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Abstrakt

Meiotickd maturace oocytu je kliCovou fazi vyvoje samicich gamet. Do piirozené fyziologie
oogeneze a meiotické maturace v souc¢asné dob& zasahuje mnozstvi antropogennich latek
kontaminujicich zivotni prostfedi. Mezi tyto slouceniny patii také triclosan. Triclosan (5-
chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol) je antibakteridlni latka komeréné vyuzivana
v kosmetickych a dezinfekénich ptipravcich. Do lidského organismu vstupuje tato sloucenina
absorpci pres kiizi a sliznice a jeji pfitomnost byla prokazana v krvi, mo¢i, matefském mléku,
jatrech a tukové tkéani. Triclosan je klasifikovan jako endokrinni disruptor, pfesto jeho
spotfeba celosvétove stale stoupd. Cilem této prace je zhodnotit vliv nizkych dévek triclosanu
na vybrané markery meiotického zrani prasecich oocytu in vitro.

Tato prace popisuje negativni ucinky triclosanu a triclosanu v kombinaci s bisphenolem
S na meiotické zrani prasecich oocyti in vitro. Déle byl prokazan vliv téchto latek na zvySené
procento abnormalnich meiotickych vietének a stabilitu mikrotubulli meiotického vieténka.
Vliv na mitochondrie a epigenetické vlivy triclosanu nebyly prokdzany. Vysledky poukazuji
na rizika spojend s komer¢nim vyuzitim triclosanu a nutnost dal$iho studia jeho vlivu na

reprodukéni zdravi zivocichi véetné cloveka.
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Abstract

Meiotic maturation of oocytes is a key phase in the development of female gametes. The
natural physiology of oogenesis and meiotic maturation is currently being influenced by a
number of anthropogenic environmental contaminants. These compounds include triclosan.
Triclosan (5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol) is an antibacterial substance
commercially used in cosmetic and disinfectant products. This compound enters the human
body by absorption through the skin and mucous membranes. Its presence has been
demonstrated in blood, urine, breast milk, liver and adipose tissue. Triclosan is classified as an
endocrine disruptor, yet its consumption continues to increase worldwide. The aim of this
study is to evaluate the effect of low doses of triclosan on selected markers of meiotic
maturation of porcine oocytes in vitro.

This work describes the negative effects of triclosan and triclosan in combination with
bisphenol S on the meiotic maturation of porcine oocytes in vitro. Furthermore, the effect of
these substances on the increased percentage of abnormal meiotic spindles and the stability of
the microtubules of the meiotic spindle was demonstrated. Effects on mitochondria and
epigenetic effects of triclosan were not proved. The results highlight the risks associated with
the commercial use of triclosan and the need for further study of its impact on the

reproductive health of animals, including humans.
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Seznam zkratek

2,8-DCDD - 2,8-dichlorodibenzo-P-dioxin

5mC — 5-Methylcytosine, 5-methylcytosin

AR — Androgen Receptor, androgenni receptor

Arp2/3 — Actin Related Protein 2/3, aktin asociovany protein 2/3

ATP — Adenosine triphosphate, adenosintrifosfat

Blimp1 — B-lymphocyte-induced maturation protein 1, B-lymfocyty indukovany matura¢ni
protein 1

BMP — Bone morphogenetic protein, kostni morfogeneticky protein
BMP15 — Bone morphogenetic protein 15, kostni morfogeneticky protein 15
BMP4 — Bone morphogenetic protein 4, kostni morfogeneticky protein 4
BMP7 — Bone morphogenetic protein 7, kostni morfogeneticky protein 7
BPA — Bisphenol A

BPS — Bisphenol S

Bubl — Budding inhibited by benzimidazoles 1

cAMP — Cyclic adenosine monophosphate, cyklicky adenosinmonofosfat
CDC25 — Cell Division Cycle Phosphatase 25, fosfataza bunécného cyklu 25
CDKI1 — Cyclin-dependent kinase 1, cyklin dependentni kinadza 1

Cep152 — Centrosomal Protein 152, centrozomalni protein 152

Cep192 - Centrosomal Protein 192, centrozomalni protein 192

cGMP — Cyclic guanosine monophosphate, cyklicky guanosinmonofosfat
COC — Cummulus-oocyte complex, kumulo-oocytarni komplex

CSF — Cytostatic Factor, cytostaticky faktor

Cx37 — Connexin 37, konexin 37

Cx43 — Connexin 43, konexin 43

DDT - dichlordifenyltrichlorethan

DNMT1 — DNA Methyltransferase 1, DNA methyltransferaza 1
DNMT3A — DNA Methyltransferase 3A, DNA methyltransferaza 3A
DNMT3B — DNA Methylatransferase 3B, DNA methyltransferaza 3B
ED — Endocrine disruptor, endokrinni disruptor

Emi2 — Endogenous Meiotic Inhibitor 2, endogenni meioticky inhibitor 2

ER — Endoplasmic reticulum, endoplazmatické retikulum



ERE — Estrogen Response Element, estrogenovy responzivni element

ERK1/2 — Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2, extracelularnim signalem regulovana
kinaza 1/2

ERRY — Estrogen-Related Receptor Gamma, s estrogenem asociovany receptor gamma
ERa — Estrogen Receptor a, estrogenni receptor o

ERp — Estrogen Receptor 3, estrogenni receptor 3

Fabl — Enoyl-Acyl Carrier Protein Reductase |

FIGLA — Folliculogenesis-specific basic helix-loop-helix, pro folikulogenezi specificky helix-
loop-helix

FOXL2 — Forkhead box protein L2

FSH — Follicle-stimulating hormone, folikulostimula¢ni hormon

GDF9 — Growth differentiation factor 9, ristovy diferencia¢ni faktor 9

GnRH — Gonadotropin-Releasing Hormone, gonadotropiny uvoliujici hormon

GPER1 — G Protein Coupled Estrogen Receptor 1, s G proteinem spjaty estrogenni receptor 1
GV — Germinal vesicle, zarodecny vacek

GVBD - Germinal Vesicle Breakdown, rozpad zarode¢ného vacku

H3K4me?2 — Histone H3 dimethylated at Lysine 4, histon H3 dimethylovany na lysinu 4
hCG — Human Chorionic Gonadotropin, lidsky choriovy gonadotropin

HPG osa — Hypothalamic-Pituitary-Gonadal Axis, osa hypothalamus-hypofyza-gonady
KDM - Histone Lysine Demethylase, histon lysin demethylaza

KIF11 — Kinesin 11, kinezin 11

KMT - Histone Lysine Methyltransferase, histon lysin methyltransferaza

LH — Luteinizing hormone, luteiniza¢ni hormon

Mad1 — Mitotic Arrest Defficient 1

Mad2 - Mitotic Arrest Defficient 2

MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase, mitogenem aktivovana proteinkinaza
MAPs — Microtubule Associated Proteins, s mikrotubuly asociované proteiny

MEK — MAPK/ERK Kinase

MPF — Maturation Promoting Factor, maturaci podporujici faktor

mtDNA — Mitochondrial DNA, mitochondridlni DNA

MTOC — Microtubule Organizing Center, mikrotubuly organizujici centra
NAD+/NADH- Nicotinamide Adenine Dinucleotide, nikotin adenin dinukleotid

NEDDI - Neural precursor cell expressed developmentally down-regulated 1



NSN — Non-surrounded nucleolus, neobklopujici jadérko

NuMA — Nuclear Mitotic Apparatus, protein jaderného mitotického aparatu
P450 scc — Cholesterol Side Chain Cleavage Enzyme

PCO — Polycystic Ovary, polycystické vajecniky

PCOS — Polycystic Ovary Syndrome, syndrom polycystickych vaje¢nikti
PDE3A — Phosphodiesterase 3A, fosfodiesteraza 3A

PGCs — Primordial germ cells, primordidlni zdrode¢né bunky

PKA — Protein Kinase A, proteinkindza A

Plk1 — Polo-Like Kinase 1, polokinaza 1

Plk4 — Polo-Like Kinase 4, polokinaza 4

POI — Primary Ovarian Insufficiency, primarni ovaridlni insuficience

PP1 — Protein phosphatase 1, proteinfosfataza 1

PP2A — Protein phosphatase 2A, proteinfosfatdza 2A

PR — Progesterone Receptor, progesteronovy receptor

PRE — Progesteron Response Element, progesteronovy responzivni element
Ran-GTP — Ras-related Nuclear Protein, jaderny protein asociovany s Ras

ROS — Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku

Rsk — Ribosomal S6 kinase, ribozomalni S6 kinaza

SAC — Spindle Assembly Checkpoint, kontrolni bod sestaveni déliciho vieténka
SDF-1 — Stromal cell-derived factor 1, faktor 1 odvozeny od stromalnich bunék
SIRT3 — Sirtuin 3

Smad — Suppressor of mothers against Decapentaplegic

SN — Surrounded nucleolus, obklopujici jadérko

Sox17 — SRY-box 17 protein

StAR — Steroidogenic Acute Regulatory Protein, steroidni akutni regulacni protein
T3 — Triiodothyronine, trijodtyronin

T4 — Tetraiodothyronine, tetrajodtyronin

TGFp — Transforming growth factor B, transformujici ristovy faktor 3

TNAP — Tissue-nonspecific alkaline phosphatease, tkanoveé nespecificka alkalicka fosfataza

TOMM20 - Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 20, translokaza vné&jsi
mitochondridlni membrany 20

TPX2 - Targeting protein for Xklp2, cilovy protein pro Xklp2



Weel — Weel kinase, Weel kinaza
WNT - Wingless
ZP — Zona pellucida

yTuRC — Gamma-Tubulin Ring Complex, gamma-tubulinovy ring komplex



Uvod

V Zivotnim prostiedi se diky ¢innosti clovéka vyskytuje mnozstvi antropogennich latek, které
jsou pro organismus toxické. Tyto sloucCeniny se akumuluji ve vodé a pud€, a prestoze
nevykazuji akutni toxicitu, jsou pii dlouhodobé expozici pro zivocCichy vcetné cClovéka
Skodlivé. Do poptedi zdjmu se v poslednich letech dostavaji reprodukcéné toxické latky a
endokrinni disruptory (ED). ED vykazuji negativni G¢inky narusenim fyziologie systému
endokrinnich hormonti a diky tomu negativné plisobi na reproduk¢ni funkce organismu
zivoc¢ichii. Mezi hojné studované ED patii krom¢ jinych také triclosan, kterym se zabyva tato
prace. Triclosan je antibakterialni latka, ktera se komer¢né vyuziva v dezinfekénich a
kosmetickych pfipravcich. Z tohoto divodu spotieba triclosanu v poslednich letech stoupa
zejména v souvislosti s koronavirovou pandemii. V prostiedi se triclosan v pomérné vysokych
koncentracich vyskytuje v povrchovych vodéach, odkud se mulze dostat do pitné vody a
potravy. Odtud se pak absorbuje do organismu pies kizi a sliznice a ¢asteCné¢ se muze
v organismu akumulovat. Triclosan byl u clovéka detekovan v krvi, moci, tukové tkani,
jatrech a matetském mléce. Prvni studie naznacuji, ze triclosan je ED a diky své interferenci
s endokrinnim systémem negativné ovlivituje funkce reprodukéni soustavy.

Tato prace studuje vliv triclosanu na oogenezi, konkrétné na meiotickou maturaci oocytu.
Meiotickd maturace je velmi komplikovany proces regulovany organismem na mnoha
urovnich, a proto 1 malé¢ zmény v regulaci meiotické maturace mohou vést k vyraznym
porucham vyvoje oocytu a vyustit v problémy s plodnosti. Prace se zaméfuje na schopnost
oocytu dokoncit meiotické zrani pod vlivem nizkych davek triclosanu vyskytujicich se
v prosttedi. Dale také na jednotlivé markery meiotického zrani, mezi které patii utvaieni
bipolarniho meiotického vieténka, pocet mitochondrii a epigenetick¢é modifikace DNA. Po
ovéteni U€inkll samotného triclosanu testujeme také vliv triclosanu v kombinaci s dal§Sim ED
bisphenolem S. Tyto ED se ve vyrobcich i prostiedi ¢asto vyskytuji spolecné a je tak vysoka
Sance vystaveni organismu kombinaci pravé téchto ED. Jako experimentalni model bylo
zvoleno prase pro podobnost s c¢lovékem ve fyziologii ale také v samotné oogenezi a

meiotické maturaci.



1. Oogeneze

Oogeneze je komplexni vyvojovy proces, ktery dava vzniknout oocytu jako vysoce
specializované sami¢i pohlavni buiice. U savcl je mozné rozdélit vyvoj oocytu obecné do tii
fazi. Faze mnozeni zacCina u samic savcl prenatalné a je charakteristickd migraci a proliferaci
primordidlnich zarodecnych bunck. Faze ristu je zahdjena prenatilné, ale pokracuje i
postnataln¢ a zahrnuje rist oocytu a folikulu. Faze zrani, ktera probihd v obdobi pohlavni
dospélosti, je specifikovana meiotickym d€lenim a zranim cytoplasmy, coz umoziuje vyvoj

oocytu schopného oplozeni (Black & Erickson, 1968; Van Den Hurk & Zhao, 2005).

1.1. Faze mnozeni

Oogeneze zacina u savcl prenatalné v obdobi utvareni primitivniho prouzku. Pohlavni bunky
vznikaji z prekurzorti zvanych primordidlni zarode¢né bunky (PGCs — Primordial Germ
Cells). PGCs jsou populaci totipotentnich bunék, které se odd€luji z proximalniho epiblastu
procesem indukce. Nasledné migruji skrz primitivni entoderm do genitalnich list, oblasti
budoucich gondd (Anderson et al., 2000; Tam & Snow, 1981). Migrace PGCs podél
entodermu primitivniho stfeva probihd diky interakcim s okolnimi somatickymi bunikami a
extracelularni matrix (Raz, 2004).

Vyvoj PGCs je u savcl nejpodrobnéji popsan u mys$i a vétSina poznatki, které jsou
dosud o vyvoji PGCs znamy, byly objeveny a popsany pravé na tomto Zivoc¢ichovi. K indukei
mySich PGCs dochazi pted gastrulaci ve stadiu vyvoje embryonalniho dne 6,5 — 7,5 (McLaren
& Lawson, 2005). Populace PGCs se odd¢€luje v oblasti proximalniho epiblastu na zékladé
signdlli z extraembryonalniho ektodermu. Jednou z hlavnich souc¢ésti signalizace je exprese
faktori z rodiny BMP (Bone Morphogenic Protein, kostni morfogeneticky protein) butikami
extraembryonalniho ektodermu. Konkrétné se jedna o BMP4 a BMPS8 (Lawson et al., 1999;
Ying et al., 2001). BMP faktory interaguji s efektory ze superrodiny TGFp — konkrétné
Smadl, 4 a 5 a dochdzi tak k indukci specifikace PGCs v epiblastu (Chang & Matzuk, 2001;
Chu et al., 2004; Tremblay et al., 2001).

Déle dochazi k represi somatického programu v téchto bunkach. Jednim z klicovych faktori
pro tento proces je Blimpl (B lymphocyte-induced maturation protein 1, B lymfocyty
indukovany maturacni protein), ktery je represorem transkripce Hox genl a je zaroven
casnym markerem populace PGCs. Exprese transkripéniho regulatoru Blipml je ziejmé
regulovana BMP4 signélni drahou (Ohinata et al., 2005; Vincent et al., 2005). Kromé Blimp1

PGCs exprimuji také Prdm14, ktery je kli¢ovym regulatorem epigenetického reprogramovani



v téchto bunikach (Yamaji et al., 2008). Dalsimi faktory specifickymi pro PGCs jsou fragilis,
stella a TNAP (Tissue Non-specific Alkaline Phosphatase, tkanoveé nespecifickd alkalicka
fosfataza) (Saitou et al., 2002).

Indukce praseCich PGCs zaclind v epiblastu béhem gastrulace pfiblizné v obdobi
embryondlniho dne 11,5. Pro specifikaci PGCs jsou klicové BMP a WNT signalni drahy
v posteriorni oblasti epiblastu. Exprese BMP a WNT spousti expresi faktort Sox17 a Blimpl,
které ptispivaji ke specifikaci populace PGCs a indukuji epigenetické reprogramovani
zarodecnych bunék (Kobayashi et al., 2017).

U cloveka dochézi k indukci PGCs z oblasti epiblastu v obdobi embryonalniho dne 11
zejména diky BMP signalizaci v oblasti primitivniho entodermu. Pro specifikaci lidskych
PGCs jsou stejné jako u prasete dulezité faktory Sox17 a Blimp1 (De Felici, 2016).

Ustélena populace PGCs poté aktivné migruje do oblasti embryondlniho entodermu.
Nasleduje migrace podél vyvijejiciho se stieva az do oblasti dorzalniho mesenteria, odkud
PGCs migruji do mezodermu. U prasete se PGCs zacinaji objevovat v oblasti genitalnich list
24 dni po oplozeni. Bylo prokazéano, ze PGCs vycestovavaji z oblasti stfeva jako samostatné
buiiky, ale nésledné v oblasti dorzalniho mesenteria dochazi k jejich kontaktu. Béhem migrace
do genitalnich list jsou PGCs spojeny cytoplasmatickymi vyb&zky a tvoii shluky (Bielanska-
Osuchowska, 2006; Gomperts et al., 1994). Kontakty mezi PGCs jsou ziejmée
zprostfedkovany zejména pomoci transmembranovych proteini kadherini a dalSich
signalnich molekul, které jsou kadheriny ovlivnény (Bendel-Stenzel et al., 2000; Okamura et
al., 2003). Pro aktivni migraci jsou nezbytné chemokiny, zejména SDF-1 (Stromal Cell-
Derived Factor 1, faktor 1 odvozeny od stromalnich buné¢k), ktery je produkovan okolnimi
somatickymi buitkami (Ara et al., 2003).

V oblasti genitalnich list ztraceji PGCs motilitu a nasledné zahajuji proliferaci. Diky
mnohonasobnym mité6zdm bez cytokineze vznikaji shluky bunék zvané germ cell nests
(shluky zarode¢nych bunék) (Pepling & C. Spradling, 1998). Jadra germ cell nests vstupuji
postupné od anterioru k posterioru do meiotick¢ého d€leni a vznikaji tak primarni oocyty
(Menke et al., 2003). Behem tranzice z mitotického na meiotické déleni dochéazi k apoptdze
znaéného procenta oocytll. To je ziejmé mechanismus pro eliminaci méné kvalitnich bun¢k
(Baker, 1963). Primarni oocyty se meioticky vyviji v profazi I ptes leptotene, zygotene,
pachytene az do diplotene, kdy je meidza zastavena (Borum, 1961). Béhem profaze I dochézi
k parovani homolognich chromozomt a tvorbé synapsi pomoci synaptonemalniho komplexu.
Nésledné probiha proces homologni rekombinace, chromozomy zlstavaji spojeny v mistech

chiasmat a v diplotene profaze I vstupuji oocyty do I. meiotického bloku. Oocyty u savch
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setrvavaji v meiotickém bloku az do obdobi pohlavni dospélosti (Bielanska-Osuchowska,
2006; Wang & Pepling, 2021). Germ cell nests jsou obklopeny somatickymi bunikami, které
béhem meidzy postupné invaduji do shlukl a rozrusuji jejich strukturu. Tento jev je znamy
jako germ cell nests breakdown a dava vznik primordialnim folikuliim s jednou vrstvou
granuléznich bunék a primarnim oocytem meioticky zastavenym v diplotene profaze I

(Pepling & Spradling, 2001).

1.2. Faze rastu oocytu

K zahajeni rustu dochazi v obdobi pohlavni dospé€losti samice, kdy v prabéhu ovarialniho
cyklu zahdji rist hned nékolik primarnich oocytii. Béhem riistové faze zvétsi praseci oocyt
svij prumér pfiblizné z 30 na 120 pum, dochazi k nardstu objemu cytoplasmy a dal$im
procestim nutnym k ziskdni meiotické kompetence (Motlik & Fulka, 1986). Pro riistovou fazi
je dulezita interakce oocytu a okolnich somatickych bunék, které vyrazné proliferuji (Thomas
et al., 2005).

Béhem rlstové faze oocytu dochazi k redistribuci a tvorbé novych organel. Jednim
z dilezitych procest je organizace mitochondrii. Ty jsou kli¢ovou organelou nejen pro oocyt,
ale také pro budouci embryo, jelikoZz jsou dédény materndlné. Béhem ristové faze se
vyznamn¢ navysuje pocet mitochondrii. Dochazi také ke zménam ve struktufe, mitochondrie
v rustové fazi jsou vice vakuolizované s vyklenutymi kristami (Picton et al., 1998; Yildirim &
Seli, 2024). Ke konci rastové faze jsou mitochondrie u praseciho oocytu lokalizovany
zejména okolo jadra oocytu a méné v periferni cytoplasmeé (Sun et al., 2001).

Béhem rlstové faze dochézi k vyrazné syntéze RNA, kterd je po oplozeni vyuzivana
embryem pted aktivaci embryonalniho genomu. Na zaklad¢ specifik vyvoje oocytu vyuziva
tato buitka mechanismy pro regulaci syntézy, translace a degradace RNA na zadkladé potieb
v ruznych fazich vyvoje (Bjerregaard, 2003; Piko & Clegg, 1982). Jednim ze zpisobt
regulace je polyadenylace, kterd reguluje délku polyA oblasti mRNA, a tim jeji stabilitu
(Bachvarova, 1992). V oocytu existuji rtizné zpusoby polyadenylace a na zaklade
specifickych sekvenci v polyA oblasti mliZze byt rozliSena stabilita jednotlivych RNA a jejich
translace v Casovém horizontu vyvoje oocytu a embrya (Vassalli et al., 1989; Verrotti et al.,
1996).

Golgiho aparat zvétsuje sviij celkovy objem a rozpada se na mnozstvi zplostélych vacki
které jsou lokalizovany pod plazmatickou membréanou. Tady Golgiho aparat slouZzi jako zdroj

glykoprotein pro tvorbu Zona pellucida (ZP) (Greve et al., 1982). ZP je extraceluldrni



glykoproteinovy obal oocytu, k jehoz syntéze dochdzi pravé v obdobi ristu oocytu. Tato
vrstva extracelularni matrix plni funkci ochranného obalu, a kromé toho jeji proteiny hraji
diilezitou roli pii oplozeni a interakci spermie s oocytem. U prasecich oocytli je ZP slozena
stejné jako u vétSiny ostatnich savcu ze tfi rodin glykoproteini — ZP1, ZP2 a ZP3 (Prasad et
al., 2000). Obecné u vétSiny savel tvofi proteiny ZP2 a ZP3 dimery, které jsou nekovalentné
propojeny proteiny ZP1 (Wassarman et al., 1996). Golgiho aparat piispiva také ke tvorbé
kortikdlnich granul, ktera se pozdéji béhem zrani lokalizuji pod membranu a pii oplozeni
zabranuji polyspermii (Ducibella et al., 1994).

Béhem ristu oocytu dochdzi také ke ztraté centriol. Tento proces je studovan zejména u
mysi, kde jsou centrioly pfitomné do pachytene v profazi I, pak dochézi k jejich degradaci
(Szollosi et al., 1972). Ke ztrat¢ centriol ov§em dochazi i u oocyti jinych savcl véetné prasete
(Schatten & Sun, 2011). Béhem meiotického déleni tak jako mikrotubuly organizujici centra
(MTOC) funguji rtzné kompartmenty cytoplasmy a proteiny pericentriolarni matrix
perzistujici v cytoplasmé (Merdes & Cleveland, 1997). Centrioly se znovu objevuji az po
oplozeni oocytu, kdy jsou pfineseny spermii. Ztrata centriol je zfejmé evolucné konzervovana
pro zabranéni partenogenetické aktivace embrya a zabranéni nekontrolovatelnému zmnoZeni
centrozomd, které by vedlo k chybnému sestaveni déliciho vieténka (Manandhar et al., 2005).

Kromé cytoplasmy jsou patrné zmény také v jadie. Zde probihaji dynamické prestavby
v architektufe chromatinu a dochdzi k jeho modifikacim a kondenzaci. Jadro oocytu je ve

stadiu GVO (Lodde et al., 2008).

1.3. Faze zrani

1.3.1. Meiotickd kompetence

Meiotickou kompetenci ziskavd oocyt béhem ristové faze. Diky probihajicim jadernym a
cytoplasmatickym zménam oocyt postupné ziskava schopnost znovuzahajit meiotické délent,
které je zastaveno v profazi I. U prasnic bylo pozorovano, Ze meioticky kompetentni oocyty
dosahuji velikosti minimalné 120 pm a folikuly minimélné 3 mm v priméru. Pfi in vitro
oplozeni vznikne ovSem vys$i procento UspéSné se vyvijejicich embryi pfi pouziti oocytl
izolovanych z folikul vétSich nez 3 mm. (Marchal et al., 2002; Motlik et al., 1984). Mal¢
procento prasecich oocytii izolovanych z nezralych folikulil je schopné znovuzahéjeni meidzy,
ale nedochazi k jejimu uspé€snému dokonceni (Motlik & Fulka, 1986). To je rozdil oproti

oocytiim hlodavci, které asto mohou dokoncit obé meioticka déleni jako ¢astecné meioticky



kompetentni (Zuccotti et al., 1998). Kromé& samotné velikosti oocytu a folikulu je ukazatelem
meiotické kompetence a kvality oocytu také stav chromatinu a transkripcni aktivita. Jadro je
v tuto chvili ve stadiu zvaném GV (Germinal Vesicle, zarode¢ny vacek). Podle klasické
klasifikace je chromatin v jadfe meioticky kompetentniho oocytu v konfiguraci GV1, kdy je
patrné jadérko a okolo né&j strukturovany krouzek chromatinu. Takovy oocyt je transkripcné
neaktivni a je pfipraven k zahajeni meidzy na rozdil od oocytu s rozptylenym chromatinem
v konfiguraci GVO (Motlik & Fulka, 1976; Sun et al., 2004). V literatufe se v souvislosti
s praseCimi oocyty objevuji také oznaceni SN (Surrounded Nucleolus) pro oocyt
s kompaktnim transkripéné neaktivnim chromatinem a NSN (Non-Surrounded Nucleolus)

pro difuzni a transkripéné aktivni chromatin (Lee et al., 2019; Pan et al., 2018).

1.3.2. Meiotické zrani

Ke konci ristové faze ziskavaji oocyty meiotickou kompetenci a mohou projit posledni fazi
svého vyvoje — meiotickym zrdnim, které d4 vznik oocytu pfipravenému k oplozeni.
Meiotické zrani zahrnuje vystup z 1. meiotického bloku v diplotene profiaze 1. Nasleduje
dokonceni prvniho meiotického déleni a vylouceni prvniho pdlového téliska s polovinou
chromozomt do perivitelinniho prostoru oocytu. Poté oocyt vstupuje do druhého meiotického
déleni, které je zastaveno v metafazi II. V II. meiotickém bloku setrvava oocyt az do oplozeni
spermii, kdy je meidza dokoncena a dochazi k vylou€eni druhého polového téliska.

Meiotické zrani je v oocytu zastaveno diky vysoké hladiné¢ cAMP, ktery je produkovan
adenylat cyklazou (Bornslaeger et al., 1986; Hinckley et al., 2005). cAMP podporuje aktivitu
proteinkindzy A (PKA), ktera stimuluje aktivitu Weel kinazy, ktera je inhibitorem cyklin
dependentni kindzy 1 (CDK1) (Bornslaeger et al., 1986; Han et al., 2005). PKA také inhibuje
aktivacni fosfatdzu CDC25, ktera aktivuje funkci CDKI1 (Pirino et al., 2009). Oocyt je
schopen cAMP hydrolyzovat diky ¢innosti fosfodiesterazy 3A (PDE3A), jejimZ primarnim
substratem je ale cGMP (Masciarelli et al., 2004). cGMP je syntetizovan guanylyl cyklazou
v granul6znich bunkach a transportovan do oocytu. Diky tomuto mechanismu je udrZena
vysokd hladina cAMP, nedochéazi k aktivaci CDK1 a oocyt zlstava v I. meiotickém bloku
(Norris et al., 2009). Faze zrani je in vivo zahajena v obdobi pohlavni dospélosti diky vIné
luteinizacniho hormonu (LH) v obdobi ovulace (Channing et al., 1978). LH zpusobi pokles
hladiny cGMP v oocytu a diky tomu PDE3A zacina hydrolyzovat cAMP (Conti et al., 1998;
Masciarelli et al., 2004; Norris et al., 2009). Po snizeni dosud stabilni hladiny cAMP dochazi
k inhibici Weel kinazy a aktivaci CDC25 fosfatazy. Diky tomu dojde k aktivaci CDK1 kinazy
v komplexu s cyklinem B1 (Han et al., 2005; Zhang et al., 2008). Jednim z hlavnich substrati



CDKI1 s cyklinem B1 je lamin A/C, po jehoz fosforylaci dochézi k rozpadu jaderné membrany
a zahajeni meiotického zrani (Adhikari et al., 2012). In vitro dochazi ke znovuzahgjeni
meidzy pii odstranéni oocytu z antralniho folikulu (Wassarman et al., 1976).

Aktivitu CDK1 v sav¢ich oocytech kromé hladiny cAMP ovliviiuje jeji substrat cyklin
B1. Spravna regulace hladiny cyklinu B1 je klicova pro nacasovani vystupu z meiotického
bloku, GVBD a néslednou progresi 1. meiotickym d€lenim (Marangos & Carroll, 2004;
Polanski et al., 1998). Dulezitym faktorem je také prostorova lokalizace komplexu CDK-
cyklin Bl. Voocytu vGV stadiu pied zahijenim meidzy je CDKI scyklinem Bl
lokalizovdna v cytoplasmé. Na zakladé zmén, které vedou ke GVBD, dochazi k transportu
komplexu CDK1-cyklin B1 do jadra, kde pozdéji probihd fosforylace laminu A/C a dalSich
proteint (Adhikari et al., 2012; Marangos & Carroll, 2004).

Po fosforylaci lamini A/C dochédzi k postupnému rozpadu jaderné membrany.
Mikroskopicky je moZzné béhem GVBD pozorovat 4 stadia jadra oznacovaného jako GV
(Germinal Vesicle, zarodecny vacek) a to GV1 — GV4. GV1 je pocatecni stadium dosud
intaktniho jadra. Chromatin se nachazi okolo dobfe viditelného jadérka, okolo né&jz tvori
krouzek nebo strukturu podkovy. GV2 je féazi, kdy dochéazi k poc¢atku GVBD a chromatin
okolo jadérka se pomalu zacind shlukovat na jaderné membrané. V GV3 zacina chromatin
tvofit vétsi shluky rozmisténé okolo jadérka a na periferii jaderné membrany, kterd je stale
intaktni. GV4 stadium je charakterizované vymizenim jadra a filamentarnim uspotfadanim
chromatinu (Motlik & Fulka, 1976). Krom& rozpadu jaderné membrany dochéazi také ke
kondenzaci chromozomi na zakladé modifikaci histont zplisobenych rovnéz aktivaci CDK1
s cyklinem B1 (Adhikari et al., 2012; Enserink & Kolodner, 2010).

Ke ztraté centriol v oocytu dochazi jiz béhem profaze I, a proto v oocytu musi byt
zajiSténa organizace dé¢liciho vieténka pomoci jinych MTOC, nez jsou centrozomy. Obecné u
savcl zajistuji funkci MTOC rizné skupiny a komplexy proteinli pericentriolarni matrix,
které narozdil od samotnych centriol nebyly degradovany (Bennabi et al., 2016; Szollosi et
al., 1972). Diky nepfitomnosti centriol je meiotické vieténko soudkovité s vyrazné méné
zaostfenymi poly, nez ma vieténko mitotické (Merdes & Cleveland, 1997). Vznik bipolarniho
meiotického vieténka za¢ina de novo vznikem samostatné se organizujicich MTOC v obdobi
pfed zahdjenim meiotického zrani. Jednotlivda MTOC béhem své organizace reaguji spolu
navzajem a poté s jadernou obalkou (Schuh & Ellenberg, 2007). Jesté pied rozpadem jaderné
obalky zaCina proces fragmentace MTOC, pro ktery je klicova fosforylace polokinazou 1
(Plk1) a funkce molekularnich motord, zejména dyneinu zakotveného do jaderné membrany.

Pozdé&ji po znovuzahijeni meidzy a rozpadu jaderné obalky pfispivaji k fragmentaci také
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nekteré kineziny, napt. KIF11 (Clift & Schuh, 2015). Diky fragmentaci probiha reorganizace
MTOC a dochazi tak k poc¢atku nukleace mikrotubulii z MTOC. Tvorba meiotického vieténka
je velmi dynamicky proces. Nejdiive dochazi k seskupeni MTOC do nékolika oblasti a tvorbé
multipolarniho vieténka. V ptipad¢ spravné funkce se postupné tvoii dva pély MTOC a z nich
probiha dynamicka nukleace mikrotubulti bipolarniho déliciho vieténka (Clift & Schuh, 2015;
Li & Albertini, 2013; Schuh & Ellenberg, 2007).

MTOC obsahuji mnozstvi proteinli nezbytnych pro udrzeni jejich funkce a struktury
béhem tvorby meiotického vieténka. Nezbytnou soucasti jsou y-tubulinové ring komplexy
(YTuRC), které jsou piitomny i v acentrioldarnim dé€licim vieténku a zajiStuji samotnou
nukleaci mikrotubulti (Gueth-Hallonet et al., 1993). Déle jsou pfitomny proteiny, které
podporuji stabilitu YTuRC a vznikajicich mikrotubuli nebo obecné samotnych MTOC. Mezi
ty patii naptiklad pericentrin, NEDDI1, NuMA, Cepl152, Cep192, Plk1, polokinaza 4 (Plk4) a
mnoho dalSich (Carabatsos, Combelles, et al., 2000; Lee et al., 2018; Lee et al., 2000; Ma et
al., 2010).

U savct kromé MTOC pfispiva k tvorbé meiotického vietene také Ran-GTP draha. Tato
drdha je vyuzivdna k transportu proteinii mezi cytoplasmou a jadrem u oocytl ale i
somatickych bunck. Naklad ureny k transportu do jadra je vdzan na proteiny importiny f3
v cytoplasmé, kde je vysoka hladina Ran-GDP. Importiny 3 poté prochazeji i s ndkladem pies
jaderné péry. Uvniti jadra je vysoka hladina Ran-GTP a pfti takovych podminkach dochézi
k oslabeni vazby importinu a jeho nédkladu (Clarke & Zhang, 2008). I po rozpadu jaderné
membrany je v jadie vysoka koncentrace Ran-GTP. Importiny  tedy mohou vézat rizné
spindle assembly faktory jako sviij néklad a dopravovat je do blizkosti chromozomd, kde je
vysoka hladina Ran-GTP. Takto transportované spindle assembly faktory pak pfispivaji
k tvorbé meiotického vieténka. (Drutovic et al., 2020; He et al., 2022). Pro tvorbu bipolarniho
meiotického vieténka je u prasecich oocytl nezbytna funkce a kooperace obou vysSe
popsanych drah (Kim et al., 2019).

K tvorbé meiotického vieténka v oocytech také vyznamné ptispiva mikrofilamentarni
cytoskeletarni systém. Funkce aktinového cytoskeletu je kliCova pfedevSim pro zajiSténi
asymetrického déleni oocytu v prvnim i druhém meiotickém déleni. Aktin a s nim asociované
proteiny pomahaji orientaci meiotického vieténka tak, aby mohlo byt vylou¢eno polové
télisko obsahujici polovinu chromozomi, ale miniméalni objem cytoplazmy (Schuh &
Ellenberg, 2008; Zhu et al.,, 2003). K organizaci aktinovych filament v ramci déliciho
vieténka vyznamné pfispivaji aktin nukleujici faktory, kterymi jsou naptiklad forminy nebo

Arp2/3 komplex (Yi et al., 2013).
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Béhem 1. meiotického dé€leni dochazi k parovani homolognich chromozomii a jejich
nasledné segregaci. D¢leni je vyrazn¢ asymetrické a jeho vysledkem je oocyt s polovicni
sadou chromozomti. Druhd sada chromozomi je vyloucena v podob¢ pélového téliska (Holt
et al., 2013). Chromozomova struktura bivalentu je v metafazi I zajisténa pomoci meiotického
kohezinu a bivalent je napojen na mikrotubuly dé€liciho vieténka pomoci kinetochoru v oblasti
centromery (Watanabe, 2012; Watanabe & Nurse, 1999). Kinetochor také obsahuje skupinu
proteini  Spindle Assembly Checkpointu (SAC), které zabranuji predCasné segregaci
chromozomu pii chybném napojeni na meiotické vieténko nebo posSkozeni DNA (Collins et
al., 2015). Pfi spravném napojeni vSech bivalentii je umoznén piechod do anafaze I diky
aktivaci ubiquitin ligdzy Anaphase Promoting Complex (APC). APC degraduje protein
securin, ktery dosud udrzoval separdzu v inaktivnim stavu. Substratem separdzy jsou
koheziny a po jeji aktivaci tedy dochazi k segregaci homolognich chromozom (Jones, 2011).
Sesterské chromatidy jsou v meidze I pied Stépenim separdzou chranény pomoci shugoshinu
(Lee et al., 2008). Dalsim substratem APC je také cyklin B1 a diky jeho degradaci dochazi
k poklesu CDK1 aktivity a dokonceni I. meiotického déleni (Jones, 2011).

Po dokonceni 1. meiotického déleni nevstupuje oocyt do interfaze, ale rovnou do II.
meiotického d¢€leni. Nasledné¢ dochazi kII. meiotickému bloku v metafdzi druhého
meiotického déleni. UdrZeni oocytu v meiotickém bloku je zajisténo inhibici APC a stabilizaci
CDK1- cyklin B1 pomoci cytostatického faktoru (CSF) (Kubiak et al., 1993). CSF zahrnuje
efektory Mos/MAPK signdlni drdhy a jeho esencidlni soucasti je také faktor Emi2, ktery je

zapojen do znovuzahdjeni meidzy po oplozeni (Shoji et al., 2006).

Neméné dllezitou soucasti meiotické maturace jsou kromé jaderného zrani také zmény
v cytoplasmé, které zapocaly jiz béhem rlustové faze. Golgiho aparat dale fragmentuje na malé
vacky rozprostiené po cytoplasmé oocytu. Behem GVBD pfispiva k fragmentaci fosforylace
pomoci CDK1 (Racedo et al.,, 2012). Kortikalni granula béhem cytoplasmatického zrani
migruji k periferii cytoplasmy pod plasmatickou membranu za pomoci aktinového cytoskeletu
(Connors et al., 1998). Po oplozeni dochéazi k exocytoze kortikalnich granul, modifikaci ZP a
zabranéni polyspermii (Bleil et al., 1981).

Endoplasmatické retikulum (ER) prodé€lava strukturdlni zmény a je redistribuovano
v cytoplasmé. V GV stadiu tvoii ER sité rovnomérné distribuované po oocytu. Pozdéji béhem
progrese meiotickym zranim dochézi k tvorbé ER clusterti, které jsou v MII lokalizovany
mimo oblast déliciho vieténka (FitzHarris et al., 2007). ER je v oocytu dillezitou zasobarnou

Ca”' iontl a je tak velmi dlileZitou organelou pro intracelularni signalizaci. Ca®* signalizace je
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pro oocyt klicova zejména b&hem oplozeni, kdy dochézi k oscilaci Ca** iontdi v oocytu pro
dokonceni II. meiotického dé€leni (Saunders et al., 2002).

Mitochondrie jako zdroj ATP jsou velmi dtlezitou organelou pro spravny prubéh
meiotického zréani, které je velmi energeticky naro¢nym procesem (Ge et al., 2012; Stojkovic
et al., 2001). Béhem progrese oocytu obdobim meiotické maturace dochdzi k patrné
redistribuci mitochondrii a nabohaceni pravé v oblastech s vyssi energetickou potiebou (Yu et
al., 2010). U prasecich oocytii jsou mitochondrie redistribuovany zejména diky dynamice
mikrotubuld. Pfed vystupem z I. meiotického bloku jsou mitochondrie seskupeny okolo jadra.
Po GVBD je nejvyraznéjsi akumulace mitochondrii pozorovana v perinuklearni oblasti a je
také patrna tvorba malych shlukli mitochondrii (Sun et al., 2001; Yu et al., 2010). Pfi tvorbé
meiotického vieténka ¢ast mitochondrii asociuje s MTOC a ucastni se tak asymetrického
déleni. Do pdlového téliska jsou pak transportovany méné kvalitni mitochondrie pro jejich
eliminaci a vybér nejkvalitnéjSich mitochondrii pro budouci embryo (Dalton & Carroll, 2013).
Kromeé redistribuce dochazi také k navyseni poctu mitochondrii a poctu kopii mtDNA. Praseci
oocyty s vyssim poctem kopii mtDNA maji obecné vyssi Sanci na oplozeni a vyssi podil
uspésného vyvoje ranych embryi (Lee et al., 2014; Mao et al., 2012). Pocet kopii a kvalita
mtDNA je asociovdna také se stafim oocytu. Stejné jako jadernd DNA miiZze byt mtDNA
mutovana a tyto mutace prispivaji k poruchdm metabolismu nebo ztrat¢ mitochondrii. Pfi
snizeni poc¢tu kopii mtDNA je pak vyrazné snizena uspéSnost vyvoje embrya a vyssi Sance

prenosu mutace do dalSich generaci (Cree et al., 2008; Schon et al., 2000).

1.4. Folikulogeneze

Proces tvorby folikulu je uzce spjaty s ristem a vyvojem oocytu diky vzajemné intenzivni
komunikaci mezi oocytem a somatickymi bunkami folikulu (Ackert et al., 2001; Eppig,
2001). Po rozpadu germ cell nests vznikaji v oblasti budoucich ovarii primarni oocyty
meioticky zastavené v profazi I obklopené primordidlnim folikulem. Primordialni folikul je
charakteristicky jednou vrstvou plochych pre-granuldéznich bunék (Eppig, 2001). K vyvoji
primordidlnich folikull pfispiva nékolik faktorfi, mezi které patii naptiklad pro folikulogenezi
specificky faktor FIGLA, FOXL2 nebo faktory KIT signalni drahy (Jones & Pepling, 2013;
Soyal et al., 2000; Uda et al., 2004). Z plochych pre-granul6znich bunék se pozdéji stavaji
kubické buiky granul6zni. Oocyt je stale obklopen jednou vrstvou téchto somatickych bunék
a folikul je nazyvan primarni. Poté dochdzi k proliferaci a rGstu granuléznich bunék i
samotného oocytu a vznikd sekundérni folikul, ktery obsahuje primarni oocyt obklopeny

n¢kolika vrstvami granul6znich bunék (Da Silva-Buttkus et al., 2008; Eppig, 2001).
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Kolem vnéjsi vrstvy granuldznich bunék se zalind tvofit bazalni lamina, diky které
zaCinaji granulézni bunky diferencovat a tvoii se Theca folliculi. Tato vrstva bunck se
nasledné diferencuje na vnitini Theca interna a vn&j$i Theca externa. Theca interna
piedstavuje kompaktni vrstvu vysoce vaskularizovanych bunék se steroidogenni aktivitou,
které v odpovédi na LH syntetizuji androgeny. Theca externa neni steroidogenné¢ aktivni a
sklada se z vrstvy mén¢ kompaktnich bun¢k (Magoffin, 2005). Na komunikaci mezi oocytem
a granuldoznimi bunkami se v této fazi vyvoje folikulu vyznamné podili signalni drahy
zahrnujici faktory z rodiny TGF-B (Trombly et al., 2009). Oocyt produkuje BMP15 a GDF9.
Tyto rhstové faktory spousti zpétnovazebnou signalizaci pro proliferaci a rist granuldéznich
bun¢k a podporuji diferenciaci Theca folliculi (Alam & Miyano, 2020; Liu et al., 2015; Yan et
al., 2001). Granulozni buiiky produkuji TGF-B a aktivin (Alam & Miyano, 2020). Bunky
Theca folliculi secernuji BMP4 a BMP7 (Erickson & Shimasaki, 2003). DileZitou soucasti
mezibunéné komunikace je pfitomnost gap junctions, které zajiSt'uji pfimou komunikaci
mezi oocytem a bunkami granulézy a mezi buitkami granulézy vzajemné (Ackert et al., 2001;
Carabatsos,et al., 2000). Pro strukturu gap junctions jsou kli¢ové konexiny Cx37 a Cx43
(Teilmann, 2005).

Dals$im krokem vyvoje folikulu je tvorba dutinek naplnénych folikularni tekutinou mezi
granuloznimi bunkami. Dutinky se postupné zvétSuji a pak se spoji do jedné velké zvané
antrum (Rodgers et al., 2001). V tuto chvili je vytvofen antralni folikul, kde opét dochazi
k dalsi diferenciaci populaci granuldznich bunék. Vrstva po obvodu stén folikulu je
oznacovana jako muralni granuléza a vrstvu obklopujici oocyt tvoii kumularni buniky neboli
Cumulus oophorus (Diaz et al., 2007). Buiky muralni granulozy jsou dilezité pro
steroidogenezi, zatimco kumuléarni buiiky podporuji rist a vyvoj oocytu (Edson et al., 2009).
Vznik antralniho folikulu je na rozdil od ptedchozich fazi folikulogeneze zavisly na
folikulostimulacnim hormonu (FSH) (Kumar et al., 1997). Pod vlivem FSH dochazi
v granuldznich bunikach ke konverzi androgenti syntetizovanych Theca interna na estrogeny,
které dale podporuji vyvoj folikulu (Magoffin, 2005). FSH také chrani granul6zni bunky pred
apoptozou a podporuje jejich proliferaci a podporuje expresi receptoru pro LH (Erickson et
al., 1979; Chun et al., 1996; Maruo et al., 1999).

Posledni fazi folikulogeneze je vyvoj preovulaéniho Graafova folikulu. Na zaklad€ viny
LH dochazi k prasknuti stény folikulu a ovulaci oocytu. Soucasné v oocytu probiha vystup
z I. meiotického bloku a dokonceni meiotického zrani (Sun et al., 2009; Tsafriri & Reich,
2009). Ovulovany oocyt obklopeny kumularnimi buitkami je v tuto chvili ozna¢ovan jako

cummulus-oocyte complex (COC). Spoje mezi kumuldrnimi buiikami se postupné rozvoliuji
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a dochazi k expanzi COC diky syntéze kyseliny hyaluronové (Chen et al., 1990). Bunky
Theca folliculi a murdlni granuloézy v prazdném folikulu prochazi rediferenciaci a pozdéji

tvoti zluté télisko Corpus luteum, které je zdrojem progesteronu (Reynolds & Redmer, 1999).
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2. Vybrané faktory a markery regulace meiotického zrani

2.1. Maturation promoting factor MPF

MPF je obecné oznaceni pro CDKI a jeji substrat cyklin B1, tedy molekuly, které¢ jsou
hlavnimi efektory vystupu oocytu z I. meiotického bloku. Po preovulacni viné LH dochazi
v oocytu k poklesu hladiny cAMP a diky tomu aktivaci CDK1 (Adhikari & Liu, 2014).
Béhem I. meiotického bloku je CDK1 inhibovéana kindzou Weel, kterd fosforyluje CDK1 na
Thr14 a Tyrl5 (Han et al., 2005). Regulace CDK1 se ucastni také fosfataza CDC25, ktera
naopak defosforyluje Thr14 a Tyrl5, a tim podporuje aktivaci MPF (Lincoln et al., 2002).
CDK1 fosforyluje mnozstvi substrat, mezi které patii také proteinfosfatazy defosforylujici
substraty CDK 1. Béhem GVBD CDK1 fosforyluje, a tim inaktivuje proteinfosfatazu 1 (PP1).
CDK1 dale fosforyluje greatwall kindzu, kterd inaktivuje dal$i z fosfatdz PP2A. Inaktivace
fosfatiz PP1 a PP2A umoziuje masivni fosforylaci CDKI1 substrati a dalSi progres
I. meiotickym délenim (Adhikari et al., 2012; Burgess et al., 2010; Gharbi-Ayachi et al.,
2010).

Pro vstup do anafdze je nutny pokles aktivity MPF, coZ umozni rozchod homolognich
chromozomt (Hashimoto & Kishimoto, 1988). Nasledné probihd znovu nartst MPF pro
navazujici vstup do meiozy Il bez interfaze. Komplex CDK1-cyklin Bl je udrzovan aktivni
diky CSF béhem metafaze II a vysokd aktivita MPF je déle potiebna pro udrZeni
II. meiotického bloku. Po oplozeni je MPF degradovan pro vstup do anafaze II a dokonceni

II. meiotického déleni (Madgwick & Jones, 2007; Oh et al., 2013).

2.2. Cytostatic factor CSF

CSF je komplex proteint, ktery zajistuje regulaci MPF béhem meiotické maturace oocytu.
CSF udrzuje vysokou aktivitu MPF v metafazi I diky inhibici APC komplexu. V anafézi I
aktivita MPF klesa, ale znovu nartsta po vstupu do II. meiotického déleni a je udrzovana
béhem II. meiotického bloku az do aktivace oocytu spermii v pfipadé oplozeni (Madgwick &
Jones, 2007; Masui, 1991).

CSF neni jednou konkrétni molekulou ale spiSe komplexem proteind, které spolu
vzéjemné interaguji. Tyto proteiny maji v riznych fazich meiotické maturace rizné dilezitou
ulohu, coz umoznuje dynamickou regulaci aktivity MPF (Schmidt et al., 2006). Prvni
objevenou soucasti CSF je protein Mos, produkt protoonkogenu c-mos. Mos je kinaza

specifickd pro zarode¢né bunky a je katalytickou podjednotkou zajiStujici stabilizaci MPF
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(Sagata et al., 1989; Watanabe et al., 1989). Kindza Mos spousti signalni drdhu, ktera zahrnuje
mitogen-aktivovanou proteinkinazu (MAPK), kindzu Rsk a podjednotky SAC, proteiny
Madl, Mad2 a Bubl (Bhatt & Ferrell, 1999; Haccard et al., 1993; Tunquist et al., 2002,
2003). Pro udrzeni oocytu v II. meiotickém bloku je klicovou soucasti CSF protein Emi2.
Tento protein zabranuje degradaci CSF v pribéhu metafaze I1. Nasledné po oplozeni je Emi2
pro vstup do anafaze II degradovan Plkl v odpovédi na Ca" signalizaci (Shoji et al., 2006;
Tung et al., 2005).

2.3. MAPK

Dalsim faktorem klicovym pro pribéh meiotického zrani je rodina Ser/Thr kinaz MAPK,
které zprostiedkovavaji pienos signalu z povrchu bunky do jadra. V savéich oocytech jsou
hojn¢ exprimovény kindzy ERK1 a ERK2 tcastnici se meidzy. Aktivita MAPK signélni drahy
je vedle MPF dilezita pro vystup z I. meiotického bloku indukovaného vinou LH (Fan & Sun,
2004; Sun et al., 1999). U riznych savci je razné dulezita funkce MAPK v zahdjeni meidzy a
také dochazi k riznému nacasovani fosforylace. U vétSiny savel ziejmé MAPK drdha neni
pottebna pro samotny proces GVBD, ale jeji aktivita se objevuje pozdé&ji pii vystupu z L.
meiotického bloku. U mysi byla pozorovana aktivita MAPK nejdiive 2 hodiny po GVBD. U
skotu se aktivace MAPK objevuje simultinn¢ s GVBD. U prasat je v obdobi GVBD
detekovatelna pouze nizka aktivita MAPK a vyrazny nariist je pozorovan az v metafazi .
Podobné charakteristiky aktivace MAPK jako u prasete byly popsany i u ¢lovéka (Fan & Sun,
2004; Fissore et al., 1996; Verlhac et al., 1993; Zhang et al., 2011). U prasat stejné jako u
dalsich savci hraje MAPK draha roli v regulaci MPF také v II. meiotickém bloku. Kinazy
ERK1/2 jsou fosforylovany a aktivovany kindzou MEK. Substratem kindz ERK1/2 je kinaza
Rsk, kterd je soucasti CSF a reguluje aktivitu CDKI1 (Li, 2002; Ohashi et al., 2003) MAPK
signalni dréha je také esencidlni pro organizaci mikrotubuld a vystavbu a normalni morfologii
déliciho vieténka. V metafazi I 1 metafazi Il asociuji proteiny MAPK signalni drahy s poly

déliciho vieténka (Gordo et al., 2001; Verlhac et al., 1996).

2.4. Pohlavni hormony

Hormony HPG osy (Hypothalamic-pituitary-gonadal axis, osa Hypothalamus-hypofyza-
gonady) centralné tidi reprodukcni funkce organismu. Pocatkem hormonalni kaskady HPG

osy je hypothalamus, ktery v pulzech produkuje Gonadotropin-releasing hormon (GnRH,
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gonadotropiny  uvoliujici hormon). GnRH stimuluje adenohypofyzu k produkci
gonadotropintt FSH a LH do krve. Gonadotropiny jsou dale transportovany krvi a stimuluji
tvorbu steroidnich hormonl estrogenu, progesteronu a testosteronu a gametogenezi ve
vajecnicich a varlatech (Dwyer & Quinton, 2019; Christensen et al., 2012).

Steroidni hormony jsou lipidické molekuly syntetizované ze spolecného prekurzoru,
kterym je cholesterol (Miller, 1988). Tyto hormony poté vstupuji do krve a jsou roznaseny po
téle, kde mohou ovlivitovat vSechny buniky, které¢ pro né maji receptory. Receptory steroidnich
hormonil jsou pfevazné cytosolické nebo jaderné, protoze diky své lipofilni povaze mohou
steroidni hormony prochazet ptes plasmatickou membranu (Baumann et al., 1999). Po vazb¢
hormonu na receptor plsobi tento komplex v jadie jako transkripéni faktor a ma tak na bunku
genomicky efekt. Specifita odpovédi buiiky na steroidni hormony tak miize byt regulovana na
urovni receptoru, ale také na Urovni chromatinu (Beato et al., 1996; Kinyamu & Archer,
2004). Steroidni hormony se mohou vdzat i na receptory na plazmatické membrané a pak
pusobi na buiiku negenomickym efektem na urovni aktivace signalnich drah spjatych s timto
receptorem (Pietras et al., 2001).

Dominantnim hormonem ze skupiny estrogenii je estradiol. Estradiol je ptevazné
syntetizovan ve vajeCnicich bunkami granulozy. Nejprve dochédzi k syntéze androgenti
v bunikach Theca folliculi, odkud androgeny ptechazi do okolni granulézy (Evans et al., 1981;
Magoffin, 2005). Tady jsou za pomoci enzymi aromatiza a 178 hydroxysteroid
dehydrogendza a pod vlivem FSH pfeménény na estradiol (Xiao et al.,, 2023). Estradiol
ovlivityje rist folikulu a zajiStuje zpétnovazebnou regulaci GnRH, FSH a LH, a tim regulaci
ovarialniho cyklu (Radovick et al., 2012). Estradiol se v buiice vaZe na estrogenové receptory
ERa a ERp. Po vazb¢ estradiolu na receptor je vytvoieny komplex ER-estradiol lokalizovan
do jadra, kde se na DNA véze na estrogen responzivni elementy (ERE), a funguje jako
transkripéni faktor (Mosselman et al., 1996; Yasar et al., 2017). Komplex ER-estradiol mtze
pusobit na DNA také nepfimo ovlivnénim vzdjemnych interakci dalSich transkripénich
faktorti a responzivnich elementti (Marino et al., 2006). Krom¢ jadernych receptord ERa a
ERB ma estradiol také membranovy receptor GPER1 (G-protein coupled estrogen receptor,
s G proteinem spjaty estrogenovy receptor) (Filardo et al., 2007; Prossnitz & Barton, 2011).
GPER1 ma oproti jadernym receptoriim nizkou afinitu k estradiolu, ale mlize se ucastnit
odpovédi na tento hormon pomoci aktivace intracelularnich signalnich kaskad (Filardo &
Thomas, 2005; Prossnitz & Barton, 2011).

Progesteron je dominantnim hormonem ze skupiny gestagenti. Progesteron je po ovulaci

produkovan zlutym téliskem vytvofenym z ovulovaného folikulu (Khan-Dawood et al., 1989).
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V ramci ovaridlniho cyklu podporuje progesteron tvorbu vystelky délozni sliznice pro
pfipadnou implantaci embrya. Pokud nedojde k oplozeni, zluté télisko zanikda a hladina
progesteronu klesa (Davis & LaVoie, 2019). Progesteron se v bufice vaze na intracelularni
progesteronovy receptor (PR). Po vazbé progesteronu dojde k tvorbé komplexu PR-
progesteron, ktery se vaze na DNA na specifické progesteron responzivni elementy (PRE).
Tento komplex funguje jako transkripéni faktor a reguluje transkripci cilovych genti (Grimm

etal., 2016).

2.5. H3K4me2

Béhem vyvoje a meiotické maturace oocytu probihaji vyrazné zmény také na epigenetické
urovni. Jednim z klicovych epigenetickych mechanismli je pro oocyt methylace histoni.
Procesy methylace a demethylace histonli se vyznamné podili na regulaci genové exprese a
uspésném vyvoji oocytil a ranych embryi (Gu et al., 2010; He et al., 2021). Béhem vyvoje
oocytu hraje methylace a demethylace histont, zejména histonu H3, klicovou roli v regulaci
transkripce a organizace chromatinu (Sha et al., 2020). Po oplozeni je ¢asny vyvoj embrya
ovlivnén epigenetickymi modifikacemi maternalniho a paternalniho genomu. Béhem dalsiho
vyvoje embrya, kdy dochézi k aktivaci embryonalniho genomu, je dilezité nacasovani a mira
methylace a demethylace histonii a spravna regulace pottebnych enzymi (Aoshima et al.,
2015; Glanzner et al., 2017; Hontelez et al., 2015). Methylace histonovych zbytkt je zajisténa
enzymem obecné zvanym histon lysin methyltransferdza (KMT) a to pfesunem methylovych
zbytkli z S-adenosyl methioninu. Methylace je reverzibilni proces a odstranéni methylové
skupiny mtze byt zajisténo histon lysin demethyldzou (KDM) (Black et al., 2012). Histonové
methylace H3K4 — H3K4mel, H3K4me2 a H3K4me3 jsou u oocyti evolucné konzervované a
vyskytuji se v promotorech i uvnitf aktivné transkribovanych genl (Barski et al., 2007;
Bilmez et al., 2022). Podle recentni studie Mei et al., 2023 naruSeni rovnovahy v methylaci
H3K4 vede kromé naruseni transkripce také k disrupci metabolismu mitochondrii a snizeni

mnozstvi kopii mtDNA, coz vede ke snizené kvalité oocyta.

2.6. 5-methylcytosin

Dalsim epigenetickym mechanismem v sav€ich oocytech je methylace DNA. Velmi obvyklou
modifikaci je pfidani methylové skupiny na 5. uhlik bdze cytosinu, ¢imZz vznikd 5-
methylcytosin (5SmC) (Sendzikaité & Kelsey, 2019). U savcil se SmC vyskytuje prevazné
v oblastech CpG ostriivki, kde jsou symetricky methylovany cytosiny v obou vldknech DNA.
V oocytech se ale oproti jinym buiikdm casto vyskytuje 1 asymetrickd methylace jednoho
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vlakna mimo CpG oblasti (Shirane et al., 2013; Tomizawa et al., 2011). Enzymy zajistujici
methylaci se obecné nazyvaji DNA methyltransferdzy a donorem methylové skupiny je S-
adenosyl methionin. V oocytech dominuji methylatransferazy DNMTI1, DNMT3A a
DNMTS3B, které jsou exprimovany v riznych ¢asovych obdobich vyvoje oocytu a zajist'uji
specificky methylacni vzorec DNA (Uysal et al., 2015; Uysal & Ozturk, 2017). DNA
methylace mé pfimy vliv na expresi genli v oocytu a diky pfenosu methylacniho vzorce pfi
replikaci ma oocytarni methylace DNA vliv na methylacni vzorec budouciho embrya
(Tomizawa et al., 2012). Methylace CpG ostravkt je také soucasti imprintingu, kdy je jedna
alela genu methylovana specificky u oocytu nebo spermie. Methyla¢ni znacky imprintingu
jsou po oplozeni pteneseny do embrya a hraji dilezitou roli v jeho dalSim vyvoji (Kobayashi

et al., 2012).

2.7. Sirtuin 3

Sirtuiny jsou tfidou NAD+ dependentnich histondeacetyldz. Tyto enzymy zajiStuji v bufice
deacetylaci histond, ale také dalSich strukturalnich proteinii a metabolickych enzymi, a tim
ovliviwuji jejich funkci a aktivitu. Pfi deacetylaci je acetylova skupina odstranéna z proteinu a
pfesunuta na NAD+. Diky tomu je aktivita sirtuind zavisla na poméru NAD+/NADH a tyto
histondeacetyldzy tak funguji jako ukazatelé energetické aktivity v bunice (Houtkooper et al.,
2012; Sauve et al., 2006). U savca je znamo celkem sedm sirtuind, které se odliSuji svoji
lokalizaci v bunice. Sirtuiny 1 a 2 se vyskytuji v jadie a cytosolu, sirtuiny 3, 4 a 5 jsou
mitochondrialné specifické a sirtuiny 6 a 7 se vyskytuji pouze v jadfe (Michan & Sinclair,
2007).

Sirtuin 3 (SIRT3) je lokalizovan v mitochondriich sav¢ich oocyti a v bunkach
vyvijejiciho se folikulu. Behem meiotické maturace hladina SIRT3 narGsta az do oplozeni a
tvorby prvojader. To poukazuje na dalezitou roli této mitochondrialni histondeacetylazy pro
meiotickou maturaci (Fu et al., 2014; Zhao et al., 2016). Pii naruseni exprese SIRT3 sice
zfejmé& nedochazi k pfimému naruSeni jaderného zrani, ale dochazi k oxidativnimu poskozeni
mitochondrii, coZ ma negativni vliv na metabolismus oocytu a ¢asného embrya (Iljas &
Homer, 2020; Kawamura et al., 2010). SIRT3 je jednim z klicovych regulatorti metabolismu
savéich mitochondrii. V souvislosti s mitochondriemi v oocytu a buiikach folikulu je
dalezitou roli SIRT3 regulace oxidativni fosforylace a produkce ATP stejn¢ jako regulace
ROS pomoci aktivace enzymu superoxiddismutaza. Pii dysregulaci SIRT3 tak dochazi

k naruSeni oxidativni fosforylace a tvorby ATP a k nadmérné produkci ROS, coz ma za
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nasledek oxidativni poskozeni mitochondrii (Kawamura et al., 2010; Qi et al., 2024; Rardin

etal., 2013).

2.8. TOMM20

TOMM20 (Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 20, translokdza vnéjsi
mitochondridlni membrany 20) je receptorovou soucasti translokazového komplexu TOM ve
vnéjs$i membrané mitochondrii, ktery zajist'uje transport proteinli z cytosolu (Bhagawati et al.,
2021). TOMM20 se ve studiich bézné pouziva jako marker mnozstvi mitochondrii v buiice a

pokles jeho exprese vétSinou poukazuje na degradaci mitochondrii a mitofagii (Itami et al.,

2018; Ito et al., 2020; Shen et al., 2021).

2.9. Acetyl-a-tubulin

Acetylace o-tubulinu na lysinu 40 je jednou z nejobvyklejSich posttranslacnich modifikaci
mikrotubuld. Acetylace je zprostfedkovana enzymem o-tubulin acetyltransferdza a
deacetylace probiha diky histondeacetylazam (Li & Yang, 2015). Acetylace na lysinu 40 se
zpravidla vyskytuje na stabilnich mikrotubulech. Divodem je strukturdlni zména, kterou
zpusobuje pridani acetylové skupiny v a-tubulinu. To pak ovliviiuje stabilitu vysledného
mikrotubulu a zajist'uje jeho vétsi mechanickou odolnost (Portran et al., 2017; Xu et al.,
2017). V meiotickém vieténku je acetylace na lysinu 40 asociovana se stabilizaci mikrotubuli
v metafazni roviné pro pevny kontakt s kinetochorem a spravné uspotadani chromozomt.
Urcita hladina acetylace je ziejm¢ potiebnd také pro primérni sestaveni vieténka. Naopak
priliS vysoka acetylace lysinu 40 na a-tubulinu narusuje dynamiku mikrotubuli a spravnou

funkci meiotického vieténka (Li et al., 2017; Serra et al., 2018).

18



3. Reprodukéné toxicke latky

Za reprodukcéné toxické latky jsou povazovany slouceniny, které vstupuji do organismu
zivoCichll a naruSuji zde jeho reprodukcéni funkce. Tyto latky jsou vétSinou syntetické
slouCeniny vyrobené clovékem, které se vyskytuji v pfedmétech denni potfeby, a odsud
vstupuji do zivotniho prostfedi. Zde se mohou kumulovat a zivo¢ichové vcetné ¢lovéka jsou
jim tak nepfetrzit€¢ vystavovani (Younglai et al., 2007). Reprodukcné toxické latky negativné
ovliviiuji reprodukéni zdravi samcti i samic saved a clovéka. U samcli mize v zavislosti na
koncentraci latky dochazet k rizné rozsahlym poskozenim reprodukéniho traktu a napiiklad
zhorSeni parametri kvality ejakulatu (Krzastek et al., 2020). U samic vede vystaveni
reprodukcné toxickym latkam k poSkozeni ovaridlnich zasob, naruSeni hormonalniho cyklu a
poskozeni reprodukénich organti (Bhardwaj, 2014). To miize vést az k hormonalnim
onemocnénim jako je napfiklad syndrom polycystickych ovarii (PCOS) (Rutkowska &
Diamanti-Kandarakis, 2016). U samic reprodukéné toxické latky kromé naruSeni funkce
samotnych reproduk¢nich orgdnt negativné ovliviiuji také vyvoj plodu a mohou mit vliv na
jeho pozd¢jsi zdravi a reprodukei (Di Renzo et al., 2015). Mezi znamé reprodukéné toxické

latky patii pesticidy, tézké kovy, organicka rozpoustédla, slozky plasti, alkohol a drogy.

3.1. Endokrinni disruptory

Mnozstvi reprodukéné toxickych latek je v soucasnosti povazovano za endokrinni disruptory.
Endokrinni disruptor (ED) je definovan jako ,,exogenni ldtka nebo smés latek, ktera meéni
funkce endokrinniho systému a zpiisobuje nepriznivé ucinky na zdravi organismu nebo jeho
potomkii nebo subpopulaci“ (World Health Organization, 2002).

Soucasti endokrinniho systému organismti jsou endokrinni organy a hormony
produkované témito organy. Hormony jsou distribuovany po téle a uc¢inkuji ve tkanich se
specifickymi receptory. Hormony tak s bunikou neinteraguji pfimo, ale nepfimym zplsobem
vazby ligandu na receptor. Specifikem hormoni je také schopnost uc¢inku ve velmi nizkych
koncentracich, vétSinou v fadech pikomold. To je umoznéno jednak diky vysoké afinité
receptorti a jejich schopnosti vdzat vice molekul hormonu. DalSim divodem je nelinedrni
vztah mezi koncentraci hormonu, poftem obsazenych receptorti a hladinou odpovédi na
koncentraci hormonu. I malé zmény v koncentraci hormontl tedy mohou vyvolat signifikantni
zmeény v endokrinnim systému. Tyto vlastnosti hormonti souvisi s jednim z fenomént v ramci
mechanismu ptisobeni ED, kterym je efekt nizké davky. ED stejné¢ jako hormony jsou
schopny vyvolavat odpovéd organismu pii nizkych koncentracich, a naopak vyssi
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koncentrace ED nevyvolava siln€jsi odpovéd’. Zavislosti je tak nelinearni a je mozné
pozorovat takzvanou nemonoténni odezvu. To znamend, ze kiivka zdvislosti koncentrace
latky na odpovédi organismu neni monoténni, vétSinou vykazuje tvar pismene U nebo
inverzni. (Vandenberg et al., 2012; Welshons et al., 2003).

Existuje nékolik potvrzenych zplsobii, kterymi ED interferuji s endokrinnim systémem.
Jednim z mechanismi ucinku je vazba ED na receptor endogenniho hormonu a inhibice nebo
aktivace signalni drdhy spjaté s receptorem. DalSim mechanismem muze byt interakce
s n¢kterou z molekul signalni drédhy spjaté s receptorem. ED mohou také stimulovat nebo
naopak inhibovat piimo syntézu ur¢it¢tho hormonu nebo stimulovat ¢i inhibovat expresi
receptoru pro tento hormon (Combarnous & Nguyen, 2019). ED ovliviiuji organismus i na
epigenetické urovni a prenasi tak svij efekt do dalSich generaci. Mezi epigenetické
mechanismy, kterymi ED pisobi, patii methylace DNA, modifikace histont a pisobeni na
nekodujici RNA (Walker & Gore, 2017).

Mezi nejznaméjsi ED patii bezpochyby dichlorfenyltrichlorethan (DDT), pesticid, jehoz
pouziti bylo pro Sirokou skalu negativnich u¢inki v minulém stoleti zakdzano. Studie ovSem
ukazuji, ze DDT a jeho metabolity pfetrvavaji v prostfedi, pfedevSim v pidé (Ricking &
Schwarzbauer, 2012). U DDT a jeho analogii byla potvrzena vazba na ERa, Estrogen-related
receptor gamma (ERRy) a androgenni receptor (AR). U AR plisobi DDT jako antagonista,
naopak u ERa upreguluje jeho funkci. DDT a jeho analogy a metabolity maji tak estrogenni
efekt na organismy, coZ muze zplsobovat celou fadu negativnich nasledkd u samcii 1 samic
(Kelce et al., 1995; Zhuang et al., 2012).

V 80. letech minulého stoleti byl na trh uveden dalS§i velmi ucinny pesticid
methoxychlor, ktery se néjakou dobu pouzival jako substituce pravé za DDT. Methoxychlor je
endokrinnim disruptorem, ktery ovliviiuje organismus interferenci s endokrinnim systémem
na riiznych urovnich. Bylo potvrzeno, ze u hlodavcl methoxychlor downreguluje expresi
gentl pro receptory, napt. pro receptor luteinizatniho hormonu (Armenti et al., 2008). DalSim
ucinkem je ovlivnéni exprese steroidogennich enzymi, mezi které patii Steroid Acute
regulatory protein (StAR) a Cholesterol side-chain cleavage enzyme (P450scc), které jsou
soucasti metabolismu cholesterolu, ze kterého se syntetizuji steroidni hormony. Methoxychlor
downreguluje také expresi genu pro aromatazu, kterd v organismu zajiStuje konverzi
testosteronu na estradiol. Zmeény hladin téchto enzymil maji za nasledek disrupci syntézy a
metabolismu steroidnich hormontt (Armenti et al., 2008; Basavarajappa et al., 2011).
Methoxychlor ovliviiuje endokrinni systém i na epigenetické trovni. To bylo potvrzeno

v transgeneracni studii na ovariich potkana, kde byl pozorovéan zvyseny vyskyt reprodukcnich
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problémt jako primarni ovarialni insuficience (POI) nebo polycystic ovarian disease (PCO)
v F3 generaci, kterd methoxychloru nebyla pfimo vibec vystavena (Manikkam et al., 2014).
U plodt vystavenych methoxychloru prenatalné byla v ovariu pozorovdna hypermethylace
CpG v promotoru ERP, coz mélo v dospélosti za nasledek disrupci metabolismu estrogenu
(Zama & Uzumcu, 2009).

Od konce 20. stoleti jsou velmi studovanou skupinou ED bisphenoly. K nejzndméjsim
zastupctim patii bisphenol A (BPA) pouzivany pfi vyrob¢ epoxidovych pryskytic, termopapiru
a plastovych predmétl, mezi které patii zejména obaly a d6zy na potraviny. Od primyslového
vyuziti BPA se ve svété postupné upousti, protoze se zac¢inaji ukazovat jeho negativni ucinky
na organismus savci a ¢lov€éka. BPA je obecné povazovan za xenoestrogen. Byla potvrzena
jeho interakce s estrogennimi receptory ERa a ERP a kompetice o vazbu na tyto receptory
s jejich pfirozenym substratem estradiolem (Gould et al., 1998; Matthews et al., 2001). Stejné
tak se BPA vdze na ERRYy a ovlivilyje signalizaci spjatou s timto receptorem (Takayanagi et
al., 2006). BPA ucinkuje na organismus také na tirovni ovlivnéni syntézy hormonii. V ovariu
potkana a prasete byla pozorovana po vystaveni BPA disrupce exprese genl pro enzymy
ucastnici se steroidogeneze, jako je StAR, P450scc a aromataza. To mélo za nasledek zmény
v rovnovaze steroidnich hormont, a tim naruSeni funkce ovaria (Mlynarc¢ikova et al., 2005;
Zhou et al., 2008). Nasledkem vystaveni organismu BPA muze byt i rozvoj komplexnéjSich
onemocnéni, jako je PCOS nebo hormondlné asociované karcinomy (Gao et al., 2015;
Rutkowska & Rachon, 2014).

Kvili mnoha negativnim U¢inkim se BPA zacind ve vyrobcich nahrazovat jeho
strukturnim analogem bisphenolem S (BPS). BPS je mnohem mén¢ znamou slouceninou a
jeho efekty na organismus nejsou tak dobie prostudovany jako u jeho ptedchiidce BPA. Presto
studie naznacuji, Ze BPS ma potencidl byt minimalné stejné Skodlivy pro zdravi jako BPA
(Zalmanova et al., 2016). BPS vykazuje stejné jako BPA estrogenni aktivitu a diky jeho
pfitomnosti v organismu dochézi k disrupci hladin hormonit HPG osy. Byla potvrzena
interakce BPS s estrogennimi receptory ERa a ERP, na které se BPS vaze a pusobi jako
agonista (Molina-Molina et al., 2013). BPS také interagoval s GnRH a m¢l vliv i na expresi
steroidogenniho enzymu aromatdza (Ji et al., 2013). U ryb zplsoboval BPS na ziklad¢
disrupce hladin pohlavnich hormoni ristovou restrikci a posun poméru pohlavi u plodi
(Naderi et al., 2014). U potkana byly pozorovany negativni efekty na ovaria, kde dochazelo
vlivem BPS k tvorb¢ cyst a zvySené atrezii folikulli (Ahsan et al., 2018). Negativni pohled na

rostouci vyuziti BPS ovliviiuje také fakt, ze BPS je vice rezistentni vii¢i degradaci a déle
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zustava v prostiedi nez jeho analog BPA (Danzl et al., 2009). Mezi slou¢eniny s bisphenolni

strukturou se tadi i triclosan, kterym se zabyva tato prace.
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4. Triclosan

Triclosan, neboli 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy) phenol, je fenolicka sloucenina, ktera je
soucasti mnoha predmétd denni potfeby. Triclosan se komeréné vyuziva predev§im kvuli
svym antibakteridlnim ucinkiim a najdeme ho tak v antibakterialnich mydlech, deodorantech,
ustnich vodach, cisticich a dezinfek¢nich prostfedcich, ale také v lacich na néabytek ci
v plastovém nadobi, Casto pod obchodni znackou Irgasan DP 300 (Bedoux et al., 2012).
Medicinské vyuziti nachazi zejména v dezinfekci chirurgickych nastrojii jako prevence
postoperacéni infekce (Ahmed et al., 2019).

Ve vét§in€ zemi je regulovan piidavek triclosanu do vyrobki na 0,3% (Bedoux et al.,
2012). Triclosan mé& ovSem schopnost akumulace ve vod€, vodnich organismech, puadé
a nékterych rostlinach, takze jeho koncentrace v prostiedi mize byt ve vysledku pomérné
vysoka. Do organismu se tato slouc¢enina dostava pozitim kontaminované vody ¢i potravy,
absorpci pfes kizi a Ustni sliznici (Olaniyan et al., 2016). Studie monitorujici vyskyt
triclosanu v povrchovych vodach v Evrop, USA, Cing, Japonsku a Australii ukazuji
koncentraci od desetin po desetitisice nanogrami (Bedoux et al., 2012). Primérné 3,5 ng/L
bylo detekovéano také ve vzorcich pitné vody v Cing (Li et al., 2010). V povrchovych vodach
podléha triclosan fotodegradaci, jejiz hlavnim produktem je 2,8-dichlorodibenzo-P-dioxin
(2,8-DCDD), ktery je perzistentni a pravdépodobné vice toxicky neZ samotny triclosan
(Aranami & Readman, 2007). Na zaklad¢ lipofilni povahy a vysokého adsorpcniho potencidlu
(Kow = 4,76) se predpoklada schopnost triclosanu bioakumulace v organismech (Dhillon et al.,
2015). Bioakumulace je studovana zejména u sladkovodnich Zivocichti (Balmer et al., 2004;
Das Sarkar et al., 2020). U savct a cloveka se triclosan v nejvyssi koncentraci objevuje
v moci (Calafat et al., 2008; Iyer et al., 2018), ale byl detekovan také v krvi (Allmyr et al.,
2006, 2008), tukové tkani, jatrech (Geens et al., 2012) a mateiském mléce (Adolfsson-Erici et
al., 2002; Allmyr et al., 2006). Triclosan je v téle savcli metabolizovan v jatrech. Zde jako u
jinych xenobiotik dochéazi k jeho glukuronidaci a sulfataci v jaternich mikrozomech a
cytosolu (Wang et al., 2004).

Hlavnim divodem vyuziti triclosanu v kosmetickém priimyslu a mediciné jsou jeho
antibakterialni vlastnosti. Triclosan je U¢inny proti né€kterym kmenim gramnegativnich i
grampozitivnich bakterii. Bakteriostaticky efekt spocivd v naruSeni struktury bakteridlni
membrany a inhibici bakteridlnitho enzymu enoyl-acyl carrier reduktaza, ktery je soucasti
drahy pro syntézu mastnych kyselin (Guillen et al., 2004; McMurry et al., 1998). Mnoho

bakterii si ovSem na triclosan vyvinulo rezistenci diky amplifikaci genu Fabl nebo jeho
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mutacim nebo se u nich vyvinuly specifické efluxni pumpy v membrané pro piimé odstranéni
triclosanu z bunky (Ciusa et al., 2012; Chuanchuen et al., 2003). Rezistence k triclosanu také
pfimo ovliviuje rezistenci ke komercné vyuzivanym beta laktamovym antibiotikiim jako je
amoxicilin, ampicilin nebo cephalexin. (Lu et al., 2018).

Neméné zavaznym negativnim efektem komercniho vyuziti triclosanu je jeho potencialni
endokrinné disruptivni efekt, na néjz se mimo jinych zaméfuje i tato prace. Mozné funkce
triclosanu jako endokrinniho disruptoru se piedpoklada na zédklad¢ jeho molekularni struktury.
Triclosan obsahuje dvé fenolické skupiny, které se vyskytuji i ve struktufe jinych
endokrinnich disruptorti, jako jsou bisphenoly nebo polychlorované bisphenoly a také
antropogenni estrogeny (Wang & Tian, 2015). Studie endokrinn¢ disruptivniho efektu
triclosanu se hojné provadi na rybach, které jsou podle dosavadnich vysledkl na triclosan
citlivgjsi nez savci. U modelového organismu Danio rerio byly pozorovany negativni efekty
triclosanu na syntézu thyroidnich hormont, kromé¢ toho u jedincl vystavenych triclosanu
v koncentraci 40ug/L. dochazelo ke zméné pomeéru pohlavi (Stenzel et al., 2019). Vliv
triclosanu byl pozorovan i u ovarii samic druhu Danio rerio. Zde dochéazelo k downregulaci
exprese genl pro antioxidacni enzymy superoxiddismutdza, kataldza a glutathion peroxidéza,
coz naznacuje moznost akumulace reaktivnich forem kysliku (ROS) v ovariich a vyssi
Sanci poskozeni bunc¢k. Kromé¢ toho dochdzelo k nartstu proapoptotickych markert
v buiikach ovarii jako odpovéd’ na triclosan v koncentracich 34 ug/L a 68 ug/L (Wang et al.,
2020). U ryby katla obecnd prezentuji Adhikari et al., 2023 moznou schopnost triclosanu
ovlivnit hormony hypothalamo-hypofyzarni osy. To vede diky zvySené produkci kisspeptinu a
zvysené funkci aromatdzy k nadmérné produkci 17-estradiolu. Estrogenni vliv triclosanu byl
pozorovan i1 u kapra Cyprinus carpio ¢i u medaky Oryzias latipes (Ishibashi et al., 2004;
Wang et al., 2017).

U savcil byly studovany efekty triclosanu na thyroidni hormony (T3, T4) a hormony
systétmu HPG osy. U mysi byl pozorovan signifikantni pokles hormoni §titné zlazy T3 a T4
stejné jako nadmérna produkce prolaktinu, kterd naruSuje rovnovéahu hormontt HPG osy (Cao
et al., 2018). U potkanli byl v n€kolika studiich prokazan efekt na urychleni pohlavniho
dospivani samic a opozdéni ndstupu puberty u samci na zdklad¢ estrogennich ucinkl
triclosanu (Rodriguez & Sanchez, 2010; Stoker et al., 2010), naopak nékteré studie tento efekt
vyvraceji (Montagnini et al., 2018). Pfedmétem vyzkumu byl také efekt na placentu, ve které
se triclosan efektivné akumuluje. U potkant bylo pozorovéano signifikantni sniZeni hladiny
hCG, progesteronu a testosteronu, ktery u téchto savct slouzi jako jako substrat pro syntézu

estrogentt v Corpus luteum. Naopak zvySend byla exprese genll pro receptory steroidnich
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hormonii (Feng et al., 2016). U ovci fungoval triclosan v placenté jako inhibitor enzymu
sulfotransferaza, ktery zajistuje sulfataci estrogenu pro udrzeni t€¢hotenstvi a spravny vyvoj
plodu. Triclosan v tomto pfipadé pusobil jako kompetitivni inhibitor estrogenu (James et al.,
2010).

In vitro studie se zaméiuji také na vliv triclosanu na granuldézni bunky, které maji
diilezitou endokrinné-reprodukeni roli. U potkana byl prokazan nartist hladiny estradiolu a
progesteronu syntetizovanych bunikami granulézy v zévislosti na zvySujici se koncentraci
triclosanu v médiu. Kromé toho byla pozorovana upregulace nékterych steroidogennich
enzymu, jako je aromataza nebo StAR. Chen et al., 2019 piedpokladaji, ze triclosan by mohl
pusobit na steroidogenezi v granuldéznich bunkéch pfes cAMP/PKA signélni drahu, kterd
pravé ovlivituje syntézu vyse zminénych steroidogennich enzymu. Tuto moznost ukazuje i
studie na lidskych granul6znich bunikéch, kterd poukazuje na zvySenou spotiebu glukdzy pro
steroidogenezi a zvySenou hladinu glykolyzy jako moZnou odpovéd’ na poskozeni
mitochondrii (Du et al., 2021). Naopak studie na granuldéznich bunikéach prasete ukazuje
opacny efekt triclosanu, tedy inhibici produkce estradiolu a progestronu (Basini et al., 2022).
Recentni studie vlivu triclosanu na samotné oocyty poukazuje na zvySenou produkci ROS a
zvysenou apoptozu mitochondrii u oocytll vystavenych triclosanu. To vede k oxidativnimu
stresu a moznému poskozeni DNA, coz ma za nésledek defekty v maturaci oocytli a vyvoji

folikulii (Park et al., 2020).

Cl OH

Cl Cl

Obrazek 1: Strukturni vzorec triclosanu. Pievzato z Delgado et al., 2011.

25



5. Hypotéza a cile prace

Na zékladé studia odborné literatury byla stanovena hypotéza, podle které triclosan negativné
ovliviiuje meiotické zrani prasecich oocyti in vitro.

Na zéklad¢ této hypotézy byly pro jeji ovéfeni stanoveny cile prace:

1. Zhodnotit vliv triclosanu na meiotické zrani prasecich oocyti in vitro

2. Zhodnotit vliv triclosanu na utvareni cytoskeletarnich struktur meiotického vieténka

3. Zhodnotit vliv triclosanu na acetylaci a-tubulinu a stabilitu mikrotubulti meiotického
vieténka

4. Zhodnotit vliv triclosanu na expresi a kvalitu mitochondrii béhem meiotického zrani

5. Zhodnotit vliv triclosanu na zmény v epigenetickych modifikacich H3K4me2 a 5SmC

6. Zhodnotit vliv triclosanu v kombinaci s 3 pM bisphenolem S na meiotické zrani
prasecich oocytl in vitro

7. Zhodnotit vliv triclosanu v kombinaci s 3 pM bisphenolem S na utvafeni
cytoskeletarnich struktur meiotického vieténka

8. Zhodnotit vliv triclosanu v kombinaci s 3pM bisphenolem S na acetylaci a-tubulinu a

stabilitu mikrotubuli meiotického vieténka
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6. Materialy a metodika

6.1. Chemikalie

Médium M199 (Gibco, UK)

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

HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Hydrogen uhlicitan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

Lidsky choriovy gonadotropin (PG 600, Intervet Boxmeer, Holand)
Korisky choriovy gonadotropin (PG 600, Intervet Boxmeer, Holand)
DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

NGS (Abcam, Cambridge, UK)

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Vectashield s DAPI (Thermo FisherScientific, USA)
Anti-a-Tubulin, T6199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Anti-Acetyl-a-Tubulin, mAb5335 (Cell Signaling Technology, Danvers, USA)
Anti-Tomm?20, ab186735 (Abcam, Cambridge, UK)

Anti-SIRT3, ab40963 (Abcam, Cambridge, UK)

Anti-Histone H3 (dimehyl K4), ab7766 (Abcam, Cambridge, UK)
Anti-5-Methylcytosine, SAB2702243 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

kozi anti-mysi IgG sekundarni protilatka konjugovana s FITC, ab150117 (Abcam,
Cambridge, UK)

kozi anti-krali¢i IgG sekundarni protilatka konjugovana s TRITC, ab150086 (Abcam,
Cambridge, UK)
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6.2. Ziskavani a izolace oocytl

Prase¢i ovaria byla ziskdna z jatecnich prepubertalnich prasnic. Ovaria byla pfevezena do
laboratofe v termolahvich pro udrzeni fyziologické teploty. Néasledn¢ probihala izolace
folikularni tekutiny s COC z folikul o velikosti 2-5 mm. Izolace byla provadéna metodou
aspirace podtlakem pomoci injekcni stiikacky a jehly o velikosti 18G. Folikuldrni tekutina
byla po odebrani piemisténa do Petriho misky a pod binokuldarni lupou byly vybrany
meioticky kompetentni oocyty. Hodnoceni meiotické kompetence probihalo na zakladé tii
kritérii: velikost oocytu byla 120 pum, oocyt mél homogenni cytoplasmu a byl obklopen

alespon tfemi souvislymi vrstvami kumuldrnich bunék.

6.3. Kultivace oocytli

Vyselektované oocyty byly promyty v supernatantu folikularni tekutiny a nasledné pfeneseny
do modifikovaného kultiva¢niho média M199. Médium M199 bylo obohaceno o folikularni
tekutinu (100 pl/ml), HEPES (1 mg/ml), hydrogenuhli¢itan sodny (20 pl/ml), 5% fetalni
bovinni sérum, laktat vapenaty (0,6 mg/ml), gentamycin (0,025 mg/ml), lidsky choriovy
gonadotropin (hCG) a konsky choriovy gonadotropin (eCG) v poméru 13,5:6,6 TU/ml.
Triclosan byl rozpustén v DMSO a jeho findlni koncentrace byla vzdy 0,01 %.

Kultivace probihala ve 4-jamkovych kultivac¢nich destickdch s 1 ml modifikovaného
kultivaéniho média. Oocyty byly rozdéleny do ¢étyf skupin. V jedné jamce se nachézela
kontrolni skupina bez ptidavku triclosanu, kterd byla oSetfena pouze 0,01 % DMSO. Zbylé tii
skupiny oocytil byly oSetfeny finalnimi koncentracemi triclosanu 2,5nM, 250 nM a 25 pM.
Oocyty byly kultivovany po dobu 48 hodin v inkubatoru pii teploté 38 °C a atmosféte s 5 %
COo.

6.4. Fixovani oocytl

Po 48 hodinach byly oocyty v promyvacim roztoku zbaveny kumuldrnich bunék pomoci
nasavani do tenkosténné kapilary. Po odstranéni kumularnich bun¢k byly oocyty promyty ve
ttech kapkdch PBS-PVA a nasledné fixovany po dobu 30 minut v 1 ml roztoku 4 %
paraformaldehydu v PBS. Po 30 minutich byly pfeneseny do skladovaciho roztoku PBS
s NaN3 a kratkodob¢ uchovavany pii 4°C.
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6.5. Imunocytochemické barveni

Prvnim krokem imunocytochemického barveni byla permeabilizace cytoplasmatické
membrany v 1 ml 0,1% roztoku TritonX-100 v PBS-NaNj3. Permeabilizace probihala po dobu
40 minut pii laboratorni teploté. Dalsim krokem byla blokace nespecifickych vazebnych mist
pro protilatky. Blokace probihala v 1 ml 5 % NGS po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.
Nasledovala inkubace oocytii s primarni protilditkou ve 12-jamkové destiCce. Primarni
protilatky byly fedény v 1 % NGS a do kazdé jamky bylo napipetovano 45 pl. Pro naslednou
inkubaci oocytl s primarni protilatkou byly z kontrolni skupiny odebrany dva oocyty slouzici
jako negativni kontrola specifity vazby protilatky. Negativni kontrola byla na rozdil od
ostatnich skupin pfenesena do 1 % NGS bez piidavku primdrni protilatky. Inkubace
s primarni protilatkou probihala po dobu 1 hodiny v inkubatoru pfi teploté 38 °C a atmosféte
s 5 % COs. Po jedné hodiné byly oocyty 2x promyty v 1 ml 1 % NGS, vzdy po dobu 5 minut.
Nésledovala inkubace vSech skupin se sekunddrni protilatkou fedénou opét v 1 % NGS.
Inkubace probihala ve tm¢ po dobu 1 hodiny v inkubdtoru pfi teploté 38 °C a atmosféte s 5 %
COz. Poté byly vSechny skupiny promyty v Iml 1 % NGS po dobu 3 x 5 minut. Nasledovalo
montovani do 3ul kapky Vectashieldu s DAPI na teflonové podlozni sklicko.

6.5.1. Lokalizace a-tubulinu

Po permeabilizaci a blokaci byly oocyty inkubovdny s mysSi primarni monoklonalni
protilatkou anti-a-tubulin (T6199) fedénou v poméru 1:1000 v1 % NGS. Po oplachu
z primarni protilatky nasledovala inkubace oocyt s kozi anti-mysi IgG sekundarni protilatkou
konjugovanou s FITC (ab150117). Sekundarni protilatka byla fedéna rovnéz v 1 % NGS

v poméru 1:200. Poté nésledoval oplach a montovani na teflonové sklicko.
6.5.2. Lokalizace Acetyl-a-tubulinu

Po permeabilizaci a blokaci byly oocyty inkubovany s krali¢i primarni monoklonalni
protilatkou anti-Acetyl-a-tubulin (mAb5335) tedénou v1 % NGS vpoméru 1:150. Po
oplachu z primarni protilatky nasledovala inkubace oocytl s kozi anti-krali¢i IgG sekundéarni
protilatkou konjugovanou s TRITC (ab150086). Sekundarni protilatka byla fedéna v 1 %

NGS v poméru 1:200. Poslednim krokem byl oplach a montovani na teflonové sklicko.

6.5.3. Lokalizace SIRT3
Po permeabilizaci a blokaci byly oocyty inkubovany s krali¢i primarni monoklonalni

protilatkou anti-SIRT3 (ab40963) fedénou v poméru 1:100 v 1 % NGS. Po oplachu z primarni
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protilatky nasledovala inkubace s kozi anti-krali¢i IgG sekundarni protilatkou konjugovanou
s TRITC (ab150086), fedéni v poméru 1:200. Poté nasledoval oplach a montovani na

teflonové sklicko.

6.5.4. Lokalizace TOMM20

Po permeabilizaci a blokaci byly oocyty inkubovany s krali¢i primarni monoklonalni
protilatkou anti-TOMM?20 (ab186735) fedénou v 1 % NGS v poméru 1:750. Po oplachu
z primérni protilatky nasledovala inkubace s kozi anti-krdli¢i IgG sekundarni protilatkou
konjugovanou s TRITC (ab150086), fedéni v poméru 1:200 v 1 % NGS. Nasledoval oplach a

montovani na teflonové sklic¢ko.

6.5.5. Lokalizace H3K4me?2

Po permeabilizaci a blokaci byly oocyty inkubovany s krali¢i primarni monoklondlni
protilatkou anti-H3K4me2 (ab7766), fedéni v1 % NGS vpoméru 1:1000. Po oplachu
z primérni protilatky nasledovala inkubace s kozi anti-krdlici IgG sekundarni protilatkou
konjugovanou s TRITC (ab150086) tedénou v 1 % NGS v poméru 1:200. Poté nasledoval

oplach a montovani na teflonové sklicko.

6.5.6. Lokalizace SmC
Po permeabilizaci a blokaci byly oocyty inkubovany s mySi monoklondalni protilatkou anti-
5mC konjugovanou s FITC (SAB2702243) tedénou v 1 % NGS v poméru 1:50. Nasledoval

oplach a montovani na teflonové sklicko.

6.6. Fluorescencni mikroskopie a analyza obrazu

Namontované oocyty byly snimany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Leica DM LB.
Nasledné byla provadéna analyza obrazu. V programu ImageJ byla hodnocena intenzita
fluorescence vizualizovanych struktur v oocytech ¢i celych oocytli v piipad¢ barveni
mitochondrii. Primérné naméfené hodnoty v experimentalnich skupinach pak byly vyjadieny

jako pomér k primérnym naméfenym hodnotam ve skupiné kontrolni.

6.7. Statistickd analyza

Statistickd analyza byla provedena s vyuzitim programovaciho jazyka Python. Pro
vyhodnoceni vlivu triclosanu a triclosanu v kombinaci s bisphenolem S byl zvolen Chi
kvadrat test a Fischeriiv exaktni test pro post-hoc testovani. Pro vyhodnoceni vlivu triclosanu
a triclosanu v kombinaci s bisphenolem S na utvafeni meiotického vieténka byl zvolen Chi

kvadrat test. Pro experimenty vychdzejici z hodnoceni intenzity fluorescence byl proveden
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neparametricky T-test. Za statisticky vyznamny byl vysledek povazovan v piipad¢ hodnoty

p<0,05.
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7. Vysledky

7.1. Vliv triclosanu na meiotické zrani prasecich oocytil in vitro

Prvnim cilem bylo sledovat vliv tfi vybranych koncentraci triclosanu na pritbé¢h meiotického
zrani prasecich oocytl in vitro. Oocyty byly kultivovany po dobu 48h v médiu s celkovymi
pfidavky triclosanu v koncentracich 2,5 nM, 250 nM a 25 pM. Poté byla na zdkladé¢
vizualizace chromatinu u kazdého oocytu hodnocena progrese meiotickym zranim. Oocyty,
které nevystoupily z I. meiotického bloku, ziistaly ve stadiu zarode¢ného vacku GV. U oocyt,
které znovuzahdjily meidzu, byla progrese zpomalena a dosahly jen stadia MI nebo probihala
normalné a tyto oocyty byly ve stadiu MIIL. Z grafu 1 je patrné, ze vSechny tii testované
koncentrace triclosanu negativné ovlivituji schopnost oocytu po 48 hodinach dosahnout stadia

MII a bylo pozorovano statisticky vyznamné naruseni zrani prasecich oocytl pod vlivem

triclosanu.
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Graf 1: Vliv triclosanu na pribéh meiotického zrani.

GV — oocyt ve stadiu zarodecného vacku, MI — oocyt v metafazi I, MII — oocyt v metafazi II.
Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). Data jsou vyobrazena jako primeér
+ stfedni chyba priméru z 11 nezavislych experimentti, n> 10 oocytil na skupinu.
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7.2. Vliv triclosanu na utvareni cytoskeletarnich struktur meiotického

vieténka

Druhym cilem bylo pozorovat a vyhodnotit vliv triclosanu na utvareni meiotického vieténka.
Meiotické vieténko bylo vizualizovano pomoci imunocytochemické lokalizace a-tubulinu.
Nésledné byla na zakladé mikroskopickych snimki hodnocena morfologie meiotického
vieténka. Jako normalni byla vyhodnocena bipolarni vieténka se spravné napojenymi
chromozomy sefazenymi v ekvatoridlni roviné. Mezi nejcastéjsi defekty vieténka pattilo
snizeni hustoty tubulinovych vldken a vyrazné zmenSeni vieténka. S mensi Cetnosti bylo
pozorovano neukotvené vldkno tubulinu, chybné napojeni chromozomu a monopolarni ¢i
tripolarni uspofadani meiotického vieténka. Signifikantni negativni vliv triclosanu na utvareni

meiotického vieténka byl pozorovan u vSech tfi testovanych koncentraci, jak je patrné z grafu
2.
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Graf 2: Vliv triclosanu na utvareni meiotického vieténka

Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). Data jsou vyobrazena jako primér
+ stfedni chyba priméru z 16 nezavislych experimentti, n > 10 oocytd na skupinu.

33



a-tubulin chromatin merge

Obrazek 2: Pozorované defekty meiotického vieténka

Reprezentativni  obrazky predstavuji ptiklady pozorovanych defekti ve
skupinach oocyti oSetfenych 2,5 nM, 250 nM a 25 upuM triclosanem a
kontrolu. a-tubulin je vyobrazen zelené¢ a chromatin modie. Sloupec merge
predstavuje spojeni a-tubulinu a chromatinu. Métitko uvedené v pravém dolnim

rohu plati pro vSechny obrazky a odpovida 10 um.



7.3. Vliv triclosanu na acetylaci a-tubulinu a stabilitu mikrotubul

meiotického vieténka

V tomto experimentu byl sledovan vliv tifi experimentalnich koncentraci triclosanu na
acetylaci o-tubulinu. Konkrétné acetylaci na lysinu 40, coz je obvykla posttranslacni
modifikace ovliviijici stabilitu mikrotubuli meiotického vieténka. U testovanych skupin byla
hodnocena intenzita fluorescence, ktera byla nasledné¢ vztazena ke kontrolni skupiné a
vyjadiena jako relativni intenzita fluorescence. Z grafu 3 je patrné, Zze zadny z rozdili mezi
testovanymi skupinami nebyl vyhodnocen jako statisticky vyznamny. Rozdily v acetylaci a-

tubulinu oproti kontrole nebyly tedy pozorovany u zadné z testovanych skupin.
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Graf 3: Vliv triclosanu na acetylaci a-tubulinu

Data jsou vyobrazena jako primér + stfedni chyba priméru ze 3 nezavislych experimenti,
n > 10 oocytl na skupinu.
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7.4. Vliv triclosanu na expresi a kvalitu mitochondrii béhem

meiotického zrani

Ctvrtym cilem bylo sledovat a zhodnotit vliv triclosanu na mitochondrie bdhem meiotického
zrani.  Mitochondrie  byly vizualizovany pomoci imunocytochemické lokalizace
mitochondridlni NAD-dependentni deacetyldzy sirtuinu 3 a proteinu vnéj$i mitochondridlni
membrany TOMM?20. Nasledn¢ byla hodnocena intenzita fluorescence vSech skupin a
intenzita skupin s triclosanem byla vztazena ke kontrolni skupiné¢ a vyjadiena jako relativni
intenzita fluorescence. Signifikantni zmény mnozstvi a kvality mitochondrii pod vlivem
triclosanu o koncentracich 2,5 nM, 250 nM a 25 uM nebyly pozorovany ani u jednoho ze
studovanych markerii. Vliv triclosanu na mitochondrie prasecich oocytli béhem meiotického

zrani tak neni statisticky vyznamny.
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Graf 4: Vliv triclosanu na expresi mitochondrii

Data jsou vyobrazena jako pramér + stfedni chyba priméru z 5 nezavislych experimentd,
n > 10 oocytl na skupinu.
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Graf 5: Vliv triclosanu na kvalitu a oxidativni poSkozeni mitochondrii

Data jsou vyobrazena jako primér + stfedni chyba priméru z 5 nezavislych experimentd,
n > 10 oocytl na skupinu.
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7.5. Vliv triclosanu na zmény v epigenetickych modifikacich

H3K4me2 a 5SmC

Cilem tohoto experimentu bylo vyhodnotit vliv jednotlivych koncentraci triclosanu na zménu
methylace histonu H3K4me2 (graf 6) a methylace DNA na 5mC (graf 7). Epigenetické
modifikace byly imunocytochemicky vizualizovany. Nasledné byla hodnocena intenzita
fluorescence vSech skupin a intenzita skupin s triclosanem byla vztazena ke kontrolni skupiné
a vyjadiena jako relativni intenzita fluorescence. Data ukazuji, ze v zadné z testovanych
skupin nebylo oproti kontrole pozorovano statisticky vyznamné snizeni nebo zvySeni

intenzity fluorescence u obou epigenetickych modifikaci.
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Graf 6: Vliv triclosanu na zmény v methylaci histonu H3K4me2

Data jsou vyobrazena jako primér + stfedni chyba priméru ze 4 nezavislych experimentt,
n > 10 oocytl na skupinu.
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Graf 7: Vliv triclosanu na zmény v methylaci SmC

Data jsou vyobrazena jako prumér + stiedni chyba priiméru ze 4 nezavislych experimentd,
n > 10 oocytl na skupinu.
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7.6. Vliv triclosanu v kombinaci s 3 pM bisphenolem S na meiotické
zrani prasecCich oocytl in vitro

Po vyhodnoceni vlivu samotného triclosanu na praseci oocyty byl testovan vliv triclosanu
v koncentracich 2,5 nM, 250 nM a 25 uM v kombinaci s bisphenolem S. Koncentrace
bisphenolu S byla u vSech testovanych skupin 3pM. Oocyty byly kultivovany po dobu 48h
v médiu s celkovymi pfidavky téchto latek v danych koncentracich. Poté byla na zakladé
vizualizace chromatinu u kazdého oocytu hodnocena progrese meiotickym zranim. Oocyty,
které nevystoupily z I. meiotického bloku, ziistaly ve stadiu zarode¢ného vacku GV. U oocyti,
které znovuzahdjily meidzu, byla progrese zpomalena a dosahly jen stadia MI nebo probihala
normalné a tyto oocyty byly ve stadiu MII.

Z grafu 8 je patrné, ze triclosan v testovanych koncentracich 2,5 nM a 250 nM v kombinaci
s 3pM bisphenolem S statisticky vyznamné negativné ovlivitluje meiotické zrani prasecich

oocytll in vitro a narusuje schopnost oocytu dosdhnout stadia MII.
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Graf 8: Vliv triclosanu v kombinaci s 3 pM bisphenolem S na priibéh meiotického zrani.

GV — oocyt ve stadiu zarodecného vacku, MI — oocyt v metafazi I, MII — oocyt v metafazi II.
Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). Data jsou vyobrazena jako primér
+ stfedni chyba priméru z 6 nezavislych experimentii, n> 10 oocyti na skupinu.
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7.7. Vliv triclosanu v kombinaci s 3 pM bisphenolem S na utvareni

cytoskeletarnich struktur meiotického vieténka

Kromé zrani byl hodnocen také vliv triclosanu v kombinaci s bisphenolem S na utvareni
meiotického vieténka. Meiotické vieténko bylo vizualizovano pomoci imunocytochemické
lokalizace a-tubulinu a nasledné¢ byla na zdkladé mikroskopickych snimkii hodnocena jeho
morfologie. Jako normdalni byla vyhodnocena bipolarni vieténka se spravné napojenymi
chromozomy sefazenymi v ekvatoridlni rovingé. Mezi nejcastéjSi defekty vieténka pattilo
snizeni hustoty tubulinovych vldken a vyrazné zmenSeni vieténka. S vyssi Cetnosti nez u
oocytli kultivovanych se samotnym triclosanem bylo pozorovano Spatné napojeni
chromozomu a neukotvené vldkno tubulinu. Signifikantni negativni vliv triclosanu na utvareni
meiotického vieténka byl pozorovan u vSech tii testovanych koncentraci, jak je patrné

z grafu 9.
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Graf 9: Vliv triclosanu v kombinaci s bisphenolem S na utvareni meiotického vi‘eténka
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Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). Data jsou vyobrazena jako prameér
+ stfedni chyba priméru z 6 nezavislych experimentti, n > 10 oocytl na skupinu.
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Obrazek 3: Pozorované defekty meiotického vieténka

Reprezentativni  obrazky predstavuji priklady pozorovanych defekti ve
skupinadch oocytll oSetfenych 2,5 nM, 250 nM a 25 puM triclosanem v kombinaci
s 3 pM BPS a kontrolu. o-tubulin je vyobrazen zelené a chromatin modie.
Sloupec merge predstavuje spojeni a-tubulinu a chromatinu. Métitko uvedené v

pravém dolnim rohu plati pro vSechny obrazky a odpovida 10 um.



7.8. Vliv triclosanu v kombinaci s 3pM bisphenolem S na acetylaci

a-tubulinu a stabilitu mikrotubuld meiotického vieténka

V poslednim experimentu byl sledovan vliv triclosanu v koncentracich 2,5 nM, 250 nM a
25 uM v kombinaci s 3pM BPS na acetylaci a-tubulinu na lysinu 40. U testovanych skupin
byla stejn¢ jako v predchozich experimentech hodnocena intenzita fluorescence, ktera byla
nasledné vztazena ke kontrolni skupiné a vyjadfena jako relativni intenzita fluorescence.
Z grafu 10 je patrné, ze statisticky signifikantni snizeni acetylace a-tubulinu bylo pozorovano

u skupiny oocytl kultivovanych s 250 nM triclosanem v kombinaci s 3pM BPS.
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Graf 10: Vliv triclosanu v kombinaci s 3pM BPS na acetylaci a-tubulinu

Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamny rozdil (p<0,05). Data jsou vyobrazena jako primér
+ stfedni chyba priméru ze 3 nezavislych experimentl, n > 10 oocyti na skupinu.
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Obrazek 4: Vliv triclosanu v kombinaci s 3 pM BPS na acetylaci a-tubulinu

Reprezentativni snimky  zobrazuji intenzitu fluorescence acetyl-o-tubulinu ve
skupindch oocyt oSetfenych 2,5 nM, 250 nM, 25 puM triclosanem v kombinaci s
3pM BPS ve vsech skupinach a kontrolu. M¢titko uvedené v pravém dolnim rohu

plati pro vSechny obrazky a odpovida 10 pm.
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8. Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo ovétit hypotézu, ze triclosan ma negativni vliv na meiotické
zrani praseCich oocytl in vitro. Konkrétné sledovat a zhodnotit vliv této latky na vybrané
markery meiotického zrani, jako je utvafeni meiotického vieténka, exprese a kvalita
mitochondrii a epigenetické markery H3K4me2 a SmC.

Triclosan je antibakteridlni latka vyuzivana komeréné ve velkém mnoZzstvi
dezinfek¢nich a kosmetickych ptipravkii. Jednim z nejobvyklejSich produktii obsahujicich
triclosan jsou antibakteridlni mydla a gely, jejichz komercni spotieba celosvétoveé roste.
Ovsem studie srovnavajici ucinky klasick¢ho mydla a mydla s ptidavkem triclosanu ukazuji,
ze pridavek triclosanu v mydle signifikantné nezvysSuje jeho ucinky proti bakteriim (Aiello et
al., 2007; Kim et al., 2015). Naopak nadmérna spotieba triclosanu mize pfispivat ke
zvySovani antibiotické rezistence, kterd je v soucasné dobé ve zdravotnictvi stale veétsi
hrozbou (Lu et al., 2018, 2020; Westfall et al., 2019). Z antibakteridlnich pfipravkl se
triclosan pfimo absorbuje do lidského organismu ptes kazi a sliznice. Kromé toho se diky
celosvétovému komerénimu vyuziti mnozstvi triclosanu dostava do zivotniho prostredi, kde
se vyskytuje zejména v povrchovych vodéach a pad¢. Z prostredi se didle mtze dostat do pitné
vody a potravy (Lindstrom et al., 2002; Moss et al., 2000; Weatherly & Gosse, 2017; Wu et
al., 2009). Triclosan prokazateln¢ interferuje s lidskym organismem. Studie dokazuji, Ze po
absorpci se dostava do krve, odkud putuje do dalSich tkani. Ptitomnost triclosanu byla
prokdzana krom& krevni plasmy také v matefském mléce, tukové tkani, jatrech a moci
(Allmyr et al., 2006; Calafat et al., 2008; Geens et al., 2012; Sandborgh-Englund et al., 2006).

Na zaklad¢ literatury a ptfedbéznych studii byly pro experimenty zvoleny tii koncentrace
triclosanu — 2,5 nM, 250 nM a 25 uM. Namérené koncentrace v krvi ¢loveka se ve studiich
vétSinou pohybuji v jednotkdch az desitkach nanomold (Allmyr et al., 2008; Sandborgh-
Englund et al., 2006; Wei et al., 2017). Koncentrace v lidské mo¢i je primérné vyssi s vet§im
rozptylem od jednotek nanomoll az po desitky mikromolt (Calafat et al., 2008; Etzel et al.,
2017; Han et al., 2016). Konkrétné ve folikularni tekutiné nebyla zatim koncentrace triclosanu
métena. V jatrech byla naméfena koncentrace triclosanu asi 10 nM a v tukové tkdni asi 2 nM .
Tyto nezanedbatelné koncentrace v jatrech a tukové tkdni podporuji spekulace o schopnosti
triclosanu akumulace v organismu clovéka stejné jako je tomu u ryb a dalSich vodnich
zivoCichi (Dar et al., 2019; Geens et al., 2012; Shanmugam et al., 2014). V pfipadé
akumulace slouceniny v organismu pak pii dlouhodobé expozici dosahuji koncentrace
v raznych orgénech 1 vysSich hodnot nez naptiklad v moci a krvi, jako je tomu napiiklad u
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bisphenolu A, ktery se akumuluje v lidské placenté a tukové tkéani (Fernandez et al., 2007;
Leclerc et al., 2014; Schonfelder et al., 2002).

Triclosan je povazovan za endokrinni disruptor. Jiz v letech 2012-2013 se objevuje
souhrn poznatkti o triclosanu v pfirucce WHO State of the Science of Endocrine Disrupting
Chemicals (Bergman et al., 2013). Od té doby bylo v mnoha studiich dok&zano, ze triclosan
narusuje fyziologii endokrinniho systému hormont $titné zlazy a HPG osy u sav¢ich modeli i
cloveka (Cao et al., 2018; Crofton et al., 2007; Li et al., 2017; Wang & Tian, 2015). Na druhé
stran¢ se objevuji 1 studie, které jsou s témito vysledky v rozporu a neprokazuji zadny
negativni vliv triclosanu na endokrinni systém (Allmyr et al., 2009; Louis et al., 2017;
Witorsch, 2014). Tento rozpor muze byt zptuisoben tim, Ze fyziologie endokrinnich hormoni je
pomémné komplikovana stejné jako ucCinek endokrinnich disruptord, které nepodléhaji
tradi¢nim konceptiim v toxikologii. To je jednim z diivodl pro€ studie zalozené na podobnych
principech Casto pfinasi velmi odlisné ¢i rozporuplné vysledky (Vandenberg et al., 2012).
Kazdopadné neni pochyb, Ze v souCasné¢ dobé celosvétoveé nartista pocet zen i muzid, ktefi
maji problémy sreprodukci a infertilita je v dneSni spolecnosti pomérn¢ obvyklym
onemocnénim. K tomu bezpochyby ptispivda 1 mnozstvi chemikalii vyskytujicich se
v zivotnim prostiedi, které bezprostfedné plisobi na lidsky organismus v kazdodennim Zivoté
a ovlivituji jeho fyziologické funkce (Bala et al., 2021; Ravitsky & Kimmins, 2019;
Skakkebek et al., 2022).

Pro testovani Uc¢inku triclosanu byly v této praci zvoleny praseci oocyty. Vzhledem
k tomu, Ze pouziti lidskych oocytl je z etického pohledu velmi slozité, praseci oocyty se
nabizi jako vhodna alternativa pro zékladni vyzkum. Praseci a lidsky organismus sdili fadu
podobnosti zejména ve fyziologii 1 v samotné oogenezi. Prase¢i oocyt je v mnoha ohledech
velmi podobny lidskému, vice neZ naptiklad oocyt mysi, ktery je ve vyzkumech aplikovanych
na clovéka obvyklym modelem. Podobnost je kromé velikosti oocytu také v délce
meiotického zrani, dale v ¢asovani ryhovani embrya, dosazeni stadia blastocysty, uhnizdéni
embrya v déloze nebo aktivaci embryonalniho genomu (Lunney et al., 2021; Magnusson,
2005; Mordhorst & Prather, 2017; Santos et al., 2014). Argumentem pro vyuZiti prasecich
oocytl jakozto odpadniho materialu z jatek je také sniZzeni poctu laboratornich zvirat.

V prvnim experimentu byl prokazan negativni efekt vSech tfi testovanych koncentraci
na meiotickou maturaci prase€ich oocytl in vitro. Jedna se o linearni efekt a triclosan tak
v koncentracich 2,5 nM, 250 nM a 25 puM snizuje schopnost oocytu dosdhnout po
48 hodinach stadia MII (Graf 1). Jak je patrné z vysledkli, vyznamné procento oocytil

osetfenych triclosanem je schopno vystoupit z I. meiotického bloku, ale neni dale schopno
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dokoncit meiotické zrani az do stadia MII. Srovnatelny vysledek byl také pozorovan u
doposud jediné studie zabyvajici se vlivem triclosanu na meiotické zrani oocytt. Park et al.,
2020 potvrzuji negativni efekt triclosanu 10 uM a 100 uM na meiotickou maturaci a expanzi
kumulédrnich bunék. Kromé toho je mozné srovnavat vliv triclosanu s dal§imi endokrinnimi
disruptory, jako jsou napiiklad bisphenoly A a S, které maji podobnou strukturu a o¢ekdvame
jejich Casty spolecny vyskyt v prostiedi (Geens et al., 2015; Kim et al., 2011). U bisphenolu A
bylo pozorovdno naruseni meiotické maturace praseCich oocytl, naruseni expanze
kumuldrnich bun¢k a vylouceni 1. polového téliska. Stejné jako u triclosanu je naruSena
zejména schopnost oocytu dozrat do stadia MII (Mlynarcikova et al., 2009; Wang et al.,
2016). Podobné efekty byly po expozici BPA pozorovany u lidskych oocyti (Machtinger et
al., 2013). U bisphenolu S byly v nasi laboratofi popsany analogické negativni efekty. Praseci
oocyty byly schopny zahgjit meiotickou maturaci, ale progrese do stadia MII byla vyrazné
naru$ena (Zalmanova et al., 2017, 2023).

Jednou z hypotéz, pro¢ by triclosan mohl narusovat meiotické zrani, je naruseni funkce
a struktury meiotického vieténka. Tento jev byl pozorovan jiz pfi kultivaci oocytl s jinymi
ED, zejména s bisphenoly (Campen et al., 2018; Machtinger et al., 2013; Nevoral et al.,
2021). Rozhodli jsme se proto zaméfit na utvafeni meiotického vieténka ve druhém
experimentu. Kromé mikrotubulti ptispiva k dynamice meiotického vieténka také aktinovy
cytoskelet, a tak by zastaveni progrese meiotickou maturaci mohla zpusobit interakce
triclosanu s aktinem nebo s aktin nukleujicimi faktory. NaruSeni mikrofilament bylo dfive
pozorovano u oocytl kultivovanych s bisphenoly. V téchto studiich ma vystaveni
bisphenoliim za nésledek naruseni cytokineze a vylouceni 1. pélového téliska (Wang et al.,
2016; Zhang et al., 2020). Neni mozné opomenout také deregulaci MAPK pozorovanou
skupinami Wang et al., 2016; Zhang et al., 2020 ve studiich vlivu bisphenoli na meiotické
zrani oocytll. MAPK signalni draha je zapojena do vystupu z I. meiotického bloku, sestaveni
meiotického vieténka a pfechodu do II. meiotického dé€leni, a proto naruseni této drahy ma
z nasledek naruseni meiotické maturace (Fan et al., 2002).

Cilem druhého experimentu bylo vyhodnotit vliv triclosanu na utvafeni meiotického
vieténka. JelikoZ sprdvna organizace a sestaveni bipoldrniho meiotického vieténka jsou
klicové pro meiotickou maturaci a spravnou segregaci chromozomti. Nespravné sestaveni
meiotického vieténka je ¢asto ditvodem pro naruseni prabéhu meiotického zrani a abnormalni
segregaci chromozomu. Vysledkem mohou byt aneuploidie nebo poSkozeni DNA oocytl a
nasledné defekty embryonalniho vyvoje (Holubcova et al., 2015; Namgoong & Kim, 2018;

Thomas et al., 2021). V tomto experimentu bylo potvrzeno, Ze vSechny tii testované
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koncentrace triclosanu maji negativni vliv na utvafeni meiotického vieténka (Graf 2).
Nejcastéjsimi defekty abnormalnich meiotickych vietének bylo naruseni struktury a snizeni
hustoty tubulinovych vlaken nebo obecné vyrazné zmenSeni celého vieténka. Dale bylo
s mensi Cetnosti pozorovano neukotvené vlakno tubulinu, chybné napojeni chromozomu a
monopolarni ¢i tripolarni usporadani meiotického vieténka (Obrazek 2). Defekty v utvareni
meiotického vieténka byly pozorovany také ve studiich vlivu bisphenolii na oocyty. Castym
defektem je naruseni morfologie a bipolarity meiotického vieténka, Spatné uspotadani
chromozomu a poskozeni tubulinovych vlaken (Campen et al., 2018; Wang et al., 2016;
Zhang et al., 2020; Zalmanova et al., 2023). Podle Hunt et al., 2003 vystaveni oocyti BPA
zpuisobuje zvySenou incidenci aneuploidii. Stejné tak pesticid methoxychlor, ktery je stejné
jako triclosan chlorovanym bisphenolem zpisobuje naruSeni mikrotubuli a vznik
multipolarniho meiotického vieténka (Liu et al., 2016).

Zpisobi, kterymi by triclosan mohl negativné ovliviiovat meiotické vieténko, je hned
nékolik. Triclosan by mohl stejné jako bisphenoly piimo vazat na mikrotubuly a proteiny
MTOC a ovliviovat tak jejich nukleaci a organizaci v ramci utvareni meiotického vieténka
(George et al., 2008; Yang et al., 2020). Tento zplsob interakce zatim v souvislosti
s triclosanem nebyl na savéich oocytech studovan. Studie Weatherly et al., 2018 na
somatickych buiikédch ovSem tuto interakci nepotvrdila.

Funkce mikrotubul mize byt naruSena také naruSenim posttranslacnich modifikaci,
které¢ kli¢ovym zplisobem ovliviiuji a reguluji funkci a dynamiku mikrotubult (Wloga &
Gaertig, 2010). Jednou z obvyklych modifikaci je acetylace a-tubulinu na lysinu 40. Tato
acetylace stabilizuje mikrotubuly a jeji spravna hladina je dilezitd také pro stabilitu
meiotického vieténka zejména v metafazni roviné pro kontakt s kinetochorem (Serra et al.,
2018). Po vystaveni oocytl bisphenoliim B a F byla pozorovana signifikantné vyss§i troven
acetylace a-tubulinu na lysinu 40 a tento jev by mohl byt pozorovén i u triclosanu (Ding et al.,
2022; Zhang et al., 2020). Na zdklad¢ téchto poznatkii jsme se rozhodli kromé& struktury
meiotického vieténka vyhodnotit také uroven acetylace a-tubulinu a pozorovat zmény této
posttranslacni modifikace zplisobené kultivaci oocyti s triclosanem. Podle naSich vysledkt
byla acetylace a-tubulinu na lysinu 40 zvySena ve srovnani s kontrolni skupinou pouze u
kultivace s triclosanem o koncentraci 25 uM. U skupin oocytli kultivovanych s 2,5 nM a
250 nM triclosanem byla acetylace naopak oproti kontrole snizena (Graf 3). Zadny
z dosazenych vysledki ovSem nebyl statisticky signifikantni, a proto nemizeme prokézat, ze
triclosan ma negativni vliv na hladinu acetylace a-tubulinu na lysinu 40 stejné jako zminéné

bisphenoly B a F.
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Diivodem by mohlo byt také naruSeni funkce MAPK, kterd je jednou zkinaz
prispivajici k regulaci sestaveni vieténka. V normalnim vieténku MAPK asociuje s dal$imi
proteiny MTOC a reguluje tvorbu bipolarniho meiotického vieténka (Fan & Sun, 2004).
Vlivem bisphenolt dochazi ke snizeni fosforylace MAPK a jeji delokalizaci z MTOC, coz
vede k defektim vieténka (Ding et al., 2017; Wang et al., 2016; Zhang et al., 2020). Tento
efekt byl pozorovan také u studie zkoumajici vliv triclocarbanu, slouceniny strukturné
podobné triclosanu, na mySich oocytech in vitro (Ding et al., 2020). Kromé¢ MAPK mohou byt
deregulovany také dalsi proteiny asociované s meiotickym vieténkem jako kineziny, Aurora A
nebo TPX2, coz by stejné jako u bisphenoli mélo za nasledek destabilizaci meiotického
vieténka (Loup et al., 2022; Yang et al., 2020). Moznosti poSkozeni meiotického vieténka
triclosanem je tedy hned nékolik a pravdépodobné se mize jednat o kumulaci vice efekti.
Kazdopadné se domnivame, Ze tyto vysledky oteviraji dal$i moznosti a sméry vyzkumu vlivu
triclosanu na meiotické zrani oocytu.

Cilem c¢tvrtého experimentu bylo zhodnotit vliv triclosanu na expresi a kvalitu
mitochondrii v ramci meiotické maturace prasecich oocytli in vitro. Mitochondrie jsou
klicovou organelou pro meiotické zrani, které je velmi energeticky ndroénym procesem.
Krom¢ toho se kvalita mitochondrii oocytu piimo odrazi na kvalit¢ embryondlnich
mitochondrii diky maternalni dédi¢nosti téchto organel (Ge et al., 2012). V prvni casti
experimentu byly nejprve mitochondrie imunocytochemicky vizualizovany pro méteni
exprese a porovnani mezi jednotlivymi testovanymi skupinami. Poté byl imunocytochemicky
vizualizovan mitochondridlni enzym SIRT3, jehoz hladina poukazuje na kvalitu,
metabolismus a miru oxidativniho poskozeni mitochondrii. Jak je patrné z grafi 4 a 5,
nejvyraznéj$i zmény mitochondrii bylo mozné pozorovat u oocytii kultivovanych s 2,5 nM
triclosanem. Tyto zmény ale nejsou oproti kontrole a ostatnim testovanym skupindm
statisticky signifikantni. Podle naSich vysledki tedy piedpokladame, Ze triclosan nema
negativni vliv na expresi a kvalitu mitochondrii béhem meiotické maturace. Nas vysledek je
ovSem Vv rozporu s n€kolika studiemi vlivu triclosanu na sav¢i somatické bunky a spermie.
Podle téchto studii triclosan naruSuje oxidativni fosforylaci, coz vede ke snizené produkci
ATP a zvysené produkci ROS, které mitochondrie dale poskozuji (Ajao et al., 2015; Kosinska
& Szychowski, 2024; Teplova et al., 2017). Oocyty jsou ovSem vysoce specializované bunky
a ucinek triclosanu tedy nemusi byt pln¢ srovnatelny se somatickymi bunikami. Dosud jedina
studie zabyvajici se vlivem triclosanu na meiotickou maturaci oocytll od skupiny Park et al.,
2020 prezentuje negativni vliv této latky na oxidativni stres a zvySenou expresi

mitochondridlnich proapoptotickych markerti. VétSina signifikantnich vysledki byla ovSem
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dosazena po expozici oocyti 100 uM triclosanem. To je, jak sami autoii uvadi, pomérné
vysokd koncentrace, kterd nereprezentuje obvyklou expozici. Rozdilné vysledky tak mohly
byt zplsobeny jinymi experimentalnimi podminkami. Nabizi se také moznost porovnani se
studiemi vlivu bisphenolti na mitochondrie oocytii. Ty se ale zabyvaji pfevazné¢ zménami
lokalizace mitochondrii v rdmci meiotické maturace a zamétuji se tak na jiné aspekty této
problematiky (Pan et al., 2021; Zalmanova et al., 2023).

Bylo prokézano, ze ED plisobi na buiiky také epigenetickou cestou a ovliviiuji tak DNA
methylaci a modifikace histoni (Alavian-Ghavanini & Riiegg, 2018). Proto mél paty
experiment za cil sledovat a zhodnotit vliv triclosanu na epigenetické modifikace SmC a
H3K4me2. Tyto epigenetické markery byly imunocytochemicky vizualizovany a poté byla
meéfena intenzita fluorescence a porovnavany rozdily mezi jednotlivymi experimentalnimi
koncentracemi. Hladiny methylace DNA 1 histonu H3 byly u vSech experimentalnich skupin
vy$§i nez u skupiny kontrolni. U obou epigenetickych modifikaci byl nejvétsi rozdil
zaznamenan pii kultivaci oocytd s 250 nM triclosanem. Tyto pozorované zmény ovSem
nebyly statisticky signifikantni (Graf 6 a 7). Tato prace je zatim jedina, kterd se zabyva
sledovanim vlivu triclosanu na tyto epigenetické markery v souvislosti s meiotickym zranim
oocytld. Methylaci H3K4me2 a 5SmC se zabyvé studie vlivu BPA na meiotickou maturaci
prasecich oocytt skupiny Wang et al., 2016. Zde byla pozorovana snizena hladina H3K4me?2
a 5mC v porovnani s kontrolni skupinou a byl prokdzadn negativni vliv BPA na tyto
epigenetické markery. Snizend methylace DNA a sniZzend exprese oocytarnich DNA
methyltransferaz byla pozorovany také u mysich oocyti vystavenych vlivu BPA (Chao et al.,
2012). Vzhledem k tomu, ze methylace histonu H3 na lysinu 4 je spojovéana s aktivni
transkripci, naruseni spravné hladiny této modifikace mize vést ke snizené kvalité oocytu a
pfipadnému naruSeni transkripce v raném embryu (Bilmez et al., 2022; Mei et al., 2023).
Stejné tak SmC je klicovou modifikaci zejména pro methylacni vzorec embrya a imprinting
(Sendzikaite & Kelsey, 2019). Vysledky této prace jsou v porovnani se studiemi vlivu BPA na
epigenetické markery oocytl rozporuplné. Vzhledem k malému mnozstvi publikaci
zamé&fenych na vliv ED na methylaci DNA a histonli oocytil je proto potieba podpofit tento
smér vyzkumu dal§imi studiemi.

Jak jiz bylo zminéno, nékteré reprodukéné toxické latky se v prostiedi Casto vyskytuji
spole¢né. Proto se domnivame, ze studie zahrnujici do svych experimenti vice reprodukcéné
toxickych latek najednou by mohly byt cestou, jak jesté 1épe simulovat jejich redlny vyskyt v
prostiedi a redlnou expozici zivoc€icht veetné ¢lovéka. Rozhodli jsme se proto otestovat vliv

triclosanu v kombinaci s BPS na meiotickou maturaci oocyti. Pro tyto experimenty byl
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zvolen BPS v experimentalni koncentraci 3 pM. Pfi této koncentraci nebyly v nasi laboratofi
prokazany zadné negativni vlivy BPS na meiotické zrani praseCich oocytl, utvaieni
meiotického vieténka ani zmény v acetylaci o-tubulinu. Ziskané vysledky tedy odpovidaji
efektu kombinace endokrinnich disruptort.

V prvnim experimentu s kombinacemi ED jsme se zaméfili opét na meiotické zrani
prasecich oocytll in vitro. V tomto experimentu kombinace triclosanu a BPS negativné
ovliviiuje meiotickou maturaci v experimentéalnich skupindch s koncentracemi triclosanu
2,5 nM a 250 nM. Miizeme tedy pozorovat nelinearni zavislost meiotické maturace na davce
kombinace ED. Zaroven se zde projevuje také efekt nizké davky, kdy nizsi koncentrace ED
maji silnéjsi ucinek nez koncentrace vyssi (Graf 8). Tento vysledek se lisi od vysledki
meiotické maturace pfi kultivaci oocytil pouze s triclosanem. Je tedy patrné, ze ED mohou
vzajemné modifikovat své €inky na meiotickou maturaci oocyti.

Dal$im cilem bylo sledovat a zhodnotit utvafeni meiotického vieténka pii kultivaci
oocytll s kombinaci triclosanu a BPS. I v tomto experimentu byl prokdzan negativni efekt
vsech tfi testovanych koncentraci triclosanu v kombinaci s 3pM BPS na utvareni meiotického
vieténka. Na rozdil od kultivace se samotnym triclosanem, kde bylo patrné nejvétsi procento
abnormalnich vietének u koncentrace triclosanu 25 pM, vykazuji pfi kultivaci s kombinaci
ED vSechny tfi testované skupiny podobny pomér normélnich a abnormalnich meiotickych
vietének (Graf 9). Nejobvyklejsimi defekty meiotického vieténka bylo naruSeni struktury a
sniZzeni hustoty tubulinovych vlaken nebo zmenSeni celého vieténka. S vétsi Cetnosti nez u
kultivace se samotnym triclosanem bylo pozorovano neukotvené vldkno tubulinu a chybné
napojeni chromozomu (Obrazek 3). PoruSeni bipolarity meiotick¢ého vieténka bylo
pozorovano u jednotek oocyti.

Zamé¢fili jsme se také na vliv kombinace triclosanu a BPS na acetylaci a-tubulinu na
lysinu 40, kterd, jak jiz bylo zminéno, uzce souvisi se stabilitou meiotického vieténka. Pti
kultivaci s kombinaci ED byla na rozdil od kultivace se samotnym triclosanem hladina
acetylace u vSech tii testovanych skupin snizena oproti kontrole. Signifikantné niz$i hladina
acetylace a-tubulinu byla pozorovana u skupiny oocytli oSetfenych 250 nM triclosanem
v kombinaci s 3 pM bisphenolem (Graf 10, Obrazek 4). To je rozdilny vysledek oproti
samotnému triclosanu, kde v Zadné z testovanych skupin nebyl potvrzen negativni vliv na
acetyl-a-tubulin.

Jak je patrné zprezentovanych vysledki, efekty kombinace vice ED jsou casto
v mnohych aspektech rozdilné oproti vlivu samotné reprodukéné toxické latky. Experimenty

s kombinacemi ED jsou ale podstatné komplikovanéj$i zejména v oblasti interpretace
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vysledkii, a proto se publikace Castéji zabyvaji efekty ED samostatné. Pro studium efekta
kombinace ED je také bezpochyby nejdiive potieba detailné prostudovat efekty samotnych
ED (Sharma et al., 2017). I pfes tyto mozné komplikace se domnivame, Ze studie efektu
kombinaci ED by mohly byt v budoucnosti cestou, jak jesté 1épe simulovat redlnou expozici

cloveéka reprodukené toxickym latkam a s ni souvisejici zdravotni rizika.
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9. Zavér

Tato diplomova prace je prvni, kterd testuje hypotézu negativniho vlivu triclosanu na prabéh
meiotického zrani prasecich oocytl in vitro. V prvnim experimentu byl prokadzan negativni
vliv triclosanu na pribéh meiotického zrani prasecich oocytd a jejich schopnost dozrat do
stadia MII. Signifikantn¢ snizend schopnost dozrat do stadia MII byla prokézéna ve vSech
testovanych skupinach. Ve druhém experimentu byl sledovan a prokazan negativni vliv vSech
testovanych koncentraci triclosanu na utvafeni struktury meiotické¢ho vieténka. V souvislosti
se sledovanymi abnormalitami meiotického vieténka byla hodnocena hladina acetyl-o-
tubulinu, ale signifikantni zména hladiny acetylace nebyla prokazana. Ve ¢tvrtém experimentu
byl hodnocen vliv triclosanu na expresi a kvalitu mitochondrii. V tomto experimentu nebyl
prokéazan negativni vliv této latky na mitochondrie. Stejné tak se nepotvrdil vliv triclosanu na
epigenetické markery H3K4me?2 a SmC.

Ve druhé ¢asti se diplomové prace zaméfila na vliv triclosanu v kombinaci s BPS na
meiotické zrani praseCich oocytl in vitro. Zde byl prokdzan vliv této kombinace ED na
meiotické zrani a schopnost oocytli dozrat do stadia MII v experimentalnich skupinach
2,5nM a 250 nM. Ve vSech testovanych skupindch byl prokazan negativni vliv kombinace
ED na utvafeni meiotického vieténka. Negativni vliv triclosanu s BPS byl potvrzen také pti
vyhodnoceni zmén hladiny acetyl-a-tubulinu.

K objasnéni pfesnych mechanismt piisobeni triclosanu bude potfeba dalSich studii.
Kazdopadné tato prace pifinaSi nové smeéry a moznosti vyzkumu vlivu triclosanu na
reprodukéni soustavu a poukazuje na potencidlni zdravotni rizika komercniho vyuziti

triclosanu a dalSich endokrinnich disruptort.
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