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				Plastic – (nie)fantastic? O wpływie bisfenolu A na funkcjonowanie oocytów i zarodków ssaków

			

		

		
			
				Streszczenie

				Bisfenol A jest monomerycznym związkiem organicznym należącym do grupy fenoli, ma-jącym szerokie zastosowanie w produkcji żywic, poliwęglanów i tworzyw sztucznych. Masowa produkcja tego związku przyczyniła się do jego rozpowszechnienia w środowisku. Jest to niepokojące, gdyż BPA należy do ksenoestrogenów, związków syntetycznych o dzia-łaniu podobnym do estrogenu, więc może zakłócać funkcjonowanie organizmów zwierząt i ludzi. W artykule skupiamy się na wpływie BPA na wybrane aspekty płodności ssaków. W oparciu o najnowsze dane literaturowe pokazujemy, że BPA zaburza w oocytach i zarodkach m.in. wzór modyfikacji epigenetycznych, metabolizm energetyczny i strukturę wrzeciona podziałowego, co w rezultacie zmniejsza ich potencjał rozwojowy. Dyskutujemy też istot-ność wyników uzyskanych z doświadczeń prowadzonych in vitro i/lub na modelach zwie-rzęcych w kontekście wpływu BPA na płodność kobiet.

				Wstęp

				Bisfenol A (BPA; Ryc. 1) jest monomerycznym związkiem organicznym nale-żącym do grupy fenoli, mającym szerokie zastosowanie w produkcji żywic, poli-węglanów i tworzyw sztucznych. Ze względu na swoją transparentność, lekkość oraz odporność na uszkodzenia stosowany jest do produkcji wielu przedmio-tów codziennego użytku, np. plastikowych pojemników i butelek do przecho-wywania żywności, plastikowych zabawek dla dzieci, płyt CD i DVD, metalo-wych puszek (powleka ich wewnętrzną powierzchnię). Ponadto BPA znajduje się na powierzchni papieru wykorzystywanego do drukarek termicznych, sto-sowanych do drukowania paragonów. BPA wchodzi także w skład kosmety-ków (dezodoranty, perfumy, szampony) i wypełnień dentystycznych. Masowa produkcja tego związku (prognozuje się, że osiągnie ponad 7 mln ton do końca 2023 roku [1]) przyczyniła się do jego rozprzestrzenienia w środowisku. BPA może się uwalniać pod wpływem zmian pH i temperatury z materiałów, do produkcji których go użyto, i migrować do żywności, powietrza, skóry, śliny czy krwi [2,3]. Szacuje się, że BPA przenika do organizmu człowieka przede wszystkim wraz z żywnością [4]. Kontakt człowieka z BPA jest na tyle częsty, że w analizach przeprowadzonych w różnych częściach świata BPA wykryto w moczu u średnio 90% badanych osób [5–8]. Oprócz moczu, BPA wykrywane jest u człowieka także w surowicy krwi, ślinie, mleku, płynie w pęcherzykach jajnikowych oraz łożysku [9] (Tabela 1).

				BPA jako ksenoestrogen

				Dlaczego BPA budzi zainteresowanie biologów i zaniepokojenie lekarzy? Otóż związek ten należy do tzw. ksenoestrogenów (gr. xenos - obcy), związków syntetycznych o działaniu podobnym do estrogenu. BPA może zatem zakłócać funkcjonowanie organizmów zwierząt i ludzi. BPA oddziałuje na komórki or-ganizmu przede wszystkim przez receptory estrogenowe. Klasyczne receptory estrogenowe ERα i ERβ (ang. estrogen receptor alpha i beta) znajdują się w cytozolu i po związaniu liganda (np. estradiolu lub BPA) zmieniają swoją konformację i migrują do jądra komórkowego, gdzie regulują ekspresję wybranych genów. Robią to bądź to wiążąc się bezpośrednio z obecnymi w obrębie promotorów pewnych genów sekwencjami warunkującymi odpowiedź na estrogen (EREs, 
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				Rycina 1. Wzory strukturalne bisfenolu A (BPA) i estradiolu.
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				ang. estrogen responsive elements), bądź poprzez uprzednie związanie się z innymi czynnikami regulującymi transkryp-cję. Zdolność receptorów ER do regulacji transkrypcji zale-ży od ich oddziaływania z kofaktorami (koaktywatorami i korepresorami). Powinowactwo do kofaktorów zależy zaś od konformacji receptora przyjętej po związaniu liganda: poszczególne ligandy w odmienny sposób wpływają na strukturę przestrzenną receptorów, a co za tym idzie, na ich zdolność do wiązania koaktywatorów i korepresorów. Nie-wielka część receptorów ERα i ERβ ulega palmitylacji i loka-lizuje się w błonie komórkowej. Receptory te po związaniu liganda aktywują wewnątrzkomórkowe ścieżki sygnałowe związane z kinazami ERK/MAPK (ang. extracellular signal--regulated 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 wywoływanie znacznie szybszych reakcji komórko-wych w odpowiedzi na ligand niż w przypadku estrogeno-wych receptorów jądrowych. BPA wykazuje ok. 1000-2000 razy mniejsze powinowactwo do receptorów ERα i ERβ niż estradiol. BPA może za to oddziaływać z dużym powino-wactwem ze stosunkowo niedawno odkrytym błonowym receptorem estrogenowym GPR30 (ang. G protein-coupled re-ceptor 30). Dane doświadczalne sugerują, że BPA może rów-nież oddziaływać z innymi receptorami, np. receptorami androgenowymi (AR, ang. androgen receptors) czy sierocymi receptorami związanymi z estrogenem (ERR, ang. estrogen--related receptors) [3,10].

				Wykorzystując wspomniane powyżej receptory i mecha-nizmy molekularne, BPA wpływa na różne aspekty funk-cjonowania organizmu. Dotychczasowe dane wskazują, że ekspozycja na BPA zwiększa ryzyko otyłości, cukrzycy typu II i zespołu policystycznych jajników, chorób układu krążenia, stanów zapalnych, alergii, astmy, nowotworów piersi i prostaty, a nawet depresji i kłopotów z pamięcią [2,11]. Ze względu na jego powinowactwo do receptorów estrogenowych i potencjalnie androgenowych, intensywnie bada się też wpływ BPA na układ rozrodczy i płodność. W niniejszej pracy skupimy się na omówieniu wpływu BPA 

			

		

		
			
				na wybrane aspekty związane z rozmnażaniem płciowym ssaków, a mianowicie na przebieg mejozy w oocytach oraz wczesny (przedimplantacyjny) rozwój zarodkowy.

				Oogeneza oraz przedimplantacyjny rozwój zarodkowy ssaków

				Oocyty wykształcają się na terenie jajników z pierwot-nych komórek płciowych w czasie rozwoju płodowego. Po replikacji DNA oocyty rozpoczynają profazę I podziału me-jotycznego (profazę I), kiedy to chromosomy ulegają kon-densacji, a następnie – w pachytenie profazy I - rekombi-nacji. W okresie okołoporodowym wszystkie oocyty zostają zablokowane w kolejnym stadium profazy I, diplotenie. Blok ten trwa przynajmniej do okresu dojrzewania płcio-wego. W okresie dojrzałości płciowej oocyty i otaczające je struktury z somatycznych komórek pęcherzykowych, tzw. pęcherzyki jajnikowe, wchodzą stopniowo, wraz z kolejny-mi cyklami hormonalnymi, w fazę wzrostu stymulowaną na końcowym etapie przez hormon folikulotropowy (FSH, ang. follicle-stimulating hormone). Oocyty gromadzą wów-czas potrzebne im na późniejszych etapach rozwoju białka, kwasy nukleinowe (np. mRNA, rRNA) i organelle. Wyro-śnięte oocyty pod wpływem wyrzutu hormonu luteinizują-cego (LH, ang. luteinizing hormone) wznawiają mejozę: koń-czą profazę I i przechodzą I podział mejotyczny (tzw. doj-rzewanie mejotyczne). W rezultacie tego podziału powstają dwie komórki: małe I ciałko kierunkowe oraz duży oocyt zablokowany w stadium metafazy II podziału mejotyczne-go (metafazy II). Oocyty w metafazie II są owulowane, czyli uwalniane z jajnika do jajowodu, gdzie czekają na zapłod-nienie. Dopiero fuzja z plemnikiem umożliwia ukończenie II podziału mejotycznego i zainicjowanie podziałów zarod-kowych [12,13] (Ryc. 2). Niezapłodnione oocyty obumierają.

				Początkowe etapy rozwoju zarodkowego zachodzą w jajowodzie, przez który zarodki powoli przesuwają się w kierunku macicy. Podziały zarodkowe trwają kilka dni, prowadząc do powstania moruli, zarodka składającego się z kilkunastu-kilkudziesięciu ściśle do siebie przylegających 

			

		

		
			
				Tabela 1. Stężenia i dawki BPA fizjologicznie istotne dla człowieka

				
					Typ płynu fizjologicznego/tkanki

				

				
					Średnie stężenie BPA (wg. [9])

				

				
					surowica krwi

				

				
					0,2–4,5 ng/ml

				

				
					ślina

				

				
					0,2–42,8 ng/ml

				

				
					mleko

				

				
					0,6–3,4 ng/ml

				

				
					mocz

				

				
					0.1–27,3 ng/ml

				

				
					płyn w pęcherzykach jajnikowych

				

				
					2,4 ng/ml

				

				
					łożysko

				

				
					11,2 ng/g tkanki

				

				
					Typ dawki

				

				
					Dzienna wartość dawki BPA (wg. EFSA* [68])

				

				
					tolerowalna dzienna dawka (TDI, z ang. tolerable daily intake)

				

				
					4 ug/kg masy ciała

				

				
					szacunkowa dzienna dawka spożywana wraz z jedzeniem

				

				
					do 0,875 ug/kg masy ciała dla dzieci i 0,388 ug/kg masy ciała dla dorosłych

				

				
					szacunkowa dzienna dawka z uwzględnieniem wszystkich źródeł ekspozycji

				

				
					do 1.449 μg/kg masy ciała

				

				*EFSA – European Food Safety Authority
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				komórek, a następnie blastocysty, czyli zarodka składa-jącego się z kilkudziesięciu-stu kilkudziesięciu komórek (przytoczone liczby komórek odpowiadają zarodkom my-szy i człowieka, liczba komórek w poszczególnych stadiach rozwojowych różni się między gatunkami). Blastocysta po-wstaje w wyniku procesu zwanego kawitacją, polegającego na wytworzeniu się wewnątrz moruli jamki wypełnionej płynem. Jednocześnie, wyróżnicowują się w tym stadium dwie podstawowe grupy komórek: trofektoderma, tworzą-ca zewnętrzną warstwę blastocysty i odpowiedzialna m.in. za proces implantacji i wytworzenie zarodkowej części ło-żyska, oraz węzeł zarodkowy leżący wewnątrz blastocysty, który następnie utworzy właściwe ciało płodu wraz z bło-nami płodowymi [14]. Blastocysty przechodzą z jajowodu do macicy, gdzie mogą ulec implantacji (Ryc. 2). Implanta-cja, czyli zagnieżdżenie się zarodka w ścianie macicy, jest niezbędna do dalszego wzrostu i różnicowania zarodka. Umożliwia bowiem wytworzenie łożyska, które zawiadu-je wymianą gazową pomiędzy organizmem matki i płodu oraz transportem substancji odżywczych z organizmu mat-

			

		

		
			
				ki do płodu i zbędnych produktów przemiany materii w odwrotnym kierunku.

				Z punktu widzenia technicznych możliwości prowadze-nia badań na oocytach i zarodkach ssaków, szalenie istotne jest to, że zarówno dojrzewanie mejotyczne oocytów, jak i przedimplantacyjny rozwój zarodków, można łatwo i efek-tywnie przeprowadzić w warunkach in vitro, a więc poza organizmem samicy. Ułatwia to planowanie i wykonywa-nie doświadczeń, choć jednocześnie zwiększa ryzyko, że uzyskane wyniki nie będą wystarczająco dobrze odzwier-ciedlać procesów zachodzących wewnątrz organizmu.

				Mechanizm odziaływania BPA na oocyty i zarodki ssaków

				Jak wskazują badania z ostatnich kilkunastu lat, BPA wpływa na wiele aspektów funkcjonowania oocytów i przedimplantacyjnych zarodków ssaków. Efekty działania tego związku zależą od wysokości dawki, jak i momentu 
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				Rycina 2. Schemat dojrzewania mejotycznego oocytów oraz przedimplantacyjnego rozwoju zarodkowego ssaków. W warunkach in vivo dojrzewanie mejotyczne oocytów odbywa się w jajnikach. Po osiągnięciu stadium metafazy II oocyty są uwalniane z jajnika do jajowodu (owulowane), i mogą tam zostać zapłodnione. Po zapłodnieniu rozpoczyna się rozwój zarodkowy. Pierwsze podziały mitotyczne zarodka zachodzą w jajowodzie. Dopiero w stadium moruli/blastocysty zarodki przechodzą do macicy. W blastocyście wyróżniamy dwie główne grupy komórek: trofektodermę, która odpowiada za implantację zarodka do ściany macicy, oraz węzeł zarodkowy, z którego rozwinie się ciało płodu wraz z błonami płodowymi. Szczegóły w tekście.
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				Rycina 3. Schemat mechanizmu oddziaływania bisfenolu A (BPA) na oocyty i zarodki ssaków. BPA wiąże się z receptorami estrogenowymi (ERα i β, GPR30) i potencjalnie też innymi, zlokalizowanymi bądź to w cytoplazmie komórki, bądź w błonie komórkowej. Receptory błonowe po związaniu BPA aktywują wewnątrzkomórkowe szlaki sygnałowe. Dane uzyskane z doświadczeń na oocytach i zarodkach ssaków wskazują, że jednym z nich jest szlak zależny od kinazy ERK/MAPK, ale nie można wykluczyć udziału innych ścieżek przekaźnictwa (np. zależnych od PI3K/AKT czy p38/MAPK). Receptory cytoplazmatyczne po związaniu BPA migrują z kolei do jądra komór-kowego, gdzie regulują proces transkrypcji wybranych genów. Mechanizmy te skutkują – w sposób bezpośredni i pośredni - zmianami w fizjologii komórek: prowadzą do zaburzenia modyfikacji epigenetycznych, indukują stres tlenowy, zakłócają metabolizm energetyczny i funkcjonowanie połączeń szczelinowych, zaburzają strukturę wrzeciona podziałowego i homeostazę jonów Ca2+, wywołują przedwczesną egzocytozę ziaren korowych w oocytach oraz procesy apoptozy i autofagii. Niektóre z tych zmian (jak np. stres tlenowy) mogą pośredniczyć we wpływie BPA na inne procesy i struktury komórkowe (np. budowę wrzeciona podziałowego, funkcjonowanie mi-tochondriów i połączeń szczelinowych, apoptozę czy przedwczesną egzocytozę ziaren korowych). Liniami ciągłymi zaznaczono takie zależności potwierdzone danymi literaturowymi, zaś linią przerywaną – zależności prawdopodobne, lecz niepotwierdzone eksperymentalnie w oocytach lub zarodkach ssaków. Wszystkie te zmiany wpływają negatywnie na proces oogenezy oraz rozwoju zarodkowego. Szczegóły w tekście.
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				i sposobu jej podania (Tabela 2). Wyraźnie jednak widać pewne prawidłowości: jak wyjaśnimy poniżej, BPA pro-wadzi w komórkach do zmian w modyfikacjach epigene-tycznych, indukuje stres tlenowy oraz zakłóca formowanie wrzeciona podziałowego. To z kolei negatywnie rzutuje na przebieg mejozy w oocytach oraz podziałów mitotycznych w zarodkach. Mechanizmy molekularne pośredniczące w oddziaływaniu BPA na komórki wciąż nie są dobrze po-znane. Jednak już teraz obraz, który wyłania się z posiada-nych przez nas danych, jest stosunkowo skomplikowany. Wszystko wskazuje na to, że BPA wpływa na funkcjono-wanie oocytów i zarodków poprzez różnorodne receptory i szlaki sygnałowe. Przy obecnym stanie wiedzy trudno jest też czasem stwierdzić, które z obserwowanych zmian feno-typowych są bezpośrednim skutkiem oddziaływania BPA na receptory obecne w oocytach i zarodkach, a które są skut-kiem drugorzędowym (Ryc. 3).

				BPA a modyfikacje epigenetyczne w gametach i zarodkach ssaków

				Modyfikcje epigenetyczne to podlegające dziedziczeniu zmiany we wzorze ekspresji genów niezwiązane ze zmia-ną sekwencji DNA. Poprzez wpływ na ekspresję genów są kluczowe dla prawidłowego funkcjonowania komórki. Wy-różniamy trzy główne typy takich modyfikacji: metylację DNA, modyfikacje potranslacyjne histonów oraz oddziały-wanie niekodujących RNA [15,16].

				Metylacja DNA skutkuje zazwyczaj zahamowaniem transkrypcji danego genu. Szczególnego znaczenia nabie-ra w regulacji aktywności genów poddanych piętnowa-niu genomowemu (ang. imprinting), czyli takich, które w komórce są aktywne tylko w jednej kopii: matczynej lub ojcowskiej. Zakłócenie imprintingu może prowadzić do poważnych schorzeń, np. zespołu Angelmana czy Pradera–Willi’ego [17]. Dotychczasowe badania wskazują, że BPA może hamować metylację DNA zarówno w oocytach, jak i w przedimplantacyjnych zarodkach ssaków. BPA dodany do pożywki w czasie dojrzewania mejotycznego in vitro oocytów świni prowadził do spadku ogólnego poziomu metylacji DNA (mierzonej jako intensywność barwienia im-munofluorescencyjnego wykrywającego 5-metyl-cytozynę (5meC)) w oocytach w metafazie I oraz obniżenia ekspresji genu odpowiedzialnej za metylację 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 świni poddanych działaniu BPA w czasie hodowli in vitro zaob-serwowano znaczący spadek barwienia 5meC, któremu towarzyszyła zmniejszona ekspresja genów obu metylo-transferaz: DNMT3A i DNMT3B [19]. Zespół Chao i wsp. wykazał także wpływ BPA na metylację genów poddanych piętnowaniu genomowemu w oocytach myszy: Igf2r (ang. insulin like growth factor 2 receptor) i Peg3 (ang. paternally expressed 3) [20]. Geny te są stopniowo hipermetylowane/wyciszane w oocytach między 5. a 25. dniem po urodze-niu myszy, jednak, jeśli zwierzęta były poddane działaniu BPA, dochodziło do ich hipometylacji (zahamowania im-printingu). Co więcej, ekspozycja na BPA skutkowała ob-niżeniem ekspresji genów metylotransferaz Dnmt1 (ang. DNA-methyltransferase 1), Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3L (ang. 

			

		

		
			
				DNA-methyltransferase 3 like). Ponadto, BPA prowadził do wzrostu ekspresji, zarówno na poziomie mRNA, jak i biał-ka, genu receptora estrogenowego ERα, co sugeruje, że re-ceptor ten może być powiązany ze zmianami w metylacji DNA. Rzeczywiście, zahamowanie aktywności ERα przy użyciu chemicznego inhibitora podanego w czasie hodow-li pęcherzyków jajnikowych in vitro przeciwdziałało hipo-metylacji genów Igf2r i Peg3 w oocytach, a także spadkowi ekspresji Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3L [20]. Podobne wyniki uzyskali Trapphoff i wsp., którzy pokazali, że BPA dodany do pożywki w czasie hodowli in vitro pęcherzyków jajnikowych myszy prowadzi do wzrostu odsetka komórek z błędami w metylacji genów poddanych imprintingowi w allelu matczynym [21]. Wpływ BPA na geny poddane imprintingowi potwierdziły też doświadczenia, w których podawano ten związek myszom doustnie przez okres od 2 tygodni przed łączeniem z samcami do 9,5 lub 12,5 dnia ciąży. Doprowadziło to w uzyskanych zarodkach do zmian w metylacji szeregu genów poddanych metylacji na allelu matczynym: Snrpn (ang. small nuclear ribonucleoprotein-asso-ciated protein N), Igf2 (ang. insulin-like growth factor 2), czy Kcnq1ot1 (ang. KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1), oraz na allelu ojcowskim: Ascl2 (ang. achaete-scute complex homolog 2), Cdkn1c (ang. cyclin dependent kinase inhibitor 1C), czy Ube3a (ang. ubiquitin-protein ligase E3A). Zmiany te ob-serwowano zarówno w komórkach płodu, jak i (a właściwie przede wszystkim) łożyska. Towarzyszyło im obniżenie ogólnej metylacji DNA w komórkach łożyska ale nie płodu, a także nieprawidłowości w budowie łożyska [22].

				Równie istotnym, co metylacja DNA, procesem regulu-jącym ekspresję genów w komórkach są modyfikacje epi-genetyczne histonów (zwłaszcza tzw. histonów rdzenia: H2A, H2B, H3 i H4), czyli podstawowych białek odpowia-dających za strukturę chromatyny. Modyfikacje te mają cha-rakter potranslacyjny i zaliczają się do nich np.: acetylacja, metylacja, fosforylacja czy ubikwitynacja. Wpływają one na strukturę chromatyny, a przez to na jej interakcje z białkami regulatorowymi, w tym czynnikami transkrypcyjnymi [16]. Hodowla in vitro pęcherzyków jajnikowych myszy w obec-ności BPA doprowadziła do spadku trimetylacji lizyny 9 hi-stonu H3 (H3K9me3) w oocytach, które osiągnęły stadium metafazy II. Nie zaobserwowano jednak zmian w acetylacji lizyny 12 histonu H4 (H4K12ac) [21]. BPA obniżył też me-tylację histonu H3 w oocytach świni w mefatazie I: podanie BPA w czasie dojrzewania oocytów in vitro wywołało obni-żenie poziomu dimetylacji lizyny 4 histonu H3 (H3K4me2), ale także wzrost ekspresji genów kodujących niektóre mety-lotransferazy odpowiadające za metylację histonów (ASH2L (ang. ASH2 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 równoczesnym 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 naukę mechanizmów epi-genetycznej regulacji ekspresji genów dołączyły nieko-dujące RNA, w tym mikroRNA (miRNA). miRNA może hamować ekspresję genów potranskrypcyjnie, poprzez interakcję z cząsteczkami mRNA i obniżanie ich stabil-ności i/lub hamowanie translacji [15,16]. Najnowsze do-
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				Tabela 2. Modele doświadczalne wykorzystane w badaniu wpływu BPA i jego zastępników na funkcjonowanie oocytów i wczesnych zarodków ssaków

				
					Gatunek

				

				
					Zastosowane stężenia BPA

				

				
					Sposób podania

				

				
					Analizowane komórki/stadium

				

				
					Publikacja

				

				
					człowiek

				

				
					1–30 μM

					(0,2–6,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro płodowych jajników

				

				
					płodowe oocyty w profazie I

				

				
					[52]

				

				
					człowiek

				

				
					87,6, nM–87,6 μM

					(20 ng/ml–20 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro oocytów

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[38]

				

				
					mysz

				

				
					3nM–30μM

					(0,7 ng /ml–6.8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro pęcherzyków jajnikowych

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, komórki pęcherzykowe

				

				
					[37]

				

				
					mysz

				

				
					3 i 300 nM

					(0,7 i 68 ng/ml )

				

				
					w hodowli in vitro pęcherzyków jajnikowych

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, pęcherzyki jajnikowe

				

				
					[21]

				

				
					mysz

				

				
					4,5 i 45 μM

					(1,0 i 10,2 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro pęcherzyków jajnikowych

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, pęcherzyki jajnikowe

				

				
					[39]

				

				
					mysz

				

				
					0,2 nM–2,2 μM

					(50 pg/ml–502 ng/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, COCs

				

				
					[30]

				

				
					mysz

				

				
					10–30 μM

					(2,3-6,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[34]

				

				
					mysz

				

				
					87,6–438 μM

					(20–100 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[25]

				

				
					mysz

				

				
					8,8–438 μM

					(2–100 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[40]

				

				
					mysz

				

				
					10 nM–100 μM

					(2,3 ng/ml–22,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro oocytów

				

				
					oocyty w profazie I

				

				
					[47]

				

				
					mysz

				

				
					21,9–219 μM

					(5–50 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro oocytów

				

				
					oocyty owulowane

				

				
					[41]

				

				
					mysz

				

				
					100 pM–100 μM

					(22,8 pg/ml–22,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro zarodków

				

				
					zarodki przedimplanta-cyjne

				

				
					[55]

				

				
					mysz

				

				
					1 nM i 100μM

					(0.2 ng/ml i 22,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro zarodków

				

				
					zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[56]

				

				
					mysz

				

				
					(i) 0,2–44 μM

					(50 ng/ml–10 μg/ml)

					(ii) 20–100 μg/kg masy ciała

				

				
					(i) w hodowli in vitro oocytów

					(ii) codziennie doustnie przez tydzień

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[35]

				

				
					mysz

				

				
					100 μg/kg masy ciała

				

				
					codziennie doustnie przez tydzień

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[27]

				

				
					mysz

				

				
					1–100 μg/kg masy ciała

				

				
					codziennie doustnie przez 2 tygodnie

				

				
					jajniki, krew

				

				
					[51]

				

				
					mysz

				

				
					50 μg/kg /masy ciała

				

				
					codziennie doustnie przez 3 cykle hormonalne

				

				
					jajniki, krew, oocyty dojrzewające mejotycznie, zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[45]

				

				
					mysz

				

				
					(i) 0,2 i 20 mg/kg masy ciała

					(ii) 0,04 mg/kg masy ciała

					(iii) 0,5 mg/l

				

				
					(i) jednorazowo, doustnie

					(ii) codziennie, doustnie przez tydzień

					(iii) 7 tygodni w wodzie do picia

				

				
					oocyty owulowane, zygoty

				

				
					[42]

				

				
					mysz

				

				
					200–800 mg/kg masy ciała

				

				
					codziennie doustnie od 0,5 do 3,5 dnia ciąży

				

				
					zarodki przed- i okołoimplanta-cyjne

				

				
					[50]

				

				
					mysz

				

				
					25 μg/kg–100 mg/kg masy ciała

				

				
					codzienne zastrzyki od 0,5 do 3,5 dnia ciąży

				

				
					zarodki przed- i okołoimplanta-cyjne, noworodki

				

				
					[57]

				

				
					mysz

				

				
					20 i 40 μg/kg masy ciała

				

				
					codzienne zastrzyki przez tydzień lub zastrzyki co 5 dni przez 15 dni

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, jajniki

				

				
					[20]

				

				
					krowa

				

				
					1 fM-50 μM

					(0,2 fg/ml–11,4 ug/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[33]

				

				
					krowa

				

				
					4,4 i 44 nM

					(1 i 10 ng/ml)

				

				
					w hodowli in vitro zarodków

				

				
					zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[54]

				

				
					krowa

				

				
					66 i 131 nM

					(15 i 30 ng/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające miejotycznie

				

				
					[36]

				

				
					krowa

				

				
					66 i 131 nM

					(15 i 30 ng/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[48]

				

				
					krowa

				

				
					219 μM

					(50 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, COCs, zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[24,31,49]

				

				
					świnia

				

				
					100 pM–100 μM

					(22,8 pg/ml–22,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, COCs

				

				
					[53]

				

				
					świnia

				

				
					50–100 μM

					(11,4–22,8 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie, COCs

				

				
					[26]

				

				
					świnia

				

				
					200 i 250 μM

					(45,7 i 57,1 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro COCs

				

				
					oocyty dojrzewające mejotycznie

				

				
					[18]

				

				
					świnia

				

				
					50–200 μM

					(11,4–45,7 μg/ml)

				

				
					w hodowli in vitro zarodków

				

				
					zarodki przedimplantacyjne

				

				
					[19]
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				niesienia wskazują, że BPA zmienia ekspresję miRNA w oocytach, komórkach pęcherzykowych otaczających oocy-ty w jajniku, a także w zarodkach przedimplantacyjnych. Rodosthenous i wsp. wykazali, że BPA obniża ekspresję miRNA 27b-3p w ludzkich komórkach pęcherzykowych hodowanych in vitro, co prowadzi do wzrostu ekspresji genu FADD (ang. Fas-associated protein with death domain) zaangażowanego w apoptozę [23]. Z kolei Sabry i wsp. wykazali, że BPA podany w czasie dojrzewania krowich oocytów in vitro doprowadził do zmian w ekspresji miR--10b, miR-21, miR-29a, miR-34 i miR-155 w obrębie kom-pleksów zbudowanych z oocytów i komórek pęcherzyko-wych (tzw. COCs, ang. cumulus-oocyte complexes). Nie za-obserwowano natomiast zmian w ekspresji miR-146a. Co ciekawe, BPA podane w czasie dojrzewania mejotycznego oocytów krowy spowodowało wzrost w ekspresji miR-34c w otrzymanych z tychże oocytów zarodkach 8–16 komór-kowych (czyli na stadium, gdy dochodzi do aktywacji ge-nomu zarodkowego w zarodkach krowy) [24].

				Podsumowując, zmiany w modyfikacjach epigenetycz-nych wywołane przez BPA w oocytach i zarodkach ssaków mogą prowadzić do zmian w ekspresji genów, a w rezul-tacie - do zaburzenia funkcjonowania tych komórek. Nie można zatem wykluczyć, że zaburzenia związane z działa-niem BPA opisane w kolejnych paragrafach są też, choćby w części, związane z zaburzeniem wzoru modyfikacji epi-genetycznych.

				BPA a stres oksydacyjny

				Szereg publikacji wskazuje, że innym ważnym me-chanizmem pośredniczącym we wpływie BPA na oocyty i zarodki jest stres tlenowy. Nagromadzenie w komórce wolnych rodników tlenowych (ROS, ang. reactive oxygen species) skutkuje uszkodzeniem DNA, białek i lipidów, a w konsekwencji zaburzeniem pracy organelli. BPA podany w czasie dojrzewania mejotycznego in vitro oocytów my-szy prowadził w nich do wzrostu ilości ROS oraz spadku ilości glutationu, jednego z głównych przeciwutleniaczy komórkowych [25]. Podobny efekt BPA wywarł na doj-rzewające oocyty świni. W nich również zaobserwowano wzrost ilości ROS, a także wzrost ekspresji genów kodu-jących enzymy antyoksydacyjne SOD2 (ang. superoxide di-smutase 2), PRDX3 i PRDX5 (ang. peroxiredoxin 3 i 5) [18,26]. W obu przypadkach dodanie do hodowli przeciwutlenia-czy usuwało objawy stresu tlenowego [25,26]. Akumulację ROS w oocytach myszy zaobserwowano także, gdy BPA podawano zwierzętom doustnie przez 7 dni przed izola-cją oocytów [27]. BPA wywołuje też stres oksydacyjny w zarodkach przedimplantacyjnych: dodany do hodowli in vitro zarodków świni prowadził do wzrostu stężenia ROS w ich komórkach [19].

				Jak opiszemy poniżej, doświadczenia z zastosowaniem antyoksydantów wskazały, że wzrost stężenia ROS odpo-wiada – przynajmniej częściowo – za zaburzenia w funk-cjonowaniu oocytów i zarodków ssaków wywołane przez BPA, w tym za zmiany w aktywności mitochondriów, ko-munikacji międzykomórkowej, strukturze aparatu jądrowe-go, rozmieszczeniu organelli w komórce, a także za induk-cję procesów apoptozy i autofagii [25-28] (Ryc. 3).

			

		

		
			
				BPA a funkcjonowanie mitochondriów

				Mitochondria to organelle kluczowe dla poprawnego funkcjonowania komórki, gdyż są głównym miejscem pro-dukcji ATP, wysokoenergetycznego związku potrzebnego w wielu procesach komórkowych. Jak wykazali Park i wsp., BPA podany w czasie dojrzewania in vitro oocytów świni obniżył potencjał błonowy mitochondriów, czyli doprowa-dził do spadku ich aktywności. Wpływ BPA na mitochon-dria został zahamowany przez działanie antyoksydantów, co sugeruje, że mediatorem opisanych powyżej zmian są ROS [26].

				BPA a połączenia szczelinowe

				Prawidłowy przebieg oogenezy, warunkujący jakość oocytów, zależy w dużej mierze od poprawnej komunika-cji między oocytami a otaczającymi je w jajniku komórka-mi pęcherzykowymi. Jednym z głównych szlaków tej ko-munikacji są połączenia szczelinowe, przez które komórki pęcherzykowe dostarczają oocytom wielu potrzebnych substancji, np. substratów energetycznych czy substancji regulatorowych [30]. Połączenia szczelinowe łączące oocy-ty z komórkami pęcherzykowymi zbudowane są z konek-syny 37, zaś połączenia szczelinowe pomiędzy sąsiednimi komórkami pęcherzykowymi – z koneksyny 43 [29]. BPA podany w czasie hodowli in vitro mysich COCs prowadził do zahamowania transportu zarówno pomiędzy samymi komórkami pęcherzykowymi, jak i pomiędzy komórkami pęcherzykowymi a oocytem, mimo, że nie wpływał na eks-presję koneksyn 43 i 37. Wynik ten sugeruje, że w pęcherzy-kach jajnikowych myszy BPA może wpływać na funkcjo-nowanie połączeń szczelinowych na poziomie potranslacyj-nym [30]. Inaczej niż w doświadczeniach z wykorzystaniem komórek mysich, w świńskich COCs hodowanych z BPA zauważono obniżenie ilości mRNA koneksyny 37 [26]. Co więcej, ekspresja koneksyny 37 wróciła do normalnego po-ziomu po zastosowaniu antyoksydantów, co sugeruje, ze stres tlenowy indukowany przez BPA jest odpowiedzialny za zaburzenia komunikacji międzykomórkowej w COCs [26]. Jeszcze inne wyniki odnotowano dla krowich COCs traktowanych BPA. Podobnie jak w przypadku COCs my-szy, BPA nie wpłynął w nich na ekspresję koneksyny 43, ale spowodował wzrost ekspresji koneksyny 37 w komórkach pęcherzykowych [31]. Zahamowanie funkcjonalności połą-czeń szczelinowych odnotowano też dla ludzkich komórek pęcherzykowych hodowanych in vitro w obecności BPA. W tym przypadku zaobserwowano zmniejszoną ekspresję koneksyny 43 na poziomie mRNA. Co ciekawe, efekt ten był zahamowany przez zastosowanie antagonisty receptora estrogenowego lub inhibitora kinazy MAPK, co sugeruje, że są one mediatorami wpływu BPA na połączenia szczelino-we [32].

				BPA a struktura wrzeciona podziałowego

				Prawidłowa struktura wrzeciona podziałowego jest klu-czowa dla zapewnienia poprawnego rozdziału materiału genetycznego pomiędzy komórki potomne. Sprawna re-gulacja tego procesu jest ważna dla każdego typu dzielą-cych się komórek, ale w przypadku oocytów i zarodków przedimplantacyjnych zyskuje dodatkowe znaczenie – tu 
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				w grę wchodzi bowiem ‘genetyczny dobrostan’ nowego organizmu. BPA podany w czasie dojrzewania in vitro kro-wich, świńskich, mysich i ludzkich oocytów prowadził do zaburzeń w budowie wrzeciona podziałowego (np. zmian kształtu wrzeciona, rozproszenia materiału pericentriolar-nego, zaniku bipolarności) oraz w ułożeniu chromosomów [18,33–39]. Zaburzenia w formowaniu wrzeciona zaob-serwowano także gdy BPA zastosowano w warunkach in vivo, podając go doustnie myszom przez 7 dni [27,35]. We wrzecionach o nieprawidłowej strukturze obserwowano obecność białka MAD2 (ang. mitotic arrest deficient 2), świad-czącą o aktywacji punktu kontrolnego cyklu komórkowego powiązanego z odpowiednim przyłączeniem chromosomo-wych kinetochorów do mikrotubul wrzeciona (SAC, ang. spindle assembly checkpoint) [35,40]. Aktywacja tego punktu kontrolnego tłumaczy opóźnienie w przebiegu I podziału mejotycznego lub jego całkowite zahamowanie obserwo-wane w oocytach traktowanych BPA (czytaj poniżej). Co więcej, BPA wpłynął negatywnie na budowę wrzeciona podziałowego również gdy został dodany pożywki hodow-lanej już po osiagnięciu przez oocyty stadium metafazy II [41]. Oznacza to, że BPA zakłóca nie tylko proces formowa-nia wrzeciona, ale i utrzymywania jego prawidłowej struk-tury. Nie zaobserwowano natomiast związku miedzy BPA a wzrostem częstości aneuploidii w oocytach w metafazie II lub w zygotach [35,42].

				W oocytach traktowanych BPA odnotowano także spa-dek ilości ufosforylowanych form kinaz MAPK oraz CaM-KII (ang. Ca²/calmodulin-dependent protein kinase II), ważnych enzymów regulującego strukturę wrzeciona [18,39], co może tłumaczyć jego nieprawidłową budowę. Z kolei do-świadczenia z użyciem inhibitora kinazy Aurora A sugeru-ją, że enzym ten pośredniczy we wpływie BPA na kształt biegunów wrzeciona [41]. Co więcej, zastosowanie antyok-sydantów przeciwdziałało powstawaniu nieprawidłowości w strukturze wrzeciona, wskazując, że wywołany przez BPA stres tlenowy może być odpowiedzialny za zaburzenia w budowie aparatu jądrowego [27].

				BPA a funkcjonowanie mechanizmów odpowiedzialnych za prawidłowy przebieg zapłodnienia

				Oprócz opisanych powyżej struktur komórkowych, ta-kich jak mitochondria czy wrzeciono podziałowe, istotne dla prawidłowego wypełnienia przez oocyty ich funkcji (czyli połączenia z plemnikiem w celu zainicjowania roz-woju zarodkowego) są tzw. ziarna korowe. Organelle te zawierają enzymy, które po zapłodnieniu są uwalniane na skutek egzocytozy do przestrzeni otaczającej oocyt, co po-zwala na modyfikację osłonki przejrzystej (czyli białkowej otoczki osłaniającej oocyt) i uczynienie jej nieprzenikalną dla dodatkowych plemników. W ten sposób powstaje blok przeciwko polispermii na poziomie osłonki przejrzystej, uniemożliwiający zapłodnienie oocytu przez więcej niż je-den plemnik [43]. Okazuje się, że ziarna korowe są podatne na działanie BPA. Podanie myszom BPA doustnie przez 7 dni wywołało w oocytach przedwczesną egzocytozę ziaren korowych, a w rezultacie modyfikację osłonki przejrzystej zanim doszło do zapłodnienia [27]. Dodatkowo, BPA spo-wodował w tym układzie doświadczalnym utratę białka Juno z błony komórkowej oocytów [27]. Białko to odpowia-

			

		

		
			
				da za wiązanie plemnika na powierzchni oocytu, proces warunkujący późniejszą fuzję gamet [44]. Podanie antyok-sydantów zmniejszyło efekt działania BPA, co świadczy o tym, że przedwczesna egzocytoza ziaren korowych, podob-nie jak i utrata białka Juno z powierzchni oocytu, mogły być wywołane przez stres tlenowy zaindukowany przez BPA [27]. Obniżenie zdolności do zapłodnienia zaobserwowano także w oocytach myszy, którym podawano BPA doustnie przez trzy cykle hormonalne [45], jak i w układzie, w któ-rym oocyty myszy poddano dojrzewaniu in vitro w obecno-ści BPA [25].

				Wiele wskazuje na to, że BPA wpływa także na home-ostazę jonów Ca2+ w oocytach ssaków. Jony Ca2+ są klu-czowym elementem odpowiedzi oocytu na zapłodnienie – plemnik wywołuje w oocycie oscylacje cytoplazmatycz-nego stężenia wolnych jonów Ca2+, które z kolei aktywują enzymy (np. kinazę CaMKII) regulujące ukończenie me-jozy i inicjację mitotycznych podziałów zarodkowych, czy wspomniane wcześniej egzocytozę ziaren korowych i usta-nowienie bloku przeciwko polispermii na poziomie osłonki przejrzystej [46]. Mohri i Yoshida zaobserwowali, że BPA znacząco osłabia spontaniczne oscylacje Ca2+ obserwowane często w oocytach myszy dojrzewających in vitro [47]. Nasze dane wskazują natomiast, że związek ten zaburza też oscy-lacje Ca2+ indukowane w dojrzałych oocytach myszy przez zapłodnienie, i że dzieje się to za pośrednictwem ścieżek sy-gnałowych zależnych od receptora GPR30 i kinazy MAPK (Sadowska i Ajduk, w przygotowaniu).

				BPA a indukcja apoptozy i autofagii

				Wywoływane przez BPA zaburzenia, takie jak dysfunkcja mitochondriów, zakłócenie homeostazy jonowej czy niepra-widłowości aparatu jądrowego, mogą wprowadzić komór-kę na ścieżkę programowanej śmierci, czyli apoptozy, i/lub ścieżkę ‘recyklingu’ organelli i cząsteczek znajdujących się w komórce, czyli autofagii (Ryc. 3). Badania potwierdzają, że BPA rzeczywiście indukuje w oocytach, komórkach pę-cherzykowych czy zarodkach oba te procesy.

				Poddanie dojrzewających in vitro świńskich COCs dzia-łaniu BPA inicjowało w nich proces apoptozy. Objawiało się to wzrostem ilości mRNA dla białek proapoptotycznych, takich jak kaspaza 3 i BAX (ang. Bcl-2-associated X prote-in). Odnotowano także zwiększenie ilości białka AIF (ang. apoptosis-inducing factor), indukującego apoptozę w sposób niezależny od kaspaz, oraz przeciętych formy kaspazy 3 i białka PARP1 (ang. poly [ADP-ribose] polymerase-1), będą-cych znacznikami komórek w stanie apoptozy [26]. Wang i wsp. zaobserwowali z kolei wzrost błonowej ekspresji typowego markera apoptozy, aneksyny V, a także spadek ilości 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 oocytów pozytywnie wyznakowanych w barwieniu na aneksynę V, a więc z zaindukowanym pro-cesem apoptozy, zaobserwowano też w przypadku myszy, którym przez 7 dni podawano BPA doustnie [27]. Efekt ten został przynajmniej częściowo zahamowany przez podanie przeciwutleniaczy, co sugeruje, że apoptozę może wywo-ływać stres tlenowy [26,27]. Podanie BPA w czasie dojrze-
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				wania in vitro oocytów krowy doprowadziło też do wzro-stu odsetka apoptotycznych komórek w uzyskanych z tych oocytów zarodkach [48,49]. Indukcję apoptozy, przejawiają-cą się wzrostem liczby komórek z typowymi uszkodzeniami DNA (zidentyfikowanymi za pomocą barwienia TUNEL), spadkiem ekspresji antyapoptotycznych genów BCL2 (ang. B-cell lymphoma 2) i BCL-XL, jak i uwolnieniem cytochromu C z mitochondriów, odnotowano także w zarodkach świni hodowanych in vitro w obecności BPA [19]. Wzrost liczby komórek apoptotycznych zaobserwowano również w my-sich blastocystach uzyskanych od samic, którym podawano doustnie BPA w czasie pierwszych 3 dni ciąży [50].

				W świńskich oocytach dojrzewających in vitro, BPA indu-kował też ekspresję genów kodujących białka powiązane 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 i 7), biorące udział w typowej dla autofagii modyfikacji (tzw. lipidacji) LC3. Jednocześnie, BPA nie wy-wołał w tym układzie doświadczalnym zmian w ekspresji genów kodujących inne białka zaangażowane w autofagię: LAMP2 (ang. lysosome-associated membrane protein 2) i ATG5 (ang. autophagy related 5), i spowodował spadek ekspresji pozostałych regulatorów autofagii, białek mTOR (ang. mam-malian target of rapamycin) i Beclin1 [18]. Wzrost ekspresji ge-nów LC3 oraz BECN1 (gen kodujący białko Beclin1) przy braku zmian w ilości mRNA ATG5 zaobserwowano także w świńskich zarodkach hodowanych in vitro w obecności BPA [19]. Indukcję autofagii przez BPA potwierdziła też analiza jajników uzyskanych od myszy, którym związek ten poda-wano doustnie codziennie przez 2 tygodnie. Zaobserwowa-no w nich wzrost ekspresji białek LC3 oraz Beclin1, jak i ty-powy dla autofagii wzrost stosunku ilości skoniugowanej z fosfatydyletanolaminą (czyli poddanej lipidacji) formy LC3 (LC3II) do formy niezmodyfikowanej (LC3I) [51]. Podobne wyniki uzyskano dla ludzkich komórek pęcherzykowych hodowanych in vitro z BPA [51]. Co istotne, obniżenie eks-presji kinazy AMPK (ang. 5’ AMP-activated protein kinase) w komórkach pęcherzykowych zahamowało autofagię, su-gerując, że kinaza ta pośredniczy w indukcji tego procesu przez BPA [51].

				BPA a przebieg mejozy w oocytach

				Opisane powyżej zaburzenia w funkcjonowaniu oocytów oraz otaczających je w jajniku komórek pęcherzykowych (podsumowane na Ryc. 3) mogą prowadzić do poważnych zakłóceń w przebiegu mejozy w oocytach. Gdy BPA doda-no do pożywki, w której hodowano ludzkie płodowe jajniki uzyskane z banku tkanek, okazało się, że związek ten spo-walniał przebieg profazy I podziału mejotycznego: zwięk-szał się odsetek oocytów w leptotenie, a zmniejszał w pachy-tenie. Co więcej, BPA zwiększył liczbę miejsc crossing-over obserwowanych w oocytach w pachytenie. Podobny efekt obserwowano, gdy zamiast BPA zastosowano estradiol, co sugeruje, że wpływ BPA jest związany z jego ksenoestroge-nowym charakterem [52]. BPA dodane do pożywki w cza-sie dojrzewania mejotycznego in vitro oocytów człowieka, myszy, świni i krowy prowadziło zazwyczaj do zależnego od dawki opóźnienia lub wręcz zahamowania I podziału mejotycznego. Skutkowało to mniejszą liczbą oocytów, któ-re osiągały stadium metafazy II [18,25,26,30,34,36–40,53]. 

			

		

		
			
				Dojrzewanie mejotyczne oocytów zostało zahamowane tak-że wówczas, gdy BPA podawano samicom myszy doust-nie przez 7 dni przed rozpoczęciem tego procesu [27]. Co istotne, zastosowanie antyoksydantów zwiększało odsetek oocytów, które były w stanie osiągnąć stadium metafazy II [25–27]. Wynik ten sugeruje, że stres tlenowy może być ważnym mechanizmem pośredniczącym we wpływie BPA na przebieg dojrzewania mejotycznego. Należy jednak za-uważyć, że nie wszyscy badacze zaobserwowali zahamo-wanie I podziału mejotycznego oocytów na skutek działa-nia BPA [33].

				BPA może zakłócać przebieg mejozy w oocytach nie tylko poprzez wywołanie zaburzeń w procesach komórko-wych opisanych we wcześniejszych paragrafach, ale także wpływając na regulację hormonalną wewnątrz jajnika. W układzie doświadczalnym, w którym pęcherzyki jajnikowe myszy hodowano in vitro w obecności BPA, zaobserwowa-no, że związek ten prowadzi do spadku produkcji estradio-lu przez komórki [37,39] i do obniżonej ekspresji recepto-rów estrogenowych [39]. W krowich COCs hodowanych in vitro z BPA odnotowano zależne od stężenia tego związku zmiany w produkcji hormonu anty-Müllerowskiego (AMH, ang. anti-Müllerian hormone) i jego receptora, AMHR2 (ang. anti-Mullerian hormone receptor type 2) [49]. Z kolei, BPA po-dawany samicom myszy doustnie codziennie przez 2 tygo-dnie według jednych badaczy nie wpłynął znacząco na cykl hormonalny samic [45], choć według innych - doprowadził do zależnego od dawki BPA spadku stężenia estradiolu, progesteronu i AMH w krwi zwierząt [51]. Spadek produk-cji estradiolu i progesteronu zanotowano także w ludzkich komórkach pęcherzykowych hodowanych in vitro w obec-ności BPA. Co ciekawe, wpływ BPA na stężenie hormonów ulegał odwróceniu przy zastosowaniu inhibitora procesu autofagii, wskazując, że autofagia i efektywność produkcji hormonów przez komórki pęcherzykowe są ze sobą powią-zane [51].

				BPA a rozwój zarodkowy

				Prawidłowe dojrzewanie oocytów warunkuje ich zdol-ność do podtrzymania późniejszego rozwoju zarodka (Ryc. 3). Nie powinno zatem dziwić, że dojrzewanie oocy-tów krowich i mysich in vitro w obecności BPA negatywnie wpłynęło na rozwój uzyskanych z tych oocytów zarodków. Zarodki takie, w porównaniu do zarodków kontrolnych, słabiej się dzieliły i rzadziej osiągały stadium blastocysty [24,25,31,48,49]. W innym doświadczeniu zarodki uzyskano przez zapłodnienie in vitro z oocytów wyizolowanych z sa-mic myszy karmionych BPA codziennie przez 3 cykle hor-monalne. Zarodki te rozwijały się normalnie przynajmniej przez pierwsze 48 godzin od zapłodnienia, jednak czas ob-serwacji był zbyt krótki, by uchwycić ewentualny wpływ BPA np. na proces tworzenia się blastocyst [45].

				Dodanie BPA do pożywki dopiero na etapie rozwoju przedimplantacyjnego in vitro, zmniejszyło efektywność uzyskiwania krowich i świńskich blastocyst [19,54]. BPA nie wpłynął jednak na całkowitą liczbę komórek w krowich blastocystach i ich rozdział między węzeł zarodkowy a tro-fektodermę [54]. W przypadku zarodków świni hodowa-nych w obecności BPA zaobserwowano natomiast zmniej-
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				szoną ekspresję genów białek pluripotencji, typowych dla węzła zarodkowego, takich jak OCT4 (ang. Octamer-binding transcription factor 4), SOX2 (z ang. SRY-box transcription fac-tor 2) i NANOG (irl. Tír na nÓg, Kraina młodości). Wynik ten wskazuje, że BPA może jednak zaburzać formowanie pierwszych zarodkowych linii komórkowych [19]. Odmien-ny wpływ BPA na różnicowanie pierwszych linii zarodko-wych w zarodkach krowy i świni może wynikać z różnic między tymi gatunkami (np. we wrażliwości na BPA), ale i z zastosowania innego układu doświadczalnego (stęże-nie BPA, czas jego dodania do hodowli, sposób analizy zarodków). Co ciekawe, mimo że wpływ BPA na przedim-plantacyjny rozwój zarodków krowy przypominał wpływ estradiolu, zastosowanie antagonisty receptorów estroge-nowych nie zdołało całkowicie odwrócić skutków działania BPA [54]. Może to świadczyć o tym, że BPA oddziałuje na rozwój zarodkowy poprzez skomplikowany mechanizm łą-czący ze sobą różne ścieżki sygnałowe.

				W przypadku zarodków myszy hodowanych in vitro w obecności BPA, Takai i wsp. zaobserwowali, że BPA w ni-skim stężeniu (1-3 nM) przyspiesza podziały zarodkowe i kawitację, podczas gdy stężenie wyższe (100 μM) – spowal-nia je. Stężenia pośrednie BPA (10 nM-10 μM) nie wywarły z kolei znaczącego wpływu na te parametry [55,56]. Obser-wacja ta świetnie ilustruje, jak duży wpływ na uzyskiwane wyniki może mieć zastosowane stężenie BPA (patrz też Ta-bela 2 zestawiająca warunki poszczególnych doświadczeń opisanych w tekście). Blastocysty uzyskane z zarodków traktowanych wszystkimi dawkami BPA przeanalizowany-mi przez zespół Takai i wsp. miały poprawną morfologię i podobną liczbę komórek, co blastocysty kontrolne. Co waż-ne, dodanie do hodowli tamoksifenu, związku o działaniu antyestrogenowym, spowolniło rozwój przedimplantacyj-ny w grupach hodowanych z 1 i 3 nM BPA, potwierdzając, że BPA oddziałuje na komórki zarodków myszy poprzez receptory estrogenowe [55].

				Negatywny wpływ BPA na przedimplantacyjny rozwój zarodków zaobserwowano także w układzie in vivo, gdy BPA był podawany samicom myszy doustnie bądź w za-strzykach w czasie pierwszych kilku dni ciąży. BPA hamo-wał proces kawitacji i wykluwania się blastocyst z osłonki przejrzystej [50]. Co ciekawe, BPA prowadził też do spo-wolnienia/zahamowania transportu zarodków przez jajo-wody: w czwartym dniu po zapłodnieniu w macicach my-szy traktowanych BPA znajdowano mniej zarodków niż w macicach samic kontrolnych, gdyż część zarodków wciąż znajdowała się w jajowodach. Wydaje się, że opóźnienie to, wraz ze spadkiem liczby uzyskiwanych blastocyst, może być jedną z przyczyn zmniejszonej liczby implantacji obser-wowanych w macicach myszy traktowanych BPA [50,57]. Badania Xiao i wsp. sugerują, że inną przyczyną może być obniżenie receptywności błony śluzowej macicy, czyli jej gotowości do umożliwienia implantacji zarodka [57].

				Czy BPA wpływa na płodność kobiet?

				Doświadczenia wykonane na modelach zwierzęcych, podobnie jak i nieliczne badania wykonane na ludzkich oocytach i komórkach pęcherzykowych in vitro, wskazują, że BPA może wpływać na płodność żeńską. Ale czy wy-

			

		

		
			
				niki te dobrze oddają wpływ BPA na płodność u kobiet w warunkach fizjologicznych i przy stężeniach BPA rzeczy-wiście spotykanych w środowisku? Aby odpowiedzieć na te pytania przeprowadzono wiele badań, mających na celu znalezienie związku między stężeniem BPA w płynach ustrojowych kobiet a różnymi parametrami opisującymi ich płodność. Należy jednak pamiętać, że w zasadzie wszystkie te badania wykonano w klinikach leczenia niepłodności, a więc zazwyczaj dotyczyły specyficznej grupy kobiet/par, mających problemy z poczęciem dziecka.

				Niestety, wyniki wspomnianych powyżej badań nad wpływem BPA na płodność kobiet są w dużej mierze sprzeczne. Niektórzy badacze wskazują na odwrotną ko-relację między stężeniem BPA w krwi, moczu lub płynie z pęcherzyków jajnikowych pacjentek, a ich płodnością, mie-rzoną jako liczba uzyskanych oocytów, zwłaszcza tych w stadium metafazy II [51,58–60], odsetek poprawnie zapłod-nionych oocytów [58,61], jakość przedimplantacyjnego roz-woju zarodkowego [58,62], czy w końcu szansa na zakończe-nie procedury zapłodnienia in vitro ciążą [62]. Jednak inne zespoły takich zależności nie zaobserwowały [60,61,63–66]. Często opisuje się także odwrotny związek między stęże-niem BPA w krwi lub w moczu, a szczytowym stężeniem estradiolu we krwi [58,59,63], choć i tę korelację część bada-czy poddaje w wątpliwość [51,65-67]. Kontrowersje wzbu-dza też związek między podwyższonym stężeniem BPA w moczu kobiet, a obniżeniem ich rezerwy jajnikowej, czyli liczby dostępnych w kolejnych cyklach oocytów [51,67].

				A zatem, choć badania na modelach zwierzęcych, za-równo w układzie in vivo, jak i in vitro, jasno wskazują na negatywny wpływ BPA na jakość oocytów i otrzymywa-nych z nich zarodków, to gdy zaczynamy analizować dane otrzymane w badaniach nad ludźmi, wyniki są już znacznie bardziej dwuznaczne. Ta różnica może oczywiście wynikać z niedoskonałości modeli zwierzęcych i doświadczeń in vitro, ich nieprzystawalności do warunków panujących w organizmie ludzkim. Warto tu zwrócić przede wszystkim uwagę na stosowane w doświadczeniach na zwierzętach stężenia BPA i ich środowiskową i fizjologiczną istotność: często są one wielokrotnie wyższe niż stężenia rzeczywiście mierzone w płynach fizjologicznych (istotne jest tu przede wszystkim stężenie BPA w płynie pęcherzykowym tworzą-cym środowisko otaczające oocyt w jajniku), czy niż szacun-kowe dawki dziennego spożycia BPA, co obniża wartość uzyskanych wyników [9,68] (Tabela 1, 2). Co istotne, strach przed negatywnym wpływem BPA na nasze zdrowie (nie tylko aspekty powiązane z płodnością) powoduje, że coraz częściej zastępuje się go w produkcji 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 są o wie-le słabiej przebadane pod kątem interakcji z organizmami ludzi czy zwierząt niż BPA, co stwarza ryzyko, że w trosce o swoje zdrowie wpadniemy z przysłowiowego deszczu pod przysłowiową (plastikową) rynnę.
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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.

			

		

	OEBPS/image/9.png





OEBPS/image/Streszczenie+graficzne.jpg
w

o CHs.
ERa

ERB

GPR30
inne?

Modyfikacje epigenetyczne
Stres tlenowy

Mitochondria

Potaczenia szczelinowe
Wrzeciono podziatowe
Homeostaza Ca?*

Ziarna korowe, biatko JUNO

Przebieg mejozy
w oocytach

Zdolnos¢ oocytow
do zaptodnienia

Rozwdj zarodkowy






OEBPS/toc.xhtml

		
			
			


		
		
		PageList


			
						349


						350


						351


						352


						353


						354


						355


						356


						357


						358


						359


						360


						361


			


		
		
		Landmarks


			
						Cover


			


		
	

OEBPS/image/55.png





OEBPS/image/Ryc+1.png
HO. l! I OH

HyC' CHy
bisfenol A 178 - estradiol






OEBPS/image/4.png





OEBPS/image/53.png
57.

61.

62.

67.





OEBPS/image/49.png
10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

21.





OEBPS/image/50.png
24.

25.

26.

27.

28.

31.

32.

37.

39.

41.





OEBPS/image/52.png
47.

49.

51.

52.





OEBPS/image/2.png





OEBPS/image/14.png





OEBPS/image/Ryc+3.png
\
PI3K/AKT? O

P38/MAPK? K

cytoplazma

Dysfunkcja
mitochondriéw





OEBPS/image/34.png





OEBPS/image/47.png





OEBPS/image/1.png
Plastic - (nie)fantastic? O wplywie bisfenolu A na
funkcjonowanie oocytow i zarodkoéw ssakow

STRESZCZENIE

B isfenol A jest monomerycznym zwiazkiem organicznym nalezacym do grupy fenoli, ma-
jacym szerokie zastosowanie w produkcji zZywic, poliweglanow i tworzyw sztucznych.
Masowa produkcja tego zwiazku przyczynila si¢ do jego rozpowszechnienia w srodowisku.
Jest to niepokojace, gdyz BPA nalezy do ksenoestrogen6w, zwigzkéw syntetycznych o dzia-
laniu podobnym do estrogens, wiec moze zaklécac funkcjonowanie organizméw zwierzat i
ludzi. W artykule skupiamy sie na wplywie BPA na wybrane aspekty plodnosci ssakéw. W
oparciu 0 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-
noé¢ wynikéw uzyskanych z doswiadczedi prowadzonych i vitro i/lub na modelach zwie-
rzecych w kontekicie wplywu BPA na plodnos¢ kobiet.

WSTEP

Bisfenol A (BPA; Ryc. 1) jest monomerycznym zwiazkiem organicznym nale-
rupy fenoli, majacym szerokie zastosowanie w produkdji zywic, poli-
weglanéw i tworzyw sztucznych. Ze wzgledu na swoja transparentnosé, lekkosé
oraz odpormnosé na uszkodzenia stosowany jest do produkdji wielu przedmio-
tow codziennego uzytku, np. plastikowych pojemnikéw i butelek do przecho-
wywania zywnosci, plastikowych zabawek dla dzieci, plyt 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 paragonéow. BPA wehodzi takze w sklad kosmety-
kéw (dezodoranty, perfumy, szampony) i wypelnieri dentystycznych. Masowa
produkda tego zwiazku (prognozuje sie, ze osiagnie ponad 7 min ton do korica
2023 roku [1]) przyczynila sie do jego rozprzestrzenienia w érodowisku. BPA
moze sie uwalnia¢ pod wplywem zmian pH i temperatury z materialéw, do
produkdji ktérych go uzyto, i migrowac do zywnosci, powietrza, skéry, sliny
czy kewi [2,3]. Szacuje sie, ze BPA przenika do organizmu czlowieka przede
wzystkim wraz z zywnoscia [4]. Kontakt czlowieka z BPA jest na tyle czesty,
2e w analizach przeprowadzonych w réznych czesciach éwiata BPA wykryto
W moczu u érednio 90% badanych 0séb [5-8]. Oprécz moczu, BPA wykrywane
jest u czlowieka takze w surowicy krwi, élinie, mleku, plynie w pecherzykach
jainikowych oraz lozysku [9] (Tabela 1).

HC CH,
bisfenol A

178 - estradiol

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

BPA JAKO KSENOESTROGEN

Dlaczego BPA budzi zainteresowanie biologéw i zaniepokojenie lekarzy?
Otéz zwiazek ten nalezy do tzw. ksenoestrogenow (gr. xeros - obey), zwiazkow
syntetycznych o dzialaniu podobnym do estrogenu. BPA moze zatem zaklécac
funkjonowanie organizméw zwierzat i ludzi. BPA oddzialuje na komérki or-
ganizmu przede wszystkim przez receptory estrogenowe. Klasyczne receptory
estrogenowe ERcti ERP (ang, estrogen receptor alpha i beta) znajduga sie w cytozolu
i po zwiazaniu liganda (np. estradiolu lub BPA) zmieniaja swoja konformacje
i migruja do jadra komérkowego, gdzie reguluja ekspresje wybranych genéw.
Robia to badz to wiazac sie bezposrednio z obecnymi w obrebie promotorow
pewnych genow sekwencjami warunkujacymi odpowiedz na estrogen (EREs,
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