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Abstrakt 
 

Idiopatická infertilita je vážným problémem dnešní doby, který může být způsoben 

expozicí endokrinními disruptory, mezi které patří bisfenoly. Bisfenol A, nejvíce používaný 

bisfenol, je nyní kvůli prokázané toxicitě nahrazován ve výrobních procesech svými analogy, 

bisfenolem S a F. Zatímco většina prací se zaobírá vlivem toxických dávek po přímé expozici, 

tato studie přináší výsledky pro expozici reálnými nízkými dávkami po přímé i nepřímé 

expozici. Předpokládali jsme negativní vliv přímé i nepřímé expozice nízkými dávkami 

alternativních bisfenolů BPS a BPF na samčí i samičí reprodukci na úrovni gamet a embryí. 

Cílem práce je zhodnotit vliv přímé expozice na myší oocyty a spermie, zhodnotit vliv nepřímé 

expozice prostřednictvím mateřského mléka na myší oocyty, spermie, testikulární tkáň a přesah 

poškození do časného embryonálního vývoje. Pokusné laboratorní myši kmene ICR byly 

vystaveny nízkým dávkám bisfenolů přímo prostřednictvím pitné vody nebo orální sondy, 

anebo nepřímo prostřednictvím mateřského mléka. Přímá expozice nízkými dávkami bisfenolů 

ovlivnila reprodukční schopnosti samic zejména malformacemi dělícího vřeténka oocytů, 

snížením stability genomu a epigenetickými modifikacemi během meiotického zrání oocytů. 

Podobné projevy byly pozorovány i u expozice nepřímé prostřednictvím mateřského mléka. 

Byl pozorován zvýšený výskyt malformací dělícího vřeténka oocytů, pokles markerů 

heterochromatinu a zhoršení vývojové kompetence oocytů. U samců dochází při přímé expozici 

ke snížení motility spermií, nárůstu acetylace proteinů spermií a zvýšenému výskytu 

dvouřetězcových zlomů DNA v testikulární tkáni. Nepřímá expozice prostřednictvím 

mateřského mléka u samců zvyšuje výskyt dvouřetězcových zlomů DNA ve spermiích, a toto 

poškození je přenášeno po oplození do zygot a následně blastocyst. Výsledky naznačují, že 

možným mechanizmem negativního účinku je poškození hemotestikulární bariéry a následně 

spermiogeneze. Tyto výsledky poukazují na fakt, že alternativní bisfenoly nejsou bezpečnou 

náhradou, a tak i tyto bisfenoly jsou příčinou idiopatické neplodnosti u obou pohlaví. Mimoto 

naše práce přináší poznatky o určení kvality gamet a mechanizmech, které předurčují úspěšnost 

časného embryonálního vývoje.   



 

 

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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1 Úvod 

Infertilita, tedy neplodnost, je v dnešní době problémem až 15% párů snažících se o 

početí (Bracke et al. 2018), kdy mužská a ženská infertilita je v populaci zastoupena 

rovnoměrně (Szkodziak et al. 2020). U 30 – 40 % případů infertility u mužů je etiologie nejasná, 

jedná se tedy o idiopatickou infertilitu (Bracke et al. 2018). U žen se diagnóza idiopatické 

infertility vyskytuje u více než 25 % případů (Klein et al. 2021).  

Možnou příčinou idiopatické infertility mohou být mimo jiné i environmentální 

kontaminanty s estrogenní anebo anti-androgenní aktivitou (Shi et al. 2017). Mezi tyto 

polutanty patří i endokrinní disruptory, konkrétně bisfenoly (Glausius 2014; Eladak et al. 2015; 

Rahman et al. 2015). Bisfenoly jsou běžně používané k výrobě plastických hmot, papíru, 

plechovek a dalších produktů denní spotřeby (Simoneau et al. 2011a; Wong a Durrani 2017a) . 

Dříve nejvíce rozšířený a používaný bisfenol A (BPA) je v dnešní době kvůli prokázané toxicitě 

i v nízkých dávkách (Eladak et al. 2015; Vandenberg et al. 2012) nahrazován svými analogy, 

zejména bisfenolem S (BPS) a F (BPF) (Eladak et al. 2015; Shi et al. 2019), které jsou 

předmětem mnoha studií, včetně této práce. 

 Bisfenoly se do lidského těla dostávají především konzumací jídla z plechovek a pitím 

vody z plastových lahví (Shi et al. 2019). Takovouto expozici označujeme jako přímou. 

Neméně významný dopad na lidské zdraví lze pozorovat i u expozice nepřímé, například 

prenatální přes placentu (Salian et al. 2011; Munoz-de-Toro et al. 2005; Shi et al. 2017; Ullah 

et al. 2019a; Kundakovic et al. 2013) nebo perinatální prostřednictvím mateřského mléka 

(Nevoral et al. 2021; Fenclová et al. 2022).  

V této práci se věnuji vlivu přímé i nepřímé expozice alternativními bisfenoly na 

reprodukční schopnosti samic i samců myší. Reprodukční schopnosti jsou měřeny kvalitou 

gamet a následně také jejich vývojovou kompetencí, tedy úspěšností časného embryonálního 

vývoje. Předložené komentované studie tedy přináší nejen poznatek negativního vlivu 

alternativního bisfenolu, ale zejména popis mechanizmu negativních účinků endokrinních 

disruptorů ve velmi nízkých dávkách. Téma environmentálních polutantů, v čele s disruptory, 

jakými jsou bisfenoly, je v dnešní době rapidního nárůstu idiopatické infertility a subfertility 

v populaci velmi významné, a tak jsou předkládané práce robustním základem pro svědomité 

hodnocení látek s potenciálem endokrinní disrupce. 
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2 Hypotézy a cíle práce 

 

2.1 Hypotéza 

 

Přímá i nepřímá expozice bisfenoly S a F negativně ovlivňuje gametogenezi a tím i 

časný embryonální vývoj.  

 

2.2 Cíle práce 

 

1. Zhodnotit vliv přímé expozice nízkými dávkami BPS na kvalitu myších oocytů  

2. Zhodnotit vliv přímé expozice nízkými dávkami BPS na kvalitu myších spermií 

3. Zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostřednictvím mateřského mléka na 

kvalitu ovariální tkáně a oocytů u myší 

4. Zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostřednictvím mateřského mléka na 

kvalitu testikulární tkáně, spermií a časný embryonální vývoj u myší 

5. Zhodnotit vliv expozice BPS prostřednictvím mateřského mléka na vývoj 

testikulární tkáně a hemotestikulární bariéry 
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3 Materiál a metodika 

 

3.1 Etické zásady 

 

Všechny experimenty na zvířatech byly provedeny v souladu se zákonem o ochraně 

zvířat proti týrání (č. 246 / 1992 Sb.) pod dohledem Poradního výboru pro dobré životní 

podmínky na Ministerstvu školství, mládeže a tělovýchovy České republiky, ID schválení 

MSMT-11925/2016-3. 

 

3.2 Chemikálie 

 

Použité chemikálie, včetně BPS (CAS: 80-09-1, katalogové číslo 103039) byly 

zakoupeny od společnosti Merck (St. Luis, MO, Spojené státy americké) a Abcam (Cambridge, 

UK), pokud není uvedeno jinak.  

 

3.3 Experimentální zvířata a chovné podmínky 

 

Myši byly chovány v intaktních polysulfonátových klecích s 12–ti hodinovým cyklem 

světlo/tma, při teplotě 21±1 °C a relativní vlhkosti 60 %. Ultračistá voda ve skleněných lahvích 

byla měněna dvakrát týdně. Dieta bez fytoestrogenů (1814P, Altromin, Německo) byly 

poskytnuty ad libitum. Pokusná zvířata byla alespoň týden před zahájením experimentů 

aklimatizována.  

 

3.4 Přímá expozice  

 

3.4.1 Přímá expozice samců 

 

Pro experiment byli použiti dospělí samci outbredního kmene laboratorní myši ICR ve 

věku 8–16 týdnů. Zvířata byla vystavena BPS prostřednictvím pitné vody po dobu 8 týdnů (8. 

– 16. týden věku). BPS bylo rozpuštěno v 100 % etanolu a tento zásobní roztok byl nadále 

1000x ředěn do pitné vody. Finální koncentrace BPS tak dosahovala hodnot: 0,0038, 3,8 a 380 

ng na ml (BPS1, BPS2 a BPS3). S ohledem na denní spotřebu pitné vody a evidovanou 

hmotnost experimentálních zvířat byly předpokládány následující dávky: 0,001, 1 a 100 ng na 

g tělesné hmotnosti a den (Bachmanov et al. 2002). Kontrolní skupina byla vystavena vehikulu 

(tj. 0,1% ethanol v pitné vodě). Samci byli po dokončení expozice zváženi a usmrceni 

cervikální dislokací za účelem sběru vzorků spermií a testikulární tkáně.  

 

3.4.2 Přímá expozice samic 

 

Dospělé outbrední ICR myší samice vystaveny BPS v dávkách 0.001, 0.1, 10, a 100 ng 

na g tělesné hmotnosti a den (BPS1, BPS2, BPS3 a BPS4). Kontrolní skupina byla vystavena 

vehikulu (0,1% ethanol). BPS byl rozpuštěn v 50 µl 50 % glycerolu s obsahem 0,1 % 

dimethylsulfoxidu a podáván denně po dobu sedmi dnů orální sondou. Po období expozice byly 

myši usmrceny cervikální dislokací. 

 

3.5 Expozice mateřským mlékem 

 

Dospělé šest až sedm týdnů staré outbrední ICR myši byly spářeny v estrální fázi a po 

porodu exponovány BPS a BPF skrze pitnou vodu v koncentracích 0,375 ng na ml (nízká dávka 
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BPS, nízká dávka BPF) a 37,5 ng na ml (střední dávka BPS, střední dávka BPF) od porodu 

(PND 0) do 15. dne života mláďat (PND 15). Kontrolní skupina byla vystavena vehikulu (0,1% 

ethanol), 0,375 ng na ml dávka diethylstilbestrolu (nízká dávka DES) byla požita jako pozitivní 

kontrola. Dávky byly zvoleny na základě známého biologického působení (Nevoral et al. 

2018a; Prokešová et al. 2020) a odpovídající expozici lidí v reálném životě (Rochester a Bolden 

2015). Po zaznamenání množství zkonzumované pitné vody a tělesné hmotnosti kojících samic, 

byla určena skutečná BPS a BPF expozice těchto samic, 0,216 ng na g tělesné hmotnosti a den 

a 21,6 ng na g tělesné hmotnosti a den. Potomci byli odstaveni 21. den po narození (PND 21) a 

následně chováni individuálně ve standardních podmínkách až do dosažení reprodukční 

zralosti. Samčí mláďata byla usmrcena cervikální dislokací ve věku 15 dní (PND 15), 21 dní 

(PND 21) nebo 90 dní (PND 90). Samičí mláďata byla usmrcena cervikální dislokací ve věku 

15 dní (PND 15) nebo 60 dní (PND 60). 

 

3.6 Izolace oocytů a jejich in vitro maturace 

 

Samice ve věku 8. -. 12. týdnů byly po přímé expozici BPS usmrceny cervikální 

dislokací nebo hormonálně stimulovány PMSG. Po 48 hod. byly stimulované samice usmrceny 

cervikální dislokací za účelem izolace ovárií. Plně dorostlé nezralé oocyty ve stádiu 

zárodečného váčku byly z folikulů izolovány destrukcí ovariální tkáně pomocí jehly 27G.  v 

médiu M2 (Merck, St. Luis, MO, Spojené státy americké, katalogové číslo MR-015-D) 

doplněném o 100µM isobutyl-methylxanthin (IBMX) (Merck, St. Luis, MO, Spojené státy 

americké, katalogové číslo 28822-58-4), inhibitor meiotického zrání oocytů (Grøndahl et al. 

1998). Oocyty byly umístěny do kultivačního média M16 (Merck, St. Luis, MO, Spojené státy 

americké, katalogové číslo MR-016-D) s IBMX a ponechány po dobu alespoň 1 hodiny při 37 

°C a 5 % CO2. Poté byly oocyty fixovány v 4 % paraformaldehydu, doplněném 0,1% 

polyvinylalkoholem, po dobu 30 minut při laboratorní teplotě a skladovány při 4 °C do dalšího 

použití. Alternativně byly získané oocyty použity pro in vitro zrání v kultivačním médiu M16 

po dobu 16 hodin při 37 °C a 5 % CO2. Oocyty s vyděleným pólovým tělískem byly shledány 

jako dozrálé. Tyto oocyty byly fixovány a skladovány, jak je popsáno výše.  

 

3.7 Izolace zralých oocytů 

 

Samice myší kmene ICR byly ve věku 8. – 12. týdnů hormonálně stimulovány PMSG a 

o 48 hod. později hCG. Po dalších 16. hod. byly samice usmrceny cervikální dislokací a 

následovala izolace in vivo dozrálých oocytů. Ovulované komplexy kumulus-oocyt byly 

vypláchnuty z izolovaných vejcovodů a ošetřeny 0,1 % hyaluronidázou po dobu 5 min.za 

účelem odstranění kumulárních buněk. Pouze vitální oocyty s vyděleným pólovým tělískem 

byly nadále fixovány v 4 % paraformaldehydu a skladovány při 4 °C do dalšího použití.  

 

3.8 Partenogenetická aktivace oocytů 

 

In vivo dozrálé oocyty izolované z vejcovodů samic ICR byly aktivovány 10 mM SrCl2 

v modifikovaném kultivačním médiu KSOM (Merck Millipore, Burlington, MA, Spojené státy 

americké, katalogové číslo MR-121-D,) doplněném 0,1 % hovězím sérovým albuminem 

(BSA), 2 mM EGTA, a 5 μg na ml cytochalasinu B, v podmínkách 37 °C a 5 % CO2. Embrya 

byla následně kultivována v KSOM s BSA po dobu dalších 24 a 96 hod. do stádia 2buněčného 

embrya, resp. blastocysty. 

 

 



11 

 

3.9 Výplach embryí a jejich in vitro kultivace 

 

Myší samice ICR ve věku 8. – 12. týdnů byly použity jako dárkyně embryí. Samice byly 

stimulovány pomocí PMSG a hCG, jak je popsáno výše. Po následném zapuštění prověřeným 

samcem byly samice usmrceny cervikální dislokací a jednobuněčné zygoty byly izolovány 

z vejcovodu do 0,1 % hyaluronidázy. Po odstranění kumulárních buněk byly zygoty fixovány 

v 4 % formaldehydu po dobu 30 min. a následně uskladněny ve 4 °C k dalšímu použití. 

Alternativně byly zygoty kultivovány in vitro dalších 96 hod. v modifikovaném KSOM médiu, 

v podmínkách 37 °C a 5 % CO2. Na konci kultivace embryí byl zaznamenám počet blastocyst 

a blastocysty byly fixovány v 4 % paraformaldehydu a skladovány při 4 °C k dalšímu použití.  

 

3.10 Analýza spermií 

 

Pokusným samcům byly odebrány ocasy nadvarlat, které byly disektovány v 0,5 ml 

Whittenova média a spermiím byl ponechán čas k vyplavání 30 minut. Koncentrace a motilita 

spermií byla poté hodnocena za pomoci předehřáté Maklerovy komůrky a světelného 

mikroskopu (Olympus CKX 41; Německo) vybaveného deseti objektivovými čočkami (CAchN 

NA 0,25). Do Maklerovy komůrky bylo napipetováno 10 µl suspenze spermií. Průměrná 

koncentrace spermií (miliony na mililitr) byla počítána ve třech liniích, každá o deseti čtvercích, 

a vydělena třemi. Současně byla každá spermie v počítané oblasti identifikována jako pohyblivá 

nebo nepohyblivá. Motilita spermií byla vyjádřena jako procento pohyblivých spermií 

z celkového počtu. Analýza byla prováděna jednou osobou, aby se předešlo zkreslení výsledků.  

 

3.11 Test struktury chromatinu spermií (SCSA) 

 

SCSA byl proveden podle již dříve popsaného protokolu (Evenson a Jost 2000). Tato 

technika je založena na zranitelnosti spermatozoální DNA vůči denaturaci vyvolané kyselinou 

in situ a následném metachromatickém barvení akridinovou oranží. Hodnotil se index 

fragmentace DNA (DFI) lrb% a vysoká barvitelnost DNA (HDS) lrb%, indikátory nezralosti 

chromatinu (tj. úplnosti protaminace). Vzorky byly hodnoceny pomocí FACSVerse Flow 

Cytometer (BD Biosciences) kontrolovaného pomocí BD FACSuite. U každého vzorku bylo 

zaznamenáno 5 000 událostí. Excitace akridinové oranže byla provedena modrým laserem (488 

nm); červená fluorescence byla detekována pomocí filtru 700/54 BP a zelená fluorescence byla 

detekována pomocí filtru 537/32 BP. Data byla analyzována pomocí WEASEL Ver. 3 (WEHI). 

 

3.12 Elektroforéza (ELFO) a Western Blot (WB) 

 

ELFO a WB byly provedeny na lyzátu testikulární tkáně a spermií experimentálních 

samců. Testikulární tkáň byla lyzována v radioimunoprecipitačním pufru obaheceném o 

kompletní koktejl proteázových inhibitorů (Roche, Švýcarsko). Vzorky hlaviček spermií byly 

připaveny sonikací a lýzou v radioimunoprecipitačním pufru doplněném 100mM DTT. 

Následně byla změřena koncentrace proteinů pomocí bicinchoniové kyseliny (Olson 2016; 

Lovrien a Matulis 2005). Poté byly vzorky smíchány s Laemmliho nanášecím pufrem 

doplněným β-merkaptoethanolem. Pro elektroforézu na dodecylsulfátovém 

polyakrylamidovém gelu byly použity 4–15% separační Mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM 

Precast Gely (Bio-Rad, Francie); kdy do každé gelové komůrky bylo loadováno 30 µg 

testikulárních proteinů nebo 60 µg proteinů spermií. Pro Western blotting byl použit Trans-

Blot® TurboTM Transfer System (Bio-Rad, Francie). Polyvinylidendifluoridové membrány 

(Bio-Rad, Francie) byly blokovány v 5 % hovězím sérovém albuminu v TBS s 0,5% Tween-20 

po dobu 60 minut při 21±1 °C a inkubovány přes noc při 4 °C s primárními protilátkami 
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zředěnými v 1 % hovězím sérovém albuminu v TBS s 0,5 % Tween-20. Králičí polyklonální 

anti-a-tubulinová protilátka (1:1 000; Cell Signaling, Spojené státy americké, katalogové číslo 

2144;) byla použita jako srovnávací protilátka. Sekundární protilátky konjugované s křenovou 

peroxidázou (kozí anti-myší nebo anti-králičí IgG; 1:15 000; Invitrogen, Spojené státy 

americké) byly aplikovány po dobu 1 hodiny při 21±1◦C. Cílené proteiny byly vizualizovány 

pomocí ECL Select Western blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences, Spojené 

království) a membrány byly skenovány na systému ChemiDocTM MP (Bio-Rad, Francie). 

Snímky membrán byly zpracovány pomocí softwaru ImageLab 4.1 (Bio-Rad, Francie).  

 

3.13 Histologie 

 

Tkáň k histologické analýze byla fixována v Bouinově fixačním médiu, následně 

dehydratována a zalita do parafínu. Tkáň v parafinových bločcích byla nařezána na 10 µm tlusté 

řezy, které byly po odstranění vosku a rehydrataci barveny hematoxylinem a eosinem. Následně 

byly histologické řezy hodnoceny pod světelným mikroskopem.  

 

3.14 Imunofluorescence 

 

K imunobarvení byly 10µm silné histologické řezy zbaveny vosku a rehydratovány. 

Nespecifická vazebná místa byla blokována roztokem 5 % normálního kozího séra (NGS) a 

0,1% TritonX-100 a 0,5% Tween 20 ve fosfátem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS-TT) 

po dobu 60 min. při 21±1◦C. Následně byly řezy inkubovány s primární protilátkou (1:200) 

přes noc při 4°C. Nespecifická vazba sekundární protilátky byla testována vynecháním 

specifických primárních protilátek a tato sklíčka byla zpracována stejným postupem. Po 

promytí v roztoku PBS-TT obsahujícím 1 % NGS byla sklíčka inkubována po dobu 40 minut s 

PNA lektinem (1:400; Alexa Fluor 488, Abcam, Spojené království) a odpovídající sekundární 

protilátkou (anti-myší nebo anti-králičí Alexa Fluor 647, Abcam, Spojené království) ředěnou 

1:500 v PBS-TT obsahující 1 % NGS. Sklíčka byla zamontována pomocí Vectashield média 

s 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Vector Laboratories Inc., Spojené státy americké) 

k barvení jader. Snímky byly získány pomocí konfokálního mikroskopu s rotujícím diskem 

Olympus IX83 (Olympus, Německo) a softwaru VisiView (Visitron Systems GmbH, 

Německo). Vzniklé snímky byly analyzovány pomocí ImageJ software (NIH, Spojené státy 

americké).  

 

3.15 Imunocytochemie 

 

Fixované oocyty nebo zygoty byly permeabilizovány v PBS obsahujícím 0,04 % 

TritonX-100 a 0,3 % Tween-20 po dobu 15 minut při 37 °C. Vzorky byly poté blokovány v 1 

% hovězím sérovém albuminu v PBS s Tween-20 po dobu 15 minut a inkubovány s koktejlem 

protilátek (1:200) po dobu 1 hodiny při 21±1 °C. Nespecifická vazba sekundárních protilátek 

byla testována vynecháním specifických primárních protilátek a tato sklíčka byla zpracována 

stejným postupem. Po promytí byly vzorky inkubovány s koktejlem sekundárních protilátek 

Alexa Fluor 488 a 647 (1:200). Do promývacího roztoku byl přidán faloidin (1:200; kat. č. 

#13054; Thermo Fisher Scientific, Spojené státy americké) kvůli vizualizaci β-aktinu. 

Obarvené vzorky byly upevněny na sklíčka pomocí média Vectashield s DAPI (Vector 

Laboratories Inc., Burlingame, CA, Spojené státy americké). Snímky byly získány pomocí 

konfokálního mikroskopu s rotujícím diskem Olympus IX83 (Olympus, Německo) a softwaru 

VisiView (Visitron Systems GmbH, Německo). Snímky byly hodnoceny pomocí softwaru 

ImageJ (NIH, Spojené státy americké). 
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3.16 Terminal Deoxynucleotidyl Tranferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL) 

 

Analýza TUNEL byla provedena za účelem analýzy dvouřetězcových zlomů DNA. 

Fixované vzorky byly permeabilizovány v 0,1 % Tritonu X-100 v PBS obsahujícím 0,05 % 

NaN3 po dobu 40 minut. Poté byly ošetřeny fluoresceinem konjugovaným dUTP a enzymem 

terminální deoxyribonukleotidyltransferázou (In situ Cell Death Detection Kit, kat. č. 

11684795910, Roche, Německo) po dobu 1 hodiny ve tmě při 37 °C. Pozitivní kontrola byla 

připravena pomocí soupravy DNase I (AMP-D1, Sigma-Aldrich, Spojené státy americké). 

Nakonec byly vzorky upevněny na sklíčka Vectashield médiem s DAPI (Vector Laboratories 

Inc., Spojené státy americké). Intenzita signálu byla měřena pomocí softwaru ImageJ (National 

Institutes of Health, Spojené státy americké). 

 

3.17 Statistické vyhodnocení 

 

Data byla analyzována pomocí GraphPad Prism 8.1.1 (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, Spojené státy americké). Na základě Shapiro-Wilkových testů distribuce normality 

byly rozdíly testovány pomocí běžné jednosměrné analýzy rozptylu, po které následoval 

Tukeyho vícenásobný test. Alternativně byly pro nenormálně distribuovaná data použity 

Kruskal-Wallisovy a Dunnovy post hoc testy. P-hodnoty <0,05, 0,01, 0,001 a 0,0001 byly 

považovány za statisticky významné a označeny hvězdičkami (∗), (∗∗), (∗∗∗) a (∗∗∗∗). 

Alternativně, křížky indikovaly rozdíly od pozitivní kontroly (low DES) (#, ##, ###, respektive 

####). Normálně a nenormálně distribuovaná data jsou vyjádřena jako průměr a medián. 
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4 Výsledky 

 

4.1 Přímá expozice nízkými dávkami BPS ovlivňuje kvalitu myších oocytů 

 

V této studii jsme předpokládali negativní vliv endokrinního disruptoru bisfenolu S 

(BPS) na kvalitu myších oocytů po přímé in vivo expozici samic. Cílem této studie bylo 

posoudit změny cytoskeletární, kvality chromatinu a změny transkriptomu v oocytech po přímé 

in vivo expozici širokým rozsahem subtoxických dávek BPS. Jako donorky oocytů byly použity 

dospělé samice laboratorní myši kmene ICR. Oocyty byly analyzovány prostřednictvím metody 

TUNEL, imunocytochemie a qRT-PCR.  

Přímá expozice nízkými dávkami BPS neovlivnila počet izolovaných oocytů ve stádiu 

zárodečného váčku (GV – germinal vesicle), kvalitu chromatinové konfigurace, ani počet 

dozrálých oocytů a meiotické kompetence, nicméně u zralých oocytů ošetřených BPS byly 

sledovány morfologické abnormality na dělícím vřeténku včetně nekonjugovaných tubulů. 

Vyskytla se též dvojitá metafázní vřeténka a poruchy v zarovnání chromozómů v metafázní 

destičce. V GV oocytech byl pozorován nárůst metylace DNA (5meC), markeru 

heterochromatinu, a dimetylace histonu H3 (H3K27me2), markeru stability genomu. Rovněž u 

zralých oocytů byl pozorován nárůst 5meC po expozici BPS, zatímco H3K27me2 nevykazoval 

statisticky významný rozdíl. Vzhledem ke změnám chromatinových markerů nezralých GV a 

zralých oocytů byl hodnocen účinek účinné dávky BPS na genovou expresi v GV oocytech. 

Byla zjištěna zvýšená exprese genů spojených s buněčným stresem (zejména Cldn34b2, 

Gsdmc2 a Batf3) po expozici BPS. Pozorovali jsme rovněž změny ve faktorech souvisejících s 

embryonálním vývojem, zejména exprese markerů preimplantačního embryonálního vývoje 

Ceacam10, Hist1h2af, Tma16 a Raptor, byla zvýšená.  

Závěrem lze tvrdit, že expozice BPS významně ovlivňuje kvalitu oocytů 

prostřednictvím tvorby vřeténka, stability genomu a epigenetických modifikací během 

meiotického zrání. Mimoto, expozice BPS ovlivňuje transkripční profil v nezralých GV 

oocytech, kdy zejména transkripty buněčného stresu a následného embryonálního vývoje 

podléhají signifikantním změnám. 

Na této práci jsem se podílela provedením obrazové analýzy oocytů po 

imunocytochemické analýze.  
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4.2 Nízké dávky BPS ovlivňují kvalitu myších spermií prostřednictvím post-

translačních modifikací proteinů 

 

V další práci jsme předpokládali negativní vliv přímé expozice endokrinního disruptoru 

BPS na jedince experimentálních myších samců. Cílem bylo analyzovat kvalitu spermií a 

testikulární tkáně u myších samců po přímé expozici nízkými dávkami BPS. Vedle dosud 

známých mechanizmů účinku endokrinních disruptorů (tj. hormonální disbalance, případně 

toxický efekt) jsme testovali dopad BPS na post-translační modifikace proteinů testis a spermií.  

Po 8 týdnech přímé expozice nízkými dávkami BPS byli myší samci usmrceni, zváženi 

a byla jim odebrána varlata pro další proteomické analýzy. Spermie byly získány z nadvarlat 

odebraných ve stejnou dobu. Tkáň varlat byla hodnocena stereologicky, epigenetické změny 

testikulární tkáně a spermií byly sledovány pomocí metody western blot. Pro identifikaci a 

kvantifikaci proteinů testikulární tkáně a spermií byly použity metody hmotnostní 

spektrometrie nano-liquid chromatografie-MS (nano-LC-MS), resp. matrix-assisted laser 

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

Nebyl zaznamenán statistický rozdíl mezi tělesnou hmotností ani relativní hmotností 

varlat, hladinami hormonů a koncentrací spermií mezi jednotlivými skupinami. Pozorovali 

jsme ovšem snížení počtu motilních spermií u vybrané skupiny BPS. Pro zjištění dopadu přímě 

expozice BPS na testikulární tkáň byla provedena stereologická analýza, která neprokázala vliv 

expozice BPS. Pro zjištění efektu BPS na spermatogenezi, byla identifikována jednotlivá stádia 

spermatogeneze semenotvorného epitelu a nebyl prokázán žádný statisticky významný rozdíl 

mezi skupinami. Histopatologická analýza ale odhalila nárůst abnormalit, jako zvětšení 

multijaderných zárodečných buněk v testikulární tkáni u myší exponovaných nejvyšší dávkou 

BPS. Rovněž došlo ke snížení počtu zralých spermií v zárodečné vrstvě. Proteomickou 

analýzou testikulární tkáně nebyly prokázány rozdíly v acetylomu a fosforylomu testikulárních 

proteinů, nicméně byl zjištěn nárůst dvouřetězcových zlomů DNA, testovaných pomocí 

protilátky proti fosforylovanému histonu H2 (γH2AX). Rovněž byla provedena analýza 

acetylomu a fosforylomu ve spermiích, kdy byl zjištěn nárůst acetylací u proteinů s molekulární 

váhou 37, 40 a 50 kDa a fosforylací u proteinů s molekulární váhou 37, 40, 85 a 100 kDa u 

samců exponovaných BPS. V souladu s předchozími zjištěními, která prokazují pokles motility 

spermií u exponované skupiny samců, můžeme předpokládat, že byly acetylovány 

cytoskeletální faktory, jako je tubulin. Pomocí specifické protilátky proti acetylovanému α-

tubulinu však nebyl tento efekt prokázán.  

Tato studie je mezi prvními, které prokazují škodlivost reálných nízkých dávek BPS na 

kvalitu savčích spermií. Protože je reálná expozice BPS u člověka mnohem nižší (0,004 μg/kg 

tělesné hmotnosti/den), než se běžně testuje (Liao et al. 2012), naše výsledky přináší cenné 

poznatky o dalším možném způsobu účinku endokrinních disruptorů: modulace post-

translačních modifikací proteinů. Lze se tak domnívat, že tyto změny mohou být příčinu 

idiopatické neplodnosti u mužů.  

Na předložené publikaci jsem se podílela zejména na proteomických analýzách spermií 

a testikulární tkáně pomocí metody western blot.  
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4.3 Expozice bisfenoly prostřednictvím mateřského mléka jako možná příčina 

idiopatické infertility samic 

 

Po prozkoumání účinku BPS na kvalitu oocytů, testikulární tkáně a spermií při přímé 

expozici, jsme se zaměřili na expozici nepřímou prostřednictvím mateřského mléka. 

Předpokládali jsme negativní efekt BPS na ovariální rezervu a kvalitu oocytů především na 

intracelulární úrovni, tj. na úrovni epigenetických markerů heterochromatinu a malformace 

dělícího vřeténka. Dalším předpokladem byla snížená schopnost vývoje oocytů do stádia 

blastocyst. Cílem práce bylo zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostřednictvím mateřského 

mléka na kvalitu ovariální tkáně, ovariální zásobu, kvalitu oocytů a jejich vývojové kompetence 

do stádia blastocyst.  

Pokusné kojící samice myšího kmene ICR byly exponovány BPS nebo BPF 

prostřednictvím pitné vody. Tímto jsme simulovali expozici potomků mateřským mlékem, 

v našem modelu do 15. postnatálního dne (PND15), kdy dochází výhradně k příjmu mateřského 

mléka. Kontrolní skupina kojících samic byla napájena vehikulem, tj. 0,1 % etanolem. Po 

ukončení expozice byly samice potomků usmrceny cervikální dislokací v 15. den věku 

(PND15), samice jiných vrhů byly dále chovány a usmrceny cervikální dislokací v den dosažení 

reprodukčního vrcholu ve věku 60 dní (PND60). Jejich ovaria byla použita pro histologickou a 

stereologickou analýzu. Alternativně jsme izolovali nezralé oocyty (GV) a ty následně 

kultivovali in vitro.  Zralé oocyty byly použity pro imunocytochemickou analýzu. Stejně tak 

oocyty dozrálé in vivo byly analyzovány pomocí imunocytochemie nebo použity pro 

partenogenetickou aktivaci a kultivovány do stádia blastocyst.  

Nebyl prokázán rozdíl mezi kontrolními a exponovanými samicemi v četnosti 

primordiálních folikulů v juvenilním stádiu ani v počtech primárních, preantrálních, antrálních 

či atretických folikulů v dospělosti. Mimoto, jiné samice v proestru/estru byly použity jako 

dárkyně nezralých oocytů ve stádiu zárodečného váčku (GV – germinal vesicle), které byly 

kultivovány in vitro do stádia zralých oocytů. Alternativně, hormonálně stimulované samice 

ovulovaly in vivo dozrálé oocyty. Expozice bisfenoly neovlivnila počet GV oocytů získaných 

z ovária ani schopnost znovu zahájit meiotické zrání (tj. GVBD, rozpad zárodečného váčku). 

Podobně u oocytů dozrálých in vivo nebyl statisticky významný rozdíl v celkovém počtu 

oocytů, ani počtu atretických nebo fragmentovaných oocytů. Následně byl hodnocen 

mechanismus účinku bisfenolů na intracelulární úrovni. Pomocí imunobarvení α-tubulinu a 

dimetylace histonu H3 na lysinu K27 (H3K27me2) byl hodnocen cytoskelet a heterochromatin 

oocytů ovulovaných po hormonální stimulaci. Jako dárkyně vajíček byly použity samice v 

nativním cyklu říje ve fázi pro-/estru. Oocyty samic vystavených nízkým dávkám BPS a BPF 

vykazovaly zvýšený výskyt malformací dělícího vřeténka doprovázené poruchami v zarovnání 

chromozómů v metafázní destičce. Byla pozorována aberantní dělící vřeténka, poruchy 

zarovnání chromozomů i epigenetické změny heterochromatinu u oocytů dozrálých in vitro i 

ovulovaných in vivo. In vivo dozrálé oocyty byly dále použity pro posouzení vývojové 

kompetence do stádia blastocyst pomocí partenogenetické aktivace. Partenogenetická aktivace 

odhalila pokles ve vývojové kompetenci ovulovaných oocytů a to tak, že u skupin vystavených 

nízkým dávkám BPS jsme pozorovali selhání v dělení blastomer stejně jako snížený počet 

blastocyst.  

Tato studie prokazuje, že expozice alternativními bisfenoly prostřednictvím mateřského 

mléka je možnou příčinou idiopatické infertility u žen v dospělosti. BPS i BPF mají škodlivé 

účinky na oocyty během perinatálního expozičního okna, kdy se významným způsobem 

rozhoduje o kvalitě oocytu uplatněné v dospělosti.  

Na této práci jsem se podílela provedením analýzy obrazu oocytů po 

imunocytochemické analýze.  
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4.4 Idiopatická infertilita samců způsobená expozicí bisfenolů prostřednictvím 

mateřského mléka 

 

Stejně jako u samic, idiopatická infertilita dospělých samců může být způsobena 

vystavením škodlivému vlivu bisfenolů v období perinatálního vývoje mléčné výživy. 

Předpokládali jsme změny v testikulární tkáni, sníženou kvalitu spermií, hlavně vyšší výskyt 

dvouřetězcových zlomů DNA, které po oplození ovlivní i kvalitu časného embryonálního 

vývoje. Cílem této studie bylo posoudit vliv laktační expozice BPS a BPF na samčí reprodukční 

schopnosti, tedy na kvalitu testikulární tkáně, spermií, ale také na časný embryonální vývoj 

embryí po oplození oocytů spermiemi exponovaných samců.  

Pokusné kojící samice myšího kmene ICR byly exponovány BPS nebo BPF 

prostřednictvím pitné vody. Tímto jsme simulovali expozici potomků mateřským mlékem, v 

našem modelu do 15. postnatálního dne (PND15), kdy dochází výhradně k příjmu mateřského 

mléka. Kontrolní skupina kojících samic byla napájena vehikulem, tj. 0,1 % etanolem. Jako 

pozitivní kontrola byla použita nízká dávka diethylstilbestrolu (DES). Po odstavu byly myší 

samci chováni do dosažení dospělosti, kdy byli použity k přirozenému připouštění samic; tyto 

samice se staly donorkami zygot, které byly vypláchnuty z vejcovodů post mortem a 

kultivovány do stádia blastocyst in vitro. Nakonec byli pokusní samci usmrceni cervikální 

dislokací a byly izolovány jejich spermie a testikulární tkáň. Tento materiál byl dále hodnocen 

pomocí imunofluorescence a western blotu.  

Expozice bisfenoly neměla efekt na hmotnost samců po odstavu ani u dospělců, avšak 

estrogenní účinek bisfenolů, vyjádřený pomocí změn anogenitální vzdálenosti, byl pozorován 

u samců vystaveným nízkým dávkám BPS. Nebyly zjištěny žádné rozdíly v motilitě a 

koncentraci spermií mezi skupinami, stejně jako v indexu fragmentace DNA a míry 

dekondenzace chromatinu spermií. Dále byl hodnocen vliv bisfenolů na histonový kód u 

dospělých samců, který mohl být poškozen v citlivém expozičním oknu vývoje zárodečných 

spermatogonií. Byly zkoumány dva epigenetické markery stability chromatinu a DNA 

poškození – dimetylace lysinu K4 na histonu H3 (H3K4me2), resp. fosforylace histonu H2 

(γH2AX) u samců exponovaných BPS. Byl pozorován nárůst H3K4me2 v testikulární tkáni u 

skupiny exponované střední dávkou BPS, avšak γH2AX nevykazoval žádné rozdíly. Stejné 

markery byly posouzeny i u spermií, kde nebyly zjištěny žádné rozdíly. Nicméně byl pozorován 

nárůst γH2AX loci v samčích prvojádrech zygot po oplození oocytů spermiemi samců 

exponovaných bisfenoly. Podobně schopnost vývoje do blastocyst výrazně poklesla u skupiny 

samců exponované středními dávkami BPS. Přestože nebyly prokázány žádné rozdíly v počtu 

blastomer těchto blastocyst, byl zaznamenán nárůst DNA zlomů v blastomerách. Data získaná 

v jednotlivých experimentech byla použita pro stanovení korelací mezi jednotlivými parametry. 

Zajímavé negativní korelace byly zjištěny mezi H3K4me2 v testikulárních zárodečných 

buňkách a dělením časných embryí, a také dvouřetězcovými zlomy DNA v blastocystách. 

Významná pozitivní korelace byla zjištěna mezi γH2AX ve spermiích a γH2AX loci 

v paternálních prvojádrech. Je zřejmé, že kvalita testikulární tkáně a spermií je úzce spjata 

s kvalitou časného embryonálního vývoje a blastocyst. 

Tato studie potvrzuje, že expozice bisfenoly prostřednictvím mateřského mléka 

v citlivém perinatálním období ovlivňuje kvalitu testikulární tkáně samců a tím i jejich spermie 

v dospělosti, kdy spermie své poškození přenášejí do zygoty a časného embrya. Tato zjištění 

mohou být odpovědí na příčinu idiopatické neplodnosti u mužů, která může mít svůj původ již 

v období mléčné výživy.  

Na předložené publikaci jsem se podílela experimentálním designem, hodnocením 

kvality testikulární tkáně a spermií pomocí metody western blot, analýzou dosažených výstupů 

pomocí densitometrie. Můj podíl byl rovněž v podobě vyhodnocení výsledků, příprava výstupů, 
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interpretace nálezů a psaní rukopisu. V autorském kolektivu jsem zastala úlohu 

korespondujícího autora.  
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4.5 Idiopatická infertilita je způsobená vlivem BPS na testikulární tkáň  

 

Tato studie navazuje na předchozí a je zaměřená na hodnocení testikulární tkáně u 

samců vystavených účinkům BPS prostřednictvím mateřského mléka. Protože testikulární tkáň 

hraje klíčovou roli ve správném vývoji spermií, předpokládali jsme po expozici bisfenoly 

negativní změny právě v testikulární tkáni. Očekávali jsme především poškození 

hemotestikulární bariéry, komponenty nezbytné pro zajištění optimálního prostředí pro 

spermatogenezi, která je utvářena v kritickém období perinatálního vývoje, kdy bisfenoly 

mohou ovlivnit její formování a funkci v dospělosti. Cílem práce bylo zhodnotit kvalitu 

testikulární tkáně, složení hemotestikulární bariéry a posouzení míry oxidativního stresu 

v testikulární tkáni u myších samců exponovaných mateřským mlékem.  

Pokusné kojící samice myšího kmene ICR byly exponovány BPS nebo BPF 

prostřednictvím pitné vody. Tímto jsme simulovali expozici potomků mateřským mlékem, v 

našem modelu do 15. postnatálního dne (PND15), kdy dochází výhradně k příjmu mateřského 

mléka. Kontrolní skupina kojících samic byla napájena vehikulem, tj. 0,1% etanolem. Jako 

pozitivní kontrola byla použita nízká dávka diethylstilbestrolu (DES). Samci byli usmrceni 

cervikální dislokací v 15. dni života (PND15) nebo v 90. dni života (PND90) a jejich varlata 

byla použita pro histopatologické a imunohistochemické analýzy, imunofluorescenční analýzy, 

TUNEL a western blot. 

Pomocí histopatologické analýzy byla porovnávána kvalita testikulární tkáně u mladých 

(PND15) a dospělých (PND90) samců. U mladých ani dospělých samců nebyl prokázán žádný 

statistický rozdíl v počtu poškozených semenotvorných kanálků. Dále byly zkoumány 

kvantitativní znaky testikulární tkáně dospělých samců. Průměr semenotvorných kanálků 

nevykazoval žádné rozdíly, avšak došlo k výraznému snížení zárodečného epitelu testikulární 

tkáně u samců vystavených středním dávkám BPS. Podobně nebyl prokázán rozdíl v poměru 

semenotvorných kanálků v různých stádiích spermatogeneze (I – IV, IV – VI, VII – XII). V 

semenotvorných kanálcích nebyly zaznamenány rozdíly v počtech pachytenních a leptotenních 

spermatocytů ani v počtu kulovitých spermatid. Pomocí analýzy TUNEL nebyl prokázán žádný 

rozdíl mezi jednotlivými skupinami, stejně tak γH2AX, marker dvoušroubovicových zlomů 

DNA, nevykázal žádné rozdíly. Mimo markerů epigenetické kvality a integrity chromatinu 

jsme se zaměřili na hemotestikulární bariéru pomocí proteinového markeru connexin 43 

(CX43). Zatímco u mladých samců nebyly pozorovány žádné rozdíly mezi pokusnými 

skupinami a kontrolními, u dospělců byl prokázán nárůst oblasti výskytu CX43 u samců 

exponovaných střední dávkou BPS. Pro hodnocení těsných spojů imunofluorescencí byly 

použity protilátky proti occludinu 11 (OCL11) a proti zonula occludens 1 proteinu (ZO1).  Byl 

pozorován nárůst OCL u skupin vystavených nízké dávce BPS, a také podstatný nárůst ZO1 u 

obou pokusných skupin. Těsné spoje byly testovány jen u dospělých samců (PND90). Mimo 

markerů hemotestikulární bariéry byl prokázán nárůst oxidativního stresu, měřeného 8-

hydroxy-2´-deoxygaunosinu (8OHdG) v mitochondriích, zatímco cytoplazmatické ukazatele 

heat shock protein 90 (HSP90) a peroxiredoxin 6 (PRDX6) zůstaly bez změny.  

Stejně jako předchozí studie, i tato práce prokazuje negativní vliv expozice BPS 

prostřednictvím mateřského mléka na reprodukční schopnosti samců v dospělosti. Oproti 

předešlé práci, která popisuje důsledky selhávání, přináší tato studie poznatky o možném 

mechanizmu, kterým bisfenoly v testikulární tkáni působí. Mimoto jsme touto studií přispěli 

pochopení kinetiky bisfenolů prostupujících mateřským mlékem matky do organizmu sajících 

potomků.  

Na předložené publikaci jsem se podílela na designování experimentů, hodnocením 

testikulární tkáně pomocí analýzy western blot, imunofluorescence, vyhodnocení výsledků 

těchto analýz densitometrií, resp. obrazovou analýzou. Též jsem se podílela na extrakci BPS ze 

vzorků mateřského mléka a žaludečních obsahů potomků. Výsledky jsem zpracovala a 
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interpretovala pro účely rukopisu, kterým jsem sepsala a v současné době odeslala do redakce 

časopisu. Také v tomto případě plním úlohu korespondujícího autora.  
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Diskuse 

 

Bisfenoly jsou rozšířené endokrinní disruptory běžně používané k výrobě mnoha 

produktů denní spotřeby, jako jsou plastické hmoty, epoxidové pryskyřice, recyklovaný papíru, 

papír pro termální tiskárny, plechovky či polykarbonáty (Rosenmai et al. 2014; Wang et al. 

2015; Simoneau et al. 2011b; Wong a Durrani 2017b). Použití BPA, u nějž byly prokázány 

toxické účinky, je legislativně regulováno (EFSA 2015), a proto dochází k jeho nahrazování 

pomocí různých analogů, zejména BPS. Výrobky tak získají status „BPA free“, ačkoli obsahují 

jiný endokrinní disruptor, jehož použití není zatím právně ošetřeno. Výskyt BPS v prostředí a 

lidských tělních tekutinách je v dnešní době srovnatelný s výskytem BPA (Wu et al. 2018; 

Karrer et al. 2020), proto je nutné podrobit BPS přísnému vědeckému zkoumání a zjištění 

negativních účinků na lidské zdraví. Protože jsou lidé každodenně vystaveni nízkým dávkám 

BPS, který přestože je rychle metabolizován a vylučován močí (Skledar et al. 2016), jsou tak 

vystaveni chronickému působení vlivu BPS. Dopad BPS na zdraví člověka je zjevný, bisfenoly 

byly označeny za obesogeny, ve vyšších dávkách za látky toxické a v nízkých dávkách za 

hormonální disruptory. Pokud však dochází k poškození či ovlivnění reprodukčních schopností, 

může se řada změn v gametách odrazit ve snížené schopnosti reprodukce a/nebo nepřímo 

přenášet změny na své potomky (Shi et al. 2019b). Reprodukční schopnosti člověka jsou jednou 

z mnoha oblastí, které BPS negativně ovlivňuje jak při expozici přímé tak nepřímé.  

Prokázali jsme negativní vliv akutní přímé expozice BPS na samičí reprodukci 

(Prokešová et al. 2020), kdy jsme pozorovali nepravidelné uspořádání mikrotubulů v dělícím 

vřeténku oocytu a chybné zarovnání chromozómů v metafázní destičce. Toto pozorování 

podporuje estrogenní účinek BPS popsaný dříve (Beker-Van Woudenberg et al. 2004). BPS se 

vyznačuje také epigenetickým účinkem, což bylo potvrzeno zvýšením metylace DNA (5meC) 

ve zralých MII oocytech a zvýšením dimetylace histonu H3 (H3K27me2) v nezralých GV 

oocytech. Tyto výsledky se shodují s dříve pozorovaným účinkem BPA na metylaci histonů v 

oocytech (Trapphoff et al. 2013; Wang et al. 2016), avšak epigenetický účinek BPS vykazuje 

rozdíly při akutní a chronické expozici (Nevoral et al. 2018a). Naše výsledky poukazují, že BPS 

moduluje epigenetický kód, čímž se může zapojit také do genové exprese gamet v dřívějších 

fázích oo-/spermatogeneze, obdobně jako BPA (Verbanck et al. 2017). Změny v epigenetickém 

kódu po expozici disruptory následně mohou nejen přetrvat po celý život, ale také mohou být 

přeneseny na potomstvo tzv. inter- a transgenerační dědičnost (Walker 2016). 

Přímá expozice BPS negativně ovlivnila také samčí reprodukci prostřednictvím 

posttranslačních modifikací (PTMs) (Řimnáčová et al. 2020). Protože dozrálé spermie jsou 

transkripčně neaktivní, jsou za regulaci proteinové aktivity zodpovědné PTMs, například 

acetylace a fosforylace lysinu jsou nezbytné pro správnou funkci spermií (Naz a Rajesh 2004; 

Ritagliati et al. 2018). Ve snaze popsat mechanizmus negativního účinku bisfenolů, který byl 

popsán na samčí reprodukci již dříve (Naz a Rajesh 2004; Rahman et al. 2017; Ritagliati et al. 

2018; Peknicová et al. 2002) jsme předpokládali, že právě PTMs jsou ovlivňovány a 

modifikovány těmito polutanty. Myší samci byli vystaveni účinkům BPS prostřednictvím pitné 

vody po dobu 8 týdnů, což pokrývá celý proces spermatogeneze včetně ustanovení kódu v 

podobě PTMs. Opravdu, v lyzátu spermií samců vystavených působení BPS byly detekovány 

změny proteinové acetylace a fosforylace, které jsou spojeny s úspěšnou kapacitací a 

fertilizační schopností spermie (O’Flaherty et al. 2004; Ritagliati et al. 2018). Tento nález je 

pravděpodobnou příčinou snížení motility spermií, neboť aberantní acetylace a/nebo 
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fosforylace mohou být zodpovědné za poruchy pohyblivosti spermií (Nakamura et al. 2008; 

Mariappa et al. 2010). Snížení fosforylací tyrosinu naznačuje nedostatek aktivity proteinu 

hexokinázy-1, která je spojována s mužskou neplodností (Olds-Clarke et al. 1996). Naše zjištění 

podporují dřívějšími poznatky o účinku BPA na fosforylaci proteinů ve spermiích (Rahman et 

al. 2015). 

Neméně významná je nepřímá expozice bisfenoly. Ve své práci se věnuji zejména 

nepřímé expozici prostřednictvím mateřského mléka. Důvodem jsou skutečnosti, že potomci 

vystavení vlivu bisfenolů prostřednictvím mateřského mléka nemají ještě plně vyvinutý 

detoxikační mechanismus jater a ledvin (Matalová et al. 2016), mateřské mléko je jejich 

výhradním potravním zdrojem a environmentální polutanty (většinou rozpustné v tucích) 

mohou být v mateřském mléce více koncentrované. Jen několik studií se zabývá expozicí 

bisfenoly prostřednictvím mateřského mléka (Balcı et al. 2022; Ozkemahli et al. 2022; LaPlante 

et al. 2017; Li et al. 2016), ačkoli poporodní období je jedním z nejcitlivějších pro vývoj 

reprodukčních orgánů a buněk. Tento fakt je dalším důvodem volby tohoto způsobu expozice 

– časné juvenilní období považujeme za expoziční okno, které vede v dospělosti k tzv. 

idiopatické neplodnosti, tj. bez zjevné příčiny.  

Pro účel studia jsme vytvořili model laboratorní myši exponované prostřednictvím 

mateřského mléka kojící samice. Na základě tohoto modelu vzniklo několik studií, první z nich 

se zaobírala hodnocením dopadu bisfenolů na samičí reprodukci (Nevoral et al. 2021). V 

oocytech dospělých samic exponovaných během mléčné výživy byly analyzovány 

cytoskeletární a epigenetické markery. Cílem bylo odhalit změny v oocytech dospělých samic 

po expozici nízkými dávkami bisfenolů, neboť perinatální období je vysoce citlivé k zachování 

integrity DNA oocytů (Stringer et al. 2020) a epigenetickým změnám vedoucím k 

transgenerační dědičnosti (Pocar et al. 2017a; 2012). Dosažené výsledky dokazují negativní 

efekt na cytoskelet oocytů a dělící vřeténko. Byly pozorovány také perzistující astrální 

mikrotubuly v ooplasmě zralých oocytů, která lze pozorovat v nezralých oocytech (Verlhac et 

al. 1993). Tyto částice lze považovat za nedegradovaný pericentriolární materiál nebo za 

prekurzory centrozómů v oogoniích (Sathananthan et al. 2000; Simerly et al. 2018). Kromě 

toho byla struktura dělících vřetének podobná té, která byla pozorována po nadměrné 

polymeraci tubulinu doprovázené rozšířením vřeténka a přítomností astrálních mikrotubulů 

vycházejících z pólů vřeténka a/nebo cytoplazmatických ložisek, nalezených v 

kryokonzervovaných oocytech (Tamura et al. 2013). Přesto tato odchylka nemá souvislost 

aneuploidií (Forman et al. 2012) a tento fenotyp je zjevně dopadem expozice bisfenoly na 

primární oocyty během perinatálního expozičního okna, zatímco se tvoří primordiální folikuly 

(Niu a Spradling 2020). Pro posouzení epigenetických změn byl zvolen marker ustanovení a 

stability heterochromatinu, H3K27me2. Byl skutečně prokázán pokles H3K27me2 u oocytů 

dozrálých in vitro, což naznačuje potlačení ustanovení heterochromatinu, důležitého pro DNA 

integritu v oocytech (Nevoral et al. 2018b). Mimoto předpokládáme, že také další epigenetické 

značky jsou ovlivněny a komplexní změna epigenetického kódu v gametách může vést k 

modulaci epigenetické paměti a/nebo alteracím v genovém imprintingu, přičemž tato poškození 

jsou přenášena do dalších generací (Manikkam et al. 2013; Pocar et al. 2017b). Tyto výsledky 

jsou podpořeny i histologickými analýzami ovariální tkáně. Zatímco počet folikulů nebyl 

ovlivněn, interakce se somatickými buňkami nedokázala zachránit kvalitu oocytů, jak bylo 

popsáno v jiných studiích (Li et al. 2008). Toto zjištění je v souladu s faktem, že granulózní 

buňky se diferencují a utvářejí právě v prvních dnech perinatálního života (Niu a Spradling 

2020). Ačkoli in vivo ovulované oocyty podléhají přirozené selekci na ovariu podle kvality 
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dělícího vřeténka a metafázní destičky (Hornak et al. 2011; 2012), po expozici bisfenoly 

vykazovaly i in vivo ovulované oocyty poškození právě těchto struktur. Dokonce i vývojová 

kompetence, měřená úspěšností časného embryonálního vývoje po partenogenetické aktivací, 

byla u těchto oocytů negativně ovlivněna expozicí BPS. Tento výsledek potvrzuje dříve 

publikovanou práci popisující cytoskeletární a epigenetické poškození myších oocytů samic 

nepřímo exponovaných BPS odlišným způsobem: gestační expozice gravidní matky (Zhang et 

al. 2020). Na základě námi dosažených výsledků a dosavadního poznání lze nepřímou expozici 

endokrinními disruptory označit za nebezpečnou pro samičí reprodukci, která se s problémy 

potýká mnohem později, než dochází k expozici těmito látkami.  

Nepřímá expozice bisfenoly prostřednictvím mateřského mléka negativně ovlivňuje 

také samčí reprodukci (Fenclová et al. 2022). Nedošlo k poškození základních parametrů 

spermiogramu jako je motilita a koncentrace, což je v souladu s dřívějším pozorováním (Ullah 

et al. 2019). Na druhou stranu, přímá expozice BPS tento efekt přinesla a měla za následek 

snížení motility (Řimnáčová et al. 2020). Z toho lze usuzovat, že motilita spermií je ovlivněna 

způsobem expozice a/nebo věkem exponovaného jedince. Jednotlivé bisfenoly mohou též 

zřejmě působit různými způsoby (Shi et al. 2017; Ullah et al. 2018). Myší samci byli 

exponováni bisfenoly v citlivém období, kdy dochází k diferenciaci zárodečných buněk 

testikulární tkáně a jejich dynamickým epigenetickým modifikacím (Nakata et al. 2015; Ernst 

et al., 2011). Pomocí markerů DNA poškození, γH2AX a H3K4me2 (Wang et al. 2020; Zhang 

et al. 2022), byly posouzeny epigenetické změny testikulární tkáně a spermií. U spermií 

H3K4me2 slouží jako marker nezralosti (Štiavnická et al. 2019) a indikuje nedostatečné 

nahrazení histonů protaminy, což má za následek poruchy kondenzace heterochromatinu 

(Rahman et al. 2017). V testikulární tkáni může nahromadění H3K4me2 vést až ke sterilitě 

(Katz et al. 2009) a naše studie potvrzuje zvýšení H3K4me2 v testikulární tkáni i spermiích po 

expozici BPS prostřednictvím mateřského mléka. Naopak marker dvouřetězcových zlomů 

DNA a DNA integrity γH2AX (Derijck et al. 2006; Kuo a Yang 2008; Sharma et al. 2012) 

nevykazoval očekávané zvýšení. Byla však pozorována zajímavá korelace mezi γH2AX ve 

spermiích, paternálních prvojádrech zygot a v blastocystách. Z toho lze usuzovat, že poškození 

DNA je přenášeno dokonce již od spermatogonií testikulární tkáně do spermatid a spermií 

(Olsen et al. 2005). Vskutku další studie prokázaly přenos poškození spermatozoální DNA do 

časného embrya (Casanovas et al. 2019; Middelkamp et al. 2019; Rajabi et al. 2018; Sedó et al. 

2017; Wyck et al. 2018). Nicméně, naše zjištění přináší poznatky, že tento přenos ovlivňuje 

natolik časnou zygotu, že předurčuje úspěšnost jejího dalšího embryonálního vývoje. Zjistili 

jsme, že podobně jako γH2AX, i H3K4me2 je transferován ze spermií do paternálních 

prvojader. Paternální prvojádra s vyšším výskytem poškození DNA vykazují opožděnou 

replikaci DNA nutnou pro fúzi prvojader (Gawecka et al. 2013), přičemž opravné mechanismy 

DNA se u myši aktivují až s aktivací embryonálního genomu ve fázi dvoubuněčného embrya 

(Lepikhov et al. 2011) a do té doby závisí oprava DNA paternálního prvojádra zygoty na 

oocytární zásobě proteinů a RNA (Newman et al. 2022). Naše studie, zabývající se kvalitou 

spermií samců exponovaných bisfenoly v perinatálním období prostřednictvím mateřského 

mléka, přinesla poznatky o vlivu na epigenetickou kvalitu testikulární tkáně, spermií i časného 

embryonálního vývoje po oplození oocytů těmito spermiemi.  

Vzhledem k výše popsaným nálezům, kdy dochází zjevně k poškození germinálních 

buněk spíše než zrajících spermatocytů a spermií, jsme uvažovali poškození hemotestikulární 

bariéry (blood-testis barrier, BTB), která pozdější vývojová stádia spermiogeneze ochraňuje. 

Pro ověření naší hypotézy poškození BTB po perinatální expozici byla navržena histologická 
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studie testikulární tkáně (Fenclová et al., under review), která přirozeně doplňuje naše dřívější 

poznatky. V kritickém období perinatálního vývoje totiž dochází k vytváření BTB, komponenty 

zodpovídající za správný průběh spermatogeneze. BTB omezuje paracelulární tok látek ze 

Sertoliho buněk (bazálního kompartmentu) do apikálního kompartmentu, kde probíhá post-

meiotický vývoj zárodečných buněk (Yan Cheng a Mruk 2012). BTB je také důležitá pro 

obnovu spermatogonií, jejich mitotickou proliferaci a diferenciaci (Yan Cheng a Mruk 2012; 

Zhou a Wang 2022). Spermatogonie mají plný přístup k nutrientům, hormonům a dalším 

biomolekulám (včetně toxinů) z testikulárních cév v intersticiu varlat, zatímco vyvíjející 

spermatidy jsou chráněny BTB (Yan Cheng a Mruk 2012; Cheng et al. 2011). Preleptotenní 

spermatidy musí prostoupit BTB do apikálního kompartmentu testikulární tkáně, aby mohly 

zahájit meiotické dělení (Wen et al. 2018). Těsné (tight) a mezerové (gap) spoje jsou hlavními 

komponentami BTB. Pro posouzení mezerových spojů byl zvolen marker Connexin 43 (CX43) 

(Li et al. 2010; Pointis a Segretain 2005; Steger et al. 1999; Yawer et al. 2022; 2020), který 

vykázal nárůst v testikulární tkáni dospělých samců exponovaných prostřednictvím mateřského 

mléka v perinatálním období. U juvenilních samců nebyly prokázány žádné rozdíly. Toto 

zjištění může být vysvětleno tím, že BTB se utváří od první spermatogenní vlny na začátku 

puberty, dokud není ukončená proliferace Sertoliho buněk (Gerber et al. 2016). CX43 je 

důležitý protein pro remodulaci BTB během spermatogeneze v dospělosti (Li et al. 2010), proto 

lze předpokládat, že zvýšení CX43 je spojené se zvýšenou nutností oprav mezerových spojů v 

BTB (Mruk a Cheng 2015; Cheng et al. 2011; Yan Cheng a Mruk 2012). Markery těsných 

spojů, zonula occludens 1 (ZO-1) a occludin 11 (OCL) (Li et al. 2010; Hill et al. 2018; Mita et 

al. 2011) též vykázaly nárůst v BTB po expozici bisfenoly prostřednictvím mateřského mléka. 

Tento výsledek je v rozporu se dřívějším zjištěním poklesu těsných spojů u orálně 

exponovaných prepubertálních myší (Cao et al. 2020) a krys (Tian et al. 2017), avšak toto 

poškození bylo reverzibilní u zvířat vystavených nízkým dávkám bisfenolů. Kromě poškození 

BTB vyvolává expozice bisfenoly prostřednictvím mateřského mléka zvýšení 

mitochondriálního oxidativního stresu v testikulární tkáni v dospělosti, což potvrzují i dřívější 

studie (Richter 1992; Suzuki et al. 1999; Kaimal et al. 2021). 

Na základě našich výsledků lze vyvodit závěr, že BPS a BPF nejsou bezpečnou 

alternativou BPA. Přímá expozice nízkými dávkami BPS negativně ovlivňuje kvalitu oocytů i 

spermií exponovaných jedinců. Jinak tomu není ani u expozice nepřímé prostřednictvím 

mateřského mléka. Dokonce i nízké dávky přijímané matkou poškozují proces oogeneze u 

samičích a spermatogeneze u samčích potomků. U samců je nepřímou expozicí ovlivněn i vývoj 

testikulární tkáně a formování BTB. Poškození testikulární tkáně vyústí v poškození 

spermatogeneze a spermie tyto negativní změny přenáší při oplození do zygoty, což má za 

následek selhávání časného embryonálního vývoje. Lze tvrdit, že expozice alternativními 

bisfenoly je možnou příčinou idiopatické infertility u obou pohlaví.   
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Závěry 

 

Endokrinní disruptory jsou v dnešní době závažným problémem zapříčiňujícím 

infertilitu žen i mužů. V případě některých endokrinních disruptorů není jejich použití 

regulováno, přestože je známa jejich škodlivost. Jiné endokrinní disruptory zůstávají stále 

neprověřeny. Proto se tato práce zabývá bisfenoly BPS a BPF, které představují alternativu 

k dříve hojně využívanému BPA, jehož toxicita byla plně prokázána. Přestože přibývá důkazů 

o škodlivosti BPS a BPF, přičemž mnoho z nich přinesly předložené práce, jejich používání při 

výrobě plastických hmot, plechovek, termálního papíru a dalších produktů denní spotřeby není 

nijak regulováno. Zde komentované původní práce studují dopad BPS a BPF na reprodukci a 

popisují mechanizmy, jakým jako endokrinní disruptory působí.  

Náš výzkum splnil všechny cíle této práce a potvrdil hypotézy o škodlivosti 

alternativních bisfenolů BPS a BPF. Přímá expozice na experimentální samice myší negativně 

ovlivnila kvalitu myších oocytů, zejména tvorbu dělícího vřeténka, stabilitu genomu a 

epigenetické modifikace během meiotického zrání. Mimoto, expozice ovlivnila transkripční 

profil v nezralých GV oocytech, kdy zejména transkripty buněčného stresu a následného 

embryonálního vývoje podléhaly signifikantním změnám. U parametrů samčí reprodukce 

způsobila přímá expozice snížení motility, nárůst hladiny acetylace proteinů spermií a nárůst 

zlomů DNA v testikulární tkáni. Nepřímá expozice prostřednictvím mateřského mléka 

v období mléčné výživy způsobila v dospělosti samice malformace dělícího vřeténka, ovlivnila 

formování heterochromatinu a snížila vývojové kompetence myších oocytů. U samců tato 

nepřímá expozice negativně působila na stabilitu DNA spermií. Toto poškození bylo po 

oplození oocytu přeneseno do zygot a blastocyst. Poškození hemotestikulární bariéry bylo 

prokázáno po nepřímé expozici bisfenolům a je tak vysvětlením pro poškození spermií během 

spermatogeneze.  

Závěrem lze tvrdit, že bisfenoly ovlivňují reprodukční schopnosti při přímé i nepřímé 

expozici, a fungují nejrůznějšími způsoby na reprodukční procesy samic a samců. 

Experimentální prací jsme prokázali změny epigenetického kódu, poškození cytoskeletu, 

integrity DNA a post-translačních modifikací proteinů. Přestože použité dávky byly velmi 

nízké, simulovaly experimenty právě reálné expozice člověka a výsledky tak lze považovat za 

alarmující ve vztahu k reprodukčnímu zdraví a příčinám neplodnosti. Další experimenty jsou 

zapotřebí k objasnění transgenerační dědičnosti změn chromatinu prostřednictvím 

epigenetického kódu způsobených expozicí bisfenolům. Též je nezbytná striktní kontrola 

dopadů endokrinních disruptorů v reálných (tj. velmi nízkých) dávkách nejen na reprodukční 

schopnosti.  
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