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Abstrakt

Idiopaticka infertilita je vdZnym problémem dne$ni doby, ktery miZze byt zplisoben
expozici endokrinnimi disruptory, mezi které patii bisfenoly. Bisfenol A, nejvice pouzivany
bisfenol, je nyni kvili prokdzané toxicit¢ nahrazovan ve vyrobnich procesech svymi
analogy, bisfenolem S a F. Zatimco vétSina praci se zaobira vlivem toxickych davek po
piimé expozici, tato studie ptfinasi vysledky pro expozici redlnymi nizkymi davkami po
pfimé 1 nepiimé expozici. Pfedpokladali jsme negativni vliv pfimé i nepfimé expozice
nizkymi davkami alternativnich bisfenolti BPS a BPF na sam¢i i samici reprodukci na tirovni
gamet a embryi. Cilem prace je zhodnotit vliv pfimé expozice na myS$i oocyty a spermie,
zhodnotit vliv nepifimé expozice prostfednictvim mateiského mléka na mysi oocyty,
spermie, testikularni tkan a ptesah poSkozeni do ¢asného embryondlniho vyvoje. Pokusné
laboratorni mysi kmene ICR byly vystaveny nizkym davkdm bisfenolit piimo
prostiednictvim pitné vody nebo oralni sondy, anebo nepfimo prostfednictvim matetského
mléka. Pfima expozice nizkymi davkami bisfenola ovlivnila reproduk¢ni schopnosti samic
zejména malformacemi délictho vieténka oocytl, sniZzenim stability genomu a
epigenetickymi modifikacemi béhem meiotického zrani oocytli. Podobné projevy byly
pozorovany 1 u expozice nepiimé prostiednictvim matefského mléka. Byl pozorovan
zvyseny vyskyt malformaci déliciho vieténka oocytl, pokles markert heterochromatinu a
zhorSeni vyvojové kompetence oocyti. U samcli dochdzi pfi pfimé expozici ke snizeni
motility spermii, nartistu acetylace proteinti spermii a zvySenému vyskytu dvoufetézcovych
zlom DNA v testikularni tkéni. Nepfima expozice prostiednictvim mateifského mléka u
samcl zvySuje vyskyt dvoufetézcovych zlomi DNA ve spermiich, a toto poskozeni je
pfenaseno po oplozeni do zygot a nasledné blastocyst. Vysledky naznacuji, Ze moZnym
mechanizmem negativniho u¢inku je poskozeni hemotestikularni bariéry a nasledné
spermiogeneze. Tyto vysledky poukazuji na fakt, Ze alternativni bisfenoly nejsou bezpecnou
nahradou, a tak i tyto bisfenoly jsou pti¢inou idiopatické neplodnosti u obou pohlavi.
Mimoto naSe prace piinds$i poznatky o ur€eni kvality gamet a mechanizmech, které

predurcuji tispésnost casného embryonalniho vyvoje.



Summary

Idiopatic infertility is a serious problem, which can be caused by exposure to
endocrine disruptors, e.g. bisphenols. Bisphenol A, the most widely used bisphenol, is now
being replaced in manufacturing processes due to its toxicity by its analogues, bisphenol
S and F. While most of the scientific experiments examine the effect of toxic doses after
direct exposure, this study provides results for exposure to real low doses after direct and
indirect exposure. We assumed a negative effect of direct and indirect exposure to low doses
of alternative bisphenols BPS and BPF on male and female reproduction at the level of
gametes and embryos. The aim of this work is to evaluate the effect of direct exposure to
mouse oocytes and sperm, to evaluate the effect of indirect exposure through breast milk to
mouse oocytes, sperm, testicular tissue and the extent of damage to early embryonic
development. Experimental ICR laboratory mice were exposed to low doses of bisphenols
directly via drinking water or an oral gavage, or indirectly through the breast milk. Direct
exposure to low doses of bisphenols affects the reproductive abilities of females mainly by
malformations of the dividing spindle of oocytes, reduced genome stability and epigenetic
modifications during meiotic maturation of oocytes. Similar manifestations are observed
with indirect exposure via breast milk, such as increased oocyte’s dividing spindle
malformations, decreased markers of heterochromatin, and decreased developmental
competence of oocytes. In males, direct exposure reduces sperm motility, increases protein
acetylation and increases DNA double-stranded breaks in testicular tissue. Indirect exposure
via breast milk increases the incidence of DNA double-stranded breaks in spermatozoa, and
this damage is transmitted by fertilization to zygotes and subsequently to blastocysts. The
results indicate that the possible mechanism of the negative effect is damage to the
hemotesticular barrier and subsequently spermiogenesis. These results also indicate, that
alternative bisphenols are not safe replacement and can be a cause of idiopathic infertility in
both sexes. In addition, our work provides knowledge about the quality of gametes and the

mechanisms that determine the success of early embryonic development.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

8OHdAG 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin

BPA Bisfenol A

BPF Bisfenol F

BPS Bisfenol S

BRDT Bromdomain testis associated proteins
BSA Bovinni sérovy albumin

CX43 Connexin 43

DAPI 4',6-Diamidin-2-fenylindol

DES Dietylstilbestrol

DFI Index fragmentace DNA

EDs Endokrinni disruptory

ELFO Elektroforéza

FSH Folikulostimula¢ni hormon

GV Zarodecny vacek

GVBD Rozpad zarode¢ného vacku

YH2AX Fosforylace histonu H2A

H3K27me2 Dimetylace histonu 3 na lysinu K27
H3K4me?2 Dimetylace histonu 3 na lysinu K4
HDS Vysoka barvitelnost DNA

hCG Lidsky choriovy gonadotropin

HSP90 Heat shock protein 90

IBMX 3-isobutyl-1-metylxanthin

LH Luteiniza¢ni hormon

MI Metafdze 1. meiotického déleni

MII Metafaze 2. meiotického déleni
MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption ionisation time-of-flight
MSCI Meiotickd inaktivace pohlavnich chromozomu
Nano-LC-MS Nano-liquid chromatografie-MS

NGS Normal goat serum




NSN Non-surrounded nucleolus

OCL11 Occludin 11

PBS Fosfatovy pufr

PGCs Primordial germ cells

PMSG Pregnant mare's serum gonadotropin

PNA Peanut agglutinin

PND Postnatalni den

PRDX6 Peroxiredoxin 6

PRMI1 Protamin 1

PRM2 Protamin 2

PTMs Posttranslacni modifikace

qRT-PCR Kvantitativni polymerazova fetézova reakce

SN Surrounded nucleolus

TNP1 Ptechodny protein 1

TNP2 Ptechodny protein 2

TUNEL Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End
Labeling

WB Western Blot

701 Zonula occludens 1




1 Uvod

Infertilita, tedy neplodnost, je v dneSni dob¢ problémem az 15% part snazicich se o
poceti (Bracke et al. 2018), kdy muzskd a Zenskd infertilita je v populaci zastoupena
rovnomérné (Szkodziak et al. 2020). U 30 — 40 % ptipadil infertility u muzi je etiologie
nejasna, jedna se tedy o idiopatickou infertilitu (Bracke et al. 2018). U Zen se diagndza

idiopatickée infertility vyskytuje u vice nez 25 % ptipada (Klein et al. 2021).

Zvazovanou pfi¢inou idiopatické infertility jsou environmentalni kontaminanty
s estrogenni aktivitou (Shi et al. 2017), které tak lze oznacit za endokrinni disruptory. Hojné
vyuzivanou skupinou latek jsou bisfenoly (Glausius 2014; Eladak et al. 2015; Rahman et al.
2015), bézn¢ pouzivané k vyrob¢ plastickych hmot, papiru, plechovek a dalSich produkta
denni spotfeby (Simoneau et al. 2011a; Wong a Durrani 2017a). Dfive nejvice rozsifeny a
pouzivany bisfenol A (BPA) je v dnesni dobé¢ kvili prokdzané toxicité i v nizkych davkach
(Eladak et al. 2015; Vandenberg et al. 2012b) nahrazovan svymi analogy, zejména
bisfenolem S (BPS) a F (BPF) (Eladak et al. 2015; Shi et al. 2019b). Skutecnost, Ze se
alternativni bisfenoly staly rychle nahradou BPA bez znalosti biologickych u¢inkt, nés vedla

k experimentiim, které simulovaly redlnou expozici v lidské populaci.

Bisfenoly se do lidského téla dostavaji ptimo konzumaci jidla z plechovek a pitim
vody z plastovych lahvi (Shi et al. 2019b). Velmi Casto je tato expozice soustavna a
dlouhodoba. Nemén¢ vyznamny dopad na lidské zdravi 1ze pozorovat i u expozice nepiimé,
naptiklad prostfednictvim matetského ml¢ka v obdobi mlééné vyzivy po narozeni (Nevoral
et al. 2021; Fenclova et al. 2022). V této praci se vénuji vlivu pifimé i nepiimé expozice
alternativnimi bisfenoly na reprodukéni schopnosti samic i samcti mySi. Reprodukéni
schopnosti jsou méfeny kvalitou gamet a nasledné také jejich vyvojovou kompetenci, tedy
uspesnosti ¢asného embryondlniho vyvoje. Predlozené komentované studie tedy piindsi
nejen poznatek negativniho vlivu alternativnich bisfenoliit BPS a BPF, ale zejména popis
mechanizmu negativnich G¢inkli endokrinnich disruptori ve velmi nizkych davkach. Téma
environmentalnich polutanti je v dnesni dobé rapidniho nardstu idiopatické infertility a
subfertility v populaci velmi vyznamné, a tak jsou piedkladané prace robustnim zakladem

pro svédomité hodnoceni latek s potencidlem endokrinni disrupce.
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2 Literarni reSerse

2.1 Primordialni zarodecné bunky

Oocyty, 1 spermie maji spole¢ny pivod v prvopohlavnich zarode¢nych bunkach
(PGCs = primordial germ cells) vznikajicich v obdobi Casného vyvoje embrya. Nejprve
dochdzi v proximalnim epiblastu embrya k selekci potencialnich prekurzort zarodecnych
bunék, které pasivné migruji ke stén¢ Zloutkového vacku a zaclenuji se mezi entodermové
buiiky v blizkosti allantois, kde dochdzi k dalsi viné molekularni selekce, po niz ziistavaji
bunky, které Ize definovat jako PGCs. Takto vzniklé PGCs je mozno prvné detekovat ve 24.
dni po oplozeni (Bukovsky et al. 2005; Ginsburg et al. 1990). Bunky dale migruji
améboidnimi pohyby dorsalnim mesenteriem zadniho stieva a zacitkem 6. tydne od
oplozeni osidluji parové zaklady budoucich gonad, tj. genitalni listy (Fujimoto et al. 1977,
Kurilo 1981; Picton et al. 1998; Richardson a Lehmann 2010), které vznikaji
z intermedidrniho mezodermu (Bowles a Koopman 2007). Béhem migrace zac¢inaji PGCs
proliferovat a mnozi se i béhem kolonizace primitivni gonady (Baker 1963), diky jejich
schopnosti reagovat na chemokiny, které jsou vyluCovany genitdlnimi liStami. Tyto
chemotaktické podnéty tedy nejen Ze navadéji PGCs pii jejich cesté, ale zaroven ovliviiuji i
jejich mitotickou aktivitu. PGCs diky chemokinlim méni také sviij tvar a sniZuje se jejich
pohyblivost (Van Den Hurk a Zhao 2005), kterou ztraci pti usidleni v genitalni listé (Picton
et al. 1998). U mysi je tento proces umérny kratsi délce zivota zvitete, kdy se PGCs zacinaji
vyvijet 6. den po oplozeni, migruji od 8. dne a kompletné osidli genitdlni liSty béhem 10.
dne po oplozeni (Saitou a Yamaji 2012). Nasledny vyvoj PGCs do oocytl ¢i spermii je uréen
pohlavnimi chromozémy somatickych bun€k genitalni listy (Morgan et al. 2005; De Felici

2013).
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2.2 Oogeneze

Oogeneze oznacuje slozity d&j vyvoje zralych oplozenischopnych oocytti z PGCs.
Proces oogeneze zacind v Casné fazi prenatalniho vyvoje a je rozdélen do tii fazi: faze

mnozeni, faze ristu a faze meiotického zrani (Wassarman a Albertini, 1994).

2.2.1 Faze mnoZeni oogonii

Vyvoj oocytli zac¢ind béhem prenatalniho obdobi, kdy se diky anti-Miilleridnskému
hormonu zac¢ina vyvijet sami¢i pohlavni Gstroji. PGCs se diferencuji v oogonie (De Felici
2013; Adhikari a Liu 2013; Findlay et al. 2009), které se u mysi zac¢inaji mitoticky délit jiz
11. den po oplozeni a nejvyssi mitotickée aktivity dosahuji 13. den. O den pozdéji je mitoticka

aktivita oogonii ukon¢ena (Ewen a Koopman 2010).

V roce 1921 (Pearl a Schoppe, 1921) ustanovili, Ze pocet oogonii je ve vaje¢niku po
tomto prenatalnim mitotickém dé€leni konecny. Toto tvrzeni bylo ustanoveno jako dogma
v roce 1951 (Zuckerman, 1951), kdy byla vylou€ena existence jakychkoli kmenovych bunék
podilejicich se na obnové oogonii. V roce 2004 byla publikovana pfevratna studie
vyvracejici toto zazité dogma (Johnson et al. 2004), kde autofi prohlasuji, Ze omezené
mnozstvi PGCs pfetrvava ve tkani vajeniku do dospé€losti samice, kdy slouzi jako zdroj
oogonii 1 v dospelém veku. Johnson et al., 2005 ve své dalsi studii popisuji kostni dfeni jako
potencialni zdroj téchto zarode¢nych bunck pro obnovu oogonii. Dalsi teorie ustanovuje
prabeh obnovy oogonii diky pretrvavajici pfitomnosti primordidlnich kmenovych bunék na
vajecnicich, ¢imz je kompenzovana atrézie folikull a tim padem je zajisténo jejich relativné

stalé mnozstvi v priabehu reprodukéniho véku samice (Bukovsky et al. 2004).

Po fazi intenzivniho mitotického déleni, kdy oogonie finaln¢ replikuji svou DNA,
jsou obaleny vrstvou pregranuléznich bun€k a jsou dale nazyvany oocyty, je asynchronné
zahajeno meiotické zrani. Meiotick¢é déleni je zablokovdno v diplotene profaze 1.
meiotického déleni (Wassarman, 1988), v takzvaném prvnim meiotickém bloku, ktery
pretrvava az do puberty (Tripathi et al. 2010) Detlaf et al., 1988; Chian et al., 2004).
Zéarodecné bunky v 1. meiotickém bloku se nazyvaji primarni oocyty ve stadiu zarodecného

vacku (GV = germinal vesicle) (Hunt a Hassold 2008; Wassarman a Albertini, 1994).
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Spole¢né s vyvojem oogonii v GV se vyviji téz folikuly, ve kterych jsou zarode¢né
bunky ulozeny. Ve folikulu jsou oogonie v posledni fazi mitotického dé€leni obaleny
pregranuldéznimi bunikami za vzniku primordialnich folikuli, ve kterych oocyty zahajuji
meidzu. Pregranul6zni buniky se zac¢inaji mitoticky délit a diferenciovat v granulozni buiiky.
Vrstva granuldznich bun¢k ptimo obklopujici oocyt se v pozdé¢jsich stadiich folikulogeneze
diferencuje v tzv. kumularni bunky, tvotici cumulus oophorus, véetné corona radiata. Tyto
bunky komunikuji s oocytem prostiednictvim vybézki prostupujicich zonu pellucidu a

bunécnych spoji typu gap junction (Brower a Schultz 1982; Wassarman, 1988).

2.2.2 Faze ristu oocyti

Aby bylo mozné obnovit meiotickou aktivitu, musi oocyt prodélat kvalitativni 1
kvantitativni zmény organel a biochemické zmény v cytoplazmé (Eppig et al. 1996; Hyttel
etal. 1997). Tato faze rlstu je zahdjena v puberté, avSak ne vSechny oocyty zahajuji ristovou
fazi soucasné€. V kazdém menstruacnim cyklu podléha riistu jen ¢ast ze zasoby oocytl ve

vajecniku.

Faze ristu je definovana aktivni proteosyntézou oocytu, modifikacemi a syntézou
organel, coZ vede k jeho mnohonasobnému zvétSeni (Eppig et al. 1996; Matzuk et al. 2002;
Telfer a McLaughlin 2011). Dochézi ke zvySené syntéze mRNA a rRNA, zpisobujici
zvétseni jadra oocytu, zatimco jadérko nabyva kompaktnéjsi podoby. Akumulace vétsiho
mnozstvi TRNA zplisobuje zvySeni poc¢tu ribozému (Picton et al. 1998; Van Den Hurk a
Zhao 2005; Wassarman a Albertini, 1994). Intenzivni proteosyntéza ma za nasledek zvétseni
objemu endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu (Oakberg 1968; Wassarman a
Albertini, 1994), jehoz struktury jsou pfesunuty na periferii buniky k plazmatické membrang,
kde se aktivné podileji na formovani kortikalnich granul a vzniku glykoproteinového obalu
oocytu — zona pellucida (Mehlmann et al. 1995; Van Den Hurk a Zhao 2005), ktera
pfedstavuje pfirozenou bariéru mezi oocytem a kumularnimi bunkami, ale ziroven
umoziuje jejich komunikaci (Kanitz et al. 2001) (Yanagimachi, 1998). Tato komunikace je
dalezita pro koordinaci ristu a zrani oocytu (Eppig 2018; Kanitz et al. 2001; Soyal et al.
2000; Wassarman a Albertini, 1994). Proces rlstu oocytil je energeticky velmi narocny,

proto dochazi také k vyraznému zvySeni poctu mitochondrii a zméné tvaru
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mitochondrialnich krist. Mitochondrie jsou v bunice lokalizovany hlavné v blizkosti

plazmatické membrany (Picton et al. 1998; Wassarman a Albertini, 1994).

Vsechny tyto zmény jsou nezbytné pro dalsi zrani oocytu a zaroven jsou naprosto
esencialni pro UspéSny Casny embryondlni vyvoj pted reaktivaci embryondlniho genomu
(Schultz et al. 1979; Wassarman a Albertini, 1994). Cilem faze zrani je ziskani meiotické
kompetence, ktera umoznuje oocytu vystoupit z 1. meiotického bloku a dokoncit meidzu az

do metafaze 2. meiotického déleni (MII), kde nastava 2. meioticky blok (Motlik et al. 1984).

Ziskani meiotické kompetence je vysledkem Uspésné ristové faze a dosazeni plné
velikosti oocytu, nasyntetizovani dostate¢ného mnoZstvi materidlu pro pozdé¢jsi meiotické
zrani a Casny embryondlni vyvoj. Nékteré oocyty mohou vSak nabyvat ¢astecné meiotické
kompetence v prabéhu faze riustu, kdy jesté nedosahly finalni velikosti. Tyto oocyty jsou
schopny vystoupit z 1. meiotického bloku a znovuzahéjit meidzu, kterou ovsem nedokonci
az do 2. meiotického bloku, nybrz zastavi déleni v metafazi 1. meiotického déleni (MI)
(Yanagimachi, 1988). Caste¢né meioticky kompetentni oocyty jsou kromé mensi velikosti
typické tim, Ze chromatin jadra je dekondenzovany a rozptyleny v celé nukleoplazmé za
dobré viditelnosti jadérka. Tyto oocyty jsou oznaCovany jako oocyty s neohrani¢enym
jadérkem (NSN = non surrounded nucleolus). Pfi dosaZeni plné meiotické kompetence
dochazi ke kondenzaci chromatinu, ktery soucasné vytvati prstenec okolo jadérka. Tyto
oocyty jsou oznacovany jako oocyty s ohranicenym jadérkem (SN = surrounded nucleolus)

(Fulka Jr. et al. 1981).

Rozméry oocytu odpovidaji jednotlivym stupnim meiotické kompetence. Mysi
oocyty velikosti do 40 pum jsou meioticky nekompetentni, pii velikosti 40—60 pm nabyvaji
¢aste¢né meiotické kompetence a pln€ meioticky kompetentni jsou pti velikosti 60 um, kdy
jesté nemaji ohrani¢ené jadérko (NSN) a stale probihd intenzivni proteosyntéza. Plné
dorostlé¢ mysi oocyty dosahuji velikosti 83—90 um a jiz se vyznacuji ohrani¢enym jadérkem
(SN) (Wassarman a Josefowicz 1978). Pii1 dosazeni plné velikosti se oocyt stava transkripéné

neaktivnim (Picton et al. 1998; Wasserman a Albertini, 1994).

14



2.2.3 Faze meiotického zrani

Tésn¢ pred ovulaci obnovuji savei oocyty, které dosdhly meiotické kompetence ve
fazi ristu, meiotické déleni. Meiotickym zrdnim se z dorostlého oocytu ve stadiu GV stava
zraly, oplozenischopny oocyt. Pro vystup oocytu z 1. meiotického bloku a znovuzahgjeni
meiodzy je charakteristicky proces rozpadu zarode¢ného vacku (GVBD = germinal vesicle
breakdown). Tento proces je in vivo aktivovan hormondlni stimulaci plsobenim
gonadotropinti — folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) a luteiniza¢niho hormonu (LH).
Hormonalni stimulace potlacuje inhibi¢ni faktory odpovédné za setrvani oocytu v 1.
meiotickém bloku — cAMP (cyklicky adenosin monofosfat) a PKA (cAMP-dependentni
kinaza) v kumularnich bunkéch folikulu a v oocytu (Eppig 1991).

Po GVBD oocyt vstupuje do metafaze 1. meiotického déleni, jehoz vysledkem je
vydéleni prvniho pdlového téliska (Motlik a Fulka 1976). Nasleduje 2. meiotické déleni az
do metafaze II, kdy je faze zrani preruSena 2. meiotickym blokem (Tripathi et al. 2010;

Detlaf et al. 1988; Dermitas et al. 2010; Mehlmann, 2013; Yamaginachi, 1988).

Zraly oocyt vétSiny savcu véetn€ mysi a clovéka je ovulovan ve stadiu MII a pokud
dojde k oplozeni, je dokonceno 2. meiotické déleni zakoncené vydelenim 2. polového téliska
(Amdani et al. 2015; Georgadaki et al. 2016; Ohto et al. 2016; Yeste et al. 2017). V in vitro
podminkach dosahuji mys$i oocyty 1. meiotického bloku po 8 hodinach a 2. meiotického
bloku po 16 hodinach kultivace (Cavalera et al. 2019; Nevoral et al. 2018a). In vitro zrani
oocytu je tak vhodnym néstrojem pro urc¢eni meiotické kompetence GV oocytu, umozitujici
rovn&z hodnoceni kvality oocytli ziskanych z pfirozeného estralniho cyklu bez hormonalni

stimulace.
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2.3 Spermatogeneze

Spermatogeneze je proces proliferace a diferenciace spermatogonii do zralych a
oplozeni schopnych spermii v prostfedi semenotvornych kanalkli varlete. Stejné jako
oogonie, spermatogonie se také vyvijeji z PGCs prenataln¢ v dusledku phsobeni anti-
Miillerianského hormonu a nasledné testosteronu (Miller a Auchus 2011). Cely proces
spermatogeneze muze byt rozdélen do tii fazi: multiplikace spermatogonii mitotickym
délenim, meiotické déleni spermatocytii za vzniku kulovitych spermatid (Holstein et al.
2003; Griswold 2016; Cheng et al. 2008), a spermiogeneze, neboli proces premény
kulovitych spermatid do spermii (Kretser et al. 1998).

2.3.1 Faze mnoZeni spermatogonii

PGCs se po migraci do genitdlnich 1ist zacleniuji mezi mezenchymalni bunky, které
jsou u samcu prekurzorem Sertoliho bunék, ¢imz se vytvaii semenotvorné provazce,
predchiidci semenotvornych kandlkl (Kretser et al. 1998). PGCs se diferencuji v gonocyty
(Clermont a Leblond 2010), které lze kategorizovat na mitoticky aktivni M-
prospermatogonie, dale T1-prospermatogonie a T2-prospermatogonie (McCarrey, 1993).
M-prospermatogoine jsou lokalizované centraln€ v semenotvornych provazcich a aktivné se
mitoticky déli, nez dosdhnou dal$iho diferenciacniho stadia. T1-prospermatogonie vstupuji
do GO mitotického bloku (McLaren 2003). Béhem prvniho tydne post partum TI-
prospermatogie obnovuji svou mitotickou aktivitu, diferencuji se v T2-prospematogonie a
migruji v semenotvornych kandlcich k bazalni membrané (Clermont and Perey, 1957). T2-
prospermatogonie, které kolonizovaly bazalni membranu, se mitoticky d€li a vytvari
pocatecni skupinu spermatogonii, které udrzuji spermatogenezi po cely postpubertalni Zivot

(Yoshida et al. 2006; Kluin a de Rooij 1981; McCarrey 1993).

Dalsi proces vyvoje spermatogonii se druhové lisi. U mysi a dalSich hlodavci, se
spermatogonie na bazdlni membrané se oznacuji jako A single spermatogonie (As
spermatogonie) (Huckins a Oakberg 1978; 1978) a déale se mitoticky déli v parové
spermatogonie (Apaired = Aprspermatogonie). Apr spermatogonie bud’ dokonci cytokinezi za

vzniku dvou novych As spermatogonii (obnova kmenovych bun€k), nebo ziistanou spojené
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intracytoplazmatickym mustkem a produkuji fetézec Ctyf Aaligned Spermatogonii (Aai
spermatogonie) dalsim mitotickym délenim (Clermont a Leblond 2010; De Rooij a Griswold
2012). Aa spermatogonie se stale mitoticky déli a vytvareji fetézce 8, 16, n¢kdy 1 32
spermatogonii (Fayomi a Orwig 2018; Clermont a Leblond 2010). Dlouhé fetézce Aal
spermatogonii davaji vznik diferenciovanym spermatogoniim A1, které se déli v dalsi typy
spermatogonii — Al, A2, A3 a A4. Ztéch se dalSim délenim stavaji intermedidlni
spermatogonie, posléze spermatogonie B. DalSim mitotickym délenim se posléze ze
spermatogonii B stavaji primarni spermatocyty, které se déli jiz meioticky (Fayomi a Orwig

2018).

U ¢loveka a vysSich primati je proces diferenciace spermatogonii mirné odlisny.
Varlata téchto druhti obsahuji dva morfologicky odlisné typy nediferenciovanych
spermatogonii, spermatogonie Adark @ Apale. Tyto dva typy se li§i morfologii jadra a tim
padem 1 v intenzité barvitelnosti hematoxylinem (Clermont 1966; Clermont a Antar 1973;
Clermont a Leblond 1959). V roce 1959 bylo popsano, ze Adark spermatogonie jsou populace
bun¢k zodpovédnd za sebeobnovu a udrZovéani stabilniho poctu zarode¢nych bunck a
zaroven davaji vznik Apale spermatogoniim, ze kterych se sérii mit6z vznikaji diferenciované
spermatogonie B (Clermont a Leblond 1959). O deset let pozdéji Clermont své tvrzeni
vyvratil studii na kockodanech obecnych, a vznikla teorie, ze Apale Spermatogonie jsou
aktivni kmenové buiiky zodpovédné za obnovu zasoby kmenovych bunék, zatimco Adark
spermatogonie jsou rezervnimi zasobami kmenovych bunék ve varleti pro ptipad nutné
regenerace spermatogeneze (Clermont, 1969). Toto zjisténi bylo potvrzeno dalSimi
vyzkumy, pfi kterych byla zni¢ena celd populace Apale spermatogonii, kterd se nasledné
obnovila z Adark spermatogonii (Clifton a Bremner 1983; Oakberg, 1968; Oakberg, 1975;
Van Alphen et al. 1988). Dalsi studie poukazuje na fakt, Ze nizky mitoticky index a
regeneracni kapacita Adark Spermatogonii je v souladu s teorii zdsobnich kmenovych bunck
a pravidelna proliferace Apale spermatogonii je ditkazem, Ze tyto buniky jsou zodpovédné za
obnovu zasoby spermatogonii (Ehmcke a Schlatt 2006). Pozd¢jsi vyzkum ptinasi dalsi teorii,
7e Adark a alesponl nekteré Apale Spermatogonie jsou stejnou populaci bunck, které se ale
nachazi v jiném stadiu bunécéného cyklu (tedy Adark spermatogonie jsou ve stadiu GO,
zatimco Apale spermatogonie ve stadiich G1, S, G2 nebo M) (Hermann et al. 2010; Von
Kopylow et al. 2012). Mitdzou Apale spermatogonii vznikaji diferenciované spermatogonie

B, které se opét mitoticky déli v primarni spermatocyty, které podstupuji meiozu.
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2.3.2 Faze meiotického déleni

Meiotické dé€leni zahajuji primarni spermatocyty (spermatocyty 1. tadu), které
vznikly mitézou ze spermatogonii typu B. Primarni spermatocyty jsou diploidni a po prvnim
meiotickém déleni vznikaji sekundarni spermatocyty (spermatocyty 2. fadu), které jsou
haploidni. Maji ovSem zdvojené chromatidy, prodélavaji zdhy druhé meiotické déleni za

vzniku spermatid. Spermatidy jsou haploidni a dale se ned¢li.

Prvni meiotické déleni je zahajeno diky uc¢inku gonadotropinii a testosteronu.
V leptotenni fazi profaze prvniho meiotického déleni dochdzi k vytvoteni fyziologickych
dvouretézcovych zlomti DNA. V této dobé jsou chromozémy X a Y stdle transkripné
aktivni a zlstanou 1 v prib¢hu zygotenni faze (Turner et al. 2005). Nicméné kratce po
piechodu do pachytene, jsou chromozémy inaktivovany (MSCI = meiotic sex chromosome
inactivation), a vytvafi se periferni nuklearni struktura nazyvand XY body nebo také sex
body (McKee a Handel 1993; Solari, 1974). MSCI je zahajeno fosforylaci histonu H2
(H2AX) (Fernandez-Capetillo et al. 2003) a pretrvava po zbytek vyvoje ve spermie (Turner
2007). Tato inaktivace je dilezitda kvuli ochran¢ chromozomia proti jejich reciproké
rekombinaci béhem crossing-over (de Vries et al. 2012; Kirkpatrick et al. 2012; Turner
2007). Spermatocyty pak dokon¢i obé meiotickd déleni za vzniku spermatid, které se

pfeménuji na spermie spermiogenezi (Turner 2007).

2.3.3 Spermiogeneze

Spermiogeneze je taze diferenciace spermatid do spermii. Vyznacuje se formovanim
bi¢iku, akrozomu a pfedevsim kondenzaci chromatinu (Holstein et al. 2003; Griswold 2016;
Cheng, 2008). Ptestoze morfologicky spermie ve varleti pfipomina zralou spermii, dokonceni
vyvoje v plné zralé spermie ndsledné probihd az v nadvarleti (Sullivan a Mieusset 2016).
Kompletni proména ve spermii oplozeni schopnou vSak nastava az po ejakulaci v sami¢im

reproduk¢énim traktu.

Pro spravnou kondenzaci chromatinu je nezbytné, aby v prubéhu spermatogeneze
probéhly déje jako DNA imprinting a remodelace chromatinu (Ferguson-Smith a Surani

2001; Oliva 20006; Castillo et al. 2011; de Mateo et al. 2011; Doshi et al. 2013; Hiura et al.
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2014). Tyto zmény jsou definovany post-translacnimi modifikacemi (PTMs) histonti, jako
je acetylace, metylace, fosforylace a ubiquitinace. Tyto modifikace vedou ve fazi
spermiogeneze k postupné nahradé¢ histonti za protaminy PRM1 a PRM2 (Baska et al. 2008;
Hazzouri et al. 2000; Lambrot et al. 2019; Oliva 2006; Schon et al. 2019; Yuan et al. 2016;
Brykczynska et al. 2010; Gannon et al. 2014). Tato protaminace ma za nasledek dalsi a
komplexni kondenzaci chromatinu (Green et al. 1994; Vilfan et al. 2004; Balhorn 2007),
inaktivaci genomu spermii za ucelem ochrany paternalni DNA a uchovani nepoSkozené
genetické informace nutné ke spravnému vyvoji embrya (Carrell et al. 2007; Oliva a Luis

Ballesc 2012).

Cely proces protaminace se odehrava soubézné s prolongaci spermatidy, je zahajen
procesem relaxace chromatinu zpiisobené hyperacetylaci histont a naslednym pfipojenim
testikularnich bromoproteint (BRDT = bromodomain testis associated proteins). BRDT
slouzi jako markery pro zaclenéni pfechodnych proteinti 1 a 2 (TNP1, TNP2, transition
protein), které jsou v procesu protaminace pln¢ nahrazeny PRM1 a PRM2 (Green et al. 1994;
Shang et al. 2009; Gaucher et al. 2012; Shirakata et al. 2014). Fyziologicky pomér PRM1 a
PRM2 je v sav€ich spermiich piiblizné 1:1 a jakékoli zmény v tomto poméru mohou vést
k sam¢i neplodnosti (Wykes a Krawetz 2003; Govin et al. 2007). Pfi protaminaci vSak
fyziologicky nejsou nahrazeny vSechny histony ve spermiich, u mysi zistava 1% a u ¢lovéka
az 15% tzv. reziduélnich histonti (Pittoggi et al. 1999; Balhorn et al. 2018; Hamilton et al.
2019; Hammoud et al. 2009). Podobné jako v somatickych butikach, také ve spermiich
podléhaji tyto rezidualni histony Sirokému spektru PTMs, definujici epigeneticky kod
spermii (Gaucher et al. 2012; Green et al. 1994; Balhorn 2007).

Nejcastéjsimi PTMs rezidualnich histonli jsou acetylace, metylace, fosforylace a
ubiquitinace (Samanta et al. 2016). Hyperacetylace residualnich histonti jsou zasadni pro
regulaci genové exprese v asném embryondlnim vyvoji (Kutchy et al. 2018; Luense et al.
2016; Paradowska et al. 2012), avSak nadmérnd hyperacetylace je zndmkou poruchy
integrity chromatinu a zvySenych DNA zlomil ve spermiich, coZ ma za nasledek jejich
snizenou kvalitu (Kim et al. 2014). Acetylace jsou vyvaZzovany metylacemi, které mayji
opacny efekt na soudrznost chromatinu a genovou expresi. Metylace histond jsou nezbytné
pro ustanoveni heterochromatinu (Sims et al. 2003), avSak H3K4me?2 je zndmym markerem
DNA zlomi indikujicich nezralost chromatinu (Stiavnicka et al. 2019). Oproti acetylacim a

metylacim, fosforylace neovliviiuji expresi genii (de Vries et al. 2012; Fernandez-Capetillo
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et al. 2003; Vigodner 2009; Zhong et al. 2015), ale jsou kli¢ové pro remodulaci chromatinu
a opravy poskozeni DNA, pficemz yYyH2AX je intenzivné studovanym markerem
fragmentace DNA (Casanovas et al. 2019; Siracusa et al. 2018; Siklenka et al. 2015; Dakkak
W 2017; Derijck et al. 2008; Balhorn 2007). Ubiquitinace je dal$i z PTMs a je spojovana
pfedevsim s eliminaci defektnich spermii v procesu spermatogeneze a spermiogeneze
(Baska et al. 2008). PTMs, jak fyziologické, tak patologické, jsou pfi oplozeni prenaSeny do
dalsi generace (Shi et al. 2019b) a byla prokazana jejich modifikace endokrinnimi disruptory

(Rimnacova et al. 2020).
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2.4 Endokrinni disruptory

Endokrinni disruptory (EDs) jsou definovan¢ jako exogenni latky, které zasahuji do
syntézy, sekrece, transportu, metabolismu, vazby nebo eliminace fyziologickych hladin
hormont, které jsou zodpovédné za udrzovani homeostaze, bazalniho metabolismu, chovani
a reprodukce organismu (Diamanti-Kandarakis et al. 2009). Vyznacuji se hormondlni
aktivitou v zavislosti na koncentraci EDs a koncentraci postizenych hormonti v organismu,
délce expozice disruptory a obdobi expozice. Pro EDs je typické, Ze dosahuji silngjSich
ucinki pii nizkych davkach, které jsou oznacovany za subtoxické (Vom Saal a Welshons
2006). Tato vlastnost se nazyva efekt nizkych davek (Grasselli et al. 2010; Vandenberg et
al. 2012a) a tudiz nelze u EDs ptedpokladat umérné (tj. linearn¢) vzristajici toxicky efekt
v zavislosti na zvySovani davky (Vandenberg et al. 2012a). Paradoxn¢ mohou uc¢inky EDs
vymizet, kdyz je jejich koncentrace v organismu vysSi nez fyziologicka koncentrace

hormonu, jehoz G¢inek imituji (Vom Saal a Welshons 2006).

Mimoto, dilezité je téz obdobi, kdy je organismus vlivu EDs vystaven. OdliSnym
zpisobem tak reaguji dospélci a juvenilni jedinci, ¢i dokonce plod a vyvijejici se embryo
(Vandenberg et al. 2012a). Vystaveni vlivu EDs béhem kritickych obdobi vyvoje mize téz
ovlivnit epigenom buné€k prostfednictvim PTMs histont (Rattan et al. 2019; Simeoni et al.
2018; Vandenberg et al. 2013). Timto mechanizmem EDs vyznamné ovliviiuji reprodukci
samcl 1 samic a pokud epigenetické zmény indukované EDs postihnou gamety, tak i
s presahem do ¢asného vyvoje embrya (Li et al. 2011; Knez et al. 2014; Sharma et al. 2019;
Mok-Lin et al. 2010; Xiao et al. 2011; Cabry et al. 2020). Byl prokazan téz transgeneracni
efekt pasobeni EDs (Rattan a Flaws 2019; Susiarjo et al. 2015; Ziv-Gal et al. 2015).

Zatimco existuje Siroka Skéala EDs pfirodniho i arteficidlniho ptivodu (fytoestrogeny,
1éCiva, pesticidy, zpomalovace hoteni, komponenty plastl, atd.), za Siroce rozSifené
povazujeme bisfenoly, které vykazuji Siroké spektrum Uc¢inku EDs s estrogennim a/nebo
anti-androgennim u¢inkem, genotoxickym i epigenetickym mechanizmem ucinku (Eladak

et al. 2015; Glausius 2014).
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2.4.1 Bisfenoly

Difenylalkany, typické pfitomnosti dvou fenolickych kruhti spojenych uhlikovym
atomem, jsou obecn¢ nazyvany bisfenoly. Existuje hned nékolik zastupct bisfenolli: bisfenol
F (BPF) nema na spojovacim uhliku zadny substituent, bisfenol A (BPA) ma na spojovacim
uhliku navazany dvé metylové skupiny, u bisfenolu AF (BPAF) jsou tyto metylové skupiny

perfluorované, a bisfenol S (BPS) obsahuje navazanou sulfonovou kyselinu.

Bisfenoly jsou pouzivané¢ k vyrobé plastickych hmot, epoxidovych pryskyfic,
recyklovaného papiru, papiru pro termdlni tiskarny, plechovek, polykarbonati a dalSich
produktti denni spotfeby (Rosenmai et al. 2014; Wang et al. 2015; Simoneau et al. 2011b;
Wong a Durrani 2017b). Tato skute¢nost znich c¢ini vSudypfitomnou komponentu
kazdodenni spotieby, kterou je lidsky organizmus exponovan soustavng, byt’ velmi nizkymi

davkami.

Produkce dfive nejpouzivangjSiho BPA k roku 2022 byla odhadnuta az na 10,6
miliont tun (Abraham a Chakraborty, 2020). Bylo ale zjisténo, ze ¢asté pouzivani, teplo,
UV zafeni, alkalicka Giprava, intenzivni promyvani, nebo kontakt s kyselymi nebo bazickymi
slouceninami urychluji hydrolyzu esterové vazby mezi molekulami BPA v polykarbonatech
a pryskyficich, coz méa za nésledek uvolnéni monomert BPA do Zivotniho prostiedi, a tudiz
1 do potravniho fetézce a lidského téla (Liao et al. 2012d). Hlavni cestou expozice je u
¢lovéka konzumace kontaminovanych potravin, pitné vody z plastovych lahvi nebo
dermalni kontakt s termalnim papirem a kosmetikou, nebo téz inhalace kontaminovaného
prachu (Liao a Kannan 2014; Huang et al. 2012; Ribeiro et al. 2017; Ehrlich et al. 2014;
Eladak et al. 2015; Wu et al. 2018; Vinas et al. 2010; Ike et al. 2006; Miyamoto a Kotake,
2005). V lidském organismu jsou tyto monomery pifitomny ve vétSin€ télnich tekutin. BPA
bylo odhaleno naptiklad v lidské moci, krevnim séru, folikularni tekutin€, plodové vodé,
seminalni plazmé 1 v matefském mléce (Yamada et al. 2002; Ikezuki et al. 2002; Liao et al.
2012a; Mendonca et al. 2014; Vitku et al. 2015). Pritomnost bisfenolt v lidském téle vede
k fad¢ zdravotnich obtizi, naptiklad k obezité, diabetu, a poSkozeni reprodukcnich funkci
(Mok-Lin et al. 2010; Rahman et al. 2015; Salian et al. 2011; Shi et al. 2019b; Siracusa et
al. 2018; Vandenberg et al. 2007; Peknicova et al. 2002). Diky mnoha studiim prokazujicim
negativni vliv na lidské zdravi je BPA je v dnesni dobé postupné nahrazovan svymi analogy

(Eladak et al. 2015; Shi et al. 2019a), které jsou sice chemicky stabilngjsi, ale prokazuji vyssi
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biodegradabilitu a snazsi dermalni penetraci (Ike et al. 2006; Liao et al. 2012b; 2012¢; Danzl
et al. 2009). Jednim z nejcasteji vyuzivanych analogt je pravé BPS (Eladak et al. 2015),
jehoz negativni ucinky na reprodukcéni systém nebyly dosud popsany a které odhaluje

predkladana prace.

2.4.2 Bisfenol S

4,4’ -sulfonyldifenol neboli BPS, podléhd jen nizké legislativni regulaci, a tudiz je
vhodnym kandidatem pro nahrazovani diive hojné vyuzivaného BPA (Liao et al. 2012a).
Jeho pouzivani je opravdu na vzestupu a jen v Evropské unii €inila ro¢ni produkce BPS
vroce 2016 az 10 000 tun a od té doby se kazdoro¢né zvySuje (Del Moral et al. 2016).
Nasledné byl tento endokrinni disruptor nalezen v Zivotnim prostiedi, naptiklad v kalech
v Cistirnach odpadnich vod (Lee et al. 2015; Yu et al. 2015), v povrchové vodé (Yamazaki
et al. 2015; Jin a Zhu 2016), v bytovém prachu (Liu et al. 2021; Wang et al. 2015), ale také
v potravinach (Liao a Kannan 2014), které jsou priméarnim zdrojem kontaminace pro lidstvo
(Ehrlich et al. 2014; Eladak et al. 2015). Vskutku, BPS byl detekovan v lidské moci
v rozmezi 0,67 - 2,53 ng/ml (Chen et al. 2016; Ndaw et al. 2016; Philips et al. 2018), v krevni
plazmé v koncentraci 0,073 — 4,844 ng/ml (Thayer et al. 2016; Macczak et al. 2017), ve
folikularni tekutiné (az 2,11 ng/ml) (Dimitriadis et al. 2017), v seminélni plazmé (0,12 —
0,17 ng/ml) (Smarr et al. 2018), v pupecnikové krvi (az 0,12 ng/ml) a v matetském mléce

(az 0,683 ng/ml) (Liu et al. 2017; Niu et al. 2017).

Bylo prokazano, ze BPS ovliviiuje bunécnou signalizaci v sav¢ich bunkach (Vifias a
Watson 2013b; 2013a) tak, Ze se vaZe na sérové albuminy (Mathew et al. 2014) a tim je
usnadnéna distribuce do celého téla. Napodobuje tak vlastnosti hormont a interaguje
s estrogenovymi receptory (Rosenmai et al. 2014; Delfosse et al. 2012; Le Fol et al. 2015),
¢imz je schopen regulovat genovou expresi (Mesnage et al. 2017; Li et al. 2018). BPS
opravdu vykazuje estrogenni aktivitu, chova se predevSim jako estradiol a je schopen
stimulovat jeho signalni drahy (Eladak et al. 2015; Feng et al. 2016). Byla téz prokazana
androgenni aktivita BPS (Molina-Molina et al. 2013; Rosenmai et al. 2014; Kitamura et al.
2005) potvrzena vazbou na thyroidni receptory u potkanii (Zhang et al. 2018). BPS také

ovlivituje signalni dréhu cytochromové aromatdzy, kterd ma vyznamnou tlohu pfi syntéze
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estrogentl prostfednictvim predcasné hypotalamické neurogeneze (Kallivretaki et al. 2006;
Kinch et al. 2015; Qiu et al. 2016). Da Silva et al. 2019 popsali pisobeni BPS
prostiednictvim hormont $titné zlazy, thyroxinu a trijodthyroxinu, které hraji klicovou roli
v obdobi biezosti samic, kdy reguluji genovou expresi a maji béhem ¢asného embryondlniho
vyvoje vliv na diferenciaci mozku plodu. Interakce drah aktivovanych estrogenovymi,
thyroidnimi a aromatazovymi receptory jsou klicové pro spravné fungovani

neuroendokrinniho systému reprodukce a BPS modifikuje expresi genti v kazdé z nich.

V dnesni dob¢€ nartstu pouzivani BPS se jim zabyva mnoho védeckych praci, které
potvrzuji negativni vliv na reprodukci. Na§ tym prokéazal negativni vliv BPS na samci
(Rimnacova et al. 2020) i sami¢i reprodukci (Prokesova et al. 2020) pii pfimé expozici, i pii
expozici nepiimé (Nevoral et al. 2021; Fenclova et al. 2022). Lze tedy tvrdit, ze BPS
rozhodné neni vhodnou ndhradou BPA. Soucasné je zapotiebi dal§iho védeckého zkoumani
mechanizmi U€inku latek, které budou pouzity jako ndhrada BPS, pro kvalifikovany odhad

jejich ptipadného dopadu na lidské zdravi.
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3 Hypotéza a cile prace

3.1 Hypotéza

Pfimé 1 nepiima expozice bisfenoly S a F negativné ovliviiuje gametogenezi a tim 1

¢asny embryonalni vyvoj.

3.2 Cile prace

1. Zhodnotit vliv pfimé expozice nizkymi dadvkami BPS na kvalitu mySich
oocyta.

2. Zhodnotit vliv pfimé expozice nizkymi davkami BPS na kvalitu mySich
spermii.

3. Zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostfednictvim matefského mléka na
kvalitu ovarialni tkané€ a oocytii u mysi.

4. Zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostfednictvim matefského mléka na
kvalitu testikularni tkdn€, spermii a casny embryonélni vyvoj u mysi.

5. Zhodnotit vliv expozice BPS prostfednictvim matefského mléka na vyvoj

testikularni tkan¢ a hemotestikularni bariéry u mysi.
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4 Material a metodika

4.1 Etické zasady

Vsechny experimenty na zvitatech byly provedeny v souladu se zdkonem o ochrané
zvitat proti tyrani (¢. 246 / 1992 Sb.) pod dohledem Poradniho vyboru pro dobré zivotni
podminky na Ministerstvu $kolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky, ID schvaleni

MSMT-11925/2016-3.

4.2 Chemikalie

Pouzité chemikalie, véetné BPS (CAS: 80-09-1, katalogoveé cislo 103039) byly
zakoupeny od spolecnosti Merck (St. Luis, MO, Spojené staty americké) a Abcam
(Cambridge, UK), pokud neni uvedeno jinak.

4.3 Experimentalni zvirata a chovné podminky

Mysi byly chovany v intaktnich polysulfonatovych klecich s 12—ti hodinovym
cyklem svétlo/tma, pfi teplot¢ 21£1 °C a relativni vlhkosti 60 %. Ultracistd voda ve
sklenénych lahvich byla ménéna dvakrat tydné. Dieta bez fytoestrogent (1814P, Altromin,
Némecko) byly poskytnuty ad libitum. Pokusna zvitata byla alespon tyden pied zah4jenim

experimentl aklimatizovana.
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4.4 PFrima expozice

4.4.1 Pfima expozice samcu

Pro experiment byli pouziti dospéli samci outbredniho kmene laboratorni mysi ICR
ve veku 8—16 tydnii. Zvitata byla vystavena BPS prostfednictvim pitné vody po dobu 8 tydnt
(8. —16. tyden v€ku). BPS bylo rozpusténo v 100 % etanolu a tento zasobni roztok byl nadéle
1000x fedén do pitné vody. Findlni koncentrace BPS tak dosahovala hodnot: 0,0038, 3,8 a
380 ng na ml. Sohledem na denni spotfebu pitné vody a evidovanou hmotnost
experimentalnich zvitat byly pfedpokladany nésledujici davky: 0,001, 1 a 100 ng na g té€lesné
hmotnosti a den (Bachmanov et al. 2002). Kontrolni skupina byla vystavena vehikulu (tj.
0,1% ethanol v pitné vod¢). Samci byli po dokonceni expozice zvaZeni a usmrceni cervikalni

dislokaci za uc¢elem sbéru vzorki spermii a testikularni tkané.

4.4.2 PFima expozice samic

Dospélé outbredni ICR mysi samice vystaveny BPS v davkach 0.001, 0.1, 10, a 100
ng na g télesné hmotnosti a den. Kontrolni skupina byla vystavena vehikulu (0,1% ethanol).
BPS byl rozpustén v 50 ul 50 % glycerolu s obsahem 0,1 % dimethylsulfoxidu a podavan
denné po dobu sedmi dnii oralni sondou. Po obdobi expozice byly mysi usmrceny cervikalni

dislokaci.

4.5 Expozice mateiskym mlékem

Dospélé Sest az sedm tydnt staré outbredni ICR mysi byly spateny v estralni fazi a
po porodu exponovany BPS a BPF skrze pitnou vodu v koncentracich 0,375 ngnaml a 37,5
ng na ml od porodu (PND 0) do 15. dne Zivota mldd’at (PND 15). Kontrolni skupina byla
vystavena vehikulu (0,1% ethanol), davka 0,375 ng na ml diethylstilbestrolu (DES) byla
pozita jako pozitivni kontrola. Davky byly zvoleny na zékladé¢ zndmého biologického

pusobeni (Nevoral et al. 2018b; ProkeSova et al. 2020) a odpovidajici expozici lidi v redlném
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zivoté (Rochester a Bolden 2015). Po zaznamendni mnozstvi zkonzumované pitné vody a
télesné hmotnosti kojicich samic, byla ur¢ena skutecna BPS a BPF expozice téchto samic,
0,216 ng na g télesné hmotnosti a den a 21,6 ng na g télesné hmotnosti a den. Potomci byli
odstaveni 21. den po narozeni (PND 21) a nésledn¢ chovani individudlné ve standardnich
podminkach az do dosazeni reprodukcni zralosti. Saméi mlad’ata byla usmrcena cervikalni
dislokaci ve v€ku 15 dni (PND 15), 21 dni (PND 21) nebo 90 dni (PND 90). Samici mlad’ata
byla usmrcena cervikalni dislokaci ve véku 15 dni (PND 15) nebo 60 dni (PND 60)

4.6 1zolace oocyti a jejich in vitro maturace

Samice ve véku 8. -. 12. tydnl byly po pifimé expozici BPS usmrceny cervikalni
dislokaci nebo hormonalné stimulovany PMSG. Po 48 hod. byly stimulované samice
usmrceny cervikalni dislokaci za uelem izolace ovarii. PIn¢ dorostlé nezralé oocyty ve
stadiu zdrode¢ného vacku byly z folikulli izolovany destrukci ovarialni tkané pomoci jehly
27G. vmédiu M2 (Merck, St. Luis, MO, Spojené staty americké, katalogové ¢islo MR-015-
D) doplnéném o 100uM isobutyl-methylxanthin (IBMX) (Merck, St. Luis, MO, Spojené
staty americké, katalogové Cislo 28822-58-4), inhibitor meiotického zrani oocytii (Grendahl
et al. 1998). Oocyty byly umistény do kultivaéniho média M16 (Merck, St. Luis, MO,
Spojené staty americké, katalogové ¢islo MR-016-D) s IBMX a ponechany po dobu alespoii
1 hodiny pii 37 °C a 5 % COaz. Poté byly oocyty fixovany v 4 % paraformaldehydu,
doplnéném 0,1% polyvinylalkoholem, po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté a skladovany
pii 4 °C do dalSiho pouziti. Alternativné byly ziskané oocyty pouzity pro in vitro zrani v
kultiva¢nim médiu M16 po dobu 16 hodin pii 37 °C a 5 % COz2. Oocyty s vydélenym
polovym teliskem byly shledany jako dozralé. Tyto oocyty byly fixovany a skladovany, jak

je popsano vyse.

4.6.1.1zolace zralych oocyta

Samice mysi kmene ICR byly ve véku 8. — 12. tydnti hormonalné stimulovany PMSG
a 0 48 hod. pozdéji hCG. Po dalsich 16. hod. byly samice usmrceny cervikalni dislokaci a

nasledovala izolace in vivo dozralych oocytli. Ovulované komplexy kumulus-oocyt byly
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vyplachnuty z izolovanych vejcovodi a osetfeny 0,1 % hyaluronidazou po dobu 5 min.za
ucelem odstranéni kumularnich bunék. Pouze vitalni oocyty s vydélenym polovym téliskem

byly nadale fixovany v 4 % paraformaldehydu a skladovany pti 4 °C do dalSiho pouziti.

4.7 Partenogeneticka aktivace oocyti

In vivo dozralé oocyty izolované z vejcovodl samic ICR byly aktivovany 10 mM
SrC12 v modifikovaném kultivaénim médiu KSOM (Merck Millipore, Burlington, MA,
Spojené staty americke, katalogové ¢islo MR-121-D,) doplnéném 0,1 % hovézim sérovym
albuminem (BSA), 2 mM EGTA, a 5 pg na ml cytochalasinu B, v podminkach 37 °C a 5 %
COz. Embrya byla nasledné kultivovana v KSOM s BSA po dobu dal$ich 24 a 96 hod. do

stadia 2bunécéného embrya, resp. blastocysty.

4.8 Vyplach embryi a jejich in vitro kultivace

Mysi samice ICR ve véku 8. — 12. tydnti byly pouzity jako darkyn€ embryi. Samice
byly stimulovany pomoci PMSG a hCG, jak je popsano vyse. Po nasledném zapusténi
provéfenym samcem byly samice usmrceny cervikalni dislokaci a jednobunééné zygoty byly
izolovéany z vejcovodu do 0,1 % hyaluroniddzy. Po odstranéni kumularnich bunék byly
zygoty fixovany v 4 % formaldehydu po dobu 30 min. a néasledné uskladnény ve 4 °C
k dals$imu pouziti. Alternativné byly zygoty kultivovany in vitro dalSich 96 hod. v
modifikovaném KSOM médiu, v podminkach 37 °C a 5 % CO.. Na konci kultivace embryi
byl zaznamenam pocet blastocyst a blastocysty byly fixovany v 4 % paraformaldehydu a

skladovany pfi 4 °C k dal$imu pouziti.

4.9 Analyza spermii

Pokusnym samciim byly odebrany ocasy nadvarlat, které byly disektovany v 0,5 ml

Whittenova média a spermiim byl ponechén ¢as k vyplavani 30 minut. Koncentrace a
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motilita spermii byla poté hodnocena za pomoci piedehiaté Maklerovy komurky a
svételného mikroskopu (Olympus CKX 41; Némecko) vybaveného deseti objektivovymi
¢ockami (CAchN NA 0,25). Do Maklerovy komurky bylo napipetovano 10 ul suspenze
spermii. Primérna koncentrace spermii (miliony na mililitr) byla pocitana ve tfech liniich,
kazda o deseti Ctvercich, a vydélena tfemi. Soucasné byla kazda spermie v pocitané oblasti
identifikovana jako pohyblivd nebo nepohybliva. Motilita spermii byla vyjadiena jako
procento pohyblivych spermii z celkového poctu. Analyza byla provadéna jednou osobou,

aby se predeslo zkresleni vysledk.

4.10 Test struktury chromatinu spermii (SCSA)

SCSA byl proveden podle jiz diive popsaného protokolu (Evenson a Jost 2000). Tato
technika je zaloZena na zranitelnosti spermatozoalni DNA vU¢i denaturaci vyvolané
kyselinou in situ a nasledném metachromatickém barveni akridinovou oranzi. Hodnotil se
index fragmentace DNA (DFI) 1rb% a vysoka barvitelnost DNA (HDS) 1rb%, indikatory
nezralosti chromatinu (tj. Uplnosti protaminace). Vzorky byly hodnoceny pomoci
FACSVerse Flow Cytometer (BD Biosciences) kontrolovaného pomoci BD FACSuite. U
kazdého vzorku bylo zaznamenano 5 000 udalosti. Excitace akridinové oranze byla
provedena modrym laserem (488 nm); Cervenad fluorescence byla detekovana pomoci filtru
700/54 BP a zelena fluorescence byla detekovana pomoci filtru 537/32 BP. Data byla
analyzovéana pomoci WEASEL Ver. 3 (WEHI).

4.11 Elektroforéza (ELFO) a Western Blot (WB)

ELFO a WB byly provedeny na lyzatu testikularni tkdn¢ a spermii experimentalnich
samcl. Testikularni tkan byla lyzovana v radioimunoprecipitacnim pufru obaheceném o
kompletni koktejl proteazovych inhibitorti (Roche, Svycarsko). Vzorky hlavidek spermii
byly pfipaveny sonikaci a lyzou v radioimunoprecipitacnim pufru doplnéném 100mM DTT.
Nasledné byla zmétena koncentrace proteini pomoci bicinchoniové kyseliny (Olson 2016;

Lovrien a Matulis 2005). Poté byly vzorky smichany s Laemmliho nanaSecim pufrem
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doplnénym  B-merkaptoethanolem. Pro  elektroforézu na  dodecylsulfatovém
polyakrylamidovém gelu byly pouzity 4-15% separa¢ni Mini-PROTEAN® TGX Stain-
FreeTM Precast Gely (Bio-Rad, Francie); kdy do kazdé gelové komurky bylo loadovéano 30
ug testikularnich proteini nebo 60 pg proteint spermii. Pro Western blotting byl pouZit
Trans-Blot® TurboTM Transfer System (Bio-Rad, Francie). Polyvinylidendifluoridové
membrany (Bio-Rad, Francie) byly blokovany v 5 % hovézim sérovém albuminu v TBS s
0,5% Tween-20 po dobu 60 minut pii 21£1 °C a inkubovany pies noc pii 4 °C s primarnimi
protilatkami ziedénymi v 1 % hovézim sérovém albuminu v TBS s 0,5 % Tween-20. Kralic¢i
polyklonalni anti-a-tubulinova protilatka (1:1 000; Cell Signaling, Spojené staty americké,
katalogové cislo 2144;) byla pouzita jako srovnavaci protildtka. Sekundéarni protilatky
konjugované s kienovou peroxidazou (kozi anti-myS$i nebo anti-krali¢i IgG; 1:15 000;
Invitrogen, Spojené staty americké) byly aplikovany po dobu 1 hodiny pfi 21+1°C. Cilené
proteiny byly vizualizovany pomoci ECL Select Western blotting Detection Reagent (GE
Healthcare Life Sciences, Spojené kralovstvi) a membrany byly skenovany na systému
ChemiDocTM MP (Bio-Rad, Francie). Snimky membran byly zpracovany pomoci softwaru
ImageLab 4.1 (Bio-Rad, Francie).

4.12 Histologie

Tkan k histologické analyze byla fixovana v Bouinové fixa¢nim médiu, nasledné
dehydratovana a zalita do parafinu. Tkan v parafinovych blo¢cich byla nafezana na 10 pm
tlusté fezy, které byly po odstranéni vosku a rehydrataci barveny hematoxylinem a eosinem.

Nasledné byly histologické fezy hodnoceny pod svételnym mikroskopem.

4.13 Imunofluorescence

K imunobarveni byly 10pum silné histologické fezy zbaveny vosku a rehydratovany.
Nespecificka vazebna mista byla blokovana roztokem 5 % normalniho koziho séra (NGS) a
0,1% TritonX-100 a 0,5% Tween 20 ve fostatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS-
TT) po dobu 60 min. pfi 21+1°C. Nasledné byly fezy inkubovany s primarni protilatkou
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(1:200) pres noc pii 4°C. Nespecificka vazba sekundarni protilatky byla testovana
vynechanim specifickych primarnich protilatek a tato sklicka byla zpracovana stejnym
postupem. Po promyti v roztoku PBS-TT obsahujicim 1 % NGS byla sklicka inkubovéna po
dobu 40 minut s PNA lektinem (1:400; Alexa Fluor 488, Abcam, Spojené kralovstvi) a
odpovidajici sekundarni protilatkou (anti-mys$i nebo anti-krali¢i Alexa Fluor 647, Abcam,
Spojené kralovstvi) fedénou 1:500 v PBS-TT obsahujici 1 % NGS. Sklicka byla
zamontovana pomoci Vectashield média s 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector
Laboratories Inc., Spojené staty americké) k barveni jader. Snimky byly ziskany pomoci
konfokalniho mikroskopu s rotujicim diskem Olympus IX83 (Olympus, Némecko) a
softwaru VisiView (Visitron Systems GmbH, Némecko). Vznikl¢ snimky byly analyzovany

pomoci Imagel software (NIH, Spojené staty americké).

4.14 Imunocytochemie

Fixované oocyty nebo zygoty byly permeabilizovany v PBS obsahujicim 0,04 %
TritonX-100 a 0,3 % Tween-20 po dobu 15 minut pii 37 °C. Vzorky byly poté blokovany v
1 % hovézim sérovém albuminu v PBS s Tween-20 po dobu 15 minut a inkubovany s
koktejlem protilatek (1:200) po dobu 1 hodiny pii 211 °C. Nespecifickd vazba
sekundarnich protilatek byla testovana vynechanim specifickych primarnich protilatek a tato
sklicka byla zpracovéna stejnym postupem. Po promyti byly vzorky inkubovany s koktejlem
sekundarnich protilatek Alexa Fluor 488 a 647 (1:200). Do promyvaciho roztoku byl pfidan
faloidin (1:200; kat. ¢. #13054; Thermo Fisher Scientific, Spojené staty americké) kvli
vizualizaci B-aktinu. Obarvené vzorky byly upevnény na sklicka pomoci média Vectashield
s DAPI (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, Spojené staty americké). Snimky byly
ziskdny pomoci konfokalniho mikroskopu s rotujicim diskem Olympus 1X83 (Olympus,
Némecko) a softwaru VisiView (Visitron Systems GmbH, Némecko). Snimky byly

hodnoceny pomoci softwaru ImageJ (NIH, Spojené staty americké).
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4.15 Terminal Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labeling
(TUNEL)

Analyza TUNEL byla provedena za ucelem analyzy dvoutetézcovych zlomi DNA.
Fixované vzorky byly permeabilizovany v 0,1 % Tritonu X-100 v PBS obsahujicim 0,05 %
NaN3 po dobu 40 minut. Poté byly oSetfeny fluoresceinem konjugovanym dUTP a enzymem
termindlni deoxyribonukleotidyltransferdzou (In situ Cell Death Detection Kit, kat. €.
11684795910, Roche, Némecko) po dobu 1 hodiny ve tmé pti 37 °C. Pozitivni kontrola byla
pfipravena pomoci soupravy DNase I (AMP-D1, Sigma-Aldrich, Spojené staty americké).
Nakonec byly vzorky upevnény na sklicka Vectashield médiem s DAPI (Vector Laboratories
Inc., Spojené staty americké). Intenzita signdlu byla méfena pomoci softwaru Imagel

(National Institutes of Health, Spojené staty americké).

4.16 Statistické vyhodnoceni

Data byla analyzovéana pomoci GraphPad Prism 8.1.1 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, Spojené staty americké). Na zdkladé¢ Shapiro-Wilkovych testli distribuce
normality byly rozdily testovany pomoci bézné jednosmérné analyzy rozptylu, po které
nasledoval Tukeyho vicenasobny test. Alternativné byly pro nenormalné distribuovana data
pouzity Kruskal-Wallisovy a Dunnovy post hoc testy. P-hodnoty <0,05, 0,01, 0,001 a 0,0001
byly povazovény za statisticky vyznamné a oznaeny hvézdickami (*), (*x), (¥*x) a (x**x).
Alternativné, kiizky indikovaly rozdily od pozitivni kontroly (low DES) (#, ##, ###,
respektive ####). Normalné a nenormaln¢ distribuovana data jsou vyjadiena jako primér a

median.
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5 Vysledky

5.1 Pfima expozice nizkymi davkami BPS ovliviiuje kvalitu mySich oocyti

V této studii jsme piedpokladali negativni vliv endokrinniho disruptoru bisfenolu S
(BPS) na kvalitu mySich oocyti po piimé in vivo expozici samic. Cilem této studie bylo
posoudit zmény cytoskeletarni, kvality chromatinu a zmény transkriptomu v oocytech po
ptimé in vivo expozici Sirokym rozsahem subtoxickych ddvek BPS. Jako donorky oocytl
byly pouzity dospélé samice laboratorni mysi kmene ICR. Oocyty byly analyzovany
prostiednictvim metody TUNEL, imunocytochemie a qRT-PCR.

Piima expozice nizkymi ddvkami BPS neovlivnila pocet izolovanych oocytli ve
stadiu zarode¢ného vacku (GV — germinal vesicle), kvalitu chromatinové konfigurace, ani
pocet dozralych oocytli a meiotické kompetence, nicméné u zralych oocytii osetienych BPS
byly sledovany morfologické abnormality na délicim vieténku véetné¢ nekonjugovanych
tubulti. Vyskytla se téz dvojitd metafazni vieténka a poruchy v zarovnani chromozomii
v metafazni desticce. V GV oocytech byl pozorovan nartst metylace DNA (5meC), markeru
heterochromatinu, a dimetylace histonu H3 (H3K27me2), markeru stability genomu.
Rovnéz u zralych oocytl byl pozorovéan nartist SmeC po expozici BPS, zatimco H3K27me2
nevykazoval statisticky vyznamny rozdil. Vzhledem ke zméndm chromatinovych markert
nezralych GV a zralych oocytl byl hodnocen tc¢inek uc¢inné davky BPS na genovou expresi
v GV oocytech. Byla zjisténa zvySena exprese gentl spojenych s bunéénym stresem (zejména
Cldn34b2, Gsdmc2 a Batf3) po expozici BPS. Pozorovali jsme rovnéz zmény ve faktorech
souvisejicich s embryondlnim vyvojem, zejména exprese markerti preimplantacniho

embryonalniho vyvoje Ceacaml0, Histlh2af, Tmal6 a Raptor, byla zvySena.

Zavérem lze tvrdit, ze expozice BPS vyznamné ovliviiuje kvalitu oocytl
prostifednictvim tvorby vieténka, stability genomu a epigenetickych modifikaci béhem
meiotického zrani. Mimoto, expozice BPS ovlivituje transkripéni profil v nezralych GV
oocytech, kdy zejména transkripty bunécného stresu a nasledného embryonalniho vyvoje

podléhaji signifikantnim zménam.

Na této praci jsem se podilela provedenim obrazové analyzy oocytli po

imunocytochemické analyze.
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5.2 Nizké davky BPS ovliviiuji kvalitu mySich spermii prostfednictvim

post-transla¢nich modifikaci proteint

V dalsi praci jsme piredpokladali negativni vliv piimé expozice endokrinniho
disruptoru BPS na jedince experimentalnich mysich samct. Cilem bylo analyzovat kvalitu
spermii a testikularni tkdn¢ u mysich samct po ptimé expozici nizkymi davkami BPS. Vedle
dosud zndmych mechanizmi uc¢inku endokrinnich disruptort (tj. hormonalni disbalance,
piipadné toxicky efekt) jsme testovali dopad BPS na post-translacni modifikace proteint

testis a spermii.

Po 8 tydnech piimé expozice nizkymi davkami BPS byli mys$i samci usmrceni,
zvazeni a byla jim odebrana varlata pro dalsi proteomické analyzy. Spermie byly ziskany
z nadvarlat odebranych ve stejnou dobu. Tkéan varlat byla hodnocena stereologicky,
epigenetické zmény testikularni tkdné a spermii byly sledovany pomoci metody western
blot. Pro identifikaci a kvantifikaci proteina testikularni tkané a spermii byly pouzity metody
hmotnostni spektrometrie nano-liquid chromatografie-MS (nano-LC-MS), resp. matrix-

assisted laser desorption ionisation time-of-flight (MALDI-TOF).

Nebyl zaznamenan statisticky rozdil mezi télesnou hmotnosti ani relativni hmotnosti
varlat, hladinami hormont a koncentraci spermii mezi jednotlivymi skupinami. Pozorovali
jsme ovSem snizeni po¢tu motilnich spermii u vybrané skupiny BPS. Pro zji$téni dopadu
piimé expozice BPS na testikuldrni tkan byla provedena stereologicka analyza, ktera
neprokazala vliv expozice BPS. Pro zjisténi efektu BPS na spermatogenezi, byla
identifikovana jednotliva stadia spermatogeneze semenotvorného epitelu a nebyl prokazan
Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami. Histopatologicka analyza ale odhalila
nariist abnormalit, jako zvétSeni multijadernych zarodecnych bunék v testikularni tkani u
mysi exponovanych nejvyssi davkou BPS. Rovnéz doslo ke snizeni poctu zralych spermii
v zarodecné vrstvé. Proteomickou analyzou testikularni tkdn€ nebyly prokézany rozdily
vacetylomu a fosforylomu testikularnich proteinli, nicméné byl zjiStén narlst
dvouretézcovych zlomii DNA, testovanych pomoci protilatky proti fosforylovanému histonu
H2 (yYH2AX). Rovnéz byla provedena analyza acetylomu a fosforylomu ve spermiich, kdy
byl zjiStén narlst acetylaci u proteinti s molekularni vdhou 37, 40 a 50 kDa a fosforylaci u
proteind s molekularni vdhou 37, 40, 85 a 100 kDa u samcii exponovanych BPS. V souladu

s pfedchozimi zjisténimi, kterd prokazuji pokles motility spermii u exponované skupiny
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samci, muzeme predpokladat, ze byly acetylovany cytoskeletalni faktory, jako je tubulin.
Pomoci specifické protilatky proti acetylovanému a-tubulinu vSak nebyl tento efekt

prokazan.

Tato studie je mezi prvnimi, které prokazuji Skodlivost realnych nizkych davek BPS
na kvalitu sav¢ich spermii. Protoze je redlna expozice BPS u ¢lovéka mnohem nizsi (0,004
pg/kg télesné hmotnosti/den), nez se bézné testuje (Liao et al. 2012b), naSe vysledky ptindsi
cenné poznatky o dal$im mozném zptsobu u¢inku endokrinnich disruptorii: modulace post-
transla¢nich modifikaci proteinti. Lze se tak domnivat, Ze tyto zmény mohou byt pfi¢inu

idiopatické neplodnosti u muza.

Na predlozené publikaci jsem se podilela zejména na proteomickych analyzach

spermii a testikularni tkdn¢ pomoci metody western blot.
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5.3 Expozice bisfenoly prostfednictvim mateiského mléka jako mozZna

pri¢ina idiopatické neplodnosti samic

Po prozkoumani u¢inku BPS na kvalitu oocytq, testikularni tkané€ a spermii pii ptimé
expozici, jsme se zamé&fili na expozici nepfimou prostfednictvim matetského mléka.
Predpokladali jsme negativni efekt BPS na ovarialni rezervu a kvalitu oocytt pfedevsim na
intracelularni Urovni, tj. na urovni epigenetickych markerti heterochromatinu a malformace
déliciho vieténka. DalSim piedpokladem byla snizena schopnost vyvoje oocyti do stadia
blastocyst. Cilem préce bylo zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostfednictvim matetského
mléka na kvalitu ovaridlni tkdné€, ovaridlni zdsobu, kvalitu oocyti a jejich vyvojové

kompetence do stadia blastocyst.

Pokusné kojici samice mySiho kmene ICR byly exponovany BPS nebo BPF
prostfednictvim pitné vody. Timto jsme simulovali expozici potomkli matetskym mlékem,
vnasem modelu do 15. postnatdlniho dne (PNDI15), kdy dochédzi vyhradné k pfijmu
matefského mléka. Kontrolni skupina kojicich samic byla napdjena vehikulem, tj. 0,1 %
etanolem. Po ukonceni expozice byly samice potomkil usmrceny cervikalni dislokaci v 15.
den véku (PND15), samice jinych vrhi byly dale chovany a usmrceny cervikalni dislokaci
v den dosazeni reprodukéniho vrcholu ve véku 60 dni (PND60). Jejich ovaria byla pouzita
pro histologickou a stereologickou analyzu. Alternativné jsme izolovali nezralé oocyty (GV)
a ty nasledn¢ kultivovali in vitro. Zralé oocyty byly pouzity pro imunocytochemickou
analyzu. Stejn¢ tak oocyty dozralé in vivo byly analyzovany pomoci imunocytochemie nebo

pouzity pro partenogenetickou aktivaci a kultivovany do stadia blastocyst.

Nebyl prokazan rozdil mezi kontrolnimi a exponovanymi samicemi v cetnosti
primordidlnich folikulti v juvenilnim stadiu ani v poctech primarnich, preantralnich,
antralnich ¢i atretickych folikuldi v dospélosti. Mimoto, jiné samice v proestru/estru byly
pouzity jako déarkyné nezralych oocytii ve stadiu zarode¢ného vacku (GV — germinal
vesicle), které byly kultivovany in vitro do stddia zralych oocytl. Alternativné, hormonalné
stimulované samice ovulovaly in vivo dozralé oocyty. Expozice bisfenoly neovlivnila pocet
GV oocytl ziskanych z ovaria ani schopnost znovu zahdjit meiotické zrani (tj. GVBD,
rozpad zarode¢ného vacku). Podobné u oocytii dozralych in vivo nebyl statisticky vyznamny
rozdil v celkovém poctu oocytli, ani poctu atretickych nebo fragmentovanych oocyta.

Nasledné byl hodnocen mechanismus u¢inku bisfenolti na intracelularni tirovni. Pomoci
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imunobarveni a-tubulinu a dimetylace histonu H3 na lysinu K27 (H3K27me2) byl hodnocen
cytoskelet a heterochromatin oocytli ovulovanych po hormonalni stimulaci. Jako darkyné
vajicek byly pouzity samice v nativnim cyklu fije ve fazi pro-/estru. Oocyty samic
vystavenych nizkym davkdm BPS a BPF vykazovaly zvySeny vyskyt malformaci déliciho
vieténka doprovazené poruchami v zarovnani chromozému v metafazni desti¢ce. Byla
pozorovana aberantni délici vieténka, poruchy zarovnani chromozomi i epigenetické zmény
heterochromatinu u oocytt dozralych in vitro i ovulovanych in vivo. In vivo dozralé oocyty
byly dale pouzity pro posouzeni vyvojové kompetence do stadia blastocyst pomoci
partenogenetické aktivace. Partenogenetickd aktivace odhalila pokles ve vyvojové
kompetenci ovulovanych oocytl a to tak, ze u skupin vystavenych nizkym dadvkam BPS

jsme pozorovali selhani v déleni blastomer stejn¢ jako snizeny pocet blastocyst.

Tato studie prokazuje, ze expozice alternativnimi bisfenoly prostiednictvim
matefského mléka je moznou pficinou idiopatické infertility u Zen v dospélosti. BPS 1 BPF
maji Skodlivé ucinky na oocyty béhem perinatalniho expozicniho okna, kdy se vyznamnym

zpusobem rozhoduje o kvalité oocytu uplatnéné v dospélosti.

Na této praci jsem se podilela provedenim analyzy obrazu oocytd po

imunocytochemické analyze.
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5.4 Idiopaticka infertilita samci@ zpusobena expozici bisfenoli

prostiednictvim mateiského mléka

Stejné jako u samic, idiopatickd infertilita dospélych samcti mize byt zpiisobena
vystavenim Skodlivému vlivu bisfenolli v obdobi perinatalniho vyvoje mlécné vyzivy.
Predpokladali jsme zmény v testikularni tkani, snizenou kvalitu spermii, hlavné vyssi vyskyt
dvoufetézcovych zlomi DNA, které po oplozeni ovlivni 1 kvalitu ¢asného embryondlniho
vyvoje. Cilem této studie bylo posoudit vliv laktacni expozice BPS a BPF na samci
reprodukéni schopnosti, tedy na kvalitu testikularni tkdné, spermii, ale také na casny

embryonalni vyvoj embryi po oplozeni oocytli spermiemi exponovanych samct.

Pokusné kojici samice mySiho kmene ICR byly exponovany BPS nebo BPF
prostiednictvim pitné vody. Timto jsme simulovali expozici potomkil matefskym mlékem,
v naSem modelu do 15. postnatalniho dne (PNDI15), kdy dochazi vyhradn¢ k piijmu
matefského mléka. Kontrolni skupina kojicich samic byla napajena vehikulem, tj. 0,1 %
etanolem. Jako pozitivni kontrola byla pouzita nizkd davka diethylstilbestrolu (DES). Po
odstavu byly mysi samci chovani do dosaZeni dospélosti, kdy byli pouZity k pfirozenému
pripousténi samic; tyto samice se staly donorkami zygot, které byly vyplachnuty z vejcovoda
post mortem a kultivovany do stadia blastocyst in vitro. Nakonec byli pokusni samci
usmrceni cervikalni dislokaci a byly izolovany jejich spermie a testikularni tkan. Tento

materidl byl ddle hodnocen pomoci imunofluorescence a western blotu.

Expozice bisfenoly neméla efekt na hmotnost samcti po odstavu ani u dospélci,
avsak estrogenni Ucinek bisfenolil, vyjadieny pomoci zmén anogenitalni vzdalenosti, byl
pozorovan u samcl vystavenym nizkym davkam BPS. Nebyly zjistény Zadné rozdily
v motilité a koncentraci spermii mezi skupinami, stejn¢ jako v indexu fragmentace DNA a
miry dekondenzace chromatinu spermii. Dale byl hodnocen vliv bisfenolt na histonovy kod
u dospélych samcii, ktery mohl byt poskozen v citlivém expozi¢nim oknu vyvoje
zarode¢nych spermatogonii. Byly zkoumany dva epigenetické markery stability chromatinu
a DNA poskozeni — dimetylace lysinu K4 na histonu H3 (H3K4me2), resp. fosforylace
histonu H2 (YH2AX) u samct exponovanych BPS. Byl pozorovan nartst H3K4me2
v testikularni tkani u skupiny exponované stiedni davkou BPS, av§ak YH2AX nevykazoval
zadné rozdily. Stejné markery byly posouzeny i u spermii, kde nebyly zjistény zadné rozdily.

Nicmén¢ byl pozorovan nartist YH2AX loci v sam¢ich prvojadrech zygot po oplozeni oocytl
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spermiemi samct exponovanych bisfenoly. Podobné schopnost vyvoje do blastocyst
vyrazné poklesla u skupiny samcii exponované stifednimi davkami BPS. Piestoze nebyly
prokazany zadné rozdily v poctu blastomer téchto blastocyst, byl zaznamenan nartst DNA
zloml v blastomerach. Data ziskand v jednotlivych experimentech byla pouzita pro
stanoveni korelaci mezi jednotlivymi parametry. Zajimavé negativni korelace byly zjistény
mezi H3K4me?2 v testikularnich zarode¢nych bunikach a délenim ¢asnych embryi, a také
dvouretézcovymi zlomy DNA v blastocystdch. Vyznamna pozitivni korelace byla zjisténa
mezi YH2AX ve spermiich a yYH2AX loci v paternalnich prvojadrech. Je ziejmé, ze kvalita
testikularni tkané a spermii je uzce spjata s kvalitou ¢asného embryondlniho vyvoje a

blastocyst.

Tato studie potvrzuje, Zze expozice bisfenoly prostfednictvim matefského mléka
v citlivém perinatalnim obdobi ovliviiuje kvalitu testikularni tkan€ samct a tim 1 jejich
spermie v dospélosti, kdy spermie své poSkozeni pienaSeji do zygoty a casného embrya.
Tato zjiSténi mohou byt odpovédi na pfic¢inu idiopatické neplodnosti u muza, kterd miize mit
svij pavod jiz v obdobi mlécné vyzivy.

Na predlozené publikaci jsem se podilela experimentidlnim designem, hodnocenim
kvality testikularni tkdn€ a spermii pomoci metody western blot, analyzou dosaZenych
vystupi pomoci densitometrie. Mlij podil byl rovnéz v podobé vyhodnoceni vysledkd,
piiprava vystupl, interpretace ndlezll a psani rukopisu. V autorském kolektivu jsem zastala

ulohu korespondujiciho autora.
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5.5 Idiopaticka infertilita je zpiisobena vlivem BPS na testikularni tkan

Tato studie navazuje na piedchozi a je zaméfend na hodnoceni testikuldrni tkané u
samcl vystavenych u¢inkim BPS prostfednictvim mateiského mléka. Protoze testikularni
tkan hraje klicovou roli ve spravném vyvoji spermii, pifedpokladali jsme po expozici
bisfenoly negativni zmény pravé v testikularni tkéni. Ocekéavali jsme predev§im poskozeni
hemotestikularni bariéry, komponenty nezbytné pro zajisténi optimalniho prostifedi pro
spermatogenezi, kterd je utvafena v kritickém obdobi perinatalniho vyvoje, kdy bisfenoly
mohou ovlivnit jeji formovani a funkci v dospélosti. Cilem prace bylo zhodnotit kvalitu
testikularni tkang, sloZzeni hemotestikularni bariéry a posouzeni miry oxidativniho stresu

v testikularni tkani u mySich samci exponovanych matetskym mlékem.

Pokusné kojici samice mySiho kmene ICR byly exponovany BPS nebo BPF
prostfednictvim pitné vody. Timto jsme simulovali expozici potomkl matefskym mlékem,
v naSem modelu do 15. postnatalniho dne (PND15), kdy dochazi vyhradné k pfijmu
matefského mléka. Kontrolni skupina kojicich samic byla napdjena vehikulem, tj. 0,1%
etanolem. Jako pozitivni kontrola byla pouzita nizka davka diethylstilbestrolu (DES). Samci
byli usmrceni cervikalni dislokaci v 15. dni zivota (PND15) nebo v 90. dni zivota (PND90)
a jejich varlata byla pouzita pro histopatologické a imunohistochemické analyzy,

imunofluorescencni analyzy, TUNEL a western blot.

Pomoci histopatologické analyzy byla porovnavana kvalita testikularni tkané u
mladych (PND15) a dospélych (PND90) samct. U mladych ani dospélych samct nebyl
prokazan zadny statisticky rozdil v poctu poskozenych semenotvornych kanalkt. Déle byly
zkoumany kvantitativni znaky testikularni tkan¢ dospé€lych samct. Primér semenotvornych
kanalkti nevykazoval zadné rozdily, avSak doslo k vyraznému sniZeni zdrode¢ného epitelu
testikularni tkdné u samcil vystavenych sttednim davkam BPS. Podobné nebyl prokazan
rozdil v poméru semenotvornych kanalkl v riznych stadiich spermatogeneze (I — IV, IV —
VI, VII — XII). V semenotvornych kanalcich nebyly zaznamenany rozdily v poctech
pachytennich a leptotennich spermatocytt ani v poc¢tu kulovitych spermatid. Pomoci analyzy
TUNEL nebyl prokdzan zadny rozdil mezi jednotlivymi skupinami, stejn¢ tak yH2AX,
marker dvousroubovicovych zlomi DNA, nevykdzal Zzadné rozdily. Mimo markert
epigenetické kvality a integrity chromatinu jsme se zaméfili na hemotestikularni bariéru

pomoci proteinového markeru connexin 43 (CX43). Zatimco u mladych samcti nebyly
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pozorovany zadné rozdily mezi pokusnymi skupinami a kontrolnimi, u dospélci byl
prokazan narast oblasti vyskytu CX43 u samcti exponovanych stfedni davkou BPS. Pro
hodnoceni tésnych spoji imunofluorescenci byly pouzity protilatky proti occludinu 11
(OCLI11) a proti zonula occludens 1 proteinu (ZO1). Byl pozorovéan narist OCL u skupin
vystavenych nizké davce BPS, a také podstatny nartist ZO1 u obou pokusnych skupin. Tésné
spoje byly testovany jen u dospélych samcti (PND90). Mimo markertt hemotestikularni
bariéry byl prokazan nartist oxidativniho stresu, métené¢ho 8-hydroxy-2’-deoxygaunosinu
(80HdG) v mitochondriich, zatimco cytoplazmatické ukazatele heat shock protein 90
(HSP90) a peroxiredoxin 6 (PRDX6) zlstaly bez zmény.

Stejné jako pfedchozi studie, i tato prace prokazuje negativni vliv expozice BPS
prostiednictvim matetfského mléka na reprodukéni schopnosti samcii v dospélosti. Oproti
predeslé praci, kterd popisuje disledky selhdvani, piinasi tato studie poznatky o mozném
mechanizmu, kterym bisfenoly v testikularni tkdni pisobi. Mimoto jsme touto studii ptispé€li
pochopeni kinetiky bisfenolti prostupujicich matefskym mlékem matky do organizmu

sajicich potomki.

Na predloZené publikaci jsem se podilela na designovani experimentli, hodnocenim
testikularni tkan€ pomoci analyzy western blot, imunofluorescence, vyhodnoceni vysledka
téchto analyz densitometrii, resp. obrazovou analyzou. TézZ jsem se podilela na extrakci BPS
ze vzorkl mateiského mléka a zaludec¢nich obsahti potomkii. Vysledky jsem zpracovala a
interpretovala pro ucely rukopisu, kterym jsem sepsala a v soucasné dob¢ odeslala do

redakce Casopisu. Také v tomto ptipadé plnim ulohu korespondujiciho autora.
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6 Diskuse

Bisfenoly jsou rozsifené¢ endokrinni disruptory bézné pouzivané k vyrobé mnoha
produkti denni spotfeby, jako jsou plastické hmoty, epoxidové pryskytice, recyklovany
papiru, papir pro termalni tiskarny, plechovky ¢i polykarbonaty (Rosenmai et al. 2014; Wang
et al. 2015; Simoneau et al. 2011b; Wong a Durrani 2017b). Pouziti BPA, u né&jz byly
prokazany toxické Ucinky, je legislativné regulovano (EFSA 2015), a proto dochézi k jeho
nahrazovani pomoci riiznych analogi, zejména BPS. Vyrobky tak ziskaji status ,,BPA free®,
ackoli obsahuji jiny endokrinni disruptor, jehoZ pouziti neni zatim pravné oSetfeno. Vyskyt
BPS v prostiedi a lidskych télnich tekutinach je v dneSni dob€ srovnatelny s vyskytem BPA
(Wu et al. 2018; Karrer et al. 2020), proto je nutné podrobit BPS pfisnému védeckému
zkoumani a zjisténi negativnich ucinkii na lidské zdravi. Protoze jsou lidé kazdodenné
vystaveni nizkym davkam BPS, ktery pfestoZe je rychle metabolizovan a vylu¢ovan moci
(Skledar et al. 2016), jsou tak vystaveni chronickému pisobeni vlivu BPS. Dopad BPS na
zdravi ¢lovéka je zjevny, bisfenoly byly oznaceny za obesogeny, ve vyssich davkach za latky
toxické a v nizkych déavkach za hormonalni disruptory. Pokud vsSak dochazi k poskozeni ¢i
ovlivnéni reprodukcnich schopnosti, mize se fada zmén v gametich odrazit ve snizené
schopnosti reprodukce a/nebo nepfimo prenaSet zmeény na své potomky (Shi et al. 2019b).
Reprodukéni schopnosti ¢loveéka jsou jednou z mnoha oblasti, které BPS negativné ovliviiuje

jak pfi expozici piimé tak nepfimé.

Prokazali jsme negativni vliv akutni pfimé expozice BPS na samici reprodukci
(Prokesova et al. 2020), kdy jsme pozorovali nepravidelné usporadani mikrotubulti v délicim
vieténku oocytu a chybné zarovnani chromozoému v metafazni desti¢ce. Toto pozorovani
podporuje estrogenni ti¢inek BPS popsany dfive (Beker-Van Woudenberg et al. 2004). BPS
se vyznacuje také epigenetickym ucinkem, coz bylo potvrzeno zvySenim metylace DNA
(5meC) ve zralych MII oocytech a zvySenim dimetylace histonu H3 (H3K27me2)
v nezralych GV oocytech. Tyto vysledky se shoduji s dfive pozorovanym tc¢inkem BPA na
metylaci histont v oocytech (Trapphoff et al. 2013; Wang et al. 2016), avSak epigeneticky
ucinek BPS vykazuje rozdily pfi akutni a chronické expozici (Nevoral et al. 2018a). Nase
vysledky poukazuji, ze BPS moduluje epigeneticky kod, ¢imz se miize zapojit také do

vvvvvv

(Verbanck et al. 2017). Zmény v epigenetickém kodu po expozici disruptory nasledné
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mohou nejen pretrvat po cely zivot, ale také mohou byt pfeneseny na potomstvo tzv. inter-

a transgeneracni dédi¢nost (Walker 2016).

Piiméa expozice BPS negativné ovlivnila také samci reprodukci prostiednictvim
posttranslaénich modifikaci (PTMs) (Rimnadova et al. 2020). Protoze dozralé spermie jsou
transkripéné neaktivni, jsou za regulaci proteinové aktivity zodpovédné PTMs, napiiklad
acetylace a fosforylace lysinu jsou nezbytné pro spravnou funkci spermii (Naz a Rajesh
2004; Ritagliati et al. 2018). Ve snaze popsat mechanizmus negativniho G¢inku bisfenold,
ktery byl popsan na sam¢i reprodukci jiz diive (Naz a Rajesh 2004; Rahman et al. 2017;
Ritagliati et al. 2018; Peknicova et al. 2002) jsme piedpokladali, ze pravé PTMs jsou
ovlivilovany a modifikovany témito polutanty. Mysi samci byli vystaveni uc¢inkiim BPS
prostfednictvim pitné vody po dobu 8 tydnti, coz pokryva cely proces spermatogeneze véetné
ustanoveni kddu v podobé PTMs. Opravdu, v lyzatu spermii samct vystavenych ptsobeni
BPS byly detekovany zmény proteinové acetylace a fosforylace, které jsou spojeny
s uspésSnou kapacitaci a fertilizani schopnosti spermie (O’Flaherty et al. 2004; Ritagliati et
al. 2018). Tento nalez je pravdépodobnou piic¢inou sniZeni motility spermii, nebot’ aberantni
acetylace a/nebo fosforylace mohou byt zodpovédné za poruchy pohyblivosti spermii
(Nakamura et al. 2008; Mariappa et al. 2010). Snizeni fosforylaci tyrosinu naznacuje
nedostatek aktivity proteinu hexokindzy-1, kterd je spojovana s muzskou neplodnosti (Olds-

vvvvvv

proteinti ve spermiich (Rahman et al. 2015).

Nemén¢ vyznamnd je nepiima expozice bisfenoly. Ve své praci se vénuji zejména
nepiimé expozici prostiednictvim matetského mléka. Diivodem jsou skutecnosti, Ze potomci
vystaveni vlivu bisfenoll prostfednictvim matetského mléka nemaji jesté plné vyvinuty
detoxikacni mechanismus jater a ledvin (Matalova et al. 2016), matefské mléko je jejich
vyhradnim potravnim zdrojem a environmentalni polutanty (vétSinou rozpustné v tucich)
mohou byt v matefském mléce vice koncentrované. Jen nékolik studii se zabyva expozici
bisfenoly prostfednictvim matefského mléka (Balc1 et al. 2022; Ozkemahli et al. 2022;
LaPlante et al. 2017; Li et al. 2016), ackoli poporodni obdobi je jednim z nejcitlivéjSich pro
vyvoj reprodukcnich organii a bunék. Tento fakt je dalsim divodem volby tohoto zpiisobu
expozice — ¢asné juvenilni obdobi povazujeme za expozi¢ni okno, které vede v dospélosti

k tzv. idiopatické neplodnosti, tj. bez zjevné pficiny.
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Pro tucel studia jsme vytvofili model laboratorni mysi exponované prostiednictvim
matetfského mléka kojici samice. Na zaklad¢ tohoto modelu vzniklo nékolik studii, prvni
z nich se zaobirala hodnocenim dopadu bisfenolii na samic¢i reprodukci (Nevoral et al. 2021).
V oocytech dospélych samic exponovanych béhem mlécné vyzivy byly analyzovany
cytoskeletarni a epigenetické markery. Cilem bylo odhalit zmény v oocytech dospélych
samic po expozici nizkymi davkami bisfenolti, nebot” perinatalni obdobi je vysoce citlivé k
zachovani integrity DNA oocytti (Stringer et al. 2020) a epigenetickym zménam vedoucim
k transgenera¢ni dédi€nosti (Pocar et al. 2017a; 2012). Dosazené vysledky dokazuji
negativni efekt na cytoskelet oocytli a délici vieténko. Byly pozorovany také perzistujici
astralni mikrotubuly v ooplasmé zralych oocytl, ktera 1ze pozorovat v nezralych oocytech
(Verlhac et al. 1993). Tyto Castice 1ze povazovat za nedegradovany pericentriolarni material
nebo za prekurzory centrozému v oogoniich (Sathananthan et al. 2000; Simerly et al. 2018).
Kromé toho byla struktura délicich vietének podobna té, kterd byla pozorovana po nadmérné
polymeraci tubulinu doprovazené roz§ifenim vieténka a pfitomnosti astralnich mikrotubul
vychéazejicich z poli vieténka a/nebo cytoplazmatickych lozisek, nalezenych v
kryokonzervovanych oocytech (Tamura et al. 2013). Pfesto tato odchylka nema souvislost
aneuploidii (Forman et al. 2012) a tento fenotyp je zjevné¢ dopadem expozice bisfenoly na
primdrni oocyty béhem perinatadlniho expozi¢niho okna, zatimco se tvofi primordidlni
folikuly (Niu a Spradling 2020). Pro posouzeni epigenetickych zmén byl zvolen marker
ustanoveni a stability heterochromatinu, H3K27me2. Byl skute¢né prokdzan pokles
H3K27me2 wu oocyti dozralych in vitro, coz naznaCuje potlaceni ustanoveni
heterochromatinu, diillezit¢ho pro DNA integritu v oocytech (Nevoral et al. 2018b). Mimoto
pfedpokladame, Ze také dalSi epigenetické znacky jsou ovlivnény a komplexni zména
epigenetického koédu v gametdch mulze vést k modulaci epigenetické paméti a/nebo
alteracim v genovém imprintingu, pficemz tato poSkozeni jsou piendsena do dalSich
generaci (Manikkam et al. 2013; Pocar et al. 2017b). Tyto vysledky jsou podpofeny i
histologickymi analyzami ovarialni tkan€. Zatimco pocet folikuli nebyl ovlivnén, interakce
se somatickymi bunikami nedokazala zachranit kvalitu oocytt, jak bylo popsano v jinych
studiich (Li et al. 2008). Toto zjisténi je v souladu s faktem, Ze granuldzni bunky se
diferencuji a utvareji pravé v prvnich dnech perinatdlniho Zivota (Niu a Spradling 2020).
Ackoli in vivo ovulované oocyty podléhaji ptirozené selekci na ovariu podle kvality déliciho
vieténka a metafazni desticky (Hornak et al. 2011; 2012), po expozici bisfenoly vykazovaly

i in vivo ovulované oocyty poskozeni praveé téchto struktur. Dokonce i vyvojova

45



kompetence, méfena UspéSnosti ¢asného embryondlniho vyvoje po partenogenetické
aktivaci, byla u téchto oocytti negativné ovlivnéna expozici BPS. Tento vysledek potvrzuje
drive publikovanou praci popisujici cytoskeletarni a epigenetické poskozeni mysich oocyt
samic nepiimo exponovanych BPS odliSnym zpiisobem: gestacni expozice gravidni matky
(Zhang et al. 2020). Na zakladé nami dosazenych vysledki a dosavadniho poznéni lze
nepiimou expozici endokrinnimi disruptory oznacit za nebezpecnou pro samici reprodukei,

ktera se s problémy potykd mnohem pozd¢ji, nez dochazi k expozici témito latkami.

Neptima expozice bisfenoly prostiednictvim matefského mléka negativné ovliviiuje
také samci reprodukcei (Fenclova et al. 2022). Nedoslo k poskozeni zakladnich parametri
(Ullah et al. 2019). Na druhou stranu, ptima expozice BPS tento efekt pfinesla a méla za
nasledek snizeni motility (Rimnacova et al. 2020). Z toho lze usuzovat, Ze motilita spermii
je ovlivnéna zplisobem expozice a/nebo vékem exponovaného jedince. Jednotlivé bisfenoly
mohou téz zifejme plsobit riiznymi zptisoby (Shi et al. 2017; Ullah et al. 2018). Mysi samci
byli exponovani bisfenoly v citlivém obdobi, kdy dochazi k diferenciaci zdrode¢nych bunék
testikularni tkdn¢ a jejich dynamickym epigenetickym modifikacim (Nakata et al. 2015;
Ernstetal., 2011). Pomoci markerd DNA poskozeni, yH2AX a H3K4me?2 (Wang et al. 2020;
Zhang et al. 2022), byly posouzeny epigenetické zmény testikularni tkan€ a spermii. U
spermii H3K4me2 slouzi jako marker nezralosti (Stiavnicka et al. 2019) a indikuje
nedostate¢né nahrazeni histonli protaminy, coz ma za nasledek poruchy kondenzace
heterochromatinu (Rahman et al. 2017). V testikularni tkdni mtize nahromadéni H3K4me2
vést az ke sterilité (Katz et al. 2009) a naSe studie potvrzuje zvySeni H3K4me?2 v testikularni
tkani 1 spermiich po expozici BPS prostfednictvim matefského mléka. Naopak marker
dvouretézcovych zlomi DNA a DNA integrity YH2AX (Derijck et al. 2006; Kuo a Yang
2008; Sharma et al. 2012) nevykazoval o¢ekdvané zvySeni. Byla vSak pozorovéana zajimava
korelace mezi YH2AX ve spermiich, paterndlnich prvojadrech zygot a v blastocystach.
Z toho lze usuzovat, ze poSkozeni DNA je pfenaSeno dokonce jiz od spermatogonii
testikularni tkdn¢ do spermatid a spermii (Olsen et al. 2005). Vskutku dalsi studie prokazaly
pfenos poskozeni spermatozodlni DNA do casného embrya (Casanovas et al. 2019;
Middelkamp et al. 2019; Rajabi et al. 2018; Sedo et al. 2017; Wyck et al. 2018). Nicméné,
nase zjiSténi ptinasi poznatky, Ze tento pfenos ovliviiuje natolik Casnou zygotu, Ze predurcuje
uspésnost jejiho dalsiho embryonalniho vyvoje. Zjistili jsme, Ze podobné jako YH2AX, i
H3K4me2 je transferovan ze spermii do paternalnich prvojader. Paterndlni prvojadra
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s vy$$im vyskytem poskozeni DNA vykazuji opozdénou replikaci DNA nutnou pro fzi
prvojader (Gawecka et al. 2013), pfi¢emz opravné mechanismy DNA se u mysi aktivuji az
s aktivaci embryonalniho genomu ve fazi dvoubunéného embrya (Lepikhov et al. 2011) a
do té doby zavisi oprava DNA paternalniho prvojadra zygoty na oocytarni zasob¢ proteint
a RNA (Newman et al. 2022). NaSe studie, zabyvajici se kvalitou spermii samcii
exponovanych bisfenoly v perinatalnim obdobi prostfednictvim matetského mléka, ptinesla
poznatky o vlivu na epigenetickou kvalitu testikularni tkané, spermii i Casného

embryonalniho vyvoje po oplozeni oocytl t€émito spermiemi.

Vzhledem k vyse popsanym néleziim, kdy dochézi zjevné k poskozeni germinalnich
bun¢k spiSe nez zrajicich spermatocyti a spermii, jsme wuvazovali poskozeni
hemotestikularni bariéry (blood-testis barrier, BTB), kterd pozd¢jsi vyvojova stadia
spermiogeneze ochranuje. Pro ovéteni nasi hypotézy poSkozeni BTB po perinatalni expozici
byla navrzena histologickd studie testikularni tkdné (Fenclova et al., under review), ktera
dochdzi k vytvareni BTB, komponenty zodpovidajici za spravny prib&éh spermatogeneze.
BTB omezuje paracelularni tok latek ze Sertoliho bun€k (bazalniho kompartmentu) do
apikalniho kompartmentu, kde probiha post-meioticky vyvoj zarodecnych bun¢k (Yan
Cheng a Mruk 2012). BTB je také dilezitd pro obnovu spermatogonii, jejich mitotickou
proliferaci a diferenciaci (Yan Cheng a Mruk 2012; Zhou a Wang 2022). Spermatogonie
maji plny pfistup k nutrientim, hormontim a dal$im biomolekulam (vCetné toxini)
z testikularnich cév v intersticiu varlat, zatimco vyvijejici spermatidy jsou chranény BTB
(Yan Cheng a Mruk 2012; Cheng et al. 2011). Preleptotenni spermatidy musi prostoupit
BTB do apikalniho kompartmentu testikularni tkdné, aby mohly zah4jit meiotické déleni
(Wen et al. 2018). Tésné (tight) a mezerové (gap) spoje jsou hlavnimi komponentami BTB.
Pro posouzeni mezerovych spojli byl zvolen marker Connexin 43 (CX43) (Li et al. 2010;
Pointis a Segretain 2005; Steger et al. 1999; Yawer et al. 2022; 2020), ktery vykéazal narlst
v testikularni tkédni dospélych samcli exponovanych prostiednictvim matefského mléka
v perinatalnim obdobi. U juvenilnich samct nebyly prokdzany zadné rozdily. Toto zjisténi
muze byt vysvétleno tim, ze BTB se utvaii od prvni spermatogenni viny na zacatku puberty,
dokud neni ukoncena proliferace Sertoliho bun&k (Gerber et al. 2016). CX43 je dilezity
protein pro remodulaci BTB béhem spermatogeneze v dospélosti (Li et al. 2010), proto lze
predpokladat, ze zvyseni CX43 je spojené se zvySenou nutnosti oprav mezerovych spoji v
BTB (Mruk a Cheng 2015; Cheng et al. 2011; Yan Cheng a Mruk 2012). Markery tésnych
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spojt, zonula occludens 1 (ZO-1) a occludin 11 (OCL) (Li et al. 2010; Hill et al. 2018; Mita
et al. 2011) téz vykazaly nartist v BTB po expozici bisfenoly prostfednictvim mateiského
exponovanych prepubertalnich mysi (Cao et al. 2020) a krys (Tian et al. 2017), avsak toto
poskozeni bylo reverzibilni u zvifat vystavenych nizkym davkdm bisfenoli. Kromé
posSkozeni BTB vyvolava expozice bisfenoly prostiednictvim matetského mléka zvySeni

mitochondrialniho oxidativniho stresu v testikularni tkani v dospélosti, coz potvrzuji i

Na zéklad¢ naSich vysledkl Ize vyvodit zavér, ze BPS a BPF nejsou bezpecnou
alternativou BPA. Pfima expozice nizkymi ddvkami BPS negativné ovliviiuje kvalitu oocytl
1 spermii exponovanych jedinct. Jinak tomu neni ani u expozice nepfimé prostfednictvim
matefského mlé¢ka. Dokonce 1 nizké davky piijimané matkou poskozuji proces oogeneze u
samicich a spermatogeneze u samcich potomki. U samcti je nepfimou expozici ovlivnén 1
vyvoj testikularni tkdn¢€ a formovani BTB. Poskozeni testikularni tkané vyusti v poSkozeni
spermatogeneze a spermie tyto negativni zmény pienasi pii oplozeni do zygoty, cozZ ma za
nasledek selhavani ¢asného embryonalniho vyvoje. Lze tvrdit, Ze expozice alternativnimi

bisfenoly je moZnou pti¢inou idiopatické infertility u obou pohlavi.
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7 Zavér

Endokrinni disruptory jsou v dneSni dobé zavaznym problémem zapficifiujicim
infertilitu zen 1 muzh. V pfipadé¢ nékterych endokrinnich disruptorti neni jejich pouziti
regulovéno, piestoze je zndma jejich Skodlivost. Jiné endokrinni disruptory zlstavaji stale
neprovéteny. Proto se tato prace zabyva bisfenoly BPS a BPF, které predstavuji alternativu
k dfive hojné¢ vyuzivanému BPA, jehoz toxicita byla pln¢ prokazana. Pfestoze piibyva
dikazl o Skodlivosti BPS a BPF, pii¢emz mnoho z nich pfinesly ptedlozené prace, jejich
pouzivani pti vyrobé plastickych hmot, plechovek, termalniho papiru a dalSich produktii
denni spotfeby neni nijak regulovano. Zde komentované ptivodni prace studuji dopad BPS

a BPF na reprodukeci a popisuji mechanizmy, jakym jako endokrinni disruptory piisobi.

Nas vyzkum splnil vSechny cile této prace a potvrdil hypotézy o Skodlivosti
alternativnich bisfenoli BPS a BPF. Piiméd expozice na experimentdlni samice mysi
negativné ovlivnila kvalitu mySich oocytli, zejména tvorbu déliciho vieténka, stabilitu
genomu a epigenetické modifikace béhem meiotického zrani. Mimoto, expozice ovlivnila
transkripéni profil v nezralych GV oocytech, kdy zejména transkripty bunééného stresu a
nasledného embryonalniho vyvoje podléhaly signifikantnim zméndm. U parametrii sam¢i
reprodukce zptlisobila pfima expozice snizeni motility, nardst hladiny acetylace proteinil
spermii a nartst zlomi DNA v testikularni tkani. Nepfima expozice prostfednictvim
matefského mléka v obdobi mlé¢né vyzivy zplsobila v dospé€losti samice malformace
déliciho vieténka, ovlivnila formovani heterochromatinu a snizila vyvojové kompetence
mysich oocytti. U samcii tato nepiima expozice negativné ptisobila na stabilitu DNA spermii.
Toto poSkozeni bylo po oplozeni oocytu pieneseno do zygot a blastocyst. PoSkozeni
hemotestikularni bariéry bylo prokdzano po nepiimé expozici bisfenolim a je tak

vysvétlenim pro poskozeni spermii béhem spermatogeneze.

Zaverem lze tvrdit, Ze bisfenoly ovliviiuji reprodukéni schopnosti pii pfimé i nepiimé
expozici, a funguji nejriznéjSimi zpisoby na reprodukéni procesy samic a samct.
Experimentalni praci jsme prokazali zmény epigenetického kodu, poskozeni cytoskeletu,
integrity DNA a post-transla¢nich modifikaci proteini. PfestoZe pouzit¢ davky byly velmi
nizké, simulovaly experimenty pravé redlné expozice ¢loveka a vysledky tak 1ze povazovat
za alarmujici ve vztahu k reprodukénimu zdravi a pfi¢indm neplodnosti. Dalsi experimenty

jsou zapotiebi k objasnéni transgenera¢ni dédi¢nosti zmén chromatinu prostfednictvim
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epigenetického kédu zptisobenych expozici bisfenolim. Téz je nezbytna striktni kontrola
dopadt endokrinnich disruptort v realnych (tj. velmi nizkych) davkach nejen na reprodukéni

schopnosti.
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