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Abstrakt

Predlozend monografia poskytuje syntézu sucasnych poznatkov o biologic-
kych ucinkoch bisfenolu A (BPA) a jeho subtitttov, pricom integruje vysledky
relevantnych vedeckych $tadii s vlastnym experimentalnym vyskumom autor-
ského kolektivu. Vzhladom na vysoku vnimavost na environmentalny stres
a dostupnost $pecifickych mutantnych kmenov je v monografii vyzdvihnuta
nenahraditelna tloha Caenorabditis elegans ako bioindikatora pri hodnote-
ni neziaducich ucinkov bisfenolov. V zhode s globalnymi trendmi v oblasti
hodnotenia environmentalnych rizik bol na$ vyskum zamerany na postdenie
vplyvu tychto latok na reproduként schopnost, motoricku aktivitu a neurobe-
havioralne prejavy. Kym literatira sa ¢asto obmedzuje na nemutované orga-
nizmy, prinosom nasich $tudii je vyuzitie série mutantnych kmenov (bli-1, rol-
1, rol-6, sqt-1) s poruchami kutikuly, ktoré umoznili detailnejsie objasnit vztah
medzi bariérovou funkciou povrchu tela a odpovedou organizmu. V sulade
s idajmi o nemonoténnom priebehu zavislosti u¢inku od davky nase vysledky
potvrdili, Ze BPA aj jeho ndhrady signifikantne nartsaju embryonalny vyvin
a reprodukénu kapacitu uz pri nizkych koncentraciach (0,5 - 5 uM), ¢o sa
prejavilo znizenou liahnivostou a redukciou telesnej dlzky jedincov. V oblasti
neurotoxicity nase data, v kontexte s poznatkami o neurotoxickom potenciali
bisfenolov, poukazuju na zavazné narusenie procesu habituacie na mechano-
senzorické stimuly a deficit v neasociativnom uceni. Najvyraznejsi negativny
vplyv v nasich experimentoch opakovane vykazoval bisfenol AF, ktory vyka-
zoval silnejsi inhibi¢ny Gc¢inok na motilitu a habituaciu nez pévodny BPA, ¢o
pravdepodobne suvisi s jeho vy$$ou hydrofobicitou a vizbovou afinitou. Stu-
dia prinasa dokazy o tom, ze prechod na ,,BPA-free“ alternativy predstavuje
fenomén neziaducich nahrad (,,regrettable substitution®), nakolko tieto latky
vykazuju analogické, v pripade bisfenolu AF dokonca zavaznejsie ucinky. Zis-
kané udaje zdoraznuju naliehavt potrebu preventivneho a detailného skrinin-
gu novych chemickych substitutov pred ich masovou priemyselnou produk-
ciou a komer¢nou distribuciou.

KIicové slova: endokrinné disruptory, bisfenol A, bisfenol S, bisfenol E
bisfenol AF, Caenorhabditis elegans.



Abstract

The presented monograph provides a synthesis of current knowledge on
the biological effects of bisphenol A (BPA) and its substitutes, integrating fin-
dings from relevant scientific studies with the original experimental research
of the author team. Because of its high sensitivity to environmental stress and
the availability of specific mutant strains, Caenorhabditis elegans plays an in-
dispensable role as a bioindicator in this monograph for evaluating the ad-
verse effects of bisphenols. In alignment with global trends in environmental
risk assessment, our research examined the effects of these substances on re-
productive capacity, locomotion, and neurobehavioral manifestations. While
literature often limits its focus to non-mutated organisms, the contribution
of our studies lies in the utilization of series of cuticle-defective mutant stra-
ins (bli-1, rol-1, rol-6, sqt-1), which allowed for a more detailed elucidation
of the relationship between the body surface barrier function and the orga-
nism’s response. In accordance with data on non-monotonic dose-response
curves, our results confirmed that both BPA and its substitutes significantly
disrupt embryonic development and reproductive capacity, even at low con-
centrations (0.5-5 uM), as evidenced by decreased hatchability and reduced
body length. In the field of neurotoxicity, our data, in light of the known neu-
rotoxic potential of bisphenols, point to a severe disruption of habituation to
mechanosensory stimuli and a deficit in non-associative learning. In our ex-
periments, bisphenol AF consistently exhibited the most pronounced negative
impact, demonstrating a stronger inhibitory effect on motility and habituation
than the original BPA, which is likely related to its higher hydrophobicity and
binding affinity. The study provides evidence that transitioning to ,,BPA-free®
alternatives represents the phenomenon of ,,regrettable substitution,“ as these
substances exhibit analogous or, in the case of bisphenol AF, even more severe
adverse effects. The obtained data emphasize the urgent need for preventive
and detailed screening of new chemical substitutes before their mass industrial
production and commercial distribution.

Keywords: endocrine disruptors, bisphenol A, bisphenol S, bisphenol E
bisphenol AF, Caenorhabditis elegans.
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UVOD

V poslednych desatroc¢iach sa svetova vyroba plastov dramaticky zvysi-
la, ¢o viedlo k masivnemu ndrastu mnozstva syntetickych chemickych latok
pritomnych v zivotnom prostredi. Mnohé z tychto zlucenin sa vdaka svojej
Strukture a biologickej aktivite spravaja ako endokrinné disruptory - exogén-
ne latky schopné narusit hormonalnu homeostazu organizmov (WHO/IPCS,
2002, Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Endokrinné disruptory zasahuji do
syntézy, transportu, metabolizmu ¢i receptorového pdsobenia prirodzenych
horménov, a tym menia zakladné fyziologické procesy, ktoré su nevyhnutné
pre rast, vyvin, reprodukciu a udrziavanie vnutornej rovnovahy (Diamanti-
-Kandarakis et al., 2009, La Merrill et al., 2020, Anne a Raphael, 2021). Ich
pritomnost v zivotnom prostredi je dosledkom Tudskej ¢innosti a predstavuje
rastdci globalny problém s vyznamnymi dopadmi na ekosystémy aj zdravie
Tudskej populacie.

K jednému najrozsirenej$ich endokrinnych disruptorov patri bisfenol
A (BPA), ktory sa pouziva predovsetkym pri vyrobe polykarbonatovych plas-
tov, epoxidovych zivic a dalsich polymérov s vysokou pevnostou a odolnostou.
BPA sa nachadza v beznych produktoch kazdodennej potreby — od potravi-
novych obalov, termopapiera a napojovych flia§ az po zdravotnicke pomdcky
a elektroniku. Jeho schopnost viazat sa na hormonalne receptory, najma es-
trogénové a androgénne, z neho robi latku s vyznamnym endokrinnym po-
tencidlom. Vyskumy z poslednych rokov potvrdzuju, ze sa podiela na rozvoji
metabolickych poruch, reprodukénych dysfunkcii, zmien spravania, ako aj na
zvy$enom riziku vzniku vybranych typov nadorov (Ullah et al., 2018, Akash
et al., 2020, Costa a Cairrao, 2024, Lii et al., 2024, Lindt et al., 2025, Shi et al.,
2025). Okrem toho pretrvava vo vodnych a pddnych ekosystémoch, odkial
moze prenikat do potravového retazca a kumulovat sa v organizmoch (Guo et
al., 2017, Torres-Garcia et al., 2022).

Regulacné opatrenia v Eurdpskej unii aj v inych regiénoch sveta preto vied-
li k postupnému obmedzovaniu pouzivania BPA, najma v produktoch pre deti
a v potravinovych obaloch. Tlak na jeho nahradu vsak spdsobil intenzivny roz-
voj vyroby chemicky podobnych zlicenin, ako su bisfenol S (BPS), bisfenol P
(BPP), bisfenol AP (BAP), bisfenol Z (BPZ) bisfenol F (BPF), ¢i bisfenol AF
(BPAF). Tieto analdgy boli dlho povazované za bezpecnejsie alternativy, no
dokazy z nedavnych experimentalnych a epidemiologickych $tudii naznacuju,
ze modzu vykazovat podobné alebo dokonca silnejsie neziaduce uc¢inky (Ro-
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chester a Bolden, 2015, Zalmanové et al., 2017, Martinez et al., 2020, Reininger
a Oehlmann, 2024, Lin et al., 2025). Vyskyt jednej z najcastejsie pouzivanych
nahrad BPA - BPS - bol potvrdeny v krvi, moci, materskom mlieku aj v zloz-
kach zivotného prostredia, a to v koncentraciach prevysujiacich povodné od-
hady (Jialin, 2024; Lin et al., 2025). Studie dokumentuju, ze BPS (podobne ako
BPA) vykazuje negativne uc¢inky na endokrinny a reprodukény systém a pri-
spieva k vyvinovej toxicite (Mersha et al., 2015, Xiao et al., 2019). Konkrétne
in vivo experimenty naznacuju, Ze uz nizke koncentracie BPS narusaju vyvin
zarodo¢nych buniek (Nevoral et al., 2018), pricom najnovsie zistenia spajaju
tuto latku aj s patogenézou nevysvetlitelnych opakovanych potratov (Liang et
al., 2020). Podobné rizika predstavuju aj analogy BPF a BPAF, ktoré vykazuja
afinitu k hormonalnym receptorom, ovplyviuju génovu expresiu a indukuja
oxidacny stres (Mokra et al., 2019; Shambhari et al., 2021). Nedostato¢na regu-
lacia a rychle rozsirovanie tychto latok na trhu tak vedie k fenoménu tzv. ne-
ziaducich nahrad (,,regrettable substitution®), kedy je jedna nebezpecnd latka
nahradzana inou s podobne rizikovym profilom.

V suvislosti s rasticimi obavami odbornikov aj verejnosti sa ¢oraz inten-
zivnejsie diskutuje potreba vyuzivania modelovych organizmov na hodnotenie
neziaducich uc¢inkov endokrinnych disruptorov. Jednym z najcennejsich a naj-
flexibilnej$ich modelov je nematdda Caenorhabditis elegans (C. elegans), ktora
predstavuje idealny systém na Studium ucinkov chemikalii na trovni bunky,
tkaniva aj celého organizmu. C. elegans ma jednoducht anatomicku stavbu, upl-
ne zmapovanu nervovu sustavu a dobre charakterizovany geném, pricom jeho
signalizacné drahy, zodpovedné za regulaciu stresovej odpovede, metabolizmu,
reprodukcie a neurobehavioralnych procesov st evolu¢ne konzervované (Bren-
ner, 1974, Baumeister et al., 2006). Kratky zivotny cyklus nematéd umoznuje
rychle generovanie dat o akutnych aj chronickych uc¢inkoch chemickych latok
vratane sledovania prejavov neziaducich ué¢inkov naprie¢ viacerymi genera-
ciami. Daldou vyznamnou vyhodou C. elegans je, Ze mnohé biologické proce-
sy ovplyviiované endokrinnymi disruptormi u cicavcov st pritomné aj v tom-
to jednoduchom organizme. Hoci nema $pecializované endokrinné zlazy ako
vyssie zivocichy, disponuje niektorymi hormonalnymi/signaliza¢nymi drahami
(napr. inzulin/IGF), ktoré reguluju metabolizmus, stresova odpoved ¢i zivotnost
(Hashmi et al., 2013, Moreno-Ariola et. al., 2014). C. elegans je preto vhodnym
modelom na detekciu zmien vo vyvine, spravani, metabolizme, raste ¢i repro-
dukcii vyvolanych vystavenim chemickym latkam s hormonalnou aktivitou
(Mersha et al., 2015, Hunt, 2016, Garcia-Espifeira et al., 2018, Rodrigues et al.,
2024, Kucharikova et al., 2023, Wang et al., 2023, Kaiglova et al., 2025).

Nedavne $tadie ukazali, ze expozicia BPA a jeho alternativam vedie
u C. elegans k naruseniu viacerych Zivotne dolezitych procesov - od znizenej
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Uvod

liahnivosti embryi, cez poruchy rastu a zvySeny oxidacny stres, aZ po zmeny
v habitudcii, ktord je jednym z najjednoduchsich a najcitlivejsich prejavov uce-
nia (Mersha et al., 2015; Kucharikova et al., 2023, Kaiglova et al., 2025). Tieto
vysledky jednoznacne naznacuju, ze aj nizke koncentracie bisfenolov mozu
vyznamne ovplyvnit biologické funkcie, ktoré st zasadné pre udrzanie Zivot-
ného cyklu organizmu. Preto je nevyhnutné detailne preskiimat uc¢inky BPA
a jeho nahrad a identifikovat mozné rozdiely aj podobnosti v ich biologickom
posobeni. C. elegans predstavuje model, ktory umoznuje hodnotit mieru ne-
bezpecnosti bisfenolov rychlo, efektivne a eticky prijatelnym sposobom (Ma-
xwell et al., 2008).

Cielom tejto monografie, ur¢enej vedeckym pracovnikom a doktorandom
zaoberajucim sa environmentalnym vyskumom je nielen poskytnut uceleny
prehlad o biologickych uc¢inkoch BPA a jeho $trukturalnych analégov, ale naj-
ma poukdzat na rizika spojené s tymito substitdtmi. Hoci su v sti¢asnosti po-
vazované za bezpecnejdie alternativy, monografia upozornuje na ich mozné
neziaduce ucinky a prispieva tak k hlbsiemu pochopeniu ich potencialnych
zdravotnych rizik pre ¢loveka a zivotné prostredie. Praca zaroven predstavuje
moznosti sledovania Gc¢inkov tychto latok s vyuzitim modelového organizmu
C. elegans.

13



1. ENDOKRINNE DISRUPTORY (EDCS) -
VSEOBECNA CHARAKTERISTIKA

Endokrinné disruptory (z angl. Endocrine Disrupting Chemicals - EDCs)
st heterogénna skupina exogénnych chemickych latok alebo ich zmesi, ktoré
mozu narusit komplexny regulacny endokrinny systém. Endokrinny systém
je tvoreny sustavou zliaz, ktoré produkuju hormoény, chemické signalne mo-
lekuly, sprostredkujtce interakcie so Specifickymi cielovymi $truktirami, ako
st receptory. Tieto interakcie reguluju $iroké spektrum fyziologickych proce-
sov vratane rastu, vyvinu, reprodukcie, energetickej homeostazy, metabolizmu
a udrziavania telesnej hmotnosti (Jameson, 2016). Reguldcia hormonélnych
procesov v organizme je mimoriadne citlivd na rézne vnatorné aj vonkajsie
podnety, pricom jednou z vyznamnych skupin environmentalnych faktorov,
ktoré ju mozu narusit, su EDCs.

1.1 Definicia a rozdelenie EDCs

Napriek drobnym formula¢nym rozdielom sa definicie, ktoré zaviedli Sve-
tova zdravotnicka organizacia (WHO) a Medzindrodny program pre chemic-
ka bezpecnost (IPCS) v roku 2002, Americka agentdra na ochranu Zivotné-
ho prostredia (EPA) a Eurdpska environmentdlna agentira (EEA), zhoduju
v tom, ze EDCs su exogénne latky (jednotlivé zluceniny alebo ich zmesi) kto-
ré narusaju funkciu endokrinného systému. Konkrétne zasahujui do syntézy,
sekrécie, transportu, vizby, pdsobenia alebo eliminacie horménov. Hlavnym
dosledkom tejto interferencie je vznik nepriaznivych zdravotnych ucinkov
u exponovaného organizmu, jeho potomstva alebo v celej populacii. Tieto lat-
ky, ovplyviujuce hormondlnu rovnovdhu, mozu ohrozovat klac¢ové procesy,
ako st homeostaza, reprodukcia ¢i vyvin organizmu (WHO/IPCS, 2002, EPA,
1998, EEA, 1996).

EDC:s sa podla chemickej struktury a povodu delia do niekolkych primar-
nych kategorii. Pesticidy a herbicidy tvoria rozsiahlu skupinu, kam patria latky
ako perzistentné organické polutanty (POPs), napriklad DDT (dichlérdife-
nyltrichléretan) a jeho metabolity, ¢i fungicidy ako vinclozolin alebo herbicid
atrazin (Hayes et al., 2010, Mnif et al., 2011). K dasej skupine EDCs patria prie-
myselné chemikalie, ktoré st pritomné v Sirokej $kale spotrebnych produktov
a predstavuju jeden z najcastejsich zdrojov expozicie. Medzi klucové priklady
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patria: BPA, pouzivany pri syntéze polykarbonatovych plastov a epoxidovych
zivic; ftalaty (napr. dietylhexylftalat - DEHP, dibutylftalat - DBP), ktoré sluzia
ako zmiékcovadla plastov; polychlérované bifenyly (PCB) a polybromované
difenylétery (PBDE), pouzivané ako spomalovace horenia. Tieto latky sa uvol-
nuju z plastovych obalov, stavebnych materialov a domaceho prachu. Neza-
nedbatelnd je aj pritomnost farmaceutik (napr. syntetickych estrogénov ako
etinylestradiol — EE2) a ich metabolitov v odpadovych vodach, ¢o predstavuje
hrozbu najma pre vodné ekosystémy (Klaic et al., 2022). Napokon, k EDCs st
zaradované aj niektoré prirodné latky ako fytoestrogény (genistein, daidzein)
obsiahnuté v rastlinnej strave, ¢i mykotoxiny ako zearalenon, ktoré mozu vy-
kazovat mierne estrogénne uc¢inky (Hueza et al., 2014, Lee et al., 2022, Xiang
et al., 2023). Kombinacie tychto latok (napr. zearalenén s genisteinom) mozu
viest k synergickym uc¢inkom, ¢im sa celkova estrogénna odpoved vyrazne
zvy$uje (Vejdovszky et al., 2017). Okrem tychto dobre znamych organickych
chemikalif je dnes ¢oraz viac dokazov, Ze aj tazké kovy moézu fungovat ako
EDCs Medzi najcastejsie spominané patria napriklad kadmium (Cd), olovo
(Pb), ortut (Hg), arzén (As), nikel (Ni), med (Cu) ¢i zinok (Zn) (Liu et al.,
2023a). U tychto kovov bolo dokazané, ze vykazuju vlastnosti endokrinnych
disruptorov, ktoré interferuju s hormonalnou signalizaciou. Ich t¢inok spo-
¢iva v priamej kompetitivnej vazbe na Specifické hormonadlne receptory, ¢im
moduluju transkripénua aktivitu génov klucovych pre udrzanie endokrinnej
homeostazy. Zaroven negativne ovplyviiuju enzymatické drahy zapojené do
biosyntézy a degradacie horménov (Liu et al., 2023a, Yang Z., 2024).

1.2 Biologické uc¢inky EDCs

Dolezitou vlastnostou EDCs je ich schopnost vyvolavat biologické ucin-
ky v zivych organizmoch uz pri velmi nizkych koncentraciach. Prejavuja tak
netradi¢nu ,,dose-response dynamiku, kedZze pdsobia podobne ako hormény
a neurotransmitery pri koncentraciach, ktoré by boli pri beznych toxickych
latkach neucinné (Vandenberg et al., 2012). Dal$im rozhodujtcim faktorom
je, ze negativne dosledky vystavenia tymto latkam su silne zavislé od ¢asu ex-
pozicie. Najcitlivejsie je obdobie od prenatalnej fazy vyvinu az po dospievanie,
¢o je cas, pocas ktorého sa uskutoc¢nuje formovanie hormonalneho systému.
Expozicia nizkym hladindam EDCs v tejto kritickej, zranitelnej faze moze viest
k nezvratnému poskodeniu jedinca. Obzvlast zlozita je situacia tehotnych Zien,
pretoze vystavenie EDCs v tomto obdobi mé6ze mat vplyv na viacero generacii
sti¢asne: na matku, na vyvijajuci sa plod a dokonca aj na zarodo¢né bunky
(gaméty) plodu. Okrem toho bolo zdokumentované, ze niektoré EDCs dokazu
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ovplyvnit nasledujuce generacie prostrednictvom zmien v dedi¢nych mecha-
nizmoch, ako je napriklad epigeneticka modifikacia DNA (Endocrine Society,
2023).

Ludia st neustale, asto nevedome, vystaveni rozsiahlemu spektru tych-
to chemickych latok (Yilmaz et al, 2019). Traviaci trakt predstavuje hlavnu
vstupnd branu pre perzistentné organické latky a vicsinu ostatnych EDCs,
pricom odhady hovoria, ze viac ako 90 % vsetkych prijatych EDCs pochadza
z konzumovanej potravy (Perello et al., 2012, Nadal a Domingo, 2013). Expo-
zicia inhalaciou je vyznamnd najma pri prchavych a semivolatilnych EDCs.
Ich detekcia v tkanivach cicavcov v odlahlych castiach sveta naznacuje, ze sa
dokézu $irit na velké vzdialenosti vzduchom a oceanskymi pradmi (Carpen-
ter, 2006). Hoci sa dermalna cesta ¢asto povazZuje za menej vyznamnu v porov-
nani s ingesciou, pre urcité skupiny latok predstavuje dolezity spdsob vstupu
do organizmu (Weschler a Nazaroft, 2014). Koza nie je nepriepustnou barié-
rou; mnohé EDCs st lipofilné, ¢o im umoznuje relativne lahko prenikat cez
rohovinovu vrstvu epidermis priamo do krvného obehu.

Vystavenie Tudi r6znorodym EDCs pocas celého zivota (¢i uz prostred-
nictvom spotrebnych vyrobkov, pracovného prostredia, lieciv, a pod.) moze
vyznamne narusit jemnu reguldciu hormonalnych procesov v organizme. Po-
sobenie EDCs sa dlhodobo spdja s rizikom portch reprodukénych (Skakke-
baek, 2016, Johansson et al., 2017, Axelstad et al., 2018, Sifakis et al., 2017)
a kognitivnych funkcii (Amano et al., 2018, Ghassabian a Trasande, 2018), me-
tabolickych ochoreni a portuch (Alonso-Magdalena et al., 2010, Cano-Sancho
et al., 2017) ako aj roznych typov nadorovych ochoreni (Giulivo et al., 2016,
Scsukova et al., 2016). Biologické posobenie endokrinne disruptivnych latok je
komplexné a primarne sa klasifikuje podla hormonalnej drahy, ktort nardsaju.

V skorsich obdobiach sa predpokladalo, ze EDCs uplatiuji svoje acinky
najmai prostrednictvom jadrovych hormonalnych receptorov, zahfnajuic estro-
génové receptory (ERs), androgénové receptory (AR), progesterénové recepto-
ry, receptory $titnej zlazy (TR), a iné (ako napr. peroxizomové proliferatorom
aktivované receptory - PPAR a retinoidové x receptory - RXR). Tieto receptory
st od hormonov zavislé transkripcné faktory, ktoré kontroluji génova expre-
siu, pricom napodobnuju alebo blokuju prirodzené hormény. EDCs, ktoré sa
naviazu na jadrové (nuklearne) receptory, mézu menit normalnu funkciu bu-
niek a viest k nepriaznivym zdravotnym u¢inkom. Sucasny stav poznania vak
jednozna¢ne naznacuje, Ze mechanizmy pdésobenia EDC st omnoho rozma-
nitejsie a komplexnejsie, nez sa pdvodne predpokladalo. Popri receptorovych
interakciach mozu ovplyvnovat aj epigenetické modifikacie v bunkach produ-
kujacich hormony alebo reagujucich na hormony, nartsat ich syntézu, ovplyv-
novat ich transport cez bunkové membrany, menit ich distribuciu a hladiny
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v cirkulacii, zasahovat do ich metabolizmu a odburavania a dokonca menit aj
osud buniek, ktoré hormény produkuju alebo na ne odpovedaju (La Merrill et
al., 2020).

Najdlhsie a najlepsie prestudovanou kategdriou su latky posobiace na sig-
nalizaciu pohlavnych horménov. Estrogénne disruptory alebo xenoestrogény
(napr. BPA, metoxychlér, nonylfenol) st schopné viazat sa na estrogénové re-
ceptory ERa a ERP a aktivovat ich, ¢im napodobnuju uc¢inok endogénneho
17B-estradiolu. Antiestrogénne latky naopak vizbu blokuju. Tieto mecha-
nizmy su spajané so zmenami vo vyvine reprodukéného systému, zvySenym
rizikom hormondlne zavislych karcinémov (prsnika, prostaty) a pred¢asnou
pubertou (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Androgénne a antiandrogénne disruptory nartsaju ucinok testosterénu
a dihydrotestosterénu. Antiandrogénne disruptory, kam patria niektoré ftalaty
(napr. DEHP) a fungicid vinclozolin, bud priamo blokuju AR, alebo inhibuju
enzymy nevyhnutné pre syntézu testosteréonu (napr. steroidogénne enzymy,
ako je 17B-hydroxysteroid dehydrogenaza). Expozicia tymto latkam pocas kri-
tickych vyvinovych faz plodu je silno korelovana s reprodukénymi abnorma-
litami muzov, ako su hypospadia, kryptorchizmus a znizena kvalita spermii,
¢o je sucastou syndromu znameho ako testikularny dysgeneticky syndrom
(Nordkap et al., 2012, Gore et al., 2015, Fénichel et al, 2019).

Hormony §titnej zlazy (tyroxin - T4, trijédtyronin - T3) su kritické pre ne-
urovyvin. Tyroidalne disruptory (napr. PCB, PBDE, perchlorat) zasahuju do
systému na viacerych urovniach. Mo6zu inhibovat syntézu hormoénov $titnej
zlazy blokovanim jodidového transportu, alebo inhibiciou tyreoidalnej pero-
xidazy; dalej narsaju transport hormoénov v krvi tym, Ze kompetitivne vy-
tesnuju T4 z viazucich proteinov, ako je tyreoglobulin (TBG) a transtyretin
(TTR) (Calsolaro et al., 2017). Tieto u¢inky su spdjané s neurovyvinovymi
deficitmi a hypotyredzou, pricom najzranitelnejsie je mozgové tkanivo pocas
prenatalneho vyvinu (Gore et al., 2015; Ghassabian a Trassande, 2018).

Rastuci zaujem sa sustreduje na EDCs, ktoré zasahuju do metabolickych
procesov. Tieto latky, ¢asto oznac¢ované ako metabolické disruptory (napr. tri-
butylcin, BPA a niektoré ftalaty), ovplyviluju signalizaciu inzulinu, glukagénu
a adipokinov. Ich mechanizmus c¢asto zahrna aktivaciu nuklearnych recepto-
rov ako je PPARY, ktory reguluje adipogenézu. Expozicia tymto latkam je ¢asto
asociovand so zvySenym rizikom obezity, inzulinovej rezistencie a diabetu
2. typu (Griin a Blumberg, 2006, Sun et al., 2014, Gore et al., 2015).

Mechanizmy tc¢inku EDCs zavisia od ich $pecifického posobenia na bun-
kovej a tkanivovej trovni, ako aj od cirkadiannych rytmov, sezénnych zmien,
fazy zivotného cyklu a pohlavia (Zoeller et al., 2012). Navyse, vyvinovo pod-
mieneny, cirkadianny ¢i pulzatilny charakter hormonélnej sekrécie predstavuje
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1. Endokrinné disruptory (EDCs) - vSeobecna charakteristika

vyznamnu sucast signdlneho mechanizmu, ktort mézu EDC narusit (Kopp et
al., 2017, Mimoto et al., 2017). Riziko dlhodobych nepriaznivych zdravotnych
nasledkov sa zdsadne zvysuje v pripadoch, ked expozicia EDCs nastane v ob-
dobiach formovania a diferenciacie organovych systémov v ranych $tadiach
vyvinu (Braun, 2017, Toft, 2023, Celik a Yesildemir, 2025, Potiris et al., 2025).

Vzhladom na fakt, ze Iudia st exponovani zmesiam réznych EDCs z rdz-
nych zdrojov (tzv. koktailovy efekt), posudzovanie ich kumulativneho rizika
zostava jednou z najvacsich vyziev sucasnej toxikoldgie a regulacnej vedy
(Gore et al., 2015). Klasifikacia EDCs podla chemickej $truktury, hlavnych
zdrojov expozicie a zdravotnych ué¢inkov je zhrnuta v Tab. 1.

1.3 Bisfenol A (BPA)

BPA (2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan, sumarny vzorec CisH;60,, CAS 80-
05-7) je biela krystalicka pevna latka vo forme prasku, ktora sa vyuziva pri
vyrobe plastov, najma epoxidovych Zivic a polykarbondtov, tvoriacich sucast
$irokého spektra beznych spotrebnych vyrobkov. Pévodne bola tato latka vy-
vinuta ako synteticky estrogén v ramci vyskumu exogénnych syntetickych es-
trogénov vhodnych pre farmaceuticky sektor. Hoci sa jeho estrogénna aktivita
potvrdila, nebola taka silna ako u zluceniny dietylstilbestrol, ¢o viedlo k pre-
hodnoteniu jeho farmaceutického vyuzitia (Dodds a Lawson, 1936). Nasled-
ne sa BPA zacal uplatnovat v chemickom priemysle ako monomér pri vyrobe
roznych polymérov, ako su polykarbonatové plasty a epoxidové zivice. Okrem
toho sa pouziva aj ako antioxidant, inhibitor polymerizacie polyvinylchloridu
a prekurzor pri syntéze retardérov horenia (Geens et al., 2011). Tieto materialy
sluzia ako zaklad pre vyrobu obrovského mnozstva spotrebnych tovarov. Po-
lykarbonaty sa napriklad vyuzivaju na vyrobu opakovane pouzitelnych plas-
tovych fliag a nadob urcenych na skladovanie potravin. Epoxidové Zivice sa
vo velkej miere pouzivaji ako ochranné natery vnutri plechoviek na potravi-
ny a napoje, ako aj na vnutornych castiach vodovodnych potrubi na rozvod
pitnej vody. BPA je pritomny aj v $irokom spektre inych produktov vratane
termalneho papiera, textilii, farieb, atramentov, lepidiel, automobilovych nate-
rov, stavebnych materialov (najmé podlahovych krytin), hraciek, elektroniky,
zdravotnickych pomocok a zubnych vyplni (EEA, 2023).

Molekula BPA je znama ako endokrinny disruptor (latka narusajuca hor-
monalny systém) vdaka svojej schopnosti interagovat s viacerymi jadrovymi
receptormi a tym menit normalnu reguldciu génovej expresie.

Jadrové receptory st intraceluldrne proteiny, ktoré sa po naviazani $peci-
fického hormoénu alebo inej lipofilnej molekuly (ligandu) presuvaju do jadra
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bunky, kde funguju ako transkripéné faktory (regulatory expresie génov). Za
normalnych okolnosti sa po naviazani endogénneho horménu (napr. estra-
diolu na ER) receptor podrobi konformacnej zmene, dimerizuje a putuje do
jadra. Komplex receptor-ligand (dimér) sa naviaze na $pecifické sekvencie
DNA nazyvané elementy hormonalnej odpovede (HRE), ktoré sa nachadzaju
v promotorovych oblastiach cielovych génov. Naviazany komplex potom spolu
s koaktivatormi alebo korepresormi vedie k zmene chromatinovej struktary
a nasledne k aktivacii (zvySenej expresii) alebo inhibicii (zniZenej expresii) cie-
lovych génov (Mangelsdorf et al., 1995).

BPA ma $trukturalnu podobnost s niektorymi endogénnymi horménmi,
¢o mu umoznuje viazat sa na ich receptory. Tento xenoestrogén sa dokaze via-
zat na oba typy estrogénovych receptorov (ERa a ERP), ¢im aktivuje estrogé-
novu signalnu drahu (Gould et al., 1998). V pripade vazby BPA na AR, ktory
normalne viaze samcie pohlavné hormoény (androgény), posobi BPA prevazne
ako antagonista (Lee et al., 2003). Vyznamnym ciefom BPA su tiez receptory
hormonov stitnej zlazy (TR), naviazanim na ne toto xenobiotikum potencidlne
naru$a metabolizmus a vyvin regulovany prislusnymi horménmi (Moriyama
et al.,2002). MozZe sa tieZ priamo viazat na glukokortikoidové receptory (GRa),
¢im napodobnuje ucinky stresovych hormoénov (glukokortikoidov). Dlhodo-
bo zvysené hladiny glukokortikoidov potom vedu k potlaceniu imunitnych
funkcii a poskodeniu nervovej odolnosti (Liu et al., 2019, Buoso et al., 2021).
BPA prejavuje vysoku afinitu aj k EERy (receptor pribuzny estrogénu), ktory
je konétitutivne aktivny, ale BPA moze tuto aktivitu dalej modulovat (Okada
et al., 2008).

Ked sa na jadrovy receptor naviaze BPA namiesto prirodzeného horménu,
moze pdsobit dvojako: bud receptor aktivuje ako agonista (napr. po naviaza-
ni na ER), pri¢om vsak casto vykazuje int potenciu ako prirodny ligand, ¢o
vyusti do abnormalnej reguldcie génov citlivych na estrogény; alebo receptor
blokuje ako antagonista (napr. po naviazani na AR), ¢im zabranuje naviazaniu
prirodzeného horménu a aktivacii génov kontrolovanych androgénmi a na-
rusa tak androgénnu signalizaciu. Okrem toho BPA narusa aj rekrutéciu (pri-
tiahnutie) koaktivatorov a korepresorov, ¢im zasadnym sposobom modifikuje
transkripénu odpoved bunky.

Hlavnymi cestami expozicie, ktorymi BPA vstupuje do Iudského tela, st
ingescia (pozitie), inhalacia a dermalny kontakt (EFSA, 2015, Ramirez et al.,
2023). Vedecké poznatky konzistentne spajaju expoziciu BPA s etioldgiou
mnohych Iudskych ochoreni. Expozicia fudi BPA moéze viest k naruseniu re-
produkéného, neuroendokrinného a imunitného systému, ako aj k vzniku me-
tabolickych dysfunkcii u predtym zdravych jedincov (vom Saal et al., 2009,
Cimmino et al., 2020, Tarafdar et al., 2022).
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V klinickej praxi bola detegovana zvysena sérova koncentracia BPA u zien
so syndréomom polycystickych ovarii v porovnani s kontrolnou skupinou zdra-
vych Zien (Vahedi et al., 2016). Dalej bola expozicia tomuto xenoestrogénu
asociovand so zvySenym rizikom nevysvetliteInych rekurentnych spontannych
potratov (Liang et al., 2020), ako aj so spontannym pdérodom a pred¢asnym
prasknutim plodovych obalov (Behnia et al., 2016). Prenatalna a skord postna-
talna expozicia moze byt spojend so zdvaznymi vyvinovymi poruchami (Junge
etal., 2018, Jensen et al., 2019). Vzhladom na lipofilny charakter BPA je mozna
jeho bioakumuldcia v materskom mlieku a nasledna absorpcia dojcatami (Cit-
tci et al., 2021). V kontexte muzskej reprodukcie $tudia Ji et al. (2018) ukazala,
ze BPA znizuje kvalitu spermii, oslabuje sexudlnu funkciu a znizuje fertilitu
(Ji et al., 2018). BPA sa taktiez dava do suvislosti s patogenézou hypertenzie
a kardiovaskularnych ochoreni (Han a Hong, 2016). Co sa tyka t¢inkov na
metabolizmus, predpoklada sa, Ze moze prispievat k rozvoju obezity a diabetu
2. typu spojeného s inzulinovou rezistenciou (Wade, 2020). Okrem toho, ako
uvadza prehladova praca (Shafei et al., 2018), vyssie koncentracie tejto zlu-
¢eniny predstavuju rizikovy faktor pre vznik onkologickych ochoreni vratane
karcinémov ovarii, kr¢ka maternice, prsnika, prostaty a plic.

Tieto zistenia o potencialnych zdravotnych rizikach viedli k potrebe re-
gulacnych zdsahov na trovni verejného zdravia. Regulacia BPA v Eur6pskej
unii presla za posledné desatrocia dynamickym vyvojom, ktory odstartoval uz
v roku 2011 zékazom jeho pouzivania v dojcenskych flasiach. Tento krok bol
nasledne doplneny o dal$ie obmedzenia tykajtce sa nddob na potraviny pre
dojcatd a malé deti (European Commission, 2011). Paralelne s celoeurépskymi
pravidlami pristapili niektoré ¢lenské staty k este prisnejsej narodnej regulacii.
Prikladom je Franctzsko, ktoré zaviedlo uplny zakaz BPA vo vsetkych obaloch
prichadzajucich do styku s potravinami (Legifrance - République Frangaise,
2012), & Svédsko, ktoré obmedzilo jeho vyuzitie v epoxidovych materialoch
pri renovacii vodovodnych potrubi v domdcnostiach (Food Packaging Forum,
2016, Swedish Chemicals Agency, b.d.).

Zlomovy moment nastal v roku 2017, ked Eurépska chemickd agentira
(ECHA) zaradila BPA medzi latky vzbudzujice velmi velké obavy (Substan-
ces of Very High Concern - SVHC) kvoli jej preukdzanym endokrinnym di-
srupénym ucinkom (ECHA, 2017a). Vedecké poznatky o rizikach latky sa da-
lej prehlbovali, ¢o v roku 2023 viedlo Eurépsky urad pre bezpecnost potravin
(EFSA) k dramatickému prehodnoteniu bezpecnosti. Tolerovatelny denny pri-
jem (TDI) bol zniZeny zo 4 mg/kg na 0,2 ng/kg telesnej hmotnosti, a to najma
v reakcii na zistenia o vplyve BPA na narast Th17 buniek u hlodavcov (EFSA,
2023). Cely proces vyvrcholil v decembri 2024, kedy Eurdpska komisia pros-
trednictvom nariadenia 2024/3190 definitivne schvalila zakaz BPA v materia-
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loch prichadzajucich do styku s potravinami (Official Journal of the European
Union, 2024).

Vsetky tieto regulacné obmedzenia viedli postupne k rozsiahlemu vyvoju
a pouzivaniu mnohych $trukturalne podobnych substitutov BPA, pricom ako
suroviny na vyrobu epoxidovych a polykarbonatovych Zivic, termopapierov
a spevnenych plastov sa najcastejsie pouziva bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF)
a bisfenol AF (BPAF) (Chen, 2016a).

1.4 Substituty BPA

S rasticim povedomim o zdravotnych rizikach spojenych s BPA a v dosled-
ku prijimania regula¢nych opatreni je tento material postupne nahrddzany
inymi Strukturalne pribuznymi bisfenolmi. Tieto latky vykazuji porovnatelna
funk¢nost a umoznuju ich implementaciu bez potreby zasadného prepraco-
vania existujucich vyrobnych procesov. Kedze v$ak biologické a toxikologické
ucinky chemickych latok tuzko stvisia s ich molekulovou struktdrou, alterna-
tivy BPA, ktoré si zachovavaju vysoka mieru $trukturalnej podobnosti (Obr. 1)
nemozno povazovat za menej znepokojujice. Napriek tomu sa im v porovnani
s BPA venuje podstatne mensia regulacna pozornost, ¢o predstavuje potenci-
alnu medzeru v hodnoteni ich rizik pre ludské zdravie a Zivotné prostredie.

Anal6gy BPA sa v sucasnosti Siroko vyuzivaju v rozlicnych spotrebitel-
skych vyrobkoch, ktoré st uvadzané na trh s oznacenim ,,BPA-free®, ¢im sa
u spotrebitelov vytvara dojem vyssej zdravotnej a environmentalnej bezpec-
nosti. Napriek obmedzeniam a zakazom BPA v urcitych aplikaciach zostava
vacsina jeho $trukturdlne pribuznych analégov regulovana menej prisne alebo
len ciastocne. V regula¢nom ramci Eur6pskej inie, najmé v kontexte Naria-
denia Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 o registracii, hodno-
teni, autorizacii a obmedzovani chemickych latok (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals — REACH), sa hodnotenie tychto
analégov BPA casto opiera o predpoklad funkénej ekvivalencie bez dostatoc-
ného zohladnenia ich potencialnych dlhodobych tuc¢inkov, co moze viest k tzv.
neziaducim substiticiam (,,regrettable substitution®) (ECHA, 2017b). Dostup-
né studie pritom ukazuju, ze substitaty BPA sa v dosledku ich kontinualneho
uvolnovania z vyrobkov opakovane deteguju v zlozkach zivotného prostredia
vratane povrchovych a podzemnych vod, pody a bioty (Banaderakhshan et al.,
2022, Jin a Zhu, 2016). Studia Srebny et al. (2025), vyuZivajtca $iroké spektrum
in vitro testov a kumulativny skérovaci systém na porovnanie toxikologickych
profilov BPA a jeho alternativ, ukdzala, Ze $trukturdlne podobné alternativy
vykazovali porovnatelnt schopnost aktivovat ERa ako samotné BPA. Tento
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vysledok naznacuje, ze niektoré zliceniny, oznacované ako ,,BPA-free®, mozu
mat rovnaky endokrinny ucinok ako BPA. Naopak, objemnejsie substittcie
v para- a orto-polohe fenolovych kruhov viedli k elimindcii estrogénnej akti-
vity, pravdepodobne v dosledku sterickych prekazok znemoznujucich vizbu
molekul na ERa. Niektoré z takto modifikovanych zlicenin vsak aktivovali
(PPARY), ktory BPA sam o sebe neaktivuje, ¢o poukazuje na posun v mecha-
nizme biologického tc¢inku. Takato zmena signalnej drahy moze viest k odlis-
nym toxikologickym prejavom, ktoré nemusia byt zachytené pri Standardnom
hodnoteni estrogénnej aktivity. Okrem toho autori pri niektorych alternati-
vach BPA v in vitro testoch zaznamenali mitochondrialnu dysfunkciu a neuro-
toxicitu, ¢o naznacuje, Ze tieto latky mozu vykazovat $irsie spektrum toxickych
ucinkov, presahujice ramec endokrinného narusenia (Srebny et al., 2025).
Tieto skutoc¢nosti poukazuji na potencidlnu medzeru v suc¢asnom regu-
la¢nom pristupe, kedze nedostato¢ne preskimané analégy BPA mozu pred-
stavovat porovnatelné riziko pre Iudské zdravie aj Zivotné prostredie, ¢im sa
spochybnuje opodstatnenost ich oznacovania za bezpecnejsie alternativy.

J— CHy — — ) Sl
Ho—{’ i V) ; { Y—om Ho—{ _‘:._ B —H
s B S = (
BPA BPS
4{2-(4-hydeoayphenyl)propan-2- yijphena| 4-(&-hydroxyphenyl)sulionyiphencl
(oM O3} [C5H 00,5

F- F

A 4

il - = 2]
HiO o ! FF
BPF !
2-{2-hydrexyphanylimathyiphenol BPAF
(C.H..0, £41,1,1.3.3 3 Homaluore-2-{4-hydroxypheny|propan-2-yiiphenal
G, 4H  Fe0,)

Obr. 1: Porovnanie chemickej $truktiury BPA, BPS, BPF a BPAF.

Obr. 1 ilustruje rozdiely v mostiku, ktory spéja dva fenolové kruhy: BPF ma v strede najjed-
noduchsi metylénovy mostik (-CH,-), BPA izopropylidénovi skupinu (uhlik s dvoma metyl-
mi -CH,-), BPS sulfonylovti skupinu (-SO,-), BPAF hexafluérizopropylidénovi skupinu (uhlik
s dvoma -CF,- skupinami) (upravené podla: Santoro et. al., 2019)

1.4.1 Bisfenol S (BPS)

BPS (4,4 -sulfonyldifenol) evidovany pod registra¢cnym cislom CAS 80-
09-1, je synteticky pripravend organicka chemicka zlicenina, definovana su-
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mérnym vzorcom C H, O,S. Z chemického hladiska je BPS charakterizovany
pritomnostou dvoch fenolovych funkénych skupin, ktoré st navzéjom spojené
centralnou sulfonylovou skupinou. Vzajomné odliSenie BPA a BPS spociva
v charaktere spojovacieho segmentu: kym BPS obsahuje vo svojej molekule
sulfonylovt skupinu - ¢o je aj dovodom pre pismeno ,,S“ v nazve — BPA vyu-
ziva na spojenie dimetylmetylénovu skupinu (Obr. 1).

Pretoze BPS sa stal jednou z najviac vyuzivanych nahrad BPA, je sucastou
mnohych spotrebitelskych vyrobkov, s ktorymi prichddzaju Iudia do kontak-
tu na dennej baze. Predpokladalo sa, ze BPS nahradi BPA vo vSetkych sme-
roch, ale nebude vykazovat nepriaznivé ucinky na zdravie. Tieto Gvahy boli
v znac¢nej miere spojené s nedostatkom relevantnych informacii o pdsobeni
tejto zluceniny na zivé organizmy. Obrovskou chybou bolo, zZe jeho pouzitie
bolo schvalené bez toho, aby bolo vykonané hodnotenie jeho potencialnych
zdravotnych rizik najmé pri expozicii nizkym déavkam. Rast pouzivania BPS
zvysuje jeho uvolnovanie do Zivotného prostredia, ¢o vedie k ndrastu jeho
koncentracii vo vode, pdde, sedimentoch, prachu a vzduchu, a tym zvysuje
potencidlne environmentalne a zdravotné rizika pre Iudi a ekosystémy. Okrem
toho bol v roku 2012 prvykrat detegovany aj v ludskom moci (Wu et al., 2018).

Rozsiahla vedecka dokumentacia naznacuje, Ze BPS (podobne ako mnohé
iné ndhrady BPA) nepredstavuje bezpecné rieSenie. Nakolko tato nahrada BPA
vykazuje negativne ucinky na endokrinny a reprodukény systém a indukuje
vyvinovu toxicitu, ma podobné rizikd ako BPA (Wiklund a Beronius, 2022,
Zhang et al., 2025, Xu et al., 2024). Studie hodnotiace vplyv expozicie BPS
na organizmy vyvolali viZne obavy z jeho endokrinne disruptivneho ucinku.
BPS sa spdja s vys$im rizikom kardiovaskuldrnych ochoreni a je zndme, ze
moze poskodzovat reprodukény systém prostrednictvom oxida¢ného stresu
a hormonalnych zmien (Nourian et al., 2020). Konkrétne, posobi ako agonis-
ta estrogénového receptoru a (ER a), ¢im podporuje rast nadorovych buniek
a zvysuyje riziko rakoviny prsnika (Thoene et al., 2020). Negativny vplyv BPS
na reproduk¢énu sustavu je potvrdeny aj na bunkovej Grovni naprie¢ rozny-
mi druhmi. Napr. experimenty in vitro s hovadzimi oocytmi preukazali, ze
BPS zvysuje embryonalnu areticiu a apoptdzu (Saleh et al., 2021). Chronicka
expozicia u muzov mdze navyse viest k neplodnosti narusenim sekrécie gona-
dotropinov, $trukturalnym zmenam semennikov a porucham spermatogenézy
(Ullah H et al., 2021). Potencialny negativny dopad na fertilitu je badatelny
aj pri nizkych koncentraciach. In vitro $tudie ukazali negativny vplyv BPS na
maturdciu prasacich oocytov: po 24 - 48 hodinach kultivacie komplexov ku-
mulus-oocytov s BPS (3, 30, 300 nM) bol zaznamenany davkovo zavisly po-
kles metafazy I a II (Zalmanova et al., 2017). Podobne aj u embryi C. elegans
vystavenych nizkym davkam BPS sa zistilo, Ze dospelé jedince znasali mene;j
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vajicok, ¢o poukazuje na mozny negativny dopad na fertilitu naprie¢ druhmi
(Mersha et al., 2015). Vyskum publikovany v r. 2024 potvrdzuje, ze BPS spo-
sobuje nadmernu syntézu estrogénu priamou vizbou a aktivaciou receptora
folikulostimula¢ného hormoénu a jeho naslednej signalnej drahy cAMP/PKA
(Zhang et al., 2024).

Vzhladom na rastice dokazy o nepriaznivych u¢inkoch BPS zaradila ECHA
tento substitut BPA v r. 2023 do svojho kandidatskeho zoznamu latok vzbudzu-
jucich velmi velké obavy (ECHA, 2023). Toto zaradenie podciarkuje potrebu
pokracujuceho monitorovania a hodnotenia rizik spojenych s pouzivanim BPS
predovsetkym v aplikdciach prichadzajucich do styku s potravinami.

1.4.2 Bisfenol F (BPF)

BPE, 4,4'-dihydroxydifenylmetan, (CAS 620-92-8, sumarny vzorec Cis-
Hi,0,) je strukturalny analég BPA (Obr. 1), ktory sa pouziva ako jeho nahra-
da najma pri vyrobe epoxidovych Zivic a polykarbonatov. Pismeno ,,F“ v jeho
nazve pochadza z formaldehydu, ktory tvori metylénovy mostik (-CH,-) me-
dzi dvoma fenolovymi kruhmi. V porovnani s BPA ma BPF kratsi spojovaci
segment (mostik), co ovplyviuje jeho fyzikalno-chemické vlastnosti, nizsiu
molekulovi hmotnost, mierne nizsiu lipofilitu a vyssiu rozpustnost vo vode,
pricom teplota topenia oboch latok je porovnatelna. Pre svoju tepelnd a me-
chanicku odolnost sa nachadza v nateroch, lepidlach, obaloch potravin, koz-
metike a papierovych vyrobkoch (Rochester a Bolden, 2015).

Vzhladom na vyrazna podobnost s BPA sa predpokladd, ze by mohol vy-
kazovat porovnatelné biologické ucinky, hoci zatial nepodlieha reguldcii podla
REACH (Wiklund a Beronius, 2022). So zvys$ujticou sa vyrobou bol BPF iden-
tifikovany ako environmentalny kontaminant pritomny vo vode, pode, sedi-
mentoch aj v telach zivych organizmov vratane cloveka. Je schopny perzistovat
a vstupovat do potravinového retazca, pricom jeho pritomnost v odpadovych
vodach poukazuje na nedostato¢nu uc¢innost ¢istiarni odpadovych vod (Du et
al., 2024).

BPF bol detegovany aj v biologickych vzorkach udi, ako je mo¢ ¢i materské
mlieko. Hlavnymi cestami expozicie su potraviny a dermalna absorpcia, pri-
¢om osobitné obavy vyvolava jeho pritomnost v damskych hygienickych po-
mockach, ktoré mozu predstavovat zdroj dlhodobej expozicie zien (Wiklund
a Beronius, 2022, Gao a Kannan, 2020).

Hoci je BPF povazovany za bezpec¢nej$iu alternativu BPA, viaceré $tudie
poukazuji na jeho endokrinné disruptivne ucinky vratane estrogénnej a an-
tiandrogénnej aktivity (Rochester a Bolden, 2015). Experimentdlne prace
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preukazali genotoxické, karcinogénne a reprodukéné ucinky BPE poskodenie
DNA a narusenie metabolizmu lipidov (Eladak et al., 2015, Lehmler et al.,
2018). Vyznamné je, Ze metabolity BPF mo6zu vykazovat vyssiu estrogénnu ak-
tivitu nez metabolity BPA (Shao et al., 2021).

Stidie na zvieratdch potvrdili negativny vplyv BPF na hormonalnu rovno-
vahu, erektilnt funkciu a kvalitu spermii (Odetayo a Olayaki, 2022). Okrem
toho sa ukazuje aj jeho potencidlne $kodlivé posobenie na kostné tkanivo pro-
strednictvom inhibicie funkcie osteoblastov, pricom jeho ucinky su porovna-
telné s inymi bisfenolmi (Garcia-Recio et al., 2023).

Na zaklade dostupnych experimentalnych dékazov ECHA pripravuje jeho
zaradenie medzi latky toxické pre reprodukciu (Repr. 1B) a environmentélne
nebezpecné latky, ¢o by viedlo k vyraznému sprisneniu regulacného rezimu
(SGS Société Générale de Surveillance SA, 2026).

1.4.3 Bisfenol AF (BPAF)

BPAF — 4,4’-(hexafludroizopropylidén) difenol (CAS 1478-61-1) je fluéro-
vana organickd zlt¢enina s molekuldrnym vzorcom C _H, F,O,. Chemicky ide
o Strukturalny analég BPA, kde si dve metylové skupiny nahradené trifludr-
metylovymi skupinami (Obr. 1).

Sluzi ako sietovacie a vytvrdzovacie ¢inidlo pri spracovani fluoropolymé-
rov, fludroelastomérov a kaucuku. Pridanim BPAF sa menia vlastnosti poly-
méru, pricom fludroelastoméry vytvrdené BPAF vykazuju vynikajucu tepelna
stabilitu, chemicku odolnost a odolnost proti stlaceniu. Vdaka tymto vlastnos-
tiam sa ponuka ich Siroké vyuzitie v procese vyroby inych druhov plastovych
materidlov. (National Toxicology Program, 2022).

BPAF je v prilohe III nariadenia REACH uvedeny ako latka podozriva z ne-
bezpecnosti pre vodné prostredie a ako perzistujuca latka. Ma velmi nizku
schopnost biodegradacie, ¢o vedie k perzistencii vo vode, pode a sedimente
(National Toxicology Program, 2022).

Tento typ bisfenolu vykazuje vyrazne vyssiu afinitu k estrogénovym recep-
torom nez bezny bisfenol A, pricom posobi ako dualny modulator s odliSnym
u¢inkom na ich podtypy. Kym na receptore ERa funguje ako plny agonista
stimulujuci estrogénovu aktivitu, na receptore ERP pdsobi ako Specificky an-
tagonista, ktory aktivne blokuje ucinky prirodzeného estradiolu. Tato kombi-
nacia narisa hormondlnu rovnovéhu tym, Ze sicasne aktivuje rastové signaly
a potlaca prirodzené regula¢né mechanizmy bunky (Matsushima et al., 2010).

Nepriamym, avSak vyznamnym ukazovatelom rozsahu spotreby BPAF je
jeho detekcia v Zivotnom prostredi a v Zivych organizmoch vratane ludskej po-
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pulacie. V kontexte tychto zisteni, a s cieflom komplexne vyhodnotit pripadné
negativne dosledky expozicie, v si¢asnosti intenzivne prebiehaju in vivo studie
(PubChem, 2025). Rozsiahla expozicia je potvrdena $pecifickymi biomonito-
ringovymi datami. Koncentracie BPAF boli napr. zistené vo vzorkich mocu
$tudentov na juhu Ciny, kde sa ltka detegovala aZ v 85 % vzoriek (s media-
nom 0,03 ng/ml mocu) (Zhang et al., 2020). Podobne znepokojujuce vysledky
priniesla dalsia ¢inska Stadia, ktord zistila pritomnost BPAF v 33 % vzoriek
séra tehotnych Zien (s koncentraciami dosahujticimi az 0,4 ng/ml). Prenos na
vyvijajuci sa plod a suvisiace riziko akumulacie boli zdokumentované detek-
ciou BPAF v materskej plazme (priem. 13,1 pg/g), placente (priem. 28,4 pg/g)
a v pupocnikovej plazme (priem. 80,4 pg/g). Vyssie koncentracie namerané
prave v pupoc¢nikovej plazme potvrdzuju vyznamny transplacentarny prenos
na plod. Okrem toho bol BPAF zaznamenany aj v 21 % vzoriek materského
mlieka (priem. 0,092 ng/ml) (Pan et al., 2020). Obzvlast znepokojivé st vy-
sledky biomonitoringu v Eurépskej unii, kde boli u deti pozorované podstatne
vyssie koncentracie BPAF (az 88,3 ng/l mocu) v ostrom kontraste s dospelymi,
u ktorych koncentracia ¢asto klesala pod detekény limit (Husey et al., 2019). In
vitro experimenty na imortalizovanych Iudskych neuralnych progenitorovych
bunkach potvrdili neurovyvinovu toxicitu BPAF, ktora sa prejavuje inhibiciou
proliferacie a migracie buniek v dosledku indukcie oxida¢ného stresu (Luo
et al,, 2025). Z dovodu pretrvavajuceho nedostatku adekvatnych informacii
o Skodlivych u¢inkoch BPAF sa momentalne pokracuje v sérii in vivo $tudii,
ktoré su zamerané na preskiimanie a kvantifikdciu moznych negativnych do-
sledkov expozicie.

Komplexny prehlad chemickych vzorcov, biologickych a zdravotnych do-
padov, ako aj platnych regula¢nych ramcov pre vybrané bisfenoly (BPA, BPS,
BPF a BPAF) je systematicky spracovany v Tab. 2.

1.4.4 Dalsie alternativy BPA

ECHA v roku 2021 v ramci hodnotenia regula¢nych potrieb (Assessment
of Regulatory Needs) systematicky preskiimala dostupné tdaje o alternativach
BPA a rozdelila ich do $tyroch kategérii: (i) zIuceniny, pri ktorych je potrebné
uplatnit regulacné obmedzenia; (ii) zIuceniny, pre ktoré sa v sucasnosti gene-
ruju doplnujuce udaje; (iii) zluceniny, ktoré si podla dostupnych poznatkov
nevyzadujt riadenie rizik na drovni EU; a (iv) zlieniny, ktorych nebezpeé-
nost nie je mozné jednoznac¢ne posudit z dovodu vyrazného nedostatku toxi-
kologickych a expozi¢nych udajov (ECHA, 2021).

Do poslednej skupiny patria viaceré menej preskimané bisfenoly, ako na-
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priklad bisfenol Z (BPZ), bisfenol C2 (BPC2), bisfenol S 4-benzyléter (BPS-
-MPE), bisfenol-TMC (BP-TMC), bisfenol FL (BPFL), bisfenol AP (BPAP),
bisfenol S 4-alyléter (BPS-MAE), bisfenol P (BPP), bisfenol E (BPE), bisfenol
G (BPG), bisfenol PH (BPPH) a bisfenol BP (BPBP). Pre tieto latky st dostup-
né len obmedzené tdaje o ich fyzikdlno-chemickych vlastnostiach, environ-
mentalnom spravani, metabolizme a biologickych uc¢inkoch, pricom komplex-
né toxikologické profily vo vac¢sine pripadov chybaji (ECHA, 2021).

Pri latkach BPE a BPFL uz vyskum na zvieratach preukazal poskodenie pe-
¢ene, plodnosti a hormonalnej rovnovahy. Pri dal$ich nahradach (BPG, BPP,
BPPH a BPZ) sice este nemame dostatok priamych dokazov z laboratérii, no
pocitacové simuldcie varuja pred ich vysokou nebezpec¢nostou (Franko et al.,
2024).

Aktualne data odkryvaju vyznamné medzery v reguldcii a zdoraznuju po-
trebu preventivneho hodnotenia bezpecnosti bisfenolov este pred ich maso-
vym uvedenim na trh.
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CAENORHABDITIS ELEGANS

Potreba minimalizovat etické a logistické obmedzenia spojené s vyskumom
na stavovcoch viedla k intenzivnemu hladaniu relevantnych modelovych al-
ternativ. Nematdda C. elegans predstavuje pre tento ucel mimoriadne vhodny
model, ponukajici vyznamné ekonomické, etické a praktické benefity.

C. elegans je mikroskopicky hlistovec dosahujtci dizku priblizne 1 mm,
ktory sa v prirodzenom prostredi zivi baktériami a hubami pritomnymi
v pdde, ako aj na rozkladajucom sa organickom materiali, napriklad ovoci.
C. elegans sa ako modelovy organizmus v oblasti biologie a genetiky zacal
etablovat v druhej polovici 20. storoc¢ia vdaka priekopnickej praci Sydneyho
Brennera, ktory v roku 1974 publikoval prvé vyznamné genetické vysledky,
ktoré demonstrovali potencial tohto malého hlistovca pre molekuldrnu a vy-
vinovu biolégiu (Brenner, 1974). Brennerove iniciativy pokracovali aj v praci
dalsich vyskumnikov: John Sulston mapoval celt bunkovu liniu C. elegans pri
jeho vyvine od vajicka po dospelého jedinca (Sulston a Horvitz, 1977) a H. Ro-
bert Horvitz charakterizoval kluc¢ové gény zodpovedné za naprogramovanui
bunkovu smrt (apoptézu), ¢im vytvorili zaklad pre pochopenie regula¢nych
mechanizmov organizmu a prepojili ich s homologickymi génmi v inych eu-
karyotoch (Ellis a Horvitz, 1986). Spolo¢né uspechy tychto troch vedcov —
Brennera, Sulstona a Horvitza — boli ocenené Nobelovou cenou za fyziolégiu
alebo medicinu v roku 2002 za objavy tykajice sa genetickej reguldcie vyvi-
nu organov a programovanej bunkovej smrti, pri ktorych sa pouzival model
C. elegans (Marx, 2002).

Odvtedy sa vyuzitie tohto malého hlistovca vyrazne rozsirilo a C. elegans
sa stal klu¢ovym modelom pre stidium molekuldrnych a bunkovych mecha-
nizmov, vyvinovej biolégie, neurovedy, ako aj mechanizmov regulacie génovej
expresie, medzi ktoré patri aj RNA interferencia. Vdaka svojej jednoduchosti,
kratkemu Zivotnému cyklu a genetickej manipulovatelnosti poskytuje C. ele-
gans unikatnu platformu na detailné skimanie procesov sprostredkovanych
malymi RNA molekulami, ako su kratke interferujuce RNA (siRNA) a mik-
roRNA (miRNA), ktoré umoznuju selektivne a precizne utlmenie génovej ex-
presie.
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2.1 Biologické vlastnosti a Zivotny cyklus

C. elegans, ako reprezentant kmena Nematoda sa vyznacuje nesegmentova-
nou, obojstranne symetrickou a valcovitou telesnou stavbou, s progresivnym
zizenim v apikalnej a bazalnej casti. Tato telesna organizacia je charakterizo-
vana usporiadanim do dvoch sustrednych trubic, vonkajsej a vnutornej, kto-
ré su navzdjom oddelené pseudocoelomickym priestorom. Vonkajsia trubica,
predstavujuca telesnu stenu, zahfna vrstvy nevyhnutné pre integritu a inte-
rakciu s externym prostredim. Jej sti¢astou je kolagénova kutikula, ktora tvo-
ri ochranny exoskelet, pod ktorou sa nachadza hypodermis, svalova sustava
(muskulatdra), periférne zlozky nervovej sustavy a exkre¢ny systém. Vnutor-
na trubica inkorporuje vitalne organové sustavy, konkrétne traviacu sustavu
(¢revo) a u dospelych jedincov reprodukéné organy (gonady). Vsetky vnator-
né a vonkajsie telesné kompartmenty st pod stalym hydrostatickym tlakom,
ktory je kriticky pre udrzanie turgoru a telesného tvaru. Tento tlak je precizne
modulovany prostrednictvom osmoregula¢ného mechanizmu (Altun a Hall,
2009).

Dospely organizmus C. elegans sa vyznacuje transparentnou telesnou
schrankou, ktord dosahuje $tandardnu dizku priblizne 1 mm a maximalnu
hribku radovo 80 um. Ddlezitym poznatkom v biolégii tohto druhu je jeho
staly a presne urceny pocet somatickych buniek. Telo je dospelého jedinca je
zlozené z presne 959 somatickych buniek. Kone¢ny pocet somatickych buniek
je u dospelych hermafroditov konstantny a je vysledkom presne definovanej
sekvencie bunkovych deleni, ktora je striktne reprodukovana v kazdom oplod-
nenom vajicku. Z tohto dévodu je C. elegans povazovany za modelovy organiz-
mus s determina¢nym vyvinom, kde je osud (diferenciacia) kazdej bunky fixne
urceny uz v momente jej vzniku (Sulston et al., 1987).

Vyznamnou vyhodou C. elegans je jeho schopnost rychlej a pocetnej repro-
dukcie. U C. elegans sa vyskytuju dve pohlavia — samec (0,1 %) a hermafrodit
(99,9 %). Hermafroditné jedince st schopné samooplodnenia a mézu produ-
kovat stovky potomkov. Tato schopnost s predstavuje vyznamnud vyhodu pri
vyuzivani C. elegans ako modelového organizmu, a to nielen z dévodu rychlej
a pocetnej reprodukcie, ale aj preto, ze niektoré mutantné kmene C. elegans
mozu mat zniZzenu pohyblivost a napriek tomu st schopné reprodukcie bez
potreby vyhladania partnera.

Vyvinovy cyklus C. elegans je podobny inym nepatogénnym hlistovcom,
pozostava z embryonalneho $tadia, Styroch larvalnych stadii (L1, L2, L3 a L4)
a dospelého imaga. Trvanie cyklu zavisi od teploty postredia, pri teplote 20 °C
trva vyvin od embrya po dospelé gravidné hermafroditné jedince priblizne do
72 hodin. Tranzicia medzi jednotlivymi larvalnymi §tddiami zahfna zvliekanie
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starého obalu a kratku fazu necinnosti - letargus, pocas ktorej dochadza k syn-
téze novej kutikuly (Altun a Hall, 2009).

Vyvin prebieha po jednej z dvoch trajektorii, ktoré st dané podmienkami
prostredia. Pri optimalnych podmienkach (dostatok potravy a vhodna teplota)
larvy plynule prechadzaju $tadiami L1 az L4 a dosahuju dospelost za 2 — 4 dni
(kanonicky, normalny cyklus). Ak nastane environmentalny stres (napr. nedo-
statok potravy, vysokd hustota populdcie), larvy L1 vstapia do alternativneho
L2 stadia, ktoré vedie k formovaniu tzv. dauer larvy (alternativne L3 $tadium).
Dauer larva predstavuje dormantnu formu s modifikovanou kutikulou, ktora
prekryva aj stny otvor, ¢im zastavuje prijem potravy a vyvin. Dauer larvy st
vysoko rezistentné a mozu prezit mesiace; po zlepseni podmienok pokracuju
vo vyvine ako $tadium L4 (Frézal a Félix, 2015, Golden a Riddle, 1984).

Hermafroditné jedince vstupuju do fazy samooplodnovania (autofekunda-
cie) priblizne 12 hodin po dokonceni zvliekania v L4 §tddiu, ¢im iniciuja re-
produként periodu. V pripade, ze dojde k aloploidnému pareniu so samcom,
je hermafrodit schopny generovat dodato¢né potomstvo vdaka prisunu exo-
génnych spermii. Po vycerpani reprodukéného potencialu a ukonceni klade-
nia vaji¢ok prezivaju dospelé nematddy v postreprodukénej faze este priblizne
dva az tri tyzdne, kym nevyhnutne nastane senescencia (starnutie) a nasledna
smrt (Corsi et al., 2015).

Staly a presne definovany pocet somatickych buniek (eutélia) je dosiah-
nuty vdaka rigidnému programu bunkového vyvinu, kde je presny pocet bu-
niek generovany v dvoch hlavnych fazach. Po¢as embryonalnej fazy dochadza
k prvotnej proliferacii, ktora vedie k vyliahnutiu larvy L1 pozostavajuicej z pri-
blizne 550 buniek. Tieto bunky predstavuju zakladni anatomicka konfigu-
raciu, avSak nemaju plne diferencované dospelé struktary. Presny pocet 959
somatickych buniek u dospelého hermafrodita je generovany sériou presne
naprogramovanych postembryonalnych bunkovych deleni (mitéz). Pocas vy-
vinu od zygoty prebehne celkovo 1 090 mitéz (deleni), ktoré vyprodukuja 1
090 buniek, z ktorych 959 prezije a tvori dospely somaticky organizmus a 131
buniek podstapi apoptdzu (Sulston et al., 1983).

2.2 Vyuzitie C. elegans pri $tudiu vplyvu xenobiotik
na endokrinny systém

V kontexte skimania environmentalnej toxikologie sa C. elegans javi ako
perspektivny model pre $tidium EDCs. Tato heterogénna skupina chemickych
latok zahfna napriklad BPA a jeho alternativne analdgy, ktoré su siroko vyuzi-
vané pri syntéze epoxidovych zivic a polykarbonatovych plastov - klucovych
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komponentov mnohych spotrebnych produktov. Tieto exogénne latky maja
kapacitu narusit fyziologickd hormonalnu rovnovahu a integritu endokrinné-
ho systému, ¢o potencidlne negativne ovplyviuje zdravie a reproduként kon-
diciu zivodichov vratane ¢loveka (Brehm a Flaws, 2019, Chen et al., 2024).

U C. elegans reguluje endokrinny systém kltucové fyziologické procesy, ako
st zvliekanie, postembryonalny vyvin, energeticky metabolizmus, reproduk-
cia a reguldcia spravania (vratane prijmu potravy, defekdcie a parenia) (Antebi,
2006). Preto je tento organizmus cennym modelom na desifrovanie genetic-
kych a biochemickych drdh endokrinného signalizovania, ktoré su ¢asto ho-
mologické s drahami relevantnymi pre fudsku biolégiu a medicinu. Rozsiahle
genetické analyzy C. elegans identifikovali gény, ktoré si priamo zapojené do
inzulinovej signaliza¢nej drahy alebo st fiou nepriamo regulované (Wescott et
al., 2016).

Kultivacia C. elegans na agarovych platniach je navyse technicky nenaro¢na
a ekonomicky efektivna aj v tandardnom laboratérnom prostredi. Komplex-
nd anatémia a vyvinova trajektoria tohto hlistovca boli uz detailne popisané.
Je dolezité, ze dospely jedinec disponuje zakladnymi organovymi stustavami
— vratane traviacej, vylu¢ovacej, svalovej a nervovej sustavy — ktoré su typické
aj pre fylogeneticky vyssie organizmy. Tato konstelacia $pecifickych atributov
robi z C. elegans mimoriadne relevantny modelovy systém pre vyskum v ob-
lasti biomediciny a stanovenia vplyvu latok v zivotnom prostredi (Hilliard et
al., 2002).

V ramci laboratérnych protokolov dominuje vyuzivanie $tandardného (re-
feren¢ného) kmena C. elegans N2 (Bristol) (,,wild type®), ktory sa nasadzuje
na misky s médiom pre rast nematéod (NGM - Nemathode Growth Medium)
spolu s baktériou Escherichia coli OP50. Tento uracil-auxotrofny kmen bakté-
rif slazi nematddam ako potrava, pricom jeho regulovany rast na substrate je
dolezity pre nerusent vizualnu kontrolu a monitoring hlistovcov (Indong et
al., 2024). Vdaka vysokej kompatibilite s modernymi metodikami a moznosti
uchovavania velkého poctu jedincov na mikrotitra¢nych platniach umoznuje
tento model simultanne testovanie Sirokého spektra latok a ich koncentrécii,
¢m efektivne naplia poziadavky na vysokovykonny skrining, napriklad v pri-
pade bisfenolov (Hunt, 2017). Okrem nizkych nakladov a kratkeho Zivotného
cyklu umocnuje vyznam hlistovca C. elegans aj jeho unikatna geneticka cha-
rakteristika, kedZe sa v roku 1998 stal prvym mnohobunkovym organizmom
s kompletne sekvenovanym genémom (The C. elegans sequencing consortium,
1998). Tento milnik otvoril cestu k preciznym molekuldrnym manipulacidm
a vyvinu transgénnych reportérovych linii, ktoré slazia na in vivo monitorova-
nie oxida¢ného stresu, genotoxicity ¢i zmien v génovej expresii. Relevantnost
pre humannu medicinu je pod¢iarknutd faktom, Ze priblizne 42 % Iudskych
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génov ma v gendme tejto hlistice svoj ortoldg, ¢o cez genetické skriningy do-
voluje identifikovat proteiny a drahy klac¢ové pre fudské ochorenia (Baumeis-
ter a Ge, 2002). Experimentdlne protokoly pri testovani chemikalii zvycajne
zahfnaju inkubéciu v médiu s toxickou latkou a nasledné sledovanie marke-
rov, akymi su letalita, rast, motilita ¢i reprodukéné schopnosti (Williams et al.,
2017), pricom vysoka citlivost nematdd na environmentalnu zataz z nich robi
idealny systém aj na $tidium vplyvu nanocastic a roznych extraktov (Melnikov
et al., 2023). Hoci tento model nedisponuje klasickymi endokrinnymi zlazami,
molekuly s hormonalnou aktivitou st produkované roznymi tkanivami a vy-
soko konzervované neuroendokrinné drahy reguluju kluc¢ové procesy vratane
reprodukcie a starnutia (Zeci¢ a Braeckman, 2020, Mishra ef al., 2023, Istiban
et al., 2024), pricom sa predpoklada, Ze steroidné hormény moézu u hlistovcov
plnit obdobné funkcie ako u stavovcov (Gerisch et al., 2007). Na rozdiel od izo-
lovanych buniek zohladnuji embrya C. elegans celkovii odozvu tela na toxické
latky, pricom umoznuju presne odhalit konkrétne molekuldrne mechanizmy.
C. elegans sluzi ako hodnotny biologicky model na identifikaciu u¢inkov EDCs
s estrogénnym uc¢inkom a moze poskytnut zasadné poznatky pri hodnoteni
vplyvu perzistentnych organickych a environmentalnych zneéistujucich latok,
ktoré sa nachadzaju v mnohych produktoch kazdodennej potreby (Chen et
al., 2019, Moya et al., 2022). Stidia Nagar et al. (2020) hodnotila ti¢inky EDCs
na C. elegans prostrednictvom expozicie parabénom a zistila, Ze endokrin-
na disruptivna aktivita viedla k oxida¢nému stresu, zmenenej expresii génov
a negativne ovplyvnila rast, spravanie a reprodukciu ¢ervov. Baumeister et al.
(2006) ukazali, ze molekuly podobné inzulinu, posobiace prostrednictvom
receptora DAF-2 a transkrip¢ného faktora DAF-16, ovplyviuju odolnost or-
ganizmu vo¢i oxidacnému stresu a moduluju metabolické drahy, ktoré maja
vplyv na dizku Zivota.

Okrem fenotypovych pozorovani ucinkov exogénnych latok poskytuje
C. elegans aj moznost $tudovat mechanizmy, ktorymi tieto latky ovplyviuja
metabolizmus a Zivotaschopnost organizmu. Prikladom je studia, v ktorej
boli testované pesticidy a iné chemikélie na embryonalnu a larvalnu Zivo-
taschopnost ¢ervov. Vedci zistili, Ze toxicita niektorych zluc¢enin bola spo-
jena s indukciou génov kdédujucich cytochrom P450, konkrétne cyp-35A3
a cyp-35A4, ktoré zohravaju klucovu ulohu v metabolizme a detoxikacii
xenobiotik. Pomocou RNA interferencie bolo mozné tieto gény selektivne
potlacit a ukazat, ze ich zniZena expresia vyznamne zvysuje citlivost cervov
na chemické latky (Harlow et al., 2016). Podrobnejsie je mechanizmus RNA
interferencie umoznujuci skimat odpoved C. elegans na xenobiotikad rozvi-
nuty v kapitole 2.3.
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2.2.1 Testy akutnej toxicity (zamerané na prezivanie nematdd)

Tieto testy sa pouzivaji na meranie thynu nematdd, pricom sa sleduje, ako
biologicky uc¢inok narasta v zavislosti od koncentracie testovanej latky. Metéda
spociva v kratkodobom exponovani organizmov chemikaliam, ktoré trva nie-
kolko hodin pri teplote 20 °C a bez pristupu k potrave. Miera tthynu sa zistuje
vizudlne pod stereomikroskopom tak, Ze sa po ukonceni testu spocita pocet
zivych a mftvych cervov. Za uhynutt sa povaZuje td nematoda, ktora sa pocas
30-sekundového pozorovania vobec nehybe a nereaguje ani na jemny dotyk
tenkym platinovym drotikom (Li et al., 2013, Zhuang et al., 2014, Amrit et al.,
2014; Ficociello et al., 2021).

Vysledky tychto testov st vsak vyrazne ovplyvnené parametrami experi-
mentalneho usporiadania, ako su pouzity kmen, trvanie expozicie, zlozenie
rozpustadla ¢i spésob hodnotenia thynu (manudlny alebo automatizovany),
¢o znizuje moznost priameho porovndvania medzi jednotlivymi $tadiami.
Dostupné $tudie ukazuju, ze environmentalne znecistujuce latky vratane bis-
fenolov sposobuju znizenie prezivania nematod v zavislosti od davky aj ¢asu
posobenia. Pri C. elegans sa potvrdilo, Ze thyn, spdsobeny vystavenim BPA,
zavisi od jeho koncentracie (Garcia-Espifieira et al., 2018; Hornos Carneiro et
al., 2020), pricom pri sicasnej expozicii BPA a BPS sa zaznamenal jej synergic-
ky narast (Zhou et al., 2016; Hamamba et al., 2020).

Hoci je vo vécsine pripadov pozorovany jednoznacny vztah medzi davkou
a u¢inkom, mnohé stadie pracuji s koncentraciami presahujucimi urovne bez-
ne sa vyskytujuce v Zivotnom prostredi, o moze obmedzovat prenos tychto
poznatkov na hodnotenie rizik pre [udské zdravie. Uhyn vyvolany bisfenolmi
je uzko spity so zvySenym oxida¢nym stresom, poruchami mitochondrialnych
funkcii a postupnym hromadenim bunkového poskodenia. Sthra tychto pro-
cesov narusa detoxikacné a repara¢né mechanizmy organizmu a v kone¢nom
dosledku vedie k jeho zaniku.

2.2.2 Testy rychlosti rastu a vyvinu

Vyuzitie modelového organizmu C. elegans predstavuje efektivny nastroj
na $tadium vplyvu xenobiotik na rast a vyvin. Jednoduchy zivotny cyklus,
transparentnost a nendro¢na kultivacia tychto hlistovcov umoznuje detailné
sledovanie zmien v raste prostrednictvom softvérovej analyzy obrazu (Peng et
al. 2007, Mathew et al., 2012). Hoci mnohé $tudie potvrdzuju negativny vplyv
latok ako BPA, BPS (Zhou et al., 2016, Xiao et al., 2019, Hyun et al., 2021,
Kucharikova et al., 2023, Kaiglova et al., 2025) ¢i TBBPA (Liu et al., 2020a) na
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dizku tela nematdd, v odbornej literature sa objavujt aj protichodné zistenia
naznalujuce narast dlzky po expozicii BPA (Garcia-Espifieira, 2018), ¢o moz-
no pripisat variabilite v experimentdlnych podmienkach, ako su koncentracia
latok, dlzka expozicie, vyvinové §tadium ¢&i konkrétny kmen organizmu. Kom-
plexnost tejto problematiky doplita aj hodnotenie vplyvu sledovanych litok na
jednotlivé larvalne stadid C. elegans alebo tvorbu dauer lariev ako indikatorov
stresu (Wang et al., 2010). Aj ked sa ucinky casto lisia v zavislosti od davky,
vacsina $tudii pouziva koncentracie bisfenolov vyssie, nez st bezné v realnom
prostredi. Preto je potrebné tieto vysledky hodnotit s ohladom na skuto¢né en-
vironmentalne a fudské expozicie. Poruchy rastu a vyvinu st pravdepodobne
sposobené oxida¢nym stresom vyvolanym bisfenolmi, narusenim metabolic-
kych procesov a zmenami v hormondlnej reguldcii rastu. Spolu tieto mecha-
nizmy ovplyviuji delenie buniek, energeticki rovnovahu a telesny vyvin.

2.2.3 Test reprodukcie a sledovanie dlzky Zivota

Schopnost reprodukcie predstavuje klti¢ovy parameter pri posudzovani
potencidlneho uc¢inku endokrinnych disruptorov. V tomto ohlade je C. elegans
mimoriadne vhodnym modelovym organizmom najma vdaka svojmu vysoko
diferencovanému, no $trukturalne jednoduchému reprodukénému systému. Je
zname, Ze tieto nematody su prevazne hermafrodity, u ktorych sa spermie aj
oocyty vyvijaju postupne v spolo¢nej gonade (Davis et al., 2023). Na skima-
nie vplyvu environmentalnych polutantov na reprodukciu C. elegans vyuzi-
vaju vyskumnici rézne metodické pristupy. Beznou stratégiou je porovnanie
velkosti a poctu potomstva produkovaného exponovanymi jedincami s kon-
trolnou skupinou. Tento ciel mozno dosiahnut prenesenim exponovanych do-
spelych cervov na Petriho misku a naslednym sc¢itanim vsetkych vyliahnutych
potomkov (Wang et al., 2019a). Alternativne mozno mieru fertility odhadnut
na zéklade celkového poctu lariev pritomnych v zavere experimentu. Dal§im
indikdtorom reproduk¢éného zdravia je spravanie pri kladeni vajicok, ktoré sa
stanovuje umiestnenim dospelych jedincov na nové Petriho misky a s¢itanim
poctu vajicok nakladenych za presne stanoveny casovy tsek (Ha et al., 2022).
Ukazalo sa, Ze expozicia mnohym endokrinnym disruptorom, ako st BPA,
BPS a tetrachlérbisfenol A (TCBPA), vedie k znizeniu produkcie a naruseniu
vyvinu potomstva, zmenseniu velkosti znasky a k narastu embryondlnej ¢i lar-
valnej letality (Chen et al., 2016b, Yu et al., 2022, Hornos Carneiro et al., 2020).
Tieto reprodukéné deficity su mechanisticky podmienené poskodenim DNA
v ddsledku oxida¢ného stresu, narusenim segregacie meiotickych chromozé-
mov a aktivaciou apoptdzy v zarodoc¢nych liniach, ¢o su procesy, ktoré v ko-
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ne¢nom doésledku ohrozujui zivotaschopnost embryi. Treba v$ak poznamenat,
ze mnohé studie pracuju s vysokymi koncentraciami bisfenolov prevysujucimi
beznu environmentalnu expoziciu, ¢o moze pozorované efekty zvyraznovat.
Hodnotenie dizky zivota predstavuje dal$i efektivny pristup k skimaniu vply-
vu endokrinnych disruptorov na C. elegans. Dlzka zivota nemat6dy je tradi¢ne
definovana ako obdobie od larvalneho §tadia L4 aZ po thyn jedinca. Pri sledo-
vani tohto javu vedci vystavuju Cervy v $tadiu L4 Gcinku testovanej chemika-
lie a priebezne monitoruju ich prezivanie. Nematody su rutinne prenasané na
Cerstvé kultivacné misky so zdrojom potravy a pridavkom 5-fluérdeoxyuridi-
nu, ktory sluzi na inhibiciu reprodukcie. Miera prezitia sa nasledne vypocita
ako podiel Zivych jedincov k ich celkovému poctu (Park et al., 2017, Wang
et al., 2019b). Nedavne $tadie naznacujui, Ze expozicia C. elegans vybranym
endokrinnym disruptorom vratane BPA, BPE, BPS a TMBPF signifikantne
skracuje dizku ich Zivota (Xiao et al., 2019, Hyun et al., 2021). Tento pokles je
zjavne spojeny so zrychlenou akumulaciou molekuldrneho poskodenia, pretr-
vavajuicou redoxnou nerovnovahou a naru§enou proteostazou, z coho vyplyva,
Ze expozicia bisfenolom prispieva k pred¢asnému funkénému upadku a k pre-
javom fenotypov stvisiacich so starnutim.

2.2.4 Transgeneracné a multigeneracné testy

Pojmy ,transgenera¢nd a multigenera¢nd toxicita® oznacuju Skodlivé
uc¢inky environmentalnych polutantov, ktoré sa prejavuju nielen u priamo
exponovanej generacie, ale aj u jej potomstva (Kim et al., 2018, Zhao Y. et
al., 2023). Vdaka kratkemu zivotnému cyklu a vysokej fekundite predstavuje
C. elegans vysoko efektivny modelovy organizmus pre tento typ $tudii (Zhao
Y. et al., 2023). Dostupné udaje naznacuju, ze expozicia BPA moze negativ-
ne ovplyviovat reprodukciu nematdéd naprie¢ generaciami, ¢o je potencialne
sprostredkované deregulaciou represivnych modifikdcii histénov (Camacho et
al., 2018). V podobnom zmysle vyvolava expozicia BPS transgenera¢né beha-
vioralne a vyvinové zmeny, ktoré zahfnaju znizenu frekvenciu pohybov hlavy
(,,head thrashes®) (Xiao et al., 2019), skratenie diiky tela potomstva a pokles
reprodukcie pocas viacerych generacii (Xiao et al., 2019, McDonough et al.,
2021). Podobne aj TBBPA vykazuje transgenera¢nu toxicitu, ktora sa prejavu-
je znizenou lokomoé&nou aktivitou (Liu et al., 2020a), skratenim dizky Zivota
a nizSou mierou prezivania v priebehu troch generacii (Liu et al., 2023b). Tieto
multigeneracné efekty su pravdepodobne dosledkom kumulativneho oxidac-
ného stresu, poskodenia DNA a epigenetickych modifikacii, ktoré v nasled-
nych generdciach narusaju neurondlne funkcie, reprodukciu a celkovy vyvin.
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Je vSak potrebné zdoraznit, Ze metodologické rozdiely vratane poctu sledova-
nych generacii, nacasovania expozicie, vyberu kmena ¢i kultiva¢nych podmie-
nok mozu viest k variabilnym vysledkom medzi jednotlivymi laboratériami.

2.2.5 Testy neurotoxicity

C. elegans predstavuje $iroko vyuzivany model na posudzovanie neuroto-
xickych uc¢inkov environmentalnych polutantov, pricom lokomdcia (pohybo-
va aktivita) sluzi ako citlivy indikator neurénovych funkcii. Vzhladom na to,
ze fungovanie neurdénov je vysoko zavislé od energetickej rovnovahy a redox-
nej homeostazy, predstavuje neurotoxicita casto jeden z najskorsich a najcitli-
vejsich funkénych prejavov bunkového stresu indukovaného bisfenolmi.

Behavioralne testy zvycajne merajua frekvenciu pohybov hlavy, rychle ohy-
by tela alebo sinusovité vlnenie tela (Wang a Xing, 2008, Zheng et al., 2022,
Wang et al., 2023). V tychto testoch sa bezne vyuzivaju synchronizované mla-
dé dospelé jedince. Cervy sa prenasaju do tekutého média na testy plavania/
kmitania (Buckingham a Sattelle, 2009), alebo sa analyzuju priamo na agaro-
vych platniach pri testoch ohybania tela (Petratou et al., 2023). Spravidla sa
meria 10 - 20 ¢ervov na jednu replikaciu, aby sa zabezpecila Statistickd spolah-
livost (Hering a Mikecz, 2022). Alternativny test spociva v pocitani imobilnych
jedincov (Liu et al., 2022). Testy lokomdcie mdze vyhodnocovat pozorovatel
manuélne alebo automaticky pomocou sledovacieho softvéru (Buckingham
a Sattelle, 2009, Zhang et al., 2022).

Expozicia environmentalnym polutantom, ako si BPA, BPS, TBBPA
a TCBPA, signifikantne znizuje lokomoc¢nu aktivitu (Zhou et al., 2016, Xiao
et al., 2019, Liu et al., 2020b, Wang et al., 2023, Zhao K. et al., 2023, Yu et al.,
2024).

Chemotaxia (schopnost organizmu reagovat pohybom na chemické pod-
nety) je pre C. elegans zivotne dolezity proces, ktory je nevyhnutny na vyhla-
davanie potravy a partnera, kladenie vajicok, tvorbu dauerovych lariev, ako aj
na vyhybanie sa patogénom a toxinom. Testy chemotaxie spolahlivo vyhodno-
cuju behavioralne reakcie na chemické podnety. V konven¢nom usporiadani
experimentu su ¢ervy rovhomerne rozmiestnené medzi testovanu a kontrolna
latku, ktoré st umiestnené na opacnych stranach Petriho misky. Ak je testova-
na latka pre hlistovce atraktivna, majt tendenciu prestvat sa do oblasti s jej vy-
skytom. Naopak, ak ich odpudzuje, cervy sa od nej vzdaluju, ¢o vedie k vyssej
koncentracii jedincov na kontrolnej strane v porovnani s testovacou stranou.
Vdaka tomuto pristupu moézu vyskumnici studovat a merat chemotaktické re-
akcie C. elegans na rozne environmentalne podnety. Okrem analyzy pritazli-
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vosti alebo odpudivosti mozu vedci uréovat aj preferen¢né spravanie medzi
dvoma odlisnymi zla¢eninami. To sa dosahuje su¢asnym zavedenim dvoch
unikatnych atraktantov na opacné strany Petriho misky (namiesto kombina-
cie atraktantu a kontroly). Na zaklade distribucie cervov sa nasledne vypocita
index chemotaxie (CI) — parameter, ktory ulah¢uje porovnavacie vyhodnote-
nie chemotaktickej reakcie na kazdu z moznosti. Ukazalo sa, Ze tento pristup
poskytuje vyznamné poznatky o preferenciach nematéd (Margie et al., 2013,
Hopewell et al., 2017, Crombie et al., 2022).

Hltan (farynx) C. elegans vykazuje pumpovaciu aktivitu, ktora je analogic-
ka ¢innosti cicav¢ieho srdca a slazi ako kluc¢ovy indikétor potravinového spra-
vania. Testy pumpovania hltana kvantifikuju toto spravanie pocitanim poctu
kontrakcii hltana v definovanom ¢asovom intervale, pricom sa ¢asto vyuziva-
ju vekovo synchronizované nematody, aby sa zabezpecila jednotnost vzhla-
dom na ich velkost a vyvinové $tadium (Ijomone et al., 2021, Gaur a Agarwal,
2021). Alternativne met6dy meraja spotrebu potravy prostrednictvom zmien
hustoty bakterialnej suspenzie (Boyd et al., 2007, Tejeda-Benitez et al., 2016)
alebo ingescie fluorescen¢nych mikropartikal (Boyd et al., 2007). Latky ako
BPA a TBBPA znac¢ne znizuji mieru faryngealneho pumpovania (Liu et al.,
2020a, Tan et al., 2015, Kohra et al., 2002).

2.2.6 Testy oxida¢ného stresu a poskodenia DNA

Oxidacny stres, vznikajuci v dosledku nerovnovahy medzi produkciou re-
aktivnych foriem kyslika (ROS) a antioxida¢nou obranou organizmu, pred-
stavuje bezny mechanizmus toxicity indukovanej environmentdlnymi polu-
tantmi. Zvy$ené hladiny ROS mozu sposobit zavazné poskodenie proteinov,
lipidov a predovsetkym DNA, ¢o u C. elegans vedie k pozorovatelnym fenoty-
povym zmenam, ako st znizend pohyblivost, skratenie dizky tela a naruseny
vyvin potomstva. V dosledku toho sa zda, Ze oxidacny stres tvori centralny
primarny mechanizmus (tzv. ,upstream pathway®), prostrednictvom ktoré-
ho bisfenoly sprostredkovavaju toxické uc¢inky na dalsie sledované parametre
vratane oneskorenia vyvinu, neurobehavioralnych dysfunkcii, reprodukénych
poruch, apoptdzy a skratenia dlhovekosti.

Ako dokumentuje dostupna literatira, na meranie oxida¢ného stresu u ne-
matod existuje niekolko réznych metéd: ide napriklad o meranie autofluores-
cencie lipofuscinu alebo vyuzitie fluorescen¢nych farbiv, ako je 237’-dichléro-
fluorescein diacetat. Okrem toho qPCR analyza GFP reportérov indukovanych
génmi reagujucimi na oxida¢ny stres ponuka hlbsi pohlad na celuldrnu odpo-
ved (Zhou et al., 2016, Yu et al., 2020, Wang et al., 2023).

39



Alzbeta Kaiglova, Patricia Hockickova, Sonia Kucharikova: Modelovy organizmus Caenorhabditis elegans...

Bolo dokazané, Ze expozicia environmentalnym kontaminantom vedie
k signifikantnému poskodeniu DNA. Na skiimanie tychto tc¢inkov u C. elegans
mozno vyuzit qPCR, kométovy test (comet assay) a transgénne kmene obsa-
hujtce reportéry poskodenia a opravy DNA (Wang et al., 2023, Yu et al., 2020,
Imanikia et al., 2016).

Predchadzajuice $tudie dolozili, Ze BPA moze u C. elegans vyvolavat oxi-
dacny stres veduci k zvySeniu hladin ROS, ¢o nésledne inhibuje opravu dvoj-
vlaknovych zlomov DNA pocas meidzy. Tento proces negativne ovplyviuje
reprodukciu, nervovy systém (Allard et al., 2010; Wang et al., 2023; Bradford
et al., 2020) a urychluje proces starnutia (Zhou, 2018). BPA moze u C. elegans
taktiez sposobovat chromozomélne abnormality a dvojvlaknové zlomy v me-
iotickej DNA (Shin et al., 2019). Analogické ucinky boli pozorované aj pri BPS
(Xiao et al., 2019) a TBBPA (Yang Y., 2024).

2.2.7 Testy apoptozy

Apoptdza sa u C. elegans bezne posudzuje vyhodnocovanim bunkovej
morfolégie a fragmentdcie DNA s vyuzitim fluorescen¢nych farbiv alebo
transgénnych kmenov. Rozsirenou technikou v tejto oblasti je pouzitie akri-
dinovej oranze, ¢o je vitalne farbivo s jasne zelenou fluorescenciou, ktoré ma
schopnost prenikat do bunkového jadra (Qu et al., 2019). Pocas experimentu
sa nematody po expozicii toxikantu ponoria na dve hodiny do roztoku akri-
dinovej oranze, ¢im sa zabezpeci efektivna absorpcia farbiva. Po néslednej
stabilizacii ¢ervov na Petriho miske mozno identifikovat apoptotické bunky
pomocou invertovaného fluorescenéného mikroskopu pri Specifickych exci-
taénych a emisnych vlnovych dizkach. Apoptotické bunky vykazuju zvysenua
fragmentaciu DNA, o je sprevadzané charakteristickou Zltou az ZIto-oranzo-
vou fluorescenciou, zatial ¢o zdravé bunky si zachovavaji povodné zelené sfar-
benie (Zhou et al., 2016).

Alternativnou technikou je vyuzitie fluorescen¢ného farbiva SYTO12, ktoré
sa na C. elegans aplikuje pocas 1,5 hodiny pri izbovej teplote. Po zafarbeni sa
nematody prenest na kultivaéné NGM misky s baktériami E. coli OP50 na 30
minut, aby sa odstranili zvysky farbiva. Apoptotické bunky sa nasledne identifi-
kuju fluorescen¢nym mikroskopom s ¢ervenym filtrom (Germoglio et al., 2022).

Pri vyskume zameranom na smrt zarodo¢nych buniek sa s uspechom vyu-
zivaju transgénne kmene exprimujuce ced-1, ktory koduje transmembranovy
protein nevyhnutny na pohlcovanie mftvych buniek (tzv. ,,cell corpses®). Tento
pristup poskytuje v porovnani s farbenim akridinovou oranzou presnejsie vy-
sledky (Bradford et al., 2020).
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Bolo zistené, Ze expozicia bisfenolom vratane BPA, BPF, BPS, BPY, BPZ
a TBBPA signifikantne zvys$uje fragmentaciu DNA a mieru apoptozy (Ficociel-
lo et al., 2021, Zhou et al., 2016, Roberts et al., 2022, Liu et al., 2023b), pricom
pri kombinovanej expozicii viacerym latkam boli pozorované synergické ucin-
ky (Hamamba et al., 2020, Moreman et al., 2017).

Apoptoza funguje ako mechanisticky medidtor, ktory prepaja oxidacny
stres a poSkodenie DNA s funkénymi ddsledkami, ako st reprodukéna toxi-
cita, neurobehaviordlne deficity a skratend dizka Zivota. Variabilitu vysledkov
mozu ovplyvnovat rozdiely v pouzitych reportérovych kmenoch, protokoloch
farbenia ¢i dlzke expozicie. Podobne ako pri inych sledovanych parametroch,
aj tu plati, Zze vysoké koncentracie bisfenolov bezne vyuzivané v experimen-
toch mozu vyvolat vyraznejsiu apoptoticki odpoved v porovnani s hladinami
vyskytujicimi sa v Zivotnom prostredi.

2.3 C. elegans, objav a vyuzitie RNA interferencie (RNAi)

Zatial ¢o vyssie opisané metodiky (2.2.3 - 2.2.7) poskytuji dolezité uda-
je o toxickom vplyve bisfenolov na fyzioldgiu jedinca, na presné urcenie ge-
netickych drah zodpovednych za tieto ucinky je nevyhnutné vyuzit nastroje
molekularnej biologie. Objav RNAi u C. elegans priniesol vedcom revolu¢nu
moznost cielene vypinat vybrané gény a skimat ich podiel na odolnosti alebo
citlivosti organizmu vo¢i environmentalnym stresorom.

Proces prenosu genetickej informacie z DNA do funkénych molekularnych
produktov je realizovany prostrednictvom génovej expresie. Tento proces sa
iniciuje transkripciou, pocas ktorej sa na zaklade templatu DNA syntetizuje
molekula mediatorovej (messengerovej) RNA (mRNA). Nasledne dochadza
k translacii, pri ktorej je informacia nesenda mRNA vyuzitd na syntézu pro-
teinu, pricom samotna syntéza prebieha na ribozomoch, ktoré zabezpecuju
zostavovanie aminokyselin do polypeptidového retazca. Cela tato cesta od
génu k proteinu (génova expresia), musi byt prisne riadena komplexnymi re-
gulacnymi mechanizmami. Ich ulohou je zabezpecit, aby boli Specifické gény
aktivované (exprimované) len v pozadovanych bunkach a v optimalnom case.

Medzi klacové regulacné mechanizmy patri (okrem iného) aj RNAi. Ten-
to proces ma vyznamnu rolu v regulacii mnohych bunkovych aktivit vrata-
ne bunkového cyklu, bunkovej diferenciacie, programovanej bunkovej smrti
(apoptodzy), vyvinu organizmu (ontogenézy), vzniku istych neurologickych
poruch, ¢i malignej transformacie.

RNAI je mechanizmus selektivneho posttranskrip¢ného utlmenia génovej
expresie, ktory je sprostredkovany $pecifickymi dvojvlaknovymi molekulami
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RNA (dsRNA) (Fire et al., 1998). Po stiepeni dsRNA enzymom Dicer vznikaja
kratke RNA fragmenty, ktoré sa zaclenuji do RNA-indukovaného silenéného
komplexu (RISC) a rozpoznavaji cielovii mRNA na zéklade sekven¢nej kom-
plementarity. V zavislosti od pévodu a charakteru tychto fragmentov rozlisu-
jeme dva hlavné typy malych RNA: siRNA a miRNA (Doench et al., 2003).
Kratke interferujuce siRNA zvycajne vznikaju z exogénnej alebo endogénnej
dsRNA a viazu sa takmer dokonale komplementarne k cielovej mRNA, ¢o ve-
die k jej priamej degradacii a silnému utlmeniu génu (Hutvagner a Zamore,
2006). Naproti tomu miRNA su endogénne kdédované RNA molekuly dlhé
cca 22 nukleotidov (Ying a Lin, 2005), ktoré sa viazu prevazne na ¢iasto¢ne
komplementarne sekvencie v 3" neprekladanej oblasti mRNA a sposobuji
prevazne inhibiciu translacie alebo destabilizaciu mRNA, ¢im jemne modulu-
ju expresiu génu (Gregory a Shieknattar, 2005). V C. elegans tieto dva rezimy
RNAi umoznuju nielen efektivne uml¢anie cudzorodej RNA, ale aj preciznu
regulaciu endogénnych génov, co je klucové pre vyvinové procesy a adaptivne
reakcie buniek.

Objav RNAi zasadne zmenil chapanie regulacie génovej expresie u eukary-
otov a je tzko spity s vyskumom na modelovom organizme C. elegans. Za ob-
jav RNAi ako mechanizmu sekvencne $pecifického uml¢ania génov sprostred-
kovaného dsRNA ziskali v roku 2006 Andrew Fire a Craig Mello Nobelovu
cenu za fyzioldgiu alebo medicinu. Vo svojich experimentoch na C. elegans do-
kazali, Ze zavedenie kratkej dsRNA vedie k u¢innej degradécii cielovej mRNA.
Tento jednoduchy a geneticky dobre charakterizovany organizmus umoznil
jasne demonstrovat existenciu prirodzeného, evolu¢ne konzervovaného me-
chanizmu regulacie génovej expresie, ktory sa uplatnuje aj v obrane proti cu-
dzorodej RNA (Fire et al., 1998).

Na tieto zistenia nadvdzuji prace Victora Ambrosa a Garyho Ruvkuna,
ktori pri $tudiu vyvinového ¢asovania u C. elegans objavili miRNA ako nova
triedu regula¢nych molekul. Identifikdcia miRNA /in-4 a neskor evolu¢ne kon-
zervovanej let-7 ukazala, Ze malé nekddujuce RNA zohravaju klucova ulohu
v posttranskripcnej reguldcii génovej expresie (Ambros a Horovitz, 1987, Lee
et al., 1993). Za objav miRNA a objasnenie ich biologickej funkcie ziskali Am-
bros a Ruvkun Nobelovu cenu za fyziol6giu alebo medicinu v roku 2024.

RNAi predstavuje u C. elegans mimoriadne efektivny biologicky mecha-
nizmus, pri ktorom pritomnost dsRNA spusta cielenu degradaciu mRNA,
¢im dochadza k uml¢aniu konkrétnych génov. Tento modelovy organizmus
je v genetike klucovy najmé vdaka schopnosti prijimat dsSRNA priamo z po-
travy (napr. prostrednictvom bakterialneho kmena E. coli obsahujucom plaz-
mid, ktory kéduje dsRNA) (Timmons et al., 2001), po ¢om sa efekt timenia
génov §iri systémovo do celého tela a dokaze sa prenasat aj na dalsie generdcie
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(Whangbo a Hunter, 2008). Vdaka tejto prirodzenej systémovosti a dedi¢nos-
ti slazi RNAi ako $tandardny nastroj na funkénu analyzu génov, umoznujuci
jednoduché skumanie ich uloh v organizme bez potreby zlozitej genetickej

manipulacie.
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3. POROVNANIE BIOLOGICKYCH UCINKOV
C. ELEGANS PO EXPOZICII BPA
A JEHO SUBSTITUTOM (VLASTNY VYSKUM)

V praci Kaiglova et al. (2025) sme hodnotili t¢inok réznych koncentra-
cii bisfenolu A (BPA) a jeho alternativ — bisfenolu S (BPS), bisfenolu F (BPF)
a bisfenolu AF (BPAF) - na vybrané biologické charakteristiky (hatchabilita/
liahnivost, habitua¢né spravanie a rast) nematddy C. elegans, pricom sme ich
porovnavali s neexponovanou kontrolnou skupinou (Kaiglova, et. al, 2025).
V stadii Kucharikova et al. (2023) sme sa (okrem iného) rozhodli preskiimat,
¢i by mutacia v géne C. elegans bli-1 (ktory kéduje jeden z mnohych kutikular-
nych kolagénov u hlistovcov), mohla zohravat tlohu pri indukovani neziadu-
cich uc¢inkov BPA a jeho ¢asto pouzivanej ndhrady BPS.

V ramci nasich nepublikovanych dat sme sa dalej zamerali na hodnotenie
ucinkov bisfenolov (BPA, BPS, BPFE, BPAF v koncentraciach 0,5; 1,0 a 5,0 pM)
na dal$ie mutantné kmene C. elegans s utlmenymi génmi podielajicimi sa na
tvorbe kutikuly. Do analyzy sme zaradili mutanty rol-1, rol-6, ktoré maji utlme-
né rovhomenné gény kodujuce Specifické kutikularne kolagény ovplyviujice
$truktiru a mechanické vlastnosti kutikuly, ako aj mutant sqt-1 so zniZenou
expresiou génu zodpovedného za spravnu organizaciu a stabilitu kolagéno-
vych vldkien. Okrem tychto mutantov sme do $tadie zahrnuli aj nemutovany
kmen C. elegans Bristol (N2, ,,wild type* - WT).

V tejto $tudii sme vyhodnocovali parametre ako liahnivost, habituaciu na
predné dotykové podnety a frekvenciu ohybov tela po expozicii embryi nema-
téd vybranym typom bisfenolov.

3.1 Material a metody

3.1.1 Priprava kultiva¢nych platni a kultivacia C. elegans

Kmen C. elegans var. Bristol N2 (,,wild type“ - WT) sme zakupili od spoloc¢-
nosti Carolina Biological Supply Company, New York, USA. Mutantné kmene
bli-1, rol-1, rol-6 a sqt-1 sme ziskali od Caenorhabditis Genetics Center (CGC),
University of Minnesota, Minnesota, USA. Hlistovce sme kultivovali na plat-
niach s médiom pre rast nematéd (NGM), ¢o umoznilo jednoduchu kultivaciu
a nenaro¢né udrziavanie ¢ervov v laboratérnych podmienkach. Platne NGM
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boli naockované mutantnym laboratérnym kmenom baktérie E. coli OP50.
Tato baktériu, ktora je auxotrofna na uracil, sme zvolili ako zdroj potravy
pre nematddy, pretoze jej obmedzeny rast na platniach s NGM zjednodusuje
nasledné pozorovanie hlistovcov. Platne s NGM boli pripravené podla proto-
kolu Merrow a Olmeda (2014). Najprv sa pripravil zakladny zasobny roztok
zmieSanim 3 g NaCl, 17 g agaru, 2,5 g pepténu a 975 ml destilovanej vody. Po
autoklavovani a ochladeni na 55 ° C vo vodnom kupeli boli asepticky pridané
sterilné doplnkové roztoky: 1 ml 1 M CaCl,, 1 ml cholesterolu v etanole (5 mg/
ml), I ml 1 M MgSO, a 25 ml 1 M KPO,. Pripravené médium sa ndsledne na-
lialo do sterilnych Petriho misiek, kde sa nechalo stuhnut pri izbovej teplote
v lamindrnom boxe.

Na ziskanie embryi C. elegans sme pouzili metédu s bielidlom, podla pro-
tokolu Porta-de-la-Riva (2012). Tato metdda je zaloZena na selektivnej lyze
a usmrteni vSetkych vyvinovych $tadii nematod okrem vajicok, ktoré su pred
ucinkami roztoku chranené svojou mimoriadne odolnou $krupinkou. Pre
spravny postup tejto metddy je potrebna populdcia, ktord je aspon trojdenna
(dospelé jedince schopné klast vajicka), a preto sme priblizne 72 h pred plano-
vanou synchronizaciou preockovali nematddy zo starej platne na novii NGM
podu s kmenom E. coli OP50.

Vsetky vyvinové $tadia cervov (vratane vajicok/embryi) sa zmyli z NGM
platne pufrovanym roztokom M9 (5,8 g Na,HPO,.7H20, 3,0 g KH,PO , 5,0 g
NaCl, 0,25 g MgSO,.7H20 rozpustenych v 1 I destilovanej vody) a preniesli sa
do sterilnej skimavky. Po centrifugacii (1 min, 1400 RCF) bol supernatant od-
straneny a k peletu sa pridal na 5 min. ¢erstvo pripraveny roztok bielidla (8,25
ml sterilnej destilovanej vody, 3,75 ml 1M NaOH a 3 ml SAVA) s cielom znicit
vietky vyvinové $tadia okrem vajicok. Po kratkom premiesani a vortexovani
bol pelet opit centrifugovany a supernatant sa ¢o najrychlejsie odstranil, aby sa
predislo zbytoc¢ne dlhej expozicii roztoku bielidla, ktora by mohla pri dlh§om
posobeni poskodit aj vajicka. Nasledne bol pelet trikrat premyty roztokom M9
na odstranenie zvyskového bielidla a uhynutych ¢ervikov, pricom zostali len
vajicka nemat6d.

3.1.2 Priprava roztokov bisfenolov

Na experimenty sa pouzili vysoko ¢isté bisfenoly: BPA (4,4 "-izopropylidén-
difenol, 97 %) a BPS (4,4 -sulfonyldifenol, 99,7 %) od spolo¢nosti Acros Or-
ganics (divizia Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgicko), ako aj BPF (4,4 -me-
tyléndifenol, 98,0 %) a BPAF (4,4 -hexafluorizopropylidéndifenol, 99 %) od
Sigma-Aldrich Intl GmbH, Buchs SG, Svaj¢iarsko. Z tychto latok sa pripravili
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zasobné roztoky s koncentraciou 100 pM v 10 % etanolovom roztoku. Zo za-
sobnych roztokov sa nasledne pripravili pracovné roztoky zriedenim v S-pufri
(129 ml 0,05 M K;HPO,, 871 ml 0,05 M KH,PO, a 5,85 g NaCl) s kone¢nymi
koncentraciami 0,5; 1 a 5 uM podla uz skor publikovaného protokolu (Mersha
et al., 2015).

Kedze bisfenoly sa zle rozpustajui, na urychlenie ich rozpustania sa pouzil
ultrazvukovy homogenizator (sonikator). Zasobné roztoky sa sonikovali 15
minut pri 37 °C. Kontrolné skupiny cervov boli exponované len samotnému
S-pufru.

3.1.3 Stanovenie vplyvu bisfenolov na liahnivost

Embrya C. elegans pripravené v predchadzajicom kroku boli exponované
jednotlivym koncentraciam (0,5; 1,0 a 5 uM) BPA, BPS, BPAF a BPF pocas
4 hodin pri 20 °C za jemného pretrepavania na trepacke Titramax 1000. Po
uplynuti tohto expozi¢ného ¢asu bolo nutné vykonat dokladné premyvanie
roztokom ,,S-Basal® (2,925 g NaCl, 0,5 g K,HPO, 3 g KH PO, sme rozpustili
v 493,575 ml destilovanej vody a nasledne sme roztok sterilizovali v autoklave
20 minut pri 121 °C ). Do vsetkych exponovanych vzoriek sme potom prida-
li 500 ml roztoku ,,S-Basal“ na premytie. Tato suspenzia bola vzdy doklad-
ne premie$ana na vortexe a opat centrifugovand. Kroky od pridania roztoku
»S-Basal“ az po opitovnu centrifugaciu sme opakovali celkovo trikrat, aby sme
minimalizovali mnozstvo zvyskového bisfenolu. Po poslednej centrifugacii
bol vysledny supernatant opatrne odsaty tak, aby v mikroskiimavke zostalo
priblizne 100 ml suspenzie ,,S-Basal“ a embryi. Po dokladnom premiesani na
vortexe sme 25 ml suspenzie (cca 50 ¢ervov) preniesli na prislu§né oznacené
platne naockované kmenom E. coli OP50 a inkubovali 18 hodin pri 20 °C. Po-
et vyliahnutych nematéd bol zdokumentovany pomocou stereomikroskopu
a zaznamenany.

3.1.4. Stanovenie vplyvu bisfenolov na habituaciu
na predné dotykové podnety C. elegans

Po 48 hodinach sme vyhodnotili habituacné spravanie hlistovcov C. ele-
gans, ktoré boli predtym vystavené roznym koncentraciam bisfenolov (podla
postupu opisaného v casti ,,Stanovenie vplyvu bisfenolov na liahnivost®). Rov-
naké hodnotenie sme vykonali aj u kontrolnych jedincov. Hodnotenie bolo
realizované podla postupov, uvedenych v $tudiach Mersha et al. (2015 a 2018).
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Pokus sme uskutoc¢nili pomocou dotykovych stimulov v prednej Casti tela cer-
va pomocou sklenenej ty¢inky s prilepenou umelou riasou, ¢o predstavovalo
idealnu volbu z hladiska pozadovanej jemnosti dotyku. Pod stereomikrosko-
pickou kontrolou sme stimulovali nematédy opakovanym dotykom. Stimuly
boli aplikované na priblizne rovnaky bod v hlavovej oblasti v 5-sekundovych
interstimula¢nych intervaloch. Na prvé podnety reagovali hlistovce rychlym
pohybom dozadu. Pri pokuse sme zaznamenavali pocet dotykov potrebnych
na habitudciu (t. j. na to, aby si cervy zvykli, prestali na podnet reagovat a po-
kracovali v pohybe dopredu).

3.1.5 Stanovenie vplyvu bisfenolov na dlzku tela C. elegans

Larvy C. elegans (inkubované pri 20 °C po dobu 18 hodin) boli pomocou
preparacnej ihly prenesené na mikroskopické podlozné sklicka. Usmrtenie
zivocichov sa dosiahlo zahriatim sklicok nad plamenom. Navyse, teld takto
usmrtenych hlistovcov sa v dosledku tepla vystreli. Analyza dizky tela tepelne
usmrtenych C. elegans bola vykonana pomocou mikroskopu NIKON Eclipse
200, ktory bol prepojeny s pocita¢om so softvérom pre metrické meranie.

3.1.6 Stanovenie vplyvu bisfenolov
na lokomotoricku aktivitu C. elegans

Lokomotoricka aktivita C. elegans bola hodnotena pomocou manualneho
pocitania ohybov tela (,,body bends®). Pre kazdy experimentélny stav bolo ana-
lyzovanych minimalne 20 jedincov, vybranych ndhodne z nezavislych popu-
lacii. Jedince boli prenesené do 100 pl M9 tlmivého roztoku na podloznom
sklicku. Nasledne im bol poskytnuty ¢asovy interval jednej minuty na aklima-
tizaciu v novom prostredi. Po uplynuti tejto doby bol pohyb ¢erva zazname-
nany digitalnou kamerou pocas definovaného casového useku (30 sekind).
Naslednd analyza videozdaznamov prebiehala v softvérovom prostredi VLC
media player s vyuzitim funkcie redukovanej rychlosti prehravania 0,25-krat,
¢o umoznilo presnu vizualnu detekciu jednotlivych pohybovych faz a elimi-
naciu chyb spdsobenych rychlym pohybom nematéd. Do hodnotiaceho si-
boru boli zaradené vyhradne vitalne jedince vykazujuce kontinualny pohyb,
ktoré pocas stanoveného ¢asového intervalu neopustili zorné pole. Jeden ohyb
bol definovany ako dosiahnutie krajnej polohy hlavy na jednej strane osi tela.
Zaznamenavala sa kazda zmena smeru pohybu, teda samostatne ohyb vlavo
a samostatne ohyb vpravo, nie iba celé pohybové cykly. Frekvenciu pohybu
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sme vypocitali z celkového poctu ohybov (N) a ¢asu (t) podla vzorca f (Hz) =
N / (2t), kedZe jeden uplny pohybovy cyklus sa skladd z dvoch ohybov (tam
a spat). Pre tcely porovnania sme tuto hodnotu nasledne previedli na pohyby
za minutu, oznacované ako BPM (,,Body Bends per Minute“), podla vztahu
BPM = f x 60. Casové postupnost pripravy synchrénnej populécie a analyzy
fenotypovych prejavov C. elegans je znazornena na Obr. 2.
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Obr. 2: Schéma experimentdlneho dizajnu a ¢asovy harmonogram

3.1.7 Statistick4 analyza

Pre statisticku analyzu sa pouzil $tatisticky program R-Project verzia 4.0.3.
Data boli normalizované a overené pomocou Shapirovho-Wilkovho testu
(Shapiro test). Statistickd vyznamnost bola posidena pomocou parametrické-
ho t-testu a neparametrického Wilcoxonovho testu. Vysledky sa povazovali za
vyznamné, ak p < 0,05. V ramci dosial nepublikovanych vysledkov bola rov-
nost variancii dat overena pomocou Leveneho testu a normalita idajov posu-
dzovand Shapirovym-Wilkovym testom. Na porovnanie jednotlivych skupin
bol pouzity Wilcoxonov test.
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4. VYSLEDKY

Vysledky nasich predchadzajucich stadii, ako aj predbezné, doposial ne-
publikované udaje poukazujui na vyznamné zmeny v liahnivosti, habituacii,
raste a motilite nematdd C. elegans po expozicii BPA a jeho nahradam v po-
rovnani s kontrolnou skupinou.

4.1 Vysledky liahnivosti

Zmeny v liahnivosti C. elegans WT boli monitorované 18 hodin po vysta-
veni vajicok roznym koncentraciam bisfenolov (0,5, 1 a 5 uM). Najvyssi pocet
vyliahnutych hlistovcov bol pozorovany v kontrolnej skupine.

So zvysujtcou sa koncentraciou BPA, BPS, BPF a BPAF bolo pozorované
niz8ie percento vyliahnutych vajicok C. elegans. V nasich experimentoch sa
signifikantné znizenie liahnutia pozorovalo uz pri najnizsich koncentraciach
(0,5 M) testovanych bisfenolov (BPA, BPS, BPF a BPAF) so signifikantnymi
vysledkami v rozsahu od p < 0,05 do < 0,001 puM) (Graf 1).

Okrem toho, liahnivost embryi sa pri porovnani BPA so vSetkymi jeho ana-
légmi (BPS, BPE, BPAF) vyznamne neliSila, a to pri ziadnej z testovanych kon-
centracif (Graf 2) (Kaiglova et al., 2025).
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Graf 1: Porovnanie percenta vyliahnutych jedincov C. elegans (kmen N2) po vystaveni roznym
koncentracidm bisfenolu A (BPA) a jeho analégov (BPAF, BPE, BPS) vo vztahu k neexponovanej
kontrole. Vysledky ukazali, Ze so stipajicou koncentraciou (0,5, 1 a 5 uM) testovanych bisfe-
nolov) dochddza k $tatisticky vyznamnému poklesu liahnutia vajicok. Na grafickt vizualizaciu
bol pouzity stipcovy graf zobrazujtci median sledovaného parametra, pri¢om chybové tsecky
predstavujt $tandardnd chybu medidanu (SEM). Hviezdicky oznacuju $tatisticky vyznamné roz-
diely medzi skupinami (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). Statisticka vjznamnost rozdielov
v porovnani s kontrolnou skupinou je vyzna¢end nad prislugnymi stipcami.
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Graf 2: Medzi embryami vystavenymi BPA a embryami vystavenymi jeho analégom (BPS,
BPE, BPAF) sa pri ziadnej z testovanych koncentrécii nepreukazal $tatisticky vyznamny rozdiel
v liahnivosti.

4.2 Vplyv BPA a jeho nahrad (BPS, BPF, BPAF)
na navykové spravanie nematéd

Podobne ako BPA, aj jeho analogy (v koncentraciach 0,5, 1 a 5 pM) viedli
k vyznamnému zvyseniu poctu podnetov potrebnych na habituaciu v porov-
nani s kontrolnymi hlistovcami vystavenymi iba ,,S-Basal“ (s vyznamnymi vy-
sledkami v rozmedzi od p < 0,05 do p < 0,001) (Graf 3). Porovnanie BPA a jeho
nahrad odhalilo vyznamny narast po¢tu prednych dotykov potrebnych na ha-
bituaciu pri koncentraciach 0,5 uM a 1 uM pre BPF aj BPAE ¢o naznacuje,
ze tieto nahrady BPA mozu mat este $kodlivejsi vplyv na navykové spravanie
nematdd ako BPA (Graf 4).
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Graf 3: Porovnanie poc¢tu potrebnych prednych dotykovych stimulov pocas habituaéného testu
u C. elegans (kmen N2) po expozicii BPA, BPS, BPE, BPAF v porovnani s neexponovanou kon-
trolou. Rovnako ako pri BPA sa ukdzalo, Ze aj vystavenie C. elegans analdgom BPA (v koncen-
tracidch 0,5, 1 a 5 uM) viedlo k vyraznému zvy$eniu poctu stimulov potrebnych na dosiahnutie
habitudcie v porovnani s kontrolnou skupinou (*p < 0,05,%*p < 0,01, **p < 0,001).
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4. Vysledky
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Graf 4: Porovnanie po¢tu prednych dotykovych stimulov potrebnych na habituaciu u C. elegans
(kmen N2) po expozicii BPA a jeho ndhradam (BPAF, BPE BPS). Po embryonalnom vystaveni
BPF a BPAF (v koncentraciach 0,5, 1 a 5 uM) sa pocet dotykovych podnetov potrebnych na
dosiahnutie habitudcie vyrazne zvysil v porovnani s embryonalnou expoziciou rovnakym kon-
centraciam BPA (*p < 0,05 az ***p < 0,001).

4.3 Vplyv BPA a jeho nahrad (BPS, BPF, BPAF)
na rast nematod

Po 18 hodinich od vystavenia vajicok jednotlivym druhom bisfenolov
(BPA, BPAF, BPF a BPS) sme zaznamenali aj zmeny v dlzke tela nematéd kme-
na WT. Synchronizovana populacia tychto jedincov sa v tomto ¢ase nacha-
dzala v larvalnom s$tadiu L1. Za beznych fyziologickych podmienok dosahuju
nematédy v $tadiu L1 dlzku priblizne 360 — 380 um v zavislosti od inkubacnej
teploty. V nasich experimentoch bola teplota stabilne udrziavana na 20 °C.
Priemerné dika tela kontrolnych nematéd bola 371,5 um, ¢o zodpoveda ty-
pickym hodnotam pre L1 pri tejto teplote. Vplyv bisfenolov na rast C. elegans
sme hodnotili porovnanim dlzky tela neexponovanej kontrolnej skupiny s dlz-
kami jedincov vystavenych ré6znym koncentraciam (0,5, 1 a 5 uM) BPA a jeho
nahrad (BPAF, BPF a BPS). Nase vysledky ukazali, ze larvy C. elegans v stadiu
L1 mali po expozicii narastajucim koncentraciam BPA (0,5, 1 a 5 pM) $tatis-
ticky vyznamne znizend dizku tela v porovnani s kontrolou (p < 0,01). Expo-
zicia embryi koncentracii 5 uM BPS taktiez sposobila $tatisticky vyznamné
zniZenie dlzky tela (p < 0,001), zatial ¢o koncentracie 0,5 a 1 uM BPS neviedli
k vyznamnym zmenam. Vyrazné skratenie tela bolo pozorované aj u nematod
vystavenych koncentraciam 1 a 5 uM BPAF (p < 0,001). Naopak, BPF v ziadnej
z testovanych koncentracii nevykazoval $tatisticky vyznamny vplyv na dlzku
tela (Graf 5).
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Graf 5: DiZka tela C. elegans v §tadiu L1 bola merand po expozicii roznym koncentracidm bis-
fenolov (BPA, BPAE, BPE, BPS) a porovnana s neexponovanou kontrolou. BPA vykazoval kon-
centraéne zavislé znizenie diZky tela, pri¢om pri najvyssej koncentrécii bola pozorovana naj-
vyraznejsia redukcia (p < 0,001). V pripade BPS bolo $tatisticky vyznamné znizenie dizky tela
embryi zistené len pri najvyssej testovanej koncentracii 5uM (p < 0,001). Expozicia BPAF viedla
k vyznamnému skrateniu diiky tela uz pri koncentraciach 1uM (p < 0,01) a 5mM (p < 0,001).
Naopak, BPF nepreukazal ziadny $tatisticky vyznamny vplyv na dizku tela hlistovcov pri Ziadnej
z testovanych koncentrécii.

4.4 Sledovanie uc¢inku BPA a jeho nahrady BPS
na C. elegans kmen Bristol (N2) a mutantny kmen bli-1

V praci Kucharikova et al. (2023) sme nase pozorovania doplnili o sledova-
nie uc¢inku BPA a jeho ndhrady BPS na mutantny kmen C. elegans s utlmenou
expresiou génu bli-1, ktory kdduje kolagén BLI-1 zodpovedny za spravnu tvor-
bu podpornych Struktir v medidlnej casti kutikuly.

Oba testované bisfenoly (BPA aj jeho substitit BPS) sposobili vyznamné
zmeny v dizke tela mutantného kmena (bli-1) v porovnani s kmefiom WT
(p < 0,05) (Graf 6).

Podobne, zvy$ené davky BPA (0,5, 1 a 5 uM) a BPS (1 a 5 uM) signifikantne
znizili pocet vyliahnutych vajicok mutantného kmena C. elegans bli-1 v po-
rovnani s bezne pouzivanym kmeniom WT (p < 0,05) (Graf 7).

Vystavenie embryi vetkym testovanym koncentraciam BPA (0,1, 0,5,
1 a 5 uM) viedlo k vyrazne zvySenému poctu dotykov u mutantnej formy
C. elegans bli-1 v porovnani s WT (p < 0,05) (Grat 8).

Navyse, s rastucimi koncentraciami BPA (0,1, 0,5, 1 a 5 uM) a BPS (0,5,
1 a 5 uM) potrebovali kmene C. elegans N2 (WT) aj bli-1 na navodenie habi-
tudcie vyrazne viac podnetov v porovnani s kontrolnymi jedincami (p < 0,05)
(Graf 9).
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Graf 6: Mutantny kmer C. elegans bli-1 bol ovplyvneny embryonalnou expoziciou BPA a BPS
signifikanne vyraznej$ie v porovnani s kmetiom N2 (,wild type“) (p < 0,05).
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Graf 7: Vyssie koncentracie BPA (0,5, 1 a 5 uM) a BPS (1 a 5 uM) vyrazne zredukovali percen-
to vyliahnutych vajicok mutovaného kmena C. elegans bli-1 v porovnani s bezne pouzivanym
kmenom N2 ,wild type” (WT) (p < 0,05).

53



Alzbeta Kaiglova, Patricia Hockickova, Sonia Kucharikova: Modelovy organizmus Caenorhabditis elegans...

mWT  ObE1 BFA (WT versus BI-1)
E = - 0 " "
=
g
E A A
? : -.j
= [:] 01 05 1 H]
Konoanimacia (pM)

Graf 8: Expozicia embryi kazdej z testovanych koncentrécii BPA (0,1, 0,5, 1 a 5 uM) sposobila
vyrazné zvy$enie poctu dotykovych reakcii u mutantného kmena C. elegans bli-1 v porovnani
s WT (p < 0,05).
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Graf 9: Reakcia C. elegans (N2) a mutantného kmena bli-1 na dotyk prednej ¢asti tela po expo-
zicii bisfenolu A (BPA) a bisfenolu S (BPS). Embryd C. elegans N2 a bli-1 boli vystavené roznym
davkam BPA (0,1, 0,5, 1 a5 uM) a BPS (0,1, 0,5, 1 a 5 uM), s rastiicimi koncentraciami bisfenov
sa zvySoval pocet dotykov v hlavovej Casti tela potrebnych na habituaciu.
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4.5 Hodnotenie ucinkov bisfenolov (BPA, BPS, BPF, BPAF)
na C. elegans kmena WT v porovnani s mutantnymi kmenmi
rol-1, rol-6, sqt-1

4.5.1 Vplyv (BPA, BPS, BPE, BPAF) na navykové spravanie
C. elegans kmena WT v porovnani s mutantnymi kmenmi
rol-1, rol-6, sqt-1

Pri vyskume vplyvu bisfenolov (BPA, BPS, BPF a BPAF) na nervovy systém
C. elegans sme sa zamerali na sledovanie habitudcie (navykového sprévania)
kmena WT a mutantnych kmenov (rol-1, rol-6, sqt-1). Habituacia bola hod-
notena prostrednictvom poctu dotykov tela (,,body touches®) po opakovanej
stimulacii.

U vietkych testovanych kmenov C. elegans (WT a mutantné kmene) sa pre
kazdy typ bisfenolu zistil koncentra¢ne zavisly narast poc¢tu dotykov. Tento
narast indikuje spomalenie alebo narusenie procesu habitudcie, ¢o je klucovy
prejav neurotoxicity. Expozicia cervov vSetkym koncentraciam bisfenolov (0,5
mM, 1 mM a 5 mM) vo vicsine pripadov viedla k $tatisticky vysoko signifi-
kantnému zvyseniu potrebnych dotykov pre habitudciu (p < 0,01 az p < 0,001)
u vsetkych kmenov oproti kontrolnej skupine (Priloha 1, Graf 1A, 2A, 3A, 4A).
Pri porovnani nahrad BPA (konkrétne BPS, BPF a BPAF) so samotnym BPA
sa ukdzalo, ze nahrady (najma BPAF a BPF, ale v niektorych pripadoch aj BPS)
maju rovnaky alebo dokonca silnej$i Gcinok ako BPA na spomalenie proce-
su habitudcie (t. j., potrebovali vac¢si pocet dotykov, aby si zvykli na podnety)
u hlistovcov C. elegans, ¢o bolo obzvlast vyrazné pri kmenoch rol-1a sqt-1 (p <
0,01 az p < 0,001). Tieto zistenia spolo¢ne potvrdzuju, Ze neurotoxické pdso-
benie bisfenolov zavisi od koncentracie a ¢iasto¢ne aj od ich chemickej $truk-
tary, pricom nahrady BPA nepredstavuju z pohladu habitua¢ného spravania
bezpecnejsiu alternativu (Priloha 1, Graf 1B, 2B, 3B, 4B).
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4.5.2 Vplyv bisfenolov (BPA, BPS, BPE, BPAF)
na frekvenciu ohybov tela C. elegans kmena WT
v porovnani s mutantnymi kmenimi rol-1, rol-6, sqt-1

U kmena C. elegans WT so stupajucou koncentraciou bisfenolov docha-
dzalo k vyraznejs$iemu naruseniu pohybu, pri¢om Statisticky vyznamny pokles
nastal typicky uz pri koncentraciach 1 az 5 mM pre vSetky testované latky. Pri
najvyssej koncentracii 5 mM sa ako najsilne;jsi inhibitor motility ukdzal BPAF,
ktory viedol k najniz$ej zaznamenanej frekvencii ohybov (p < 0,001). Ostatné
bisfenoly (BPA, BPE, BPS) mali pri rovnakej koncentracii podobny, ale mierne
slabsi tc¢inok (p < 0,01 az p < 0,001) (Priloha 2, Graf 1A). Pri porovnani G¢in-
ku substititov BPA (BPS, BPFE, BPAF) s referenénou chemikaliou BPA sa pri
koncentracii 1uM pozorovali zretelné rozdiely v pripade BPF a BPAF (v oboch
pripadoch p < 0,05) a v pri koncentracii 5 uM v pripade BPAF (p < 0,001) (Pri-
loha 2, Graf 1B). Celkovo vysledky potvrdzujd, Ze bisfenoly znizuju motilitu
kmena WT, ¢o sa prejavuje znizenim frekvencie ohybov tela. Substitit BPA
— BPAF vykazoval najsilnejsi potencial voci tomuto pohybovému fenotypu.

Podobny, no diferencovany vplyv bol pozorovany aj pri mutantnych kme-
noch rol-1 a rol-6. Expozicia tymto bisfenolom viedla k zniZeniu frekvencie
ohybov tela, ktoré zaviselo od koncentracie aj od typu chemikalie. Zatial ¢o
BPA nespdsobil pri kmeni rol-1 pokles motorickej aktivity, substittty bisfeno-
lov (BPAFE, BPE, BPS) vykazovali vyraznejsie a konzistentnejsie znizenie frek-
vencie uz od koncentracii 0,5 - ImM (p < 0,05 az p < 0,001). Pri kmeni rol-6
sme zaznamenali pri v§etkych typoch bisfenolov pri pouzitych koncentraciach
signifikantné zniZenie frekvencie ohybov tela oproti kontrole (p < 0,05 az p <
0,001) (Priloha 2, Graf 2A a 3A). Podobne frekvencia ohybov tela za minutu
u substitutov BPA (BPAE, BPF a BPS) v porovnani s BPA pri tychto kmenoch
viedla k signifikantnym zmenam (p < 0,01 az p < 0,001) (Priloha 2, Graf 2B
a 3B).

Napokon, aj v pripade kmena C. elegans sqt-1 viedla expozicia BPA, BPAE,
BPF a BPS k $tatisticky vyznamnému zniZeniu frekvencie pohybu tela pri kon-
centraciach ImM a 5mM v porovnani s kontrolou. Dokonca pri BPA, BPAF
a BPF boli vyznamné ucinky pozorované uz pri koncentracii 0,5 mM (p < 0,01
az p < 0,001) (Priloha 2, Graf 4A). Porovnanie substititov BPA (BPAF, BPF
a BPS) s BPA neodhalilo ani pri tomto kmeni Ziadne signifikantné zmeny vo
frekvencii ohybov tela za mindtu (Priloha 2, Graf 4B). Tieto zistenia naznacu-
ju, ze nahrady BPA neponukaju z hladiska akutnej neurotoxicity voci C. ele-
gans sqt-1 ziadnu vyznamnu vyhodu oproti pévodnému BPA.

58



4. Vysledky

-dr..n._M.—”_ TS LI S

MOUMIIAEAT § [uRwAoaod A 7-for egauny pOIELLu B]3] AOQALD BIOUAYM]

a:.aE...!D._.na._._...a:.n_al.E!._u

LA TRy

g [ &1
_ _ 1 _

- T I ==

L= BUBWY N EpS) ADGAYD BDUBANEI]

(W H ) nop ey

nouguaEar § Aol A |y BUSUDY POREWSN 2130 AGGARO BISUDANAL] 5]

wad [ 4an [0 svea [l woe [l v
) s nusssy

_lT_—

Apouagsig panioupal asd j-pos Bgauy pOIELLAU B]2] AOQAYD BIIUIAYI] Y

) LR = T
+ o -. T ..
3 i = :
Lo m RO : i ! w0 g
g _ L
,m m -
— _ 2
Ji. | b or
m - al
3 I I
) . S | T ]

=0 By o EjE] :E._..ﬁ EfMEANBI]
(d eV ser) g jern / g eyorg

Ajouagseg aarroupal aad Ay eyswey popmuan 2a) AcqAYe BIIUSANAL] Y

) R =T e
= Sl - Al
m : . 52 : : _ 32 g
[ w _M_ _
Wk N “ 1
3 o — O i
@ B
e | wall ]

LA BaLny e A0ip0 BOEUaAYE

LA oL moej) =._unb_o BOLAAY R

(devase) I Je1D / ¢ eyorrad

umwh gy Aoguo DR U

(o) wrpny mog g AR LT

59



Alzbeta Kaiglova, Patricia Hockickova, Sonia Kucharikova: Modelovy organizmus Caenorhabditis elegans...

(g noneyuya

nouuMaga S ueuaosod A f=phe B pooRweE E)) a0gAyD BunAN ] g

sl [] st [0 vt [ e [ ooy

[pari) oo ULy

I

LoLEXS ey N e AgAY0 BEusayEd

(Wl §1) noEyusys

NOUMENI| A S IURLAGICH A g-Ji RIESWY POIRILDE B3] A0CA00 BINUDAY] g

sail [] s [T ave [l won [l wvmesaun

1l T
H H i
S — - —

906 BV N Bj8) ADGALD EfIUBANS.]

B

(b EoRERowTy

Apouapsig aaioupsd aud f-pls By POIRIEME B2 AOQALD BIMIDANM ] Y

(d eV se) ¥ jern / g eyorag

H

-.._._
ass

L-LOS eyaun n ej@ Asgiye epuaniag

[y epquacuoy

Apouagsig aarpioupal aad g-pou BUILEY POIELSL BI3] AQAYD BIDUIAYL] "y

I.._.

-

q
[ieds) i) iy Essmanig Doy

(Vv se) € eI / T eqo[Hg

Fedl

|
IR0 BYSWH N B ADGAYD BDUBAYELd

L= ]

i
- til R

m H H A : . H : 2 H
= m

2

-
oo —

i = -
0l T e = = = -

Tecrs | il

[

Utlih et A A SEUaAwRIL LT D

EEREN

(LT e ADGALE INDUDANI| IR

EEELE

60



4. Vysledky

4.5.3. Vplyv bisfenolov (BPA, BPS, BPF, BPAF) na liahnivost
C. elegans kmena WT v porovnani s mutantnymi kmenmi
rol-1, rol-6, sqt-1

Expozicia kmena WT vsetkym typom bisfenolov (BPA, BPS, BPAE, BPF)
viedla k signifikantnému poklesu liahnivosti pri koncentraciach 0,5, 1 a 5 uM
(p <0,05azp <0,01) (Priloha 3, Graf 1A). Pri koncentracii 0,5 uM neboli pri
BPF ani BPAF pozorované vyznamné rozdiely v liahnivosti oproti BPA, zatial
¢o BPS ju signifikantne zvysil (p < 0,05). Pri 1 uM bolo vyrazné znizenie za-
znamenané len pri BPAF (p < 0,05). Pri 5 uM sa inhibi¢ny u¢inok BPF a BPAF
zachoval, avSak bez $tatistickej vyznamnosti. BPS, naopak, vykazoval zvyse-
nu liahnivost pri vsetkych testovanych koncentraciach, hoci pri 1 a 5 uM boli
zmeny nesignifikantné (Priloha 3, Graf 1B).

Po expozicii bisfenolom sa u kmena rol-1 preukazalo signifikantné znizenie
liahnivosti pri BPA a BPS pri koncentraciach 1 a 5 uM (vo vsetkych pripadoch
p < 0,05). Pri BPAF bolo znizenie liahnivosti vyznamné pri vSetkych testova-
nych koncentraciach (vo vsetkych pripadoch p < 0,05). Pri expozicii BPF sa
vyznamné zniZenie liahnivosti prejavilo az pri koncentracii 5 uM (p < 0,05)
(Priloha 3, Graf 2A). Pri porovnani BPA s jeho substititmi nebol zaznamena-
ny signifikantny rozdiel (Priloha 3, Graf 2B).

Percento vyliahnutych nemat6d kmena rol-6 po expozicii bisfenolom bolo
znizené pri vSetkych testovanych latkach v zavislosti od koncentracie. Pri BPA
bolo znizenie vyznamné pri koncentracii 5 uM (p < 0,01). Podobne sa vy-
znamné zniZenie pozorovalo pri BPF a BPS pri koncentraciach 1 uM a 5 uM
(v oboch pripadoch p < 0,01) a pri BPAF pri véetkych sledovanych koncentra-
ciach (p < 0,05 az p < 0,01) (Priloha 3, Graf 3A). Pri porovnavani BPA s jeho
substitutmi bol zaznamenany signifikantny rozdiel pri koncentracii 1 M pre
vsetky typy nahrad BPA (BPS, BPE BPAF) (vo vietkych pripadoch p < 0,05)
(Priloha 3, Graf 3B).

U kmena sqt-1 nespdsobila expozicia BPA ziadne vyznamné zmeny liah-
nivosti v celom rozsahu koncentracii. BPAF sposobil signifikantné znizenie
liahnivosti pri vSetkych testovanych koncentraciach (0,5, 1 a 5 pM; p < 0,05),
pri¢om z grafickych vysledkov je zrejmy trend postupného poklesu so zvysu-
jucou sa koncentraciou. BPF znizil liahnivost pri 1 uM a 5 uM (v obidvoch
pripadoch p < 0,05) a BPS pri 5 uM (p < 0,05) (Priloha 3, Graf 4A).

Pri porovnani u¢inku substitutov BPA (BPS, BPE, BPAF) s BPA sa pri niz-
kych koncentraciach (0 - 0,5 uM) nepozorovali zretelné rozdiely. Pri 1 uM
sposobil BPAF signifikantné znizenie liahnivosti v porovnani s BPA (p < 0,05)
(Priloha 3, Graf 4B).

61



Alzbeta Kaiglova, Patricia Hockickova, Sonia Kucharikova: Modelovy organizmus Caenorhabditis elegans...

NOUPUDAIA S queuaosod A f-fod BUDuN POIELIIN NSOAIULYE] CUaNa] g Aponespsig pasproupad ad f-fou By POIBLIN DSOAIUE] 0UAN] Y

ot [ s [0 vt [l woi [l mmewsags () eopauaouay
3 k 0 ¥

H

i

¥
&

{94 POPURL yakirugesis, mund R UBnap

(%) poguuoy ysinuyegls. wrsossd vepoyy

(i) evepnuacuoy - . T i
5 L 90 [
[ - - - T
p - — : 1
- i : £ : i :

T T
— T |
L1 N . : T E .5
] | - - wail
=00 (%) Byauny JsaaugEr] L0 (%) Byeuny JsoauyEer]
(deVv)se) TJeID / € YOI
{WdH ]} notey sy
NOUMUAIAL & jumuAtod & | Ay BUSLLIY PONEWLAN 1S0ATUR] GU32,] 5 Ajouagsig aarproupal and [ g, TUSMLY POIRWS DEOAIUE] OJUIA] Y

Ea_“_ r.iD Ian....an.e.__._.i:.fn_ _“E;_nn.-.._.__._ﬂ.cnm._

, ) lired) epsipicminry . . _+_ n
L e e
TN R
Y e | B
+ L] 3 - B ik

. ..... ...n__.ﬁ.. _.. ._&I =

L (36) BBy Fson A

B a kDS VO D

(g eV IseR) 1JeID / € BYOTH]

62
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5. DISKUSIA

Masova vyroba a pouzivanie plastov je dnes beznou sucastou moderne;j
spolo¢nosti a md vyznamny vplyv na zivotné prostredie aj ludské zdravie. Ked-
ze plastové materialy nie si chemicky inertné, dochadza z nich k postupnému
uvolnovaniu $irokého spektra biologicky aktivnych zlicenin do okolitého pro-
stredia a nasledne do ludského organizmu. Medzi najkritickejsie latky patria
endokrinné disruptory, najmi skupina bisfenolov, ktorych pritomnost bola
opakovane potvrdena nielen v environmentalnych zlozkach, ale aj v biologic-
kych vzorkach (Biedermann et al., 2010, Geens et al., 2010, Mielke et al., 2011,
Wilson et al., 2007). V kontexte environmentélnej toxikologie predstavuje ex-
pozicia bisfenolom komplexny problém, pricom k vstupu tychto latok do or-
ganizmu dochadza tromi hlavnymi cestami. Dominantny podiel na celkovej
expozicii ma dietarna cesta, realizovana prestupom BPA z obalovych materia-
lov (polykarbonatové plasty, epoxidové zivice konzerv) do potravin a tekutin.
Tento sposob je kriticky v ranych $tadiach vyvinu, kedZe vyznamnym zdrojom
moze byt materské i kravské mlieko (Geens et al., 2010, Mercogliano a San-
tonicola, 2018). Dal$u cestou vstupu je dermdlna absorpcia, viazana predo-
vSetkym na priamy kontakt s termopapierom (uctenky), ¢o indikuje zvysené
profesijné riziko najma u pracovnikov v obchode (Zalko et al., 2011). Vyznam-
na je tiez inhala¢nd expozicia prostrednictvom prachovych castic a vyparov
v kontaminovanom ovzdusi (Vasiljevic a Harner, 2021). Kumulativna miera
zéataze organizmu je teda determinovand kombinaciou individualneho Zzivot-
ného $tylu, stravovacich navykov a environmentalnych faktorov vratane bliz-
kosti priemyselnych zén (Abraham a Chakraborty, 2020). Pre objektivne po-
sudenie zdravotnych rizik je preto nevyhnutné zohladnovat synergicky efekt
vsetkych uvedenych expozi¢nych ciest (Abraham a Chakraborty, 2020).

V roku 2023 pristupil urad EFSA k revizii limitov pre BPA a stanovil nova
hodnotu TDI na 0,2 ng/kg telesnej hmotnosti/den pri celoZivotnej chronic-
kej expozicii (EFSA, 2023). V porovnani s predchadzajucim limitom z roku
2015, ktory bol urceny na urovni 4 ug/kg telesnej hmotnosti/den, predstavuje
tato uprava 20 000-nasobné sprisnenie bezpecnostnej normy (EFSA, 2015).
Napriek tomuto opatreniu zostava spolahlivost TDI predmetom odbornych
diskusii. Problematickou je najmi nemonoténna krivka zavislosti u¢inku od
davky (,,dose-response curve®), ktort BPA vykazuje. Uvedena skuto¢nost na-
znacuje, ze zdravotné rizikd pre populdciu mozu predstavovat aj mimoriad-
ne nizke expozi¢né davky (Badding et al., 2019). Tento fenomén uzko suvisi
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s jeho schopnostou posobit ako agonista alebo antagonista $pecifickych hor-
monalnych receptorov, ¢im dochadza k naruseniu endokrinnej homeostazy.
Kedze fyziologické ligand-receptorové interakcie nativnych horménov prebie-
haju prirodzene pri pikomolarnych az nanomolarnych koncentraciach, aj niz-
ke davky exogénneho BPA mozu efektivne saturovat tieto receptory a vyvolat
neziaducu biologicku odpoved.

Narastajuce obavy z toxicity BPA (predovsetkym v kontexte jeho interfe-
rencie s hormonalnou homeostazou) iniciovali priemyselny prechod k alter-
nativhym materialom s oznacenim ,,BPA-free® a viedli k syntéze a komercné-
mu vyuzivaniu jeho $trukturalnych analégov, predovsetkym BPAF, BPF a BPS.
Tieto substancie sa v sucasnosti etablovali ako primdrne nahrady pri vyrobe
epoxidovych zivic, polykarbonatov, termopapierov a v technolégiach speviio-
vania plastov urcenych pre spotrebny trh (Chen et al., 2016a).

Nedostato¢na reguldcia alternativ k BPA viedla k ich masivhemu rozsire-
niu v spotrebnom tovare, ¢o vyvolava opodstatnené obavy, ze povodny prob-
lém bol nahradeny analogickym rizikom v podobe tzv. neziaducich nahrad
(»regrettable substitution®) (Zalmanovd et al., 2017, Cano-Nicolau et al., 2016,
Moon, 2019). Najnovsie vedecké poznatky tuto nepostacujucu regulaciu po-
tvrdzuju a zdoraziuju, ze klicovou podmienkou uvedenia novych substitttov
na trh musi byt ich prisne preventivne posudzovanie (Franko et al., 2024, Bu-
oso et al., 2025, Srebny et al., 2025).

Hoci bol BPS zavedeny ako bezpec¢nejsia nahrada za BPA, vysledky Zal-
manove;j et al. (2017) tento predpoklad vyvracaji. Na modeli prasacich oocy-
tov bolo zistené, Ze BPS signifikantne poskodzuje meiotické vretienko a brani
spravnemu dozrievaniu buniek. Pritomnost nepriaznivych uc¢inkov aj pri sto-
povych mnozstvach latky v prostredi poukazuje na problematicky charakter
tejto nahrady (Zalmanova et al., 2017). Vyskum in vivo na my$om modeli po-
tvrdil, ze chronicka expozicia BPS narusa folikulogenézu a kvalitu oocytov.
Autori zistili, Ze zatial ¢o nizke davky (0,001 a 0,1ng/g telesnej hmotnosti) pri-
marne redukuji pocet ovarialnych folikulov a poskodzuju cytoskelet oocytov,
vyssie koncentracie (10 a 100 ng/g telesnej hmotnosti) vyvolavaju epigenetické
zmeny (Nevoral et al., 2018). Tieto negativne dopady na fertilitu a embryo-
genézu potvrdzuju aj experimenty na modelovom organizme C. elegans, kde
expozicia embryi BPA a BPS viedla k znizeniu reprodukénej kapacity a miery
liahnutia (Mersha et al., 2015). V sulade s tym boli aj vysledky experimentu
Kaiglova et al. (2025), ktoré potvrdili negativny dopad bisfenolov (BPA, BPS,
BPF a BPAF) na embryonalny vyvin C. elegans. U vsetkych testovanych zlu-
¢enin bolo zaznamenané Statisticky vyznamné znizenie liahnivosti vajicok
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(p<0,05az0,001) (Graf 1). KedZe medzi i¢inkami jednotlivych bisfenolov ne-
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boli pozorované vyznamné rozdiely, mozno konstatovat, Ze tieto latky predsta-
vuju pre embrya nematéd porovnatelné riziko (Graf 2) (Kaiglova et al. 2025).
Podobné vysledky sme zistili aj stadii Kucharikova et al. (2023), kde BPA, ale
aj BPS v koncentracii 1 a 5 uM signifikantne znizil liahnivost hlistovcov, a to
pri kmeni C. elegans ,wild type“ (N2), ako aj kmeni bli-1 s utlmenym rovno-
mennym génom v porovnani s kontrolnou skupinou, ktord nebola expono-
vana bisfenolom (p < 0,05) (Graf 6). Pri porovnani oboch kmenov C. elegans
bola liahnivost kmena bli-1 signifikantne nizsia. Gén bli-1 u modelového orga-
nizmu C. elegans kdduje $pecificky kutikularny kolagén, ktory je nevyhnutny
pre Strukturdlnu integritu a stabilitu vonkajsieho obalu (kutikuly) ¢erva. Tento
protein sa nachadza predovsetkym v strednej vrstve kutikuly, kde funguje ako
mechanické spojivo zabezpecujtce pevnu adhéziu medzi jednotlivymi vrstva-
mi povrchu tela. Pri mutdcii tohto génu dochadza k naruseniu tychto spoje-
ni, ¢o vedie k separdcii vrstiev a naslednému hromadeniu tekutiny, ktoré sa
navonok prejavuje vznikom charakteristickych pluzgierov (fenotyp ,,blister®).
Kedze takto poskodena kutikula straca svoju prirodzena bariérovu funkciu,
mutantné jedince vykazuju zvys$ent citlivost na stresory z prostredia, akymi st
napriklad vysoké koncentracie chemickych latok typu bisfenolov.

Okrem reproduk¢nej toxicity sa bisfenoly spéjajui aj s neurologickymi a be-
haviordlnymi abnormalitam. Stadia kolektivu Tiwari et al. (2015) skimala
vplyv BPA na vyvin mozgu potkanov, konkrétne na proces tvorby myelinu
(izolaénej vrstvy nervovych vlakien) v hipokampe. Stidia naznacuje, ze BPA
neni¢i mozgové tkanivo len priamo, ale aj prostrednictvom navodenia mito-
chondrialnej dysfunkcie, oxida¢ného stresu a narusenia signalnych drah, kto-
ré su nevyhnutné pre zdravy vyvin nervovej ststavy. Tieto biologické zmeny
viedli u testovanych potkanov k meratelnym deficitom v uéeni a pamiti. Pre-
toze hipokampus je centrom pamdte, jeho poskodenie BPA priamo zhorsilo
kognitivne funkcie (Tiwari et al., 2015). Vyskum, ktory v roku 2023 publikoval
Mu so spoluautormi na modeli zebri¢ky pruhovanej (Danio rerio) potvrdil, Ze
expozicia embryi BPA a jeho nahradam (BPAF a BPF) negativne ovplyviiu-
je ich socialne spravanie. Tieto experimentalne modely navys$e identifikovali
neuroinflamaciu a uzkostné stavy ako priamy dosledok posobenia spomina-
nych latok pocas klucovych faz vyvinu. Ryby boli od embryonalneho obdo-
bia kontinualne vystavené environmentalne relevantnym davkam BPA, BPAF
a BPF (5 a 500 ng/l) a nasledne podrobené behavioralnym testom. Vysledky
ukazali, ze jedince exponované BPAF a BPA v koncentracii 500 ng/l vykazovali
vyznamné narudenie socidlnych interakcii, ktoré sa prejavovalo oslabenou so-
cidlnou afinitou, zva¢Senim vzdialenosti medzi jedincami a vyraznym skrate-
nim trvania vzajomného kontaktu. Tieto behaviordlne odchylky korelovali so
$trukturdlnymi zmenami v nervovom tkanive, poukazujicimi na poskodenie
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centralneho nervového systému, najmé v dosledku zvysenej apoptdzy neuro-
nov a naslednej aktivacie mikroglii. Ziskané idaje naznacuju, ze pritomnost
BPA a jeho alternativ vo vodnom prostredi moze mat vyrazny negativny do-
pad na socialne spravanie ryb (Mu et al., 2022). Vplyv na nervovu sustavu sa
u C. elegans prejavuje najma zmenou habituacie na mechanosenzorické stimu-
ly. Nervovy systém predstavuje z hladiska po¢tu neurénov a ich diverzity naj-
komplexnejsie tkanivo organizmu C. elegans. Vac¢$ina neurénov u C. elegans
vykazuje komplexnu siet prepojeni s ostatnymi neurénmi a ¢asto exprimuje
prekvapivé spektrum signaliza¢nych molekul (White et al., 1986). Tento ner-
vovy systém poskytuje C. elegans schopnost modifikovat spravanie na zaklade
navykov a skusenosti. V§eobecne sa koncept habituacie vztahuje na postupny
pokles odozvy na opakované podnety (Thompson a Spencer, 1966). Habitua-
cia C. elegans na stimuly predného dotyku po expozicii roznym koncentraciam
BPA a BPS pocas vyvinu uz bola v minulosti dokumentovand. Vysledky tychto
studii ukazali, Ze dospelé jedince, ktoré boli vystavené tcinkom BPA pocas
embryogenézy, vyzadovali na dosiahnutie habitudcie vys$si pocet mechanosen-
zorickych stimulov v porovnani s neexponovanymi embryami. Podobny feno-
mén bol pozorovany aj u ¢ervov ovplyvnenych BPS (Mersha et al., 2015). Tieto
vysledky st v zhode s nasimi zisteniami, ktoré potvrdili, Ze vystavenie C. ele-
gans BPA a jeho analégom (BPS, BPF a BPAF) v koncentraciach 0,5, 1 a 5 uM
viedlo k vyraznému zvyseniu poctu stimulov potrebnych na dosiahnutie ha-
bituacie v porovnani s kontrolnou skupinou (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001)
(Graf 3). Porovnanie u¢inkov BPA a jeho ndhrad odhalilo pri koncentraciach
0,5 uM a 1 pM (BPF aj BPAF) $tatisticky vyznamny ndrast poctu dotykov po-
trebnych na navodenie habitudcie, co poukazuje na potencidlne vyssiu neuro-
toxicitu tychto substitutov v porovnani s BPA (Graf 4) (Kaiglova et al., 2025).
Tieto zistenia kore$§ponduju s nasimi predchadzajicimi vysledkami, kde ex-
pozicia embryi oboch kmenov C. elegans (WT aj mutantného kmena bli-1)
latkam BPA a BPS viedla k signifikantne vyssej potrebe mechanosenzorickych
podnetov na dosiahnutie habituacie v porovnani s kontrolnou skupinou (p <
0,05) (Graf 9) (Kucharikova et al., 2023). Uvedena koreldcia medzi expoziciou
a poruchami spravania potvrdzuje predpoklad, Ze prechod na alternativne bis-
fenoly nepredstavuje efektivne rieSenie zdravotnych rizik. Naopak, sved¢i to
o transformacii pé6vodného problému do formy novych, $trukturalne pribuz-
nych néhrad, ktoré vykazuju analogické, v niektorych pripadoch az zavaznej-
$ie neziaduce ucinky. Jednym z klucovych cielov ich negativneho pdsobenia
moze byt hormonalna sustava, kde mozu vyvolat nerovnovahu s dalekosiahly-
mi nasledkami. Vo véeobecnosti je pre normalny rast nevyhnutné udrziavanie
rovnovahy hormonov §titnej zlazy. Predpoklada sa, Ze BPA moze interferovat
s fyziologickou funkciou réznych biologickych receptorov vratane receptorov
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horménov $titnej zlazy (Acconcia et al., 2015, Cimmino et al., 2020). Naruse-
nie homeostazy hormoénov stitnej zlazy moze viest k ovplyvneniu fyziologic-
kého rastu organizmu. Stidia Zhanga et al. (2018) ukdzala, Ze nielen BPA, ale
aj jeho analégy BPS a BPF nepriaznivo ovplyviuju postembryonalny vyvin
organizmu C. elegans. Deje sa tak prostrednictvom vézby na receptory hormo-
nov §titnej zlazy, ¢im dochddza k narudeniu ich signaliza¢nej drahy (Zhang,
2018). Nase experimenty boli v stlade s tymito zisteniami, kedZe dizka jedin-
cov typu ,,wild type“ C. elegans, ako aj mutantného kmena bli-1 v $tadiu L1
bola v porovnani s kontrolnou skupinou vyznamne znizena bez ohladu to, ¢i
sme pouzili BPA alebo jeho nadhradu BPS (p < 0,05) (Graf 6) (Kucharikova et
al., 2023). Aj v nasledujucom pokuse nase zistenia ukazali, Ze nematddy C. ele-
gans v larvalnom $tadiu L1 (18 hodin po nasadeni pri teplote 20 °C) vykazova-
li signifikantne znizent dizku tela po expozicii zvy$ujticim sa koncentraciam
BPA (0,5,1 a5 uM) (p < 0,01), BPS (5 uM) (p < 0,001) a BPAF (1 a 5 uM) (p <
0,05), zatial ¢o expozicia BPF nemala na dlzku tela ziadny vyznamny vplyv
(Graf 5) (Kaiglova et al., 2025).

V ramci nasich nepublikovanych dat sme sa dalej zamerali na hodnotenie
ucinkov bisfenolov BPA, BPS, BPF a BPAF v koncentraciach 0,5, 1 a 5 uM na
dalsie mutantné kmene C. elegans s utlmenymi génmi podielajicimi sa na tvor-
be kutikuly. Do analyzy sme zaradili mutanty rol-1 a rol-6, ktoré maja utlme-
né rovhomenné gény kodujuce Specifické kutikularne kolagény ovplyviujace
$trukturu a mechanické vlastnosti kutikuly, ako aj mutant sqt-1 so zniZenou
funkciou génu zodpovedného za spravnu organizaciu a stabilitu kolagénovych
vlakien. Okrem tychto mutantov sme do $tudie zahrnuli aj nemutovany kmen
C. elegans (WT).

Nové poznatky ziskané v ramci tejto $tudie priniesli dalsie dokazy o tom,
ze bisfenol A (BPA) a jeho $trukturdlne analégy (BPS, BPF a BPAF) negativne
ovplyviuju neurobehavioralne prejavy a reproduként schopnost modelového
organizmu C. elegans. Vyskum habituacného spravania ukazal, Ze vietky testo-
vané latky narusaju schopnost hlistovcov privykat si na opakované mechanické
stimuly. Tento proces sa prejavil koncentra¢ne zavislym narastom poétu dotykov
potrebnych na dosiahnutie habituacie, ¢o bolo $tatisticky vysoko signifikantné
u kmena WT, ako aj u vsetkych testovanych mutantnych kmenov v porovnani
s neexponovanou kontrolnou skupinou (p < 0,01 az p < 0,001) (Priloha 1, Graf
1A, 2A, 3A, 4A). Pri porovnani nahrad so samotnym BPA sa ukazalo, Ze najma
bisfenoly BPAF a BPF vykazuji v mnohych pripadoch silnejsi inhibi¢ny t¢inok
na proces habitudcie nez povodny BPA, ¢o bolo obzvlast zretelné u kmenov rol-
1 a sqt-1 (Priloha 1, Graf 1B, 2B, 3B, 4B). Zistenie, ze BPAF a BPF maju silnejsi
ucinok ako BPA, je kritické. Habituacia je najjednoduchsia forma ucenia. Ak
bisfenoly zvysuju pocet stimulov potrebnych na ,,vypnutie® reakcie, znamena to,
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ze narusaju synapticku plasticitu alebo schopnost neurénov spracovavat opako-
vané podnety. Tieto zistenia o neurotoxicite dopliiaju vysledky sledovania mo-
tility, kde expozicia bisfenolom viedla k vyraznému zniZeniu frekvencie ohybov
tela. U kmena WT sa ako najsilnejsi inhibitor pohybu pri najvyssej koncentracii
(5 uM) prejavil bisfenol BPAF (p < 0,001) (Priloha 2, Graf 1A). Podobne dife-
rencovany vplyv bol pozorovany aj u mutantnych kmenov, kde napriklad kmen
rol-1 reagoval na substituty bisfenolov (BPAE BPE, BPS) vyraznym poklesom
motorickej aktivity uz od nizsich koncentracii (Priloha 2, Graf 2A), zatial ¢o sa-
motny BPA pri tomto kmeni nespdsobil vyznamny pokles frekvencie pohybu.
U kmena rol-6 viedla expozicia vietkym typom bisfenolov k signifikantnému
zniZeniu motility (p < 0,01 az p < 0,001) (Priloha 2, Graf 3A). V pripade kmena
sqt-1 vysledky naznacuju, ze nahrady BPA nepontkaju z hladiska akttnej neu-
rotoxicity ziadnu vyhodu oproti pévodnej latke, nakolko signifikantné ucinky
boli pri BPAF a BPF pozorované uz pri koncentracii 0,5 pM (p < 0,001) (Pri-
loha 2, Graf 4A, 4B). Vyrazne vyssia toxicita bisfenolu BPAF v porovnani s po-
vodnym BPA, ktort sme pozorovali pri testoch motility a habitudcie, uzko suvisi
s jeho $pecifickou chemickou s$truktirou. Klicovym rozdielom je pritomnost
fluorovanych metylovych skupin, ktoré nahradzaju $tandardné metylové sku-
piny v molekule BPA. Tato substiticia fluérom zasadne zvysuje hydrofobicitu
molekuly, ¢o ulahcuje pasivny transport latky cez lipidové dvojvrstvy bunkovych
membran a kutikulu C. elegans. Okrem lepsieho prieniku do buniek sposobuje
elektronegativita atomov fluéru silnejsiu vazbovu afinitu k estrogénovym recep-
torom a inym cielovym proteinom v nervovej sustave, ¢o vysvetluje markantné
naruSenie neurobehavioralnych procesov uz pri nizkych koncentracidch. Vyssia
metabolicka stabilita vdzby C-F zaroven znamend, Ze BPAF je v organizme odol-
nejsi voci degradacii, ¢o vedie k jeho dlh$iemu posobeniu na neuromuskularny
aparat hlistovcov (Choi a Lee, 2017).

V oblasti reprodukénej toxicity vyskum potvrdil, Ze expozicia bisfenolom
vedie k celkovému poklesu liahnivosti embryi. U kmena WT bol zaznamenany
signifikantny pokles liahnivosti pri vSetkych testovanych latkach v porovnani
s kontrolnou skupinou (p < 0,05 az p < 0,01) (Priloha 3, Graf 1A), pri¢om bis-
fenol BPAF v porovnani s BPA vykazoval vyrazné zniZenie liahnivosti uz pri
koncentracii 1 pM (Priloha 3, Graf 1B). U mutantnych kmenov sa ako najrizi-
kovejsi opat javil bisfenol BPAF, ktory spdsobil signifikantné znizenie liahni-
vosti oproti kontrolnej neexponovanej skupine uz pri najnizsej koncentracii.,
a to pri kmenoch rol-1 (Priloha 3, Graf 2A), rol-6 (Priloha 3, Graf 3A) aj sqt-1
(Priloha 3, Graf 4A). Pozoruhodné je zistenie u kmena sqt-1, kde expozicia
povodnému BPA nespdsobila ziadne vyznamné zmeny liahnivosti, aviak jeho
substitit BPAF vyvolal signifikantné zniZenie tohto parametra v porovnani
s BPA (Priloha 3, Graf 4B).
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Vysledky ziskané na mutantnych kmenoch C. elegans poukazuju na rozdiel-
nu mieru behavioralnych a vyvinovych tc¢inkov bisfenolov v porovnani s kme-
nom WT. Sledované kmene nest geneticky podmienené poruchy ovplyviiu-
juce neuromuskularnu koordindciu a Struktiru kutikuly, ¢o sa v ramci tejto
studie prejavilo zvySenou nachylnostou organizmu na posobenie testovanych
latok. Tieto zistenia podporuju hypotézu, ze genetické faktory zasadne modu-
luju odpoved organizmu na environmentalnu chemickd expoziciu.

Kmen rol-1 vykazoval vyrazné narusenie habituacie, najmd po expozicii
bisfenolovym substitatom BPA, konkrétne BPS, BPAF a BPF (p < 0,001) (Pri-
loha 1, Graf 2A). Tento efekt naznacuje zvys$end citlivost nervovo-svalovej sig-
nalizacie na chemické zasahy, ¢im sa kmen rol-1 javi ako mimoriadne vhodny
model na detekciu jemnych neurotoxickych uc¢inkov chemickych latok. Nao-
pak, kmen rol-6 reagoval na vsetky testované bisfenoly konzistentnym pokle-
som motility a liahnivosti, ¢o poukazuje na jeho vysoku citlivost na vieobecnu
toxicitu a robi z neho vhodny néstroj pre skriningové toxikologické hodnote-
nie (Priloha 2, Graf 3A, Priloha 3, Graf 3A).

V pripade kmena sqt-1 boli u¢inky BPA menej vyrazné, zatial ¢o jeho sub-
stituty, predovsetkym BPAF, vyvolali signifikantné znizenie motility (p < 0,001)
(Priloha 2, Graf 4) aj liahnivosti (p < 0,05) (Priloha 3, Graf 4A). Tento rozdiel
poukazuje na moznu tlohu chemickej Struktury jednotlivych bisfenolov pri
ich interakcii s kutikularnymi komponentmi a naznacuje existenciu $trukttr-
ne podmienenych rozdielov v toxicite medzi jednotlivymi zli¢eninami.

Kutikula C. elegans predstavuje komplexnu extraceluldrnu matricu tvorena
viacerymi typmi kolagénov s rozdielnou funk¢nou a priestorovou organizaci-
ou. Poruchy jednotlivych kolagénovych komponentov moézu viest k rozdiel-
nym zmenam mechanickych vlastnosti kutikuly, ako aj k alteracii jej bariérovej
funkcie a permeability pre chemické latky. Z tohto pohladu je kluc¢ové identi-
fikovat, ktoré typy kolagénov maju rozhodujuici vplyv na prienik exogénnych
latok a naslednu citlivost organizmu voc¢i chemickej expozicii.

Pouzitie dalsich kolagénovych mutantnych linii by mohlo vyznamne pri-
spiet k hlbSiemu pochopeniu vztahu medzi $pecifickymi $trukturdlnymi
zmenami kutikuly a biologickymi uc¢inkami bisfenolov. Z hladiska dalsieho
vyskumu sa preto javi ako nevyhnutné zamerat sa na podrobné objasnenie
molekularnych mechanizmov, ktorymi bisfenoly narasaju strukturalnu integ-
ritu kolagénov u mutantnych kmenov typu rol-1, rol-6 a sqt-1. Buduce $tadie
by mali preskimat, ¢i expozicia tymto latkam priamo ovplyviiuje expresiu gé-
nov kodujucich klucové kutikularne proteiny, ¢o by mohlo vysvetlit pozorova-
nu synergiu medzi genetickou predispoziciou a environmentélnou toxicitou.

Poznatky ziskané v ramci nasich stadii predstavuju dolezity prispevok
k objektivnemu hodnoteniu rizik novych chemickych latok. Zaroven zdoraz-
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5. Diskusia

nuju naliehavt potrebu transformovat procesy posudzovania rizik do strikt-
nych regula¢nych mechanizmov, ktoré musia prioritne zohladnovat dlhodobé
zdravotné dopady expozicie bisfenolom. V praxi by to malo znamenat zave-
denie povinného viacstupniového skriningu so zameranim na endokrinnu
disruptivitu a epigenetické zmeny este pred schvalenim akejkolvek ndhrady
na trh. Takato regulacia musi vyzadovat preukazanie zdravotnej bezpec¢nosti
nahradnych analégov na trovni, ktora vylu¢uje narusenie hormonalnej home-
ostazy, ¢im by sa zabranilo nekontrolovanému zavadzaniu latok s podobnym
patofyziologickym profilom, aky bol zdokumentovany pri BPA. Len integra-
ciou tychto preventivnych kritérii do legislativy bude mozné efektivne mini-
malizovat riziko chronickych ochoreni spojenych s masovou priemyselnou
produkciou neoverenych chemickych alternativ.
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ZAVER

Predlozend monografia poskytuje komplexnu syntézu sucasnych vedec-
kych poznatkov a vysledkov nasho vlastného vyskumu zameraného na en-
vironmentalne a zdravotné vyzvy spojené s masovou produkciou a pouziva-
nim plastov v modernej spolo¢nosti. Hoci trad EFSA v roku 2023 pristapil
k radikalnemu sprisneniu limitov pre BPA, udaje z vedeckej literatury, ako aj
nase zistenia, s v sulade s nemonoténnou krivkou zavislosti uc¢inku od davky
a naznacuju, ze zdravotné rizika pretrvavaju aj pri nizkych koncentraciach.
Taziskom prace bolo posudenie neziaducich t¢inkov BPA a jeho $trukturdl-
nych analégov (BPS, BPE, BPAF), ktoré su ¢asto marketingovo oznacované ako
»BPA-free“ s cielom zvysit doveru spotrebitela. V praxi vSak toto oznacenie
¢asto znamend len nahradenie BPA inymi bisfenolmi, ktoré mézu mat rov-
naké alebo zavaznejsie nepriaznivé ucinky, ¢o nase vysledky na modelovom
organizme C. elegans potvrdzujui ako fenomén tzv. neziaducich nahrad (,,re-
grettable substitution®). Experimentalne sme v sulade s literarnymi trendmi
potvrdili, Ze vietky testované bisfenoly signifikantne znizuju reprodukénu ka-
pacitu a mieru liahnutia, a to aj pri najnizsich koncentraciach. Origindlnym
prinosom nasich $tudii, ktory rozsiruje doterajsie poznanie, je vyuzitie mu-
tantnych kmenov so $pecifickymi poruchami kutikuly (bli-1, rol-1, rol-6, sqt-
1) ako citlivych biosenzorov environmentalneho stresu. Vsetky bisfenoly mali
vyraznej$i uc¢inok na tieto kmene s defektmi v produkcii kolagénu v porov-
nani s kmenom W', ¢o potvrdzuje, Ze zmeny v priepustnosti bariéry zasadne
ovplyviuju citlivost organizmu. Vzhladom na nemonoténny priebeh biolo-
gickej aktivity su tieto citlivé kmene vysoko relevantné pri analyze $kodlivosti
bisfenolov uz pri nizkej expozicii. V oblasti neurotoxicity nase data pouka-
zujl na zavazné narusenie procesu habitudcie na mechanosenzorické stimuly
a deficit v neasociativnom uceni. Znepokojivym zistenim, ktoré koresponduje
s vedeckou diskusiou, je fakt, ze analégy BPF a BPAF vykazovali pri nizsich
koncentraciach potencidlne vy$siu neurotoxicitu nez samotny BPA. Zaroven
sme potvrdili negativny dopad na postembryonalny vyvin, pricom bisfeno-
ly pravdepodobne interferenciou so signaliza¢nou drdhou hormoénov $titnej
7lazy viedli k vyzmamnému znizeniu telesnej dizky jedincov Tieto poznatky
zdoraznuju naliehavu potrebu objektivizovat procesy posudzovania rizik a za-
bezpecit, aby sa kazda bisfenolova nahrada podrobila detailnému skriningu
predtym, nez dojde k jej masovej priemyselnej produkcii, ¢im by sa minimali-
zovalo riziko opakovania negativnych scenarov znamych pri BPA.
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