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Bisfenol S: studium endokrinné-disrup¢niho efektu na
reprodukci samcii.

Souhrn

Endokrinni disruptory (EDCs, Endocrine Disruptors Compounds) jsou chemické latky,
které vstupuji do organismu z prostiedi riznymi cestami a ovliviiuji jej prostfednictvim
hormonalniho fizeni. EDCs jsou ptitomné v prostiedi a v produktech bézné potieby. Mezi tyto
chemické latky patii skupina bisfenold. Vyznamnym zastupcem je bisfenol A (BPA), ktery se
zacal pouzivat pro jeho vyhodné chemické vlastnosti. Pro negativni u¢inek BPA, jednoho
z dosud nejpouzivanéjsich, se zacal pouzivat bisfenol S (BPS). BPS byl zprvu povazovan za
bezpecnéjsi alternativu BPA, ale velky narust jeho produkce a skutecnost, Ze je analogem BPA,
vedla ke zkoumani této latky.

Byla stanovena hypotéza, Ze BPS negativné ovliviiuje reprodukéni kapacitu samct
mysi. Cilem prace bylo vyhodnotit reproduk¢ni parametry samct mysi po peroralni expozici
BPS. Samci mysi byli exponovani in vivo koncentraci BPS po dobu osmi tydni, rozdéleni do
4 experimentalnich skupin. V experimentu byly hodnoceny rozdily mezi skupinami v Zivé
hmotnosti, relativni hmotnosti varlat, motilitou spermii, akrozomalni reakci a fragmentaci
DNA. Expozice BPS v koncentraci 1 ng. g*. bw™ (BPS2) ovlivnila hmotnost zvitat a relativni
hmotnost varlat. Motilitu spermii ovlivnila expozice BPS v koncentraci 0,001 ng. g*. bw?
(BPS1). Naopak parametry jako relativni mnozstvi mrtvych spermii a index DNA fragmentace
zustaly expozici BPS neovlivnéné. Z vysledkii, které ukazuji snizené procento motilnich
spermii pfi expozici velice nizkym koncentracim BPS (BPS1) a snizeni relativni hmotnosti
varlat pfi vystaveni koncentracim vy$§im (BPS2 a BPS3), lze odvodit, ze BPS putisobil na
reprodukéni kapacitu mysi negativng.

Endokrinni disrupce BPS neni jesté zdaleka prozkoumana, proto bude zapotiebi dalSich
experimentll zaméfenych na mechanismus G¢inku BPS, jako naptiklad proteomické a genetické

analyzy.
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Bisphenol S: study of endocrine-disruptive effects on male
reproduction.

Summary

Endocrine Disruptor Compounds (EDCs) are chemical substances that enter the
organism in different ways from the environment and affect it through hormonal control. EDCs
are present in the environment and in products of everyday use. These chemicals include the
group of bisphenols. A significant representative is bisphenol A (BPA) which was used due to
its favourable chemical properties. Because of the negative effects of BPA, bisphenol S (BPS),
one of the most used varieties, began to replace it. BPS was initially considered to be a safer
alternative to BPA, however, a large increase of its production and the fact that it is a BPA
analogue, has led to the research of this substance.

A hypothesis has been set that BPS negatively affects the reproductive capacity of male
mice. The objective of the work was to evaluate the reproductive parameters of male mice after
oral exposure to BPS. Male mice, divided into 4 experimental groups, were exposed in vivo to
BPS concentration for the period of eight weeks. Differences between groups in live weight,
relative weight of testicles, sperm motility, acrosomal reaction and DNA fragmentation were
evaluated within the experiment. Exposure to BPS in concentration 1 ng .g .bw? (BPS2)
influenced the weight of animals and relative weight of testicles. Sperm motility was affected
by exposure to BPS in concentration 0.001 ng .g"! .ow(BPS1). On the contrary, parameters
such as relative weight of dead sperm and DNA fragmentation index remained unaffected. It
can be deduced from the results showing a reduced percentage of motile sperm at exposure to
very low BPS (BPS1) concentrations and a decrease of the relative weight of testicles at
exposure to higher concentrations (BPS2 and BPS3), that BPS had a negative effect on the
reproductive capacity of the mice.

Endocrine disruption of BPS is far from being explored, therefore further experiments
will be needed, using e.g. proteomic and genetic analyses with focus on the mechanism of the
effect of bisphenol S.

Keywords: Endocrine disruptors, bisphenol S, reproduction, sperm
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1 Uvod

BPS je chemicka latka tadici se mezi EDCs. EDCs narusuji rovnovahu organismu
prostfednictvim hormondlniho systému. Organismy jsou témto latkdm vystaveny z prostiedi a
také z mnohych produktli, jako jsou naptiklad obalové materidly ndpoju a jidel. Tyto latky
dokazi fyziologické hormony napodobovat, ale dokazi hormonalni rovnovahu naruSovat
I dalsimi zpusoby. BPS se zacal pouzivat predev$im jako bezpecnéjsi aliternativa BPA. BPA
byl sou¢asti mnohych studii, které postupné¢ ukazovaly, ze BPA mulze zplisobovat nékteré
Z chorob zvifat 1 lidské populace. Pro potvrzenou toxicitu BPA bylo jeho pouZzivani omezeno.
Expanze pouzivani BPS zacala po roce 2000, kdy se zacal pouzivat pfedevsim jako komponenta
plastt, pro jeho vlastnosti, kterymi jsou termostabilita a fotostabilita. Produkce BPS vyrazné
stoupla omezenim pouzivani BPA. BPS se vyskytuje ve znaéném mnozstvi v Gétenkach a
bankovkéach, napojovych kartonech, plechovkdch a dalSich produktech bézné potieby.
Koncentrace BPS se nachazeji také ve vodach a pidé. Protoze je BPS analogem BPA, zacaly
ptibyvat studie testujici dopad BPS na rtizné oblasti zdravi organismu, véetné reprodukénich
schopnosti. Predlozena prace je zaméfena na tcinek in vivo expozice mysich samct na jejich
reprodukéni schopnosti, vyjadiené kvalitou spermii. PouZity model simuluje peroralni expozici

muzské lidské populace velmi nizkymi ddvkami BPS v obdobi reprodukéniho véku.



2 Cil prace

Cilem prace je ovéfit hypotézu, ze bisfenol S negativné ovlivituje reprodukéni kapacitu

samcl mysi.



3 Literarni reSerse

3.1 Samci reprodukce

3.1.1 Anatomie

Tvorba saméi reproduk¢ni soustavy zacind jiz v prenatdlnim obdobi jedince, tedy
vyvojem pohlavnich organii plodu béhem intrauterinniho vyvoje. Pohlavni zldzy maji
mezenchymalni zaklad a jejich vznik spoc¢iva v migraci primordialnich zarode¢nych bunék ze
stény Zloutkového vacku, kaudalni ¢asti prvostieva a nasledovné osidlovani gonadalni listy.

Uplny pocatek gonad je v indiferentnim stadiu, ve kterém nachazime mocopohlavni listu,
V niz je medialn¢ uloZena lista genitalni. Genitalni liSta postupem cCasu vytvari val, kde se
usidluji primarni zarode¢né provazce, které obsahuji primordialni zarodeéné buiiky. V tuto
chvili se gondda sklada z kiry a dfené, u zarodkil se sam¢im genotypem (XY) kira zaniké a
dren se diferencuje ve varle.

V dospélém veéku jednice varlata slouzi k tvorbé spermii, které se tvofi v semenotvornych
kanalcich, ty tvoii nejvétsi procento zastoupeni varletniho parenchymu. Varlata jsou obalena
vazivovym obalem, jez zaroven rozd¢luje varlata septy. Ve varleti najdeme riiznd vyvojova
stadia spermii a dalsi dva, velice dulezité, typy bunék. Témi jsou Sertoliho bunky, které maji
funkci podptirnou a vyzivnou a bunky Leydigovy (bufiky intersticialni) produkujici testosteron.
Vybézky Sertoliho bunék zajistuji tésny kontakt mezi vSemi vyvojovymi stadii spermii a
rozdéluji semenotvorné kandlky na vnéjsi bazalni ¢ast a vnitini ¢ast.

Na varle funkéné navazuje nadvarle, v némz se shromazd’uji spermie. Nadvarle je tvofeno
odvodnymi kanalky z varlete, které nasledné vyustuji do vyvodu nadvarlete. Anatomicky se
nadvarle sklada z hlavy, té€la a ocasu. Do hlavy nadvarlete jsou piivadény spermie z varlete, zde
dozraji a ziskaji schopnost pohybu.

Pokracovanim vyvodného systému ocasu nadvarlete je chamovod. Pfi opusténi
nadvarlete pokra¢uje do dutiny biisni, kde se sbiha s varletni tepnou, Zilou, nervem,
lymfatickymi cévami a S vnitinim zdviha¢em varlete do semenného provazce, ktery je obalen
utrobnim listem poSevniho obalu.

Vlastnim kopula¢nim organem samcii je pyj. Tento organ slouzi k vpraveni spermatu do
sami¢iho reprodukéniho systému. Volnou ¢ast pyje chrani vchlipena kozni duplikatura,

ptedkozka (Shrnuto v Kittnar et al., 2011).



3.1.2 Spermatogeneze

Spermatogeneze je cela proména zarodecnych epitelovych bunék (kmenovych bunék) na
spermie. Béhem tohoto procesu dochazi k déleni bun€k dvojiho typu, mitdéza a meidza.
Meiotickym délenim je zajiSténo, aby finalni spermie méla haploidni pocet chromozoma.

V prvni fazi meiotického dé€leni si vytvari kazdy chromozom z paru dvé chromatidy,
které jsou spojené, coz znamena, ze tyto chromozomy maji zdvojené geny. Nasledn¢ dochazi
k rozdé€leni primarniho spermatocytu na dva spermatocyty sekundarni, pficez kazdy sekundarni
spermatocyt ma jeden chromozom, ktery je tvofen spojenim dvou chromatid. V profazi prvniho
meiotického dé€leni dochazi k dilezité rekombinaci chromozomt, takzvanému crossing overu,
kdy dochazi k ptekiizeni chromatid a vyméné usekti mezi nesesterskymi chromatidami. Druhé
meiotické déleni zajistuje vznik dvou spermatid, a to z kazdého sekundarniho spermatocytu.
Pti tomto dé€leni se od sebe chromatidy oddéli a vytvofi se tak dva soubory duplicitnich gent.
Kazda spermatida ma tedy jen jednu sadu chromozmd.

Spermatogonie jsou umistény v bazalni ¢asti semenotvornych kanalki. Ze spermatogonii
béhem prvni mitdézy vzniknou dvé buriky, jedna stejna jako buika ptivodni, ktera zustava na
puvodnim misté a druhd, spermatogonie typu A, ktera migruje barierou Sertoliho bunck do
vrstvy bunék blizko dutiny semenotvorného kanalku. V némz se spermatogonie typu A
mitoticky rozdé€li a vznika velké mnoZstvi spermatogonii typu B, ty se znovu déli mitézou a
vznikaji primarni spermatocyty s dvojnasobnym poctem chromozomu. Dalsi déleni je jiz
meiotické, vznikaji sekundarni spermatocyty a po dalsim meiotickém déleni spermatidy
S haploidnim poctem chromozomii. Spermatidy néasledné¢ dozravaji téméf v lumen kanalku a
nasledné jsou jako zralé spermie do lumen uvoliovany.

Spermatogeneze probihé ve vinach, které slouzi k zajisténi kontinualni produkci spermii.
Pro spravny pribéh spermatogeneze je dilezité hormonalni fizeni. Rizeni vychazi primarng
Z hypofyzy, kdy luteinizaéni hormon (LH) reguluje produkci testosteronu Leydigovymi
buitkkami. LH z hypofyzy a testosteron z varlat na sebe plsobi systémem negativni zpé&tné
vazby. Aby testosteron mohl ovlivnit spermatogenezi, musi difundovat z intersticialni tkané do
semenotvornych kanalkii. Testosteron podporuje meiotické déleni, a tak predevSim ovlivituje
spermatogenezi. Z hypofyzy piichazi do varlat také folikulostimula¢ni hormon (FSH), ten
stimuluje produkei proteinu vazajiciho androgeny (ABP=androgene binding protein), ktery je
produkovan Sertoliho buiikami. Tento protein vaze testosteron i jiné androgeny a zajistuje tak
jejich spravnou koncentraci pottebnou k spermatogenezi. Sertoliho bunky maji také schopnost
produkovat inhibin, ktery tlumi sekreci FSH (Shrnuto v Kittnar et al., 2011).



3.2 Negativni vlivy na sam¢i reprodukei

Na sam¢i reprodukci ma vliv mnoho faktorti vnéjSiho prostiedi. VIlivy na samci
reprodukci mohou byt pozitivni i negativni. Primarnim vlivem na sam¢i reprodukci je samotny
genotyp. Dale to je vliv matky na vyvijejici se plod Vv prenatalnim obdobi (tzv. maternalni
faktor). Po narozeni jedince potom vliv vnéjsiho prostiedi, at’ je to zivotni styl, nebo skodlivé
chemickeé latky vyskytujici se v prostfedi. Ziejme z tohoto diivodu se v poslednich letech stale
zvySuje vyskyt poruch v reprodukci samci, nejéastéji se jedna o zhorSenou kvalitu spermatu,
vyskyt rakoviny varlat a vyvojové vady, jako je kryptorchismus hypoplazie varlat, malformace
modové trubice a Sourku. Casny fetdlni vyvoj je nejvice kritické obdobi, kdy se zaklada
endokrinni systém a vyvijeji se organy (Givercman et al., 2011).

Environmentalni vlivy mohou také zptsobit poSkozeni exprese dilezitych genil, coz
muze zpusobit vznik né&jaké z chorob sam¢iho pohlavniho tstroji. Pfikladem takového vlivu je
snizeni poc¢tu spermii u muzti o 20 %, a to vlivem polychlorovanych bifenyll prostfednictvim
opakovani CAG sekvenci v AR genu (Givercman et al., 2007).

Mezi chemické latky ovliviujici samc¢i reprodukci patii EDCs, které maji vliv na
reprodukci prostiednictvim endokrinniho systému, kdy mohou hormony napodobovat nebo
menit jejich aktivitu (Caserta et al., 2008). Pisobenim endokrinnich disruptorti mtiize dochazet

ke snizeni produkce testosteronu, coz zptisobi horsi kvalitu ejakulatu samct (Givercman et al.,

2011).

3.3 Endokrinni disruptory

3.3.1 Definice

EDCs jsou latky vstupujici do organismu z vnéjSiho prostiedi, které maji schopnost
narusovat rovnovahu fyziologickych funkci organismu na tirovni hormondlniho fizeni. EDCs
maji schopnost napodobovat ¢i umociiovat ptisobeni télem produkovanych hormonti, ovliviiuji
endokrinni systém na zaklad¢ regulace produkce, uvoliiovani, transportu, metabolismu a
receptorové interakce endogennich hormont (Colborn, 2004). Mezi EDCs se fadi v prvni fad¢
syntetické chemikalie pouzivajici se jako pesticidy a herbicicdy (napi. DDT), tepelné
stabilizatory a chemické katalyzatory (napf. TBT, tributylin), kontaminanty plasti (bisfenoly),
1é¢iva (DES, diethylstilbestrol; EE2, 17 alfa — ethynilestradiol) a druhou skupinou jsou EDCs



pfirodniho ptivodu, jako jsou napiiklad fytoestrogeny, které nachazime v pfirozené potravé
zvirat 1 lidi (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Spolecnou vlastnosti pro EDCs je nelinearni efekt (t¢éZ nemonotdnni efekt), coz
znamend, ze vys$si davky téchto latek nemusi vzdy zptisobovat zhorSeni. Casto vykazuji niZzsi
davky EDCs silngjsi efekt nez davky vysoké. Dalsi vlastnost, se kterou se EDCs spojuji, jsou
velice nizké koncentrace pusobeni. Toto puisobeni se oznacuje jako subtoxické, coz znamena,
ze viabilita bun¢k neni ovlivnéna, avSak jejich fyziologické funkce a metabolismus ano
(Vandenberg, 2014).

3.3.2 Historie a vyskyt endokrinnich disruptoru

Termin endokrinni disruptory se vyskytuje od roku 1991, kdy skupina americkych
védcl na zadkladé vyzkumu chemikalii dokédzala, ze mnoho chemickych sloucenin dokaze
pronikat do zivotniho prostfedi prostiednictvim lidské ¢innosti a nasledné maji nepiiznivy vliv
nejen na samotné prostiedi, ale také na zdravi zivo€ichi a lidi vném Zijicich
(Colborn and Clement, 1992). Po vstupu do organismu maji schopnost naruSovat spravnou
funkci endokrinniho systému. Od doby, kdy byly dok4zany negativni G€inky téchto latek,
probihaji stale dalsi studie vlivu expozice EDCs na bezobratlé, ryby, domestikovana zvifata a
clovéka (Hotchkiss et al., 2008). EDCs ale nemusi byt pouze syntetického plivodu, existuji
i pfirodni latky s endokrinni aktivitou, to jsou naptiklad fytoestrogeny (EFSA, 2010).
Vysledkem negativniho pisobeni endokrinnich disruptorti na organismy je fada civiliza¢nich
chorob, naptiklad rakovinné bujeni, poruchy metabolismu, omezené funkce riznych organt a
V neposledni fadé EDCs negativné plisobi na reprodukéni funkce Zivo€ichii (Gore, 2007).

EDCs je mozné najit v celé fad€é produkti, se kterymi se setkdvame denné v bézném
prostiedky, détské hracky, kosmetika, pesticidy a podobné. EDCs je mozné nalézt také
Vv potravinach, do kterych vstupuji pfedevs§im prostiednictvim obalt, v nichz jsou potraviny a
napoje baleny. Organismus je vystaven ucinkiim EDCs rlznymi zplsoby, nejcastéji
prostfednictvim potravin a napoji, medikamentl, pfi aplikaci pesticidi na plodiny a
pouzivanim kosmetickych ptipravki. EDCs vstupuji do organismu riiznymi cestami, mezi které
patii vstup prostiednictvim kize, vzduchu, vlast nebo pfijimanou potravou. EDCs se od sebe
1181 n€kolika vlastnostmi, jednou z nich je doba perzistence, tedy doba, po kterou latky zlistavaji
Vv prostfedni, naptiklad nékteré EDCs, které¢ se pouzivaji ve vyrobé elektrickych zatizeni, jsou

vysoce perzistentni a pomalu se odbouravaji, proto jsou potencionalni hrozbou na delsi dobu



(NIEHS, 2010). Dalsi takovou vlastnosti EDCs je mira jejich priniku, ktera se zvySuje pii
vystaveni vysokym teplotdm nebo neobvyklym hodnotdm pH, kdy se zvysi mnozstvi
prostoupeni  latky zobalu nadoby, do jeho obsahu (tekutiny, potraviny)
(Malaingaiah et al., 2012). EDCs nabyvaji v organismu rizného mechanismu t¢inku. V dnesni
dob¢ puisobi na populaci EDCs v kombinacich vice riznych latek, které mohou mit spole¢né
horsi dopad na organismus nez jedna latka samostatné (Jacobs et al., 2017).

EDCs se obecné vyznacuji také vysokou genotoxicitou, diky ¢emuz mohou pusobit
zmény prostfednictvim poskozeni DNA (Hagger et al., 2006). Napiiklad BPA pisobi
genotoxicky na organismy tak, ze pii oxidativnim metabolismu vznika z BPA BPAQ
(Bisphenol A- 3,4- quinoe), ktery mtize reagovat s DNA a byt tak divodem genotoxicity BPA
(Kolsek et al., 2012, 2013).

EDCs ohrozuji von¢ zijici zivo€ichy, protoze jsou jimi kontaminovany vody i potrava,
kterou zivoc¢ichové piijimaji (Cunha et al., 1992). Ptikladem fenotypu ovliviiovaného EDCs ve
kontaminovanych EDCs. U populaci aligatort zijicich v riznych kontaminovanych jezerech se
odliSuji metylované oblasti DNA v porovnani s populaci aligatort v jezete nekontaminovaném.
Tato epigenetickd zména by mohla plisobit dopad na dal$i generace populace aligatori
Vv environmentalné znecisténych jezerech (Guilette at al.,, 2016). Nebezpeci hrozi pfi
dlouhodobém vystaveni od brzkych vyvojovych stadii, kdy mohou byt postiZeny samotné
organismy EDCs vystaveni, nebo mohou vznikat chyby pfi vyvoji jejich potomku, které se
mohou projevit az v jejich dospélosti. Pro normalni vyvoj obratlovci je nutnd komunikace mezi
buitkami. Hlavni roli pfi vyvoji hraji steroidni hormony produkovany vaje€niky, nadledvinami
a placentou matky (Cunha et al., 1992). Je dokazano, Ze vystaveni plodu EDCs, mize poskodit
diferenciaci orgadni, protoze meéni normalni hormondlni regulaci vyvoje plodu. Nejvice jsou
ohroZeny organy, které maji receptory pro pohlavni hormony, jsou to pohlavni organy u obou
pohlavi, ale také mozek plodu, ledviny a §titnd zlaza (Petersen et al., 1993).

Toto nebezpeci se tyka zejména také lidské populace. Je dokazano, ze diky vyskytu
vysokych koncentraci EDCs ve vodach jsou ovliviiovani potomci Zen, které v prub&hu
téhotenstvi nebo béhem kojeni pfijimaji ryby. Déti téchto matek jsou prostiednictvim délohy
nebo mléka vystaveni EDCs, coz muze pro déti znamenat Vv pozdéjsim véku poruchy
kratkodobé paméti a poruchy pozornosti (Jacobson et al., 1990). Nékteré poruchy zplsobené
vystavenim EDCs se projevi okamZité po narozeni jednice, ovSem jiné poruchy se projevi az
V pozdéj$im zivoté. Pfedevsim potom reprodukéni poruchy se projevuji az po dosazeni puberty

jedince (Colborn et al., 1993). Zvlast¢ lidska populace je ohrozena efektem negenomickym,



genomickym a epigenetickym. Negenomicky efekt EDCs muize ptsobit na signalni molekuly,
enzymy, a tim ménit bunéény signalling. Genomicky efekt se spojuje s receptory vazajicimi
hormony a receptory pro ristové faktory, coz mulze pulsobit zmény genové exprese.
Epigeneticky efekt ptisobi zmény na DNA, RNA a histonech, nasledkem muze byt pozménény
metylaéni vzor DNA, zmény mikro RNA a modifikace histonii (Zalmanova et al., 2016).

Pro pochopeni problematiky expozice EDCs je dulezit¢ znat mechanismus jejich
fungovani v organismu. Existuje n¢kolik principi, na kterych mechanismy ptsobeni EDCs

pracuji.

3.3.3 Mechanismus piisobeni endokrinnich disruptori

EDCs pifedev§sim plsobi na organismus tak, Ze imituji, nebo ¢aste€né napodobuji
prirozené hormony ptisobici v téle. Mezi takto ovliviiované hormony patii predevs§im hormony
pohlavni, estrogeny a androgeny nebo také hormony stitné zlazy. Imitace hormont je nejlépe
znama a prozkoumana vlastnost EDCs. Tento mechanismus je zaloZen na tom, Ze chemicka
latka imitujici hormon, se navazuje na specifické hormonalni receptory, a tim spousti v buiice
akci, jez odpovida té, kterou spousti fyziologicky hormon. Mezi specifické hormonalni
receptory patfi aryl hydrokarbonové (AhR), estrogenové, androgenové a progestinoveé
receptory (Cheek et al., 1999). Je dokadzano, Ze endokrinni disruptor a imitovany hormon
nemusim mit viibec podobnou chemickou strukturu. Tento mechanismus tedy mize mit za
nasledek nadmérnou produkci pohlavnich hormont. U riiznych Zivoc¢isnych taxont, se ucinek
EDCs, vzhledem k evolu¢nimu stafi endokrinniho systému, zpravidla nelisi. EDCs maji dale
schopnost z fyziologickych hormont vytvafet hormony antagonistické, anti-estrogeny a anti-
androgeny, tak Ze zablokuji receptor uvniti buiiky a fyziologicky hormon se nemiiZze navazat a
projevit se (Sumpter a Jobling, 1995).

Chemické latky plsobici jako EDCs, nemusi souviset pouze s receptory bunck
reagujicimi na hormony, ale mnoho disrup¢nich latek mize naruSovat syntézu, skladovani,
sekreci, transport a rozklad hormonti (Kavlock et al., 1996). Skrze tyto vlastnosti maji EDCs
dalekosahly vliv na cely organismus (Caserta et al., 2008).

Vystaveni organismu EDCs v kritickych obdobich vyvoje, kdy je velice citlivy, muze
zpusobit ulinky trvalého razu, které mohou byt nasledné piendSeny do dalSich
generaci (Jacobs et al., 2017). Podstatné zmény ptisobené EDCs jsou zmény epigenetické, coz
znamena zménu genové exprese, kterd pretrvava i po vymizeni ptisobeni EDCs, epigenetické

zmeény nezahrnuji zménu genové sekvence nebo struktury (McGovan and Szyf, 2010).



Epigenetické zmény se mohou tykat modifikaci histonti a metylace DNA a vznik nekodujicich
RNA (Kornberg and Lorch, 1999). Epigenetickymi zménami indukovanymi EDCs je ohroZena
nejen lidska populace, kterd je vystavena velkému mnozstvi riznych EDCs ve vSech fazich
ontogeneze (Marczylo et al., 2016). Metylace DNA v imprintovanych oblastech zptisobené
vystavenim EDCs se spojuji s abnormalitami spermii a vyvoje oocytl, ukdzalo se, Ze témito

zménami je vice narusen paternalni imprinting, neZ maternalni (Jacobs et al., 2017).

3.3.4 Vliv EDCs na samdi reprodukci

O sam¢i reprodukci se uvadi, ze jeji abnormality v prubéhu let stile ptibyvaji
(Toppari et al., 1996).

Prvni hypotéza o tom, Ze EDCs s estrogenni aktivitu jsou zodpovédné za poruchy sam¢i
reprodukce, byla stanovena v roce 1993 (Shrape and Skakkeback, 1993). Endokrinné disrupéni
efekt se mnohdy projevuje stimula¢nim G¢inkem.

V posledni dob¢ se vyrazné snizuje pocet spermii u muzil a zvysuje se vyskyt rakoviny
varlete, hypospadie a kryptorchismu. V pocatku vyzkumu muzské fertility nebylo zjevné, cemu
jeji klesajici tendenci piisuzovat (Carlsen et al., 1992). V poslednich n¢kolika letech jsou tyto
jevy pripisovany predevsim pusobeni EDCs v raném obdobi vyvoje. Studie sledujici muze,
vystavené EDCs, ukazuji, Ze vystaveni v prenatalnim 1 postnatalnim obdobi zvySuje vyskyt
morfologicky abnormalnich spermii a snizuje schopnost spermii kapacitovat a nasledné
penetrovat oocyt (Hsu et al., 2003). Vyzkumy pracujici s lidmi ukazuji, ze vystaveni riznym
EDCs negativné ovlivituji samci reprodukei, at’ uz jde o pocet spermii, koncentraci v ejakulatu,
motilitu nebo poskozeni spermatické DNA (Giwercman et al., 2007).

Pisobeni EDCs, konkrétné dioxinli, béhem prenatalniho vyvoje neptizniveé ovliviiuje
morfologii spermii, produkci spermii a celkové plodnost samcti mysi a potkant (Smits-van
Prooije et al., 1996; Faqi et al., 1998; Huang et al., 1998). Pii vystaveni polychlorovanym
bifenyltim a dibenzofurantim bylo dokézano snizeni motility spermii potkant a jejich schopnost
penetrovat vajicko (Hsu et al., 2003).

Prvni  publikovanou problematikou byla zhorSujici se kvalita spermii
(Carlsen et al., 1992). Jako dalsi byl velice ¢asto studovan pocet spermii, kdy byl ve vétSiné
ptipadi dokazan pokles (Handelsman, 2001). Nasledovaly vSak vyzkumy, které dokonce
prokézaly zvySeny pocet spermii po expozici EDCs (Cocuzza and Esteves, 2014).

Mezi EDCs pisobici na sam¢i reprodukei patii skupina latek zvané bisfenoly.



3.4 Bisfenol A

3.4.1 Historie

BPA byl poprvé syntetizovan v roce 1891 ruskym chemikem Alexandrem Dianiem.
Estrogenni aktivita BPA byla objevena v roce 1936 (Dodds and Lawson, 1936). BPA je jedna
Z prvnich sloucenin, u kterych byla zjisténa estrogenni aktivita. V roce 1950 se pfislo na to, ze
BPA ziska polymerizaci uzite¢né vlastnosti, které vytvareji levné polykarbonaty, které jsou
lehké, bezbarvé, snadno barvitelné, mechanicky odolné, termostabilni, odolné vuci
chemikaliim, neméni se v ¢ase a jednoduse se tvaruji vlivem vyssi teploty. Pro jeho vlastnosti

se rychle stal jednou ze sloucenin s nejvyssi produkei (Eladak et al., 2015).

3.4.2 Vlastnosti a chemicka struktura

BPA, chemicky 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan, vznikl kondenzaci fenolu s acetonem
(Eladak et al., 2015).

BPA se vyznacuje silnym nelinearnim efektem (Vandenberg, 2014).

Mira uvoliiovani BPA z plastu nebo jiného materialu se zvySuje se vzristajici teplotou
nebo pii vystaveni kyselému ¢i zasaditému roztoku (Malaingaiah et al., 2012).

BPA fadime mezi latky xenoestrogenni, to znamena, Ze vykazuje estrogenni aktivitu,

kterda ma u BPA Siroky dopad na organismy (Maffini et al., 2006).

3.4.3 Vyskyt

BPA je primyslova chemicka latka, ktera se vyuziva ve velkém mnozstvi predevsim ve
vyrobé béznych umélych hmot, které jsou v dnesni dob¢ prakticky vSudypiitomné (Machtinger
and Orvieto, 2014). BPA se pouziva pii vyrobé plasti z polykarbonatti (PC), epoxidovych
pryskyfic a jinych polymerd. Plasty z PC se pouzivaji pro vyrobu hracek, détskych dudlika
nebo obalovych materialli potravin ¢i napoji. Epoxidové pryskyfice se pouZzivaji pii vyrobé
povlakt plechovek a natéra pouZzivajicich se na nadrze na pitnou vodu. BPA déle mizeme najit
V zubnich tmelech, natérovych barvach, tiskatskych barvach a zpomalovacich hoteni
(EFSA, 2018). Jelikoz je BPA souc¢asti mnoha vyrobku, se kterymi se lidsky organismus bézné
setkava, a navic je to velice nestabilni sloucenina, neni slozité, aby byl organismus této latce
vystaven. Z vyrobki, ve kterych se BPA vyskytuje, se uvolituje do prostfedi. Koncentrace BPA

byly zjistény v ovzdusi, fekach, pitné vode 1 potravinach. Do potravin, kterymi se BPA dostava
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do organismu, se latka dostava uvolnénim z obalti, ve kterych jsou potraviny baleny (plastové

nadoby, konzervy...) (Arnika, 2014).

3.4.4 Toxicita a vliv na zdravi

V zavislosti na vysokém vyskytu BPA v prostiedi byly provadény studie, které¢ dokazaly,
ze vystaveni BPA muze zptisobovat mnoho chorob u lidi i1 zvitat (Huang et al., 2012). Nemoci
u lidi, se kterymi je BPA spojovan, je naptiklad diabetes, obezita, onemocnéni
kardiovaskularniho systému, chronicka onemocnéni dychaciho ustroji, onemocnéni ledvin,
rakovina prsu, odchylky od normélniho chovéni, poruchy vyvoje zubti a nedostatky
v reprodukci u obojiho pohlavi (Vandenberg et al., 2012).

Po téchto zjisténich se zacalo uvazovat o omezeni pouzivani BPA. Véci se zacal zabyvat
evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA; European Food Safety Authority). EFSA ma za
ukol zpracovavat nezavisla védecka stanoviska pro vSechny oblasti, které se tykaji bezpecnosti
potravin nebo krmiv. Tento Gfad také monitoruje a analyzuje kontaminujici chemické latky a
posuzuje rizika. Touto ¢innosti ma piedevsim ptispivat k ochrané lidského zdravi, zdravi zvitat
a rostlin a chranit zivotni prostiedi. V roce 2006 dokon¢il Gfad EFSA prvni vyhodnoceni rizik
vystaveni BPA a stanovila tolerovatelny denni pifijjem (TDI, Tolerable Daily Intake)
0,05 mg/kg/den. V roce 2008 EFSA hodnoti dalsi studie, které znaci korelaci mezi expozici
BPA a chronickymi chorobami, coz vypovidd o dlouhodobém vystaveni populace BPA.
Zaroven urad take zjist'uje, ze dospéli 1 déti dokazi rychle metabolizovat a eliminovat BPA 1 ve
vétSich koncentracich, nez je TDI. V roce 2010 EFSA obdrzela Zadost komise, aby byly vzaty
2012 zacal zabyvat problematikou rizik vystaveni nizkym koncentracim BPA. Na zaklad¢ toho
doslo k pfehodnoceni rizik vystaveni ¢lovéka BPA ve stravé a piihlédnuto bylo i k dal§im
moznym cestdm expozice. Dalsi rok EFSA v navrhu védeckého stanoviska o BPA tika, ze
hlavni cestou expozice jsou potraviny a piijimané koncentrace ¢lovékem jsou niz$i, nez urad
odhadoval. Poté v roce 2015 jiz byla zcela posouzena expozice a toxicita BPA a zadvérem bylo,
Ze pii soucasné expozici nepiedstavuje BPA zadné zdravotni riziko u zddné vékové skupiny.
V roce 2017 EFSA pfistupuje k novému vyhodnoceni toxicity BPA, ktery ma pfedem urceny
protokol (EFSA, 2018). Béhem téchto let doslo také k legislativnimu omezeni pouzivani BPA
vV Evropé. V roce 2011 piijala Evropska komise smérnici, kterd zakazuje pouzivani BPA ve

vyrobé polykarbonatovych kojeneckych lahvi (Eur-Lex, 2011). To je jediné legislativni
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omezeni pro pouzivani BPA platné pro celou Evropskou Unii. Stejné legislativni opatfeni bylo

zavedeno také v Americe a Ciné (Liao and Kannan, 2014).

3.4.5 Vliv BPA na reprodukci

V souvislosti s negativnim vlivem BPA na reproduk¢éni zdravi organismi, bylo
provadéno nespocet studii, které negativni dopad pouze potvrzovaly. Zmény se pii vystaveni
BPA objevovaly jak v sam¢i, tak i v samici reprodukci. Za pfi¢inu se ¢asto povazuje estrogenni
aktivita BPA. Zmény v reprodukénich funkcich se objevovaly jiz ve fazi sexudlniho chovani,
tyto zmény byly zplisobeny narusenim fyziologické hladiny pohlavnich hormoni, které jsou
zodpovédné za spravny vyvoj pohlavnich Zlaz a jejich naslednou funkcnost, to celé je
zodpovédné za spravné projevy sexualniho chovani, prostiednictvim néjz je zajisSténo prosazeni
jedince v reprodukci (Zala and Penn, 2004).

Vystavenim BPA je ohrozena samici reprodukce, pfi niz se objevuje negativni dopad na
oogenezi, kdy efekt vystaveni BPA naptiklad souvisi s porusenim d¢licitho vieténka a
nespravnou segregaci chromozomu ve zrajicim oocytu (Hunt et al., 2003), problémy
s nastupem oocytu do M faze bunécného cyklu (Peretz et al., 2014) a nasledné ptredcasny
rozchod chromatid (Pacchierotti et al., 2008). Pfi vystaveni BPA dochazi k vyraznému poklesu
rastu folikulll a zvySeni vyskytu jejich zaniku (Peretz et al., 2012).

Vlivem vystaveni BPA dochazi ke sniZzeni po¢tu implantaci (Berger et al., 2007) a pfi
vystaveni v prvnich dnech bfezosti dochazi ke sniZzeni pocetnosti vrhii mysi
(Berger et al., 2008). Vystaveni nizkym davkam BPA béhem biezosti mysi ma vliv na celkovy
pocet narozenych mlad’at (Cabaton et al., 2011). Podavani BPA v posledni fazi meiozy a
v zacatcich vyvoje embrya muze zpusobit chyby v expresi genu, coz pozdéji vede k postiZzeni
plodu, Spatnému rozvoji placenty a naruSeni postnatalniho vyvoje jedince
(Susiarjo et al., 2013). Negativni vliv ma BPA i na gonady a gamety (Newbold et al., 2009).

U samcti dochazi vlivem BPA k vyskytu vyvojovych anomalii na urogenitalnim traktu,
zmenSeni nadvarlat, zvétSeni prostaty, snizeni objemu ejakulatu, ve kterém byl 1 niz§i pocet
spermii. K témto zméndm dochazelo prostfednictvim zmény hladiny hormont
(Wright et al., 2014). Napriklad studie vystavujici samce mysi v puberté¢ BPA po dobu sedmi
dni dokazuje, Ze pocet spermii v nadvarlatech se snizil u skupiny BPA v porovnani se skupinou
kontrolni 0 20 %. Ve stejné studii se uskutecnila i analyza morfologie spermii, ktera ukazala
predev§im abnormality hlavicky, objevovaly se i malformace bic¢iku spermii, ale byly méné

Casté. Abnormality spermii v BPA skupiné se vyskytovaly asi o 10 % castéji nez ve skupiné
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kontrolni. Studie ukazuje, ze vystaveni BPA v puberté, ma vliv na kvalitu spermii v dospélosti
(Li et al., 2015). Vystaveni BPA se spojuje s poskozenim genetické informace ve spermii, ale
I se zménami epigenomu u potomstva (Wright et al., 2014). Déle byla u sam¢ich ptac¢ich embryi
pozorovana feminizace, ktera se projevovala pfeménou tkan¢ levého varlete na tkan vaje¢niku,
u samicich embryi dochazi k malformacim Miilerovych vyvodi, dochazi také k perzistenci
Milerovych vyvodl u saméich plodu (Stol et al., 1993).

Vystaveni BPA ma také dopad na vyvoj a funkci varlat (Toyama and Yusama, 2003) a
stejné tak i na vajeniky, kdy ucinky, vtomto ptipad¢, zavisi na koncentraci BPA
(Peretz et al., 2014). Zmény v histologii varlat byly zjistény ve studii, ktera exponovala samce
myS$i ucinkim BPA po dobu 7 dni béhem puberty. Zmény se objevily v usporadani
semenotvornych kanalki, kdy normalné jsou pevné uspotrddany u bazalni membrany, avSak ve
skupiné BPA bylo mnoho semenotvornych kandalkii, u nichz se spermatogenetické bunky
oddélovaly od membrany. Abnormality semenotvornych kanalkid se objevovaly u BPA skupiny
vyrazné vice (Li et al., 2015). Dalsi studie, ktera také ukazuje abnormality v histologii, ukazala,
ze jsou redukovany vrstvy spermatogennich bun€k a narusSena jsou také pole téchto bunék
(Wang et al., 2010). V souvislosti s abnormalitami histologie varlat a snizenim kvality spermatu
se snizuje obecné plodnost, ktera byla u samci vystavenych v puberté BPA piiblizné o 13 %
niz$i nez ve skupiné kontrolni (Li et al., 2015). Jina studie se zaméfila na celkovou hmotnost
my$i a hmotnost jejich varlat. Hmotnost téla byla vyrazné niz§i u mysi vystavenych BPA.
U hmotnosti varlat se ukdzalo, Ze absolutni hmotnost varlat byla vyrazné snizena u skupiny
vystavené BPA béhem puberty. Nicméné, vystaveni BPA béhem puberty mélo jen maly vliv
na relativni hmotnost varlat (Wang et al., 2010).

Negativné je vystavenim BPA také ovlivnéna spermiogeneze, kde na rozdil od
predchozi studie nebyla zjiSténa Zadna korelace mezi koncentraci BPA a mirou abnormalit
u spermii (Toyama and Yusana, 2003). Studie vyuZivajici techniku TUNEL sledovala efekt
BPA na apoptéozu zarodecnych bunck. Pocet apoptotickych bunék byl vyrazné vyssi ve
varlatech mysi vystavenych vysokym koncentracim BPA v porovnéni s kontrolni, apoptotické
buniky byly objeveny hlavné ve fazi VII-VIII semenotvornych kanalki. Z téchto vysledkt
vyplyva, Ze vystaveni BPA béhem puberty ma vliv na apoptozu zérodecnych bunék ve varlatech
(Wang et al., 2010).

Jeden z dalSich experimentti pouzivajicich jako biomodel mysi se zabyval poskozenim
spermii samcii, kteti byli vystaveni BPA V prenatdlnim obdobi prostiednictvim matky,
intrauterinné. Tato studie ukézala, Ze u samcii, ktefi byli v prenatdlnim obdobi vystaveni BPA,

maji nizs§i poCet spermii nez samci v kontrolni skuping, 1 kdyZ tento rozdil nebyl statisticky
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vyznamny. U skupiny samct, ktera byla vystavena nejvyssi koncentraci BPA, se vyskytovaly
morfologické anomalie spermii. U skupin s nejvys$simi koncentracemi se také ukéazala snizena
motilita spermii. Ve v§ech skupinach samct vystavenych BPA byla vyrazné sniZzena oplozovaci
schopnost spermii in vitro (Vilela et al., 2013).

Byla zjiSténa negativni odpovéd’ organismu na jiz velice nizké koncentrace BPA.
Dutlezité jsou také rozlicné cesty expozice, pro lidskou populaci je nebezpecna predevsim
transdermalni expozice, pti styku s termalnim papirem, ktery také obsahuje koncentrace BPA
(WHO, 2009).

Po mnohych dikazech negativniho dopadu BPA na organismy se zafalo uvazovat

wev

0 bezpecnéjsi alternativé (Welshons et al., 2006).
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3.5 Bisfenol S

3.5.1 Historie

BPS byl poprvé syntetizovan v roce 1869 jako barvivo, svoje vyuziti ale nasel
predevSim az po roce 2000 jako komponenta plasti (Glausiusz, 2014). Dnes miizeme
pritomnost BPS ocekéavat ve vsech produktech, ve kterych se diive vyskytoval BPA, tedy
Vv takzvanych ,,BPA free* produktech (Mathew et al., 2014). Jako ndhrada BPA se BPS zacal
pouzivat uz v roce 2012 (Liao et al., 2012c).

3.5.2 Vlastosti a chemicka struktura

BPS (bis(4-hydroxypenthyl)sulfon) je slozeny ze dvou fenolovych jader, ktera jsou
dohromady spojena sulfonylovou skupinou. BPS je v soucasnosti §iroce pouzivan misto BPA
BPS se vyznacuje vyssi stabilitou nez BPA a je také vice odolny vici vysokym teplotam a
slune¢nimu zareni (Danzl et al., 2009).

Obrazek cislo 1 (ptiloha ¢.1) uvadi rozdily v chemické struktuie BPA, BPS a BPF.
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Obrazek ¢. 1: chemickd struktura bisfenolu A, bisfenolu Sa bisfenolu F
(Rochester and Bolden, 2015).

BPS se ve vyrob¢ zacal ve velké mife pouzivat pro svoje specifické vlastnosti. Témi
jsou, odolnost viuéi vysokym teplotam (termostabilita), rezistenci vuc¢i slune¢nimu zafeni

(fotostabilita) a idajn¢€ vyrazné nizsi estrogenni aktivité. Hlavnim diivodem vyuziti BPS je v§ak
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nahrazka Skodlivého BPA (Kuruto-Niva et al.,, 2005; Chen et al.,, 2002). Ackoliv se
BPS dokaze interagovat s vice jadernymi receptory, z ¢ehoz lze predpokladat podobny

negativni dopad na organismy, ktery je znamy u BPA (Molina-Molina et al., 2013).

3.5.3 Vyskyt

BPS se pouziva pti vyrob¢ epoxidovych pryskyfic jako zpomalovac hoteni, k cemuz se
diive pouzival BPA. BPS, diky svoji chemické strukture, miize zlepSit tepelné vlastnosti
pryskyfic (Liang et al., 2017). BPS byl detekovan v mnoha produktech, které kazdodenné
pouzivame, jako jsou napiiklad zubni pasta, Sampony, mydla a make-up (Liao and Kannan,
2014). Mezi spotiebni zbozi, které obsahuje BPS, se tadi papirové produkty, hlavnim zdrojem
vystaveni populace BPS je papir pro tepelny tisk, kde BPS slouZi jako ,,vyvojka®. S termo
papirem se setkavame predevsim vV podobé¢ uctenek a papirovych bankovek (Liao et al., 2012c),
v tomto papite se ukazal 100 % vyskyt pi studii, ktera byla provedena v Cing, Koreji, Japonsku
a USA (Liao et al., 2012d). BPS také nachazime v jidle (Liao and Kannan, 2013). BPS ale
mizeme najit i v dal$ich riznych produktech, stejné jako u BPA (napojové kartony, plechovky
apod.) (Vinas et al., 2010).

Koncentrace BPS se Casto vyskytuji v pitné 1 uzitkové vode, vodach odpadnich a
koncentrace bisfenolt (BPA, BPS a BPF) byly zjistény také v riznych vodnich ttvarech, kde
je BPS zjistovan v sedimentujicich ¢asticich, coz znaci o kontaminaci v poslednim desetileti,
kdy dochazi k Sirokému pouzivani BPS namisto BPA (Liao et al., 2012c). Pruzkum asijskych
zemi vroce 2015 ukdzal nejvySsi koncentrace BPS ve vzorcich zindickych vod
(Yamazaki et al., 2015). Dalsi podobna studie ukazala vyskyt BPS a jinych analogi BPA
v sedimentu fek, které lezi v blizkosti primyslovych oblasti v USA, Japonsku a Jizni Koreji
(Liao et al., 2012c). BPS se obecné uklada v sedimentech a pidach, stejné tak, jak je tomu u
BPA (Wu et al., 2018). Bylo dokazano, ze BPS je vice perzistentni v sedimentech nez ve vodé
a pud¢ (Chen et al., 2016).

Dale byl vyskyt koncentraci BPS také dokazan v prachu uvnitt budov, coz mize byt
velice dulezitym zdrojem expozice pro lidskou populaci, kdy se do organismu muze dostat
inhala¢ni, transdermalni cestou a ingesci (Xue et al., 2016, Liao et al., 2012b). BPS v prachu
byl zjiStén nejen v primyslovych budovach, ale napfiklad také v rodinnych domech,

laboratotich, kancelafich a autech (Wang et al., 2015).
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Diky pouzivani BPS k vyrobé plechovek a riznych jinych obalovych nadob, se také
predpoklada vyskyt BPS v potravinach, do nichz se BPS z obalti dostane béhem skladovani,
stejné jako je tomu u BPA. Vyzkum v New Yorku dokazal frekvenci vyskytu BPS ve
21 % potravin (Liao and Kannan, 2013). Ukazuje se, ze vyssi nebezpec¢i vyskytu koncentraci
BPS je v potravinach, které jsou baleny v plechovkach, a to v porovnani se sklenénymi,
papirovymi nebo plastovymi obaly (Yang et al., 2014). Koncentrace BPS v potravinich neni
ale ovlivnéna jen druhem obalového materidlu, ale také vlastnostmi potravin v nich balenych,
napiiklad frekvence vyskytu koncentraci BPS v mase dosahuji vysokého procenta (43%)
(Liao and Kannan, 2014).

O rozsahlém vyskytu koncentraci BPS svéd¢i pruzkum z roku 2012, ktery ukazal, ze
koncentraci BPS v moc¢i ma 81 % americké populace. Vyzkum zaroven ukazuje, ze koncentrace
BPS v moci je srovnatelna s koncentracemi BPA (Liao et al., 2012a).

Produkce BPS rok od roku roste a tim, ze nahrazuje BPA, ptesahuje i jeho produkci
(Molina-Molina et al., 2013). Rychlost nahrazovani BPA BPS v produktech, neni stejna ve
vSech zemich (Wu et al., 2018). Pro velkou miru pouzivani BPS, ktera se stale navySuje, roste

taktéz pocet studii zabyvajicich se toxicitou a vlivem BPS na organismy.

3.5.4 Toxicita a vliv na zdravi

Dilezitou vlastnosti BPS, ktera ovliviiuje organismy, je estrogenni aktivita, za niz jsou
odpovédné dvé hydroxylové skupiny BPS vpara pozici, vzniklé isopropylaci
4- hydroxy skupiny (Kuruto-Niwa et al., 2005). V in vitro studii byla zkoumana intenzita
estrogenni aktivity BPS tak, Ze byla porovnana s aktivitou estradiolu (E2), vysledkem bylo, Ze
BPS ma stejny nebo dokonce silngj$i estrogenni potencidl nez E2. Dokédzana byla také
antiandrogenni aktivita (Gringard et al., 2012; Molina-Molina et al., 2013; Rajasarkka et al.,
2014; Rosenmai et al., 2014; Teng et al., 2013; Vinas and Watson, 2013) a androgenni aktivita
(Kitamura et al., 2005). Pfi postnatalnim vystaveni BPS potkanti dochéazi k indukei rdstu
délohy, coz opét znaci estrogenni potencial BPS in vivo (Yamasaki et al., 2004). BPS ptedevsim
interaguje s membranovym receptorem pro estrogen ERa. Nizké koncentrace BPS maji vliv na
signalizaci v bunkach, které jsou citlivé na estrogen (Barrett, 2013). V in vitro experimentech
se ukazalo, Ze BPS ovliviiuyje funkci H295R bunék, které¢ produkuji androgeny a indukuji
bunécnou toxicitu. BPS hraje roli v redukci syntézy steroidnich hormoni a sniZuje transkripci

gend pro steroidogenezi (Feng et al., 2016).
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Vystaveni koncentracim BPS jsou spojeny s aktivovanim proteinkindz, které jsou
dilezitymi signalnimi molekulami pro bun&cny rist, proliferaci a apoptozu. Déle se také vlivem
BPS mohou aktivovat kaspazy 8 a 9, které se také podileji na apoptdze buiiky a uvolnovani
prolaktinu, ktery je dulezity pro spoustu biologickych funkci, vcetné metabolismu
(Barret, 2013).

Ve studii, kde zkoumali vliv BPS na buné¢ny signaling, zjistovali efekt vystaveni
samotného BPS, ale také vystaveni BPS v kombinaci s fyziologickym estrogenem (estradiolem,
E2). V tomto experimentu byly také zkoumany uc¢inky BPS na koncové prvky signalnich drah
MAPkinazy, na zménu poctu bunék a dale aktivaci nebo inhibici kazpaz, které se ucastni téchto
signalnich drah v bunikach (Vinas and Watson, 2013). Vysledek byl takovy, ze k aktivovani
extracelularni kinazy (ERK), ktera se fadi do rodiny proteinkinaz a je zodpovédna za pribéh
mnoha biologickych dé&ii (proliferace, diferenciace, bunécny pohyb, apoptdza...), v bunikach
stacilo vystaveni BPS po dobu péti minut, tedy stejnou dobu jako u vystaveni estradiolu (E2)
(Vinas and Watson, 2013), tento vysledek odpovidal vysledkim piedchozi studie
(Jeng and Watson, 2011). Nejnizsi koncentrace BPS zpusobily vyssi odezvu ve formé signalni
molekuly proteinkinazy ERK nez stejna koncentrace E2, odezva se sniZzovala soucasné se
zvySovanim koncentrace BPS, coz odpovida nelinearnimu efektu, typickému pro EDCs
(Vandenberg et al., 2012). V kombinaci BPS s E2 byla odezva ve form& ERK niZ$i, nez tomu
bylo u plsobeni samotného BPS. Jako druha signalni molekula byla zkoumana kinaza JNK,
ktera patfi mezi stresové kindzy, jez snizuji apoptoticky prah, zde byly vysledky rozdilné.
Vystaveni BPS nezptisobilo aktivaci JNK, pii ptisobeni BPS spolecné s E2 byla kindza JNK
aktivovana velice silné, vice nez pii plsobeni samotného E2 a znovu se potvrdil nelinearni
efekt, kdy nejniz§i koncentrace vyvolaly nejvétsi odezvu (Vifias and Watson, 2013).
Na proliferaci bun¢k mél stejny ucinek BPS stejné jako E2, kde se také vyskytoval nelinedrni
efekt. Kombinace obou latek ptsobila na buiky inhibi¢n€, kdy ubytek bun€k byl zptsoben
apoptozou, kterou zpusobila aktivace kaspazy 8 a 9, jiz aktivoval samotny BPS a kombinace
BPS a E2, samotny E2 potlacil aktivitu kaspazy 9 (Vinas and Watson, 2013).

Jedna ze studii pracujici s daniemi déale ukazuje, Ze vystaveni BPS plisobi snizeni
hmotnosti pohlavnich zlaz, snizuje produkci vajicek a jejich schopnost ,,hatchovat™ je omezena
nebo je Cas ,,hatchingu* prodlouzen. Vystaveni BPS miize vést k embryonalnim malformacim,
snizovani po¢tu spermii, snizovani hladin testosteronu a muize potlacovat expresi transkript
gend pro produkci GnRH v hypotalamu (Ji et al., 2013; Naderi et al., 2014).

Dalsi z mnoha problémt, ktery mtize byt spojeny s vystavenim lidské populace BPS, je

naptiklad obezita, ktera vznika ptisobenim BPS na akumulaci lipidi a diferenciaci preadipocyta
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(Boucher et al., 2016). Moznym dikazem je korelace mezi détskou obezitou a koncentracemi
BPS a BPA v moc¢i téchto déti (Liao et al., 2012a; Xue et al., 2015).

vice ovlivitované latkami z vnéj$iho prostfedi, mezi které fadime i BPS. BPS méa vyznamny
negativni dopad na meiotické zrani prasecich oocytu, a to jiz pfi velice nizkych koncentracich
(Zalmanova et al., 2017). BPS také prostiednictvim svoji estrogenni aktivity zasahuje do vyvoje
samiciho reprodukéniho traktu, kdy se vyskytuji zmény jak na vajeCnicich, tak 1 na d€loze,

zmény se netykaly jen abnormalit morfologie, ale také genové exprese (Hill et al., 2017).

3.5.5 Vliv BPS na reprodukci samci

Studie naznacuji moznou toxicitu strukturalnich analogi BPA jako je BPS, ktery se po
legislativnim omezeni BPA, zacal pouzivat jako jeho analog (Rochester and Bolden, 2015).
Data dokazujici negativni vliv na zdravi savci, jsou velice omezena, existuje zatim jen nékolik
studii, které se takovym efektem zabyvaly a které ho dokazuji (Ullah et al., 2016;
Shi et al., 2017; Eladak et al., 2015)

Toxicky vliv BPS na reprodukci naptiklad jiz dokézala studie pouzivajici jako biomodel
had’atko obecné (Caenorhabditis elegans) (Chen et al., 2016). Studie na daniich (Danio rerio)
dokazuji estrogenni aktivitu BPS a také jeho toxicitu k organismim (Ji et al., 2013;
Qiu et al., 2016).

Existujici zjisténi vlivu BPS na savcich ukazuji, Ze vystaveni BPS zplisobuje oxidativni
stres a pusobi anti androgenné stejn¢ jako je tomu u BPA (Eladak et al., 2015;
Ullah et al., 2016).

Experiment na krysich samcich ukazuje snizeni koncentraci testosteronu v plasmé
| koncentraci intratestikularniho testosteronu u skupin vystavenych BPS v porovnani
s kontrolni skupinou samct potkant (Ullah et al., 2016).

Z dalsi studie, ktera pracovala s HELN -hERa a -hERp (linie HeLa bungk s expresi genil
pro receptory ERa a Erf}) buiikami, bylo vyvozeno, Ze schopnost BPS aktivovat estrogenové
receptory alfa a beta je asi 5x az 10x nizsi, neZ je tato schopnost u BPA, coz znamena, ze BPS
vykazuje slabsi estrogenni aktivitu nez BPA (Molina-Molina et al., 2013).

S efektem BPS na hladinu hormoni se spojuje efekt na reprodukéni chovani samct mysi.
Samci vystaveni BPS potfebuji ke spafeni se samici velmi dlouhou dobu, az 17 dni
(Shi et al., 2017). Studie zaméfena na hormony ukazala, ze BPS ma vétsi vliv na inhibici

testosteronu nez BPA, BPS tedy zptsobi redukci sekrece testosteronu jiz po 3 dnech jeho
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pusobeni na organismus, kdy za tuto dobu nebyly zjistény zadné zmény u vystaveni BPA. Ve
stejné studii také vykazal BPS antiandrogenni efekt. Tato studie jako prvni dokazuje, ze BPS
je Skodlivy stejné pro lidi jako pro hlodavce, a to v ramci jedné fyziologické funkce, to je
dualezité pro dalsi studie, kde miizeme predpokladat stejny nebo alespon podobny efekt expozice
u lidské populace a u hlodavci (Eladak et al., 2015).

Studie na krysich samcich sledovala zmény v oxidativnim stresu ve varlatech a mozny vliv
na spermatogenezi, k detekci zmén byla pouzita biochemie a histologie varlat. Markery
oxidativniho stresu ve varlatech jsou reaktivni kyslikové radikaly (ROS) a troven peroxidace
lipida (LPO). V in vitro studii, kdy se varletni tkan s BPS inkubovala pouze 2 hodiny, mély
hodnoty LPO snizujici se tendenci v zavislosti na skupiné BPS v porovnani s kontrolni
skupinou, toto klesani bylo vyrazné. U druhého markeru nebyly rozdily signifikantni.
Koncentrace testosteronu byla redukovéana v BPS skupinach v porovnani s kontrolni skupinou,
ale redukce nebyla statisticky vyznamna. Stejné tak nebyly vyznamné rozdily v koncentracich
katalazy (CAT) a peroxidazy (POD) ve varlatech. Koncentrace superoxid dismutazy (SOD)
byla zvySena oproti kontrolni skupin€ v BPS skupin€ s nejvyssi koncentraci expozice, ostatni
BPS skupiny se vyrazné od kontrolni skupiny nelisily. Dalsi ¢ast této studie probihala in vivo,
tedy hodnocena varlata pochazeji se samct, ktefi byli vystaveni po dobu 28 dni riznym
koncentracim BPS v dieté. V tomto ptipad¢ expozice zpiisobila vyrazné snizeni aktivity SOD
a CAT ve varlatech samcti ze skupiny s nejvyssi koncentraci expozice, V této skupiné se lisila
také aktivita POD a LPO. Zjisténé bylo také zvySeni ROS ve 2 skupinich s niz8imi
koncentracemi BPS, u ostatnich skupin byly hodnoty ROS vysoké, ale bez vyznamnéjsiho
rozdilu od kontrolni skupiny. Koncentrace testosteronu v plasmé byly snizené u vSech BPS
skupin v porovnani se skupinou kontrolni, ale vyznamna redukce byla zaznamenana jen u
signifikantni redukce pouze u skupiny s nejvyssi koncentraci expozice (Ullah et al., 2016).

Ve studii pracujici s potkany se neukazaly zadné rozdily v télesné hmotnosti a ve
hmotnosti jednotlivych varlat u samcti vystavenych riznym koncentracim BPS a samcii
Vv kontrolni skupiné (Ullah et al., 2016). Stejné¢ tak studie na mySich samcich postnatalné
vystavenych BPS neukédzala vyznamné ovlivnéni hmotnosti varlat ani celkové hmotnosti samcti
(Shi et al., 2017).

Studie, ktera mimo jiné sledovala varletni tkan ukazala, Ze semenotvorné kanalky jsou
stejn€ uspotadané ve skupinach BPS jako v kontrolni skupinég, ale epitel byl tenky a populace
sekundarnich spermatocytii byla u skupin vystavenych BPS v porovnéni s kontrolni skupinou

potkanli rozptylena. Objevilo se také par tubull, bez podlouhlych spermatid ve skupiné
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s nejvetsi koncentraci vystaveni BPS. Tubuly v hlavé a ocasu nadvarlete nejevily zadné zmény
mezi skupinami. Byl redukovéan pocet spermatocytti a spermatid u skupin vystavenych BPS,
ale tato redukce nebyla statisticky vyznamna (Ullah et al., 2016).

S varlaty tésné€ souvisi také spermatogeneze, kdy spermatogenni cyklus lze rozdélit do
dvandcti fazi, které¢ se déli podle stadii vyvoje spermatid. Postnatilni vystaveni mysi BPS
zpusobilo lepsi proliferaci tubulll ve stddiu sedm v porovnani s kontrolni skupinou a na druhé
stran¢ vyrazn¢ snizoval proliferaci tubulii ve fazi osm. Tento vysledek ukazuje riznorodost
efektu BPS na organismus (Shi et al., 2017).

Vystaveni BPS ma také vliv na redukci pocetnosti spermii, a to pfi expozici vSem
koncentracim BPS Vv porovnani s kontrolni skupinou samct. V této studii byla také testovana
motilita spermii a bylo zji§té€no, Ze vystaveni riznym davkam BPS motilitu spermii sniZuje,
V porovnani s hodnotami motilnich spermii v kontrolni skupiné (Shi et al., 2017).
zprvu predpokladalo. Zavérem tedy bylo, ze BPS mé témét stejny potencial a vliv na
organismy, jako je tomu u BPA. Jelikoz je BPS strukturnim analogem BPA, daji se podobné
vlastnosti pfedpokladat (Rochester and Bolden, 2015).

Experimentli vystavujicich BPS savce je zatim malo, ale jsou dulezité pro piedstavu
dopadu vystavovani lidské populace BPS. Vzhledem ke vzristajici neplodnosti muzi je

dilezité podrobit vyzkumu vliv BPS na sperma, konkrétné jeho koncentraci, motilitu a viabilitu.
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4 Material a metodika

4.1 Zvirata

Tento vyzkum pracoval se zvifecimi biomodely a vSechny ukony s nimi spojené byly
provadény v souladu se zdkonem 246/1992 Sb. Na ochranu zvifat proti tyrani a se schvalenym
projektem pokust ID MSMT — 11925/2016-3. Samci mysi byli zakoupeni ve véku 4 tydnt od
spolecnosti Velaz s.r.o. (Praha). Mysi byly chovany v neporusenych polykarbonatovych
nadobéch pfi svételném rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy, pfi teploté 21 + 1 °C a relativni
vlhkosti 60 %. Mysi mély k dispozici dietu bez fytosetrogent 1814P (Altromin) a Cistou vodu
ve sklenénych lahvich ad libitum. Po pfijeti zvifat do vyzkumu byla zvifata zvaZena, nahodné
roziazena do 4 experimentalnich skupin a nechala se po dobu jednoho tydne aklimatizovat.
Nasledn& byly mysi exponovany BPS v téchto koncentracich: 0; 0,001; 1; 100 ng. g*. bw?
(skupiny NC — negativni kontrola a BPS1-BPS3). Expozice probihala pomoci pitné vody
s respektem ke spotiebé vody na zivou hmotnost mysi, tedy pfiblizné¢ 10 ml na samce za den,
coz odpovidalo dennimu piijmu BPS 0,038; 38 a 3800 ng (BPS1-BPS3), pii hmotnosti samct
38 g. Délka expozice byla stanovena na 8 tydni a pfedstavuje chronickou expozici endokrinnim

disruptorem.

Tabulka €. 1: Koncentrace expozice jednotlivych experimentalnich skupin.

Experimentalni Denni pfijem na Denni pfijem (ng) Koncentrace ve vodé
skupina gram télesné (ng/ml)
hmotnosti
(ng. g*. bw?)
Negativni kontrola 0 0 0
BPS1 0,001 0,038 0,0038
BPS2 1 38 3,8
BPS3 100 3800 380

Hmotnost mys$i = 38 g, denni piijem vody = 10ml
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4.2 Sbér vzorku

Po 8tydenni expozici mySich samcti riznym koncentracim BPS, byli samci zvéazeni a
nasledné byli usmrceni cervikalni dislokaci. Ihned poté byla pierusena karotida a ptimo z ni
byla odebrana krev, ktera byla centrifugovana a ziskané krevni sérum nasledn¢ zmrazeno na
- 80 °C. Pro pftistup do dutiny bfi$ni byla provedena incize a pomoci chamovodl byla vytazena
varlata ze Sourku. Cauda nadvarlete s ¢asti chamovodu slouzila pro ziskani spermii, varlata byla

zvazena.

4.3 Zpracovani mySich spermii

Cauda nadvarlete spolu s ¢asti chamovodu byly izolovany v 0,5 ml nekapacitujiciho
Whitten-Hepes médiu, které bylo v den odbéru obohaceno o 1 pl pyruvatu sodného na 1 ml
média, pricemz koncentrace zasobniho roztoku pyruvatu sodného byla 15 mg/170 pl. Nasledné
bylo pH roztoku upraveno na hodnotu 7,2 — 7,4 za pomoci NaOH. Vysledné médium bylo
uchovéno po celou dobu ve vVodni 14zni o teploté 37 °C.

Odebrané caudy nadvarlete s ¢asti chamovodu v 0,5 ml Whitten-Hepes média byly pro
dosaZeni vyplavani spermii ulozeny po dobu 10 minut ve vodni 14zni, nasledné byl zbytek tkan¢
odstranén a suspenze spermii pouZita pro nasledné analyzy.

K méfeni koncentrace a motility byla pouzita Maklerova komora, do které bylo pfeneseno
10 ul vzorku. Spermie byly pocitany ve 30 c¢tvercich komirky a nasledné piepocitany na
miliony v ml. Motilita spermii byla také hodnoce na Maklerové komirce, a to subjektivné

Vv procentech vyjadiujicich motilni spermie.

4.4 Pritokova cytometrie

44.1 PNA/PI

Pro stanoveni akrozomalniho statusu a viability spermii byla pouZita kombinace
propidium iodidu (P1) (ThermoFisher, V13243) a lektinu PNA (Peanut agglutinin) izolovaného
z Archis hypogaea, ktery byl konjugovan s fluoresceinem Alexa fluor 488 (ThermoFisher
Scientofic, L21409). Analyza probéhla u zivych spermii na pritokovém cytometru.

Ve zkumavce pro prittokovy cytometr (BD Falcon™ 5 ml) bylo 20 pl suspenze spermii

inkubovano s 200 ul Whitten-Hepesova roztoku s obsahem 10 uM Pl a 10 pg/ml PNA po dobu
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30 minut ve tmé. Nasledné byly takto pfipravené vzorky podrobené analyze na pritokovém
cytometru FACSVerse (BD, Biosciences). Celkové bylo analyzovano 2000 udélosti (spermit),
pricemz pro excitaci PI a PNA byl pouzit modry laeser (488nm). PI bylo detekovano filtrem
PE (586/42) a PNA filtrem FITC (537/32). Vysledkem byly 4 populace: zivé s neporusenym
akrozomem (PI/PNAT), mrtvé s neporusenym akrozomem (PI*/PNA’), mrtvé s poruSenym

akrozomem (PI"/PNA™) a Zivé spermie s poruSenou integritou akrozému (PI/PNA").

442 SCSA

Pro hodnoceni efektu BPS na integritu DNA spermii byla pouzita metoda Sperm
chromatin structure assay (SCSA) dle Evensona. Tento test je zaloZzeny na citlivosti DNA
spermii k jeji dentauraci v kyselém prostfedi s pH o hodnoté 1,2 a naslednou inkubaci
s metachromatickym barvivem akridinovou oranzi, emisni spektrum tohoto barviva se
pohybuje od zelené¢ (dvouvlaknovd DNA; dsDNA), po cervenou (jednovlaknova DNA;
ssDNA) (Evenson et al., 2002).

50 pl homogenizované suspenze spermii byla smichana se 150 pl TNE pufru (0,15 M
NaCl; 0,01 M Tris HCl; 1 mM EDTA; pH 7,4) a okamzité¢ zmrazena v tekutém dusiku.
Nasledné byly takto pfipravené vzorky uchovany pii teploté -80 °C do doby analyzy na
prutokovém cytometru.

Pied zacatkem analyzy byly vzorky umisténé na led, kde doSlo k postupnému rozmrazenti,
navic byl jesté pfipraven roztok kyselého detergentu (0,08 M HCI; 0,15 M NaCl; 0,1 %
Triton * 100; pH 1,4) a také roztok akridinové oranze (0,037 M citric acid; 0,126 M Na2HPOy;
0,0011 M dissodium EDTA; 0,15 M NaCl; pH 6,0; 4 °C), které byly po dobu analyzy uchavany
na ledu. Ve zkumavce pro pritokovy cytometr (BD Falcon™ 5 ml) bylo smichano 200 pl
roztoku kyseliny, ptsobiciho jako detergent a inkubovano po dobu 30 sekund, nasledné bylo
pfidano 1,2 ml roztoku akridinové oranze a po 2 minutach byla uskute¢néna samotné analyza.

Pomoci pritokového cytometru FACSVerse (BD, Biosciences). Na zacatku analyzy
pritokovym cytometrem byl nejprve vybran jeden vzorek z kontrolni skupiny jako standard
(standartni vzorek), u kterého byly nastaveny primérné hodnoty levelu zelené a Cervené
fluorescence pro jednotlivé filtry FITC a PerCP na hodnoty 118750 a 31250. Cel4 nésledna
analyza vzorkl probihala pfi daném nastaveni. U kazdého vzorku bylo analyzovano minimalné
2000 udalosti (spermii), pfiCemz pro excitaci akridinové oranze byl pouzit modry leaser
(488nm). Cervena fluorescence byla detekovana filtrem PerCP (700/54) a zelena fluorescence

filtrem FITC (537/32). Vysledny index DNA fragmentace (DFI) je vypocitany na zakladé
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poméru intenzity cervené fluorescence k fluorescenci celkové

(Cervend/ [Cervena + zelena] *100).

4.5 Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni dat ze v§ech experimentti probihalo v programu Statistica (StatSoft
CR, s.r.0) ak vyhodnoceni statistickych rozdilti byla pouzita jednofaktorovd ANOVA. Rozdily
mezi skupinami byly vyhodnoceny Fisherovym post-hoc testem v piipadé normalniho
rozd€leni. V pfipadé nenormalniho rozd€leni byl pouzit Kruskall-Wallisiiv test a pro
vyhodnoceni rozdilti mezi skupinami Mann-Whitneytv test. VSechny testy byly provadény pti

hladiné vyznamnosti P=0,05.
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5 Design experimentu

Pro experiment byli pouziti samci mysi outbredniho kmene CD1. V kazdé experimentalni
skupiné bylo 12 samcl ve Ctyfech opakovani. Doba expozice samcti koncentracim BPS
rozpusténych ve vode trvala 8 tydnt.

V tomto experimentu bylo hodnoceno sperma mysich samcii. V prvni fad€ zékladni udaje
spermatu, koncentrace spermii v milionech na mililitr a procento motilnich spermii. V dal§im
kroku se spermie hodnotily na zakladé molekularnich markerd pomoci pritokové cytometrie,
jejiz pomoci byla hodnocena akrosomalni reakce (PNA/PI) a fragmentace DNA pomoci SCSA
(Sperm chromatin structure assay). Pro budouci pokra¢ovani vyzkumu byla odebrana krev pro
analyzu hormonalniho profilu, varlata pro hodnoceni histologické a proteomické a pro
dopliujici imunolokalizaci vybranych markrli byly ze spermii pfipraveny roztéry na sklicka.
Experiment probihal zaslepené, to znamend, Ze pii zpracovani vzorkid nebyla znama
experimentalni skupina mysi, hodnoceni tedy nebylo ovlivnéno znalosti skupiny hodnocené

mysi.

26



6 Vysledky

6.1 Hmotnost mysi

Cilem bylo zjistit rozdil v zivé hmotnosti samcii v zavislosti na experimentalni skuping,
rozdily jsou graficky znazornéné na obrazku €. 2. Statistické vyhodnoceni ukazalo statisticky
vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou BPS2 (45,24 + 1,36 pro BPS2 versus
41,82 + 0,72 pro negativni kontrolu), dale také mezi skupinou BPS2 a BPS3. Z vysledki je
ziejmé, ze u BPS2 skupiny je signifikantni nartst hmotnosti 0 3,42 g V porovnani se skupinou

kontrolni. Podrobné hodnoty statistického vyhodnoceni jsou v ptiloze ¢.2.
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BPS1 BPS2 BPS3

Obrazek ¢.2: Rozdily hmotnosti samcti mys$i mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami.

Ruizné superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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6.2 Pomér hmotnosti varlat a hmotnosti téla

Cilem tohoto experimtu bylo zjistit rozdil hmotnosti varlat mezi experimentalnimi
skupinami samci, znazornéni rozdil na obrazku ¢. 3. Pro objektivni hodnoceni byl vypocitan
pomér hmotnosti varlat k hmotnosti téla a pfepocitan na promile. Statistickym vyhodnocenim
byl zjistén rozdil mezi skupinami BPS1 a BPS2 (6,56 + 0,15 pro BPS1 versus 5,6 = 0,37 pro
BPS2) a mezi skupinami BPS1 a BPS3 (6,56 + 0,15 pro BPS1 versus 5,64 + 0,17 pro BPS3).
U skupiny BPS1 je vyznamné vy$si pomér hmotnosti varlat a hmotnosti téla oproti dal$im
dvéma BPS experimentalnim skupindm. Podrobné statistické vyhodnoceni je uvedené v ptiloze

¢. 3.
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6,400
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(o

5,400

5,200

5,000
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Obrazek ¢. 3: Rozdily relativni hmotnosti varlat mezi jednotlivymi experimentalnimi

skupinami. Rizné superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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6.3 Motilita spermii

Cilem experimentu bylo provétit rozdilnost v procentu motilnich spermii mezi
experimentalnimi skupinami samci mysi. Grafické znazornéni rozdild mezi skupinami na
obrazku ¢. 4. Motilita spermii byla pocitana v Markelové komurce V procentech motilnich
spermii. Statistické vyhodnoceni ukazalo statisticky vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou
a skupinou BPS1 a dale nezi skupinou BPS1 a BPS2 i skupinou BPS3. Z vylsedkt je ziejmé,
7ze BPS v nejnizsi koncentraci snizuje motilitu spermii 0 30 % (63,64 + 5,76 pro kontrolni
skupinu versus 33,3 = 5,53 pro BPS1) oproti kontrolni skupiné. Podrobné hodnoty statistického

vyhodnoceni v piiloze €. 4.
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Obrazek €. 4: Rozdily v procentu motilnich spermii mezi jednotlivymi experimentalnimi

skupinami. RGzné supersktipty oznacuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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6.4 Pritokova cytometrie

6.4.1 Analyza integrity akrozomu a viability spermii

Cilem experimentu bylo zjistit akrozomalni status a viabulitu spermii za pmoci
pratokového cytometru. K této analyze byla pouzita kombinace PNA a PI. PNA i PI negativni
bunky znamenaji bunky zdravé, PI pozitivni bunky jsou buiiky mrtvé a PNA pozitivni bunky
zna¢i probéhlou akrozmalni reakci. Grafické znaronéni rozdilii v procentu PNA+ bun¢k na
obrazku ¢. 5 a PI+ buné€k na obrazku ¢. 6. Statistickym vyhodnocenim byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil PNA pozitivnich bunék. Statisticky vyznamny rozdil byl zjiStén mezi
skupinou BPS1 a BPS2 (7,3 + 0,01 pro BPS1 vesrsus 4 £+ 0,02 pro BPS2), stejné tak mezi
skupinou BPS1 a BPS3 (7,3 £ 0,01 pro BPS1 vesrsus 3,1 £ 0,01 pro BPS3). Procento PNA
pozitivnich bunék je u skupiny BPS1 0 4,1 % vys$si nez u skupiny BPS3. V relativnim poctu PI
pozitivnich bunék nebyl nalezen zadny statisticky rozdil. Podrobné statistické vyhodnoceni

v priloze €. 5.
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Obrazek €. 5: Rozdil v procentu PNA pozitivnich bun¢k mezi jednotlivymi experimentalnimi

skupinami. RUzné superskripty oznacuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).
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Obrazek €. 6: Rozdily v relativnim mnozstvi PI pozitivnich bun¢k mezi jednotlivymi

experimentalnimi skupinami. Mezi skupinami neni zadny statisticky vyznamny rozdil.
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6.4.2 Analyza integrity DNA prostiednictvim SCSA

Cilem této analyzy bylo zjistit stav integrity DNA ve spermiich pomoci metody SCSA,
kterd je zalozena na citlivosti DNA spermii k denaturaci v kyselém prostiedi. Grafické
znazornéni rozdili mezi skupinami na obrazku ¢. 7. Vysledkem analyzy je pak DFI, coz je
index DNA fragmentace. Mezi skupinami nevysel zadny statisticky vyznamny rozdil. Zvyseni

je naznacené u skupiny BPS1, ale neni zde statisticky vyzmanmy rozdil.
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Obrazek ¢. 7: Rozdil vrelativnim indexu DNA fragmentace mezi jednotlivymi

experimentalnimi skupinami, Mezi skupinami neni zadny statisticky vyznamny rozdil.
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7 Diskuze

Pouzivéani BPS v poslednich letech roste spole¢né¢ s omezovanim pouzivani BPA. Zatim
se zabyvalo negativnim vlivem BPS na savce jen nékolik studii (Ullah et al., 2016;
Shi etal., 2017; Eladak et al., 2015), které¢ ukazuji, ze BPS neni bezpe¢na alternativa BPA, jak
se ptvodn¢ myslelo. Je predpokladano, ze BPS je podobné nebezpecny pro orgnismy, jako je
tomu u BPA (Molina-Molina et al., 2013).

Tento experiment ukéazal vliv BPS na rozdilnou hmotnost mySich samcii, u vystaveni
nizkym koncentracim BPS byl pouze nepatrny nartst hmotnosti samct, ale u skupiny vystavené
sttednim koncentracim BPS (1 ng. g*. bw; BPS2) byl narlist hmotnosti oproti kontrolni
skupiné signifikantni. Mtizeme fict, Ze BPS2 pisobi jako obezogen. Vysoké koncentrace BPS
na hmotnost samcti jiz ale neptsobily. Expozice mys$i podobnym konecntarcim BPA méla také
obezogenni u¢inek (Marmugi et al., 2012). Experiment studujici BPS ukazuje signifikantné
zvySenou hmotnost samcti mysi u chronické expozice koncentracemi 1,5 a 50 pg. kgt. bw?
(Del Moral et al., 2016). U lidské populace byla zjisténa korelace mezi koncentraci BPA v moci
nebo krvi s nadvahou (Rochester, 2013). Podobné piisobi expozice na potomky samct, ktefi
byli BPA vystaveni, 4 tydny po narozeni je jejich hmotnost signifikantné vyssi
(Dobrzynska et al., 2015). Opacny piipad byl popsan u samcd mysi, ktefi byli vystaveni BPA
prenatalné stfednim koncentracim. Dospéli samci po této expozici méli signifikantné niZsi
hmotnost nez samci z kontrolni skupiny (vom Saal et al., 1998). Studie vystavujici mysi samce
koncentracim BPA také po dobu 8 tydnil, neukézala Zadné rozdily ve hmotnostech samcli mezi
skupinami u Z4dné koncentrace expozice (Takao et al., 1999). Vystaveni samclim vysokym
koncentracim BPA (300 a 600 mg. kg*. bw™) zpiisobilo po 8 tydnech expozice mirné snizeni
hmotnosti oproti kontrolni skupiné (Tian et al., 2017). Tymy zabyvajici se vyzkumem vlivu
BPS nezjistily jeho vliv na homotnost t€la ani na hmotnost varlat (Shi et al., 2017; Ullah et al.,
2016).

V nasem experimentu byla hodnocena relativni hmotnost varlat (hmotnost varlat
v poméru k hmotnosti t€la). U nejnizsi koncentrace BPS (BPS1) bylo zjisténo mirné, ale
nesignifikatni, zvySeni pomé&ru, dvé dalsi skupiny vystavené vyssim koncentracim BPS (BPS2
a BPS3) meély signifikantné niz§i pomér hmotnosti varlat ku hmotnosti téla v porovnani
s kontrolni skupinou a skupinou BPS1. Ackoliv nebyl nalezen signifikantni rozdil v relativni
hmotnosti varlat mezi kontrolni skupinou a skupinami exponovanymi BPS, je naznacen ubytek
relativni hmotnosti varlat u skupin BPS2 a BPS3 oproti skupiné kontrolni. Podobny vysledek

ukazala studie na mysich samcich vystavenych BPA po dobu 8 tydnt. Zde se relativni hmotnost
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varlat snizovala s rostouci koncentraci expozice (Tian et al., 2017). Hmotnost varlat byla
snizena expozici vysokym koncentracim BPA také u potkant (Dere et al., 2017). Studie
vystavujici mysi BPA neukazuje zadny vyznamny rozdil ve hmotnosti varlat (Takao et al.,
1999). Naopak u mySich samct vystavovanych koncentracim BPA po dobu 30 dni byl zjistén
narust relativni hotnosti varlat, signifikantni rozdil byl u skupiny samcii vystavenych sttednim
koncentracim BPA v porovnani s kontrolni skupinou (Al-Hiyasat et al., 2002).

Procento motilnich spermii, které bylo pocitano poomoci Merkelovy komirky, bylo
oproti skupiné kontrolni. Skupiny vystavené stfednim a vysokym koncentracim BPS (BPS2 a
BPS3) se od kontrolni skupiny pfili§ nelisily. Motilita spermii vypovidda mnoho o kvalité
spermatu obecné, lze tedy fici, Ze nizké koncentrace BPS negativné ptisobi na kvalitu spermatu
samci mys$i. Jiz predchozi studie potvrdila snizujici se porcento motilnich spermii pod vlivem
BPS (Shi et al., 2017). Pii expozici BPA dochazi ke snizeni procenta motilnich spermii u mysi
se vzrustajici koncentraci BPA (Wang et al., 2016). Nizké koncentrace BPA také zptisobuji
vyznamné snizeni motilnich spermii u mysi (Kaur et al., 2017). Ke stejnému zjisténi dosla
I dalsi studie vystavujici samce myS$i BPA (Rahman et al., 2015). Studie porovnavajici efekt
BPA a jeho analogl na reprodukci mySich samct zjistila sniZené procento motility u samcti
vystavenych vysokym koncentracim (50 pg. kgt. bw? a 10 mg. kg. bw?) BPA, BPE i BPS
(Shietal., 2017). Ke snizeni motility také doslo u potomkti mysich samci, ktefi byli vystaveni
BPA (Dobrzynska et al., 2015) a samct, jejichZ matky byly vystaveny koncentracim BPA (Kalb
et al., 2016).

K hodnoceni viability spermii a integrity akrozomu bylo vyuzito pritokové cytometrie.
K analyze byla pouzita kombinace PNA/PI. PNA pozitivni spermie jsou spermie, které maji
poruseny akrozom, doslo ke spontanni akrozomalni reakci. PI pozitivni buiiky jsou buriky
mrtvé. Statistiky vyznamny rozdil byl zjistén u relativniho poctu PNA pozitivnich bun¢k mezi
skupinami BPS1 a BPS2 a mezi skupinami BPS1 a BPS3. S kontrolni skupinou nebyl
detekovan Zadny signifikantni rozdil, ale oproti kontrolni skupiné je vys§i hodnota PNA
pozitivnich bun¢k u skupiny BPSI. U experimentalnich skupin vystavenych vysSim
koncentracim BPS (BPS2 a BPS3) je naznacen pokles PNA pozitivnich bunék oproti kontrolni
skuping, tyto rozdily ale nejsou statosticky vyznamné. V dalSich opakovanich by bylo tfeba se
zaméfit na to, jestli nizké koncentrace BPS skutecné zvySuji po¢et PNA pozitivnich bunék,
bun¢k s ptredcasnou akrozomalni reakci. Podobné tak mrtvé spermie, PI pozitivni, se nejvice

cv v

zadny z rozdilt nebyl statisticky vyznamny. ZvySeni vyskytu mrtvych spermii ve skupiné BPS1
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odpovida zvySenému poctu PNA pozitivnich bunck, nizké koncentrace BPS také snizily
procento motilnich spermii. Z téchto vysledki miizeme piecist, ze nizké koncentrace BPS
pusobi negativné na reprodukéni kapacitu samct. Samci mysi exponovani BPA vykazali
snizujici se hodnoty spontanni akrozomalni reakce se zvySujicimi se koncentracemi vystaveni
(Wang et al., 2016). In vitro expozice mysich spermii BPA indukovala pfed¢asnou akrozomalni
reakci pti koncentraci 100 uM BPA (Rahman et al., 2015). Pfi expozici in vitro potkanich
spermii tak i in vivo expozice potkani BPA dochazi k urychleni kapacita¢ni reakce spermii
(Wan et al., 2016).

Integrita DNA spermii byla analyzovana pomoci metody SCSA. Mezi skupinami nebyl
zadny statisticky vyznamny rozdil, avSak ve skupinach BPS1 a BPS3 je mirné zvyseni
fragmentace DNA oproti kontrolni skupiné a skuping se stfedni koncentraci expozice (BPS2).
Samci mysi exponovani koncentracim BPA vykazuji zvySenou Groven poskozené DNA u vSech
experimentalnich skupin 24 hodin po ukonSeni expozice, pét tydnti od ukonéeni expozice se
vyskytovala poskozend DNA jen u skupin snejvy$simi koncentracemi expozice BPA
(Dobrzynska and Radzikowska, 2013). Vyskyt poskozené DNA koreluje s vyskytem
koncentrace BPA v mo¢i muzu (Meeker et al., 2010). Studie vystavujici lidské spermie BPA in
vitro také ukazala zvySeny vyskyt poskozené DNA (Barbonetti et al., 2016). Experiment
vystavujici koncentracim BPA rybi spermie ukazuje vyrazné zvyseny vyskyt fragmentace DNA
ve spermiich (Hulak et al., 2013). Integrita DNA byla snizena u samci mys$i u vSech
experimentalnich skupin, velké sniZzeni bylo pfedev§im u skupin samcii exponovanych
vysokym koncentracim BPA (Kalb et al., 2016).

Tato diplomova prace byla zaloZena na zakladé€ mnohych zjiSténi o negativnim vlivu BPA
na reprodukéni funkce samcti (Minuquez-Alarcon et al., 2016). Cilem bylo otestovat vliv
vystaveni BPS na reprodukéni kapacitu samett mysi a srovnat vliv expozice BPS s ptisobenim
expozice BPA. V experimentu jsme hodnotili hmotnost samct, relativni hmotnost varlat,
procento motilnich spermii, viabilita spermii a integrita DNA. Na zvySeni hmotnosti ptisobila
skupina BPS2, tato koncentrace expozice pusobila obezogennég, coz bylo potvrzeno i u BPA
(Marmugi et al., 2012). Relativni hmotnost varlat byla sniZzena pii expozici vySSim
koncentracim BPS (BPS2 a BPS3), podobné¢ tak bylo popsano u BPA (Tian et al., 2017; Dere
et al., 2017). Motilita spermii byla snizena po expozici nizkym koncentracim BPS (BPS1),
BPA snizuje motilitu ve vSech koncentracich expozice (Wang et al., 2016). Pokles viability
sprmii byl zjiStén u vysSich koncentraci BPS a u téchto skupin byl zjiStén 1 mirny nartst

fragmentace DNA.

35



Odlisnosti ve vysledcich mezi riznymi experimenty mohou byt zplisobené odlisSnym
druhem exponovaného zivocisného druhu, rizné¢ dlouhd doba expozice, rozdilné pouziti
analyzy pro detekci jednotlivych parametrt.

Z vysledkt tohoto experimentu lze piedpokladat, ze BPS bude mit podobné ucinky na

reprodukéni funkce samcii jako BPA.
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8 Zavér

V soucasné dobé¢ jsou organismy obklopené velkym mnozstvim chemickych latek, které
ovlivityji jejich fungovéni riznym zptisobem. Velkd pozornost se vénuje dopadu EDCs na
organismy. Diikladné prozkoumanym EDCs je BPA. Mnohé¢ studie experimentujici s touto
latkou dokazaly jeji negativni dopad na organismy v riznych ohledech. Skodlivy vliv,
pfedevsim na lidskou populaci, vedl k omezeni pouzivani BPA. Jako alternativa se nasledné
zacal pouzivat BPS, analog BPA. Skute¢nost, Ze je BPS analogem Skodlivého BPA vedlo
Kk obavam, ze BPS bude mit podobné $kodlivé ucinky jako BPA, a proto se jeho toxicita zacala
testovat. V soucasné dobé je jen omezené mnozstvi poznatkl o t€¢incich BPS.

Zjistili jsme, ze BPS ve stfedni koncentraci (1 ng. g*. bw; BPS2) ptisobi nartist hmotnosti
mysich samci, tedy piisobi obezogenné. BPS pusobil také na relativni hmotnost varlat, kdy tato
hodnota klesala pii expozici stiedni (1 ng. g. bw; BPS2) a vysoké (100 ng. g*. bw; BPS3)
koncentraci oproti skuping BPS1 (0,001 ng. g*. bw™). Pokles procenta motilnich spermii ve
skupiné BPS1 znac¢i sniZenou viabilitu spermii pod vlivem vystaveni BPS. Také spermii
s porusenym akrozoémem bylo zvySené mnozstvi ve skupiné BPS1. Mezi mrtvymi buiikami
nebyl naméfen statisticky vyznamny rozdil, ale bylo naznaceno, ze jejich pocet stoupa ve
skupiné¢ BPS1. NaSe pozorovani ukazuji, Ze BPS nepfedstavuje bezpecnou alternativu BPA a
muzeme potvrdit hypotézu, ze BPS negativné ovliviiuje reprodukéni kapacitu samett mysi.

V dalsich experimentech by bylo zajimavé zaméfit se na dalsi aspekty sam¢i reprodukcee,
jako jsou sexualni chovani, plodnost samct, hladiny hormonti v krevnim séru, histologicka
stavba varlat a napiiklad mezigenera¢ni vliv BPS, podobné jako je spoustou publikaci
potvrzeno u BPA. Obecné o BPS je potieba zjistit podrobnosti o mechanismu U¢inku na
organismy, k ¢emuz by poslouzila proteomicka analyza, ktera by mohla odhalit naruseni funkce
poteint pracujicich jako signalni molekuly. K poznani uc¢inkit BPS bude potieba naptiklad také
genetickych analyz. Jen komplexni poznani pisobeni BPS na organismy a nasledna opatieni

mohou eliminovat dopad na lidskou populaci.
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10 Seznam pouzitych zkratek

AhR= aryl hydrokarbonové receptory

BPA= bisphenol A= bisfenol A

BPAQ= bisphenol A- 3,4- quinoe

BPF= bisphenol F= bisfenol F

BPS= bisphenol S= bisfenol S

CAT= catalase= katalaza

DDT= dichlordifenyltrichloretan

DES= diethylstilbestrol

DFI= DNA fragmentacion index= index fragmentace DNA
dsDNA= double strand DNA= dvouvlaknova molekula DNA
EDCs=endocrine disruptors compounds= endokrinni disruptory
EE2= ethinylestradiol

EFSA= European Food Safety Authority

ERK= extracelularni kinaza

E2= estradiol

FSH= folikulostimula¢ni hormon

GnRH= Gonadotropin releasing hormon

JNK= c-Jun N-terminalni kindza

LH= luteiniza¢ni hodmon

LPO= Lipid Peroxidation= lipoperoxidace

Pl= propidium iodid= propidium jodid

PNA= peanut agglutinin= lektin

POD= peroxidase= peroxidaza

ROS= Reactive Oxygen Species= reaktivni kyslikové radikaly
SCSA= Sperm Chromazin Structure Assay= struktura chromatinu spermii
SOD= superoxide dismutase= superoxid dismutaza
sSDNA-=single strand DNA= jednovlaknova molekula DNA
TBT= tributyltin

TDI= Tolerable Daily Intake=tolerovatelny denni piijem
TNE= Tris+NaCI+EDTA
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11 Seznam priloh

e Priloha ¢.1: Obrazek ¢. 1: chemicka struktura Bisfenolu A, Bisfenolu S a Bisfenolu F.
Rochester, J. R., Bolden, A. L. 2015. Bisphenol Sand F: systematic review and
comparison of the hormonal activity of bisphenol A substitutes. Environmental Health

Perspectives. 123 (7). 643-650.

e Piiloha ¢ 2: Statisticky vyznamné rozdily ve hmotnosti samcit mezi jednotlivymi

experimentalnimi skupinami. Vyhodnocené pomoci Fisherova, LSD, testu.

Hmotnost mysSi (Fishertv, LSD test)

Group [ {1} 2 3 @
&. buriky 41,818 | 42,439 | 45244 | 41,305
1 VC 0,651948 0,016795 0,701145
2 BPS1| 0,651948 0,057913 0,421707
3 BPS2| 0,016795 0,057913 0,007764
4 BPS3| 0,701145 0,421707 0,007764

e Priloha ¢. 3: Statisticky vyznamné rozdily v relativni hmotnosti varlat samci mezi

jednotlivymi experimentdlnimi skupinami. Vyhodnocené pomoci Fisherova, LSD,

testu.

Hmotnost varlat/hmotnost téla (Fishertyv test)

Group | (1) 2 @ @
. buitky 6,3032 | 6,5609 | 56053 | 5,6386
1 VC 0,495477 0,070542 0,07618C
2 BPS1| 0,495477 0,020117 0,021267
3 BPS2| 0,070542 0,020117 0,93122C
4 BPS3| 0,07618C 0,021267 0,93122C
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e Piiloha ¢.

4: Statisticky vyznamné rozdily v procentu motilnich spermii mezi

jednotlivymi experimentalni skupinami. Vyhodnocené pomoci Fisherova, LSD, testu.

Motilita spermii (Fisher(v test)
Group {1} {2} {3} {4}
C. buriky 63,636 33,333 62,222 58,000
1 VC 0,000092 0,83804C 0,40422¢
2 BPS1| 0,000093 0,000302| 0,001241
3 BPS2|| 0,83804C 0,000302 0,551411
4 BPS3|| 0,404226 0,001241 0,551411

Priloha ¢&. S: Statisticky vyznamné rozdily v procentu PNA+ bun¢k mezi jednotlivymi

experimentalnimi skupinami. Vyhodnocené pomoci Mann-Whitneyova testu.

S¢t. por. BPS1 S¢t. por. BPS2 p-hodn. 2*1 str. prfesné p
111 60 0,027276 0,024434

S¢t. pot. BPS1 S¢t. por. BPS3 p-hodn. 2*1 str. presné p
124 66 0,006233 0,004135
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