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Abstrakt

Idiopaticka infertilita je vaznym problémem dnes$ni doby, ktery miize byt zpisoben
expozici endokrinnimi disruptory, mezi které patii bisfenoly. Bisfenol A, nejvice pouzivany
bisfenol, je nyni kvili prokdzané toxicité nahrazovan ve vyrobnich procesech svymi analogy,
bisfenolem S a F. Zatimco vétSina praci se zaobira vlivem toxickych davek po piimé expozici,
tato studie pfinasi vysledky pro expozici redlnymi nizkymi déavkami po piimé i nepiimé
expozici. Predpokladali jsme negativni vliv pfimé i nepfimé expozice nizkymi davkami
alternativnich bisfenolii BPS a BPF na samc¢i i sami¢i reprodukci na trovni gamet a embryi.
Cilem préce je zhodnotit vliv pfimé expozice na mysi oocyty a spermie, zhodnotit vliv nepiimé
expozice prostfednictvim matetského mléka na mysi oocyty, spermie, testikularni tkan a piesah
poSkozeni do €asného embryonalniho vyvoje. Pokusné laboratorni mysSi kmene ICR byly
vystaveny nizkym déavkam bisfenolt pfimo prostfednictvim pitné vody nebo ordlni sondy,
anebo nepiimo prostfednictvim matefského mléka. Pfimé expozice nizkymi davkami bisfenoli
ovlivnila reprodukéni schopnosti samic zejména malformacemi déliciho vfeténka oocyti,
sniZzenim stability genomu a epigenetickymi modifikacemi béhem meiotického zrani oocyti.
Podobné projevy byly pozorovany i u expozice nepiimé prostfednictvim matefského mléka.
Byl pozorovan zvySeny vyskyt malformaci dé¢liciho vieténka oocytt, pokles marker
heterochromatinu a zhorSeni vyvojové kompetence oocyti. U samct dochazi pii piimé expozici
ke snizeni motility spermii, nariistu acetylace proteinti spermii a zvySenému vyskytu
dvouretézcovych zlomi DNA v testikuldrni tkani. Nepiima expozice prostfednictvim
matefského mléka u samcl zvySuje vyskyt dvoufetézcovych zlomtit DNA ve spermiich, a toto
poskozeni je pfendSeno po oplozeni do zygot a nasledné blastocyst. Vysledky naznacuji, ze
moznym mechanizmem negativniho ucinku je poskozeni hemotestikularni bariéry a nasledné
spermiogeneze. Tyto vysledky poukazuji na fakt, Ze alternativni bisfenoly nejsou bezpecnou
nahradou, a tak i tyto bisfenoly jsou pfic¢inou idiopatické neplodnosti u obou pohlavi. Mimoto
nase prace piinasi poznatky o ur¢eni kvality gamet a mechanizmech, které predurcuji ispésnost
¢asné¢ho 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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1 Uvod

Infertilita, tedy neplodnost, je v dneSni dobé problémem az 15% para snaZicich se o
poceti (Bracke et al. 2018), kdy muzskd a zenskd infertilita je v populaci zastoupena
rovnomé&rné (Szkodziak et al. 2020). U 30 —40 % ptipadl infertility u muzi je etiologie nejasna,
jedna se tedy o idiopatickou infertilitu (Bracke et al. 2018). U Zen se diagnéza idiopatické
infertility vyskytuje u vice nez 25 % piipadi (Klein et al. 2021).

MozZnou pri¢inou idiopatické infertility mohou byt mimo jiné 1 environmentalni
kontaminanty s estrogenni anebo anti-androgenni aktivitou (Shi et al. 2017). Mezi tyto
polutanty patii 1 endokrinni disruptory, konkrétné bisfenoly (Glausius 2014; Eladak et al. 2015;
Rahman et al. 2015). Bisfenoly jsou bézné pouzivané k vyrobé plastickych hmot, papiru,
plechovek a dalSich produktii denni spotfeby (Simoneau et al. 2011a; Wong a Durrani 2017a) .
Dfive nejvice rozsifeny a pouZzivany bisfenol A (BPA) je v dnesni dobé& kviili prokazané toxicité
1 v nizkych davkach (Eladak et al. 2015; Vandenberg et al. 2012) nahrazovan svymi analogy,
zejména bisfenolem S (BPS)a F (BPF) (Eladak et al. 2015; Shi et al. 2019), které jsou
pfedmétem mnoha studii, véetné této prace.

Bisfenoly se do lidského téla dostavaji predevsim konzumaci jidla z plechovek a pitim
vody z plastovych lahvi (Shi et al. 2019). Takovouto expozici oznacujeme jako piimou.
Neméné vyznamny dopad na lidské zdravi lze pozorovat i u expozice nepiimé, napiiklad
prenatalni ptes placentu (Salian et al. 2011; Munoz-de-Toro et al. 2005; Shi et al. 2017; Ullah
et al. 2019a; Kundakovic et al. 2013) nebo perinatalni prostfednictvim matetského mléka
(Nevoral et al. 2021; Fenclova et al. 2022).

V této praci se v€nuji vlivu pfimé i nepiimé expozice alternativnimi bisfenoly na
reprodukéni schopnosti samic 1 samcl mySi. Reprodukéni schopnosti jsou méteny kvalitou
gamet a nasledné také jejich vyvojovou kompetenci, tedy GspéSnosti ¢asného embryonalniho
vyvoje. Predlozené komentované studie tedy piind$i nejen poznatek negativniho vlivu
alternativniho bisfenolu, ale zejména popis mechanizmu negativnich u¢inki endokrinnich
disruptorti ve velmi nizkych davkach. Téma environmentalnich polutantd, v cele s disruptory,
jakymi jsou bisfenoly, je v dnesni dobé¢ rapidniho nartstu idiopatické infertility a subfertility
v populaci velmi vyznamné, a tak jsou predkladané prace robustnim zékladem pro svédomité
hodnoceni latek s potencialem endokrinni disrupce.



2 Hypotézy a cile prace

2.1 Hypotéza

Pfimé 1 nepfima expozice bisfenoly S a F negativné ovliviiuje gametogenezi a tim i
¢asny embryonalni vyvoj.

2.2 Cile prace

1.

Zhodnotit vliv ptimé expozice nizkymi davkami BPS na kvalitu mySich oocytl
Zhodnotit vliv pfimé expozice nizkymi davkami BPS na kvalitu mySich spermii
Zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostfednictvim matetského mléka na
kvalitu ovarialni tkan€ a oocytl u mysi

Zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostfednictvim matetského mléka na
kvalitu testikularni tkané€, spermii a ¢asny embryonalni vyvoj u mysi

Zhodnotit vliv expozice BPS prostiednictvim matefského mléka na vyvoj
testikularni tkané a hemotestikularni bariéry



3 Material a metodika

3.1 Etické zasady

Vsechny experimenty na zvitatech byly provedeny v souladu se zakonem o ochran¢
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.

3.2 Chemikalie

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

3.3 Experimentalni zvirata a chovné podminky

Mysi byly chovéany v intaktnich polysulfonatovych klecich s 12—ti hodinovym cyklem
svétlo/tma, pii teploté 21+1 °C a relativni vlhkosti 60 %. UltraCista voda ve sklenénych lahvich
byla ménéna dvakrat tydné. Dieta bez fytoestrogeni (1814P, Altromin, Némecko) byly
poskytnuty ad [libitum. Pokusnd zvifata byla alesponn tyden pied zahdjenim experimentl
aklimatizovana.

3.4 PFima expozice
3.4.1 Pfima expozice samcu

Pro experiment byli pouZiti dospéli samci outbredniho kmene laboratorni mysi ICR ve
veéku 8-16 tydnl. Zvitata byla vystavena BPS prostfednictvim pitné vody po dobu 8 tydna (8.
— 16. tyden veku). BPS bylo rozpusténo v 100 % etanolu a tento zasobni roztok byl nadale
1000x fedén do pitné vody. Findlni koncentrace BPS tak dosahovala hodnot: 0,0038, 3,8 a 380
ng na ml (BPS1, BPS2 a BPS3). S ohledem na denni spotiebu pitné vody a evidovanou
hmotnost experimentalnich zvitat byly pfedpokladany nasledujici davky: 0,001, 1 a 100 ng na
g télesné hmotnosti a den (Bachmanov et al. 2002). Kontrolni skupina byla vystavena vehikulu
(tj. 0,1% ethanol v pitné vodé¢). Samci byli po dokonceni expozice zvazeni a usmrceni
cervikalni dislokaci za u¢elem sbéru vzorkii spermii a testikularni tkan¢.

3.4.2 Piima expozice samic

Dospélé outbredni ICR mysi samice vystaveny BPS v davkach 0.001, 0.1, 10, a 100 ng
na g t¢lesné hmotnosti a den (BPS1, BPS2, BPS3 a BPS4). 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.

3.5 Expozice matefskym mlékem

Dospélé Sest az sedm tydni staré outbredni ICR mysi byly spateny v estralni fazi a po
porodu exponovany BPS a BPF skrze pitnou vodu v koncentracich 0,375 ng na ml (nizka davka
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BPS, nizka davka BPF) a 37,5 ng na ml (stfedni davka BPS, stfedni davka BPF) od porodu
(PND 0) do 15. dne zivota mlad’at (PND 15). Kontrolni skupina byla vystavena vehikulu (0,1%
ethanol), 0,375 ng na ml davka diethylstilbestrolu (nizka davka DES) byla pozita jako pozitivni
kontrola. Davky byly zvoleny na zdkladé¢ zndmého biologického pisobeni (Nevoral et al.
2018a; Prokesova et al. 2020) a odpovidajici expozici lidi v realném Zivoté (Rochester a Bolden
2015). Po zaznamenani mnoZstvi zkonzumované pitné vody a télesné hmotnosti kojicich samic,
byla urcena skutecnd 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
nasledn¢ chovani individudlné ve standardnich podminkach az do dosazeni reprodukéni
zralosti. Samc¢i mlad’ata byla usmrcena cervikalni dislokaci ve véku 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).

3.6 Izolace oocytii a jejich in vitro maturace

Samice ve veéku 8. -. 12. tydnd byly po pfimé expozici BPS usmrceny cervikalni
dislokaci nebo hormondln¢ stimulovany PMSG. Po 48 hod. byly stimulované samice usmrceny
cervikdlni dislokaci za ucelem izolace ovarii. PIn¢ dorostlé nezralé oocyty ve stadiu
zarodecného vacku byly z folikuld izolovany destrukci ovarialni tkdn€ pomoci jehly 27G. v
médiu M2 (Merck, St. Luis, MO, Spojené staty americké, katalogové cCislo 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 kultivacniho média M16 (Merck, St. Luis, MO, Spojené¢ staty
americké, katalogové ¢islo MR-016-D) s IBMX a ponechany po dobu alesponi 1 hodiny pti 37
°C a 5 % COa. Poté byly oocyty fixovany v 4 % paraformaldehydu, doplnéném 0,1%
polyvinylalkoholem, po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté a skladovany pti 4 °C do dal$iho
pouziti. Alternativné byly ziskané oocyty pouzity pro in vitro zrani v kultivatnim médiu M16
po dobu 16 hodin pti 37 °C a 5 % CO2. Oocyty s vydélenym polovym téliskem byly shledany
jako dozralé. Tyto oocyty byly fixovany a skladovany, jak je popsano vyse.

3.7 Izolace zralych oocytu

Samice mys$i kmene ICR byly ve véku 8. — 12. tydnl hormonaln¢ stimulovany PMSG a
0 48 hod. pozdéji hCG. Po dalSich 16. hod. byly samice usmrceny cervikalni dislokaci a
nasledovala izolace in vivo dozralych oocytli. Ovulované komplexy kumulus-oocyt byly
vyplachnuty z izolovanych vejcovodu a oSetfeny 0,1 % hyaluroniddzou po dobu 5 min.za
ucelem odstranéni kumularnich bunék. Pouze vitalni oocyty s vydélenym polovym téliskem
byly nadale fixovany v 4 % paraformaldehydu a skladovany pfi 4 °C do dal$iho pouziti.

3.8 Partenogeneticka aktivace oocytii

In vivo dozralé oocyty izolované z vejcovodi samic ICR byly aktivovany 10 mM SrCI2
v modifikovaném kultivaénim médiu KSOM (Merck Millipore, Burlington, MA, Spojené staty
americké, 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 nasledn¢ kultivovana v KSOM s BSA po dobu dal$ich 24 a 96 hod. do stadia 2bunééného
embrya, resp. blastocysty.
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3.9 Vyplach embryi a jejich in vitro kultivace

Mysi samice ICR ve véku 8. — 12. tydni byly pouzity jako darkyné embryi. Samice byly
stimulovany pomoci PMSG a hCG, jak je popsano vySe. Po nasledném zapusténi provéienym
samcem byly samice usmrceny cervikalni dislokaci a jednobunééné zygoty byly izolovany
z vejcovodu do 0,1 % hyaluroniddzy. Po odstranéni kumularnich bun¢k byly zygoty fixovany
v4 % formaldehydu po dobu 30 min. a nasledné¢ uskladnény ve 4 °C k dalSimu pouziti.
Alternativné byly zygoty kultivovany in vitro dalSich 96 hod. v modifikovaném KSOM médiu,
v podminkach 37 °C a 5 % COz. Na konci kultivace embryi byl zaznamendm pocet blastocyst
a blastocysty byly fixovany v 4 % paraformaldehydu a skladovany pti 4 °C k dal§imu pouZiti.

3.10 Analyza spermii

Pokusnym samctim byly odebrany ocasy nadvarlat, které byly disektovany v 0,5 ml
Whittenova média a spermiim byl ponechan ¢as k vyplavani 30 minut. Koncentrace a motilita
spermii byla poté hodnocena za pomoci predehiaté Maklerovy komtrky a svételného
mikroskopu (Olympus CKX 41; Némecko) vybaveného deseti objektivovymi cockami (CAchN
NA 0,25). Do Maklerovy komurky bylo napipetovano 10 pl suspenze spermii. Primérna
koncentrace spermii (miliony na mililitr) byla poc€itdna ve tiech liniich, kazda o deseti Ctvercich,
a vyd¢lena tfemi. Soucasné byla kazda spermie v pocitané oblasti identifikovana jako pohybliva
nebo nepohybliva. Motilita spermii byla vyjadiena jako procento pohyblivych spermii
z celkového poctu. Analyza byla provadéna jednou osobou, aby se predeslo zkresleni vysledk.

3.11 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 vi¢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); ¢ervenad fluorescence byla detekovéana pomoci filtru 700/54 BP a zelena fluorescence byla
detekovéana pomoci filtru 537/32 BP. Data byla analyzovana pomoci WEASEL Ver. 3 (WEHI).

3.12 Elektroforéza (ELFO) a Western Blot (WB)

ELFO a WB byly provedeny na lyzatu testikularni tkdn€ a spermii experimentalnich
samcu. Testikularni tkan byla lyzovana v radioimunoprecipitacnim pufru obaheceném o
kompletni koktejl proteazovych inhibitort (Roche, Svycarsko). Vzorky hlaviéek spermii byly
pfipaveny sonikaci a lyzou v radioimunoprecipitanim pufru doplnéném 100mM DTT.
Nasledn¢ byla zméfena koncentrace proteinli pomoci bicinchoniové kyseliny (Olson 2016;
Lovrien a Matulis 2005). Poté byly vzorky smichdny s Laemmliho nanaSecim pufrem
doplnénym B-merkaptoethanolem. Pro elektroforézu na dodecylsulfatovém
polyakrylamidovém gelu byly pouzity 4-15% separaéni Mini-PROTEAN® TGX Stain-FreeTM
Precast Gely (Bio-Rad, Francie); kdy do kazdé gelové komirky bylo loadovano 30 pg
testikularnich proteinti nebo 60 pug proteinti 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
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ziedénymi v 1 % hovézim sérovém albuminu v TBS s 0,5 % Tween-20. Krali¢i polyklonalni
anti-a-tubulinova protilatka (1:1 000; Cell Signaling, Spojené staty americké, katalogové ¢islo
2144;) byla pouzita jako srovnavaci protilatka. Sekundarni protilatky konjugované s kienovou
peroxidazou (kozi anti-myS$i nebo anti-krali¢i IgG; 1:15 000; Invitrogen, Spojené staty
americk¢) byly aplikovany po dobu 1 hodiny pii 21+1-C. Cilené proteiny byly vizualizovany
pomoci ECL Select Western blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life Sciences, Spojené
kralovstvi) a membrany byly skenovdny na systému ChemiDocTM MP (Bio-Rad, Francie).
Snimky membran byly zpracovany pomoci softwaru ImageLab 4.1 (Bio-Rad, Francie).

3.13 Histologie

Tkan k histologické analyze byla fixovana v Bouinové fixacnim médiu, nésledné
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. Nasledn¢
byly histologické fezy hodnoceny pod svételnym mikroskopem.

3.14 Imunofluorescence

K imunobarveni byly 10pum silné histologické fezy zbaveny vosku a rehydratovany.
Nespecificka vazebna mista byla blokovana roztokem 5 % norméalniho koziho séra (NGS) a
0,1% TritonX-100 a 0,5% Tween 20 ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS-TT)
po dobu 60 min. pii 21£1°C. Nasledné byly fezy inkubovany s primarni protilatkou (1:200)
pfes noc pii 4°C. Nespecifickd 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 inkubovana po dobu 40 minut s
PNA lektinem (1:400; Alexa Fluor 488, Abcam, Spojené kralovstvi) a odpovidajici sekundarni
protilatkou (anti-my$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). Vzniklé snimky byly analyzovany pomoci ImageJ software (NIH, Spojené staty
americkeé).

3.15 Imunocytochemie

Fixované oocyty nebo zygoty byly permeabilizovany v PBS obsahujicim 0,04 %
TritonX-100 a 0,3 % Tween-20 po dobu 15 minut pti 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 pti 21+1 °C. Nespecificka vazba sekundarnich protilatek
byla testovana vynechanim specifickych primarnich protilatek a tato sklicka byla zpracovana
stejnym postupem. Po promyti byly vzorky inkubovany s koktejlem sekundéarnich protilatek
Alexa Fluor 488 a 647 (1:200). Do promyvaciho roztoku byl pfidan faloidin (1:200; kat. ¢.
#13054; Thermo Fisher Scientific, Spojené staty americké) kvili 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 IX83 (Olympus, Némecko) a softwaru
VisiView (Visitron Systems GmbH, Némecko). Snimky byly hodnoceny pomoci softwaru
ImageJ (NIH, Spojené staty americké).
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3.16 Terminal Deoxynucleotidyl Tranferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL)

Analyza TUNEL byla provedena za ucelem analyzy dvoufetézcovych zlomt DNA.
Fixované vzorky byly permeabilizovany v 0,1 % Tritonu X-100 v PBS obsahujicim 0,05 %
NaN3 po dobu 40 minut. Poté byly oSetteny fluoresceinem konjugovanym dUTP a enzymem
terminalni deoxyribonukleotidyltransferazou (In situ Cell Death Detection Kit, kat. ¢.
11684795910, Roche, Némecko) po dobu 1 hodiny ve tmé pii 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 ImagelJ (National
Institutes of Health, Spojené staty americké).

3.17 Statistické vyhodnoceni

Data byla analyzovéna pomoci GraphPad Prism 8.1.1 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, Spojené staty americké). Na zaklad¢ Shapiro-Wilkovych testl distribuce normality
byly rozdily testovany pomoci bézné jednosmérné analyzy rozptylu, po které nasledoval
Tukeyho vicendsobny 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
povazovany za statisticky vyznamné a oznaCeny hvézdickami (%), (¥*), (¥**) a (*xx¥x*).
Alternativng, kiizky indikovaly rozdily od pozitivni kontroly (low DES) (#, ##, ###, respektive
####). Normalné a nenormalné distribuovana data jsou vyjadiena jako primér a median.
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4 Vysledky

4.1 Piima expozice nizkymi davkami BPS ovliviiuje kvalitu mysich oocytu

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

Pfimé expozice nizkymi davkami BPS neovlivnila pocet izolovanych oocyta ve stadiu
zarode¢ného vacku (GV — germinal vesicle), kvalitu chromatinové konfigurace, ani pocet
dozralych oocytli a meiotické kompetence, nicméné u zralych oocyt osetienych BPS byly
sledovany morfologické abnormality na délicim vieténku vcetné nekonjugovanych tubuld.
Vyskytla se téz dvojita metafazni vieténka a poruchy v zarovnani chromozémil v metafazni
desticce. V GV oocytech byl pozorovan narist metylace DNA (5meC), markeru
heterochromatinu, a dimetylace histonu H3 (H3K27me2), markeru stability genomu. Rovnéz u
zralych oocytl byl pozorovan néartst SmeC po expozici BPS, zatimco H3K27me?2 nevykazoval
statisticky vyznamny rozdil. Vzhledem ke zménam chromatinovych markerti nezralych GV a
zralych oocytli byl hodnocen ucinek u¢inné davky BPS na genovou expresi v GV oocytech.
Byla zjisténa zvySenad exprese genii spojenych s bunéénym stresem (zejména Cldn34b2,
Gsdmc?2 a Batf3) po expozici BPS. Pozorovali jsme rovnéz zmény ve faktorech souvisejicich s
embryonalnim vyvojem, zejména exprese markerti preimplanta¢niho embryondlniho vyvoje
Ceacam10, 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 ovliviiuje 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 oocytd po
imunocytochemické analyze.

14



4.2 Nizké davky BPS ovliviiuji kvalitu mySich spermii prostiednictvim post-
transla¢nich modifikaci proteini

V dalsi praci jsme piedpokladali negativni vliv pfimé expozice endokrinniho disruptoru
BPS na jedince experimentalnich mySich samct. Cilem bylo analyzovat kvalitu spermii a
testikularni tkdné u mySich samct po pifimé expozici nizkymi ddvkami BPS. Vedle dosud
znamych mechanizmu G¢inku endokrinnich disruptorii (tj. hormonélni disbalance, ptfipadné
toxicky efekt) jsme testovali dopad BPS na post-transla¢ni modifikace proteinil testis a spermii.

Po 8 tydnech ptimé expozice nizkymi ddvkami 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. Tkan varlat byla hodnocena stereologicky, epigenetické zmény
testikularni tkdné a spermii byly sledovany pomoci metody western blot. Pro identifikaci a
kvantifikaci proteinii 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 hormonti a koncentraci spermii mezi jednotlivymi skupinami. Pozorovali
jsme ovSem snizeni po¢tu motilnich spermii u vybrané skupiny BPS. Pro zjisténi dopadu piimé
expozice BPS na testikularni tkai byla provedena stereologické analyza, ktera neprokéazala vliv
expozice BPS. Pro zjisténi efektu BPS na spermatogenezi, byla identifikovana jednotliva stadia
spermatogeneze semenotvorného epitelu a nebyl prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil
mezi skupinami. Histopatologickd analyza ale odhalila narGst abnormalit, jako zvétSeni
multijadernych zarode¢nych bunék v testikuldrni tkdni u mysi exponovanych nejvyssi davkou
BPS. Rovnéz doslo ke snizeni poctu zralych spermii v zarodecné vrstvé. Proteomickou
analyzou testikularni tkané nebyly prokazany rozdily v acetylomu a fosforylomu testikularnich
proteind, nicmén¢ byl zjiStén narist dvoufetézcovych zlomi DNA, testovanych pomoci
protilatky proti fosforylovanému histonu H2 (yH2AX). Rovnéz byla provedena analyza
acetylomu a fosforylomu ve spermiich, kdy byl zjiStén nartst acetylaci u proteinti s molekularni
vahou 37, 40 a 50 kDa a fosforylaci u proteinii s molekularni vahou 37, 40, 85 a 100 kDa u
samcu exponovanych BPS. V souladu s ptfedchozimi zjisténimi, ktera prokazuji pokles motility
spermii u exponované¢ skupiny samci, miizeme 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 redlnych nizkych davek BPS na
kvalitu sav€ich spermii. Protoze je redlna expozice BPS u ¢loveéka mnohem nizsi (0,004 pg/kg
télesné hmotnosti/den), nez se bézné testuje (Liao et al. 2012), naSe vysledky piinasi cenné
poznatky o dal§$im mozném zpisobu ucinku endokrinnich disruptort: modulace post-
translacnich modifikaci proteinii. Lze se tak domnivat, ze tyto zmény mohou byt pfi¢inu
idiopatické neplodnosti u muza.

Na ptedlozené publikaci jsem se podilela zejména na proteomickych analyzach spermii
a testikularni tkdn¢ pomoci metody western blot.
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Vrwe

4.3 Expozice bisfenoly prostiednictvim mateiského mléka jako mozna pfic¢ina
idiopatické infertility samic

Po prozkoumani G¢inku BPS na kvalitu oocytd, testikularni tkan€ a spermii pii piimé
expozici, jsme se zaméfili na expozici nepiimou prostfednictvim matefského mléka.
Predpokladali jsme negativni efekt BPS na ovaridlni rezervu a kvalitu oocyti pfedev§im na
intracelularni Grovni, tj. na Urovni epigenetickych markert heterochromatinu a malformace
délicitho vieténka. Dal§im pfedpokladem byla sniZzena schopnost vyvoje oocyti do stadia
blastocyst. Cilem prace bylo zhodnotit vliv expozice BPS a BPF prostfednictvim matetského
mléka na kvalitu ovarialni tkan€, ovaridlni zasobu, kvalitu oocytt 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 potomkii matefskym mlékem,
v nasem modelu do 15. postnatalniho dne (PND15), kdy dochézi vyhradné k piijmu matetského
mléka. Kontrolni skupina kojicich samic byla napajena vehikulem, tj. 0,1 % etanolem. Po
ukonceni expozice byly samice potomkili usmrceny cervikalni dislokaci v 15. den véku
(PND15), samice jinych vrhii byly déle chovany a usmrceny cervikélni dislokaci v den dosazeni
reprodukcéniho vrcholu ve véku 60 dni (PND60). Jejich ovaria byla pouzita pro histologickou a
stereologickou analyzu. Alternativné jsme izolovali nezralé oocyty (GV) a ty néasledné
kultivovali in vitro. Zralé oocyty byly pouzity pro imunocytochemickou analyzu. Stejné tak
oocyty dozrdlé in vivo byly analyzovany pomoci imunocytochemie nebo pouzity pro
partenogenetickou aktivaci a kultivovany do stadia blastocyst.

Nebyl prokdzan rozdil mezi kontrolnimi a exponovanymi samicemi v cetnosti
primordialnich folikuld v juvenilnim stadiu ani v poctech primarnich, preantralnich, antralnich
¢i atretickych folikulti v dospélosti. Mimoto, jiné samice v proestru/estru byly pouzity jako
darkyn¢ nezralych oocytl ve stadiu zarode¢ného vacku (GV — germinal vesicle), které byly
kultivovany in vitro do stadia zralych oocytl. Alternativn€, hormonalné stimulované samice
ovulovaly in vivo dozralé oocyty. Expozice bisfenoly neovlivnila pocet GV oocyti ziskanych
z ovaria ani schopnost znovu zahdjit meiotické zrani (tj. GVBD, rozpad zarode¢ného vacku).
Podobné u oocytt dozralych in vivo nebyl statisticky vyznamny rozdil v celkovém poctu
oocytl, ani poctu atretickych nebo fragmentovanych oocyti. Nasledné byl hodnocen
mechanismus U¢inku bisfenold na intraceluldrni Grovni. Pomoci 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 davkam BPS a BPF
vykazovaly zvyseny vyskyt malformaci déliciho vieténka doprovazené poruchami v zarovnani
chromozémli v metafdzni destiCce. Byla pozorovana aberantni dé€lici vieténka, poruchy
zarovnani chromozomt i epigenetické zmény heterochromatinu u oocytti dozralych in vitro i
ovulovanych in vivo. In vivo dozradlé oocyty byly déale pouzity pro posouzeni vyvojové
kompetence do stadia blastocyst pomoci partenogenetické aktivace. Partenogenetickd aktivace
odhalila pokles ve vyvojové kompetenci ovulovanych oocytu a to tak, ze u skupin vystavenych
nizkym davkam BPS jsme pozorovali selhani v d€leni blastomer stejné jako sniZzeny pocet
blastocyst.

Tato studie prokazuje, Ze expozice alternativnimi bisfenoly prostfednictvim matetského
mléka je moznou piic¢inou idiopatické infertility u zen v dospélosti. BPS i BPF maji skodlivé
ucinky na oocyty béhem perinatidlniho expozi¢niho okna, kdy se vyznamnym zpisobem
rozhoduje o kvalité oocytu uplatnéné v dospélosti.

Na této praci jsem se podilela provedenim analyzy obrazu oocyti po
imunocytochemické analyze.
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4.4 Idiopaticka infertilita samct zpiisobena expozici bisfenolii prostiednictvim
matei'ského mléka

Stejn€ jako u samic, idiopatickd infertilita dospélych samc miiZze byt zplsobena
vystavenim Skodlivému vlivu bisfenol v obdobi perinatalniho vyvoje mlécné vyzZivy.
Predpokladali jsme zmény v testikularni tkéni, sniZzenou kvalitu spermii, hlavné vyssi vyskyt
dvoufetézcovych zloml DNA, které po oplozeni ovlivni 1 kvalitu ¢asného embryonalniho
vyvoje. Cilem této studie bylo posoudit vliv lakta¢ni expozice BPS a BPF na sam¢i reprodukéni
schopnosti, tedy na kvalitu testikularni tkané, spermii, ale také na casny embryonalni vyvoj
embryi po oplozeni oocytli spermiemi exponovanych samcti.

Pokusné kojici samice mySiho kmene ICR byly exponovany BPS nebo BPF
prostiednictvim pitné vody. Timto jsme simulovali expozici potomkt matefskym mlékem, v
nasem modelu do 15. postnatalniho dne (PND15), kdy dochazi vyhradné k piijmu matei'ského
mléka. Kontrolni skupina kojicich samic byla napajena vehikulem, tj. 0,1 % etanolem. Jako
pozitivni kontrola byla pouZzita nizkd davka diethylstilbestrolu (DES). Po odstavu byly mysi
samci chovani do dosazeni dospélosti, kdy byli pouzity k pfirozenému piipousténi samic; tyto
samice se staly donorkami zygot, které byly vyplachnuty z vejcovodii 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 material byl dale hodnocen
pomoci imunofluorescence a western blotu.

Expozice bisfenoly neméla efekt na hmotnost samcti po odstavu ani u dospélcti, avSak
estrogenni ucinek bisfenolt, vyjadieny pomoci zmén anogenitalni vzdalenosti, byl pozorovan
u samcu 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 bisfenolli na histonovy kod u
dospélych samci, 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 nartist H3K4me?2 v testikularni tkdni u
skupiny exponované sttedni davkou BPS, avSak YH2AX nevykazoval zadné rozdily. Stejné
markery byly posouzeny i u spermii, kde nebyly zjistény zadné rozdily. Nicméné byl pozorovan
narast YH2AX loci v samcich prvojadrech zygot po oplozeni oocytli spermiemi samcu
exponovanych bisfenoly. Podobn¢ schopnost vyvoje do blastocyst vyrazné poklesla u skupiny
samcl exponované stiednimi ddvkami BPS. Piestoze nebyly prokazany zadné rozdily v poctu
blastomer téchto blastocyst, byl zaznamenan nartist DNA zlomt v blastomerach. Data ziskana
v jednotlivych experimentech byla pouZita pro stanoveni korelaci mezi jednotlivymi parametry.
Zajimavé negativni korelace byly zjistény mezi H3K4me2 v testikularnich zarode¢nych
bunikach a délenim Casnych embryi, a také dvouietézcovymi zlomy DNA v blastocystach.
Vyznamna pozitivni korelace byla zjisténa mezi YH2AX ve spermiich a yH2AX loci
v paternalnich prvojadrech. Je ziejmé, ze kvalita testikularni tkdn€ a spermii je uzce spjata
s kvalitou ¢asného embryonalniho vyvoje a blastocyst.

Tato studie potvrzuje, Ze expozice bisfenoly prostfednictvim matefského mléka
v citlivém perinatalnim obdobi ovliviluje kvalitu testikularni tkdn¢ samcii a tim i jejich spermie
v dospélosti, kdy spermie své poskozeni pienédseji do zygoty a ¢asného embrya. Tato zjisténi
mohou byt odpovédi na ptic¢inu idiopatické neplodnosti u muzi, kterd mize mit sviyj ptivod jiz
v obdobi mlécné vyzivy.

Na piedlozené publikaci jsem se podilela experimentadlnim designem, hodnocenim
kvality testikularni tkané a spermii pomoci metody western blot, analyzou dosazenych vystupii
pomoci densitometrie. M1j podil byl rovnéz v podob¢ vyhodnoceni vysledk, ptiprava vystupt,
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interpretace nalezii a psani rukopisu. V autorském kolektivu jsem =zastala ulohu
korespondujiciho autora.
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4.5 Idiopaticka infertilita je zptsobena vlivem BPS na testikularni tkan

Tato studie navazuje na piedchozi a je zaméfena na hodnoceni testikularni tkané u
samctl vystavenych u¢inkiim BPS prostfednictvim matetského mléka. ProtoZe testikularni tkan
hraje kliCovou roli ve spravném vyvoji spermii, predpokladali jsme po expozici bisfenoly
negativni zmény pravé v testikuldrni tkani. Ocekdvali jsme piedev§im poskozeni
hemotestikularni bariéry, komponenty nezbytné pro zajiSténi optimalniho prostiedi 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 tkané€, slozeni hemotestikularni bariéry a posouzeni miry oxidativniho stresu
v testikularni tkani u mysich samci exponovanych matetskym mlékem.

Pokusné kojici samice mysSiho kmene ICR byly exponovany BPS nebo BPF
prostfednictvim pitné vody. Timto jsme simulovali expozici potomkii matefskym mlékem, v
nasem modelu do 15. postnatalniho dne (PND15), kdy dochazi vyhradné k pfijmu matetského
mléka. Kontrolni skupina kojicich samic byla napajena vehikulem, tj. 0,1% etanolem. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita nizkd davka diethylstilbestrolu (DES). Samci byli usmrceni
cervikalni dislokaci v 15. dni zZivota (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 samcti nebyl prokazan zadny
statisticky rozdil v poctu poskozenych semenotvornych kandlkti. Dale byly zkoumany
kvantitativni znaky testikularni tkané dospélych samct. Primér semenotvornych kanalkt
nevykazoval zadné rozdily, avSak doslo k vyraznému snizeni zarodecného epitelu testikularni
tkan¢ u samcti vystavenych stfednim davkam BPS. Podobn¢ nebyl prokazan rozdil v poméru
semenotvornych kanalkil v riznych stadiich spermatogeneze (I — IV, IV — VI, VII — XII). V
semenotvornych kanalcich nebyly zaznamendny rozdily v poctech pachytennich a leptotennich
spermatocytl ani v poctu kulovitych spermatid. Pomoci analyzy TUNEL nebyl prokazan zadny
rozdil mezi jednotlivymi skupinami, stejn¢ tak YH2AX, marker dvousroubovicovych zlomu
DNA, nevykazal zadné rozdily. Mimo markeri epigenetické kvality a integrity chromatinu
jsme se zaméfili na hemotestikularni bariéru pomoci proteinového markeru connexin 43
(CX43). Zatimco u mladych samcii nebyly pozorovany zadné rozdily mezi pokusnymi
skupinami a kontrolnimi, u dospé€lcti byl prokdzan nartst oblasti vyskytu CX43 u samct
exponovanych stfedni davkou BPS. Pro hodnoceni tésnych spojii imunofluorescenci byly
pouzity protilatky proti occludinu 11 (OCL11) a proti zonula occludens 1 proteinu (ZO1). Byl
pozorovan nartst OCL u skupin vystavenych nizké davce BPS, a také podstatny narast ZO1 u
obou pokusnych skupin. Té€sné spoje byly testovany jen u dospélych samct (PND90). Mimo
markertt hemotestikularni bariéry byl prokdzan nartst oxidativniho stresu, métené¢ho 8-
hydroxy-2"-deoxygaunosinu (80OHdG) v mitochondriich, zatimco cytoplazmatické ukazatele
heat shock protein 90 (HSP90) a peroxiredoxin 6 (PRDX6) ziistaly bez zmény.

Stejn¢ jako predchozi studie, i tato prace prokazuje negativni vliv expozice BPS
prostiednictvim matefského mléka na reprodukéni schopnosti samcti v dospélosti. Oproti
predeslé praci, ktera popisuje dusledky selhdvani, pfindsi tato studie poznatky o mozném
mechanizmu, kterym bisfenoly v testikularni tkéni plisobi. Mimoto jsme touto studii ptispeli
pochopeni kinetiky bisfenoll prostupujicich matetskym mlékem matky do organizmu sajicich
potomkd.

Na ptedlozené publikaci jsem se podilela na designovani experimentd, hodnocenim
testikularni tkan€ pomoci analyzy western blot, imunofluorescence, vyhodnoceni vysledki
téchto analyz densitometrii, resp. obrazovou analyzou. TéZ jsem se podilela na extrakci BPS ze
vzorkd matefského mléka a Zaludecnich obsahi potomkd. Vysledky jsem zpracovala a
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interpretovala pro ucely rukopisu, kterym jsem sepsala a v souc¢asné dob¢ odeslala do redakce
casopisu. Také v tomto ptipadé€ plnim tlohu korespondujiciho autora.
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Diskuse

Bisfenoly jsou rozsifené endokrinni disruptory bézné pouzivané k vyrobé mnoha
produktti denni spotieby, jako jsou plastické hmoty, epoxidové pryskyftice, 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 néjz byly prokézany
toxické ucinky, je legislativné regulovano (EFSA 2015), a proto dochézi k jeho nahrazovani
pomoci riznych analogti, 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 ucinki na lidské zdravi. Protoze jsou lidé kazdodenné vystaveni nizkym davkam
BPS, ktery ptestoze je rychle metabolizovan a vylu¢ovan moci (Skledar et al. 2016), jsou tak
vystaveni chronickému plisobeni vlivu BPS. Dopad BPS na zdravi ¢lovéka je zjevny, bisfenoly
byly oznaCeny za obesogeny, ve vysSich davkach za latky toxické a v nizkych davkach za
hormonalni disruptory. Pokud vSak dochazi k poskozeni ¢i ovlivnéni reprodukénich schopnosti,
muze se fada zmén v gametich odrazit ve snizené schopnosti reprodukce a/nebo nepiimo
prenaset zmény na své potomky (Shi et al. 2019b). Reprodukéni schopnosti ¢lovéka jsou jednou
z mnoha oblasti, které BPS negativné ovliviiuje jak pfi expozici ptimé tak nepifimé.

Prokazali jsme negativni vliv akutni piimé expozice BPS na samici reprodukci
(Prokesova et al. 2020), kdy jsme pozorovali nepravidelné uspoiadani mikrotubulti v délicim
vieténku oocytu a chybné zarovnani chromozomi v metafazni desticce. Toto pozorovani
podporuje estrogenni U¢inek BPS popsany diive (Beker-Van Woudenberg et al. 2004). BPS se
vyznacuje také epigenetickym Uc¢inkem, 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 diive pozorovanym uc¢inkem BPA na metylaci histonti v
oocytech (Trapphoff et al. 2013; Wang et al. 2016), avSak epigeneticky tc¢inek BPS vykazuje
rozdily pfi akutni a chronické expozici (Nevoral et al. 2018a). Nase vysledky poukazuji, ze BPS
fazich oo-/spermatogeneze, obdobné jako BPA (Verbanck et al. 2017). Zmény v epigenetickém
koédu po expozici disruptory nasledné mohou nejen pietrvat po cely zivot, ale také mohou byt
pfeneseny na potomstvo tzv. inter- a transgeneracni dédi¢nost (Walker 2016).

Pfimé expozice BPS negativné ovlivnila také samci reprodukci prostfednictvim
posttranslaénich modifikaci (PTMs) (Rimnac¢ova et al. 2020). Protoze dozralé spermie jsou
transkripéné neaktivni, jsou za regulaci proteinové aktivity zodpovédné PTMs, naptiklad
acetylace a fosforylace lysinu jsou nezbytné pro spravnou funkci spermii (Naz a Rajesh 2004;
Ritagliati et al. 2018). Ve snaze popsat mechanizmus negativniho t¢inku bisfenolt, ktery byl
popséan na samci reprodukci jiz diive (Naz a Rajesh 2004; Rahman et al. 2017; Ritagliati et al.
2018; Peknicovd et al. 2002) jsme ptfedpokladali, ze pravé PTMs jsou ovliviiovany a
modifikovany témito polutanty. Mysi samci byli vystaveni G€¢inklim BPS prostfednictvim pitné
vody po dobu 8 tydntli, coz pokryva cely proces spermatogeneze vcetné ustanoveni kodu v
podobé PTMs. Opravdu, v lyzatu spermii samct vystavenych ptisobeni BPS byly detekovany
zmény proteinové acetylace a fosforylace, které jsou spojeny s UspéSnou kapacitaci a
fertilizacni schopnosti spermie (O’Flaherty et al. 2004; Ritagliati et al. 2018). Tento nalez je
pravdépodobnou pficinou snizeni motility spermii, nebot aberantni acetylace a/nebo
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fosforylace mohou byt zodpovédné za poruchy pohyblivosti spermii (Nakamura et al. 2008;
Mariappa et al. 2010). Snizeni fosforylaci tyrosinu naznacuje nedostatek aktivity proteinu
hexokinazy-1, ktera je spojovana s muzskou neplodnosti (Olds-Clarke et al. 1996). Nase zjisténi
podporuji diivéjsimi poznatky o ucinku BPA na fosforylaci proteinti ve spermiich (Rahman et
al. 2015).

Neméné vyznamna je nepiimé expozice bisfenoly. Ve své praci se vénuji zejména
nepiimé expozici prostfednictvim matefského mléka. Diivodem jsou skutecnosti, ze potomci
vystaveni vlivu bisfenold prostfednictvim matefského mléka nemaji jesté plné vyvinuty
detoxika¢ni mechanismus jater a ledvin (Matalova et al. 2016), matetfské mléko je jejich
vyhradnim potravnim zdrojem a environmentdlni polutanty (vétSinou rozpustné v tucich)
mohou byt v matefském mléce vice koncentrované. Jen nékolik studii se zabyva expozici
bisfenoly prostiednictvim matefského mléka (Balci et al. 2022; Ozkemahli et al. 2022; LaPlante
et al. 2017; Li et al. 2016), ackoli poporodni obdobi je jednim z nejcitlivéjSich pro vyvoj
reprodukénich organti a bunék. Tento fakt je dalsim diivodem volby tohoto zplisobu expozice
— Casné juvenilni obdobi povazujeme za expozi¢ni okno, které vede v dospé€losti k tzv.
idiopatické neplodnosti, tj. bez zjevné piiciny.

Pro ucel studia jsme vytvofili model laboratorni mysSi exponované prostiednictvim
matefského mléka kojici samice. Na zakladé tohoto modelu vzniklo n¢kolik studii, prvni z nich
se zaobirala hodnocenim dopadu bisfenoli na samici reprodukci (Nevoral et al. 2021). V
oocytech dospélych samic exponovanych b&hem mlééné vyzivy byly analyzovany
cytoskeletarni a epigenetické markery. Cilem bylo odhalit zmény v oocytech dospélych samic
po expozici nizkymi davkami bisfenolil, nebot” perinatalni obdobi je vysoce citlivé k zachovani
integrity DNA oocytl (Stringer et al. 2020) a epigenetickym zménam vedoucim k
transgeneracni dédicnosti (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 oocytd, kterd lze pozorovat v nezralych oocytech (Verlhac et
al. 1993). Tyto castice lze povazovat za nedegradovany pericentriolarni materidl nebo za
prekurzory centrozomt v oogoniich (Sathananthan et al. 2000; Simerly et al. 2018). Kromé
toho byla struktura délicich vietének podobna té, ktera byla pozorovdna po nadmérné
polymeraci tubulinu doprovazené rozSifenim vieténka a ptitomnosti astrdlnich mikrotubula
vychéazejicich z pola 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
primarni oocyty béhem perinatalniho expozi¢niho okna, zatimco se tvoii primordialni folikuly
(Niu a Spradling 2020). Pro posouzeni epigenetickych zmén byl zvolen marker ustanoveni a
stability heterochromatinu, H3K27me2. Byl skutecné prokazan pokles H3K27me2 u oocyta
dozralych in vitro, coz naznacuje potlaceni ustanoveni heterochromatinu, dilezitého pro DNA
integritu v oocytech (Nevoral et al. 2018b). Mimoto piedpokladame, Ze také dalsi epigenetické
zna¢ky jsou ovlivnény a komplexni zména epigenetického kddu v gametach miize vést k
modulaci epigenetické paméti a/nebo alteracim v genovém imprintingu, pfi¢emz tato poskozeni
jsou pienasena do dalsich generaci (Manikkam et al. 2013; Pocar et al. 2017b). Tyto vysledky
jsou podpotfeny i histologickymi analyzami ovarialni tkdné. Zatimco pocet folikulii nebyl
ovlivnén, interakce se somatickymi bunikami nedokdzala zachranit kvalitu oocyti, jak bylo
popsano v jinych studiich (Li et al. 2008). Toto zjisténi je v souladu s faktem, ze granul6zni
bunky se diferencuji a utvareji pravé v prvnich dnech perinatalniho Zivota (Niu a Spradling
2020). Ackoli in vivo ovulované oocyty podléhaji pfirozené selekci na ovariu podle kvality
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déliciho vieténka a metafazni desticky (Hornak et al. 2011; 2012), po expozici bisfenoly
vykazovaly 1 in vivo ovulované oocyty poskozeni prave téchto struktur. Dokonce i vyvojova
kompetence, métena Gispésnosti ¢asného embryonalniho vyvoje po partenogenetické aktivaci,
byla u téchto oocytli negativné ovlivnéna expozici BPS. Tento vysledek potvrzuje diive
publikovanou préci popisujici cytoskeletarni a epigenetické poSkozeni mysSich oocytii samic
nepiimo exponovanych BPS odlisSnym zpiisobem: gestacni expozice gravidni matky (Zhang et
al. 2020). Na zéklad¢ nami dosazenych vysledkl a dosavadniho poznani 1ze nepfimou expozici
endokrinnimi disruptory oznacit za nebezpecnou pro samici reprodukci, ktera se s problémy
potykd mnohem pozdé&ji, nez dochazi k expozici témito latkami.

Nepiima expozice bisfenoly prostfednictvim matefského mléka negativné ovlivituje
také samci reprodukci (Fenclova et al. 2022). Nedoslo k poSkozeni zakladnich parametrt
et al. 2019). Na druhou stranu, pfima expozice BPS tento efekt pfinesla a méla za nasledek
snizeni motility (Rimnac¢ova et al. 2020). Z toho Ize usuzovat, ze motilita spermii je ovlivnéna
zpusobem expozice a/nebo vékem exponovaného jedince. Jednotlivé bisfenoly mohou téz
ziejm¢e pusobit raznymi zpisoby (Shi et al. 2017; Ullah et al. 2018). Mysi samci byli
exponovani bisfenoly v citlivém obdobi, kdy dochdzi k diferenciaci zarode¢nych bunék
testikularni tkdn€ a jejich dynamickym epigenetickym modifikacim (Nakata et al. 2015; Ernst
et al., 2011). Pomoci markerit DNA poSkozeni, YH2AX a H3K4me2 (Wang et al. 2020; Zhang
et al. 2022), byly posouzeny epigenetické zmény testikularni tkan¢ a spermii. U spermii
H3K4me?2 slouZi jako marker nezralosti (Stiavnicka et al. 2019) a indikuje nedostateéné
nahrazeni histoni protaminy, coZ méa za nasledek poruchy kondenzace heterochromatinu
(Rahman et al. 2017). V testikularni tkani miize nahromadéni H3K4me2 vést az ke sterilité
(Katz et al. 2009) a nasSe studie potvrzuje zvySeni H3K4me?2 v testikularni tkdni i spermiich po
expozici BPS prostfednictvim matefského mléka. Naopak marker dvoufetézcovych zlomu
DNA a DNA integrity YH2AX (Derijck et al. 2006; Kuo a Yang 2008; Sharma et al. 2012)
nevykazoval ocekdvané zvySeni. Byla vSak pozorovana zajimavé korelace mezi YH2AX ve
spermiich, paternalnich prvojadrech zygot a v blastocystach. Z toho lze usuzovat, ze poskozeni
DNA je ptfenaSeno dokonce jiz od spermatogonii testikularni tkané do spermatid a spermii
(Olsen et al. 2005). Vskutku dalsi studie prokazaly pienos poskozeni spermatozoalni DNA do
¢asného embrya (Casanovas et al. 2019; Middelkamp et al. 2019; Rajabi et al. 2018; Sed¢ et al.
2017; Wyck et al. 2018). Nicméng, nase zjisténi pfinasi poznatky, ze tento pienos 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 s vys$Sim vyskytem poskozeni DNA vykazuji opozdénou
replikaci DNA nutnou pro fuzi prvojader (Gawecka et al. 2013), pfi¢emz opravné mechanismy
DNA se u mysi aktivuji az s aktivaci embryonalniho genomu ve fazi dvoubunééného embrya
(Lepikhov et al. 2011) a do té doby zavisi oprava DNA paternalniho prvojadra zygoty na
oocytarni zasob¢ proteinti a RNA (Newman et al. 2022). Nase studie, zabyvajici se kvalitou
spermii samct exponovanych bisfenoly v perinatalnim obdobi prostfednictvim mateiského
mléka, pfinesla poznatky o vlivu na epigenetickou kvalitu testikularni tkdn¢, spermii i ¢asného
embryonalniho vyvoje po oplozeni oocytl t€émito spermiemi.

Vzhledem k vySe popsanym nélezim, kdy dochazi zjevné k poskozeni germinélnich
buné¢k spise nez zrajicich spermatocytil a spermii, jsme uvazovali poskozeni hemotestikularni

bariéry (blood-testis barrier, BTB), ktera pozd¢jsi vyvojova stadia spermiogeneze ochranuje.
Pro ovéfeni nasi hypotézy poskozeni BTB po perinatalni expozici byla navrzena histologicka
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poznatky. V kritickém obdobi perinatalniho vyvoje totiz dochazi k vytvareni BTB, komponenty
zodpovidajici za spravny prib¢h spermatogeneze. BTB omezuje paracelularni tok latek ze
Sertoliho bunék (bazalniho kompartmentu) do apikalniho kompartmentu, kde probiha post-
meioticky vyvoj zarodeénych bun€k (Yan Cheng a Mruk 2012). BTB je také dllezita pro
obnovu spermatogonii, jejich mitotickou proliferaci a diferenciaci (Yan Cheng a Mruk 2012;
Zhou a Wang 2022). Spermatogonie maji plny pfistup k nutrientim, hormonim a dalSim
biomolekulam (vCetné¢ toxinil) 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 apikdlniho kompartmentu testikularni tkan¢, aby mohly
zahdjit meiotické déleni (Wen et al. 2018). Tésné (tight) a mezerové (gap) spoje jsou hlavnimi
komponentami BTB. Pro posouzeni mezerovych spojii byl zvolen marker Connexin 43 (CX43)
(Li et al. 2010; Pointis a Segretain 2005; Steger et al. 1999; Yawer et al. 2022; 2020), ktery
vykézal narist v testikularni tkani dospélych samcti exponovanych prostfednictvim matefského
mléka v perinatdlnim obdobi. U juvenilnich samct nebyly prokdzany zadné rozdily. Toto
zjisténi mize byt vysvétleno tim, ze BTB se utvafi od prvni spermatogenni viny na zacatku
puberty, dokud neni ukoncend proliferace Sertoliho bunc¢k (Gerber et al. 2016). CX43 je
dulezity protein pro remodulaci BTB béhem spermatogeneze v dospélosti (Li et al. 2010), proto
1ze ptedpokladat, 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
spojti, 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 matefského mléka.
exponovanych prepubertalnich mys$i (Cao et al. 2020) a krys (Tian et al. 2017), avSak toto
poskozeni bylo reverzibilni u zvifat vystavenych nizkym davkédm bisfenolid. Kromé poSkozeni
BTB vyvolava expozice bisfenoly prostfednictvim matefského mléka zvySeni
mitochondridlniho oxidativniho stresu v testikularni tkéni v dospélosti, coz potvrzuji i diivé;si
studie (Richter 1992; Suzuki et al. 1999; Kaimal et al. 2021).

Na zéklad¢ naSich vysledkt 1ze vyvodit zavér, Ze BPS a BPF nejsou bezpecnou
alternativou BPA. Pfima expozice nizkymi davkami BPS negativné ovliviiuje kvalitu oocytt 1
spermii exponovanych jedinct. Jinak tomu neni ani u expozice nepiimé prostfednictvim
matefského mléka. Dokonce i1 nizké davky pfijimané matkou poskozuji proces oogeneze u
samicich a spermatogeneze u samcich potomkii. U samcti je neptimou expozici ovlivnén i vyvoj
testikularni tkané a formovani BTB. Poskozeni testikularni tkdné vyusti v posSkozeni
spermatogeneze a spermie tyto negativni zmény pienasi pii oplozeni do zygoty, coZ ma za
nasledek selhavéani ¢asného embryonalniho vyvoje. Lze tvrdit, Ze expozice alternativnimi
bisfenoly je moZnou pti¢inou idiopatické infertility u obou pohlavi.
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Zavéry

Endokrinni disruptory jsou v dnes$ni dobé zavaznym problémem zapficinujicim
infertilitu Zen 1 muzl. V pfipadé nékterych endokrinnich disruptorti neni jejich pouziti
regulovéno, pfestoze je znama jejich Skodlivost. Jiné endokrinni disruptory ziistavaji stale
neprovéieny. Proto se tato prace zabyva bisfenoly BPS a BPF, které ptredstavuji alternativu
k dfive hojné vyuzivanému BPA, jehoz toxicita byla plné prokazana. Pfestoze ptibyva dikazi
o Skodlivosti BPS a BPF, pfi¢emz mnoho z nich pfinesly ptedloZené prace, jejich pouzivani pii
vyrobé¢ plastickych hmot, plechovek, termélniho papiru a dalSich produkt denni spotieby neni
nijak regulovano. Zde komentované ptivodni prace studuji dopad BPS a BPF na reprodukci a
popisuji mechanizmy, jakym jako endokrinni disruptory ptisobi.

Nas§ vyzkum splnil vSechny cile této prace a potvrdil hypotézy o Skodlivosti
alternativnich bisfenoli BPS a BPF. Pifima expozice na experimentalni samice my$i 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 buné¢ného stresu a nasledného
embryonalniho vyvoje podléhaly signifikantnim zméndm. U parametriit sam¢i reprodukce
zpusobila pfima expozice sniZzeni motility, nartst hladiny acetylace proteinti spermii a nardst
zlomi DNA v testikularni tkdni. Nepiima expozice prostfednictvim matetského mléka
v obdobi mlé¢né vyzivy zpusobila v dospélosti samice malformace déliciho vieténka, ovlivnila
formovani heterochromatinu a snizila vyvojové kompetence mySich oocytii. U samcii tato
nepiima expozice negativné pisobila na stabilitu DNA spermii. Toto poSkozeni bylo po
oplozeni oocytu pieneseno do zygot a blastocyst. PoSkozeni hemotestikuldrni bariéry bylo
prokdzano po nepfimé expozici bisfenoliim a je tak vysvétlenim pro poSkozeni spermii béhem
spermatogeneze.

Zaveérem lze tvrdit, ze bisfenoly ovliviiuji reprodukéni schopnosti pii pfimé 1 neptimé
expozici, a funguji nejrizn€j§imi zplisoby na reprodukcéni procesy samic a samcu.
Experimentalni praci jsme prokazali zmény epigenetického kodu, poSkozeni cytoskeletu,
integrity DNA a post-transla¢nich modifikaci proteind. Pfestoze pouzit¢ davky byly velmi
nizké, simulovaly experimenty prave realné expozice ¢loveéka a vysledky tak Ize povazovat za
alarmujici ve vztahu k reprodukénimu zdravi a pricinam neplodnosti. Dalsi experimenty jsou
zapotiebi k objasnéni transgenera¢ni dédi€nosti zmén chromatinu prostfednictvim
epigenetického kodu zplsobenych expozici bisfenolim. Téz je nezbytnd striktni kontrola
dopadt endokrinnich disruptorii v redlnych (tj. velmi nizkych) davkach nejen na reprodukéni
schopnosti.
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