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Abstrakt

Lysmeral (Lilial, Butylphenyl Methylpropional) je synteticky vyrabény aldehyd. Pouziva
se pro svoji typickou vuni pfipominajici konvalinky jako parfémova slozka produktl v
kosmetickém primyslu. Typicky ho nachazime napfiklad i v Cisticich prostfedcich.
Figuruje na seznamu 26 nejznaméjSich syntetickych alergenll a byla prokazana jeho
pfitomnost v moci lidi a nasledné i v odpadnich vodach. Podle nékterych nazor by mél
byt lysmeral zafazen do kategorie endokrinnich disruptorud, coz jsou latky, které svym
pusobenim mohou narusovat endokrinni systém organismu. Jelikoz tyto substance ¢asto
ovliviiuji reprodukci savcy, je v zajmu spole€nosti se jimi zabyvat, vzhledem k tomu, ze
se vyskytuji bézné v prostfedi. Lysmeral nebyl pfed uvedenim na trh fadné testovan a
vSechny jeho vlivy na organismy stale nejsou znamy. Hypotézou této diplomové prace
je, ze expozice lysmeralem zplsobuje nezadouci zmény v pribéhu meiotického zrani
prasecCich oocytu in vitro a cilem je zkoumat vliv lysmeralu v koncentracich
odpovidajicich béznym expozicim Clovéka, na specifické markery meiotického zrani
praseCich oocytd. Vysledky potvrzuji negativni vliv lysmeralu na plynulou progresi
meiotického zrani a dosazeni kone¢ného stadia maturace prasecich oocytu in vitro. Byl
také prokazan vliv lysmeralu na zvySenou incidenci abnormalit déliciho vieténka a
dvouvlaknovych zlomtd DNA. Vliv lysmeralu na methylaci histonu H3K4me3 nebyl
prokazan. Obecné nase vysledky poukazuji na mozna rizika spojena s vyuzivanim této
syntetické latky a apeluji na blizsi a dukladngjSi prozkoumani jejiho vlivu na organismy

a reprodukci zivo€ichl v€etné Clovéka.

Klicova slova

oocyt, meiotické zrani, lysmeral, endokrinni disruptor, prase



Abstract

Lysmeral (Lilial, Butylphenyl Methylpropional) is a synthetically produced aldehyde. It is
used for its typical lily of the valley-like scent as a perfume ingredient in cosmetic
products. It is typically found, for example, in cleaning products. It is on the list of the 26
most well-known synthetic allergens and has been shown to be present in human urine
and subsequently in wastewater. According to some opinions, lysmeral should be
classified as an endocrine disruptor, which are substances that can interfere with the
body's endocrine system. As these substances often affect mammalian reproduction, it
is in society's interest to address them, given that they are commonly found in the
environment. Lysmeral was not properly tested before being placed on the market and
all its effects on organisms are still unknown. The hypothesis of this thesis is that
exposure to lysmeral causes undesirable changes in the meiotic maturation of porcine
oocytes in vitro and the aim is to investigate the effect of lysmeral, at concentrations
corresponding to normal human exposures, on specific markers of meiotic maturation of
porcine oocytes. The results confirm the negative effect of lysmeral on the smooth
progression of meiotic maturation and the achievement of the final stage of porcine
oocyte maturation in vitro. The effect of lysmeral on the increased incidence of division
spindle abnormalities and double-stranded DNA breaks was also demonstrated. The
effect of lysmeral on histone H3K4me3 methylation was not demonstrated. Overall, our
results highlight the potential risks associated with the use of this synthetic substance
and call for a closer and more thorough investigation of its effects on organisms and

animal reproduction, including humans.
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Seznam zkratek

AC — adenylat cyklaza (adenylate cyclase)

AJ — adherentni spoje (adherent junctions)

APC — komplex podporujici anafazi (anaphase-promoting complex)
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BPS — bisfenol S (bisphenol S - 4,4'-sulfonyldiphenol)

Brg1 — Brahma-related gene-1

cAMP - cyklicky adenosin monofosfat (cyclic adenosine monophosphate)
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CNP — natriureticky peptid typu C (C-type natriuretic peptide)

CpG - cytosin trifosfat deoxynukleotid — fosfodiester — guanin trifosfat deoxynukleotid
(cythosine triphosphate deoxynucleotide — phosphodiester — guanine triphosphate
deoxynucleotide)

CSF — cytostaticky faktor (cytostatic factor)

DBS - dvouvlaknové zlomy (double strand

DES - diethylstilbestrol

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

Dnmt1 — DNA methyl transferaza 1 (DNA methyl transferase 1)

DV - délici vieténko (meiotic spindle)

E2 — estradiol

EM - epigenetické modifikace

ER — Endoplazmatické retikulum

ERK — extracelularné regulované kinazy (extracelular regulated kinases)
ESB — Banka environmentalnich vzorkd (Environmental Specimen Bank)
FIGa — faktor zarodecné linie alfa (factor in the germline alpha)

FSH — folikuly stimulujici hormon (follicle stimulating hormone)

GA - Golgiho aparat

GDF9 - rlstovy diferenciacni faktor 9 (growth differentiation factor 9)



GerES V — némecky priizkum zivotniho prostifedi (German Environmental Survey V)
GJ — mezerové spoje (gap junctions)

GPR, GPR3, GPR12 — receptory spfazené s G-proteiny (G-protein coupled receptors)
GV - zarodecny vacek (germinal vesicle)

GVBD - rozpad zarodecného vacku (Germinal vesicle breakdown)

HBM — biomonitoring lidské populace (human biomonitoring)

HDACS — histon-deacetylaza 8 (Histone deacetylase 8)

HMT — methyl — histontransferazy

Hox — homebox geny

ICSI - intracytoplasmaticka injekce spermie (intracytoplasmic sperm injection)
IP3r — inositol-1,4,5-fosfat receptor (Inositol trisphosphate receptor)

KG - kortikalni granule

KIFC1 — (kinesin superfamily protein C1)

LC-MS/MS - (liquid chromatography-tandem mass spektrometry)

LH — luteinizani hormon
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LysOH — lysmerol

M-11 — kyselina hydroxy-lysmerylova

MAPK — mitogeny aktivovana protein kinaza (mitogen-activated protein kinase)
MCF7 — (Michigan Cancer Foundation-7)

MEK — mitogeny aktivovana protein kinaza kinaza (mitogen-activated protein kinase
kinase)
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Mtch — mitochondrie (mitochondria)
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Numa - jaderny protein mitotického aparatu (nuclear mitotic apparatus protein)
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1. Uvod

Jiz fadu let se mluvi o znepokojujicim stavu kontaminace prostfedi toxickymi
latkami, které ovliviuji €i potencionalné mohou ovliviiovat lidsky organismus. Polutantu
zivotniho prostfedi je mnoho, nicméné mezi nejznaméjSi a svym ucinkem velmi
specifické se fadi endokrinni disruptory (ED). Jsou to exogenni substance vstupuijici do
organismu a imitujici nékteré pfirozené endogenni hormony, ¢imz mohou narusit jeho
fungovani. Latek z fad EDs neustale pfibyva, jelikoz opravnéné narustaji obavy z jejich
vyuzivani a to hlavné pro vyrobu produktu, se kterymi pfichazime do kontaktu na denni
bazi. Jednou z téchto bézné pouzivanych latek, u které vzrista podezieni, ze do
kategorie ED spada, je lysmeral. Jedna se o velmi silny alergen, ktery byva Casto
obsazen v kosmetickych produktech zejména pro svou typickou konvalinkovou vini. Byl
jiz detekovan v lidské moci, tudiz je prokazano, ze do téla vstupuje. Vzhledem
k hormonalni aktivité EDs se zda byt na misté sledovat jejich pisobeni na rozmnozovaci
soustavu, ktera je s tou endokrinni silné propojena. Vyzkumy jiz prokazaly negativni efekt
mnoha latek z fad EDs na reproduké&ni soustavy savcu i ostatnich organismu, nicméné
presné molekularni principy stale objasnéné nejsou. Castym uginkem EDs je ovliviiovani
schopnosti oocytl dozravat a byt vyvojové kompetentni. Vyvoj sav€ich gamet je vysoce
komplexni a viceuroviiova souhra mnoha s procesu a drah, coz vSak také znamena, ze
je zde velky prostor pro chyby vedouci k naruseni fyziologickych procesu. V pfipadé
meiotického zrani oocytl je kladen dliraz zejména na spravnost asymetrického rozdéleni
buniky, ¢imz nasledné vznika plnohodnotna samiCi gameta prfedurcena k oplozeni a
uspésnému vyvoji nového embrya. Jak se ukazalo, nékteré EDs v procesu zrani oocytu
ovliviiuji jednotlivé stézejni faktory, jako napfiklad utvareni déliciho vietene (DV) a s tim
spojené zarovnani chromozom( do metafazni roviny, vydéleni pélového téliska Ci

epigenetické modifikace histon(.

V této praci sledujeme vliv lysmeralu na dulezité markery meiotického zrani
prasecich oocytld a na jeho celkovy pribéh. Experimentalnim modelem bylo zvoleno
prase (Sus scrofa), které je v biomedicinskych vyzkumech vyuzivano hlavné kvuli své

fyziologické podobnosti s lidskym organismem.



2. Literarni resSerse

2.1 Savéi oogeneze

Proces pfemény samicich primordialnich zarode¢nych bunék (PGC - primordial
germ cells) ve zralé pohlavni bunky se souhrnné nazyva oogeneze. Zacina jiz
v prenatalnim stadiu vyvoje savCich samic. Podstatou je mei6za, ktera mimo jiné
zahrnuje redukci chromozomu v jadie bunék na polovinu. Tak vznikaji buriky haploidni,
které nasledné mohou dozravat ve zralé pohlavni bufky. Obecné se da oogeneze
rozdélit na 3 hlavni faze, kterymi jsou proliferace, rlst a zrani oocytl. V nasledujicich

kapitolach se budu vénovat popisu téchto jednotlivych fazi sav¢i oogeneze.

2.1.1 Proliferace PGC

Rana stadia oocytu jsou PGC (Witchi, 1948; Mintz, 1957; Hancock et al., 2021) dle
dosavadnich vyzkum tyto buriky pochazi z proximalniho epiblastu, kde vznikaji indukci
bunék extraembryonalniho ektodermu a visceralniho endodermu. Obé tyto tkané
obklopuji epiblastové bunky a uvolfiuji do jejich okoli Fadu faktort, napfiklad c-kit ligand
(Hutt et al., 2006), transformacni rastovy faktor 1 (TGF-B1 - transforming growth factor
beta 1) (Chuva de Sousa Lopes et al., 2005) a chemokin SDF1 (Stromal Cell-Derived
Factor 1) (Molyneaux et al., 2003) a takto ovlivnéné bunky jsou kompatibilni k pfeméné
v PGC. Béhem Casné gastrulace se vytvofi shluk PGC (Ginsburg et al., 1990; Saitou et
al., 2002; Ohinata et al., 2005), které zacnou mitotickym délenim zvySovat svij pocCet a
postupné migruji pfes endoderm vyvijejiciho se stfeva. Kdyz PGCs prekonaji endoderm,
dostanou se do mezenteria, kde zacnou kolonizovat oblast budoucich gonad (Pepling,
2006). Migrace jako takova je fizena lokalni produkci cytokinu (u mysi pusobi jako
atraktant chemokin SDF1 (Molyneaux et al., 2003)). Regulace prasecich a lidskych PGC
je ale pres veskeré usili stale malo prozkoumana a ne vSechny mechanismy byly plné
popsany a pochopeny. SavCi sami¢i PGC po usazeni a ztraté motility zacnou
diferencovat v oogonie, které jsou jiz vyvojovym stadiem oocytu. Oogonie se soustavné
mitoticky déli, €imz zvySuji svoji populaci v oblasti genitalni liSty (Picton et al., 1998). U
hlodavcu dojde k zmnozeni na stovky tisic PGC, u primata to jsou miliony (De Felici et
al., 2005). Hned jak Cetné déleni ustane, dojde k masivnimu odumirani bunék, coz
(Black & Erickson, 1968). Davod zaniku téméf dvou tfetin populace PGC je stale malo

znam, nicméneé existuji rizné teorie. Jednou z nich je napfiklad to, Ze ztrata perinatalnich
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PGC je vyvojové fizenym procesem, odliSnym od folikularni atrézie, kterou muzeme
pozorovat v dospélém organismu a slouzi k pfimé nutritivni podpofe pfezivSich bunék
(Pepling & Spradling, 2001). Po usazeni PGC v genitalni liSté dochazi ke zméné genové
exprese oogonii, coz je jeden ze zasadnich reprogramacnich procest. Oogonie jsou
propojeny cytoplazmatickymi mustky, diky kterym mezi nimi dochazi k mezibunécné
komunikaci. Dale zde také dochazi ke komunikaci s epitelialnimi pregranuléznimi
somatickymi bunkami. Vytvaii spoleCné tzv. ovarialni provazce, které jsou ranym
stadiem vaje¢nikd (Guigon & Magre, 2006). Periferné jsou obklopeny bazalni
membranou, ktera zajisti oddéleni od mezenchymalnich bunék vyvijejiciho se ovaria
(Sawyer et al., 2002).

V dalS§im stadiu oogeneze dojde k rozvolfovani cytoplazmatickych mustkd,
jednotlivé bunky se osamostatni a mohou se kolem nich zacit tvofit jednovrstevné epitely
somatickych bunék, tzv. primordialni folikuly (Pepling & Spradling, 2001). Mezi oocyty a
somatickymi bunkami, které je obklopuji, dochazi k interakci, na niz se podili transkripCni
faktor FIG-a (factor in the germline alpha), ktery je zasadnim faktorem hlavné na pocatku
folikulogeneze, coz bylo prokazano v experimentu, kde u mysi s knock-outem genu pro
tento faktor nedochazelo k formovani primordialnich folikuld (Soyal et al., 2000). Dle
obecné pfijimaného dogmatu, je pocet primordialnich folikull pfitomnych po narozeni
koneCnym oocytarnim rezervoarem, jenz se béhem celého reprodukcniho Zivota Zeny
pouze snizuje. Proti tomu vSak stoji poznatky z nékolika experiment(, kde byla potvrzena
pfitomnost kmenovych bunék ve vajeCnicich i béhem postnatalniho zivota, coz
naznacuje, ze proces diferenciace novych oocytl muze probihat i b&hem Zivota po
narozeni (Bukovsky et al., 2004; Johnson et al., 2004).

PGC ztrati svij kmenovy potencial pfi vstupu do meidzy, diferencuji v oocyty a
zahaji tak druhou fazi oogeneze. Konkrétné u Clovéka je uvadén konec mitotického
déleni oogonii a zaCatek meiotického déleni oocytll do 5. mésice intrauterinniho vyvoje
plodu (Baker & Zuckerman, 1963; Peters et al., 1970).

Po zahajeni meidzy projdou oocyty stadii profaze prvniho meiotického déleni,
kterymi jsou leptotene, zygotene a pachytene, az se zastavi v poslednim stadiu
diplotene. Jedna se o prvni meioticky blok, ve kterém primarni oocyt setrva az do doby

pohlavni dospélosti sav€iho organismu, tedy az do puberty (Picton et al., 1998). BEhem



tohoto procesu dojde hlavné v jadife k mnoha zménam, kondenzuje se chromatin (vytvori
kompaktni struktury), sparuji se homologni chromozomy a také dojde k prokfizeni
nesesterskych chromatid a nasledné k jejich vyméné, cemuz se fika crossing-over
(Bojko, 1985; Cheng et al., 2009).

2.1.2 RuUstova faze

Jakmile je zahajeno prvni meiotické déleni, muzeme jiz mluvit o fazi ristu oocytu.
Vlivem masivni tvorby ribonukleové kyseliny (RNA — ribonucleic acid) se u rostouciho
oocytu umérné zvétsi jadro, které je v této fazi oznaCovano jako zarodecny/rastovy vacek
(GV - germinal vesicle). Oocyt je na pocatku rlstové faze oznacovan jako primarni
(Areekijseree et al., 2015). Nejen v jadie vSak dochazi ke zménam, v cytoplazmé se
napfiklad zvySi genova exprese a syntéza RNA, vznikaji nové organely, modifikuji se
stavajici a méni se usporadani intracelularni struktury oocytu. Béhem rastové faze se
prumér praseciho oocytu zvétsi z 30 um na 120 um (Motlik & Fulka, 1986; Kanitz et al.,
2001).

Faze rastu oocytu je typicka také zvySenou syntézou proteinu, ktera je nezbytna
nejen pro rust a zrani oocytu, ale také pro vznik zygoty a ¢asna embryonalni stadia.
Z toho divodu musi byt v oocytu adekvatni mnozstvi ribozoma, které dostateCnou a
plynulou syntézu zajisti. Jadérko je mistem tvorby ribozomalnich podjednotek a pozdéji
béhem aktivace embryonalniho genomu je jadérko pfitomno ve fibrilo-granularni formé,
coz odrazi vysokou aktivitu syntézy ribozomu a tim i proteinové syntézy. Naproti tomu
oocyt primordialniho folikulu je transkripCné neaktivni a jadérko se sklada vyhradné z
granularni ¢asti, coz signalizuje absenci aktivity syntézy ribozom( (Crozet, 1981; Motlik
etal., 1984).

Narust syntézy RNA

ZvySeni RNA syntézy je kliCovym krokem, primarné kvali samotnému rastu
oocytu, ale také pro uskladnéni syntetizované RNA. Od ukon&eni ristu oocytu, az po
ranné embryo neni zaznamenana transkripCni aktivita a jsou vyuzivany zasoby
maternalni messengerové RNA (mRNA), které byly vytvofeny pravé v rustové fazi.
Mérenim rychlosti inkorporace 3H-uridinu bylo prokazano, ze syntéza RNA je pIné aktivni

béhem rané oogeneze, ale jak oocyt roste, tato aktivita se vypina a v dobé, kdy oocyt



dosahne piné velikosti, je zbyvajici aktivita omezena na jadro (Moore & Lintern-Moore,
1978). Pfedpokladalo se, Ze ve stadiu osmi bunék je opét pozorovan narust syntézy RNA
(Tesafik et al., 1988; Yan et al, 2013), nicméné nedavné vyzkumy ukazuji, Ze
k reaktivaci genomu pravdépodobné dochazi u lidskych embryi jiz ve stadiu zygoty
(Asami et al., 2022). Regulaénim mechanismem skladovani a vyuzivani maternalnich
MRNA je polyadenylace (Vassalli et al., 1989). Jde o posttranskripcni modifikaci, kdy
dochazi k pfidavani nukleotidu, konkrétné adenosin monofosfatu, na 3' konec mRNA
transkriptu. Tato sekvence je nekddujici a slouzi k pfeduréovani osudu transkriptu
(Brawerman, 1981). Pfitomnost mRNA s poly A koncem dlouhym az 150 nukleotidi dava
po vstupu do cytoplasmy signal pro translaci. Pokud je poly A konec dlouhy pouze 30-

40 nukleotidli, znamena to pfedurceni k uskladnéni (Morgan et al., 2017).

Pfiklady maternalnich gend jsou Cdx2 (Caudal Type Homeobox 2) (Blij et al.,
2012) a Oct4 (Octamer-Binding Protein 4) (Frum et al., 2013), které oba zodpovidaji za
prvotni liniovou specifikaci déliciho se raného embrya. Dale pak gen pro maternalni E-
cadherin - Cdh1 (Cadherin 1), zajistujici buné€nou adhezi béhem kompaktace, nebo gen
Brg1 (Brahma-related gene-1) ovliviujici aktivaci embryonalniho genomu a remodelaci

chromatinu (Bultman et al., 2006).

DalSim mechanismem podilejicim se na regulaci translace maternalnich mRNA
je formovani RNA granul z jednotlivych vlaken, ktera nemaiji byt translatovana. Jedna se
o takzvané P-bodies (Cougot et al., 2004), coz jsou Utvary slozené z konkrétni mRNA a
22 doposud identifikovanych proteint (Luo et al., 2018). Tento mechanismus je typicky
napfiklad pro gen cyklinu B, ktery zodpovida za znovuzahajeni meiotického zrani.
Konkrétné se aktinova vlakna spolu s proteinem Pum1 (pumilio homolog 1) vazi na

transkripty genu pro cyklin B a znemozriuji tak jeho translaci (Kotani et al., 2013)

Reorganizace organel

V ristové fazi oocytu dochazi k zasadnim zmeénam v prostorové organizaci
organel, které se koncentruji blizko jadra a teprve s pozdé&jSimi vyvojovymi stadii zacnou
migrovat smérem ke kortexu. Dojde ke zvySeni poCtu vétSiny organel, zejména pak
ribozom0 a dale také mitochondrii (Mtch), které jsou nezvykle zakulacené a s méné
kristami (Stojkovic et al., 2001; Yu et al., 2010). Se zvySenim poc€tu Mtch zde vSak

umérné nestoupa i produkce energie (Wassarman & Josefowicz, 1978). Golgiho aparat



(GA) se zvétsuje, transformuje a z plochych spojenych membranovych utvarl se stavaji
separatni jednotky, které putuji k membrané oocytu, kde se exportem glykoprotein(
podili na vystavbé zony pellucidy (ZP). DalSi funkci GA je participace na formovani
kortikalnich granuli (KG). Spolu s endoplazmatickym retikulem, které je také béhem faze
rustu zvétSeno a presunuto ze stifedu do kortikalni oblasti, se podileji na kortikalni reakci
— mechanismu zabranujicimu vniku vice spermii do jednoho oocytu. Endoplazmatické
retikulum (ER) ma na starosti zvySeni koncentrace vapniku, ktery je potifebny

k samotnému vyliti KG (Mehlmann et al., 1995).

Zona pellucida

Jak jiz bylo zminéno, v rustové fazi se také tvofi glykoproteinovy obal oocytu

nazyvany ZP. Jedna se o ochranny ,plast“ oocytu a téméf u vSech placentall se ZP
sklada ze Ctyr nebo tfi vysoce glykosylovanych, konzervovanych proteint ZP1,ZP2, ZP3
a ZP4 (Wassarman, 2008). ZP2 a ZP3 se vyskytuji u savct bézné a u nékterych druh
jsou jesté navic pfitomny bud ZP1 nebo ZP4, popfipadé oba glykoproteiny (Goudet et
al., 2008). Napfiklad mysi ZP obsahuije tfi proteiny - ZP1, ZP2 a ZP3 (Bleil & Wassarman,
1980). Bioinformatickou analyzou bylo potvrzeno, Zze v mySim genomu je Zp4 gen
pFitomny jako pseudogen. Stalo se tak v dusledku mikrodelece nukleotid(, ktera vedla k
posunu ramce a vzniku pred€asného stop kodonu v jeho transkriptu (Goudet et al.,
2008). Dalsi skupina zivocichu, do které patfi prasata (Hedrick & Wardrip, 1987), kravy
(Noguchi et al., 1994) a psi (Goudet et al., 2008), ma ZP sloZzenou z proteint ZP2, ZP3
a ZP4. Posledni skupinou jsou ZzZivolichové, jejichz ZP je sestavena ze vSech Ctyf
proteinl a patfi sem napfiklad Clovék (Lefieévre et al., 2004) a kieCek (Izquierdo-Rico et
al., 2009). Geny Zp1 a Zp4 jsou paralogy a pfedpoklada se, Ze se vyvinuly ze stejného
genu spolec¢ného predka duplikaci, sdileji tedy maximalni podobnost sekvenci (Goudet
et al., 2008).

Zonalni glykoproteiny vzajemnou interakci vytvari 10-25 um tlusty obal obklopujici
cely oocyt. Strukturné maji zonalni proteiny rtzné, velmi odliSné role. Hlavnimi
strukturnimi pilifi jsou proteiny ZP2 a ZP3, které ve formé& heterodimeru propojuje ZP1.
ZP3 hraje pravdépodobné roli ligandu pro spermie (primarni vazba spermie a oocytu) a
spole¢né se ZP4 (Nakano & Yonezawa, 2001; Zeng et al., 2021) se podili na spusténi
akrozomalni reakce. ZP2 pak zajisti, ze se akrozomalné zreagované spermie udrzi na
ZP (Yurewicz et al., 1998)



Vyvoj folikulu (folikulogeneze)

Do zahajeni rustové faze o folikulu mluvime jako o primordialnim. Jedna se o
jednovrstevny epitel pregranuléznich bunék plivodem z mesonefros (Hummitzsch et al.,
2013), které s oocytem komunikuji rGznymi zpusoby a na nékolika urovnich. Nejvic
typicky je mechanismus interakce skrze mezerové (GJ - gap junctions) a adhezivni spoje
(AJ - adherent junctions) (Anderson et al., 1978). Tyto prvotni bufky jsou ploché a pfimo
naléhaji na oocyt az do doby, nez je vytvofena ZP, ktera mezi somatickymi burikami a
oocytem vytvofi bariéru. Interakce mezi oocytem a somatickymi burikami nadale probiha,
nicméné v tomto bodé uz jen pfes trans-zonalni interakce (Jaffe & Egbert, 2017), nebo
jak ukazuji nedavné vyzkumy pres tzv. transzonalni projekce (transzonal projections —
TZP) (Motta et al., 1994). V pfipadé TZP se jedna o specializované folikularni filopodie,
které jsou aktivné a kontinualné generovany béhem rlstové faze oogeneze. Skladaji se
ze struktur bohatych na F-aktin a mikrotubuly (MT), které podporuji aktivni pohyb molekul
a organel ze somatickych bunék smérem k povrchu oocytu. Mechanismus propojeni
s oocytem je opét pres GJ. KliCovou roli v jejich tvorbé hraje samotny oocyt
prostfednictvim vylu€ovaného ristového a diferenciacniho faktoru 9 (GDF9 - growth
mezibuné&né komunikace, které se objevuji v pozdéjSich fazich vyvoje folikult. S ristem
oocytl se pocet a strukturni slozitost TZP zvySuje. Dokonce i granuldzni buriky, které se
nachazeji dvé nebo vice vrstev od oocytl v sekundarnich folikulech, produkuiji filopodie,
které obchazeji proximalni buiky granulézy a pfekonaiji i ZP, jen aby se dostaly k oocytu
(Makabe et al., 2006; Fushii et al., 2021). Zajimavosti je, ze tyto interakce s vékem Zeny
oslabuji. Dle studie El-Hayek et al. (2018) existuje i pfimo umérny vztah mezi mirou

propojeni oocytu se somatickymi burfikami a plodnosti.

Parakrinni signalni drahy, které byly identifikovany studiemi genové delece,
propojuji oogenezi s folikulogenezi. Tyto oocyt-specifické drahy zahrnuji c&leny
pochazejici z rodiny transformujicich ristovych faktort-p (TGFp - transforming growth
factor B). Jsou jimi napfiklad GDF9 (viz vySe) (Dong et al., 1996) nebo kostni
morfogeneticky protein 15 (BMP15 - bone morphogenetic protein 15) (Persani et al.,
2014). Parakrinni rustové faktory vyluCované oocyty stimuluji metabolismus
v priléhajicich somatickych burkach, podporuji jejich diferenciaci, proliferaci
(Vanderfiyden et al., 1992) a stimuluji v nich produkci faktord regulujicich mitézu

(Gilchrist et al., 2001). Faktory GDF9 a BMP15 jsou pfimo zapojeny do modulace
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energetického metabolismu (Sugiura et al., 2005) a biosyntézy cholesterolu (Su et al.,
2008), coz jsou stézejni pochody neprobihajici v oocytech, ale jsou vysoce funkéni v
bunikach granulézy. Konkrétné GDF9 je oocytem syntetizovan od stadia primarniho
folikulu, az po stadium Graafova folikulu (Hussein et al., 2006). MySi s knock-outovanym
genem pro GDF9 jsou sterilni (Dong et al., 1996), coz je vysledkem zastaveni
folikularnihno vyvoje, ktery je na GDF9 zavisly. Kompenzujici mechanismy
prostfednictvim GDF9 pretrvavaji az do ranych stadii embryogeneze, kde prebiraji
odpovédnost za r0zné signalni drahy, dokud nedojde k reaktivaci embryonalniho
genomu. Koncentrace GDF koreluje v pribé&hu oogeneze a rané embryogeneze s
kvalitou oocytu &i embrya (Li et al., 2022). Diky tomu se o GDF9 pfemysli jako o
potencionalnim mozném faktoru vylepSujicim uspésnost metody umélého oplodnéni
ICSI (intracytoplasmic sperm injection) (Ashourzadeh et al., 2021). Doplfiujicim
poznatkem také je, Ze koncentrace GDF9 s vékem Zeny klesa a s nim klesa i kvalita

oocytu (Gong et al., 2021).

Jak uz bylo fe€eno, primordialni folikuly zistavaji v klidové fazi az do doby, nez
jsou k ristu stimulovany (Braw-Tal & Yossefi, 1997), coz nastava v obdobi pohlavni
dospélosti (Erickson, 1966; Pawlak et al., 2011). V tento moment se z plochych bunék
stavaji kubické a primordialni folikul se transformuje na primarni, jednovrstevny kubicky
epitel zaCne nabirat na objemu, pfidava se dalSi vrstva bunék a vznika tak sekundarni
folikul. Této fazi se také fika preantraini, jelikoz je to posledni moment, ve kterém jsou
vrstvy folikularnich bunék rovnomérné a jesté neni pfitomné antrum. Folikul je v tomto
momenté obalen vice nez jednou vrstvou granuléznich bunék. Vrstva bunék pfimo leZici
na ZP se nazyva corona radiata. Jednou z dalSich charakteristik preantralniho folikulu,
je pfitomnost kapilar, tedy krevniho zasobeni folikulu. V - momenté, kdy sekundarni folikul
zaCne obalovat specialni typ bunék — bunky thekalni (theca folliculi interna a externa),

jedna se o folikul preantralni. Diferenciace thekalnich bunék zavisi na vice faktorech,



podminkou pro jejich vznik je napfiklad pfitomnost dvou nebo vice vrstev granuléznich

bunék a aktivace steroidogennich enzymu (Orisaka et al., 2006).

Follicle developmental stages Mural cell

Pre-granulosa |Granulosa
cell cell

®— 8|

Primordial  Primary Secondary Early antral Antral Preovulatory

Obrazek 1: Vyvojova stadia folikulu

Schématicky obrazek v jedné roviné shrnuje hlavni stadia folikulogeneze, od
primordialniho, az po preovulaéni folikul. V primordialnim folikulu je pfitomna pouze
jedna vrstva pregranuloznich plochych bunék, které se v primarnim stadiu stavaji
burikami granuléznimi, ty se na sebe za¢nou vrstvit a vznika folikul sekundarni. Jakmile
se zacnou ,bortit* vrstvy naskladanych granul6znich bunék, jedna se o folikul preantralni,
ze kterého zahy vznika folikul antralni, jez je charakterizovan vznikem dutiny naplnéné
tekutinou. Poslednim stadiem na obrazku je preovulacni folikul, ktery byva oznaovan
jako Graafuv folikul. Pfevzato z (R. Li & Albertini, 2013)

Antrum je dutina tvofici se mezi folikularnimi burikami a plnici se tekutinou (liquor
folliculi), ktera hraje vyznamnou roli v meiotické kompetenci oocytu. Konkrétni signal,
ktery spusti formovani antralni dutiny nebyl dodnes identifikovan. Pfedpokladem je, Ze
se jedna o souhru nékolika signall a stézejni roli vtomto procesu hraji androgeny,
estrogeny, luteiniza¢ni hormon (LH) a folikulo-stimulaéni hormon (FSH) (Dewalilly et al.,
2016; Tasaki et al., 2013). Tvorba folikularniho antra rozdéluje populaci bunék granulézy
do dvou hlavnich skupin: kumularni buriky spojené s oocyty a granulézni buriky lemujici
folikularni sténu (Amsterdam & Rotmensch, 1987). S postupujicim vyvojem folikuld, ktery
je Fizen gonadotropiny a podporovan intra-folikularnimi regulatory, Ize tyto populace
rozliSovat z hlediska molekularniho i morfologického. Kumularni burfky napfiklad
exprimuji LH receptory (LHR) ve velmi malé mife, na rozdil od granul6znich buriek
folikularni stény, které je exprimuji hojné. NejvySSi mira exprese je vSak pozorovana v

burikach, které jsou v tésné blizkosti bazalni laminy, coz je tenka vrstva extracelularniho



materialu, ktera oddéluje bunky theca folliculi od granuléznich bunék (Amsterdam et al.,
1975).

Vyvoj primarniho i sekundarniho folikulu neni zavisly na pfitomnosti
gonadotropinl, nicméné pro optimalni fyziologicky vyvoj preantralniho folikulu jsou
nezbytné (Fortune & Eppig, 1979; Casarini et al., 2022). Estrogeny spole¢né s FSH
za¢nou puUsobit na granulézni burky, které diky tomu zacinaji proliferovat a vyrazné zvysi
tvorbu sekretovanych latek, coz vede k tvorbé antra a jeho naplnéni tekutinou. Jakmile
se vytvofené antrum zacne plnit folikularni tekutinou, hovofime o antralnim stadiu
folikulu, pokud je antrum zcela naplnéné, muzeme tento folikul nazvat Graafovym
folikulem. Jak jiz bylo fe€eno, preantralni folikul je zavisly na fizeni gonadotropiny. Buriky
theca interna zahajuji pod vlivem LH tvorbu androgenu, které se zahy vlivem
granuléznich bunék konvertuji na estrogeny. Tento proces zajiStuje enzym aromataza.
Ve stadiu Graafova folikulu neni oocyt uvnitf centralizovan, ale je lokalizovan na

vejconosném hrbolku, ktery se nazyva cumulus oophorus (Polan et al., 1984).

Folikul je pro rast oocytu nepostradatelny a do urc€itého stadia se vyvijeji paralelné.
Na konci rustové faze se oocyt dostane do bodu, kdy dosahne svého velikostniho
maxima, avSak prumér folikulu se nadale zvétSuje. Buriky folikulu se podileji na udrzeni
oocytu v profazi | a v pfipadé€, ze je oocyt z folikulu vyjmut v dobé prvniho meiotického
bloku, dojde ke spontannimu pokraCovani v meiéze (Leibfried & First, 1980; Mehlmann,
2005).

Zavér rustové faze

V ristoveé fazi ziskava oocyt meiotickou kompetenci, tzn. schopnost vystoupit z I.
meiotického bloku a pokracovat v procesu meiotického zrani (Motlik et al., 1984).
Usp&sné dokon&eni ristové faze je spojeno s dosazenim pIné velikosti oocytu. V
prubéhu rdstu jsou charakterizovany jednotlivé stupné meiotické kompetence, kde
kazdému stupni odpovida urCity rozmér oocytu. Vyzkumny tym Motlik et al. (1984)
roz€lenil oocyty do tfi skupin podle toho, jaky je jejich primér. U kazdé z téchto skupin
definovali vyvojovou kompetenci. Pro meioticky nekompetentni praseCi oocyty je
stanoven rozmér 80 — 89 ym a 90 — 99 um. V prabéhu rastu je charakterizovano také
obdobi ¢astecné meiotické kompetence (Yanagimachi, 1988). Tyto oocyty jesté nemaji

vSechny potfebné vlastnosti, nicméné jsou uz schopné vystoupit z prvniho meiotického
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bloku a pokracovat v meiotickém zrani, ale stale jesté maji rozptylen chromatin po celém
obsahu nukleoplazmy. Maji dobfe viditelné jadérko a to i pfes to, ze kolem néj nejsou
soustfedéna chromatinova vlakna. V tomto stupni praseci oocyty dosahuiji velikosti 100
— 110 pm. Stupen plné meiotické kompetence je mimo jiné charakterizovan
kondenzovanym chromatinem obklopujicim jadérko, které je opét dobre viditelné.
Velikost plné meioticky kompetentnich prasecich oocytl je 120 — 125 ym (Motlik & Fulka,
1976). S velikosti oocytu koreluje velikost folikulu. V experimentu vyzkumné skupiny
Marchal et al. (2002) bylo prokazano, Ze vétsi a stfedni folikuly prasnic obsahuji ve
vétsiné pfipadl oocyty, které jsou meioticky kompetentni, kdezto v malych folikulech jsou
Castéji Caste€né meioticky kompetentni ¢i meioticky nekompetentni oocyty (Marchal et
al., 2002).

Béhem rlstové faze se oocyt nachazi ve stadiu GVO kdy je chromatin vilaknité
rozprostien po celém obsahu jadra a jadérko je plné kompaktni. V tento moment

nazyvame oocyt castecné meioticky kompetentni (Christmann et al., 1994).

2.1.3Meiotické zrani

Ukonceni ristové faze je charakterizovano obnovenim meiotického zrani, tedy
uvolnénim z prvniho meiotického bloku. Po znovuzahajeni meidzy se oocyt stale nachazi
ve stadiu GV a postupné dochazi k jeho rozpadu (GVBD — Germinal vesicle breakdown).
Jedna se o Ctyfi plynule na sebe navazujici faze, oznacené GV1-GV4. Faze GV1 je
charakterizovana dekondenzovanym chromatinem, ktery se shlukuje kolem jadérka a
vytvofi kolem néj dokonalou prstencovitou strukturu (Zuccotti et al., 1995). Od této faze
jiz hovofime o oocytu plné dorostlém a zcela meioticky kompetentnim. Ve fazi GV2 je
naruSena kompaktni struktura chromatinu kolem jadérka a vizualné pfipominajici
podkovu (Zuccotti et al., 1995). Faze GV3 je charakteristicka postupnym rozptylovanim
chromatinu zpét do celého obsahu jadra. Jadérko je vSak stale viditelné. Posledni fazi je
GV4, kde uz je chromatin ve shlucich rozptylen po celé nukleoplazmé, jadérko neni
viditelné a dochazi k uplnému rozpadu jaderné membrany (Motlik & Fulka, 1976; Tan et
al., 2009). Jednotlivé fragmenty jaderné membrany jsou obaleny vacky, které jsou
spojeny s endoplazmatickym retikulem, coz nasledné usnadni proces znovusestaveni

membrany po oplozeni oocytu (Luca et al., 2002).
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Na rozpadu jaderné membrany se vyznamné podileji cytoskeletalni proteiny
vnitfni strany jaderné membrany — jaderné laminy (Gerace & Blobel, 1980). Proteiny
formujici tuto hustou a pevnou sit pod jadernym obalem, ktera urCuje mechanické
vlastnosti jadra, patfi pod intermedialni filamenta a vyskytuji se jak v bunkach
somatickych, tak i v oocytech. Tato vlaknita struktura se podili napfiklad i na replikaci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA — deoxyribonucleic acid), transkripci €i na reorganizaci

chromatinu v prub&hu meiotického zrani (Link et al., 2018).

Pod pojem meiotické zrani spadaji dva dulezité soubézné procesy, kterymi jsou
cytoplazmatické a jaderné zrani. | pfes to, Zze se jedna o dva oddélené mechanismy, jsou
na sebe vazané, ovliviuji se a jejich uspésSnost zavisi na jejich dokonalé souhfe.
Cytoplazmatické zrani je zapoc€ato uz v prabéhu rustové faze a zahrnuje jak strukturni,
tak molekularni zmény v cytoplazmé, organizaci organel a distribuci mRNA. Jaderné
zrani souhrnné oznacuje prolomeni prvniho meiotického bloku, pfeménu primarniho

oocytu na sekundarni, nebo napfiklad redukci genetického materialu na polovinu.

Jednim z nejvyznamnéjSich stimulll pro znovuzahajeni meiotického zrani je
pulza¢ni narast hladiny LH. Protoze oocyt sam nema receptory pro gonadotropiny, musi
byt hormonalni efekt zprostfedkovan pres buriky v jeho okoli (Lawrence et al., 1980).
Z toho ddvodu je v tomto obdobi velice dulezita komunikace oocytu se somatickymi
bunikami. Zajistuji to GJ které umozni plynuly pfenos malych signalnich molekul z jedné

buriky do druhé.

Jaderné zrani

GVBD je milnikem na pomezi procesu rlstu oocytu a pokraCovani v meiéze a u
prasat trva zhruba 24 hodin in vitro (Wehrend & Meinecke, 2001). Po uplném dokonceni
rozpadu membrany a po narustu koncentrace LH oocyt pokracuje v meidze metafazi I.
LH zde hraje roli aktivatora faktort ovliviiujicich jaderné zrani a také eliminuje inhibitory
zrani, které oocyt drzely v meiotickém bloku. Po znovunastartovani se tedy bivalenty
chromozom( zacnou sefazovat v oblasti ekvatorialni roviny do podoby metafazni
desti¢ky. Metafaze | u prasat probiha mezi 24. — 30. hodinou od poc¢atku kultivace in vitro
(Wehrend & Meinecke, 2001). PIné vytvoifené DV napojuje svoje tubulinova vlakna pres
proteinové struktury kinetochory k bivalentim. V anafazi | se sefazené chromozomy

napojené na DV pfesunou do blizkosti cytoplazmatické membrany, kde nasledné
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v telofazi | probéhne jak rozdéleni homolognich chromozomu na dvé poloviny, tak pravé
i asymetrické rozdéleni buriky na velky oocyt a malé polové télisko (PB - polar body). K
telofazi | dochazi kolem 34. hodiny od pocatku kultivace oocytu in vitro (Ocampo et al.,
1990). Po dokonceni meidzy | nasleduje interkineze, coz je kratka prestavka mezi l. a Il.
meidzou. Je to faze ,odpocinku“, béhem které vsak jesté nedochazi k syntéze DNA
(Kishimoto, 2003). Profaze Il nastupuje hned po interkinezi a oproti profazi | je zna¢né
jednodussi a rychlejSi. V metafazi Il nastava druhy meioticky blok. Chromozomy jsou
v tento moment sefazeny v ekvatorialni roviné a DV je vytvofeno. Metafaze Il nastava u
prasecich in vitro kultivovanych oocytd mezi 44. a 48. hodinou od pocatku kultivace
(Yanagimachi, 1988; Ocampo et al., 1990). V druhém meiotickém bloku oocyty vétsiny
savcl zustavaji do doby, nez jsou oplozeny, popfipadé nez dojde k partenogenetické
aktivaci. Partenogeneticka aktivace je proces, kdy se oocyt sdm od sebe spontanné
aktivuje bez pfitomnosti spermie. To vS§ak znamena u vétSiny savcich oocytl zanik takto
aktivovaného oocytu, jelikoz jiz nemUze byt oplozen spermii a novy jedinec z néj také
nevzejde (Van Blerkom et al., 1994; Santos et al., 2003). Druhy meioticky blok je tedy
prolomen v momenté aktivace oocytu, nejCastéji splynutim jeho membran s membranou
spermie. Meioza Il je dokon€ena v okamziku, kdy je vydéleno druhé PB (Corner, 1917;
Liu, 2012).

Cytoplazmatické zrani

Vedle jaderného zrani je druhym, nezbytné dulezitym procesem také zrani
postaveni vramci oocytu béhem prechodu ze stadia GV az k metafazi Il. Proces
meiotického zrani je pfimo zavisly na uspésSném dokoncCeni meiotického déleni,
redistribuci organel a cytoskeletu a samozfejmé také na transkripni aktivité, ktera je
predpokladem pro spravnou koncentraci vSech potfebnych faktor(. Kooperace vSech
téchto procesl je podminkou pro vyvojovou kompetenci oocytu a zejména pak pro
uspésnou aktivaci embryonalniho genomu po oplozeni (Plachot & Crozet, 1992; De
Sousa et al., 1998)

sviwvivs

reorganizace mikrofilament (Maro et al., 1984; Schatten et al., 1986; Kim et al., 1996).
KG jsou specializované organely obsahujici rozmanitou smés protein, enzymu a

glykosaminoglykant, nachazejici se vyhradné v oocytech. Vznikly odtrzenim z GA a
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podileji se na prevenci polyspermie tzv. kortikalni reakci (Wessel et al., 2001). Jedna se
proces, kdy dojde k mikrofilamenty zprostfedkované exocytéze KG, ktera zpasobi zmény
na povrchu oocytu (Wessel et al., 2002). Ve stadiu GV se KG nachazeji seskupené ve
shlucich po celém obsahu oocytu a nasledné se béhem dozravani pfesunou k periferii
oocytu, do blizkosti membrany, kde od stadia metafaze Il vy&kavaji na exocytdézu (Hosoe
& Shioya, 1997). Cytoskeletalni struktury vytvareji kromé DV takeé spletitou sit, po které

se ostatni membranové organely pohybuji a zaujimaji definované pozice.

Meiotické zrani zastfeSuje velké mnozstvi nejriznéjSich mechanismu a procesu,
které vyzaduji konzistentni pfisun energie. Z hlediska aktivace metabolickych drah
syntetizujicich a fosforylujicich proteiny jsou Mtch stézejnimi organelami, jelikoZ jsou
zodpovédné za pfisun energie v pribéhu celého procesu meiotického zrani (Krisher &
Bavister, 1998; Stojkovic et al., 2001). Vyzkumy na ruznych sav€ich modelech ukazuiji,
Ze i lokalizace Mtch v ramci oocytu je signifikantni a maze byt i ukazatelem vyvojové
kompetence oocytu. Z hlediska distribuce Mtch je hodnocena homogenita Ci
heterogenita rozmisténi v oocytu. Homogenni distribuce Mtch v celé cytoplazmé je
CastéjSi ve stadiu GV (Nishi et al., 2003), zatimco heterogenni distribuce je Castéji
pozorovana v oocytu metafaze | nebo Il (Torner et al., 2004). ZvySena mira agregace
Mtch kolem jadra svédcCi o zrani oocytu, béhem kterého se distribuce Mtch zménila z
homogenni na heterogenni. U vyvojové nekompetentnich oocytl byly Mtch lokalizovany
prevazné jen u kortexu. Rozmisténi Mtch hraje roli i v pozdéjSich stadiich vyvoje,
napfiklad homogenni distribuce Mtch u lidskych preimplantacnich embryi znaci jejich
horsi kvalitu (Wilding et al., 2001). Mimo lokalizaci se v zavislosti na fazi, v jaké se oocyt
nachazi, méni i pocet Mtch. Tento fenomén byl pozorovan u oocytl prasat (Pawlak et
al., 2012) a skotu (lwata et al., 2011). U PGC pfed migraci je poCet Mtch nizky, pohybuje
se kolem 10. Ve stadiu oogonie se pocet navysi asi na 200, u primarnich oocytl uz to je
6000 Mtch na jednu bunku a béhem zraci faze lzedetekovat pfes 200 000 kopii
mitochondrialni DNA (mtDNA) v jedné burice (na jednu organelu pfipada 1 nebo 2 kopie
mtDNA) (Cummins, 2004; Tarazona et al., 2006; Pawlak et al., 2012). Naproti tomu v
oocytech Clovéka nebyl zaznamenan signifikantni nartst kopii mtDNA (Barritt et al.,
2002). Faktorem ovliviujicim pocet mtDNA v oocytech je pravdépodobné i vék. U Zen
nad 40 let byl detekovan snizeny pocet mtDNA Kkopii, nez v oocytech Zen mladsSich
(Murakoshi et al., 2013).
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Regulace meiotického zrani

Na organizaci a regulaci meiotického zrani ma kromé samotného oocytu vliv i
extracelularni prostfedi, konkrétné napfiklad molekularni signalni faktory vyluCované
somatickymi bunkami v blizkosti oocytu. Typickou udalosti, ktera je znacné fizena témito
faktory, je meioticky blok. Oocyt pozastavuje meiotické déleni a k udrZzeni v tomto stavu
mu dopomahaji signalni molekuly vyluCované zejména muralnimi a kumularnimi
burikami, které jsou s oocytem v tésné blizkosti. V pfipadé vyjmuti komplexu oocytu
s pfiléhajicimi somatickymi burikami z folikulu, dojde k samovolnému obnoveni meidzy.
(Sela-Abramovich et al., 2008). Mezi signalni molekuly regulujici meiézu patfi napfiklad
cyklické nukleotidy, mitogen — aktivovana proteinkinaza, vapnikové ionty, cytostaticky
faktor a fada dalSich. Z faktort, které nepochazi pfimo z bunék sousedicich s oocytem

je dalezité zminit hormony, zejména pak LH, FSH nebo steroidni hormony.

Cyklické nukleotidy

Snizeni hladiny cyklického adenosin monofosfatu (cAMP - cyclic adenosine
monophosphate) produkovaného jak granuléznimi burikami, tak oocytem samym, zajisti
uvolnéni z meiotického bloku a jeji zvySeni ho naopak udrzi. Syntéza cAMP v oocytu je
zajiSténa cyklizaci adenosin-trifosfat (ATP - adenosine triphosphate) enzymem adenylat
cyklazou (AC), ktera je stimulovana receptory spfazené s G-proteiny (GPR - G-protein
coupled receptors), konkrétné GPR3 (G-protein coupled receptor 3) a GPR12 (G-protein
coupled receptor 12) (Mehimann et al., 1995; Hinckley et al., 2005). V pfipadé, zZe je
oocyt vyjmut z prostfedi antralniho folikulu, dojde ke snizeni hladiny cAMP a tedy i
k prolomeni meiotického bloku. Pro zabranéni znovuzahajeni meidzy je tfeba do média,
kde se oocyt po extrakci nachazi, pfidat bud inhibitory cAMP fosfodiesterazy (PDE -
phosphodiesterase), ktera cAMP hydrolyzuje (Dekel & Beers, 1980; Bornslaeger et al.,
1986), nebo analogy cAMP, coz mlze byt napfiklad dibutyryl — cAMP (dbcAMP). PDE je
nékolik typl, pro tento mechanismus je dalezité zminit fosfodiesterazu 3A (PDE-3A)
pochazejici z oocytu a fosfodiesterazu 4B (PDE-4B) nachazejici se v granuléznich
bunikach (Jin & Conti, 2002; Masciarelli et al., 2004). Inhibitorem PDE je cyklicky
guanosin monofosfat (cGMP — cyclic guanosine monophosphate), ktery je produkovan
guanylat cyklazou, ktera je soucasti tzv. receptoru natriuretického peptid prekurzoru — C
(NPR2) (Shuhaibar et al., 2017). Aktivita NPR2 je spuSténa vazbou natriuretckého
peptidu typu C (CNP - C-type natriuretic peptide), ktery je produkovan muralnimi bufikami
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(M. Zhang et al., 2011) a také fosforylaci nékolika juxtamembranovych (lokalizovanych
tésné pod membranou) serind a threonint (Potter, 1998). Exprese genu pro NPR2 je
zajisténa estradiolem (E2) (M. Zhang et al., 2011). ZvySeni hladiny LH zpUsobi pokles
syntézy CNP a tim padem dojde i k utlumu aktivity NRP2, imz se v oocytu snizi celkova
koncentrace cGMP (Norris et al., 2009). Jak jiz bylo popsano vySe, cGMP nepfimo
zvysuje hladinu cAMP a pokud tedy dojde k poklesu jeho koncentrace, projevi se to jako
snizeni hladiny cAMP a to z ddvodu jeho Stépeni fosfodiesterazami, které nejsou
inaktivovany cGMP. Vlivem poklesu koncentrace cAMP se zacnou aktivovat dalSi
signalni kaskady a vysledkem je prolomeni meiotického bloku a GVBD (Bornslaeger et
al., 1986; Tornell et al., 1990).

Cilovou molekulou cAMP je také proteinkinaza A (PKA), ktera také souvisi
s udrzenim meiotického bloku. cAMP se pfimo navaze na regulacni podjednotku
neaktivni PKA a tim tento enzym aktivuje. Aktivni PAK se pak podili na fosforylaci dalSich
proteinu, které funguji jako mediatory v mechanismech udrzovani meiotického bloku

(Bornslaeger et al., 1986).

MAP kinaza (MAPK - mitogen-activated protein kinase)

Regulaci meiézy pomoci fosforylace proteini na serinovych nebo threoninovych
zbytcich zajistuje skupina mitogen-aktivovanych protein kinaz (MAPK). Jelikoz se jedna
0 extracelularné regulované kinazy, byvaji oznaCovany také zkratkou ERK
(extracelularné regulované kinazy). Jedna se v podstaté o celé regulaéni kaskady, na
kterych stoji fada mechanismu meiotického zrani a kde MAPK funguji jako iniciatory.
V savcich oocytech se MAPK vyskytuji ve dvou izoformach — ERK1 a ERK2, z nichz obé
maiji nezastupitelnou roli v regulaci meidzy (Inoue et al., 1995). K aktivaci obou jsou tfeba
Mos (Proto-oncogene, serine/threonine kinase) a MEK (Mitogen-activated protein kinase
kinase) kinazy, které zprostfedkuji fosforylaci ERK na aminokyselinovych zbytcich
tyrosinu a threoninu (Sun et al., 1999). Cytostaticky faktor Mos je produktem onkogenu
c-mos a mimo jiné se zasluhuje i o aktivaci MEK (C. M. Crews & Erikson, 1992). MAPK
maiji nékolik cilovych substrati a jejich aktivita je neménna i v obdobi pfechodu mezi
metafazi | a Il. Jednim z jejich substratu je kinaza p90rsk (90 kDa ribosomal s6 kinases),
ktera pravdépodobné stoji za mnoha regulacemi v pribéhu celého bunécného cyklu
(Chen & Blenis, 1990; Blenis, 1993; Gross et al., 2001). DalSi funkci MAPK je fosforylace
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histont a tim padem udrzovani chromatinu v kondenzovaném stavu, ¢imz je oddalovan
vstup oocytu do interfaze (Gross et al., 2000). Také se podili na fosforylaci strukturalnich
proteiny jaderné obalky lamind, ¢imz zabranuje jejimu znovuvytvoreni (Ottaviano &
Gerace, 1985; Courvalin et al., 1992)

Vapenaté ionty

Mezi vyznamné signalni molekuly vétsiny bunék se fadi vapenaté ionty Ca*2.
Hojné jsou zastoupeny v mnoha organelach sav€ich oocytu — v Mtch, v karyoplazmé,
nebo na povrchu lipidovych molekul (Petr et al., 2001). Pfitomnost vapniku je nezbytna
jak po celou oogenezi, kdy je pfechod mezi dvéma meiotickymi délenimi regulovan
pulzaénim nardstem koncentrace Ca*?, tak i na pocatku fertilizaze a v embryogenezi,
jelikoz stoji za aktivaci raného embrya (Vitullo & Ozil, 1992). Vapenaté ionty se do
cytosolu dostavaji dvéma specializovanymi druhy kanall, kterymi jsou inositol-1,4,5-
trifosfatové receptory (IPsr - Inositol trisphosphate receptor) a ryanodinové receptory
(Ryr) (Petr et al., 2002). Déle bylo zji§téno, Ze oscilace Ca*? ma vliv na znovuzahajeni
meidzy a to tim zplsobem, Ze inhibuje AC, ktera tim padem nemuze cyklizovat ATP na
jiz zminovany cAMP. Opét tedy dojde ke snizovani hladiny cAMP a tim padem i
k prolomeni meiotického bloku (Horner et al., 2003). U prasat zvySovani koncentrace

vapniku v cytosolu nastava dvé hodiny pfed GVBD (Kaufman & Homa, 1993)

MPF (metaphase promoting factor)

DalSim v Ffadé regulatort meiotického zrani je MPF faktor. Strukturné se jedna o
proteinovy hetrodimer slozeny z cyklin dependentni kinazy 1 (CDK1 — cyclin dependent
kinase 1, znama také jako p34°®?) a regula¢ni podjednotky cyklinu B (Sorensen et al.,
1985; Maller et al., 1989). Vycet jeho funkci je dlouhy, nicméné markantni vyznam ma
napfiklad pfi kondenzaci chromatinu, pfi tvorbé DV, pfi iniciaci segregace chromozomd,
nebo v navozovani GVBD tim, ze se podili fosforylaci laminu a tedy i na rozpadu jaderné
membrany. VétSina mechanisml, na kterych se podili, je regulovana pravé jeho
kindzovou aktivitou (Masui & Markert, 1971). Aktivace MPF je zajisténa defosforylaci
CDC25B fosfatazou na threoninu 14 (T14) a tyrosinu 15 (Y15) a inhibice probiha na
stejnych mistech, za pomoci kinaz Wee/MYT1 (G2 Checkpoint Kinase/Myelin
Transcription Factor 1), které tato mista fosforluji (Norbury & Nurse, 1992). Fosforylace
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a tedy i inhibice T14 a Y15 je iniciovana po asociaci CDK1 s cyklinem B, coz nastava
bé&hem rastové faze oocytu (Kikuchi et al., 2000). Inaktivovany MPF je oznaCovan jako
pre-MPF a je hojné zastoupen v oocytech s ukonéenym ristem . V obdobi ristu obecné
dochazi k navySeni syntézy obou regulac¢nich podjednotek, diky cemuz ma pak dorostly
a meioticky kompetentni oocyt dostate¢nou zasobu pro pribéh meiotického déleni
(Gordo et al., 2001). Kromé CDC25B fosfatazy (cell division cycle 25 B phosphatase) je
pro aktivaci MPF zapotrebi i dalSich regulatory. Samotna CDC25B je regulovana Cinnosti
PKA a také polo-like kinazou 1 (PIk1), ktera je také spojovana s tvorbou a organizaci DV
(Baran et al., 2013, 2016; Solc et al., 2015). Na mechanismu aktivace pre-MPF se Plk1
podili podnécovanim presunu cyklinu B z cytoplasmy do jadra (Pines & Hunter, 1994;
Hagting et al., 1999; Anger et al., 2003). K hladkému priubéhu meidézou je tfeba
ustanoveni rovnhovahy mezi degradaci a syntézou cyklinu B. APC (anaphase promoting
complex, komplex podporujici anafazi) umozni navazani ubikvitinu na cyklin B a ten je
pak rozpoznan a degradovan proteazomem pfi pfechodu z metafaze do anafaze. APC
je enzymaticky komplex s ubiquitin-ligazovou aktivitou a mimo cyklinu B degraduje
napfiklad i transkripéni represory genl dulezitych pro meiotické déleni (Mallory et al.,
2007).

CSF (cytostatic factor)

Protikladné oproti APC funguje CSF faktor. Nachazi se v cytoplasmé ovulovanych
oocytl kde brani degradaci cyklinu B a tim padem umoznuje zastaveni meiotického
déleni v metafazi Il. Caste¢né se tedy podili na udrzeni Il. meiotického bloku, kterému
se také nékdy Fikda CSF blok. Na rozdil od ostatnich regulac¢nich faktort, CSF neni
charakterizovan jednou konkrétni molekulou, ale spi$ je definovan jako skupina faktoru
schopnych inhibovat bunécné déleni. Slozkou CSF je jiz dfive zmifovany protein Mos,
produkt proto-onkogenu c-mos (Sagata et al., 1989), ktery fidi aktivitu i ostatnich faktort
meiotického zrani, jako je napfiklad MAPK, MEK a p90rsk (Gotoh et al., 1995; Gebauer
& Richter, 1997; Gross et al., 1999). Pfedpokladem také je, ze vSechny kaskady
zahrnujici CSF faktory vedou k pozastaveni meiotického zrani. Iniciuji inhibici APC a tim
zabranuji degradaci cyklinu B a snizovani koncentrace MPF (Vorlaufer & Peters, 1998).
Konkrétnimi inhibitory APC komplexu jsou Emi1 (early mitotic inhibitor 1) a Erp1/Emi2
(emi-releated protein 1) (Reimann & Jackson, 2002). Samotna inhibice je

zprostfedkovana proteinovym mediatorem Cdc20 (cell-division cycle protein 20).
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Syntéza Emi1 probiha béhem S faze (Reimann et al., 2001) a v momenté kdy je tfeba,
aby byl oocyt z meiotického bloku Il uvolnén, zacnou byt tyto inhibitory systematicky a
organizované destruovany a muze byt dokon&eno druhé meiotické déleni (Tung et al.,
2005)

Steroidni hormony

Hormony v bufice puUsobi zejména dvéma mechanismy — genomicky skrze
regulaci genové transkripce pfes specifické receptory pfimo nasedajici na sekvence
DNA (Nawaz et al., 1992) a negenomicky vazbou na specifické membranové receptory,
které zprostfedkuji spusténi dalSich konkrétnich signalnich kaskad prostfednictvim
sekundarnich poslu (Morley et al., 1992). Odpovéd na genomicky mechanismus trva
ramcové nékolik hodin, na rozdil od negenomické odpovédi, ktera je aktivovana béhem

nékolika minut po vazbé ligandu.

Mimo steroidni hormony vyvoj oocytu ovlivhuji i gonadotropiny LH a FSH. Ve
folikulu se FSH vaze na receptory umisténé na granuléznich burikach a pusobi cestou
cyklické adenosinmonofosfat-dependentni proteinkinazy. LH podporuje rust folikuld tim,
Ze poskytuje substrat pro aromatazu granuléznich bunék a spousti obnoveni zrani
oocytl prostfednictvim preovulaéniho nartstu LH. Bylo v§ak prokazano, Ze na oocytech
nejsou pfitomny zadné LH ani FSH receptory a vesSkery vliv hormonu je zprostfedkovan

pfes granulézni a kumularni buriky (Dekel et al., 1981).

Jednim ze steroidnich hormonu je napfiklad progesteron, ktery je produkovan
kumularnimi burikami. Jeho koncentrace jsou regulovany c¢innosti LH a FSH jak u
lidskych, tak u prasecich oocytl (Chian et al., 1999). Po viné LH dochazi k vyraznému
zvysSeni hladiny progesteronu, coz je také moment vystoupeni oocytu z meiotického
bloku (Coskun et al., 1995; Chian et al., 1999). Progesteron pravdépodobné pulsobi i
v oblasti mezibuné&nych spojli mezi kumularnimi burikami a oocytem. Ukazuje se, Ze
snizuje expresi connexinu 43, ktery se podili na tvorbé mezibunéénych spoja. V pfipadé,
Ze dojde ke snizeni mnozstvi mezibunétnych spoju mezi oocytem a pfiléhajicimi
burikami, dojde i k poklesu koncentrace cAMP, coz vede k obnoveni meiézy (Shimada
& Terada, 2002).
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DalSim steroidnim hormonem je E2 (Allen & Doisy, 1983), ktery je produkovan
granuléznimi burfikami pod vlivem FSH. MuzZe byt krevnim ob&hem distribuovan do
dalSich organud (déloha, prsni zlazy, hypothalamus atd.), nebo pusobi lokalné, v oblasti
folikulu. Ma podobné ucinky jako progesteron: stimuluje folikulogenezi, reguluje tvorbu
mezibunéénych spoju mezi kumularnimi bunkami a oocytem, podporuje expresi
receptorl pro gonadotropiny v granuléznich burikach a inhibuje jejich apoptézu, podili

se na tvorbé Zlutého téliska (Rosenfeld et al., 2001).

Vybrané markery meiotického zrani

Meiotické zrani je souhrou mnoha kliCovych déji, které maji za ukol zajistit
komplexni a uspésny vyvoj oocytu, aby nasledné mohlo dojit k oplozeni a vzniku

Zivotaschopného embrya.

Dynamika vybranych cytoskeletarnich struktur

Meiotické zrani je charakteristické znacnou dynamikou cytoskeletarnich struktur.
Jednim z nepostradatelnych déju, jez se vyznamné podili na uspéSném dokonc&eni zrani
a tvorbé haploidni, oplozeni schopné samiCi gamety je proces tvorby DV a napojovani
MT k chromozomdm. Tento proces se muze v zavislosti na pfitomnosti centriol mezi
jednotlivymi druhy savcu liSit. Centrioly jsou parové bunécéné struktury, které spolu s
pericentriolarnim materialem (PCM), tvofenym pfevazné centrosomalnimi proteiny jako
je y-tubulin nebo NuMA (jaderny protein mitotického aparatu - nuclear mitotic apparatus
protein), tvofi centrosomy. Centrosomy jsou nemembranové organely, které jsou
povazovany za jedny z nejvyznamnéjSich zastupcu MT organizujicich center (MTOC —
microtubule organising center) a jsou nezbytné pro pfenos bunécnych signald nebo

translokaci bunéénych organel (Manandhar et al., 2005).

U mysSich oocytu jsou centrozomy pfitomné v ¢asné fazi rastu oocytu, postupné
dochazi k jejich eliminaci a po obnové meiotického zrani jiz nejsou pfitomny. V pribéhu
meiotického zrani vdak oocyty zachovavaji pfitomnost PCM rozptyleného po cytoplazmé
a z ngj jsou formovany acentriolarni centrozomy (acentriolarni MTOC), jejichz Cinnosti
se béhem metafaze | utvaii DV nezavisle na chromozomech (Calarco, 2000; Miyano et
al., 2007). Pocet MTOC narusta od diakineze po metafazi |, pfi€¢emz béhem pozdni

diakineze je maly podil MTOC lokalizovatelny v cytoplazmé&, mimo chromozomalni
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oblast, vétSina MTOC je v8ak asociovana s chromatinem, odkud jsou nasledné vysilany
MT DV (Messinger & Albertini, 1991; Manandhar et al., 2005).

U lidskych a prasecich oocytl jsou centrozomy v pribéhu rastu také eliminovany,
nezachovavaji vSak PCM pro vytvoreni MTOC v prubéhu zrani. BEhem pozdni diakineze
vytvofi bivalenty chromozom shluky a MT DV jsou nahodné orientovany a uspofadany
kolem téchto shlukd. Za uspéSnou organizaci MT bez pfitomnosti centrosomi nebo
MTOC je pravdépodobné zodpovédny MT organizujici faktor (MNF; microtubules —
nucleated factor), jehoz soucasti je y-tubulin (Sathananthan et al., 2006; Schatten et al.,
2019). MT jsou v této fazi asociovany s NuMA, ktery se vSak postupem zrani vzdaluje
od kondenzovanych chromozomu a ukotvuje MT na zapornych poélech DV. NuMA také
usnadnuje zesitovani MT meiotického DV, ¢imz napomaha organizaci a stabilizaci péla
DV od rané mitézy az po anafazi (Alvarez Sedé et al., 2011). Tvorba metafazniho DV
metafaze | je tedy anastralni, plné zavisla na chromozomech, s absenci centriol, nebo
MTOC (Alvarez Sed¢ et al., 2011; Schatten & Sun, 2011).

DV je vystavéno z MT vlaken, jez jsou tvorfena globularnim proteinem tubulinem,
konkrétné dvéma jeho typy - a-tubulinem a B-tubulinem. Ty vytvaii heterodimery
skladajici se na sebe vzdy v jednom sméru, ¢imz vznika vlakno MT - protofilament. MT
je nasledné definovan jako duty utvar skladajici se z tfinacti protofilament, ktera nalahaji
tésné na sebe. Polymerace Ci disociace jednotlivych podjednotek tubulinu je mozna
pouze na koncich vlakna. O rostoucim konci vlakna se hovofi jako o ,plus” konci a na
jeho vrcholu je pfitomen B-tubulin, zatimco na zkracujicim se konci vlakna (na ,minus®
konci), bychom nasli a-tubulin. Spravna a bezchybna organizace tubulinovych filament
je stézejni pro optimalni meiotické zrani, zejména pak pro segregaci chromozomu
(Mitchison & Kirschner, 1984; Hirano, 2015; Severson et al., 2016).

y-Tubulin, ktery byl objeven jako tfeti ¢len tubulinové nadrodiny pfed vice nez 30
lety (Oakley & Oakley, 1989), je nyni povazovan za nepostradatelnou soucast
nukleaéniho aparatu, ktera pfispiva k nukleaci a organizaci MT struktur u vSech eukaryot.
Na rozdil od a-tubulinu a B-tubulinu se neintegruje do stény MT, ale vaze se pouze na
jeho minusovy konec. Jak jiz bylo popsano, je soucasti MNF, ktery je zodpovédny za
formovani DV v praseCim oocytu. Nedavna studie védeckého tymu Chen et al. (2021)

prokazala, Zze mimo jiné v oblasti DV asociuje s enzymem histon-deacetylazou 8
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(HDACS - Histone deacetylase 8), ktera sehrava roli v sestavovani DV, dynamice y-

tubulinu, stabilité MT a je nezbytna pro meiotické zrani prasecich oocytu.

Jednim z dalSich dulezitych krokl pfi tvorbé DV je jeho bipolarizace. Sestaveni
polu DV vyzaduje svazovani paralelnich MT pomoci propojujicich proteini a také
stabilizaci/ukotveni konci MT v oblasti pélu DV pomoci proteina lokalizovanych na
minusovych koncich. Jednim ztéchto pomocnych proteint je napfiklad molekularni
motor KIFC1 (kinesin superfamily protein C1), ktery zaijistuje zejména stabilitu DV (So et
al., 2022). P¥i sestavovani DV hraje roli i ¢as, delSi doba utvareni DV je €asto spojovana
s vnitfni nestabilitou DV a abnormalnimi vazbami mezi kinetochorem a MT, které

podporuji chyby v segregaci chromozom (Holubcova et al., 2015)

Dynamika chromatinu

Na vyvoji sav€ich oocytu, prubéhu meiotického zrani a Casném embryonalnim
vyvoji se zasadné podileji také epigenetické modifikace (EM) nukleozoma, zakladnich
strukturnich jednotek jaderného chromatinu, které jsou tvofeny viaknem DNA
namotanym na histonové proteiny. Jadro nukleozom je tvofeno oktamerem sestavenym
ze dvou kopii Ctyf histont (H2A, H2B, H3 a H4), které jsou linkerovym histonem H1
spojeny do kompaktni formace tvofici globularni domény, které nasledné tvofi struktury
vysSiho fadu (Luger et al., 1997). Dynamika EM nukleozom( ovliviuje pfistupnost
sekvence nukleotidid ke genové transkripci a tim zajiStuje fyziologicky prubéh
meiotického zrani a ¢asny embryonalni vyvoj (Niemann & Wrenzycki, 2000; Kageyama
et al., 2007). EM tak predstavuji nezbytnou slozku mechanismu, jez fidi organizaci a
interpretaci informaci o genomu daného organismu a mohou fungovat na dvou urovnich
— muze byt modifikovano pfimo viakno DNA, nebo dochazi k modifikaci histonovych
proteinu. Pro oznaceni vSech epigenetickych Uprav napfi€¢ genomem se pouziva termin
,Epigenom” (Waddington, 1942).

Jednou z nejvyznamnéjSich EM vlakna DNA je jeho methylace, jez se vyznamné
podili na regulaci transkrip&nich mechanism, jako je napfiklad genomovy imprinting
nebo inaktivace chromozomu X. Vyznamny podil ma i na ,obrané genomu“ spojené s
umi€enim parazitickych retrotransposonu (Yoder et al., 1997) a na udrzovani strukturalni

integrity chromozomu a prevenci chromozomalnich pfestaveb (R. Z. Chen et al., 1998).
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Nejvyznamnéjsi formou methylace u savcu je symetricka methylace cytosinu v pozici 5’
v CpG (cytosin trifosfat deoxynukleotid — fosfodiester — guanin trifosfat deoxynukleotid)
dinukleotidech (Cooper & Krawczak, 1989), které se vyskytuji v CpG ostrovech —
oblastech bohatych na CpG dinukleotidy (Bird et al., 1985).

Pocatek vyvoje PGC savcl je specificky dvoufazovou celogenomovou
demethylaci. PGCs vstupuji do vyvijejiciho se zarodeCného hiebene a zacinaji
diferenciaci a expanzi. V tomto okamziku vysoce methylované PGCs podléhaji rychlé
demethylaci na celogenomové urovni. V podstaté se jedna o preprogramovani Ci
resetovani genomu, zahrnujici deleci specifickych ,znacek® pochazejicich od
konkrétniho rodice — demethylace imprintovanych oblasti s alelové specifickou genovou
expresi (E. Li et al, 1993; Tucker et al, 1996). Druha faze methylacniho
pfeprogramovani nastava mezi oplodnénim oocytu a formovanim blastocysty. Nejprve
je hned po oplozeni patrna rychla paternalné specificka asymetricka demethylace, ktera
probiha v nepfitomnosti replikacniho €i transkripniho mechanismu a nazyva se aktivni
(Mayer et al., 2000). V. momenté, kdy se zygota zacne délit, dojde k poklesu maternalné
specifickych methylaci, ktery trva az do stadia moruly (Dean et al., 2001). K tomuto
poklesu dochazi v dusledku nepfitomnosti primarni DNA methyl transferazy (Dnmt1 —
DNA methyl transferase 1) béhem replikace DNA a mluvime zde o pasivni demethylaci.
Na nové vznikajicim vlakné tudiz nedochazi k methylaci de novo a hladina

methylcytosinu v jadfe klesa (Rougier et al., 1998).

EM histonovych protein( zahrnuji posttranslaéni nahrazeni jejich - COOH a - NH2
koncu bud svymi odliSnymi variantami, nebo mohou byt modifikovany prostfednictvim
methylace, fosforylace, ubiquitinace, sumoylace, biotynylace &i acetylace. Nékteré z
téchto typu modifikaci se navic mohou nasobit, coz vyrazné zvySuje komplexnost EM.
Timto zplsobem je mozné regulovat stav chromatinu a vytvaret specificky ,histonovy
kéd“ (Margueron et al.,, 2005). Jednou z nejvyznamnéjSich modifikaci histonovych
proteint je methylace. Vyskytuje se vétSinou na podjednotkach oktameru H3 a H4,
konkrétné na zbytcich lysinu a argininu a projevuje se zejména v raném embryonalnim
vyvoji, konkrétné v transkripéni represi a aktivaci. Methylové skupiny jsou k histoniim
pfipojovany enzymy z rodiny methyl — histontransferaz (HMT) (D. Chen et al., 1999).
Obecné maji methylace histond funkci bud aktivator, nebo represorl genové

transkripce. Markantni vyznam ma methylace napfiklad v prubé&hu meiotického
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pachytene, kde ovliviiuje expresi genu souvisejicich s meiotickym zranim (De La Fuente
et al., 2016). Trimethylace na histonu H3 — H3K4me3 a H3K27me3, maji specificky
vyznam pfedevsim pro regulaci genové exprese béhem vyvoje nového organismu. V
embryonalnich burikach jsou soucasti bivalentniho chromatinového systému, v némz
jsou oblasti DNA souCasné oznaceny aktivaCnimi (H3K4me3) a represivnimi
(H3K27me3) histonovymi methylacemi (Vastenhouw & Schier, 2012). Pfedpoklada se,
Ze to umoznuje flexibilni systém genové exprese, v némz jsou geny primarné potlaceny,
ale mohou byt rychle exprimovany diky H3K4me3, jak burika postupuje vyvojem. Tyto
oblasti se obvykle shoduji s geny transkripnich faktord exprimovanych v nizkych
hladinach, jako napfiklad Hox (Homebox) geny, které jsou nezbytné pro fizeni vyvoje a

bunécné diferenciace béhem ¢asné embryogeneze (Bernstein et al., 2006).

V ramci meiotického zrani jsou dulezitym markerem asociovanym s chromatinem
dvojité zlomy na viakné DNA (DBS — DNA double-strand breaks), které mohou byt
zpusobeny jak exogennimi, tak endogennimi faktory. V pfipadé vyskytu DBS je oocyt
ohrozen mnoha riziky, napf. narusenim plynulého prichodu meiézou (Marangos &
Carroll, 2012), fragmentaci chromozomu ¢&i vysSim sklonem k apoptéze (Kerr et al.,
2012). DBS jsou také spojovany s opozdénym ryhovanim a mensim vyvojovym
potencialem ranych embryi (Bohrer et al., 2015). Pfi vyskytu DSB je histon H2A.X
fosforylovan na serinu 139 na y-H2A.X a vytvafi v téchto mistech ohniska. Z toho dlivodu
se fluorescencni znaceni y-H2A.X pouziva jako marker pro oznaceni mist DBS (Ding et
al., 2017). DalSim zpusobem detekce DBS je napfiklad enzymatické znaceni 3'-OH
konce DNA dUTP-fluorescein-isothiokyanatem pomoci terminalni
deoxyribonukleotidtransferazy (TdT) Bunky takto znaCené Ize nasledné detekovat

pomoci fluorescencni mikroskopie nebo prutokové cytometrie (Rohwer & Azam, 2000).

2.2 Reprodukéneé toxickeé latky

V zivotnim prostfedi se nachazi velké mnozstvi latek prirodni i syntetické povahy
které mohou mit vliv na Zivé organismy. Tyto latky nemusi byt vzdy dostateCné
prozkoumané a jejich zavadnost je az néjakou dobu po tom, co jsou lidmi vyuzivany.
V pfipadé, Ze se né&jaké negativni u€inky vyskytnou, dojde k prezkoumani dané latky a
nasledné je zvazovano dalsi jeji pouziti. Casto sem spadaiji latky s endokrinné disrupéni

aktivitou. Endokrinné disrup&ni efekt zplsobuje naruSeni hormonalni bilance organism,

24



latky které do této skupiny spadaji, mimikuji pusobeni télu pfirozenych hormond a mazou
zpUsobovat zavazné problémy v organismech savcu (Colborn et al., 1993). Vyznamnym
rizikem téchto latek je jejich mozny negativni dopad na reprodukéni soustavu zivocichd,
zejména pak savcu, vcetné Clovéka (International Programme on Chemical Safety,
2002).

Trvalo nékolik let od objeveni substanci s endokrinné disrupénim efektem, nez
bylo vydano oficialni stanovisko Endokrinologické spole¢nosti USA (Endocrine Society
of the US), které ustalilo definici téchto latek. Theo Colborn totiz jiz v roce 1991 poprvé
pouzila pojem endokrinni disruptor (ED), v zavislosti na vysledcich vyzkumu jejiho tymu,
kde identifikovali latky vyskytujici se v prostfedi kolem Clovéka a ostatnich Zivocichu,
které maiji schopnost vstupovat do organismu a pusobit na hormonalné fizené soustavy
(Colborn & Clement, 1992). Oficialni definice Endokrinologické spole¢nosti USA z roku
2008 tedy zni: “Endokrinni disruptory jsou exogenni Cinitelé, ktefi zasahuji do syntézy,
sekrece, transportu, metabolismu vazby nebo eliminace pfirozenych krevnich hormond,
které jsou pfitomné v téle a jsou zodpovédné za udrZzovani homeostaze, reprodukce,

vyvinu a/nebo chovani organismu" (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

ED jsou vSudypfitomné po celém svété v riznych formach (Mnif et al., 2007;
Martyniuk et al., 2020). V nékolika zemich je jiz vyuzivani fady EDs zakézano pro jejich
toxicitu a moznou kontaminaci prostfedi. Detoxikacni enzymy xenobiotik mohou ED
metabolizovat nebo rozkladat na mensi slouceniny, avSak pfitomnost ED mulze v
Zivotnim prostfedi pfetrvavat, coz by mohlo byt pro Zivotni prostfedi a Clovéka velmi
Skodlivé (Diamanti-Kandarakis et al., 2009; Sifakis et al., 2017). EDs jsou také vysoce
heterogenni skupinou latek zahrnujici mnoho dalSich podskupin, jako napfiklad
drogeristické potreby (lysmeral, triclosan...) pesticidy (vinclozolin,
dichlorodiphenyltrichloroethane...), monomery plastd (bisfenoly), léCiva
(diethylstilbestrol), zmeék&ovale plastld (ftalaty - diethylhexylftalat), fytoestrogeny

(genistein) a dalsi.

Chronicka expozice ED muize narusit vyvoj endokrinnich tkani a reprodukéniho
systému. Mezi zdokumentované nepfiznivé ucinky ED na reprodukéni systém patfi
neplodnost, rakovina, snizena kvalita spermatu, kryptorchismus a hypospadie (Van den

Belt et al., 2002; Gibson & Saunders, 2014). ED maji pfimy vliv jak na vyvoj spermii (Li
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etal., 2011; Knez et al., 2014; Sharma et al., 2019) a oocytu (Mok-Lin et al., 2010), tak i
na nasledny embryonalni vyvoj lidi (Xiao et al., 2011; Cabry et al., 2020). DalSim
pfikladem je studie prokazujici, ze zeny vystavené pusobeni nékterych pesticidl
zarazenych do kategorie EDs (napf. atrazinu, lindanu a manebu) maji zvySené riziko
dlouhych menstruacnich cykld nebo anovulace (Farr et al., 2004). Navic zpUsob
expozice, frekvence, davkovani a genotypové charakteristiky exponovanych subjekt

jsou zasadnimi faktory urcujicimi toxicitu vyvolanou ED (Sifakis et al., 2017).

U EDs byl popsan také transgeneracni efekt (Susiarjo et al., 2015; Rattan & Flaws,
2019). Cesty expozice pro vicegeneracni a transgeneracni ucinky se vSak liSi mezi
pohlavimi. Pokud je samice z filialni generace (FO) bfezi a vystavena plsobeni EDs, jeji
potomci, ktefi jsou generaci F1, jsou vystaveni plsobeni EDs pfimo v déloze. Generace
F2 je vystavena jako zarodecCné buriky v ramci generace F1, ktera se vyviji béhem
téhotenstvi. Uginky EDC pozorované u generaci F1 nebo F2 se povazuji za
vicegeneracni. Generace F3 je prvni generaci bez pfimé expozice EDC, takze tato
expozice by se povazovala za expozici predki a ucinky by se povazovaly za
transgeneracni. Naproti tomu, kdyzZ jsou EDC vystaveni samci FO nebo samice FO, které
nejsou brezi, uc€inky vzniklé v generaci F1 se povaZzuji za multigeneracni diky expozici v
zarodecné linii a u€inky v generaci F2, prvni generaci, ktera neni pfimo vystavena, se

povaZzuji za transgeneracni povahy (Skinner, 2008, 2014; Xin et al., 2015).

Mnohé z nejlepSich souvislosti mezi expozici EDs a nepfiznivymi zdravotnimi
nasledky pochazeji ze studii vysokych davek po primyslovych havariich a
farmaceutickych latek s neoCekavanymi nepfiznivymi zdravotnimi nasledky. Jednim
z takovych je napfiklad vybuch chemického zavodu v italském Sevesu v roce 1976
(Pesatori et al., 2003; Eskenazi et al., 2004). Podobnym pfikladem expozice vysokym
davkam spojenym s nepfiznivymi zdravotnimi nasledky jsou zeny vystavené
syntetickému farmaceutickému estrogenu diethylstilbestrolu (DES) béhem téhotenstvi
(Herbst et al., 1971; McLachlan, 2006; Titus-Ernstoff et al., 2006). Na rozdil od téchto
expozic vysokym davkam dochazi k typické expozici lidi EDs v nizkych davkach z rezidui
na potravinach, vyrobcich osobni péce, Cisticich prostfedcich pro domacnost, hnojivech
a postficich, obalech potravin a dalSich zdrojich. Biomonitorovaci studie
environmentalné exponovanych osob odhaluji koncentrace EDs a dalSich chemickych
latek v krvi a mocCi (Calafat et al., 2008; Lee et al., 2011). V roce 2002 definovali védci
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NTP (National Toxicology Program) hranici nizké davky jako davky v rozmezi typické
expozice Clovéka nebo davky nizSi nez davky testované v tradiCnich toxikologickych
hodnocenich (Melnick et al., 2002). Na zakladé téchto kritérii by kazda epidemiologicka
studie zkoumajici osoby exponované v zivotnim prostfedi (tj. kdokoli jiny nez pracovnik
exponovany v zaméstnani) byla definovana jako studie nizkych davek. Profesionalni
expozice jsou ¢asto povazovany za "vysoké davky", a proto jsou zkoumany samostatné.
(Brucker et al., 2001; Vandenberg et al., 2012a)

Paradoxem je, ze pokud je koncentrace toxického ED v téle vysSi, nez je
fyziologicka koncentrace mimikovaného hormonu, ucinek daného ED vymizi upiné, nebo
je potlacen ¢i pfekryt efektem toxickym. Tomuto jevu, kdy ED zpUsobuji horSi nasledky
v subtoxickych davkach, nez v davkach vysokych se nazyva ,efekt nizké davky“ (LDF,
low dose effect). Z toho vyplyva, Ze u latek s hormonalni aktivitou mohou byt pozorovany
zcela specifické zplUsoby pusobeni, které neodpovidaji tradi€énimu toxikologickému
dogmatu, které tvrdi, ze se zvySujici se koncentraci latky se zvySuje jeji toxicita (Melnick
et al., 2002; Vandenberg et al., 2012b). LDF také byva spojovan s tzv. ,nemonotonni
odezvou“ organismu. Odpovéd organismu na expozici EDs je totiz ¢asto nelinearni, coz

je opét opak klasické linearni odezvy, kdy s vétSi koncentraci substance pfichazi i

v v

v v

v v s

al., 2012). Mechanismus vzniku tohoto efektu je spojen s interakci ligandu (fyziologicky
hormon, ED) a hormonalniho receptoru. EDs méni signaly jadernych receptort v riznych
organismech dvéma cestami: vytvofeni komplexu hormon-receptor, ktery méni syntézu
a metabolismus hormonu, nebo zacilenim na specifické proteiny, které fidi transport
hormon v ur€itém Case a misté (WHO et al., 2013). EDs interaguiji s receptory jadernych
hormon(, véetné estrogenovych receptord a, B a vy, androgenovych receptord,
progesteronovych receptorl, receptoru S§titné zlazy, kortikoidnich receptord a
retinoidnich receptortd. EDs maji navic potencial zplsobovat "estrogenicitu", ktera muze
cilit na signalni drahu estrogenovych receptori a modifikovat genomickou i
negenomickou aktivitu téchto receptord prostfednictvim pfimych interakci nebo nepfimo
prostfednictvim transkrip&nich faktoru (Kabir et al., 2015). V podstaté dochazi k tomu, ze

EDs funguji vaci télu pfirozenym hormonim agonisticky i antagonisticky, tedy bud
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zesiluji, nebo zeslabuiji fyziologické pusobeni hormont (Calabrese & Baldwin, 2001;
Calabrese, 2005).

Pokud jsou jedinci/populace vystaveni pusobeni EDC, je pravdépodobné, Ze se
na vlivu na organismus podileji i dalSi latky znecistujici zivotni prostfedi, protoze
kontaminace prostiedi je zfidkakdy zpusobena jedinou slou¢eninou. Kromé toho mohou

byt u€inky rdznych tfid EDs aditivni nebo dokonce synergické (Crews et al., 2003).

Typickymi zastupci endokrinnich disruptoru, jsou bisfenoly, konkrétné bisfenol S
(BPS - 4,4'-sulfonyldiphenol) a bisfenol A (BPA - 4,4'-(propane-2,2-diyl)diphenol).
Navzdory velice rychlému metabolismu téchto latek bylo prokazano, Zze BPA i BPS maji
zavazné negativni dopady zejména na reproduk&ni zdravi organismd a vyznamné
koncentrace byly detekovany v krvi, moci, potu a také ve folikularni tekutiné ¢lovéka
(Genuis et al., 2011; Li et al., 2011; Gonzalez et al., 2019). Zavadnost BPA vedla k
jeho nahrazeni alternativami a jednou z nich byl pravé BPS, u kterého byly negativni vlivy
vySSi stabilité na slune€nim zafeni nebo obecné pfi vysSich teplotach. Obé tyto latky byly
hojné vyuzivany pro vyrobu plastového kuchyniského nadobi nebo v potravinarském
primyslu ve vyrobé& obalového materidlu potravin (Liao & Kannan, 2013). Pouzivani
téchto substanci je diky jejich toxicité nyni regulovano, nicméné jsou stale obsazeny
napfiklad v pokladnich ucétenkach a Casopisech (Russo et al.,, 2017). BPS byl také
predmétem zajmu naseho vyzkumného tymu, kde v experimentu zkoumajicim jeho vliv
na zrani praseCich oocytll byly popsany negativni vlivy projevujici se zejména na
schopnosti oocytli dokoncit meiotické zrani, tvorbé tubulinovych viaken DV a expanzi

kumularnich bunék (Zalmanova et al., 2017).

2.2.1 Lysmeral (2-(4-terc-butylbenzyl)propionaldehyd)

Jednim z aktualné zkoumanych s potencialné endokrinné disrupénim efektem je
lysmeral (lilial, liestralis, liliovy aldehyd), coz je synteticky aldehyd pouzivany napfiklad
v kosmetice a drogerii (Magnano et al., 2009), ktery ma typickou konvalinkovou vni (ter
Burg et al., 2014). V souladu s Mezinarodni nomenklaturou kosmetickych pfisad je na
spotfebitelskych vyrobcich uvadén jako butylfenylmethylpropional (Pluym et al., 2016).
Lysmeral je povazovan za latku pravdépodobné narusujici endokrinni systém a diskutuje

se 0 ném jako o latce senzibilizujici kizi a toxické pro reprodukci. Lysmeral je jednou z
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26 vonnych chemickych latek, které Védecky vybor pro bezpecnost spotrebitelt (SCCS
- Scientific Committee on Consumer Safety) zafadil na seznam kontaktnich alergent
(ECHA, 2019; SCCS, 2019) kvuli jejich senzibilizujicim vlastnostem pro pokozku (Uter et
al., 2013). V Evropé musi byt pfitomnost lysmeralu v kosmetickych pfipravcich uvedena,
pokud jeho koncentrace pfesahne 0,001 % v pfipravcich, které se nesmyvaiji, jako jsou
krémy, pletové vody a deodoranty, a 0,01 % v prfipravcich, které se oplachuiji, jako jsou
mydla, Sampony nebo kondicionéry (European Commission, 2009). Typické mnozstvi
lysmeralu ve spotfebitelskych vyrobcich je 1,9 % v parfémech, 0,6 % ve vodach po holeni
aaz 0,12 % v kosmetice (Pluym et al., 2016). Do téla se lysmeral mize dostavat nékolika
cestami: inhala¢né, oralné a dermalné, coz je nejCastéjsi zplsob expozice (Bernauer et
al., 2017).

Jednou z metod posuzujici vlastnosti, latek vyuzivanych v populaci je
biomonitoring (HBM — human biomonitoring). HBM je udinnym nastrojem k posouzeni
expozice lidi chemickym latkam, které ve spole€nosti vzbuzuji obavy. V kombinaci s
dotaznikovymi udaji a/nebo monitoringem okoli je HBM schopen ur€it mnozZstvi a zdroj
expozice zkoumanym substancim. Vyzkumna skupina Pluym et al. (2016) vytvofila pIné
validovanou kvalitativni metodu HBM lysmeralu LC-MS/MS (liquid chromatography-
tandem mass spektrometry), s cilem pochopit metabolismus lysmeralu v lidském téle a
stanovit konverzni faktory, respektive frakCni vyluCovani moci. V klinické studii byly
identifikovany Ctyfi hlavni metabolity, které se po definované peroralni davce vyluCovaly
moci, a to kyselinu 4-terc-butylbenzoovou (TBBA), lysmerol (LysOH), kyselinu
lysmerylovou a kyselinu hydroxy-lysmerylovou (M-11) (Scherer et al., 2017). Tyto
metabolity byly metodou LC-MS/MS méfeny v ramci némeckého prlizkumu zivotniho
prostfedi 2014-2017 (GerES V - German Environmental Survey) s cilem prozkoumat
expozici lysmeralu u déti a dospivajicich v Némecku. V tomto vyzkumu byla analyzovana
prvni ranni mo¢ 2133 ucastnikd ve véku 3-17 let a experiment byl dale doplnén o sbér
informaci ohledné chovani relevantnim pro expozici prostfednictvim dotaznikd a
rozhovoru (Murawski et al., 2020). 99 % vzorku obsahovalo kvantifikovatelné mnozstvi
specifického metabolitu LysOH, Ize vyvodit zavér, Ze déti a dospivajici v Némecku byl
vSudypfitomné vystaveni lysmeralu Vysledky také ukazaly, Ze divky mély vysSi
koncentrace metabolitd lysmerolu v moci nez chlapci a Zze pouzivani vonnych latek,
zmékcovadel tkanin a vyrobkl osobni péCe, zejména parfému s obsahem lysmeralu,

bylo pozitivnhé spojeno s koncentracemi metabolitd lysmeralu v mo€i (Murawski et al.,
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2020). V dalsi némecké studii Scherer et al. (2021) byly metodou LC-MS/MS
analyzovany vzorky mo¢i mladych dospélych z Banky environmentélnich vzorkd (ESB -
Environmental Specimen Bank) shromazdénych v letech 2000-2018, které poskytla
Némecka agentura pro Zivotni prostifedi (UBA - Umweltbundesamt). Celkem bylo v této
studii analyzovano 329 vzorkd moci od u€astnikl ve véku 20 az 29 let (164 pochazejicich
od Zen a 165 od muzd, 24 az 30 vzorku na rok a pohlavi) a opét byl vlastni experiment
doplnén o dotazniky tykajici se expozice. Byl nastaven spodni limit kvantifikace (LLOQ -
lower limit of quantification) na 0.2 ug/L pro vSechny metabolity kromé M-11 u které byl
LLOQ 0.4 ug/L. TBBA a lysmerol byly nalezeny ve vétdiné studovanych vzorku (99 %,
resp. 93 % > LLOQ), zatimco M-11 a kyselina lysmerylova byly zjistény méné ¢asto (44
%, resp. 43 % > LLOQ). Opét zde byla potvrzena korelace mezi pouzivanim pfipravkl
s obsahem lysmeralu a hladinou metabolitd v moc¢i (Scherer et al., 2021). Toxikologicka
interpretace téchto zjisténi je vSak ztizena vzhledem k tomu, ze neni k dispozici zadna

orientacni hodnota zalozena na zdravotnim stavu.

O povaze lysmeralu jakozto ED jesté rozhodnuto nebylo, nicméné dosavadni
vyzkumy potvrzuji podobnost jeho uc€inkd s latkami spadajicimi do kategorie EDs.
Jednou z jeho alarmujicich vlastnosti je jeho estrogenni aktivita. Vyzkumy ukazaly, Ze
mnoho chemickych latek pouzivanych v pfipravcich pro osobni hygienu ma estrogenni
aktivitu a pfi aplikaci v oblasti prsou by mohly pfispivat k rostoucimu vyskytu rakoviny
prsu u lidi, pokud dostatené mnozstvi pronikne pfes kuzi do tkani prsu (Darbre et al.,
1983; Harvey & Darbre, 2004; Donovan et al., 2007). Pro svou typickou vuni je i lysmeral
vyuzivan jako parfémova slozka kosmetickych produktd, které jsou aplikovany pfimo na
kGzi a jeho estrogenni plsobeni prokazal vyzkumny tym Charles & Darbre (2009)
v experimentu s lidskymi MCF7 (Michigan Cancer Foundation-7) bufikami pochazejicimi
z linie nadoru prsu. Konkrétné zde byla prokazana jeho schopnost regulovat genovou

expresi v MCF7 burikach ¢i zrychlovat jejich rust In vitro.

Celkovy vliv lysmeralu na fyziologii organismd, jejich reprodukéni a endokrinni

soustavy je pfedmétem aktualné probihajicich vyzkuma.
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3. Hypotéza a cile prace

Na zakladé prostudovani dostupné odborné literatury byla stanovena hypotéza, podle
které lysmeral negativné ovliviiuje meiotické zrani prasecich oocytu in vitro. Za ucelem

ovéfeni hypotézy byly stanoveny cile:

e Zhodnotit vliv lysmeralu na meiotické zrani prasecich oocytu

e Sledovat a zhodnotit vliv lysmeralu na utvareni cytoskeletarnich struktur
meiotického vietene

e Sledovat a zhodnotit Cetnost defektniho déliciho vieténka a chybného napojeni
tubulinu k polum DV nebo k chromozomidm

¢ Sledovat a zhodnotit Cetnost vyskytu dvouretézcovych zlomu ve viaknech DNA

e Sledovat a zhodnotit vliv na epigeneticky marker — histon H3K4me3

31



4. Materialy a metodika

4.1 Chemikalie

Médium 199 — M199 (Gibco, UK)

Bovinni fetalni sérum (GincoBRL, Life Technologies, Germany)
Gentamicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova - HEPES (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA)

Hydrogen uhli¢itan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Laktat vapenaty (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Lidsky choriovy gonadotropin (PG 600, Intervet Boxmeer, Holand)

Konsky choriovy gonadotropin (PG 600, Intervet Boxmeer, Holand)
Fosfatovy pufr - PBS (Phosphate buffered saline) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

Azid sodny - NaN3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kozi sérum ve fosfatovém pufru - NGS (Abcam, Cambridge, UK)
Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

Dimethyl sulfoxid - DMSO (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

Anti-a tubulin primarni protilatka (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)

4'6 — diamidino — 2 — fenylindol dihydrochlorid - DAPI (Thermo Fisher
Scientific, USA)

Fluorescein-5-izothiokyanat (FITC) konjugovana Kozi Anti-Mysi IgG
sekundarni protilatka (T6199) (Abcam, Cambridge, UK)

Anti-H3K4me3 primarni protilatka (Abclonal, USA)
Tetramethylrhodaminem TRITC konjug. Kozi Anti-Krali€i 1gG sekundarni
protilatka (ab7766) (Abcam, Cambridge, UK)
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4.2 lzolace oocytd z ovarii

Oocyty vyuzivané pro experimenty byly ziskavany z ovarii jate¢né porazenych
prepubertalnich prasnic. Z jatek byly vajeCniky do laboratofe pfevezeny v termolahvi, pro

zajisténi optimalni teploty 38 °C.

Komplexy oocytu a kumularnich bunék (COC — cumulus-oocyte complex) byly
ziskavany metodou aspirace, pfi které byla injekéni stfikackou (10 ml) s jehlou (10G)
odebirana folikularni tekutina z folikult o velikosti 2-5 mm v priméru. Odebrana tekutina
byla nasledné pfemisténa do Petriho misky, odkud byly selektovany oocyty s ukonéenym
rustem. Pfi vybéru meioticky kompetentnich oocytll s ukonéenym rustem byly sledovany
tyto parametry: homogeni cytoplasma, velikost 120 uym vnitfniho priméru oocytu a také

nejméné dvé vrstvy kumularnich bunék vytvarejicich kompaktni obal.

4.3 Kultivace oocytl

Pfed samotnou kultivaci byly vybrané oocyty nejdfive 3x promyty v
modifikovaném kultivaénim médiu M199, obohaceném o hydrogen uhliCitan sodny
(0,039 ml 7 % roztoku na 1 ml média), laktat vapenaty (0,6 mg / ml), gentamicin (0,025
mg / ml), HEPES (1,5 mg / ml), gonadotropni hormony eCG a hCG v poméru 13,5 .U :
6,6 1.U. / ml (P.G.600, Intervet, Boxmeer, Holland) a folikularni tekutinu (100 pl / ml).
Nasledné byly oocyty rozdéleny do 4 experimentalnich skupin a pfeneseny do
Ctyfjamkové desticky (NUNC, Roskilde, Denmark). Kultivace probihala po dobu 48 hodin
v podminkach Fizené atmosféry o obsahu 5 % CO2 ve smési se vzduchem pfi 39°C.
Jedna jamka obsahovala kontrolni oocyty a zbylé tfi jamky byly pro oocyty

experimentalni.

4.4 Osetreni oocytl

COCs byly rozdéleny do 4 experimentalnich skupin, jedné kontrolni, kultivované
bez pfitomnosti lysmeralu a tfech pokusnych kultivovanych za pfitomnosti lysmeralu o
celkovych koncentracich: 5 nM, 500 nM a 50 pM. Lysmeral byl rozpustén v dimethyl
sulfoxidu (DMSO). Finalni koncentrace DMSO byla vzdy 0,1 %. Oocyty kontrolni skupiny
byly oSetfeny pouze 0,1 % DMSO.
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4.5 Imunocytochemie

4.5.1Lokalizace a-tubulinu

Po ukonceni kultivace byly oocyty pipetovanim tenkosténnou kapilarou zbaveny
kumularnich bunék. Fixace trvajici 30 minut byla provedena v4 % roztoku
paraformaldehydu v PBS (Phosphate buffered saline) za laboratorni teploty. Poté byly
oocyty promyty v PBS-NaN3. Oocyty byly pro dalSi experiment uchovany pfi teploté 4°C.
Pro zajisténi propustnosti membran oocytu byla nasledné provedena permeabilizace
v 0,1% tritonu X-100 rozpusténého v PBS-NaN3. 30 minut trvajici blokace probéhla také
v Tritonu X-100 rozpusténého v PBS-NaN3, ktery byl obohacen o NGS o celkové
koncentraci 5%. Nasledné byly oocyty inkubovany za pfitomnosti primarni protilatky mysi
anti-a-tubulin (T6199) fedéné (1:1000) v promyvacim roztoku (Triton X-100 rozpustény
v PBS-NaN3, obohacen o NGS o celkové koncentraci 1%) po dobu 1 hodiny. Cast oocytd
byla ponechana bez primarni protilatky pro negativni kontrolu. Po inkubaci s primarni
protilatkou byly oocyty 3x promyty v promyvacim roztoku. Promyté oocyty byly
kultivovany se sekundarni protilatkou kozi anti-mySi 1gG protilatkou, ktera byla
konjugovana s fluorescein-5-izothiokyanatem (FITC) fedéna (1:200) v promyvacim
roztoku. Kultivace se sekundarni protilatkou trvala 40 minut, po kterych byly oocyty opét
3x promyty v promyvacim roztoku. Nakonec byly oocyty montovany na podlozni sklicko
s kapkou Vectashieldu obsahuijici 4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid (DAPI) pro

vizualizaci chromatinu a moznosti stanovit stadia meiotického zrani oocytu.

4.5.2Lokalizace histonu H3K4me3

Po pfislusné dobé kultivace byly COCs zbaveny kumularnich bunék tak, ze byly
opakované pipetovany tenkosténnou kapilarou. Fixovany byly 30 minut v 4 % roztoku
paraformaldehydu v PBS (Phosphate buffered saline) za laboratorni teploty a poté
promyty v PBS-NaN3, ktery byl obohacen o NGS o celkové koncentraci 5%. Oocyty byly
pro dalSi experimenty skladovany pfi teploté 4°C. Permeabilizace a blokace probéhla v
V 0,1 % Tritonu X — 100 (v 1 % a 5 % kozim séru ve fosfatovém pufru, NGS — PBS).
Dale byly oocyty inkubovany za pfitomnosti primarni protilatky kralici anti-H3K4me3
(ab7766) fedénou (1:200) v promyvacim roztoku (Triton X-100 rozpustény v PBS-NaN3,
obohacen o NGS o celkové koncentraci 1%) po dobu 1 hodiny. Cast oocytd byla
ponechana bez primarni protilatky pro negativni kontrolu. Po inkubaci s primarni

protilatkou byly oocyty 3x promyty v promyvacim roztoku. Promyté oocyty byly
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kultivovany se sekundarni kozi anti-krali€i 1gG protilatkou ktera byla konjugovana s
Tetramethylrhodaminem (TRITC) a fedéna (1:200) v promyvacim roztoku. Kultivace se
sekundarni protilatkou trvala 40 minut, po kterych byly oocyty opét 3x promyty
v promyvacim roztoku. Montovani na podlozni sklicko bylo za pfitomnosti kapky
Vectashieldu obsahujiciho 4'6 — diamidino — 2 — fenylindol (DAPI; Thermo Fisher

Scientific) pro obarveni chromatinu a moznosti stanovit stadia meiotického zrani oocytu.

4.6 Tunel assay

Pro sledovani pfitomnosti dvojitych DNA zlomu byla vyuzita metoda TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling). Fixované oocyty
MIl byly permeabilizovany v 0,1 % Tritonu X-100 v PBS obsahujicim 0,05 % NaN3 po
dobu 40 min. Oocyty byly oSetfeny deoxyuridinosintrifosfatem (dUTP) konjugovanym s
fluoresceinem a enzymem terminalni deoxyribonukleotidyltransferazou (TdT) (In Situ
Cell Death Detection Kit, kat. €. 11684795910, Roche, Némecko) po dobu 1 hodiny ve
tmé pfi 37 °C. Pozitivni kontrola byla pfipravena pomoci soupravy DNase | (AMP-D1,
Sigma-Aldrich). Nakonec byly oocyty pfipevnény na sklicka pomoci média Vectashield
plus 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI). Oocyty s pozitivnim signalem byly hodnoceny

jako tunel pozitivni, oocyty bez signalu jako tunel negativni.

4.7 Konfokalni mikroskopie a analyza obrazu

Pro snimani preparatt byl pozit konfokalni mikroskop Olympus 1X83 (Olympus
Germany). Nastaveni mikroskopu bylo identické pro jednotlivé sledované markery.
Pomoci programu ImagedJ (National Institutes of Health, USA) byla méfena a hodnocena
intenzita fluorescence. Byla vyjadiena jako ,relativni intenzita“ ziskana pomérem mezi
primérnou naméfenou hodnotou intenzity v oocytech kontrolni skupiny a primérnou

hodnotou intenzity v oocytech dané experimentalni skupiny.

4.8 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu porovnavani mezi skupinami byl pouzit Chi kvadrat test
s Bonferroniho korekci nebo Fischerlv exaktni test. Data vS8ech experimentl byla
uvedena jako pramér + stfedni chyba priméru z minimalné tfi nezavislych experimenta.
Zpracovani dat probéhlo pomoci programu Statistica Cz 12 (StatSoft, Inc., USA). Pokud

byla P hodnota mensi nez 0,05, byl vysledek povazovan za statisticky vyznamny. Byl
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stanoven minimalni pocet oocytll n>15 a kazdy experiment zahrnoval minimalné ftfi

nezavisla opakovani.
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5. Vysledky

5.1 Vliv lysmeralu na progresi meiotického zrani

Cilem experimentu bylo sledovat vliv tfi koncentraci lysmeralu (5 nM, 500 nM a
50 yM) na priibéh meiotického zrani prasecich oocytul in vitro. Oocyty byly s jednotlivymi
koncentracemi kultivovany po dobu 48 hodin a nasledné bylo na zakladé morfologického
stavu chromatinu hodnoceno dosazené stadium meiotického zrani. Graf 1 zobrazuje
procentaoocytli v jednotlivych fazich. Cast oocytli meiotické zrani nedokongila, tedy
nedosahla stadia MIl, ale zastavila zrani bud ve stadiu GV nebo MI. Byl pozorovan
signifikantni rozdil ve schopnosti dosahnout stadia MIl u oocytl kontrolni skupiny oproti
oocytim po expozici lysmeralem Statisticky vyznamné sniZzeni schopnosti dokoncit
meiotické zrani do faze MIl bylo pozorovano u vSech koncentraci 5 nM, 500 nM a 50 pM.
Vliv lysmeralu na prabéh meiotického zrani se v naSem experimentu prokazal byt

linearné zavisly na davce.
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Graf 1: Efekt lysmeralu na progresi meiotického zrani

GV — germinal vesicle — oocyt ve stadiu zarode¢ného vacku, Ml — oocyt ve stadiu prvni
meiotické metafaze, MIl — oocyt ve stadiu druhé meiotické metafaze. Statisticky
vyznamny rozdil je oznaen hvézdickou. Data jsou prezentovana jako prumérné
procento (primér + stfedni chyba priméru) z nejméné tfi nezavislych experimenta, n>30
oocytl na skupinu (P <0,05).
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5.2 Vliv lysmeralu na formaci déliciho vieténka v prabéhu
meiotického zrani

Utvareni DV v metafazi Il. meiotického déleni u oocytl kultivovanych 48 hodin v in vitro
podminkach za pfitomnosti lysmeralu bylo dalsim pfedmétem vyzkumu této prace.
Posuzovana byla morfologie DV a sefazeni chromozomU v ekvatorialni roviné na
zakladé imunofluorescencniho barveni DNA a a-tubulinu. Typicka struktura DV a
pravidelné sefazené chromozomy byly pozorovany v kontrolni skupiné oocytt. Oocyty,
které byly oSetfeny jednotlivymi koncentracemi lysmeralu vykazovaly vysSi incidenci
defektd DV, napfiklad jeho vyrazné mensSi velikost, chybné napojeni mikrotubult na
chromozomy, nizSi hustotu tubulinovych viaken ¢i pdly DV pfFilis vzdalené od sebe
(obrazek 2). Signifikantni rozdily byly zaznamenany v testovanych koncentracich 500

v v

vyznamny rozdil vyskytu abnormalit DV oocytl oproti kontrolni skupiné oocytu (graf 2).
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Graf 2: Vliv lysmeralu na formaci déliciho vieténka v priibéhu meiotického zrani
Statisticky vyznamné rozdily jsou znacCeny hvézdickou (P <0,05). Data jsou
prezentovana jako prumérné procento (pramér * stfedni chyba priameéru) z nejméné tfi

nezavislych experimentl, n>30 oocytl ve skupiné.
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chromatin a-tubulin merge
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Obrazek 2: Vizualizace chromatinu a o-tubulinu

50 uM

Reprezentativni obrazky pfedstavuji vizualizaci chromatinu (modra) a o-tubulinu
(zelend) ve tfech koncentracnich skupinach lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 uM) a ve
skupiné kontrolni (K). Na obrazcich znazorfiujicich DV u oocytl oSetfenych lysmeralem
Ize pozorovat rizné druhy defektd DV. Méfitko u kazdého obrazku odpovida 10 pM.

Sloupec ,Merge“ pfedstavuje spojeni obrazi obou vizualizovanych struktur.
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5.3 Vliv lysmeralu na integritu chromatinu v prabéhu
meiotického zrani

Cilem experimentu bylo analyzovat €etnost dvoufetézcovych zlomd DNA ve skupinach
oocytu oSetfenych tfemi rllznymi koncentracemi lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 uM)
v priibéhu in vitro kultivace. Integrita DNA byla posuzovana pomoci metody TUNEL,
ktera dvouretézcové zlomy zaznamenava na zakladé pfFitomnosti/nepfitomnosti
fluorescencniho signalu(obrazek 3) TUNEL pozitivni signal indikujici DNA fragmentaci
byl zaznamenan ve vSech skupinach oocytu kultivovanych za pfitomnosti lysmeralu.
Statisticky vyznamné rozdily byly pozorovany ve skupinach oocytu testovanych
koncentraci 500 nM a 50 uM (graf 3).
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Graf 3: Vliv lysmeralu na integritu chromatinu v pribéhu meiotického zrani
Statisticky vyznamné rozdily jsou znaceny hvézdic¢kou (P <0,05). Data jsou
prezentovana jako pramérné procento (prdmér * stfedni chyba priméru) z nejméné

tfi nezavislych experimentt, n>30 oocytl na skupinu.
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Obrazek 3: Vizualizace chromatinu a dvojitych zlomd DNA analyzovanych
metodou TUNEL Reprezentativni obrazky chromatinu (modra) a zlomd DNA (DBS —
zelena), které byly analyzovany metodou TUNEL Prvni fadek obrazkd zobrazuje
TUNEL pozitivni oocyt (TUNEL +), druhy fadek obrazku znazorfiuje TUNEL negativni
oocyt (TUNEL -). Méfitko u kazdého obrazku odpovida 10 uM. Sloupec ,Merge®

predstavuje spojeni obrazl obou vizualizovanych struktur.
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5.4 Vliv lysmeralu na zménu v methylaci histonu H3K4me3

Cilem bylo zhodnotit vliv expozice Ilysmeralu na epigenetické markery
heterochromatinu po 48 hodinach in vitro kultivace ve skupinach oocytl oSetfenych
tfemi rlznymi koncentracemi lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 yM). Data ukazuji snizeni
intenzity fluorescence ve vSech skupinach oocytu kultivovanych s lysmeralem, nicméné

statisticka vyznamnost nebyla prokazana ani u jedné z koncentracnich skupin (graf 4).
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Graf 4: Vliv lysmeralu na zménu v methylaci histonu H3K4me3
Data jsou prezentovana jako pramérné procento (prumeér + stfedni chyba priméru) z

nejméné tfi nezavislych experimentd, n>20 oocytld na skupinu (P <0,05).
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Obrazek 4: Vizualizace chromatinu a histonu H3K4me3

Reprezentativni obrazky predstavuji vizualizaci chromatinu (modra) a histonu H3K4me3
(Cervena), ve tfech koncentracnich skupinach lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 uM) a ve
skupiné kontrolni (K). Méfitko u kazdého obrazku odpovida 10 ym. Sloupec ,Merge®

pfedstavuje spojeni obrazll dvou vizualizovanych struktur.



6. Diskuze

Cilem predkladané diplomové prace je sledovani a popsani vlivu lysmeralu na
meiotické zrani praseCich oocytl, konkrétné pak na vybrané proteinové markery a
poskozeni DNA. Praseci a lidsky organismus sdili mnoho anatomickych a fyziologickych
charakteristik (Groth, 2007), proto jsme jako modelovy organismus zvolili prase. Praseci
oocyt se svou fyziologii velmi podoba oocytu lidskému, proto je pro sledovani ucinku
reprodukéné toxickych latek na meiotické zrani in vitro vhodné&jSim modelem nez Casto
vyuzivany oocyt mysi (Swindle et al., 2012). Pro nas experiment byla stéZejni podobnost
zejména v oblasti reprodukce, oogeneze a raného embryonalniho vyvoje. Vyznamné
shody jsou napfiklad v aktivaci embryonalniho genomu, ktera u lidi nastava ve stadiu 4
bunék a u prasete ve 4-8 bunéfném embryu, v nacasovani meiotického zrani Ci

v dosaZeni stadia blastocysty (Wehrend & Meinecke, 2001).

Denni pfijem lysmeralu i pfitomnost hlavnich metabolitll lysmeralu v moci bézné
populace jiz byly stanoveny (Scherer et al., 2017). Lze se domnivat, Ze pravdépodobnost
pritomnosti lysmeralu v dalSich télnich tekutinach ¢lovéka je vysoka (Murawski et al.,
2020; Scherer et al., 2017, 2021) a dochazi tak i expozici lidskych oocytu. Na zakladé
dostupnych informaci a pfedbéznych vysledkl byly z Siroké koncentraéni fady zvoleny
pro nasledujici experimenty tfi koncentrace lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 uM). Dosud
nebyla publikovana oficialni studie, ktera by skute¢né koncentrace lysmeralu ve
folikularni tekutiné stanovila, nicméné diky experimentim sledujicim vliv jinych
reprodukéné toxickych latek na zrani oocyt (Ding et al., 2017, 2020; Zalmanova et al.,
2017) muzeme usoudit, Ze i skute€na koncentrace lysmeralu ve folikularni tekutiné bude

témto hodnotam blizka.

Meiotické zrani oocytl je slozity proces zahrnujici velké mnozstvi vzajemné
propojenych signalnich drah a faktoru, jejichz naruSeni muze spravnou progresi narusit.
Podminkou pro tvorbu vyvojové kompetentnich oocytl a nasledné spravny embryonalni
VyVoj je pravé bezchybnost a plynulost maturacnich procesu oocytu (Picton et al., 1998).
Vysledky ziskané po 48hodinové kultivaci oocytl v jednotlivych koncentracich prokazuiji
negativni vliv lysmeralu na pribéh buné&ného cyklu v procesu maturace oocytl in vitro.
Po ukonceni kultivace byla hodnocena stadia, ve kterych se oocyty nachazely — stadium
GV, MI (metafaze prvniho meiotického déleni) a MIl (metafaze druhého meiotického

déleni). Signifikantni mnozstvi kultivovanych oocytu v experimentalnich skupinach se
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vSak nachazelo ve stadiich GV a MI. Tento efekt byl sledovan u vSech tfi pouzitych
koncentraci lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 uM). Mdze se jednat o takzvany nelinearni
efekt (Vandenberg et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze zatim nebyly publikovany studie zkoumajici vliv lysmeralu
na progresi oocytu meiotickym zranim, nabizi se pouze moznost srovnani s latkami, u
nichz byl tento efekt pozorovan. Obdobné efekty reprodukéné toxickych substanci na
oocyty a Zensky rozmnozovaci systém obecné byly prokazany u mnoha latek, zejména
pak u bisfenoll. Srovnatelné vysledky byly popsany v experimentu sledujicim vliv
bisfenolu AF na prlibéh meiotického zrani mysSich oocytl (Ding et al., 2017). Také u BPS
byly popsany podobné efekty po kultivaci prasec€ich oocytl a statisticky vyznamny efekt
mozné uvazovat o ,efektu nizké davky* (Zalmanova et al., 2017). In vivo studie pracujici
s mySimi samicemi, které byly dlouhodobé vystaveny davkam BPS simulujicimi realny
vyskyt v prostfedi, dospéla k obdobnym vysledkl (Nevoral et al., 2018). Stejné tak byl
prokazan negativni vliv riznych koncentraci BPA na zrani prasecich (Wang et al., 2016)
a lidskych oocytu (Machtinger et al., 2013). Diky podrobnym studiim se ukazalo, ze
obdobi kolem MI je vuci expozici latkam s endokrinné disrupénim pusobenim vysoce
citlivé. Vyzkumny tym Can et al. (2005), ktery ve své studii sledoval u€inek BPA na mysi
oocyty v riznych fazich meiotického zrani, dospél k vysledkim, které popisuiji, Zze nejvice
oocytu prerusilo meiotické zrani v momenté prechodu z metafaze | do anafaze I. Naproti
tomu v nasledujicim pfechodu z anafaze | do telofaze | bylo preruseni meiotického méné
Casté. Vzhledem k tomu, Ze jsou z velké Casti popsany drahy vedouci k zaCatku jak
meiotické, tak mitotické anafaze (He et al., 2021), mizeme odvodit potencionalni
mechanismy pusobeni zminénych latek. Napfiklad bylo prokazano, Ze inhibice proteaz
je dostacujicim impulzem k tomu, aby byl buné&ény cyklus zastaven (Karasu et al., 2019).
Pocatek anafaze je totiz spojen s degradaci cyklinu, kterou zprostfedkovava ubiquitin-
proteazomovy komplex spoleéné s faktory MAPK a MPF (Sun et al., 1999). Jedna z teorii
tedy prfedpoklada, Ze k zastaveni cyklu dochazi z divodu zamezeni degradace cyklinu.
Naproti vysledkim prokazujicim negativni U¢inky bisfenold na progresi oocytu
meiotickym zranim stoji i studie s protichudnymi vysledky. Védci vyzkumného tymu
Campen et al. (2018) nepozorovali abnormality v ramci dosazeni Mll stadia u kravskych
oocytu, které byly kultivovany s BPS a BPA. Duvodem muze byt druhova rozdilnost

v citlivosti na endokrinni disruptory.
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Vliv lysmeralu na praseCi oocyty jsme v naSem experimentu pozorovali také
v souvislosti s formovanim DV. Abnormality DV byly pfitomné ve vétSi mife ve skupinach
oocytl vSech tfi koncentraci. Konkrétné se jednalo o sniZzené pocty tubulinovych
filament, mensi velikost DV, poly roztazené pfili§ do stran, chybné napojeni chromozomdi
k flamentim ¢&i zplostélost DV. V nékterych pfipadech se vady pFenesly i dale a
zpuUsobovaly napf. $patné sefazeni chromozomu v metafazni figufe. Sledovany efekt byl
linearni, nejvétsi incidenci abnormalnich vieten jsme pozorovali ve skupiné oocytl
kultivovanych pfi koncentracich lysmeralu 500 nM a 50 uM. Defekty v sestaveni DV a
abnormality v uspofadani chromozomu mohou vést k selhani meiotické progrese a
nasledné ke zhrouceni plynulého mechanismu maturace oocytu, coz vede bud k chybam
typu selhani oplozeni ¢i aneuploidii, nebo k uplné nefunkénosti oocytu, jak bylo popsano
ve studiich zaméfujicich se na praseci a mysi oocyty pod vlivem BPA (Can et al., 2005;
Wang et al., 2016).

Na zakladé nasich vysledkl mizeme konstatovat, ze lysmeral naruSuje tvorbu
meiotického vieténka v prasecich oocytech a zpusobuje nepravidelnosti v usporadani
tubulinovych vlaken. Existuje mnoho dalSich exogennich latek, u kterych byl také
zaznamenan zvySeny vyskyt abnormalnich vieten. Srovnatelny vliv na spravné
sestaveni chromozomu do metafazni desti¢ky in vivo (Hunt et al., 2003) a in vitro (Can
et al., 2005) byl pozorovan pfi zrani mysich oocytl v pfitomnosti BPA, abnormality
meiotického vieténka byly ziejmé& dusledkem naruSeni kontrolniho bodu DV. Také
béhem zrani praseCich oocytl in vitro pasobil BPA obecné negativné na pribéh
bunécéného cyklu, architekturu vieténka a organizaci chromozomu (Wang et al., 2016).
DalSi latkou z jiné skupiny toxinu ovlivAujicich stavbu DV v oocytech je podofylotoxin,
ktery je bézné vyuzZivany jako medikament pfi Ié€bé genitalnich bradavic. Abnormality
DV spojené s expozici podofylotoxinu byly pozorovany jak u mysich (Hu et al., 2018), tak
u prasecich oocytl (Jiang et al., 2020). Synteticky estrogen DES, dfive pfedepisovany
v klinické 1écbé jako prevence potratli a pfi nedostatku estrogenu, také svym uc€inkem
zpusobuje poruchy formace DV a sestaveni chromozomu (Ding et al., 2020). Kvuli
mnoha dalSim negativnim vlivim na organismus Clovéka bylo zakazano jeho vyuzivani
v humanni mediciné, nicméné jednim z jeho dalSich U&inkl je zvySovani rychlosti rastu

zvifat a obsahu bilkovin v télech zvirat, takZe se v nékterych €astech svéta stale pouziva
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jako stimulator rustu v suchozemskych chovech (X. Zhang et al., 2011), coz

pravdépodobné pfispiva k jeho stalému vyskytu v Zivotnim prostredi (Silva et al., 2021).

Pfesny zpusob, jakym lysmeral ovliviiuje stavbu DV je neznamy, nicméné se
pravdépodobné nejedna pouze o jeden konkrétni mechanismus, ale o viceurovhovou
souhru nékolika procesu. Jednou z moznych cest vedoucich k poskozeni DV je selhani
kontrolniho bodu napojeni meiotického vieténka (SAC - Spindle assembly checkpoint).
Spojeni SAC a reprodukéné toxickych latek bylo prokazano ve studii popisujici
prodluzovani mitotické progrese nemistnou aktivaci SAC a naruSovanim napojeni MT ke
kinetochoram v délicich se somatickych burikach vlivem BPA (Kim et al., 2019). V tomto
experimentu bylo také zjisténo, ze BPA ovlivnil spravnou lokalizaci proteind
asociovanych s mikrotubuly (MAP) - HURP na proximalnich koncich mikrotubul(
vieténka, Kif2a na minusovych koncich MT vieténka a TPX2 lokalizovanym na
mitotickém vreténku. Pfedpoklada se, Ze tato chybna lokalizace MAP vede k poruse

uchyceni vieténka a tedy i k rdznym abnormalitam.

Vzhledem k meiotickému bloku doprovazenému prodlouZenou profazi jsou oocyty
vysoce nachylné na poskozeni DNA. To muze byt zplsobeno raznymi faktory, v€etné
pusobeni exogennich reprodukéné toxickych latek. Z toho dlivodu jsme se zaméili i na
studium vlivu lysmeralu na integritu DNA, zejména pak na vznik dvouvlaknovych zlomu.
Vyskyt DSB byl sledovan metodou TUNEL postavenou na fluorescenénim znaceni
loZzisek poSkozené DNA. Analyza potvrdila signifikantni narist oocytu s poSkozenim
DNA v experimentalnich skupinach koncentraci lysmeralu 500nM a 50 uM. Podobny
vysledek, jen s Fadové vyssSimi koncentracemi toxické substance, byl popsan na mysich
oocytech v dalSi studii naseho tymu, kdy byly oocyty akutné vystaveny nizkym davkam
BPS (ProkesSova et al., 2020). DBS mohou vznikat bud v dasledku normalnich
bunécnych procesu, nebo po vystaveni bunék vlivim prostiedi, které poskozuji DNA.
Pfedpokladany mechanismus vzniku DBS je zpusoben vyskytem reaktivnich oxidovych
radikalll (ROS - reactive oxygen species), které vznikaji jako nasledek oxida¢niho
stresu. Ten byl v mnoha pfipadech detekovan ve vétsi mife u oocytl, které byly akutné
vystaveny ruznym reprodukéné toxickym latkam. Jednou z nich je napfiklad insekticid
deltametrin, u kterého byl prokazan negativni vliv na mysSi oocyty (Jia et al., 2019). U
téch se kromé narlstu oxidacniho stresu vyskytovaly ve vétSi mife abnormality DV

podobné jako v pfipadé lysmeralu. Stejné posSkozeni vykazovaly mysi oocyty oSetfené
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fluoren-9-bisfenolem, ktery je vyuzivan jako jedna z alternativ BPA (Jia et al., 2019). DBS
byly v této studii detekované metodou imunofluorescenéniho barveni y-H2AX, ktery byva

v mistech zlomd akumulovan.

Pokud jsou organismy akutné nebo chronicky vystaveny expozici smésim EDs Ci
jinych toxickych latek, muze dojit k bioakumulaci a biochemické komunikaci jednotlivych
sloZek téchto smési, coz mize vést k vysoce nepfiznivym modifikacim, které nasledné
mohou jesté ve vétsi mife ménit metabolismus hormond, snizovat plodnost a zptisobovat
dalsi zavazné abnormality (Dietrich et al., 2010; Zhou et al., 2017). V Zivotnim prostfedi
se nevyskytuji kontaminanty oddélené, ale jsou pfitomny najednou ve formé rliznych
smési. Problémem je, Ze rizné kombinace a koncentrace toxickych latek mohou mit
zcela odlisSny ucinek nez jednotlivé slou€eniny samostatné. Vzhledem ke globalnimu
rozSifeni lysmeralu v Zivotnim prostfedi, jsou jeho kombinované efekty s jinymi polutanty
vysoce pravdépodobné. Jedna z nejznaméjSich studii dokumentujicich velmi silny
kombinacni efekt popisuje ucinky farmaceutického estrogenu a perzistentniho
organochlorového pesticidu (trans-nonachlor). Kazdy z nich samostatné vykazuje nizkou
ucinnost, nicméné pfi souCasném vyskytu se kooperativné vazou na receptor pregnanu
X, coz vede k jeho synergické aktivaci (Delfosse et al., 2015). V souvislosti s lysmeralem
by bylo vhodnym pfedmétem vyzkumu sledovat jeho vztah s potencialné nebezpelnymi
latkami, se kterymi byva obsazen v kosmetickych produktech. V primyslovych
produktech se lysmeral hojné vyskytuje napfiklad s triklosanem, coz je bézna
antimikrobialni latka, ktera vSak vykazuje endokrinné disrupcni efekt (Veldhoen et al.,
2006; Raut & Angus, 2010) a mlze pusobit jako agonista hormon stitné Zlazy u ¢lovéka
(Wolff et al., 2015). Vzhledem k zahlcenosti prostfedi raznymi toxickymi latkami se diky
témto experimentim zvedlo povédomi o nasledcich, ve které tato situace mize dospét
a také diky tomu v poslednich letech dramaticky pfibyva studii zdUraznujicich G&inky

kombinovanych chemickych smési na endokrinni systémy.

Poslednim experimentem této prace bylo sledovani vlivu lysmeralu na
epigeneticky marker histon H3K4 a jeho methylaci — H3K4me3 — kde koncovka oznacuje
trimethylaci na 4. lyzinovém zbytku histonu H3. H3K4me3 je konkrétni epigeneticka
modifikace, ktera byva Casto spojovana s regulaci genové exprese prostfednictvim

remodelace chromatinu komplexem NURF (Nucleosome remodeling factor) (Wysocka
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et al., 2006). H3K4me3 pozitivné reguluje transkripci prostfednictvim zmény lokalizace
histonovych acetylaz a NURF. Funkce H3K4me3 je také spojovana s ranymi
embryonalnimi stadii, kde muze byt jednim z pfimych ¢i vedlejSich cild plUsobeni
reprodukéné toxickych latek (Casati et al., 2013; Otsuka et al., 2014; Faulk et al., 2016).
V nasem experimentu jsme vSak nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil v relativni
intenzité fluorescencniho signalu. Vliv lysmeralu na epigenetické markery meiotického
zrani prasecich oocytt by mohl byt prokazan v pfipadé sledovani jiného epigenetického
markeru, napfiklad represivniho histonu H3K27me2, nebo pouzitim jiného expozi¢niho

okna v souvislosti s kultivaci oocyta.

Zajimavy efekt souvisejici se zménou epigenetickych markert zprostfedkovanou
EDs byl pozorovan ve studii vyzkumného tymu Jefferson et al. (2013). Pfedmétem
experimentu bylo sledovani modifikaci nékolika vyvojové specifickych histon (jednim
z nich byl pravé H3K4me3) u novorozenych mysi, které byly vystaveny ucinkim
syntetického estrogenu (DES). Bylo zjiSténo, Ze neonatalni expozice DES do¢asné méni
expresi mnoha chromatin modifikujicich proteint a trvale méni epigenetické znacky
v délozni tkani, konkrétné v genovém lokusu Six7, coz naznacCuje mechanismus
vyvojové expozice vedouci ke zméné reprodukéni funkce a zvySenému riziku rakoviny.
Pozménéné epigenetické znacky byly detekované také po expozici bisfenolim. Studie
Faulk et al. (2015) popisuje souvislost mezi expozici matky BPA a zménénymi
methylacnimi vzorci v jatrech plodu. Hladiny BPA v lidské fetalni jaterni tkani byly spojeny
s komplexnimi linearnimi, nemonoténnimi i sekvencné zavislymi zménami v methylaci
DNA. V mySich oocytech po chronické expozici BPS byly pozorovany zmény
epigenetického represivniho markeru H3K27me2, kdy dochazelo ke zvySeni methylace
(Nevoral et al., 2018). S ovliviiovanim epigenetickych markert zplsobenym toxickymi

latkami muze souviset i nami popsana naruSena progrese meiotického zrani.

Zmény epigenetickych modifikaci mohou mit dalekosahlejsi u€inky nez ,jen“ trvalé
pozménéni genové exprese u konkrétnich jedincu, ktefi byli exponovani. Epigenetické
znaCky se totiz mohou pFfenaSet i do nasledujicich generaci, coz je podstata
transgeneracniho vlivu, ktery jiz byl prokazan u nékolika toxickych latek a EDs. Mezi
znamé ED, které ovliviiuji muzskou a Zenskou reprodukci, patfi ftalaty, BPA, pesticidy a
kontaminanty zZivotniho prostfedi (Manikkam et al., 2013, 2014; Berger et al., 2016; Zhou
et al., 2017; Nilsson et al., 2018). Zmény v epigenetickém kodu se pFfenasi pres
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zarodec€nou linii na neexponovanou generaci, u které pak dochazi k transgeneracnim
jevim (Skinner, 2008, 2014; Xin et al., 2015). Aktualni studie védecké skupiny Nguyen
et al. (2022) predklada dikazy o tom, ze potomci téhotnych mysi, které byly vystaveny

pusobeni BPA, mély dokonce vaznéjsi nasledky, nez jejich matky pod pfimou expozici.

Dosud nebyly publikovany studie, které by vliv lysmeralu na reprodukci ZivoCichU
popisovaly. NaSe studie prokazala vliv lysmeralu na kliCovy usek oogeneze, meiotické
zrani. Jedna se o dulezita zjisténi, ktera pfispivaiji k teorii, podle které lysmeral spada do
skupiny reprodukéné toxickych latek. K plnému objasnéni principu pusobeni lysmeralu
na oocyty je tfeba identifikovat a pfesnéji popsat molekularni cile pusobeni lysmeralu v
oblasti reprodukénich soustav savcu a to i v zajmu ochrany lidského reprodukéniho

zdravi.
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7. Zaver

V této diplomové praci byla hodnocena hypotéza negativniho vlivu syntetické

substance lysmeralu na zrani prasecich oocytu in vitro.

e Na zakladé vysledkd imunocytochemie (barveni chromatinu) jsme potvrdili
negativni vliv lysmeralu na zrani prasecich oocytu in vitro. Oocyty kultivované 48
hodin s nizkymi davkami lysmeralu (5 nM, 500 nM a 50 uM) vykazovaly snizenou
schopnost dosahnout stadia druhé meiotické metafaze. Signifikantni rozdily byly

pozorovany ve vSech tfech experimentalnich koncentracich.

e Vlivem expozice lysmeralu doSlo u zrajicich oocytl také k naruseni tvorby DV.
NejCastéji byly pozorovany chyby pfi napojovani ke kinetochordm chromozom ¢i
tvarové abnormality. Statisticky vyznamny rozdil byl pozorovan po kultivaci v 500

nM koncentraci lysmeralu.

e Data ze trfetiho experimentu potvrdila efekt Iysmeralu ve vSech
testovanych koncentracich na integritu chromatinu zrajiciho oocytu. Metodou
TUNEL byl detekovan a nasledné statisticky vyhodnocen signifikantné zvySeny
vyskyt zlomd DNA u oocytl oSetfenych lysmeralem v koncentracich 500 nM a 5
MM.

e Experimenty neprokazaly vliv lysmeralu na methylaci epigenetického markeru
histonu H3K4me3.
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