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Vliv bisfenolu S na kvalitu mysich oocytu a embryi

Rozsireny souhrn:

Endokrinni disruptory jsou prirodni i syntetické chemické latky, které napodobuiji
ucdinky nebo pusobi proti Ucinkdm endogennich hormon(, a zasahuiji tak do hormonalni
regulace organismu. Dulsledkem takového ovlivnéni homeostézy pak mohou byt i poruchy
vyvoje a reprodukce, které se tykaji nejen jedincl primo vystavenych plisobeni konkrétni
latky, ale i jejich potomk( skrze transgeneracni dédi¢nost ziskaného epigenetického vzoru.
Endokrinni disruptory jsou vzhledem k vysoké afinité k hormonalnim receptordm zpravidla
ucinné ve velmi malych davkach a jejich zavislost na davce byva nelinearni a nemonoténni.
Endokrinné-disrupéni efekt vyvolava mnozstvi chemikalii pritomnych v prostredi, jako jsou
insekticidy, herbicidy nebo fungicidy, préimyslové chemikalie (PCB, PBB), fytoestrogeny nebo
slozky umélych hmot a epoxydovych pryskyric. V poslednich dvou pripadech je takovou
chemickou latkou bisfenol A (BPA), jehoz negativni Uc¢inky na organismus savct v davkach
radové nizsich nez nejvyssi stanovena referencni denni davka (50 ug . kg™ . den™) byly jiz
popsany a zahrnuji napriklad vyrazné postizeni procesu meiotického zrani, vznik aneuploidii
nebo pozmeénéné epigenetické pozadi oocytu. Vysledkem je regulované pouzivani BPA
v napr. détskych lahvich a tak je dnes mnoho dalSich plastl tzv. BPA-free. V praxi byl ale
BPA nahrazen svym strukturnim analogem bisfenolem S (BPS), jehoz ucinky na savci
reprodukci nejsou dosud presné definovany, a veédeckych praci, které se vénuiji této
problematice, je stale velmi malo. BPS byl do této doby detekovan v rdznych slozkach
prostredi, predmétech denni potreby i balenych potravinach, pricemz dosud provedené
studie na modelovych organismech naznacuji podobné vysledky jako u BPA. Cilem této
prace bylo ovérit hypotézu, ze in vivo expozice velmi nizkym davkam BPS postihuje
negenomické a epigenetické kvalitativni viastnosti mysich oocytd, dvoubunéénych embryi

a Casnych blastocyst.



Pétitydenni samice mysi kmene ICR byly po &tyfi tydny vystaveny Etyfem rliznym
koncentracim BPS (0; 0.001; 0.1; 10; 100 ng . g z. hm.™" . den™), které byly ale nizsi a zaroven
zahrnovaly EFSA a NIH stanovené limity pro BPA. Kumulo-oocytarni komplexy byly izolovany
16 hodin po hormonalni stimulaci eCG a hCG a ziskané oocyty byly pouzity pro dalsi
experimenty. Dvoubunécna embrya byla vyplachnuta z oviduktu hormonalné stimulovanych
mysi 1,5 dne po prirozeném zapusténi a blastocysty byly vyplachnuty z délohy 4,5 dne po
prirozeném zapusténi. K visualizaci a-tubulinu  meiotického vretene, pericentrinu,
5-metylcytosinu a specifickych histonovych modifikaci (H3K4me2, H3K9me3, H3K27me2,
ubH2A, yH2AX, HP1) bylo pouzito imunocytochemické barveni a konfokalni mikroskop se
spinning diskem (Olympus, Némecko). Intenzita fluorescencniho signalu byla kvantifikovana
v programu pro analyzu obrazu (Imaged, NIH) a data byla statisticky vyhodnocena pomoci
ANOVA a t-testu, pricemz hodnota signifikance a = 0.05 (MS Excel).

Vysledky prokazaly vyznamné postizeni struktury meiotického vietene v MIl zralych
oocytech po expozici BPS, postizeni tvaru déliciho vietene a pripojeni mikrotubuld
k jednotlivym chromosomUm, které nebyly korektné zarovnané v ekvatoriélni roviné. Tento
efekt byl podporen i zménami v detekci pericentrinu ve vreteni. Signifikantni rozdily byly
detekovany mezi hodnotami DNA metylace u oocytd a dvoubunécnych embryi, kde doslo
k vyraznému snizeni DNA metylace oproti kontrolni skupiné pri BPS koncentraci 0.1 ng . g
Z. hm." . den™'. Hodnoty metylace histonu H3K4 (H3K4me2) v oocytech, histonu H3K9
(H3K9OmMe3) ve dvoubunécnych embryich a mnozstvi heterochromatin proteinu 1 (HP1)
v blastocystach se vyznamné liSily od kontrolni skupiny. Zaroven doslo i k signifikantnimu
zvySeni poctu jednotlivych blastomer u blastocyst vyplachovanych po BPS expozici. Naopak
u blastocyst nebylo prokazano vyraznéjsi poskozeni DNA v zavislosti na BPS, které bylo
uréovano pomoci detekce fosforylovanych H2AX foci. Uvedené zmény byly nejvyraznéjsi po
expozici velmi nizkou davkou BPS (0.1 ng . g Z. hm.” . den'.) a ve vysledcich se zaroven
projevovala nelinearni zavislost na pouzité koncentraci, ktera je pro endokrinni disruptory

typicka.

Predkladané experimenty potvrdily hypotézu, ze BPS ovliviiuje negenomické

a epigenetické kvalitativni markery u mysich oocytl a embryi. Koncentrace, ve kterych byl



BPS pouzit, byly relevantni ke koncentracim nachazejicim se v zivotnim prostredi, a tedy
predstavuiji realné riziko pro jim vystavené jedince. Zaroven jsou tyto koncentrace radovée
nizSi nez stanovené bezpecnostni limity pro BPA, ze kterych se v této praci vychazelo
z dlvodu neexistence takovych limitl stanovenych primo pro BPS. Ovlivnéni meiotického
vietene mUze mit ddsledky ve vzniku aneuploidii a nemoznosti vyvoje embrya po oplozeni
takového oocytu spermii. ZvySeny pocet takto poskozenych oocytl izolovanych v ramci IVF
cykld také rapidné snizuje Uspésnost takovych léGebnych cyklt. Mechanismus Uc¢inku BPS
na poskozeni déliciho vietene neni dosud zcela znam. Poskozeni mize nastat v dUsledku

1,

ovlivnéni kontrolnich mechanismd, sleduijicich strukturu vietene a jeho spravné pripojeni
k chromosomim a zajistujicich tak spravné nadasovani anafaze. Spekuluje se také o
zménéach v draze MAPK a negativnich estrogennich Ucincich BPS na prdbéh meiotického
zrani.

Ovlivnéni epigenetickych mechanismi je jednim ze znamych efektl endokrinnich
disruptort. Zmény v epigenetickém pozadi oocytl a embryi nemusi mit jasné se projevujici
efekt, ale mohou stat za mnohymi idiopatickymi i konkrétnimi poruchami embryonalniho
a postnatalniho vyvoje. Tyto zmény navozené endokrinnimi disruptory se pak mohou projevit
az v pozdejSim veku ovlivnéného jedince, napriklad v puberté, kdy naplno dochazi k expresi
hormon( i jejich receptord. Zmény se pak mohou prenaset na dalSi generace bez ovlivnéni
jejich genetické vybavy. Béhem vyvoje gamety i embrya dochazi k zasadnim epigenetickym
udélostem demetylace a remetylace DNA a souvisejicich histond, jejichz zménény pribéh
mUze mit nasledky jak pro postizeného jedince, tak i pro jeho potomky. Snizend DNA
metylace po expozici BPS tedy mize vést k nedostatecnému genomickému imprintingu
a souvisejicim porucham v embryoblastu i vyvoji placenty. Zmeény v histonovych modifikacich
déle preduréuji miru exprese gent a mohou ovlivnit vyvoj ¢asného embrya a korektni priibéh
aktivace embryonalniho genomu, ktera je zavisla na pro transkripéni faktory pristupném
chromatinu. Zdanlivé pozitivni efekt zvySeného poctu blastomer po expozici BPS mlze mit
pricinu v selhavajicim mechanismu molekularnich checkpointli mitotického déleni. Dalsi

vyzkum by mél byt zaméren na ovlivnéni kvalitativnich markerl oocytd a embryi

u nasledujicich generaci, které by potvrzovalo transgeneracni efekt vyvolany expozici BPS.



Tato prace prinasi nové vysledky ohledné vlivu BPS na savéi reprodukci prezentované
na mySim experimentalnim modelu. Takové vysledky jsou ve shodé z predchozimi studiemi
efektl BPS i BPA. Z vysledkl vyplyvéd, ze nahrada BPA jeho strukturnim analogem BPS je
nezadouci a jakykoli podobny postup by mél byt v budoucnu kriticky zhodnocen. Zaroven
upozornuji na skute¢nost neadekvatné zvolenych bezpecnostnich referencnich hodnot pro
BPA, stejné jako na neexistenci takovych limitd pro BPS. Dalsi postup regulace téchto latek
by mél byt koordinovan v zajmu celosvetoveho lidského zdravi i zivotniho prostredi, do

e

kterého se tyto chemickeé latky uvolnuii.
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