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VIiv bisfenolu S na utvareni meiotického vietene béhem
meiotického zrani prasecich oocytii

Souhrn

Proces vyvoje oocytu je velmi slozity mechanizmus, ktery je ovlivén mnoha faktory.
V poslednich letech roste zdjem o problematiku tzv. endokrinnich disruptori (ECD),
chemickych latek vyskytujicich se v zivotnim prostfedi, které mohou vyvolavat skodlivé
ucinky prostfednictvim interference s endokrinnim systémem zvifat a lidi. ECD neohroZuji
zivot, ale po dlouhodobém plisobeni na organismus mohou zplsobit zejména poruchy
reprodukce. V dnesni dobé¢ je nejcastéji pouzivany pro zpevnéni polymera bisfenol A, ktery
ovSem pro své vlastnosti musel byt zakdzan naptiklad pro pro vyrobu kojeneckych lahvi
a dalsich produkti. V takovychto piipadech byl bisfenol A ¢asto nahrazen bisfenolem S
(BPS). V poslednich letech se objevuji studie, které dokazuji, Ze tento bisfenol neni neskodny.

Na zéklad¢ studia pisobeni endokrinnich disruptord a dostupné odborné literatury
0 BPS byla stanovena hypotéza, podle které BPS narusuje meiotické zrani oocytu. Cilem této
diplomové prace bylo prostiednictvim vhodnych experimentd ovéfit tuto hypotézu na modelu
prase€ich oocytli. Prase¢i oocyty se svymi vlastnostmi podobaji vajic¢kim Zen vice nez
naptiklad vaji¢ka potkani ¢i laboratornich mysi. Z tohoto divodu jsou praseci oocyty idedlni
model.

Pomoci imunocytochemického barveni a kolokalizaéni metody S vyuzitim analyzy
obrazu byla ziskana vysledna data. Vysledky sledovani klicového proteinu meiotického zrani,
alfa - tubulinu potvrdily, Ze bisfenol S zptisobuje té€Zka poSkozeni zrajicich vaji¢ek prasete.
| pii velmi nizkych koncetracich BPS dochazi k nepravidelnému uspotadani déliciho vieténka
a k porucham rozdéleni dédi¢né informace.

Je tedy jasné, ze soucasné poznatky o ucincich bisfenolu S nejsou zdaleka
vycerpavajici a prezentuji jen zlomek schopnosti, kterymi miize BPS ohrozovat zdravi zvitat
i Cloveéka. Skute¢né riziko, které BPS piedstavuje, vyzaduje dalsi studie mechanizmu jeho

ucinku.

Klic¢ova slova: prase, oocyt, bisfenol S, cytoskelet, tubulin



Effect of bisphenol S on meitoc spindle formation during
meiotic maturation of porcine oocytes

Summary

The process of developing oocyte is a very complex mechanism that is influenced by
several factors. In recent years interest in the issue of Endocrine disruptors (ECD), chemical
substances present in the environment which can cause deleterious effects by interfering with
the endocrine system of animals and humans, is growing. ECD are not life threatening, but
after prolonged effect on the organism can cause mainly reproductive disorders. Nowadays,
ECD are most commonly used to reinforce polymers of bisphenol A, which had to be disabled
for its properties for the production of baby bottles and other products. In such cases,
bisphenol A was replaced by bisphenol S (BPS). In recent years, there are studies that show
that bisphenol S is not harmless.

Hypothesis was determined based on the study of BPS, which states that the BPS
disrupts meiotic maturation of oocyte. The aim of this thesis was to validate this hypothesis
on the model of porcine oocytes through appropriate experiments. Porcine oocytes closely
resemble women's ovum, more than oocyte of rats or laboratory mice. For this reason, porcine
oocytes are perfect model.

The resulting data were obtained by immunocytochemical staining and co-localization
methods using an image analysis. Our results of changes in formation of key meotic protein,
alpha tubulin confirmed that bisphenol S causes serious damage to maturing porcine ovum.
Even at very low concentrations of BPS occurs in an irregular arrangement of the mitotic
spindle and malfunctions distribution of inheritable information.

It is clear that current knowledge about the effects of bisphenol S are anything but
exhaustive and only present a fraction of capabilities, which BPS can threaten the health of
animals and humans. Actual risk that BPS represents, requires further studies of the

mechanism of its effects.

Keywords: pig oocyte, bisphenol S, cytoskeleton, tubulin
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1 Uvod

V soucasné dob¢ dochdzi k prudkému rozvoji reprodukcnich biotechnologii, jakozto
veédniho oboru, ktery nachazi Siroké uplatnéni nejen v humanni medicing, ale 1 v chovech
hospodatskych zvifat. Metody biotechnologii jsou obvykle omezeny poctem zralych oocytl
ve vajeéniku. Reseni by mohl piinést vyzkum v oblasti meiotického zrani oocytu.

Stale Castéji se setkdvame s tadou environmentdlnach faktora, které ovliviiuji cely
pribéh vyvoje oocytu, mezi které se mimo jiné fadi i endokrinni disruptory. Ty maji
schopnost naruSovat rovnovahu fyziologickych funkci organizmu na tirovni hormonalniho
fizeni a ovliviiovat reprodukci hospodarskych zvitat i clovéka. Ptisné regulaci a podrobnému
studiu podléhd v soucasné dobé bisfenol A, jehoz produkce byla na zadkladé¢ prokézanych
ucinkl jiz omezena. Proto byva bisfenol A ¢asto nahrazen strukturnim analogem, bisfenolem
S. Uginek bisfenolu S na vyvoj savéich gamet dosud nebyl podroben podrobnému studiu.
Studium bisfenolu S je dualezité pro objasnéni funkce a mechanismt v procesech ovlivijici

reprodukci.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Na zaklad¢ dostupnych informaci byla stanovena hypotéza, ze BPS negativné ovliviiuje
prubéh  meiotického zrani autvafeni  struktur  meiotického  vietene  ooCytu.
Cilem prace je ovéieni této hypotézy. Hodnocen bude vliv BPS na pribéh meiotického zrani
azmény vexpresi abunééné lokalizaci markeru meiotického zrani — alfa-tubulinu.
Pomoci sledovani zmén v utvareni tubulinovych struktur bude zmapovan vliv bisfenolu

S jako endokrinniho disruptoru na oogenezi prasete.



3 Literarni reSerse

3.1 Oogeneze

Oogeneze je proces, pfi kterém vznikaji sami¢i pohlavni buiiky, oocyty, a zahrnuje
celou fadu bunécnych transformaci (Coticchio et al, 2013, Wassarman et Albertini, 1994).
U prasat, podobn¢ jako u primati nebo skotu, zaCind oogeneze velmi brzy v prenatalnim
obdobi a je asychronni. Vyvoj oocytli probihd uvniti ovarialnich folikuld, funkéni jednotky
vajecniktl (Bielanska-Osuchowska, 2006).

Tento proces je obvykle ¢lenén do tii fazi: fize mnoZeni, rlstu a zrani a je regulovan
celou fadou faktord, intra — ovaridlnich a extra - ovaridlnich (Cheon, 2012, Sanchez et Smitz,
2012). Jde o velmi unikatni dé&j, jehoz cilem je produkce haploidnich buné¢k vysoce

specializovanych k oplodnéni. (Tosti, 2006).

3.1.1 Faze mnoZeni

Diferenciace a vyvoj gonocytu (PGCs - primordial germ cells) je jednou z prvnich
udalosti embryogeneze savci, kterd je rozhodujici pro normélni plodnost jednotlivce
a zajistuje spravny pienos genomu do dalsi generace. Z PGCs, které se objevuji v epiblastu ve
druhém tydnu prenatalniho vyvoje a posouvaji se ke sténé Zloutkového vacku, vznikaji po
n¢kolika proliferaci oocyty.

Béhem ctvrtého tydne zacinaji migrovat ze stény zloutkového vacku k vyvijejicim se
gonadam, kam dospé¢ji koncem patého tydne. Migrace zérode¢nych buné€k je zprosttedkovana
pomoci chemotaxe, ktera je zavisla na lokalni produkci cytokinli a pfeméné rastového faktoru
B1 (Gosden, 1995). K migraci zarodecnych bun€k do ovérii dochazi u prasete kolem 30. dne
vyvoje embrya (Eppig et al., 2004).

Po osidleni gonad stoupa pocet mitotickych déleni. PGCs ztraceji svou pohyblivost
a diferencuji se v oogonie (Sadler, 2011). Koncem tfetiho mésice se seskupuji do shlukt
(klastrtr), obklopenych jednou vrstvou epithelovych bunék. Zatimco vSechny oogonie jednoho
shluku pochazeji pravdépodobné z jedné prvopohlavni buiiky, ploché epitelové bunky zvané
folikularni pochazeji z povrchového epitelu pokryvajiciho ovarium (Sadler, 2011).

Oogonie vykazuji vysokou frekvenci po sobé jdoucich mitotickych déleni
(Wassarman, 1988). Mitézu tvoii plynuly sled udalosti, ale je rozdélovana na pét stadii:

profaze, prometafaze, metafaze, anafaze a telofaze. V profazi replikované chromozoémy,



kazdy sestavajici ze dvou sesterskych chromatid, kondenzuji. Vné jadra se tvoifi mitotické
vieténko mezi dvéma centrozémy, jez se replikovaly a nyni se pohybuji od sebe. Prometafaze
zaCind nahle rozpadem jaderného obalu. Chromozémy se nyni mohou pfipojit
k mikrotubulim vieténka svymi kinetochory a zahajit aktivni pohyb. V metafazi jsou
chromozémy srovnany v ekvarotidlni roviné vieténka uprostted mezi jeho poly. Parové
kinetochorové mikrotubuly na kazdém chromozomu jsou pfipojeny k opaénym pdlum
vieténka. V anafazi se parové chromatidy synchronné oddé¢luji od sebe a tvoti dva dcefiné
chromozémy, pii ¢emz je kazdy z nich pomalu tazen k polu svého vieténka. Kinetochorové
mikrotubuly se zkracuji a poly se oddaluji. Oba déje pfispivaji Kk seperaci chromozomad.
Béhem telofaze se ob¢ sady dcefinych chromozémi dostanou k polim vieténka. Tvoii se
novy jaderny obal, ktery uzavira kazdou sadu, coz znamend tvorbu jader a tedy i konec
mitdzy. Rozdéleni cytoplasmy nastava spolu s tvorbou kontraktilniho prstence (Alberts et al.,
2005).

Primordialni zarode¢né bunky u prasnice jsou v genitalni listé¢ ptitomny jiz 18. den
po oplozeni. Pocet zarode¢nych bunck se vyrazné zvySuje az na 5 000 béhem 20. dne vyvoje
plodu. K vrcholnému poctu 10 000 bunék dochazi k 50. dni vyvoje. Od této chvile mitoticka
aktivita ustdva a ¢ast oogonii, jakoz i primarnich oocytl zanika (Hunter, 2000).

Proces mnozeni se uskuteciiuje béhem intrauterinniho vyvoje jedince ¢aste¢né takeé
v obdobi postembryonalnim (Kudla¢ et al., 1987). Pivodni dogma reprodukéni biologie
pfedpokladalo pfeménu oogonii na primarni oocyty pouze v pribéhu prenatdlniho obdobi.
To by znamenalo, ze zdrojem dospélych samicich zarode¢nych bunék jsou pouze buriky, které
jsou nalézédny ve fazi embryonalniho vyvoje gonad (Wassarman, 1988). Tuto teorii vSak
vyvratil Johnson et al. (2004), ktery prokazal pfitomnost specifickych bunék v mySich
ovariich. Tyto buniky svymi vlastnostmi pfipominali PGCs a z tohoto diivodu byli oznaceni
jako pripadni kandidati pro nahrazeni oocytl, které zanikaji atrézii. V jiné studii byla jako
zasobarna oocytli nalezena tkan bez piimé navaznosti na funkci vajecniku, kostni dfen.
Tyto vysledky vzbudily fadu diskuzi a po viné rozruchu se uskute¢nily dals$i experimenty,
které zpochybnéli tuto teorii (Eggan et al., 2006, Johnson et al., 2005). Naproti tomu nedavna
studie potvrdila vznik oocytl z linie mitoticky aktivnich zarode¢nych bunék izolovanych
z vaje€nikil Zen v reprodukénim veku (White, 2012).

Béhem prenatalniho vyvoje, kdyz jsou jiz oogonie obklopeny podplrnymi buitkami,
zahajuji replikaci DNA a stdvaji se z nich primarni oocyty. Primarni oocyty vstupuji
do meidzy, ktera probiha ve dvou cyklech (Wassarman, 1988). Béhem nich dojde ke snizeni

poctu chromozdému piesné na polovinu. Tato redukce je nezbytna, protoze splynutim dvou
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gamet (vajicka a spermie zivocCichtl) pii oplozeni dojde k obnoveni diploidniho poctu
chromozomu v bunkach embrya (Alberts et al., 2005).

Prvni meiotické déleni u prasat je zahajeno 40. den vyvoje, kdy oogonie jsou v profazi
prvniho meiotického déleni (Sadler, 2011). Profaze prvniho meiotického déleni se sklada
z n¢kolika fazi: leptoténe, zygoténe, pachyténe, diploténe a diakinéze, ve kterych dochazi
postupné ke kondenzaci a oddéleni homolognich chromozémt, piekiizeni nesesterskych
chromatid (crossing - over) a vzniku rekombinaci. Reorganizace genetické informace kazdého
chromozomu v gameté napomaha vzniku jedinca se zcela novym uspoiadanim gena (Alberts
et al., 2005).

Primarni oocyty zUstavaji blokovany v profazi, kokrétn¢ ve fazi diploténe, kterd je
charakteristickd sitovitym uspofadanim chromatinu (Sadler, 2011). Oocyty v tomto stadiu
setrvavaji v tzv. prvnim meiotickém bloku a pfed pubertou nedokoncuji své prvni meoitické
déleni (Liang et al., 2007). U prasete je tento prvni meioticky blok ukoncen vlivem
piedovulacni viny luteinizacniho hormonu (LH) 36-40 hodin pted ovulaci (Hunter, 2000).

3.1.2 Folikulogeneze a faze riustu oocytu

Folikulogeneze

Folikulogeneze je charakterizovana jako pfeména a postupny vyvoj od primordialnich
az k atrdlnim ovaridlnim folikuliim, ze kterych je nasledné béhem ovulace uvolnén zraly
oocyt a je bezprostifedné spjata s atrézii folikuld (Fair, 2003). Probiha v klife vajecniki, kde se
nachazi rizna vyvojova stadia folikuldi. Vyvoj folikulu je charakterizovan zvétSenim prameéru
oocytu a proliferaci granul6znich bunék (Vanderhyden, 2002).

S folikulogenezi souvisi ¢Ctyfi regulacni mechanizmy, kterymi jsou ndbor
primordidlnich folikuldi (recruitment), vyvoj preantralnich folikuld, selekce a vyvoj Graafova
folikulu a atrézie (Wassarman, 1998). Jen maly pocet primordidlnich folikuli dozrava a vyviji
se ve zraly folikul, zatimco zbytek zlistava v klidu (Hirshfield, 1991). U vétSiny samic savcl
je po porodu ve vajecnicich pfitomno velké mnozstvi primordialnich folikulti. Kazdy z nich
obsahuje oocyt, ktery je zastaven v prvnim meiotickém bloku a obklopen jednou vrstvou
pregranuldznich bun¢k (Wassarman, 1998).

Prvni faze folikulogeneze, ndbor primordialnich folikuld, pokracuje az do vycerpani
zasob a probiha kontinualné béhem celého reprodukéniho zivota samice (Vanderhyden,

2002). Prvni primordialni folikuly obklopené jednou vrstvou plochych folikuldrnich bunék



byly pozorovany ve vajecniku prasete 56. den a zUstavaji tak az do 90. dne (Bielanska-
Osuchowska, 2006). Preména plochého tvaru folikularnich bunék v kubicky je typickym
znakem pro toto obdobi. Poté dochazi k syntéze DNA a mitéze granuldéznich bunck, kdy se
primordialni folikul méni v preantralni (Erickson, 2008). Zasoba preantralnich folikult
na vajecniku je rizna mezi druhy, u prasete byla odhadnuta na 21 000 (Paulini et al., 2014).

Preantralni folikul neobsahuje dutinu naplnénou tekutinou a ma 2 stadia — primarni
a sekundarni. Zde nedochazi ke kontrole pod vlivem gonadotropinti na rozdil od antralni faze,
kde klicovou roli hraje luteiniza¢ni (LH) a folikuly stimulujici hormon (FSH). Pro primarni
folikul je charakteristicky intenzivni rGst a mitotické déleni bunék. Rostouci folikuly
podporuji rast, dosazeni meiotické a vyvojové kompetence oocytu (Vanderhyden, 2002).
Morfologické zmény, které se odehrdvaji béhem rastu, mohou byt pozorovany ve zménach
folikularniho priméru a poctu granuléznich bun€k (Sladecek, 1986). V okamziku, kdy
je oocyt obklopen vice nez jednou vrstvou granuloznich bunék, hovofime o folikulu
sekundarnim.

Nasleduje dalsi faze folikulogeneze, selekce a vyvoj tercidlniho folikulu (Sladecek,
1986). Od této chvile folikul oznacujeme jako antralni. Antralni folikul ma dutinu (antrum
folliculi), vyplnénou tekutinou a v tomto stadiu vétSina folikull prochazi atretickou
degeneraci (Paulini et al., 2014). Z pocatku je antrum srpkovité, pozdé&ji se rozsituje. Do této
dutiny prominuje oocyt, obklopeny vrsvou folikularnich buné¢k (cumulus oophorus) a vrstva
cylindrickych folikularnich bunék kolem oocytu tvoii obal zvany corona radiata (Sladecek,
1986).

Kdyz folikul dozraje, nahly vzestup hladiny luteinizaéniho hormonu (LH) navodi
preovulacéni rustovou fazi a zraly folikul (Graafiv folikul) dosdhne az 25 mm i vice.
Je obklopen theca interna, jez se sklada z bunék s rysy steroidni sekrece a je bohata na krevni
cévy, a theca externa, ktera postupné pokracuje ve vazivo klry ovaria (Sadler, 2011). Velké
mnozstvi folikularni tekutiny v dorostlém Graafové folikulu umozituje jeho snadnou detekci
na povrchu vaje¢niku (Wassarman, 1988).

Proces vyvoje folikuli je slozit¢ regulovany d¢&j, ktery je fizen piredevSim
endokrinnimi faktory, FSH a LH (Vanderhyden, 2002). Receptory pro FSH jsou
v primordialnich folikulech granulézni bunky (Senbon et al., 2003). Pfi nedostatku FSH
nedojde k dostate¢nému ristu folikuli a nemtze tedy dojit k ovulaci. Tyto folikuly podstupuji
apoptozu ¢i atrézii. Ve skutecnosti vice nez 99,9 % folikuli pfitomnych pfi narozeni nikdy

nepodstoupi ovulaci a atretizuji (Vanderhyden, 2002). Aktivované primarni folikuly u prasat



vyzaduji pfiblizné¢ 84 dni na pfeménu na antrdlni folikuly a dalSich 19 dni ristu na

preovulacéni velikost, ktera dosahuje 10 mm (Morbeck et al., 1992).

Faze rastu

Béhem kazdého estralniho cyklu pod vlivem gonadotropini vstupuje vzdy nckolik
primarnich oocytu do faze rastu (Wassarman, 1988). Rustové faze oogeneze, je velice
vyrazna a vede kobrovskému zvétSeni oocytu, ktery muze dosahnout mnohdy
makroskopickych velikosti (Sladecek, 1986).

Rostouci oocyt syntetizuje zejména velké mnozstvi RNA, a to prevazné (asi 95%)
ribozoméalni RNA (rRNA). Déle syntetizuje proteiny, vcetné enzyml vyuzivanych az
V pocatecnich fazich vyvoje embrya, glykogen a lipidy (Sladecek, 1986). Syntéza
makromolekul slouzi pfedevS§im k vyvoji, ristu a zrani oocytu (Wassarman et Albertini,
1994). Na povrch oocytu vyluéuji granulozni buiiky za Gcéasti oocytu glykoproteiny, které
vedou Kk tvorbé zony pellucidy. Zona pellucida je prostoupena mikrokly oocytu a dlouhymi
vybézky bunék corona radiata (Sadler, 2011). Soucasti rostouciho oocytu jsou kumularni
bunky, které vysilaji do zona pellucida silngjsi vybézky, jez zapadaji mezi mikroklky
plazmatické membrany oocytu. Tyto vyb&zky jsou dulezité nejen pro transport latek
z folikularnich bun€k do oocytu, ale jsou také opatfeny mezibunéénymi spoji typu gap
junction (Sadler, 2011).

Gap juction zprostfedkovavaji komunikaci mezi povrchem membrany oocytu
a kumularnima bunikama. Jsou sloZeny z proteinli znamych jako konexiny a usnadiiuji pfevod
aminokyselin, glukézy a nukletiodi do rostouciho oocytu. Neékteré studie prokézaly
vyznamnost téchto spoji nejen béhem rustu, ale i béhem celého vyvoje a zrani (Fair, 2003).
Dale plni funkci druhych poslt, dulezitych signalt inhibi¢nich a stimulacnich, uplatiujicih se
béhem meiotického zrani (Hurk et Zhao, 2004).

Toto obdobi =zahrnuje i vyrazné strukturalni zmény. Dochdzi predevsim
k morfologickym zménam a zvySenému poc¢tu mitochondrii a ribozomut. Dale se zvysuje
pocet granuldznich bungk, které se méni z plochych na kubické (Wassarman et Albertini,
1994). V rustové fazi se jadro primarniho oocytu rovnéz velmi zvétSuje a vytvaii tzv.
zarodeény vacek (Sladecek, 1986). Pro pokracovani meidzy, tedy prolomeni prvniho
meotickéckého bloku jsou nezbytné proteiny, které se syntetizuji v priabéhu rlstu
(Wassarman, 1988). Na konci rustového obdobi syntetickd aktivita oocytu v podstaté ustava,

vcetné syntézy RNA (Sladecek, 1986).



Meioticka kompetence

Schopnost oocytu znovu zah4jit a také dokoncit meiotické zrani se nazyva meioticka
kompetence (Schramm et Bavister, 1999). Meioticka kompetence oocytu je zavisla na mnoha
procesech v pribéhu celé oogeneze, zejména na velikosti oocytu (Marteil et al., 2009).
Vyvojové kompetence oocyt dosahuje postupné béhem maturace a ristu, toto plati jak béhem
rastu v in vitro podminkach, tak v in vivo. Oocyty meioticky nekompetentni se oznacuji
oocyty pied vznikem antralni dutiny (Lonergan et al., 1994). Po dosaZeni pohlavni zralosti
jedince ziskavaji oocyty béhem své rlstové faze schopnost zahdjit GVBD, kondenzovat
chromatin a pokraCovat v meiotickém cyklu, nejsou vSak schopné dokoncit meiotické zrani
(Mermillod et al., 1999; Mermillod et al., 2008). Pouze oocyty s ukonenym rdstem se
nasledné stdvaji plné¢ meioticky kompetentni, tedy schopné dokoncit meiotické zrani
(Wassarman et Albertini 1994). Nékteré dikazy naznacuji, ze akvizice meiotické kompetence
je zavisla na Case, nikoliv na pfitomnosti folikularnich bunék. V této souvislosti je ziejmé,
ze piechod z G faze do M faze bunééného cyklu je regulovana cytoplazmatickym faktorem
tzv. zrdni podporujici faktor (MPF), ktery se objevuje béhem meiotického zrani oocytu
(Wassarman et Albertini 1994).

Oocyt prasete o vnitinim priméru 110 um je pouze ¢aste¢né¢ kompetentni. VéEtSina
takovychto oocytll zastavi své zrani v podminkach in vitro ve stadiu metafaze 1. Oocyty

s pramérem 120 pum jsou jiz zcela meioticky kompetentni (Motlik et al., 1984).

3.1.3 Zrani oocytu

Zrani oocytu je obvykle definovano jako obdobi pfechodu od prvniho do druhého
meiotického bloku. Pfechod mezi témito fazemi je umoznén diky rozpadu zérodecného vacku
(GVBD), kterému piedchazi ukoncené stadium diktyotene. GVBB je jasné viditelna znamka
znovuzahajeni meidzy. Toto obdobi je nékdy oznaCovano také jako prometafaze.
Znovuzahajeni meidzy in vivo podminkach je spusténo preovula¢ni vinou LH a v této dob¢ je
oocyt obklopen kompaktni kumularni vsrtvou (Tosti et al., 2013). Izolovany oocyt v in vitro
podminkach podstupuje meiotické zrani spontdnné po uvolnéni z folikulu a pferuSeni
komunikace s kumularnimi bunnkami (Wassarman, 1988). U prasat trva zrani ptiblizné 44 — 48
hodin v in vitro podminkach (Hurk et Zhao, 2004).

Dokonceni prvniho meiotického déleni probihd stejn¢ jako normalni mitotické délent.
Béhem metafaze prvniho zraciho déleni se bivalenty pfipojuji k meiotickému vieténku
a sefazuji se v metafazni desti¢ce. Pfed rozpadem jaderného obalu a uspotadani chromozoémi

do metafazni desticky se kazdy zreplikovany chromozdém paruje se svym homologem
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za vzniku bivalent, ktera obsahuje Ctyfi chromatidy. To je stadium prvni profize meidzy.
V anafézi se oba zreplikované chromozémy odd¢€luji a jsou tazeny k opacnym polim. Protoze
jsou sesterské chromatidy stale pevné spojeny a pohybuji se jako celek, kazda dcefina bunka
ziska dvé kopie maternalniho nebo paternalniho homologu kazdého paru (Alberts et al.,
2005).

Tedy vysledkem meidzy 1 je vydéleni dédicné informace na polovinu. Vznika
sekundarni oocyt, ktery ziska vétSinu cytoplazmy, a prvni polové télisko, které neziska
praktickou Zadnou cytoplazmu. Prvni pdlové télisko lezi mezi zona pellucida a bunéénou
membranou sekundraniho oocytu v perivitelnim prostoru (Sadler, 2011). Tvorba gamet tedy
nyni mize pokracovat druhym meiotickym d€lenim, ve kterém jiz nedochazi k replikaci
DNA. Druh¢é meiotické déleni je prakticky totozné s mitézou. Oocyty vstupuji do stadia
metafize II, kde je meidza spontdnné zastavena a toto obdobi je oznaCovéano jako II.
meioticky blok (Wassarman, 1988). Zrani oocytu je tedy posledni fazi oogeneze, respektive
od vyvoje oocytu od profaze I do metafaze II.

Zrani oocytu zahrnuje koordinované jaderné a cytoplazmatické modifikace. Jedna se
o velmi slozité procesy a jejich souhra je regulovana fadou postupnych molekularnich
udalosti (Tosti, 2006). Cytoplazmatické zrani zahrnuje jak morfologické, tak funkéni zmény,
které¢ umozni oocytu dokoncit jaderné zrani. OvSem jaderné a cytoplazmatické zrani jsou dvé
udalosti, které jsou na sob¢ fyziologicky nezavislé. Jde o dilezité procesy, béhem nichz
oocyty ukladaji zasobni latky, které jsou predpokladem pro oplozeni, embryondlni a fetalni
vyvoj (Krisher, 2004).

Reorganizace bunécnych organel je jednim z nejdulezitéjsich bodd zrani. Organely
jako naptiklad mitochondrie, ddle mRNA a proteinové komplexy nachazejici se na periferiich
nezralého oocytu, jsou premistény do oblasti potfebnych pro jejich specifickou ¢innost
(Landim-Alvarenga et Maziero, 2014). Tento pohyb umoziuji cytoskeletarni mikrotubuly
a mikrofilamenta (Ferreira et al., 2009). Dale dochazi ke zvySeni mnozstvi mitochodrii
a akumulaci ribozoému a endoplazmatického retikula (Fulka et al., 1998).

Dokonceni jaderného a cytoplasmatického déleni probihd uvnitt vejcovodu, konkrétné
v jeho distalni ¢asti (England et von Heimendahl, 2010), pod vlivem vzristajici hladiny
progesteronu (Songsasen et Wildt, 2007). U prasat trva jaderné zrani ptiblizné 44 hodin (Hurk
et Zhao, 2004). Dalsi pokrok meidzy je zavisly na aktivacnim stimulu, ktery zpisobuje
rozklad a inaktivaci molekul zodpovédnych za udrZzovani meiotického bloku ve stadiu
metafaze II (Yanagimachi, 1988). Po fertilizaci nebo partenogenetické aktivaci oocyty

pokracuji v meidze (Sun et Nagai, 2003).



Meiodza Il je dokonéena pouze tehdy, je — li oocyt oplozen. Jestlize nedojde k oplozeni,

bunka degeneruje ptiblizné za 24 hodin po ovulaci (Sadler, 2011).

3.2 Regulace meiotického zrani

Meiotické zrani sav¢ich oocytd je regulovano fadou mechanizma (Mehlmann, 2005).
Mezi hlavni regulacni faktory komplikovaného a souhrnného procesu meiotického zrani
oocytu patii proteinové kinazy MPF, MAPK a dalS§i vyznamné molekuly jako cykliny
a signalni molekuly (Tian et al., 2002).

3.21 MPF

vvvvvv

obnoveni meidzy a vystoupeni z prvniho meiotického bloku je M-fazi podporujici faktor MPF
(Tosti et al., 2013). Masui et Market (1971) ziskali vysledky, kterymi dokazali existenci MPF
v oocytech zaby skokana levhartiho (Rapa pipiens) a tim polozili zakladypro vyzkum zrani
oocytu. Jedna se o heterodimer, ktery je slozen z katalytické a regula¢ni podjednotky.
Katalytickou podjednotku tvofi cyklin dependentni kinaza — CDK 1 a regula¢ni podjednotku
cyklin B (Fulka et al., 1998, Meinecke et al., 2001).

Spojenim obou podjednotek je vytvotren pouze neaktivni komplex, ktery je pfitomen
Vv rustové fazi oocytdl a nazyva se pre-MPF. MPF — kindza nemtize fungovat sama o sob¢. Pro
svou funkci musi mit navazany specificky cyklin. Jeho koncentrace nartista postupné
Vv pribéhu interfaze, zatimco cyklin dependentni kindza se aktivuje na konci interfaze. Z toho
vyplyva, Ze pfitomnost cyklinu je pro aktivaci nezbytnd, ale neni to jediny potiebny
mechanizmus. Aby byla kindza enzymaticky aktivni, musi byt fosforylovana na jednom nebo
vice mistech a defosforylovana na jinych. Odstranéni inhibi¢niho fosfatu specifickou
proteinfosfatazou na konci interfaze je krok, ktery vede k aktivaci kinazy (Alberts et al.,
1998). Na aktivaci MPF se také podili cAMP, jestlize pfisun cAMP pfetrvava, brani svou
hladinou aktivaci MPF (Dekel et al., 1988). VSechny tyto reakce jsou zasadni pro podporu
uspesného oplozeni a vyvoj embrya (Hunter, 2000).

Aktivni komplex fosforyluje kliCové bunécné proteiny bez katalytické aktivity —
cykliny. Fosforylaci pfislusnych proteinti zptisobuje MPF kondenzaci chromozoémi, rozpad
jaderného obalu a reorganizaci mikrotubuli cytoskeletu pii tvorbé mitotického vieténka

(Alberts et al., 2005). Syntéza cyklini za¢ina ihned po rozd¢leni bunky a pokracuje po cely
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prubéh interfaze. V metafazi II je aktivita komplexu MPF na vysoké urovni a dochazi
K druhému meiotickému zastaveni. Druhy meioticky blok je dokoncen po oplozeni.
K inaktivaci MPF a degradaci cyklinu B dochézi po piechodu oocytu z metafaze Il do anafaze

II a telofaze II (Kikuchi et al., 1995).

3.2.2 Cyklické nukleotidy

Mezi vyznamné regulatory meoitického =zrani patii cyklicky adenosin-37,5"-
monofosfat (cAMP), ktery je produkovan bud’ endogenné v oocytu, nebo prepraven do oocytu
z prilehlych kumularnich bunék (Norris et al., 2009). Z kumularnich bunék cAMP piechazi
do oocytu pomoci gap junction (Epigg, 1982). cAMP se podili na udrzeni klidové faze
meidzy (Wassarman et Albertini, 1994). Po expanzi kumularnich bunék a pteruseni gap
junctions spojeni mezi oocytem a kumularnimi bunikami dochazi ke snizeni koncentrace
cAMP v oocytu a k deaktivaci protein kinazy A (PKA), ktera je zavisla na cAMP, a k redukci
inhibi¢nich vlivii purind na udrZzovani klidové faze meidzy (Picton et al., 1998). Snizena
koncentrace cAMP je zpusoben potla¢enim aktivity adenylat-cyklazy a aktivaci
fosfodiesterazy katalyzujici Stépeni fosfodiesterové vazby cAMP (Conti, 1998). Nizka
koncentrace ¢cAMP setrvava po cely pribéh meiotického zrani az do obdobi druhého
meiotického bloku v metafazi 1T (Dekel et al, 1988).

Bylo prokazano, Ze na udrzeni vysoké hladiny cAMP se podili cGMP (cyklicky
guanosin — monofosfat) (Vaccari et al., 2009). cGMP stejné jako cAMP piechazi
z kumularnich bunek do oocytu pomoci gap juctions (Norris et al., 2009). Nekolik praci
uvadi, ze cGMP udrzuje meioticky blok dvéma zplsoby. Prvnim z nich je, Ze inhibuje cAMP
fosfodiesterazu v oocytu a tim udrzuje vysokou hladinu cAMP. Druhym je, ze aktivuje
cGMP-dependentni kinazu v oocytu (Ratner et al., 1976, Hubbard et al., 1982, Tornell et al.,
1990, Vaccari et al., 2009).

3.2.3 Vapenaté ionty

Vépenaté ionty (Ca?") plni v téle dilezitou funkci druhého posla a hraji vyznamnou
roli v regulaci meidzy u savctl (Petr et al., 2001). Regulace intracelularniho Ca?* ma tedy
velky biologicky vyznam. Nejvice intracelularniho Ca?* je vazano v endoplazmatickém
retikulu a jinych organeldch. Organely jsou jakousi jeho zasobarnou, ze které pak miize byt

Ca?" mobilizovan kanaly fizenymi ligandem, a tim se koncentrace volného Ca?*
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Vv cytoplazmé zvysi. ZvySena koncentrace cytoplazmatického Ca** se vaze a aktivuje
specifické proteiny vazajici kalcium, a ty néasledné aktivuji celou fadu proteinkinaz (Gang,
2005).

Kolisani hladiny intracelularnich Ca?* muZe spontanné aktivovat a regulovat
meiotické a cytoplasmatické zrani oocytu. Na zakladé¢ vysledku nékterych studii se
predpoklada, Ze vzestup intraceluldrnich Ca?* iontli spousti rozpad zarodeéného vacku
(GVBD) u prasecich oocyta (Krisher, 2004).

Vapnik je nutny pro vystup z meoitické bloku v metafazi II (MII) u bezobratlych
a nizsich obratlovcii. Nicméné jeho role pii aktivaci savéich oocytl je stale nejasna (Timova

etal., 2016).

3.24 MAPK

Mitogen aktivovana proteinkinazy (MAPK), serin / threonin kindzy, jsou dalSimi
hlavnimi regulatory zrani oocytl, U kterych je k jejich plné aktivaci nutna fosforylace
threoninovych a tyrosinovych zbytkl. Jsou aktivovany nékolikastupiiovou fosforyla¢ni
kaskadou kinaz (Sun et al., 2002). MAP kinazova kaskada je regula¢ni draha funkéné
obdobna a interagujici s MPF pfi fizeni meiotického zrani oocytti (Fan et Sun, 2004). MAP
kindzy se u prasat vyskytuji se v nékolika izoformach, a to ERK1 a ERK2 (Hunter, 2000).

Aktivace MAPK je zprostfedkovana pomoci MAP kindzy kindzy, zvané MEK (Fan et
Sun, 2004). U prasecich oocytu stejné jako u skotu je MAPK aktivovana v obdobi GVBD
a udrzuji kondenzaci chromozému. EXxistuje ovSem jiz v GV stadiu, ale pouze v inaktivni
formé (Sun et Nagai, 2003). Bylo prokazéano, Zze ke GVBD u prasat dochdzi i v piipad¢, Ze je
aktivita MAP kindz zablokovéana prostiednictvim inhibitoru MEK (Tong et al., 2003).
U prasat jsou aktivovany ptfed nebo soucasné s aktivaci MPF (Hunter, 2000).

Aktivace MAPK je u jinych Zivocisnych druhii odlisna, naptikad u mysich oocyta je
MAP kinaza aktivovana asi 3 hodiny po fazi GVBD (Verlhac et al., 1994). U oocytt drapatky
je aktivace MAP kindz prokazana jest¢ pred stadiem GVBD (Kosako et al., 1994). MAP
kinazy vykazuji vysokou aktivitu v pribéhu celého zrani, k poklesu dochazi az po oplozeni
nebo partenogenetické aktivaci (Sun et al., 2001, Zhang et al., 2012).

MAPK fosforyluje cytoskeletarni proteiny a jaderné laminy, které hraji klicCovou roli
béhem meiotického déleni (Hunter, 2000). Fosforylaci zptisobuje kondenzaci chromozomti,

rozpad jaderného obalu a reorganizaci mikrotubuli cytoskeletu pii tvorbé mitotického
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vieténka (Alberts et al., 1998). Dale u oocytti drapatky se zapojuji do pfenosu signalu pro
zrani z cytoplazmy do jadra a indukuji znovuzahéjeni meiozy (Stojkovic et al., 1999).

Inhibice MAP kindzy v dobé pfechodu z meiozy I do meidzy II vede k selhani tvorby dé€liciho
vieténka a k neuvolnéni prvniho PB (Sun et Nagai, 2003). Hladina MAP kindzy se plynule
zvySuje do metafdze II a ziistdva vysokd i béhem uvolnéni prvniho PB. MAP kinaza je

zodpovédna za druhy meioticky blok (Hunter, 2000).

3.3 Endokrinni systém

Endokrinni systém je povazovédn za jeden z fidicich systémil téla zivocich a jeho
produkty (hormony) pomadhaji pfendSet informace ostatnim bunkdm. Zajistuje
na nejruzngjSich urovnich integritu a ¢innost organismu vzhledem k neustdle se ménicim
podminkdm vnitiniho a zevniho prostiedi, a to prostiednictvim fizenim: ristu a vyvoje,
stalosti vnitfniho prostfedi, pfemény latek na energii a reprodukce. Hlavnim transportnim
médiem hormont jsou télni tekutiny (hlavné krev), jimiz se dostavaji k cilovym bunkam
ze 7laz s vnitini sekreci. OvSem pouze bunky s cilovymi receptory jsou schopné s hormony
reagovat (Hossner, 2005). Mezi zlazy s vnitini sekreci fadime hypotalamus, hypofyzu,
epifyzu, Stitnou Zlazu, piistitna téliska, srdce, zaludek, jatra, Langerhansovy ostritvky slinivky
bfisni, kdru a dfefi nadledvin, ledviny, kizi a tukovou tkan. | kdyz humoralni regulace probiha

oddélené od nervového systému, oba systémy velmi tésné spolupracuji.

3.3.1 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory (EDCs) jsou chemické latky exogenniho pivodu: pfirodni
I syntetické hormonalné aktivni latky, které zasahuji do téla prostiednictvim interference
s endokrinnim systémem (Griffith et Stuehr, 1995). Pro pochopeni u¢inktit EDCs vyznamné
napomahd experimentalni testovani na bunéénych, tkanovych kulturdch a zvirecich modelech.
Byly zjistény evidentni poruchy imunitniho sytému, narust zhoubného bujeni, zmény chovani,
zpomaleni rtistu a v neposledni fad¢ naruSeni reprodukcnich a vyvojovych schopnosti (Rogan
et Ragan, 2003).

Endokrinni disruptory mohou pisobit jako epigenetické toxikanty, nebot’ narusuji
hormondlni signdlovani v bunkach a tkénich. Diky vlastnostem podobnym endogennim
hormonim se endokrinni disruptory vdzou na svilij proteinovy cil, Casto se jedna o jaderny
receptor, nasledné se cely komplex piesune k DNA. Takto vznikly komplex, ktery kontroluje

expresi specifickych gentli, byva oznacovan jako tzv. genomicky (tj. zavislé na zménéch
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v expresi genomové DNA). Jiné studie ovSem prokazaly, Zze endokrinni diruptory mohou
aktivovat také jiné typy membranovych receptord, které piimo kontroluji aktivitu enzymi
¢i iontovych kanald. Tyto signalni procesy jsou ozna¢ovany jako negenomické, jelikoz nejsou
zavislé na zménach genové exprese zpusobenych interakci aktivovaného hormonélniho
receptoru s genomovou DNA (Watson et al., 2008). Mimo genomickych a negenomickych
ucinkt endokrinnich disruptort byly popsany také ucinky epigenetické, zodpovédné
za metylaci a acetylaci DNA (Bromer et al., 2010).

Nekteré z EDCs vykazuji velmi nizkou rozpustnost ve vodé a tucich. To ma
za nasledek jejich hromadéni v tukové tkani (Diamanti, 2009). Jejich kumulativni charakter
v zivych organismech zpisobuje nevratné poskozeni reprodukéniho systému a dochazi
Kk ohrozeni udrzitelnosti n€kterych Zivo¢isnych druhti (Andrea, 2008).

Dulezity v ptipad¢ disruptori je vék v dobé expozice. Vystaveni dospélého jedince
EDCs mtize mit velmi odlisné diisledky nez vystaveni plodu. Béhem vyvoje organismu staci
nizka davka po krats$i dobu a mize mit trvalé¢ nasledky az do dospélosti. U dospélych je
zpravidla potieba vyssi hladina EDCs, aby zpusobila trvalé zmény na organismu (Diamanti,
2009). EDCs zahrnuji Sirokou skalu latek, mezi nejvyznaméjsi syntetické endokrinni
disruptory se tadi nékterd primyslova rozpoustédla a jejich produkty (polychlorované
bifenyly a polybromované bifenyly), plasty (bisfenol A, bisfenol S, bisfenol F), insekticidy
(chlorpyrifos), 1é¢iva (DES) a tézké kovy (Diamanti, 2009, Griffith et Stuehr, 1995).

Uvolnovani téchto chemickych latek do prostfedi ma negativni dopad na reprodukéni
funkce u samic 1 samcii. Reprodukéni funkce mohou byt naruSeny na n€kolika mistech napt.:
ovariadlni funkce béhem meoitického zrani oocytu, dale muze byt narusena produkce
steroidniho hormonu nebo mohou nastat problémy s udrZzenim biezosti (Alm et al., 2002,

Lemeire et al., 2007).

3.3.2 Bisfenol A

Bisfenol A (2, 2 - bis (4 - hydroxyfenyl) propan) je organicka sloucenina vznikajici
kondenzaci dvou fenolovych skupin a acetonu. Jde o jednu z nejrozsitenéjSich syntetickych
latek na svété a to predevsim diky jejimu vyuziti pii vyrobé plastii a epoxidovych pryskyfic
(Usman et Ahmad, 2016). V roce 1891 byl poprvé syntetizovan a ve 30. letech minulého
stoleti byl provéfovan béhem hledani syntetickych estrogen pro lékaiské ucely (Rubin,
2011). Ro¢né se BPA vyprodukuje po celém svéte vice nez 3,5 miliardy tun (Vandenberg et

al., 2010). Jednou z vlastnosti BPA je jeho lipofilita, a z toho divodu ma tendenci akumulovat
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v organismech. Bioakumula¢ni faktory jsou vSak obecné vys$s§i u bezobratlych, nez
u obratlovct (Oehlmann et al., 2009).

Bylo zjisténo, ze polymeraci BPA vzniké pevny plast, zvany polykarbonat, ktery naSel
uplatnéni pii vyrobé takika vSech plasti, které jsou pfedmétem denni potieby ¢lovéka jako
napf. plastové hracky, sacky, lahve vcetné kojeneckych, 1ékarska zatizeni, plechovky a zubni
vypln¢ (Vogel, 2009, Fenichel et al., 2013, Rubin, 2011). Pfi¢iny kontaminace BPA
V zZivotnim prostiedi jsou tedy pfedevsim antropogenni.

Nékolik studii ukazalo, ze BPA se uvoliiuje po opotiecbovani ze spotiebnich vyrobka
napf. z konzerv s vnitinim natérem epoxidovych pryskyfic, coz vede k jeho detekci
Vv potravinach (Ktesinova a spol., 2009). Dale ho mizeme nalézt v pitné a odpadni vode¢,
vzduchu a prachu (Vandenberg et al., 2007). Navic, nasledujici studie identifikovaly BPA
Vv lidském séru, moéi, placentarni tkani a pupeénikové krvi a v mnoha lidskych tekutinach
a tkanich spojenych s reprodukci: folikularni tekutina (1,5 — 2, 4 ng/ml), plodova voda (1 - 17
ng/ml), placentarni tkan (11,2 ng/ml) a matefské mléko (0,28 — 1, 9 ng/ml) (Dekant et Volkel,
2008, Vandenberg et al., 2010, Choi et al., 2016).

Do téla BPA vstupuje pozienim, vdechnutim nebo muize byt také absorbovan kuazi
(Brontons et al., 1995). Nejvétsi podil na celkovém mnozstvi piijatych endokrinnich
disruptorti ma strava. Ta tvofi pfiblizn¢ 90 % (Furst 2006, Hites et al. 2004).
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Obrazek 1: Chemicka struktura bisfenolu A (A), bisfenolu S (B), bisfenolu F (C)
(Zalmanové etal., 2016).

3.3.2.1 Utinky bisfenolu A na sav&i organismus

Utinky BPA v organismu jsou pfedmétem zdjmu mnoha studii a existuje pres 100
nezavislych studii, které dokazuji jeho dopad na zdravi. Jeho Gc¢inky byly testovany na mnoha
zvitecich modelech. Nize jsou uvedeny nékteré z nich.

Bisfenol A mlZeme zatadit mezi xenoestrogeny. Jde o latky vykazujici estrogenni
aktivitu, které nejsou pfiirozenou soucasti endokrinniho systému a oznacuji se jako
environmentalni (exogenni) estrogeny. Podle pivodu se rozd€luji na fytoestrogeny
(rostlinného plivodu), mykoestrogeny (produkty nékterych plisni) a xenoestrogeny
(antropogenni zdroje) (Kujalova a kol., 2007). BPA mize napodobovat aktivitu estrogenu a
tim zpusobuje reproduk¢ni toxicitu a ovliviiuje bunéény cyklus (Golden et al., 1998;
Morrissey et al., 1987; Takai et al., 2000). Biochemické testy prokazaly, ze BPA se vaze
k obéma estrogenovym receptorim, alfa (ERA) a beta (ERB), s ptiblizné 10 X vyssi afinitou
k ERB (Kuiper et al., 1998, Pennie et al., 1998).
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I kdyz potencialni nezadouci ucinky nizkych koncentraci BPA na reprodukeci jsou stale
pfedmétem diskuse. VétSina studii naznacuje, ze BPA je ovaridln¢ toxicka latka, nejen, ze
postihuje celkovou morfologii a hmotnost vajecniki, ale také prokazatelné snizuji kvalitu
oocytu. Studie in vitro a in vivo poskytuji dikazy, ze BPA negativné ovliviiuje nastup meidzy
a folikulogeneze jak u zvitat, tak u lidi (Eichenlaub-Ritter et Pacchierotti, 2015, Peretz et al.,
2014). Hladina BPA koreluje u Zen se zvySenym poctem zanétu reprodukéniho traktu po
menopauze a U muza se snizenou kvalitou spermii, ktera mtze vést az ke sterilité (Yang et al.,
2009, Li et al., 2011, Allard et Colaiacovo, 2010).

U zen ma vliv na sekreci gonadotropin uvoliujiciho hormonu, hypofyzu, vajecniky,
délohu a prsni zlazu (Patisauel et al., 2006, Ramos et al., 2003, Hunt et al., 2003, Markey et
al., 2005, Vandenberg et al., 2007). To muze byt spojeno S ptedasnymi a opakujicimi se
potraty (Cantonwine et al., 2010, Sugiura-Ogasawara et al., 2005). Eichenlaub-Ritter et
Pacchierotti (2015) ve své praci uvadéji, ze vyssi hladiny BPA v moc¢i u pacientek
podstupujici asistovanou reprodukci, mohou byt spojeny s vice jak 50 % Sanci na selhani
implantace, ve srovnani s pacienty s nizkou ¢i nulovou hladinou BPA.

Déale BPA naruSuje embryonalni vyvoj plodu prostfednictvim hormont $§titné zlazy
a ma negativni dopad na bilanci glukokortikoidt (Heimeier - Shi, 2010, Prasanth et al., 2010).
Nedavné studie ukazaly, ze vystaveni BPA by také mohl hrat roli pfi vzniku obezity a dalSich
metabolickych syndromi (Zalko et al., 2011). Kromé toho ma negativni vliv na vyvoj mozku,
kdy bylo prokazano, ze BPA zabranuje maskulinizaci mozku béhem vyvoje plodu a zasahuje
do rodicovského chovani (Patisauel et al., 2006, Johnson et al., 2015). U ¢lovéka muze také
ovlivnit methylaci DNA. Vyzkum provadény v Egypté prokazal spojitost mezi zvySenou
hladinou BPA v mo¢i a zménami v methylaci DNA. V tomto piipadé se zejména jednalo
0 geny podilejici se na imunitnich funkcich a metabolismu (Eichenlaub-Ritter et Pacchierotti,
2015).

U makaki, ktefi byli vystaveni béhem téhotenstvi BPA, doslo k ¢etnému nérustu
abnormalnich folikuli, které obsahovaly vice oocytd a dlouhodoba expozice BPA zapti¢inala
zvyseny vyskyt neuzavienych oocytt (Eichenlaub-Ritter et Pacchierotti, 2015, Peretz et al.,
2014). Podobn¢ tomu tak bylo u neonatalné¢ exponovanych jehnat, kdy nizké davky BPA
zpusobily zvySeny vyskyt folikuld s vétsim poctem oocyti (Peretz et al., 2014).

U mysi vystavenych BPA béhem meiotického d€leni bylo dokdzano, ze dochazi
K hypomethylaci imprintnich genti Igf2r a Peg3 béhem rustu oocytll a zvysi estrogenni
receptorovou expresi na urovni mRNA a proteint (Chao et al., 2012). Expozice biezich mysi,

které¢ byli vystaveni davkam 400 ng BPA od poloviny biezosti az do porodu, vyustila
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zvySenym vyskytem rekombinace homolognich chromozému v oocytu. Také bylo prokézano,
ze dlouhodobé vystaveni ucinkim BPA mélo za nasledek sniZzeny pocet mlad’at a miru
zabieznuti (Cabaton et al., 2011). Dlouhodoby vyzkum pro gestacni expozici vysSich
koncentraci BPA na mySich a potkanech zjistil, zvySenou télesnou hmotnost, koncentraci
inzulinu v séru, jakoz i zhorSenou gluk6ézovou homeostazu (Choi et al., 2016). BPA ma také
jak bylo v posledni dob¢ zjisténo vliv na lipidové slozeni mléka krys a tim nepfimo ovlivnit
rust potomstva (Choi et al., 2016).

Zvysena rekombinace byla rovnéz pozorovana v oocytech makaka rhesus a lidskych
oocytech oSetfenych BPA v in vitro podminkach. V roce 2003 bylo zjisténo, ze nizké,
ale dlouhodobé vystaveni oocytli BPA pted zahajeni meidzy muze vést k jejich aberaci. V jiné
studii byl prok4zany epigeneticky vliv BPA na samcich zarode¢nych buiikach. Saméi potomci
krys, prenatalné vystaveni BPA, vykazovali sniZeny pocet spermii a dalsi fenotypové zmény
a to nejen v prvni generaci, ale az do F3 (Eichenlaub-Ritter et Pacchierotti, 2015).

Soucasna studie identifikovala skodlivy vliv BPA na embrya skotu. Dtlezitym faktem
je, Zze pokud jsou embrya vystavena vysokym koncentracim BPA, vykazuji podstatné
zvySenou spotiebu glukozy a laktatu pii vyvoji blastocysty, Coz naznacuje potencidlni
naruseni metabolismu potomkt. To podporuje hypotézu, ze BPA prevazné¢ pusobi
prostiednictvim estrogen — zprosttedkovanych drah (Choi et al., 2016). V jiné studii, Veiga-
Lopez et al. (2013) uvadi, Ze prenatalni expozice BPA zménila plodu ovarialni steroidogenni
gen a expresi mikroRNA, které zprosttedkovavaji gonadalni diferenciaci a folikulogenezi
u ovci.

Uvedené studie prokazaly, ze BPA ma G¢inky na vytvafeni cytoskeletu, epigenetické
zmény, oxidacni stres, autofagie a apoptozu prasecich oocyti (George et al., 2008). Na zaveér
lze tedy fici, Ze nizké koncentrace BPA nepftiznivé ovliviiuji epigenetiku sav€ich zdrodecnych
bun&k, coz ma dopad na genovou expresi, rozvoj a kvalitu oocytu. Skodlivé u¢inky od zrani
pohlavnich bunék az do dospélosti (Choi et al., 2016).

Tato skutecnost vyvolala vefejné obavy a regulacni orgdny jako naptiklad Evropska
komise zakazala pouzivat tyto latky. Proto bylo pouZivani BPA v fadé¢ lidskych obort
omezeno. Jako alternativa za BPA je Casto volen bisfenol S (BPS) nebo také bisfenol F
estrogenni aktivité, stabilit¢ vici vysokym teplotam a odolnosti vii¢i slune¢nimu zateni.
Jeho vyroba roste kazdym rokem. Ovsem dle nové ziskanych poznatkl vyplyva, ze BPS neni
zdaleka bezpecna latka a ma podobné ucinky na organismus jako BPA. Jelikoz je BPS daleko
hafe degradovatelny nez BPA, ptisobi v organismu del$i dobu. Qiu et al. (2015) jako model
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pro zkoumani dopadu endokrinnich disruptorti pouzili zebrafish. Ve své praci dokazuji, zZe
BPA a BPS maji negativni dopad na embryonalni vyvoj ryb. I nizké expozice BPA zpiisobily
rychlejsi lihnuti a ¢asné€j$i nastup puberty. Kromé toho dlouhodobéjsi vystaveni BPA v raném
stadiu vyvoje miize mit ekologicky dopad na zdravi a velikost populace ryb. Z uvedené studie

vyplyva, ze u€inky BPA zéavisi na dobé expozice.

3.3.3 Bisfenol S

Bisfenol S (BPS) je toxicka latka, ktera se v soucasné dob¢ velice ¢asto pouziva jako
nahrada pro BPA, protoze tato latka nepodléhd prisnym regulacnim omezenim jako jeji
piedchtdce. BPS je bisfenol, ve kterém je dimethylmethylen skupina (C (CH 3) 2) nahrazena
sulfonovou skupinou (SO2). Vzhledem k strukturalni podobnosti s BPA, je pravdépodobné,
ze BPS muze mit podobné negativni Ui¢inky na endokrinni systém (Bouche et al., 2016).
Bisfenol S ma vétsi polocas rozpadu a 1épe pronikd do kiize nez BPA, ¢imz mlze zptsobit
veétsi télesnou zatez nez BPA (Jin et Zhao, 1997).

Bisfenol S se pouziva jako ¢inidlo v &isticich prostiedcich, déle pii vyrobé kosmetiky
(napft.: make — up, mydla, deodorant, pletova voda, zubni pasta, Sampony a kondicionéry),
papiru (napt.: bankovky, letdky, vstupenky, uctenky z pokladen a obalky) a stejné jako BPS
pii vyrobé plastovych lahvi. Detekovan byl 1 v potravinach (napft.: mléné vyrobky, maso,
zelenina, konzervované potraviny a obiloviny) a prachu v domadcnostech. V niZSich
koncentracih nez BPA byl objeven také v povrchové vodé, sedimentech a odpadni vodé
(Rochester et Bolden, 2015). Studie Liao et al (2012) indikuji vyskyt BPS ve vzorcich lidské
moci. Diky jeho Sirokému uplatnéni stoupa poptavka a vyroba s kazdym rokem roste (Liu,
2005).

Jakmile BPS vstoupi do téla, navdZe se na lidsky sérovy albumin (HSA), jeden ze
zékladnich proteinti obéhového systému, a touto vazbou muze zplisobit zmeény ve struktuie

proteinti a narusit jejich funkce (Mathew et al., 2014).
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3.3.3.1 U¢inky bisfenolu S na sav&i organismus

N¢kolik studii ukazalo, ze BPS vyznamné¢ naruSuje endokrinni ¢innost, ovsem o jeho
ucincich na endokrinni systém zvifat in vivo se toho stale pfili§ nevi (Naderi et al., 2014).

Prestoze se BPS vaze na estrogenové receptory slabé&ji nez estradiol, jeho uc¢inky jsou
srovnatelné (Watson et al., 2005). Naopak nékteré metabolity BPS mohou mit vétsi efekt nez
samotny estrogen (Ben-Jonathan et Steinmetz, 1998). BPS ma sir§i spektrum uc¢inku
a interaguje i s estrogenim piibuznym receptorem vy, glukokortikoidnim receptorem (GR),
androgennim receptorem (AR), thyroidnim receptorem (TR) nebo pregnanovym X
receptorem (Kruger et al., 2008).

O vlastnostech BPS ve vodnim prostfedi se vi stidle malo. Teprve v nedavné studii
bylo prokazano, ze by BPS mohl narusit rovnovahu pohlavnich steroidnich hormonti a tim
narusit normalni funkci reprodukce. Ji et al. (2013) studovali expozici BPS u dania
pruhovaného a zjistili snizenou hmotnost pohlavnich Zlaz a narusenou reprodukci (tj. snizeni
produkce jiker, prodlouzenou dobu lihnuti a zvySeny vyskyt embryonalnich malformaci).
Je znamo, ze rané zivotni stadium ryb je nejvice nachylné k uc¢inkiim EDCs. V tomto obdobi
I velmi nizké koncentrace BPS hraji zasadni roli v sexualni diferenciaci, metabolismu,
embryologickém ristu, vyvoji a osmoregualci. Je dobfe zdokumentovano, Ze chronické
expozice zpusobuje hormondlni dysbalance a mohou vést k nasledkiim u dospé€lct jako je
napi.: intersex (Naderi, 2014). V dalSich experimentech bylo prokazano, ze BPS pulisobi
cytotoxicky, mutagenicky a genotoxicky (Fic et al., 2013).

V soucasné dobé jsme svédky stfidani BPA a BPS v celé¢ fadé¢ materiali a BPS se
stava standartni soucasti n€kolika produkti. Je tfeba velmi intenzivniho vyzkumu a nésledné
legislativni opatfeni, aby bylo zajisténo, ze BPS nebude mit vyrazné negativni dopady na

zivotni prostiedi a na lidské zdravi, v€etn€ negativnich vlivli na reprodukci.
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4 Materialy a metodika

4.1 Ziskavani kumulo-oocytarnich komplexi

Kumulo-oocytarni komplexy (COCs) byly ziskavany zvaje¢nikii porazenych
necyklujicich prasni¢ek z jatek (Jatky Cesky Brod a P¥ibram, Ceskd Republika). Odebrané
vajeCniky byly udrzovany pii fyziologickych 39 °C a dopraveny do laboratofe. Folikularni
tekutina byla ziskana aspiraci pomoci jehly 20G. Poté byla folikularni tekutina vytlacena
z injek¢ni stiikacky do Petriho misky. Tenkou sklenénou pipetou byly z folikularni tekutiny
pod binolupou vybrany oocyty s neposkozenou cytoplazmou a souvislou vrstvou kumularnich

bunék.

4.2 Kultivace oocytli v podminkach in vitro

Zrani vybranych COCs probihalo v in vitro podminkach v modifikovaném médiu
M199 (sloZeni viz tabulka ¢. 1) s ptidavkem 5% fetalniho séra a gonadotropnich hormont -
13.5IU eCG: 6.6 1U hCG/ml (P.G.600 Intervet, Holandsko) po dobu 48 hodin do stadia druhé
meiotické metafaze, v podminkach fizené atmosféry 39°C a5% CO2. V experimentalni
skupiné byly pfidany do kultivaéniho média zvolené koncentrace bisfenolu rozpusténého
v DMSO (finalni koncentrace BPS v kultivaénim médiu byly: 3nM, 300nM a 30uM). Oocyty

v kontrolni skupiné byly kultivovany v kultivaénim médiu bez ptidavku BPS.

Tabulka 1: SloZzeni modifikovaného kultivaéniho média M 199

Slozka MnoZzstvi v 100ml média M199
HEPES (Sigma-Aldrich, Némecko) 150 mg

Pyruvat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 25 mg

Gentamicin (Sigma-Aldrich, Némecko) 2,5 mg

Laktat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko) 60 mg

Bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich, Némecko) 50 mg
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4.3 Imunocytochemie

Po kultivaci byly z oocyti odstranény kumularni buiiky a pomoci 0,5% pronazy byly
oocyty zbaveny vstvy zona pellucida. Nasledné byly oplachnuty ve étyfech kapkach T1-
HEPES-PVA (viz tabulka €. 2). Po oplachu nasledovalo pfemisténi vzorkti do 400 ul PBS-
NaNs3 (sloZeni viz tabulka ¢. 3).

Dale byly oocyty fixovany v 4 % roztoku paraformaldehydu pfi laboratorni teploté po
dobu 40 minut. Poté byly oocyty oplachnuty ve dvou kapkach PBS-NaNz. Posledni oplach lze
vyuzit i pro skladovani oocytl pfi teploté¢ 4°C az do dalsiho zpracovani. Takto nafixované
oocyty byly dale permeabilizovany v 0,1% TrixonX-100 v PBS- NaNs3 pii laboratorni teploté
po dobu 40 minut a nasledné blokovany v 5% NGS (normal goat serum, Sigma Aldrich)
s 0,1% TritonX-100 v PBS-NaN3 po dobu 25 min.

Pies noc byly oocyty inkubovany s primarni protilatkou anti a-tubulin (T6199,
Sigma-Aldrich) fedénou v 1% NGS s0,1% TritonX-100 v PBS-NaN3z v poméru 1:200 pfi
teplot¢ 4°C. Nasledujici den byly oocyty promyty dvakrat za sebou v 1% NGS s0,1%
TritonX-100 v PBS-NaN3z a inkubovany se sekundarni protilatkou anti-mouse IgG-FITC
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, 1:200) konjugovanou s 4'6'-diamidino-2-
fenylindolem (DAPI, D-1306, Thermo Fisher Scientific) po dobu 40 minut.

Poté doslo opét k dvojitému oplachu v 1% NGS (G9023, Sigma-Aldrich) s0,1%
TritonX-100 v PBS-NaNs. Negativni kontrola oocyti byla inkubovana pouze v Cistém 1 %
NGS s 0,1 % TritonX — 100 v PBS- NaN3z bez primarni protilatky.

Po oplachu byly oocyty montovany v kapce Vectashieldu na teflonova podlozni skla,
prekryty krycim sklickem. Pro zafixovani kryciho sklicka byl pouzit bezbarvy lak.
Takto ptipravené vzorky mohou byt kratkodobé skladovany pii 4°C do prohlédnuti

na konfokalnim mikroskopu.
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Tabulka 2: Slozeni T1-HEPES-PVA (Oocyte Wash Medium)

Slozka Mnozstvi v g/1000ml
NaCl 6,6633
KCI 0,2386
NaH2PO4 0,0408
Na Lactate (L7900, S-A) 1,4 ml
MgCl, .6H20 0,1017
HEPES 2,3830
Na Pyruvate 0,0220
Sorbitol 2,1860
NaHCO3 0,1680
CaCl, .2H,0 0,2940
Gentamicin (G1264, S-A) 0,0250
Penicilin G (PENK, S-A) 0,0650
PVA 0,1000
Tabulka 3: Slozeni PBS- NaN3

Slozka Mnozstvi v g/1000ml
NaCl 8,00
KCI 0,20
KH2POg4 0,26
Na;HPO4 1,1
NaN3 0,5
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4.4  Analyza obrazu

Oocyty po imuncytochemické analyze byly snimény na konfokdlnim skenovacim
mikroskopu (Leica, SPE, Germany) pii 400x zvétSeni. Nastaveni expozice bylo v kazdém

experimetu, stejné jako negativni kontrola, u které nebyla pouzita primarni.

45 Statisticka analyza

Data jsou ziskdna nejméné ze tii opakovani a prezentovdna jako = SEM. Vysledky
byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu SAS 9.3 (SAS institute Inc., USA) za pouZiti
generalniho linearniho modelu (GLM) a Shapiro-Wilkinsonova testu normality. Statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami byly stanoveny pomoci Scheffeho testu na hlading
vyznamnosti P <0.05. V experimentu byl pouzit celkovy pocet 82 oocytu a byl tfikrat

zopakovan.

24



S5 Vysledky

5.1 Ovéfeni u¢inku BPS na tvorbu meiotického vietena v prubéhu meiotického zrani
prasecich oocytu

Cilem experimentu bylo zjistit abnormality meiotického vietene pod vlivem BPS
Vv dozralych MII oocytech po 48 hod. in vitro kultivace. Byly vytvotfeny Ctyfi skupiny oocyti:
1) kontrolni skupina oocytt kultivovana v kultiva¢nim médiu bez ptidané¢ho BPS, 2) oocyty
kultivované v kultivaénim médiu s koncentraci 3nM BPS, 3) oocyty kultivované
v kultivaénim médiu s koncentraci 300nM BPS, 4) oocyty kultivované v kultivanc¢im médiu
s koncentraci 30Mm BPS. Mikrotubuly jsou na snimcich znaceny zelenou fluorescenéni
barvou, zatimco chromé6zomy jsou zviditelnény barvenim DAPI (modrd). Métitko zobrazeni
snimku bylo pouzito 10.

Obrazek ¢islo 2a piedstavuje kontrolni skupinu, tedy skupinu oocytt s nulovou
koncentraci BPS, kdy metafdzni vieteno ma typicky tvar, ktery predstavuje klasické
usporadani u oocytit po 48 hodinach kultivace, dosahuji tedy metafaze II. Chromozény jsou
pripojeny k mikrotubuliim vieténka svymi kinetochory a jsou jiz uspotfaddané do ekvatoridlni
roviny mezi jednotlivymi poly. Pouze 3,3 % v kontrolni skupiné doslo k vyskytu abnormalit
béhem uspofadani meiotického vietene do ekvatoridlni roviny.  VeSkeré hodnoty
smérodatnych odchylek pro dany experiment jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Obrazky ¢. 2b, 2c a 2d reprezentuji nepravidelné uspofadni metafazni figury a vzniku
nepravidelnosti, ke kterym doslo pod vlivem BPS. Obrazek ¢. 2b piedstavuje skupinu oocytt
pfi 3nM koncetraci BPS, coZ poznamelo jejich strukturu. Pfi této koncetraci BPS se ve 20 %
oocyti objevilo nepravidelné uspofadani pii navazani chromozomi k mikrotubuliim.
Mezi takto nizkou koncetraci BPS a kontrolni skupinou neexistuje statisticky vyznamny
rozdil béhem organizace chromozomt, stejné tomu tak je i pti koncetraci 300nM BPS.

Koncentrace 300nM BPS jsou zobrazeny na obrazku ¢. 2c, kdy 39,7 % oocytu se
vyvijelo abnormaln€. MlUzZeme pozorovat zmény jako je napiiklad zkraceni mikrotubuli.
Mezi kontrolou a 300nM BPS existuje statisticky vyzmamny rozdil v utvafeni meiotického
vietene, ovSem statisticky vyznamné rozdily se skupinou oocyti v koncetraci 3nM BPS
a 30uM BPS nebyly zaznamenany.

Obrazek ¢. 2d prezentuje koncentrace 30uM BPS, kdy 46,7 % nedosahlo spravného
usporadani chromozomt, kdy doslo k vytvofeni nepravidelnych figur. Muzeme
pozorovat nabobtnani vlaken a k nenavazani chromozomu K mikrotubulim. Tato skupina

oocytll vykazuje statisticky prikazné rozdily oproti kontrole a koncentraci 3nM BPS.
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Nas vyzkum prokazal, ze oocyty vystaveny BPS vykazuji abnormality v utvareni
meiotického vietene. Doslo Kk nabobtani, zkraceni vlaken a vzniku nepravidelnych figur.
Statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi skupinami mizeme pozorovat mezi kontrolou
a koncentracemi 300nM a 30uM, ovSem koncetrace 3nM nevykazuje staticky vyzmamny

rozdil s kontrolou. Dale nepozorujeme zmény mezi koncentracemi 3nM a 300nM, stejné tak

u skupin oocytt s koncentraci BPS 300nM a 30uM.

Obrazek 2: Imunocytochemicka lokalizace meiotického vieténka u oocyti kultivovanych in
vitro po dobu 48 hodin: a — kontrolni skupina oocyti, b — 3nM BPS, ¢ — 300nM BPS, d -
30uM BPS.
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Tabulka 4: Procentualni zastoupeni abnormalit o — tubulinu po 48 hodinach kultivace

Koncentrace BPS Abnormality a — tubulinu (%)
Kontrola 33.£33

3nM 200+ 11.5

300nM 39.7+3.2

30uM 46.7+3.3
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6 Diskuse

Béhem meiotického déleni u savcl dochdzi ke dvéma po sobé jdoucich délenim,
v pribéhu kterych dochazi k tadé¢ dilezitych dé&ja. Tyto déje jsou zavislé na slozité
regulovanych klicovych mechanizmech. Mezi nepostradatelé¢ patii spravnd organizace
déliciho vieténka (Sun et Nagai, 2003). V buikach je shromazdéni déliciho victénka
zajisStovano centrozémy, které funguji v podobé primarnich mikrotubularnich organiza¢nich
center (MTOCS, primary microtubule organizing centers). Chromozémy béhem metafaze 11
vytvareji spolu s MTOCs metafazni desticku. Pericentrin, protein v mySich oocytech, ktery je
hlavni slozkou acentriolarniho MTOCsS, zplsobuje pii jeho nedostatku naruSeni organizace
meiotického vietene, které vede k aneuplodii. Oocyty u savci obsahuji unikatni MTOC:sS,
ktery je slozeny z pericentiolarnich proteind, zahrnujicich tubulin pro tvorbu mikrotubult
(Ma et Viveiros, 2014).

Cely tento proces je fizen fadou endogennich faktorti. Mezi faktory z vnéjSiho
prostiedi, které maji schopnost do regulace zasahovat, patii mnoho enviromentalnich
polutantt, které zahrnuji i latky schopné mimikovat slouceniny télu vlastni — endokrinni
disruptory (Vandenberg et al., 2012). Mnohé z nich jsou velmi perzistentni, jiné se naopak
rychle rozkladaji a mohou tak plisobit jen po omezenou dobu, ale v kritickém obdobi vyvoje.
Zatim mechanizmy uCinkli nejsou podrobné objasnény, proto neziidka neni mozné
rozhodnout mezi pfimymi a nepfimymi vlivy, mezi primarnim a sekundarnim efektem
expozice. Velmi obtizna je extrapolace vysledkd ziskanych in vitro na uc¢inky in vivo, a také
zhodnoceni vysledkl experimenti na zvifatech a jejich vypovidajici schopnost pro expozici
¢lovéka. Rada rozport panuje pfi hodnoceni vztahi davky a u¢inku (Diamanti, 2009). Piesto
znikla fada studii prokazujicich, ze BPA vykazuje jiz pti velmi malych koncentracich, jaké se
vyskytuji i pfirozené v zivotnim prostiedi, negativni G¢inky na organismus (vom Saal et
Welshons, 2016). Toto zjisténi vede k velkym obavam i z hledika rozsitujiciho se trendu
nahrazovat BPA za BPS, u n¢hoz uc¢inky na organismus nejsou zcela objasnény (Lenie et al.,
2008).

V piipadé BPA byl zjistén vliv pfedevsim na dva dulezité useky oogeneze. Jedna se
0 pocatek meidzy a dale o obdobi deleni zarodecnych bunék a tvorby folikult. Jelikoz
I V pozdg€jsim stadiu vyvoje savéich embryi vystavenych BPA dochazi k naruseni a selhani pfi
urCeni roviny S$tépeni, cytokinezi a organizici vieténka vyvstavd naléhava potieba tyto

mechanizmy podrobit detailnimu prizkumu i v ptipadé BPS (Peretz et al., 2014).
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V naSich experimentech jsme prokazali, ze i velmi malé koncentrace BPS mohou mit
za nasledek nepravidelné uspofddani meiotického vieténka. Bohuzel v souCasné dobé
neexistuji studie, zabyvajicich se vlivem BPS na sav¢i oocyty, proto se nabizi moznost
srovnani s jiz prozkoumanym BPA. Vysledkem experimentii V radmci této diplomové prace
bylo zjisténi negativniho dopadu BPS béhem in vitro zrani prasecich oocytt. Efekty BPS na
prubéh meiotického bunééného cyklu byly hodnoceny v ¢asovém intervalu in vitro kultivace
oocytt 48 hodin, které odpovidaji stadiu druhé meiotické metafaze. V experimentu byly
pouzity koncentrace, které¢ odpovidaji a/nebo jsou dokonce fadovée nizsi nez (Siroké spektrum
koncentraci detekovanych u c¢lovéka) koncentrace BPS naméiené v krevnim séru a moci
u &lovéka (Liao et Kannan, 2012). Rada EDCs vykazuje tzv. low dose effect, tedy dosahuji
Vv nizkych davkach jinych ¢i paradoxné vyssich u¢inkt nez v davkach vysokych (vom Saal et
Welshons, 2016, Grasselli et al., 2010, Vandenberg et al., 2012). Z toho divodu byly
zatazeny V experimentu i vyrazné nizké koncentrace BPS (3nM, 300Nm a 30 uM), aby bylo
mozné ovéfit endokrinné disrupéni u¢inek BPS. U¢inek BPS na utvafeni vietene byl prokazan
I v pfitomnosti extrémné nizké davky BPS 3nM. Ve stadiu druhé meiotické metafaze se
objevily ve vSech koncentracich zmenSené metafazni figury a paprskovité usporadani
mikrotubull kolem metafazni figury. Popsané defekty mohou vysvétlovat zmény, které byly
prokazany v pribéhu meiotického zrani v ptitomnosti BPS. Mimo jiné se zde nabizi mozna
souvislost s aktivitou MAPK, ktera stimuluje kondenzaci chromatinu a kontroluje organizaci
vieténka (Sun et al., 2002).

Abnormality v uspotfadani meiotického vietene po vystaveni pisobeni BPA byly jiz
prokazany v mnoha studiich provedenych u zvitat i lidi. Hunt et al., 2003 nalezl u mysich
oocytll korelaci expozice BPA a selhani chromozomalniho uspofaddni. Navazujici studie
u¢inkt BPA na mysich oocytech potvrdily dopad BPA na utvareni meiotického vietene (Can
et al., 2005, Eichenlaub-Ritter et al., 2008). Na zaklad¢ ziskanych poznatki ze studii
na mysich byly a¢inky BPA na konecnou fazi zrani oocytu in vitro zkoumany na lidskych
oocytech. Po expozici BPA nebyla ¢ast oocyti opé€t schopna dokonéit meidzu. Dale byl
zaznamenan zvysSeni vyskyt poruch béhem fazeni chromozomt do ekvatorialni roviny,
zvyseni pocet aneuplodie a zmény methylace DNA (Machtinger et al., 2014).

Zasah BPA do progrese bunétného cyklu, architektury vietena a organizaci
chromozémt byl zjistén i v prubéhu zrani praseCich oocytd (Wang, 2016). Ani nami
prokédzand Cetnost abnormalit nebyla linedrné zavisla na zvysujici se ddvce BPS. Toto tvrzeni
je vsouladu spozorovanim mySich oocyti vystavenych koncentracim BPS bé&hem

meiotického zrani (Pacchierotti et al., 2008), kde byly ve shod¢ s nasi studii prokdzany zmény
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meiotického vietene. Dal$i zmény vzniklé pod vlivem nizkych koncentraci BPA, byly
prokdzany u mysich oocytt v MII, kdy dochazelo k abnormalitdim d¢liciho vietene
a nespravnému uspoifadani chromozomu. V experimentu byl zjiStén nejveétsi vyskyt chaoticky
uspofadanych chromozomu jiz pti koncentraci 3nM BPA (Lenie et al., 2008). Vyssi
koncentrace BPA zpusobuji Castéjsi zastaveni bunééného cyklu v MI. Hodges et al. (2002)
ve své praci uvadi, Ze oocyty vystavené vysokym koncentracim BPA vykazovaly méné
chybnych metafaznich figur, coz miize znacit, ze oocyty kultivované z preantralcih folikult
exprimuji neporusSeny a funkcni vieténka béhem meidzy 1. Zda se tedy, ze vaznost poskozeni
déliciho vietene souvisi s davkou BPA.

To odpovida i vysledkiim naSich experimentii, kde jsme prokazali, ze BPS zpisobuje
poruchy uspotadani déliciho vieténka béhem meiotického d€leni. V naSich pokusech dokonce
1 pfi nizkych koncentracich jako je 3nM BPS dochazi k naruSeni tvorby vietene, které
zpusobuje nepravidelnosti v uspotfadani tubulinovych vlaken. Dochazi naptiklad k poSkozeni
vlaken déliciho vieténka a dédicnd informace neni rozdélena rovnomémé. Z takového
usporaddani nemtiZze vzniknout Zivotaschopné embryo. Jednotlivé defekty meiotického vietene
nejsou linearné zavislé na davce BPS.

Zrani oocytu piedstavuje klicovou udélost pro segregaci chromozéml a redukci
mnozstvi DNA vyd¢leného polového téliska. Endokrinni disruptory, jako je BPA, jsou
schopny narusit tyto procesy a tim vyrazn€ ovlivnit reprodukéni schopnosti (Machtinger et
al., 2014). Sledovani cytoskeletalnich zmén umoziuje prokéazat vliv BPS na zrani oocytd.
Nicmén¢ negativni vliv BPS na poruchy zrani oocytu ziistavaji nepopsané.

V nasi studii se podafilo poprvé prokazat, Ze BPS ma na cytoskeletalni struktury
nejméné stejné nebezpecny dopad jako bylo potvrzeno v uvedenych studiich tykajicich se
BPA.
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1 Zavér

Vysledky poukdzaly na vliv endokrinnich disruptorii na utvareni cytoskeletu oocyti.
Vzhledem k blizké podobnosti praseciho a humanniho modelu u meiotického zrani oocytu
se nabizi moZnost vyuzit tyto poznatky pro zvySeni uspéSnosti v oblasti reprodukcénich
biotechnologii zvifat a lidi, kde je vznik oplozeni schopného oocytu predpoklad pro spravny
vyvoj nového jedince.

Vysledky nasi studie prokazaly, ze BPS pfindsi ve srovnani s prozkoumanym BPA
stejné nebezpecné UCinky a tudiZz nepfedstavuje bezpecngjsi alternativu. Vysledky
pfedkladané diplomové prace poukazuji na pottebu dalSich studii, které by napomohly

objasnit cely proces meiotického zrani oocytu a zmapovat Siroké spektrum ucinka

a mechanizmu BPS.
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