, decko) 60 mg
HEPES (Sigma - Aldrich, &mecko) 150 mg
Gentamicin (Sigma — Aldrich, &inecko) 2,5mg

4.4 Imunocytochemie

Po 24, rep. 48 hodinové kultivaci byly oocyty zbayekumularnich buk pomoci
tenkostnné sklemné pipety, nebo opakujicim se pipetovanim. Nasldua odstratna
zona pelucida 0,5 % pronazou (Sigma - Aldrich, MO, USA). Potélybypocyty 4x
proplachnuty v TI — HEPES — PVA (sloZeni viz Talauk 3), glemistny do 400 pl PBS —
NaN; (sloZzeni viz Tabulk&. 2) a fixovany v 4 % formaldehydu v PSB - Napb dobu 40

minut.

Dale byly oocyty 2x proplachnuty v PBS - NaMasledovalo blokovani oodyt/ v 5%
NGS (normal goat serum - kozim sérum, G9023, Sigidach, St. Louis, MO, USA) s 0,1
% TritonX — 100 v PBS - NaN(slozeni Tabulka. 2) po dobu 25 minut. Oocyty byly
inkubovany v primarni protilatce anti BRedné 1:200 (ab3579, Abcam) po dobu 1 hodiny
pii 39 °C. Potom byly 2x proplachnuty v 1 % NGS s @1TritonX — 100 v PBS - Nai
Negativni kontrola oocytbyla inkubovana pouzedistém 1 % NGS s 0,1 % TritonX — 100
v PBS - NaNOocyty byly poté inkubovany se sekundarni protatianti kraléi 1I9gG — FITC
(fluorescein isothiocyanate) (Thermo Fisher Scieptivaltham, MA, USA; 1:200) po dobu
40minut ve tnd. Po dvojim proplachu v 1 % NGS s 0,1 % TritonXG0 ¥ PBS- NaNbyly
oocyty namontovany s Vectashieldem obsahujicim DA®Iteflonové podlozni skko a
vyhodnoceny pod invertovanym floureséan mikroskopem Ti — U (Nikon, Japonsko).
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Tabulka €. 2: Slozeni PBS - NajN

Slozeni PBS - NajN

Slozka g /1000 ml
NaCl 8,00
KCI 0,20
KH2POy 0,26
NapgHP Oy 11
NaNs 0,5

Tabulka €. 3: SloZeni oplachovaciho média TI — HEPES — PVA

Slozeni oplachovaciho média TI - HEPES - PVA

Slozka g /1000 ml
NaCl 6,6633
KCI 0,2386
NaH,PO, 0,0408
Na Lactate (L7900, S-A) 1,4 mi
MgCl,*6H,0 0,1017
HEPES 2,3830
Na Pyruvate 0,0220
Sorbitol 2,1860
NaHCG 0,1680
CaCbe2H,0 0,2940
Gentamicin (G1264, S-A) 0,0250
Penicillin G (PENK, S-A) 0,0650
PVA 0,1000
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4.5 Analyza obrazu

Snimky byly pdizeny prostdnictvim invertovaného mikroskopu Ti — U (Nikon,
Japonsko) s kamerou Clara Interline CCD (Andor Tettgy PLC, Severni Irsko) a
vyhodnocovany v programu NIS Elements Ar verze 4(k@boratory Imaging, Czech
Republic). Negativni kontrola byla inkubovana beam@rni protilatky a byla podle ni
nastavena expozice mikroskopu, ktera byta kaZzdém snimani stejnd. Od snimhyla
odetena namfena intenzita fluorescence negativni kontroly (eedcka vazba). Nasledn
byla provedena analyza obrazu aéeni inenzity fluorescence pomoci programu Nis
Elements 4.50.

4.6 Statisticka analyza

Data byla vyjatena jako + SEM (#dni chyba pmméru), ve fech opakovanich, kdy
v kazdé skupi& bylo minimélré 20 oocyti. Ziskand data byla analyzovana piedhictvim
generalnich linearnich mode(GLM) v softwaru SAS (SAS, Institute, USA). Statky
vyznamné rozdily mezi skupinami byly vyjgdy pomoci Schéffeho testu, hladina

vyznamnosti byla stanovena P<0,05.

4.7 Design experimenti

4.7.1 Experiment¢. 1
Distribuce ERp v prase&tich oocytech Bhem meiotického zrani

Cilem experiment bylo prokazat, vliv BPS na disidi ER3 v praseéich oocytech
béhem meiotického zrani. K ziskani vyslédikyl pouzit postup imunocytochemie. K této
analyze byly pouzity oocyty kultivovan@ vitro 24 a 48 hodin vifitomnosti islusné

koncentrace BPS. V kazdé skuphylo testovano minimatn20 oocyft.
4.7.2 Experiment¢. 2

Exprese ERB v oocytech Ehem meiotického zrani

Cilem experimentu bylo kvantifikovat relativni émzitu fluorescence BRv praseéich
oocytech Bhem meiotického zrani po 24 a 48 hodinové kultivaaiitro. Kvantifikace byla
provedena metodou analyzy obrazu v programu Nis&tgs 4.50 na oocytech kultivovanych
24, resp. 48hin vitro s giidavkem pislusné koncentrace BPS ze snimforizenych

v experiment&. 1. V kazdé skupihbylo testovano minimén20 oocyi.
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5 Vysledky

5.1 Distribuce ERp v oocytech Ehem meiotického zrani

Cilem prvniho experimentu bylo zjistit vliv BPS destribuci ERB v praseéich oocytech
béhem meiotického zrani, po 24 a 48 hodinové kuliiviac vitro. V experimentéalnich
skupinach byla pouzita primérni specifickd prokigat kontrolni skupina oocyt byla
inkubovéana bez této primarni protilatky.

V priabéhu celého meiotického zrani dochazelo kesmmlokalizace ER v oocytech

kultivovanychin vitro v pritomnosti BPS.

Po 24 hodinové kultivaci ooaytbyly zaznamenany zny v distribuci ER ve vSech
experimentalnich skupindch BPS ve srovnani s kbmtrskupinou. U kontrolni skupiny
oocyti MI byly ERB lokalizovany rovnorérné v cytoplasmd i na membraf oocytu.
Koncentrace 3 nM BPS se projevila redistribucipBRce ke stedu, v korové oblasti se
receptory vyskytovaly nepravidélm na membrannebyly distribuovany #bec, na rozdil od
predchozi skupiny. U oocdytkultivovanych s 300 nM BPS byly BBRozmisEny asymetricky,
casto k jednomu okraji oocyturiFkultivaci oocyti v koncentraci 30 uM BPS byly receptory
rozmistny podobi jako u koncentrace 3 nM, jen zasahovaly vice lajdkn, byly vice

homogenni a doslo k jejich redistribuci i na memioréviz Obrazek'. 8).
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Obrazek ¢. 8 Imunocytochemicka lokalizace BRI oocyfi kultivovanychin vitro po dobu
24 hodin: a — kontrolni skupina oo@yl, b — 3 nM BPS, ¢ — 300 nM BPS, d -30 uM BPS.
DAPI (modre) — chromatin, FITC (zeléh— ERB.
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| po 48 hodinové kultivaci oociyt byla zaznamenana redistribuce [ERe vSech
experimentalnich skupinach BPS oproti kontrolni psk& V kontrolni skupig oocyti ve
stadiu MIl byly ERB distribuovany rovnorrné po celém oocytu, okolo istdu oocytu byla
viditelna vyrazna loziska HR V oocytech kultivovanych s3 nM BPS dochéazelo
k redistribuci ER smérem k membr&h U koncentrace 300 nM BPS nebyly [ER
lokalizovany na membr#&nale byly koncentrovany vice daetiovécasti, kde se nachazely i
vyrazné spoty &hto receptar. U nejvysSi koncentrace 30 uM BPS byly receptory
soustedny ¢asto asymetricky k jednomu okraji oocytu. Zatimckontrolni skupig oocyfi
a experimentalnich skupinach (3nM a 300nM BPS) pbgiyné spoty ER v nejvyssi pouzité
koncentraci BPS (30 uM) byla distribuce [ERomogenni (viz Obrazek 9).
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Obrazek €. 9. Imunocytochemicka lokalizace BRi1 oocyfi kultivovanychin vitro po dobu
48 hodin: a — kontrolni skupina oogyl, b — 3 nM BPS, ¢ — 300 nM BPS, d -30 uM BPS.
DAPI (modre) — chromatin, FITC (zeléh— ERB.

Lokalizace ER v pribéhu meiotického zrani, po 24 a 48 hodinach kultiviacétro, se
liSily mezi jednotlivymi testovanymi koncentraceBiPS. Po 24&i 48 hodinach kultivacen
vitro doslo vlivem gkterych koncentraci BPS k redistribuci [ERa membranu. Zatimco u
nejvyssi koncentrace — 30 uM BPS byla tato reskiste pozorovana po 24h hodinové
kultivaci, u nejniz8i koncentrace k tomu samémuhdaelo aZz po 48hodinach. Zardvee

objevovala asymetricka distribuce ER oocytech nezavisle na davce BPS a délce kuétivac
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— u koncentrace 300 nM BPS po 24h, u 30 uM BPS8hakditivace. Celko¥, u 24 hodinové
kultivace nebyly tolik viditelné vyrazné spoty BRjako tomu bylo u #Siny oocyt
kultivovanych po dobu 48 hodin. | homogenita rozsms receptoit byla WtSi u skupiny

oocyti kultivovanychin vitro po dobu 48 hodin.

5.2 Exprese ERB v oocytech lEhem meiotického zrani

Cilem experimentu bylo zjistit vliiv BPS na expr&Rp v praséich oocytech &hem
meiotického zrani po 24 a 48 hodinové kultiviaxvitro. MnoZstvi ER v oocytech v pibéhu
meiotického zrani bylo kvantifikovano pomoci anglyibrazu oocyt po imunocytochemické
analyze. Hodnoty byly vyjadny jako relativni intenzita fluorescence[ER

Béhem meiotického zrani dochazelo ke¢mhrelativni intenzity fluorescence u ootyt

kultivovanychin vitro spole&né s BPS.

M 24h kultivace

0O48h kultivace

Relativni intenzita fluorescence
w

a,b

mh

Kontrola 3nM BPS 300nM BPS 30uM BPS

Graf €. 1. Graf relativni intenzity fluorescence u oacyultivovanychin vitro 24 a 48 hodin
v riznych koncentracich BPS. OdliSnymi superskriptyujsznaeny statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinami.
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Po 24hodinové kultivaci ooaytin vitro v pritomnosti BPS dochazelo k ri&tu
relativni intenzity fluorescence v zavislosti nastauci davce BPS. Statisticky vyznamné
rozdily byly u vSech koncentraci BPS. U koncentr@e uM BPS byl ndist relativni
intenzity fluorescence vice jak trojnasobny ve sémi s kontrolni skupinou, a dvojnasobny

ve srovnani s koncentraci 300 nM BPS.

Po 48 hod kultivacin vitro doslo ke statisticky vyznamné 2n¢ relativni intenzity
fluorescence ERjen u oocyi kultivovanych s 300 nM BPS, kdy doslo k poklestemnzity
fluorescence. Zimy relativni intenzity fluorescence tedy nebyly z#& na davce, ale
vytvarely kiivku tvaru U. Rozdily v relativni intenzitfluorescence ER mezi jednotlivymi
intenzita fluorescence byla zbena u koncentrace 300 nM BPS. U nejvysSi a nejnizsi

hodnoty, i kontroly byla intenzita fluorescence &shodna.
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6 Diskuze

Meiotické zrani je jednou z hlavnich a négFitéjSich udalosti gametogeneze, ktera
probih& v sandgim organismu. Jetdezita pro rozmnozovani, protozZe jen piryvinuty oocyt
muze byt oplozen a poktavat ve svém vyvoji vembryo. Meidza i vyvoj s&hb
pohlavniho systému jsou zavislé na koordinovanyologickych procesechiadi je celdada
faktoni. NaruSenidchto procesé macasto negativni dopady na reprodakfunkce samic. Do
Zivotniho progtedi, potravin, fedntta denni pateby se dostavarginénim cloveéka celérada
latek, které zasahuji do fyziologickych protewvelmi casto pra¥ v oblasti reprodukce

(Diamanti-Kandarakis et al, 2009).

~

Pati mezi & nag. t¢Zké kovy. Negativni €&inek na reprodukci Zzen ma kadmium
(Akesson, 2009), olovo (Nasiadek et al., 2011)ué (Rowland et al., 1994), ktera mimo jiné
negativré pasobi i na meiotické zrani oodytjak bylo prokdzano n vitro experimentech u
mySi (Shen et al., 2000). tady latek byly jejich negativni dopady na zdravéaanotnou
reprodukci zviat i lidi odhaleny az po mnoha letech jejich uziv&ati sem nap nechvalg
znamé DDT (WHO, 1989) jako masovyuzivany insekticid, thalidomid jako ,bezpre/” €k
na uklidréni pro €hotné Zeny, ktery jak se pagdukazalo ma teratogenni a karcinogenni

ucinky (McBride, 1961).

Mezi exogenni faktory negatigrovliviujici reprodukni funkce na Urovni gamet pat
nagiklad pirodni latky - fytoestrogeny, které maji nezadoudinky na meiotické zrani
sawvich (praseich) oocyti (Vodkova et al., 2008) na reprodukci samic mysheic et al.,
2007; Jefferson et al., 2006) i potkafzin et al., 2013). P#t sem ale i pyretroidy, jenz
nahradily starSi prostdky na hubeni hmyzu a u kterych bylyamu let pozd&i prokazany

jejich negativni tGinky na zrani oocyt prasete (Petr, 2013).

Velkou skupinou latek, u kterych byly zaznamenaegativni dopady na reprodukci,
jsou i endokrinni disruptory (EDs), které napoddltipnost estrogena maiji tedy schopnost
naruSovat rovnovahu fyziologickych funkci organisnautrovni hormonalnihtizeni a jejich
pleiotropni spektrum dinka je velmi €Zké gredvidat. Prokdzan byl vliv mnoha EDs na
pribéh vyvoje santich (Li et al., 2011) i sardich (Rubin, 2011; Geens et al., 2012)
pohlavnich bu&k, ¢asny embryonalni vyvoj (Mok-Linn et al., 2010), alereprodukci

dosglych jedindi po rékolik generaci (Susiarjo et al., 2015).
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V této diplomové préaci byly sledovanygiaky BPS, jenz se zal pouzivat jako nahrada
za BPA, poté co udpbyly prokazany endokrirndisrugni (€inky (Rochestercorr et Bolden,
2015). O BPS zatim neni znamo mnoho informaci. Bytivedeno jen par studii (Liao et al.,
2013; Liao et al., 2012; Vifias et Watson, 2013hii&ich obratlovcich, jako jsou naplania

pruhovana (Ji et al., 2013), informace o vlivu agce zatim chybi.

Mechanismus &inku EDs je zprosedkovany pes estrogenové receptory (ERs), které
jsou dvojiho typu — ER a ERB a liSi se zastoupenim i lokalizaci v organismust@apeni
ERB je v organismu obeé&rsirSi nez ER. Oba typy ER jsou lokalizovany v oocytech, proto
jsou ERB vyznamnou cilovou strukturou (Benassayag, 2002jb&r 2002). Nazory na
lokalizaci jednotlivych estrogenovych recepitorpribéhu meiotického zrani se liSi uanych
studiich. ER byly prokazany v jadrech oodynezavisle na folikularnimastovém stadiu u
mysSi (Xu et al., 2009; Lenie et Smitz, 2008), opt@inu Saunders et al. (2000) uvadi, ZenER
se u lidi a kosmannenachazi ve folikulech s jednou nebarda vrstvami granuldznich
burgk. ERB byly lokalizovany v oocytu, granul6znich iikéich atheca buikach bez ohledu
na stadium folikulogeneze nebo kultivé podminky (Lenie et Smitz, 2008, Saunders et al.,
2000). Sar et Welsch (1999) uvadi, ZzepERou u dosglych krys exprimovany vykné
v granuléznich bikach ve vSech fazich folikulogenze, ale v jinychikAch oocytu ani
folikulu se nevyskytuji. My jsme prokazali exprésRp v praséich oocytech &hem celého
meiotického zrani, podobrjako Dode et Graves (2003). Navic jsme ale vizoakli jejich

lokalizaci v paibéhu dilezitych moment meiotického zrani oocyt— v metafazi | a |l.

EDs pisobi skrze ER hli genomickou cestou, zasahujici do regulace trgpskri
(Traphoff et al., 2013)i negenomickou cestou oviiujici buré¢nou signalizaci (Benassayag
et al.,, 2002). Mohou ale také tgmbit zrmény ohroZzujici dalSi generace organism
prostednictvim epigenetickych zm, odpo¥dné za methylaci a acetylaci DNA (Bromer et
al., 2010). U ER byla popsana vyznamna role v regulaci DNA metylaeespecifickych
genovych lokusech (Liu et al., 2016). Negenomickié/néni spermii, které byly exponovany
BPA, prokazal Rahman et al. (2015) a negenomidiyek BPA byl prokazan i na fikdch
hypofyzy potkaid (Dang et al., 2009). Genomickginek BPA potom potvrdil Jorgensen et
al. (2000). U BPA byla prokadzana silné estrogettiviga (vom Saal et al., 2007) a pod@bn
tomu miZe byt i v gfipact BPS.
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Navic, nami pozorovanycinek BPS k ER muze vychazet i z afinity bisfenbk ERS.
EDs se obeahmohou liSit afinitou k jednotlivym estrogenovynceptofim. Studie Molina-
Molina et al. (2013) uvadi, Zze BPS i BPA maji vyahitu k ER3 nez k ER. Stejré tak
nagiklad i skupina fytoestrogérse vice vaze k HRnezZ ER: (Baber, 2010).

Az do studie provedené v ramci této diplomoveé préebyl prokazan negativni vliv
BPS na vyvoj satich (prase&ich) oocyfi, zatimco u BPA bylo prodeveno mnoho
experimeni dokazujici naruSeni vyvoje oocytu. NaSe studidkgmala vliv BPS na distribuci

a expresi ER v oocytech prasete, vigehu celého meiotického zrani.

Exprese ER v oocytech ovliviinych BPS v pibéhu meiotického zrani se liSila. Po 24
hodinové kultivaci oocyt jsme pozorovali zvySeni mnozstvi proteinufER/ zavislosti na
davce, podobhjako pozoroval Chaloob et al. (2013) snizujicipsget a motilitu spermii u
krys v zavislosti na davce nimodipinu. N&8i koncentrace ER byla zaznamenana v prase
oocytu po 24 hodinach kultivadge vitro. Dochazi k sedminasobnému i&tu koncentrace
ER, jak uvadi Dode et Graves (2003). Po 48 hodirlayévaci in vitro byla pozorovana
vlastnost typicka pro EDs, a to efekt nizké davkgdna se o schopnost EDs, dosahovat
v nizkych davkach parado&nvysSich dinka nez v davkach vysokych (vom Saal et
Welshons, 2006). Je tak docileno diky moZnostigpetli nebo Uplného vymizenitiaka
EDs, ¢i hormorni v organismu, a to vifpadt, Ze je koncentrace EDs vySSi nez fyziologicke

mnozstvi (Vandenberg et al., 2012).

Tento efekt byl demonstrovaniade studii, mj. u BPA. Naip Jenkins et al. (2011),
ktefi potvrdili, Ze nizké davky BPA (2,5, 25, 250 a @50y BPA /I) maji u mysSia&sSi vliv na
tumory a jejich velikost, oproti davkam vysSim. Ne&gi zmiiovana koncentrace BPA
zpisobovala vznik neptSiho p@tu tumof, kdezto u vysSich koncentraci bylo nadarmysi
mére. Koncentrace 25 pg BPA/I vedla ke vzniku rgich tumoi mysi, @i vysSich
koncentracich nedochézelo k takovémstu tumoti. Angle et al. (2013) pozorovali narozena
mlad’ata mysi, jejichz matky byly mezi 9 a 18 dnefezwsti vystaveny davkam BPA (od 5 do
50 000 000ug / kg / den). Ml&ata matek vystavenych 500y nela vyrazrié zvySeny
postnatalni firastek, zvySeny piet adipocyt a celkového mnoZstvitiBniho tuku, u
ostatnich skupin nedochazelo¢kito projewim v takové mie. Ke stejnému z&w doSel i
vom Saal et al. (1997), ktery efekt nizké davkykpmal u DES (diethylstilbestrol) na véaze
prostaty mysi. Davky DES byly podavany v Sirokéramezi 0,002 az 200 ng / glésné
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vahy. K nej@tSimu naiistu vahy prostaty doslo u koncentrace 0,2 ng, atioisth koncentraci
byla vaha prostaty nizsi. V ramci diplomové préarag dosli k obdobnym vysledlin béhem
48 hodinové kultivace ooadytin vitro, kdy davka 300 nM BPS &a za nasledek snizeni

exprese ER, kdeZto u ostatnich davek byla exprese HigSi.

MozZnym vys¥tlenim pro mechanismy zodp&@miné za nelinearni efekty je souvislost
interakce mezi ligandem,tauZz se jednd o hormon§i EDs, s hormonalnim receptorem
(Vandenberg, 2014). Roli zde hraje také vliv koriare ligandu na get receptal (Ismail
et Nawaz, 2005). V ifpad, Ze pd@et vznikajicich receptér neodpovida ptu
degradovanych, je moZné&akavat sniZzenou odpé&¥ i ve chvili, kdy koncentrace hormibn
¢i EDs stoupé (von Zastrow et Kobilka, 19%4ochéazi k receptorové kompetici (Kohn and
Melnick, 2002). To mZe vyswtlovat efekt nizké davky, ktery jsme pozorovali g8

hodinoveé kultivaci oocytin vitro s BPS.

Vzhledem k faktu, Ze estrogeny a tedy i ERs za$atwjregulace meiotického zrani
(Spiegel et al., 1978), da se usuzovat, Ze BPSmyjé i samotné meiotické zrani oocytu.
Nepriznivy vliv na pfibéh meiotického zrani oodytbyl uz dive popsan u BPA na mysSich
(Eichenlaub-Ritter et al., 2008), i na lidech (Mt@ber et al., 2011). Mechanismusgspbeni
EDs je obdobny jakogsobeni E2, obagsobi fes ERs. Byla provedena studie na mysich
oocytech, ve které bylo prokazano, Ze koncentragg 2 ml E2 nema Zadny vliv na GVBD
ani na vylodeni pélovéhodiska. Koncentrace 10 pug / ml E2 sice neovlivhigtkovy paet
zralych oocwyi, ale vylpodeni polovychdlisek u €chto oocyi byla snizena o 20 % (Eppig et
Koide, 1978). U praséch oocyfi E2 kthem kultivacan vitro ovliviiuje meiotické zrani nejen
sniZzenim pé&tu oocyfi, které dosdhnou po 48 hodinové kultivaci stadid &k inhibuje také

expanzi kumularnich béh, dilezity proces doprovazejici meiotické zrani (Lakt 2004).

Kumularni buiky maji velmi dilezitou funkci Bhem zrani oocytu. i#éd ovulaci
podporuji kumularni hiky zrani oocytu a kratce po ovulaci se podili nacmaaismu
umoziujicimu piinik spermie do oocytu (Tesk et al., 1990). Na kumularnich itkach se
také nachazi ERs a priatinictvim gap junctions ovliwji samotny oocyt a jeho zréni.
Vzhledem k tomu, Ze granulézni i kumularninky, ve kterych jsou tyto receptory
exprimovaneé, jsouidezité pro metabolické procesy v oocytu i pro jefist, EDs mohou
negativié ovlivnit vyvoj oocytu a tim i samotnou reproduki@an et al., 2005). Je tedy
ziejmé, Ze ERs na kumulérnichiidch ovliviuji konegné pisobeni BPS na oocyty.
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Na zaklad vysledki této prace a z vySe uvedenydlinki BPA, Ize tedy usuzovat, ze
BPS miZze mit na reproduki soustavu, resp. {isch meiotického zrani ooadyt podobr
neblahé tinky jako BPA.
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7 Zavér

Meiotické zrani je slozity proces, jehoZ vysledkgnplng zraly oocyt, ktery je schopny
dokortit meiotické zrani a byt oplozen. Tento procesifen mnoha signalnimi kaskadami.
Pokud dojde k naruSenichto kaskad¢asto je naruSena cela meidza i nasledny embryonalni

vyvoj. Jednim z faktdr, které naruSuji meidzu, jsou i bisfenoly, it do velké skupiny

endokrinnich disruptdr

Vysledky této diplomové prace prokazaly negativini velmi nizkych koncentraci BPS
na distribuci estrogenovych recegidreta v piibéchu meiotického zrani, po 24 a 48 hodinach
kultivacein vitro. Na zaklad vyhodnoceni relativni intenzity fluorescence bgtakazana i
zmeénéna expreseéthto receptar. Po 48 hodinové kultivaci byla intenzita fluoresce
nejvyssi u koncentrace 30 uM BPS.

BPS z&al byt diskutovan az v posledni dolikdy nahradil v skterych plastech BPA. Na
BPS je zatim provedeno jen velmi malo studétSna jich ale prokazuje negativni vliv na
zdravi ¢loveka i zvicat. Kwili jeho stukturni podobnosti s BPA jsou miuispzovany i
podobné vlastnosti. Je vSak feiia provést vice experiméntaby byly prozkouméany
vSechny negativnitdledky tohoto analogu BPA. Vzhledem k nami Za§m vysledkm se

muzeme obavat, zda BPS neni pouze politovanihodnoadéau za BPA.
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