STRESZCZENIE

B isfenol A jest monomerycznym zwiazkiem organicznym nalezacym do grupy fenoli, ma-
jacym szerokie zastosowanie w produkcji zywic, poliweglanéw i tworzyw sztucznych.
Masowa produkcja tego zwiazku przyczynila si¢ do jego rozpowszechnienia w srodowisku.
Jest to niepokojace, gdyz BPA nalezy do ksenoestrogenow, zwiazkéw syntetycznych o dzia-
laniu podobnym do estrogenu, wiec moze zaklécaé funkcjonowanie organizméw zwierzat i
ludzi. W artykule skupiamy sie na wplywie BPA na wybrane aspekty plodnosci ssakow. W
oparciu o najnowsze dane literaturowe pokazujemy, ze BPA zaburza w oocytach i zarodkach
m.in. wzér modyfikacji epigenetycznych, metabolizm energetyczny i strukture wrzeciona
podzialowego, co w rezultacie zmniejsza ich potencjal rozwojowy. Dyskutujemy tez istot-
nos$¢ wynikéw uzyskanych z doswiadczen prowadzonych in vitro i/lub na modelach zwie-
rzecych w kontekscie wplywu BPA na plodnosé kobiet.

WSTEP

Bisfenol A (BPA; Ryc. 1) jest monomerycznym zwigzkiem organicznym nale-
zacym do grupy fenoli, majacym szerokie zastosowanie w produkcji zywic, poli-
weglandéw i tworzyw sztucznych. Ze wzgledu na swoja transparentnos¢, lekkosc¢
oraz odpornoé¢ na uszkodzenia stosowany jest do produkcji wielu przedmio-
tow codziennego uzytku, np. plastikowych pojemnikéw i butelek do przecho-
wywania zywnosci, plastikowych zabawek dla dzieci, ptyt CD i DVD, metalo-
wych puszek (powleka ich wewnetrzna powierzchnig). Ponadto BPA znajduje
sie na powierzchni papieru wykorzystywanego do drukarek termicznych, sto-
sowanych do drukowania paragonéw. BPA wchodzi takze w sklad kosmety-
koéw (dezodoranty, perfumy, szampony) i wypelnieri dentystycznych. Masowa
produkcja tego zwiazku (prognozuje sie, ze osiagnie ponad 7 mIn ton do korica
2023 roku [1]) przyczynila sie do jego rozprzestrzenienia w §rodowisku. BPA
moze si¢ uwalnia¢ pod wplywem zmian pH i temperatury z materialéw, do
produkgji ktérych go uzyto, i migrowac¢ do zywnosci, powietrza, skéry, sliny
czy krwi [2,3]. Szacuje si¢, ze BPA przenika do organizmu cztowieka przede
wszystkim wraz z zywnoS$cia [4]. Kontakt czlowieka z BPA jest na tyle czesty,
ze w analizach przeprowadzonych w réznych czesciach swiata BPA wykryto
w moczu u $rednio 90% badanych oséb [5-8]. Oprécz moczu, BPA wykrywane
jest u cztowieka takze w surowicy krwi, élinie, mleku, ptynie w pecherzykach
jajnikowych oraz tozysku [9] (Tabela 1).

”°”O Cr

H3C CHj

bisfenol A

178 - estradiol

Rycina 1. Wzory strukturalne bisfenolu A (BPA) i estradiolu.

BPA JAKO KSENOESTROGEN

Dlaczego BPA budzi zainteresowanie biologéw i zaniepokojenie lekarzy?
Ot6z zwiazek ten nalezy do tzw. ksenoestrogendéw (gr. xenos - obcy), zwiazkéw
syntetycznych o dziataniu podobnym do estrogenu. BPA moze zatem zaklt6cac
funkcjonowanie organizméw zwierzat i ludzi. BPA oddziatuje na komérki or-
ganizmu przede wszystkim przez receptory estrogenowe. Klasyczne receptory
estrogenowe ERa i ERP (ang. estrogen receptor alpha i beta) znajduja sie¢ w cytozolu
i po zwigzaniu liganda (np. estradiolu lub BPA) zmieniaja swoja konformacje
i migruja do jadra komoérkowego, gdzie reguluja ekspresje wybranych genéw.
Robia to badz to wigzac sie bezposrednio z obecnymi w obrebie promotoréw
pewnych genéw sekwencjami warunkujacymi odpowiedz na estrogen (EREs,
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Tabela 1. Stezenia i dawki BPA fizjologicznie istotne dla cztowieka

surowica krwi

0,2-4,5 ng/ml

slina 0,2-42,8 ng/ml
mleko 0,6-3,4 ng/ml
mocz 0.1-27,3 ng/ml
plyn w pecherzykach jajnikowych 2,4 ng/ml

fozysko 11,2 ng/ g tkanki
tolerowalna dzienna dawka (TDI, z ang. tolerable daily intake) 4 ug/kg masy ciata

szacunkowa dzienna dawka spozywana wraz z jedzeniem

szacunkowa dzienna dawka z uwzglednieniem
wszystkich Zrédet ekspozycji

*EFSA - European Food Safety Authority

do 0,875 ug/kg masy ciata dla dzieci i 0,388 ug/kg masy ciata dla dorostych

do 1.449 pg/kg masy ciata

ang. estrogen responsive elements), badz poprzez uprzednie
zwigzanie sie z innymi czynnikami regulujacymi transkryp-
¢je. Zdolnos¢ receptoréw ER do regulacji transkrypcji zale-
zy od ich oddziatywania z kofaktorami (koaktywatorami i
korepresorami). Powinowactwo do kofaktoréw zalezy za$
od konformacji receptora przyjetej po zwigzaniu liganda:
poszczegdblne ligandy w odmienny sposéb wplywaja na
strukture przestrzenna receptoréw, a co za tym idzie, na ich
zdolnoé¢ do wiazania koaktywatoréw i korepresoréw. Nie-
wielka czeé¢ receptoréw ERa i ERP ulega palmitylacji i loka-
lizuje sie w blonie komérkowej. Receptory te po zwiazaniu
liganda aktywuja wewnatrzkomérkowe Sciezki sygnatowe
zwigzane z kinazami ERK/MAPK (ang. extracellular signal-
-requlated kinases/mitogen-activated protein kinases), PI3K/
AKT (ang. phosphoinositide 3-kinases/ AKT kinases) czy p38/
MAPK (ang. p38/ mitogen-activated protein kinases). Pozwala
to na wywolywanie znacznie szybszych reakcji komoérko-
wych w odpowiedzi na ligand niz w przypadku estrogeno-
wych receptoréw jadrowych. BPA wykazuje ok. 1000-2000
razy mniejsze powinowactwo do receptoréw ERa i ERP niz
estradiol. BPA moze za to oddzialywaé¢ z duzym powino-
wactwem ze stosunkowo niedawno odkrytym bionowym
receptorem estrogenowym GPR30 (ang. G protein-coupled re-
ceptor 30). Dane doswiadczalne sugeruja, ze BPA moze réw-
niez oddzialywa¢ z innymi receptorami, np. receptorami
androgenowymi (AR, ang. androgen receptors) czy sierocymi
receptorami zwigzanymi z estrogenem (ERR, ang. estrogen-
-related receptors) [3,10].

Wykorzystujac wspomniane powyzej receptory i mecha-
nizmy molekularne, BPA wplywa na rézne aspekty funk-
cgjonowania organizmu. Dotychczasowe dane wskazuja,
ze ekspozycja na BPA zwigksza ryzyko otyloéci, cukrzycy
typu 1l i zespotu policystycznych jajnikéw, choréb ukladu
krazenia, stanéw zapalnych, alergii, astmy, nowotworéw
piersi i prostaty, a nawet depresji i klopotow z pamiecia
[2,11]. Ze wzgledu na jego powinowactwo do receptoréw
estrogenowych i potencjalnie androgenowych, intensywnie
bada sie tez wptyw BPA na uklad rozrodczy i plodnosé. W
niniejszej pracy skupimy si¢ na oméwieniu wptywu BPA
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na wybrane aspekty zwigzane z rozmnazaniem plciowym
ssakéw, a mianowicie na przebieg mejozy w oocytach oraz
wczesny (przedimplantacyjny) rozwéj zarodkowy.

OOGENEZA ORAZ PRZEDIMPLANTACYJNY
ROZWOJ] ZARODKOWY SSAKOW

Oocyty wyksztalcaja si¢ na terenie jajnikéw z pierwot-
nych komoérek piciowych w czasie rozwoju plodowego. Po
replikacji DNA oocyty rozpoczynaja profaze I podziatu me-
jotycznego (profaze I), kiedy to chromosomy ulegaja kon-
densacji, a nastepnie - w pachytenie profazy I - rekombi-
nacji. W okresie okoloporodowym wszystkie oocyty zostaja
zablokowane w kolejnym stadium profazy I, diplotenie.
Blok ten trwa przynajmniej do okresu dojrzewania plcio-
wego. W okresie dojrzatosci plciowej oocyty i otaczajace je
struktury z somatycznych komorek pecherzykowych, tzw.
pecherzyki jajnikowe, wchodza stopniowo, wraz z kolejny-
mi cyklami hormonalnymi, w faze wzrostu stymulowang
na koficowym etapie przez hormon folikulotropowy (FSH,
ang. follicle-stimulating hormone). Oocyty gromadza wow-
czas potrzebne im na pézniejszych etapach rozwoju bialka,
kwasy nukleinowe (np. mRNA, rRNA) i organelle. Wyro-
$niete oocyty pod wplywem wyrzutu hormonu luteinizuja-
cego (LH, ang. luteinizing hormone) wznawiaja mejoze: kon-
czg profaze I i przechodza I podzial mejotyczny (tzw. doj-
rzewanie mejotyczne). W rezultacie tego podziatu powstaja
dwie komorki: mate I cialko kierunkowe oraz duzy oocyt
zablokowany w stadium metafazy II podzialu mejotyczne-
go (metafazy II). Oocyty w metafazie II s owulowane, czyli
uwalniane z jajnika do jajowodu, gdzie czekaja na zaptod-
nienie. Dopiero fuzja z plemnikiem umozliwia ukoriczenie
II podzialu mejotycznego i zainicjowanie podzialéw zarod-
kowych [12,13] (Ryc. 2). Niezaplodnione oocyty obumieraja.

Poczatkowe etapy rozwoju zarodkowego zachodza w
jajowodzie, przez ktoéry zarodki powoli przesuwaja sie w
kierunku macicy. Podzialy zarodkowe trwaja kilka dni,
prowadzac do powstania moruli, zarodka skiadajgcego sie
z kilkunastu-kilkudziesieciu $cile do siebie przylegajacych
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Rycina 2. Schemat dojrzewania mejotycznego oocytéw oraz przedimplantacyjnego rozwoju zarodkowego ssakow. W warunkach in vivo dojrzewanie mejotyczne oocytéw
odbywa sie w jajnikach. Po osiggnieciu stadium metafazy II oocyty sa uwalniane z jajnika do jajowodu (owulowane), i moga tam zosta¢ zaptodnione. Po zaptodnieniu
rozpoczyna sie rozw0j zarodkowy. Pierwsze podzialy mitotyczne zarodka zachodza w jajowodzie. Dopiero w stadium moruli/blastocysty zarodki przechodza do macicy.
W blastocyscie wyr6zniamy dwie gtéwne grupy komoérek: trofektoderme, ktora odpowiada za implantacje zarodka do Sciany macicy, oraz wezet zarodkowy, z ktérego

rozwinie sie ciato plodu wraz z blonami ptodowymi. Szczegoty w tekscie.

komorek, a nastepnie blastocysty, czyli zarodka sklada-
jacego sie z kilkudziesieciu-stu kilkudziesieciu komorek
(przytoczone liczby komoérek odpowiadajg zarodkom my-
szy i cztowieka, liczba komérek w poszczegélnych stadiach
rozwojowych rézni si¢ miedzy gatunkami). Blastocysta po-
wstaje w wyniku procesu zwanego kawitacja, polegajacego
na wytworzeniu si¢ wewnatrz moruli jamki wypelnionej
plynem. Jednoczesénie, wyréznicowujq sie w tym stadium
dwie podstawowe grupy komoérek: trofektoderma, tworza-
ca zewnetrzng warstwe blastocysty i odpowiedzialna m.in.
za proces implantacji i wytworzenie zarodkowej czesci to-
zyska, oraz wezet zarodkowy lezacy wewnatrz blastocysty,
ktoéry nastepnie utworzy wtasciwe ciato ptodu wraz z bto-
nami plodowymi [14]. Blastocysty przechodza z jajowodu
do macicy, gdzie moga ulec implantacji (Ryc. 2). Implanta-
gja, czyli zagniezdzenie si¢ zarodka w Scianie macicy, jest
niezbedna do dalszego wzrostu i réznicowania zarodka.
Umozliwia bowiem wytworzenie tozyska, ktére zawiadu-
je wymiang gazowa pomiedzy organizmem matki i ptodu
oraz transportem substancji odzywczych z organizmu mat-
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ki do ptodu i zbednych produktéw przemiany materii w
odwrotnym kierunku.

Z punktu widzenia technicznych mozliwosci prowadze-
nia badan na oocytach i zarodkach ssakéw, szalenie istotne
jest to, ze zaréwno dojrzewanie mejotyczne oocytéw, jak i
przedimplantacyjny rozw¢j zarodkéw, mozna tatwo i efek-
tywnie przeprowadzi¢ w warunkach in vitro, a wiec poza
organizmem samicy. Ulatwia to planowanie i wykonywa-
nie doswiadczeni, choé¢ jednoczesnie zwigksza ryzyko, ze
uzyskane wyniki nie beda wystarczajaco dobrze odzwier-
ciedlaé¢ proceséw zachodzacych wewnatrz organizmu.

MECHANIZM ODZIALYWANIA BPA NA
OOCYTY I ZARODKI SSAKOW

Jak wskazuja badania z ostatnich kilkunastu lat, BPA
wplywa na wiele aspektéw funkcjonowania oocytéw i
przedimplantacyjnych zarodkéw ssakéw. Efekty dziatania
tego zwiazku zaleza od wysokosci dawki, jak i momentu
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Rycina 3. Schemat mechanizmu oddziatywania bisfenolu A (BPA) na oocyty i zarodki ssakéw. BPA wigze sie z receptorami estrogenowymi (ERa i 8, GPR30) i potencjalnie
tez innymi, zlokalizowanymi badz to w cytoplazmie komorki, badZ w blonie komérkowej. Receptory blonowe po zwigzaniu BPA aktywuja wewnatrzkomérkowe szlaki
sygnatowe. Dane uzyskane z doswiadczeri na oocytach i zarodkach ssakéw wskazujg, ze jednym z nich jest szlak zalezny od kinazy ERK/MAPK, ale nie mozna wykluczy¢
udziatu innych Sciezek przekaznictwa (np. zaleznych od PI3K/AKT czy p38/MAPK). Receptory cytoplazmatyczne po zwigzaniu BPA migruja z kolei do jadra komor-
kowego, gdzie regulujg proces transkrypcji wybranych genéw. Mechanizmy te skutkuja - w sposéb bezposredni i posredni - zmianami w fizjologii komérek: prowadza
do zaburzenia modyfikacji epigenetycznych, indukuja stres tlenowy, zaklécaja metabolizm energetyczny i funkcjonowanie polaczen szczelinowych, zaburzajg strukture
wrzeciona podzialowego i homeostaze jonéw Ca*, wywoluja przedwczesna egzocytoze ziaren korowych w oocytach oraz procesy apoptozy i autofagii. Niektore z tych
zmian (jak np. stres tlenowy) moga posredniczy¢ we wplywie BPA na inne procesy i struktury komérkowe (np. budowe wrzeciona podzialowego, funkcjonowanie mi-
tochondriéw i polaczen szczelinowych, apoptoze czy przedwczesng egzocytoze ziaren korowych). Liniami ciggtymi zaznaczono takie zaleznosci potwierdzone danymi
literaturowymi, za$ linig przerywang - zaleznoéci prawdopodobne, lecz niepotwierdzone eksperymentalnie w oocytach lub zarodkach ssakéw. Wszystkie te zmiany
wplywaja negatywnie na proces oogenezy oraz rozwoju zarodkowego. Szczegoly w tekscie.
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i sposobu jej podania (Tabela 2). WyraZnie jednak wida¢
pewne prawidlowosci: jak wyjasnimy ponizej, BPA pro-
wadzi w komérkach do zmian w modyfikacjach epigene-
tycznych, indukuje stres tlenowy oraz zakléca formowanie
wrzeciona podzialowego. To z kolei negatywnie rzutuje na
przebieg mejozy w oocytach oraz podzialéw mitotycznych
w zarodkach. Mechanizmy molekularne posredniczace w
oddzialywaniu BPA na komoérki wcigz nie sa dobrze po-
znane. Jednak juz teraz obraz, ktéry wylania sie z posiada-
nych przez nas danych, jest stosunkowo skomplikowany.
Wszystko wskazuje na to, ze BPA wplywa na funkcjono-
wanie oocytéw i zarodkéw poprzez réznorodne receptory
i szlaki sygnatowe. Przy obecnym stanie wiedzy trudno jest
tez czasem stwierdzi¢, ktére z obserwowanych zmian feno-
typowych sa bezposrednim skutkiem oddziatywania BPA
na receptory obecne w oocytach i zarodkach, a ktére sa skut-
kiem drugorzedowym (Ryc. 3).

BPA A MODYFIKACJE EPIGENETYCZNE W
GAMETACH I ZARODKACH SSAKOW

Modyfikcje epigenetyczne to podlegajace dziedziczeniu
zmiany we wzorze ekspresji genéw niezwigzane ze zmia-
na sekwencji DNA. Poprzez wplyw na ekspresje genéw sa
kluczowe dla prawidlowego funkcjonowania komorki. Wy-
rézniamy trzy gtéwne typy takich modyfikacji: metylacje
DNA, modyfikacje potranslacyjne histonéw oraz oddziaty-
wanie niekodujacych RNA [15,16].

Metylacja DNA skutkuje zazwyczaj zahamowaniem
transkrypcji danego genu. Szczegélnego znaczenia nabie-
ra w regulacji aktywnosci genéw poddanych pietnowa-
niu genomowemu (ang. imprinting), czyli takich, ktére w
komorce sa aktywne tylko w jednej kopii: matczynej lub
ojcowskiej. Zaklécenie imprintingu moze prowadzi¢ do
powaznych schorzen, np. zespolu Angelmana czy Pradera-
Willi’ego [17]. Dotychczasowe badania wskazujg, ze BPA
moze hamowac metylacje DNA zaréwno w oocytach, jak i
w przedimplantacyjnych zarodkach ssakéw. BPA dodany
do pozywki w czasie dojrzewania mejotycznego in vitro
oocytéow Swini prowadzil do spadku ogélnego poziomu
metylacji DNA (mierzonej jako intensywnos¢ barwienia im-
munofluorescencyjnego wykrywajacego 5-metyl-cytozyne
(5meC)) w oocytach w metafazie I oraz obnizenia ekspresji
genu odpowiedzialnej za metylacje DNA metylotransfera-
zy DNMT3B (ang. DNA-methyltransferase 3 beta) przy jed-
noczesnym braku zmian w ekspresji DNMT3A (ang. DNA
methyltransferase 3 alpha) [18]. Z kolei, w zarodkach $wini
poddanych dziataniu BPA w czasie hodowli in vitro zaob-
serwowano znaczacy spadek barwienia 5meC, ktéremu
towarzyszyla zmniejszona ekspresja genéw obu metylo-
transferaz: DNMT3A i DNMT3B [19]. Zesp6t Chao i wsp.
wykazat takze wplyw BPA na metylacje genéw poddanych
pietnowaniu genomowemu w oocytach myszy: Igf2r (ang.
insulin like growth factor 2 receptor) i Peg3 (ang. paternally
expressed 3) [20]. Geny te sa stopniowo hipermetylowane/
wyciszane w oocytach miedzy 5. a 25. dniem po urodze-
niu myszy, jednak, jesli zwierzeta byty poddane dziataniu
BPA, dochodzilo do ich hipometylacji (zahamowania im-
printingu). Co wiecej, ekspozycja na BPA skutkowata ob-
nizeniem ekspresji genéw metylotransferaz Dnmtl (ang.
DNA-methyltransferase 1), Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3L (ang.
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DNA-methyltransferase 3 like). Ponadto, BPA prowadzit do
wzrostu ekspresji, zar6wno na poziomie mRNA, jak i bial-
ka, genu receptora estrogenowego ERa, co sugeruje, Ze re-
ceptor ten moze byé powiazany ze zmianami w metylacji
DNA. Rzeczywiscie, zahamowanie aktywnosci ERa przy
uzyciu chemicznego inhibitora podanego w czasie hodow-
li pecherzykéw jajnikowych in vitro przeciwdziatato hipo-
metylacji genéw Igf2r i Peg3 w oocytach, a takze spadkowi
ekspresji Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3L [20]. Podobne
wyniki uzyskali Trapphoff i wsp., ktérzy pokazali, ze BPA
dodany do pozywki w czasie hodowli in vitro pecherzykow
jajnikowych myszy prowadzi do wzrostu odsetka komorek
z bledami w metylacji genéw poddanych imprintingowi
w allelu matczynym [21]. Wplyw BPA na geny poddane
imprintingowi potwierdzily tez doswiadczenia, w ktérych
podawano ten zwigzek myszom doustnie przez okres od
2 tygodni przed taczeniem z samcami do 9,5 lub 12,5 dnia
cigzy. Doprowadzito to w uzyskanych zarodkach do zmian
w metylacji szeregu genéw poddanych metylacji na allelu
matczynym: Snrpn (ang. small nuclear ribonucleoprotein-asso-
ciated protein N), 1gf2 (ang. insulin-like growth factor 2), czy
Kenglotl (ang. KCNQI1 opposite strand/antisense transcript 1),
oraz na allelu ojcowskim: Ascl2 (ang. achaete-scute complex
homolog 2), Cdknlc (ang. cyclin dependent kinase inhibitor 1C),
czy Ube3a (ang. ubiquitin-protein ligase E3A). Zmiany te ob-
serwowano zaréwno w komoérkach plodu, jak i (a wiasciwie
przede wszystkim) tozyska. Towarzyszylo im obnizenie
ogolnej metylacji DNA w komérkach tozyska ale nie plodu,
a takze nieprawidlowosci w budowie tozyska [22].

Réwnie istotnym, co metylacja DNA, procesem regulu-
jacym ekspresje genéw w komoérkach sa modyfikacje epi-
genetyczne histonéw (zwlaszcza tzw. histonéw rdzenia:
H2A, H2B, H3 i H4), czyli podstawowych biatek odpowia-
dajacych za strukture chromatyny. Modyfikacje te maja cha-
rakter potranslacyjny i zaliczaja sie do nich np.: acetylacja,
metylacja, fosforylacja czy ubikwitynacja. Wplywaja one na
strukture chromatyny, a przez to na jej interakcje z biatkami
regulatorowymi, w tym czynnikami transkrypcyjnymi [16].
Hodowla in vitro pecherzykéw jajnikowych myszy w obec-
noéci BPA doprowadzita do spadku trimetylacji lizyny 9 hi-
stonu H3 (H3K9me3) w oocytach, ktére osiagnely stadium
metafazy II. Nie zaobserwowano jednak zmian w acetylacji
lizyny 12 histonu H4 (H4K12ac) [21]. BPA obnizyl tez me-
tylacje histonu H3 w oocytach $wini w mefatazie I: podanie
BPA w czasie dojrzewania oocytéw in vitro wywotato obni-
Zenie poziomu dimetylacji lizyny 4 histonu H3 (H3K4me?2),
ale takze wzrost ekspresji genéw kodujacych niektére mety-
lotransferazy odpowiadajace za metylacje histonow (ASH2L
(ang. ASH?2 like, histone lysine methyltransferase complex sub-
unit), EED (ang. embryonic ectoderm development), EZH2 (z
ang. enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit))
przy rownoczesnym braku zmian w ekspresji SUZ12 (ang.
SUZ12 polycomb repressive complex 2 subunit) i SUV39H2 (z
ang. suppressor of variegation 3-9 homolog 2) [18].

Ostatnio do opisanych przez nauke mechanizméw epi-
genetycznej regulacji ekspresji genéw dotaczyty nieko-
dujace RNA, w tym mikroRNA (miRNA). miRNA moze
hamowa¢é ekspresje genéw potranskrypcyjnie, poprzez
interakcje z czasteczkami mRNA i obnizanie ich stabil-
nodci i/lub hamowanie translacji [15,16]. Najnowsze do-
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Tabela 2. Modele doswiadczalne wykorzystane w badaniu wptywu BPA i jego zastepnikéw na funkcjonowanie oocytow i wezesnych zarodkéw ssakow

cztowiek
czlowiek
mysz
mysz
mysz
mysz
mysz
mysz
mysz
mysz
mysz
mysz

mysz

mysz

mysz
mysz

mysz

mysz

mysz
mysz

mysz

krowa
krowa
krowa
krowa
krowa
Swinia
Swinia
$winia

Swinia
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1-30 pM

(0,2-6,8 pg/ml)

87,6, nM-87,6 pM

(20 ng/ml-20 pg/ml)
3nM-30pM

(0,7 ng /ml-6.8 pg/ml)
31300 nM

(0,768 ng/ml )

45145 pM

(1,0110,2 pg/ml)
0,2nM-2,2 yM

(50 pg/ml-502 ng/ml)
10-30 pM

(2,3-6,8 pg/ml)
87,6-438 pM

(20-100 pg/ml)

8,8-438 M

(2-100 pg/ml)

10 nM-100 pM

(2,3 ng/ml-22,8 ng/ml)
21,9-219 uM
(5=50ng,/mi)

100 pM-100 pM

(22,8 pg/ml-22,8 png/ml)
1 nMi100pM

(0.2 ng/ml i22,8 ng/ml)
(i) 0,2-44 pM

(50 ng/ml-10 pg/ml)
(ii) 20-100 pg/kg masy ciala
100 g/ kg masy ciata
1-100 pg/ kg masy ciala

50 pg/kg /masy ciala

(i) 0,21 20 mg/kg masy ciata
(if) 0,04 mg/kg masy ciala
(iii) 0,5 mg/1

200-800 mg/kg masy ciata

25 pg/kg-100 mg/
kg masy ciala

201 40 pg/kg masy ciata

1 fM-50 pM

(0,2 fg/ml-11,4 ug/ml)
4,41i44 nM

(1110 ng/ml)

661131 nM

(151 30 ng/ml)

661131 nM

(15130 ng/ml)

219 pM

(50 pg/ml)

100 pM-100 pM

(22,8 pg/ml-22,8 g/ ml)
50-100 pM

(11,4-22,8 pg/ml)

2001 250 pM
(45,7157,1 pg/ml)
50-200 pM

(11,4-45,7 pg/ml)

w hodowli in vitro ptodowych jajnikéw

w hodowli in vitro oocytow

w hodowli in vitro
pecherzykéw jajnikowych
w hodowli in vitro
pecherzykoéw jajnikowych
w hodowli in vitro
pecherzykéw jajnikowych

w hodowli in vitro COCs

w hodowli in vitro COCs

w hodowli in vitro COCs

w hodowli in vitro COCs

w hodowli in vitro oocytow
w hodowli in vitro oocytéw
w hodowli in vitro zarodkéw
w hodowli in vitro zarodkéw

(i) w hodowli in vitro oocytow
(ii) codziennie doustnie przez tydzier

codziennie doustnie przez tydzien
codziennie doustnie przez 2 tygodnie

codziennie doustnie przez
3 cykle hormonalne

(i) jednorazowo, doustnie

(if) codziennie, doustnie przez tydzien
(iif) 7 tygodni w wodzie do picia
codziennie doustnie od

0,5 do 3,5 dnia ciazy

codzienne zastrzyki od

0,5 do 3,5 dnia cigzy

codzienne zastrzyki przez tydzien

lub zastrzyki co 5 dni przez 15 dni

w hodowli in vitro COCs
w hodowli in vitro zarodkéw
w hodowli in vitro COCs
w hodowli in vitro COCs
w hodowli in vitro COCs
w hodowli in vitro COCs
w hodowli in vitro COCs
w hodowli in vitro COCs

w hodowli in vitro zarodkow

plodowe oocyty w profazie I

oocyty dojrzewajace mejotycznie

oocyty dojrzewajace mejotycznie,
komoérki pecherzykowe

oocyty dojrzewajace mejotycznie,
pecherzyki jajnikowe

oocyty dojrzewajace mejotycznie,
pecherzyki jajnikowe

oocyty dojrzewajace mejotycznie, COCs

oocyty dojrzewajace mejotycznie

oocyty dojrzewajace mejotycznie,
zarodki przedimplantacyjne

oocyty dojrzewajace mejotycznie
oocyty w profazie I

oocyty owulowane

zarodki przedimplanta-cyjne

zarodki przedimplantacyjne

oocyty dojrzewajace mejotycznie
oocyty dojrzewajace mejotycznie
jajniki, krew

jajniki, krew, oocyty

dojrzewajace mejotycznie,

zarodki przedimplantacyjne

oocyty owulowane, zygoty

zarodki przed- i okotoimplanta-cyjne

zarodki przed- i okoloimplanta-
cyjne, noworodki

oocyty dojrzewajace mejotycznie, jajniki
oocyty dojrzewajace mejotycznie
zarodki przedimplantacyjne

oocyty dojrzewajace miejotycznie

zarodki przedimplantacyjne

oocyty dojrzewajace mejotycznie,
COCs, zarodki przedimplantacyjne

oocyty dojrzewajace mejotycznie, COCs
oocyty dojrzewajace mejotycznie, COCs
oocyty dojrzewajace mejotycznie

zarodki przedimplantacyjne
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niesienia wskazujg, Zze BPA zmienia ekspresje miRNA w
oocytach, komoérkach pecherzykowych otaczajacych oocy-
ty w jajniku, a takze w zarodkach przedimplantacyjnych.
Rodosthenous i wsp. wykazali, ze BPA obniza ekspresje
miRNA 27b-3p w ludzkich komorkach pecherzykowych
hodowanych in vitro, co prowadzi do wzrostu ekspresji
genu FADD (ang. Fas-associated protein with death domain)
zaangazowanego w apoptoze [23]. Z kolei Sabry i wsp.
wykazali, ze BPA podany w czasie dojrzewania krowich
oocytéw in vitro doprowadzil do zmian w ekspresji miR-
-10b, miR-21, miR-29a, miR-34 i miR-155 w obrebie kom-
plekséw zbudowanych z oocytéw i komérek pecherzyko-
wych (tzw. COCs, ang. cumulus-oocyte complexes). Nie za-
obserwowano natomiast zmian w ekspresji miR-146a. Co
ciekawe, BPA podane w czasie dojrzewania mejotycznego
oocytoéw krowy spowodowato wzrost w ekspresji miR-34c
w otrzymanych z tychze oocytow zarodkach 8-16 komoér-
kowych (czyli na stadium, gdy dochodzi do aktywacji ge-
nomu zarodkowego w zarodkach krowy) [24].

Podsumowujgc, zmiany w modyfikacjach epigenetycz-
nych wywotane przez BPA w oocytach i zarodkach ssakéw
moga prowadzi¢ do zmian w ekspresji genéw, a w rezul-
tacie - do zaburzenia funkcjonowania tych komoérek. Nie
mozna zatem wykluczy¢, ze zaburzenia zwiazane z dziala-
niem BPA opisane w kolejnych paragrafach sa tez, cho¢by
w czesci, zwigzane z zaburzeniem wzoru modyfikacji epi-
genetycznych.

BPA A STRES OKSYDACY]JNY

Szereg publikacji wskazuje, ze innym waznym me-
chanizmem posredniczacym we wptywie BPA na oocyty
i zarodki jest stres tlenowy. Nagromadzenie w komorce
wolnych rodnikéw tlenowych (ROS, ang. reactive oxygen
species) skutkuje uszkodzeniem DNA, biatek i lipidéw, a w
konsekwencji zaburzeniem pracy organelli. BPA podany
w czasie dojrzewania mejotycznego in vitro oocytéw my-
szy prowadzil w nich do wzrostu iloéci ROS oraz spadku
ilodci glutationu, jednego z gléwnych przeciwutleniaczy
komoérkowych [25]. Podobny efekt BPA wywart na doj-
rzewajace oocyty swini. W nich réwniez zaobserwowano
wzrost iloéci ROS, a takze wzrost ekspresji genéw kodu-
jacych enzymy antyoksydacyjne SOD2 (ang. superoxide di-
smutase 2), PRDX3 i PRDX5 (ang. peroxiredoxin 315) [18,26].
W obu przypadkach dodanie do hodowli przeciwutlenia-
czy usuwalo objawy stresu tlenowego [25,26]. Akumulacje
ROS w oocytach myszy zaobserwowano takze, gdy BPA
podawano zwierzetom doustnie przez 7 dni przed izola-
cja oocytéw [27]. BPA wywoluje tez stres oksydacyjny w
zarodkach przedimplantacyjnych: dodany do hodowli in
vitro zarodkéw $wini prowadzil do wzrostu stezenia ROS
w ich komorkach [19].

Jak opiszemy ponizej, doswiadczenia z zastosowaniem
antyoksydantéw wskazaly, ze wzrost stezenia ROS odpo-
wiada - przynajmniej czeéciowo - za zaburzenia w funk-
cjonowaniu oocytéw i zarodkow ssakéw wywolane przez
BPA, w tym za zmiany w aktywnosci mitochondriéw, ko-
munikacji miedzykomoérkowej, strukturze aparatu jadrowe-
go, rozmieszczeniu organelli w komorce, a takze za induk-
cje proceséw apoptozy i autofagii [25-28] (Ryc. 3).
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BPA A FUNKCJONOWANIE MITOCHONDRIOW

Mitochondria to organelle kluczowe dla poprawnego
funkcjonowania komérki, gdyz sa gtéwnym miejscem pro-
dukcji ATP, wysokoenergetycznego zwiazku potrzebnego
w wielu procesach komérkowych. Jak wykazali Park i wsp.,
BPA podany w czasie dojrzewania in vitro oocytéw $wini
obnizyl potencjat btonowy mitochondriéw, czyli doprowa-
dzit do spadku ich aktywnosci. Wptyw BPA na mitochon-
dria zostal zahamowany przez dzialanie antyoksydantéw,
co sugeruje, ze mediatorem opisanych powyzej zmian sg
ROS [26].

BPA A POLACZENIA SZCZELINOWE

Prawidlowy przebieg oogenezy, warunkujacy jakosé
oocytéw, zalezy w duzej mierze od poprawnej komunika-
¢ji miedzy oocytami a otaczajacymi je w jajniku komorka-
mi pecherzykowymi. Jednym z gtéwnych szlakow tej ko-
munikacji sa polaczenia szczelinowe, przez ktére komoérki
pecherzykowe dostarczaja oocytom wielu potrzebnych
substancji, np. substratéw energetycznych czy substancji
regulatorowych [30]. Polaczenia szczelinowe taczace oocy-
ty z komoérkami pecherzykowymi zbudowane sg z konek-
syny 37, zaé polaczenia szczelinowe pomiedzy sgsiednimi
komérkami pecherzykowymi - z koneksyny 43 [29]. BPA
podany w czasie hodowli in vitro mysich COCs prowadzil
do zahamowania transportu zaréwno pomiedzy samymi
komoérkami pecherzykowymi, jak i pomiedzy komoérkami
pecherzykowymi a oocytem, mimo, ze nie wptywat na eks-
presje koneksyn 43 i 37. Wynik ten sugeruje, ze w pecherzy-
kach jajnikowych myszy BPA moze wplywac na funkcjo-
nowanie polaczen szczelinowych na poziomie potranslacyj-
nym [30]. Inaczej niz w doswiadczeniach z wykorzystaniem
komorek mysich, w $wirnskich COCs hodowanych z BPA
zauwazono obnizenie ilosci mRNA koneksyny 37 [26]. Co
wiecej, ekspresja koneksyny 37 wrécita do normalnego po-
ziomu po zastosowaniu antyoksydantéw, co sugeruje, ze
stres tlenowy indukowany przez BPA jest odpowiedzialny
za zaburzenia komunikacji miedzykomoérkowej w COCs
[26]. Jeszcze inne wyniki odnotowano dla krowich COCs
traktowanych BPA. Podobnie jak w przypadku COCs my-
szy, BPA nie wplynal w nich na ekspresje koneksyny 43, ale
spowodowal wzrost ekspresji koneksyny 37 w komoérkach
pecherzykowych [31]. Zahamowanie funkcjonalnosci pota-
czen szczelinowych odnotowano tez dla ludzkich komérek
pecherzykowych hodowanych in vitro w obecnosci BPA.
W tym przypadku zaobserwowano zmniejszong ekspresje
koneksyny 43 na poziomie mRNA. Co ciekawe, efekt ten
byt zahamowany przez zastosowanie antagonisty receptora
estrogenowego lub inhibitora kinazy MAPK, co sugeruje, ze
sa one mediatorami wplywu BPA na polaczenia szczelino-
we [32].

BPA A STRUKTURA WRZECIONA PODZIALOWEGO

Prawidtowa struktura wrzeciona podzialowego jest klu-
czowa dla zapewnienia poprawnego rozdzialu materialu
genetycznego pomiedzy komorki potomne. Sprawna re-
gulacja tego procesu jest wazna dla kazdego typu dziela-
cych sie komorek, ale w przypadku oocytéw i zarodkéw
przedimplantacyjnych zyskuje dodatkowe znaczenie - tu
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w gre wchodzi bowiem ‘genetyczny dobrostan’” nowego
organizmu. BPA podany w czasie dojrzewania in vitro kro-
wich, $winskich, mysich i ludzkich oocytéw prowadzit do
zaburzen w budowie wrzeciona podzialowego (np. zmian
ksztaltu wrzeciona, rozproszenia materiatu pericentriolar-
nego, zaniku bipolarnosci) oraz w ulozeniu chromosoméw
[18,33-39]. Zaburzenia w formowaniu wrzeciona zaob-
serwowano takze gdy BPA zastosowano w warunkach in
vivo, podajac go doustnie myszom przez 7 dni [27,35]. We
wrzecionach o nieprawidiowej strukturze obserwowano
obecnos¢ biatka MAD?2 (ang. mitotic arrest deficient 2), §wiad-
czaca o aktywacji punktu kontrolnego cyklu komérkowego
powiazanego z odpowiednim przylaczeniem chromosomo-
wych kinetochoréw do mikrotubul wrzeciona (SAC, ang.
spindle assembly checkpoint) [35,40]. Aktywacja tego punktu
kontrolnego tlumaczy opéznienie w przebiegu I podziatu
mejotycznego lub jego catkowite zahamowanie obserwo-
wane w oocytach traktowanych BPA (czytaj ponizej). Co
wiecej, BPA wplynal negatywnie na budowe wrzeciona
podzialowego réwniez gdy zostat dodany pozywki hodow-
lanej juz po osiagnieciu przez oocyty stadium metafazy II
[41]. Oznacza to, ze BPA zakldca nie tylko proces formowa-
nia wrzeciona, ale i utrzymywania jego prawidlowej struk-
tury. Nie zaobserwowano natomiast zwigzku miedzy BPA
a wzrostem czesto$ci aneuploidii w oocytach w metafazie II
lub w zygotach [35,42].

W oocytach traktowanych BPA odnotowano takze spa-
dek ilosci ufosforylowanych form kinaz MAPK oraz CaM-
KII (ang. Ca¥/calmodulin-dependent protein kinase II), waznych
enzyméw regulujacego strukture wrzeciona [18,39], co
moze tlumaczy¢ jego nieprawidtowa budowe. Z kolei do-
$wiadczenia z uzyciem inhibitora kinazy Aurora A sugeru-
ja, ze enzym ten poséredniczy we wplywie BPA na ksztalt
biegunéw wrzeciona [41]. Co wiecej, zastosowanie antyok-
sydantéw przeciwdziatato powstawaniu nieprawidtowosci
w strukturze wrzeciona, wskazujac, ze wywolany przez
BPA stres tlenowy moze by¢ odpowiedzialny za zaburzenia
w budowie aparatu jadrowego [27].

BPA A FUNKCJONOWANIE MECHANIZMOW
ODPOWIEDZIALNYCH ZA PRAWIDELOWY
PRZEBIEG ZAPLODNIENIA

Oprocz opisanych powyzej struktur komérkowych, ta-
kich jak mitochondria czy wrzeciono podzialowe, istotne
dla prawidlowego wypelnienia przez oocyty ich funkgcji
(czyli polaczenia z plemnikiem w celu zainicjowania roz-
woju zarodkowego) sa tzw. ziarna korowe. Organelle te
zawieraja enzymy, ktére po zaplodnieniu sa uwalniane na
skutek egzocytozy do przestrzeni otaczajacej oocyt, co po-
zwala na modyfikacje ostonki przejrzystej (czyli bialkowej
otoczki ostaniajgcej oocyt) i uczynienie jej nieprzenikalna
dla dodatkowych plemnikéw. W ten sposéb powstaje blok
przeciwko polispermii na poziomie oslonki przejrzystej,
uniemozliwiajacy zaplodnienie oocytu przez wiecej niz je-
den plemnik [43]. Okazuje sig, ze ziarna korowe sg podatne
na dziatanie BPA. Podanie myszom BPA doustnie przez 7
dni wywolalo w oocytach przedwczesna egzocytoze ziaren
korowych, a w rezultacie modyfikacje ostonki przejrzystej
zanim doszlo do zaplodnienia [27]. Dodatkowo, BPA spo-
wodowal w tym ukladzie do$wiadczalnym utrate biatka
Juno z btony komérkowej oocytéw [27]. Biatko to odpowia-
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da za wigzanie plemnika na powierzchni oocytu, proces
warunkujacy pézniejsza fuzje gamet [44]. Podanie antyok-
sydantéw zmniejszylo efekt dzialania BPA, co $wiadczy o
tym, ze przedwczesna egzocytoza ziaren korowych, podob-
nie jak i utrata biatka Juno z powierzchni oocytu, mogtly by¢
wywolane przez stres tlenowy zaindukowany przez BPA
[27]. Obnizenie zdolnosci do zaptodnienia zaobserwowano
takze w oocytach myszy, ktérym podawano BPA doustnie
przez trzy cykle hormonalne [45], jak i w uktadzie, w kto-
rym oocyty myszy poddano dojrzewaniu in vitro w obecno-
Sci BPA [25].

Wiele wskazuje na to, ze BPA wplywa takze na home-
ostaze jonéw Ca** w oocytach ssakéw. Jony Ca* sg klu-
czowym elementem odpowiedzi oocytu na zaplodnienie
- plemnik wywotuje w oocycie oscylacje cytoplazmatycz-
nego stezenia wolnych jonéw Ca*, ktére z kolei aktywuja
enzymy (np. kinaze CaMKII) regulujace ukonczenie me-
jozy i inicjacje mitotycznych podziatéw zarodkowych, czy
wspomniane wczeéniej egzocytoze ziaren korowych i usta-
nowienie bloku przeciwko polispermii na poziomie ostonki
przejrzystej [46]. Mohri i Yoshida zaobserwowali, ze BPA
znaczgco ostabia spontaniczne oscylacje Ca*" obserwowane
czesto w oocytach myszy dojrzewajacych in vitro [47]. Nasze
dane wskazujg natomiast, ze zwiazek ten zaburza tez oscy-
lacje Ca** indukowane w dojrzatych oocytach myszy przez
zaplodnienie, i Ze dzieje sie to za posrednictwem Sciezek sy-
gnatowych zaleznych od receptora GPR30 i kinazy MAPK
(Sadowska i Ajduk, w przygotowaniu).

BPA A INDUKCJA APOPTOZY I AUTOFAGII

Wywotywane przez BPA zaburzenia, takie jak dysfunkcja
mitochondriéw, zaktécenie homeostazy jonowej czy niepra-
widlowosci aparatu jadrowego, moga wprowadzi¢ komor-
ke na Sciezke programowanej $mierci, czyli apoptozy, i/lub
Sciezke ‘recyklingu” organelli i czasteczek znajdujacych sie
w komorce, czyli autofagii (Ryc. 3). Badania potwierdzaja,
ze BPA rzeczywiécie indukuje w oocytach, komérkach pe-
cherzykowych czy zarodkach oba te procesy.

Poddanie dojrzewajacych in vitro swinskich COCs dzia-
taniu BPA inicjowato w nich proces apoptozy. Objawiato sie
to wzrostem ilosci mRNA dla bialek proapoptotycznych,
takich jak kaspaza 3 i BAX (ang. Bcl-2-associated X prote-
in). Odnotowano takze zwiekszenie ilosci biatka AIF (ang.
apoptosis-inducing factor), indukujacego apoptoze w sposéb
niezalezny od kaspaz, oraz przecietych formy kaspazy 3 i
biatka PARP1 (ang. poly [ADP-ribose] polymerase-1), beda-
cych znacznikami komodrek w stanie apoptozy [26]. Wang
i wsp. zaobserwowali z kolei wzrost blonowej ekspresji
typowego markera apoptozy, aneksyny V, a takze spadek
ilosci mRNA antyapoptycznego BCL-XL (ang. B-cell lympho-
ma-extra large), przy braku zmian w ekspresji mRNA pro-
apoptycznego BAK (ang. Bcl-2 homologous antagonist/killer)
[18]. Wzrost odsetka oocytéw pozytywnie wyznakowanych
w barwieniu na aneksyne V, a wiec z zaindukowanym pro-
cesem apoptozy, zaobserwowano tez w przypadku myszy,
ktérym przez 7 dni podawano BPA doustnie [27]. Efekt ten
zostal przynajmniej czeciowo zahamowany przez podanie
przeciwutleniaczy, co sugeruje, Ze apoptoze moze wywo-
tywaé stres tlenowy [26,27]. Podanie BPA w czasie dojrze-
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wania in vitro oocytéw krowy doprowadzito tez do wzro-
stu odsetka apoptotycznych komoérek w uzyskanych z tych
oocytéw zarodkach [48,49]. Indukcje apoptozy, przejawiaja-
ca sie wzrostem liczby komoérek z typowymi uszkodzeniami
DNA (zidentyfikowanymi za pomoca barwienia TUNEL),
spadkiem ekspresji antyapoptotycznych genéw BCL2 (ang.
B-cell lymphoma 2) i BCL-XL, jak i uwolnieniem cytochromu
C z mitochondriow, odnotowano takze w zarodkach swini
hodowanych in vitro w obecnoéci BPA [19]. Wzrost liczby
komoérek apoptotycznych zaobserwowano réwniez w my-
sich blastocystach uzyskanych od samic, ktérym podawano
doustnie BPA w czasie pierwszych 3 dni cigzy [50].

W swinskich oocytach dojrzewajacych in vitro, BPA indu-
kowat tez ekspresje genéw kodujacych biatka powigzane z
procesem autofagii, takie jak LC3 (ang. microtubule-associa-
ted protein 1A/1B-light chain 3) oraz ATG3 i ATG7 (ang. au-
tophagy related 3 1 7), biorace udzial w typowej dla autofagii
modyfikacji (tzw. lipidacji) LC3. Jednoczeénie, BPA nie wy-
wotal w tym ukladzie doswiadczalnym zmian w ekspres;ji
genéw kodujacych inne biatka zaangazowane w autofagie:
LAMP?2 (ang. lysosome-associated membrane protein 2) i ATGS
(ang. autophagy related 5), i spowodowal spadek ekspresji
pozostalych regulatoré6w autofagii, biatek mTOR (ang. mam-
malian target of rapamycin) i Beclinl [18]. Wzrost ekspresji ge-
néw LC3 oraz BECN1 (gen kodujacy biatko Beclinl) przy
braku zmian w ilosci mRNA ATG5 zaobserwowano takze w
swinskich zarodkach hodowanych in vitro w obecnosci BPA
[19]. Indukcje autofagii przez BPA potwierdzita tez analiza
jajnikéw uzyskanych od myszy, ktérym zwiazek ten poda-
wano doustnie codziennie przez 2 tygodnie. Zaobserwowa-
no w nich wzrost ekspresji bialek LC3 oraz Beclinl, jak i ty-
powy dla autofagii wzrost stosunku ilosci skoniugowanej z
fosfatydyletanolaming (czyli poddanej lipidacji) formy LC3
(LC3II) do formy niezmodyfikowanej (LC3I) [51]. Podobne
wyniki uzyskano dla ludzkich komérek pecherzykowych
hodowanych in vitro z BPA [51]. Co istotne, obnizenie eks-
presji kinazy AMPK (ang. 5" AMP-activated protein kinase)
w komorkach pecherzykowych zahamowalo autofagie, su-
gerujac, ze kinaza ta posredniczy w indukgji tego procesu
przez BPA [51].

BPA A PRZEBIEG MEJOZY W OOCYTACH

Opisane powyzej zaburzenia w funkcjonowaniu oocytéw
oraz otaczajacych je w jajniku komorek pecherzykowych
(podsumowane na Ryc. 3) moga prowadzi¢ do powaznych
zakl6cenn w przebiegu mejozy w oocytach. Gdy BPA doda-
no do pozywki, w ktérej hodowano ludzkie ptodowe jajniki
uzyskane z banku tkanek, okazalo sie, ze zwigzek ten spo-
walnial przebieg profazy I podzialu mejotycznego: zwiek-
szal sie odsetek oocytow w leptotenie, a zmniejszat w pachy-
tenie. Co wiecej, BPA zwigkszyt liczbe miejsc crossing-over
obserwowanych w oocytach w pachytenie. Podobny efekt
obserwowano, gdy zamiast BPA zastosowano estradiol, co
sugeruje, ze wplyw BPA jest zwigzany z jego ksenoestroge-
nowym charakterem [52]. BPA dodane do pozywki w cza-
sie dojrzewania mejotycznego in vitro oocytéw czlowieka,
myszy, $wini i krowy prowadzito zazwyczaj do zaleznego
od dawki opdznienia lub wrecz zahamowania I podziatu
mejotycznego. Skutkowalo to mniejsza liczba oocytow, kto-
re osiagaly stadium metafazy II [18,25,26,30,34,36-40,53].
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Dojrzewanie mejotyczne oocytéw zostalo zahamowane tak-
ze wowczas, gdy BPA podawano samicom myszy doust-
nie przez 7 dni przed rozpoczeciem tego procesu [27]. Co
istotne, zastosowanie antyoksydantéw zwiekszato odsetek
oocytéw, ktoére byly w stanie osiaggnac¢ stadium metafazy
II [25-27]. Wynik ten sugeruje, ze stres tlenowy moze by¢
waznym mechanizmem posredniczacym we wplywie BPA
na przebieg dojrzewania mejotycznego. Nalezy jednak za-
uwazy¢, ze nie wszyscy badacze zaobserwowali zahamo-
wanie | podziatu mejotycznego oocytéw na skutek dziata-
nia BPA [33].

BPA moze zaklécaé przebieg mejozy w oocytach nie
tylko poprzez wywolanie zaburzerh w procesach komérko-
wych opisanych we wczeéniejszych paragrafach, ale takze
wplywajac na regulacje hormonalng wewnatrz jajnika. W
ukladzie doswiadczalnym, w ktérym pecherzyki jajnikowe
myszy hodowano in vitro w obecnosci BPA, zaobserwowa-
no, ze zwiazek ten prowadzi do spadku produkgji estradio-
lu przez komorki [37,39] i do obnizonej ekspresji recepto-
réow estrogenowych [39]. W krowich COCs hodowanych in
vitro z BPA odnotowano zalezne od stezenia tego zwiazku
zmiany w produkcji hormonu anty-Miillerowskiego (AMH,
ang. anti-Miillerian hormone) i jego receptora, AMHR?2 (ang.
anti-Mullerian hormone receptor type 2) [49]. Z kolei, BPA po-
dawany samicom myszy doustnie codziennie przez 2 tygo-
dnie wedlug jednych badaczy nie wptynat znaczaco na cykl
hormonalny samic [45], cho¢ wedtug innych - doprowadzit
do zaleznego od dawki BPA spadku stezenia estradiolu,
progesteronu i AMH w krwi zwierzat [51]. Spadek produk-
qji estradiolu i progesteronu zanotowano takze w ludzkich
komoérkach pecherzykowych hodowanych in vitro w obec-
noéci BPA. Co ciekawe, wplyw BPA na stezenie hormonéw
ulegal odwréceniu przy zastosowaniu inhibitora procesu
autofagii, wskazujac, Ze autofagia i efektywnos¢ produkcji
hormonéw przez komérki pecherzykowe sg ze sobg powia-
zane [51].

BPA A ROZWOJ ZARODKOWY

Prawidtowe dojrzewanie oocytéw warunkuje ich zdol-
nos¢ do podtrzymania pézniejszego rozwoju zarodka
(Ryc. 3). Nie powinno zatem dziwi¢, ze dojrzewanie oocy-
téw krowich i mysich in vitro w obecnosci BPA negatywnie
wplyneto na rozw¢j uzyskanych z tych oocytow zarodkow.
Zarodki takie, w poréwnaniu do zarodkéw kontrolnych,
stabiej sie dzielity i rzadziej osiagaly stadium blastocysty
[24,25,31,48,49]. W innym doswiadczeniu zarodki uzyskano
przez zaptodnienie in vitro z oocytow wyizolowanych z sa-
mic myszy karmionych BPA codziennie przez 3 cykle hor-
monalne. Zarodki te rozwijaly sie¢ normalnie przynajmniej
przez pierwsze 48 godzin od zaptodnienia, jednak czas ob-
serwacji byl zbyt krétki, by uchwyci¢ ewentualny wptyw
BPA np. na proces tworzenia sie blastocyst [45].

Dodanie BPA do pozywki dopiero na etapie rozwoju
przedimplantacyjnego in vitro, zmniejszylo efektywnosc
uzyskiwania krowich i $winskich blastocyst [19,54]. BPA
nie wplynal jednak na catkowita liczbe komérek w krowich
blastocystach i ich rozdziat miedzy wezet zarodkowy a tro-
fektoderme [54]. W przypadku zarodkéw $wini hodowa-
nych w obecnosci BPA zaobserwowano natomiast zmniej-
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szong ekspresje genéw bialek pluripotencji, typowych dla
wezla zarodkowego, takich jak OCT4 (ang. Octamer-binding
transcription factor 4), SOX2 (z ang. SRY-box transcription fac-
tor 2) i NANOG (irl. Tir na nOg, Kraina mlodosci). Wynik
ten wskazuje, Ze BPA moze jednak zaburza¢ formowanie
pierwszych zarodkowych linii komérkowych [19]. Odmien-
ny wplyw BPA na réznicowanie pierwszych linii zarodko-
wych w zarodkach krowy i $wini moze wynika¢ z réznic
miedzy tymi gatunkami (np. we wrazliwoéci na BPA), ale
i z zastosowania innego ukladu doswiadczalnego (steze-
nie BPA, czas jego dodania do hodowli, sposéb analizy
zarodkéw). Co ciekawe, mimo ze wplyw BPA na przedim-
plantacyjny rozwdj zarodkéw krowy przypominat wptyw
estradiolu, zastosowanie antagonisty receptoréw estroge-
nowych nie zdotalo calkowicie odwrdci¢ skutkéw dziatania
BPA [54]. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze BPA oddzialuje na
rozw¢j zarodkowy poprzez skomplikowany mechanizm fg-
czacy ze soba rézne Sciezki sygnalowe.

W przypadku zarodkéw myszy hodowanych in vitro w
obecnosci BPA, Takai i wsp. zaobserwowali, ze BPA w ni-
skim stezeniu (1-3 nM) przyspiesza podziaty zarodkowe i
kawitacje, podczas gdy stezenie wyzsze (100 pM) - spowal-
nia je. Stezenia posrednie BPA (10 nM-10 pM) nie wywarty
z kolei znaczacego wplywu na te parametry [55,56]. Obser-
wacja ta $wietnie ilustruje, jak duzy wplyw na uzyskiwane
wyniki moze mie¢ zastosowane stezenie BPA (patrz tez Ta-
bela 2 zestawiajagca warunki poszczegdlnych doswiadczeri
opisanych w tekscie). Blastocysty uzyskane z zarodkéw
traktowanych wszystkimi dawkami BPA przeanalizowany-
mi przez zesp6l Takai i wsp. miaty poprawna morfologie i
podobna liczbe komérek, co blastocysty kontrolne. Co waz-
ne, dodanie do hodowli tamoksifenu, zwigzku o dziataniu
antyestrogenowym, spowolnilo rozw¢j przedimplantacyj-
ny w grupach hodowanych z 1 i 3 nM BPA, potwierdzajac,
ze BPA oddzialuje na komérki zarodkéw myszy poprzez
receptory estrogenowe [55].

Negatywny wplyw BPA na przedimplantacyjny rozwoj
zarodkéw zaobserwowano takze w ukladzie in vivo, gdy
BPA byl podawany samicom myszy doustnie badZz w za-
strzykach w czasie pierwszych kilku dni cigzy. BPA hamo-
wal proces kawitacji i wykluwania sie blastocyst z ostonki
przejrzystej [50]. Co ciekawe, BPA prowadzit tez do spo-
wolnienia/zahamowania transportu zarodkéw przez jajo-
wody: w czwartym dniu po zaptodnieniu w macicach my-
szy traktowanych BPA znajdowano mniej zarodkéw niz w
macicach samic kontrolnych, gdyz czes¢ zarodkéw wrcigz
znajdowala sie w jajowodach. Wydaje sig, Ze opdZnienie to,
wraz ze spadkiem liczby uzyskiwanych blastocyst, moze
by¢ jedna z przyczyn zmniejszonej liczby implantacji obser-
wowanych w macicach myszy traktowanych BPA [50,57].
Badania Xiao i wsp. sugeruja, ze inng przyczyna moze by¢
obnizenie receptywnosci blony Sluzowej macicy, czyli jej
gotowosci do umozliwienia implantacji zarodka [57].

CZY BPA WPEYWA NA PEODNOSC KOBIET?

Doswiadczenia wykonane na modelach zwierzecych,
podobnie jak i nieliczne badania wykonane na ludzkich
oocytach i komoérkach pecherzykowych in vitro, wskazuja,
ze BPA moze wplywaé na plodnosé zeniska. Ale czy wy-
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niki te dobrze oddaja wptyw BPA na plodnos¢ u kobiet w
warunkach fizjologicznych i przy stezeniach BPA rzeczy-
wiécie spotykanych w srodowisku? Aby odpowiedzie¢ na
te pytania przeprowadzono wiele badari, majacych na celu
znalezienie zwigzku miedzy stezeniem BPA w plynach
ustrojowych kobiet a r6znymi parametrami opisujacymi ich
plodnoéé¢. Nalezy jednak pamietaé, ze w zasadzie wszystkie
te badania wykonano w klinikach leczenia nieptodnosci, a
wiec zazwyczaj dotyczyly specyficznej grupy kobiet/par,
majacych problemy z poczeciem dziecka.

Niestety, wyniki wspomnianych powyzej badaii nad
wplywem BPA na plodnoé¢ kobiet sa w duzej mierze
sprzeczne. Niektérzy badacze wskazuja na odwrotna ko-
relacje miedzy stezeniem BPA w krwi, moczu lub plynie z
pecherzykéw jajnikowych pacjentek, a ich plodnoscia, mie-
rzong jako liczba uzyskanych oocytéw, zwtaszcza tych w
stadium metafazy II [51,58-60], odsetek poprawnie zaptod-
nionych oocytéw [58,61], jakos¢ przedimplantacyjnego roz-
woju zarodkowego [58,62], czy w koricu szansa na zakoricze-
nie procedury zaplodnienia in vitro ciaza [62]. Jednak inne
zespoly takich zaleznoéci nie zaobserwowaly [60,61,63-66].
Czesto opisuje sie takze odwrotny zwiazek miedzy steze-
niem BPA w krwi lub w moczu, a szczytowym stezeniem
estradiolu we krwi [58,59,63], cho¢ i te korelacje czes¢ bada-
czy poddaje w watpliwosé [51,65-67]. Kontrowersje wzbu-
dza tez zwiazek miedzy podwyzszonym stezeniem BPA w
moczu kobiet, a obnizeniem ich rezerwy jajnikowej, czyli

liczby dostepnych w kolejnych cyklach oocytéw [51,67].

A zatem, cho¢ badania na modelach zwierzecych, za-
réwno w ukladzie in vivo, jak i in vitro, jasno wskazuja na
negatywny wplyw BPA na jako$¢ oocytéw i otrzymywa-
nych z nich zarodkéw, to gdy zaczynamy analizowac dane
otrzymane w badaniach nad ludZmi, wyniki sg juz znacznie
bardziej dwuznaczne. Ta réznica moze oczywiscie wynikaé
z niedoskonalosci modeli zwierzecych i doswiadczen in
vitro, ich nieprzystawalnosci do warunkéw panujacych w
organizmie ludzkim. Warto tu zwréci¢ przede wszystkim
uwage na stosowane w doswiadczeniach na zwierzetach
stezenia BPA 1i ich srodowiskowq i fizjologiczna istotnosc:
czesto sg one wielokrotnie wyzsze niz stezenia rzeczywiscie
mierzone w plynach fizjologicznych (istotne jest tu przede
wszystkim stezenie BPA w plynie pecherzykowym tworza-
cym Srodowisko otaczajace oocyt w jajniku), czy niz szacun-
kowe dawki dziennego spozycia BPA, co obniza wartos¢
uzyskanych wynikéw [9,68] (Tabela 1, 2). Co istotne, strach
przed negatywnym wplywem BPA na nasze zdrowie (nie
tylko aspekty powigzane z plodnoscia) powoduje, Ze coraz
czesciej zastepuje sie go w produkgji tworzyw sztucznych
innymi substancjami, np. bisfenolem S (BPS), bisfenolem B
(BPB), bisfenolem F (BPF), bisfenolem AF (BPAF) czy flu-
oreno-9-bisfenolem (BHPF). Niestety, substancje te sa o wie-
le stabiej przebadane pod katem interakcji z organizmami
ludzi czy zwierzat niz BPA, co stwarza ryzyko, ze w trosce o
swoje zdrowie wpadniemy z przystowiowego deszczu pod
przystowiowa (plastikowa) rynne.
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ABSTRACT

Bisphenol A is a monomeric organic compound belonging to phenols. It is widely used in the production of resins, polycarbonates and plas-
tics. Mass production of this compound contributed to its widespread presence in the environment, and thus - in the organisms of animals and
humans. BPA belongs to xenoestrogens, synthetic compounds exerting an estrogen-like effect on cells. BPA can therefore disrupt the func-
tioning of animal (including human) organisms. This article focuses on the impact of BPA on selected aspects of mammalian fertility. Recent
literature data indicate that BPA disturbs several processes in oocytes and embryos, including epigenetic modifications, energy metabolism
and spindle assembly, and as a result, decreases their developmental competence. We discuss the latest data on the influence of BPA on cel-
lular processes taking place in oocytes and early embryos and describe molecular mechanisms responsible for this effect. We also discuss the
significance of the results obtained from experiments conducted in vitro and/or on animal models in the context of BPA impact on fertility of
women.
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