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ABSTRAKT
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bunky

Bisfenoly je skupina latok vyskytujuca sa vo vel'kej miere v produktoch a v Zivotnom
prostredi. Ich mozna toxicita na I'udské zdravie je stale v procese Studovania, priCom priamy
ucinok enviromentalne relevantnych davok nebol pozorovany. Tieto endokrinné disruptory
posobia na rézne receptory v tele a taktieZ nie je vylu€eny vplyv na kardiovaskuldrny systém.
Najviac preskimanou latkou je BPA, ktory je postupne nahradzovany svojimi analogmi, ktoré
ale nie su z velkej Casti tak preskumané.

V tejto praci sme sa zamerali na vplyv bisfenolov BP, M a S na diferenciaciu H9c2
buniek, ako modelu, s moZnymi negativnymi u¢inkami na vyvoj srdca a jeho regeneracii
po poskodeni.

Bunkové linia H9¢2 maju nediferencovany fenotyp ale m6zu byt l'ahko nasmerované
k diferenciacii za urcitych podmienok.

Skumany bol vplyv bisfenolov na diferencované bunky a zmeny v expresii vybranych
markerov (GATA4, Hand2, Tnnt2, Myog) diferencidcie (transkripénych faktorov). Dané
protokoly boli sledované 9 dni a lisili sa pridavkom fetdlneho hovadzieho séra (1 % alebo
10 %), all-trans retinovej kyseliny (10 mmol/L) a vo vymenach médii.

Z pozorovanych vysledkov sa zistila toxicita na parentnych bunkéch, ktora bola iba
vo velkych koncentraciach a naopak sa toxicita nepreukéazala u BPS. Zo Styroch bisfenolov
(BPBP, BPM, BPS, BPPH) boli vybrané len 3 latky netoxické, ktoré vykazovali netoxické
vlastnosti aj na diferencované bunky. Vplyv bisfenolov na expresiu nebol jednotny a Statisticky
vyznamny vocikontrolnym bunkam, avSak vzhl'adomk variabilite datsaich u¢inok neda uplne
vylucit. Vysledky bude nutné nasledne overit' na trovni proteinu a v sibore dat s mensou

variabilitou.
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Bisphenol is compound largely found in products and environment around us. Its
toxicity and danger for human health is still being studied, meanwhile direct influence of
environmentally relevant doses was not discovered. These endocrine disruptors are affe cting
variousreceptors in bodies and effect on cardiovascular system isnotexcluded either. The most
extensively studied substance is BPA, which is gradually being replaced by its analogs,
although these are not extensively researched to the same extent.

In this work we focused on influence of bisphenol BP, M and S on differentiation
of H9¢2 cells, serving as a model with potential negative effects on heart development and its
regeneration after damage.

HO9c2 cell line has an undifferentiated phenotype but can be easily directed towards
differentiation under certain conditions

Research was focused on impact of bisphenol on differentiated cells and its changes in
the expression of selected differentiation markers (GATA4, Hand2, Tnnt2, Myog)
(transcription factors). Set protocols were observed and monitored for 9 days with addition of
fetal bovine serum (1% to 10%), all-trans retionic acid (10mmol/L) and media changes.

From observed results, toxicity was found in parent cells, but only at high
concentrations, and conversely, no toxicity was demonstrated for BPS. Out of the four
bisphenols (BPBP, BPM, BPS, BPPH), only three substances were selected as non-toxic,
exhibiting non-toxic properties even on differentiated cells. The impact of bisphenols on
expression was not uniform and not statistically significant compared to control cells; however,
due to variability of gathered data, their effect cannot be completely ruled out. The results will

need to be subsequently confirmed at the protein level and in a dataset with less variability.
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Prehlad zavedenych skratiek

HEPES (4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazin- N'-(2-etansulfonova kyselina))
PBS Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok

RT-PCR Polymerazova retazova reakcia v realnom Case (Real-Time PCR)
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

BCP 1-brém-3-chlérpropan

Cdk Cyklin-dependentnd kinaza

API Nuclease-free water

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

RBI1 Retinoblastom 1

SERCA2 Endoplazmatického retikula Ca?" ATPaza 2

SR Sarkoplazmatické retikulum

ATRA all-trans kyselina retinova

PCOS Syndrém polycystickych ovarii

EDC Endocrine disrupting chemicals

SFM Bezsérové médium

DMSO Dimethylsulfoxid



1. Uvod

Bisfenoly st organické zlu€eniny pouzivané pre vyrobu v réznych plastovych
produktoch pre kazdodenné pouzitie. Stopové mnozstvo uvolnené postupnou degradaciou ¢i
nezreagované zbytky bisfenolov z vyrobnych procesov sa vyluhovavaji do potravin, ndpojov
a zivotného prostredia, kde ako latky pdsobiace ako endokrinné disruptory ovplyviuja
fyziologické aj patologické procesy v organizmoch (Dias P et al. 2022).

Najviac preskimany je bisfenol A. Vlastnosti endokrinnych disruptorov vyplyvaji
z podobnosti chemickej Struktiry s estrogénom, pretoze disponuje fenolickymi skupinami
podobnymitym v Struktire estradiolu (Bahelkal etal. 2021). BPAsasice kvdlisvojejobavanej
toxicite nahradilo jeho analdogmi, ale ich bezpecnost resp. toxicita nie je stdle dostatocne
prestudovana.. Pozornost’ sa upriamuje aj na moznu kardiovaskularnu toxicitu (Dias P et al.
2022). Je mozné, ze nachylnost’ srdcovej bunky na bisfenoly mdze byt ovplyvnena stavom
diferenciacie ¢i jej ovplyvnenim, ktoré mdze viest k zmene expresie Specifickych génov,
transkripénych faktorov. Z publikovanych stadii je znamy vplyv bisfenolov na zmeny expresie
markerov (napr. vtejto Stadii Studovanych Tnnt2, Gata4 a Hand2) pred a v priebehu
diferenciacie (Escarda-Castro E 2021). Vplyv bisfenolov na diferencidciu je mozné Studovat’
v roznych modeloch s r6znou relevanciou. V tejto praci sme pouzili bunkovu liniu H9c2
izolovanu z buniek potkanieho neonatalneho srdca, ktord sa Casto pouziva ako alternativa

kardiomyocytov, vhodnou na §tadium kardiotoxickych latok (Witek P. et al. 2016).



2. Teoreticka c¢ast’

2.1. Bunkova diferenciacia

Diferenciacia je proces, kedy sa z neSpecializovanych prekurzorovych buniek mézu stat’
Specializované (Ng IC et al. 2019). Tento dej spada pod Specifické procesy po vystupe bunky
z bunkového cyklu. Specifickymi procesmi sa chape kviescencia, diferenciacia, senescencia
a apoptoza. Kviescencia, alebotaktiez stav kl'udu, je stav reverzibilného zastavenia proliferacie,
v ktorom sa bunky aktivne nedelia a aj napriek tomu si zachovavaji schopnost’ znova vstapit’
do bunkového cyklu. KI'udové bunky sa aktivne nemnozia a zastavia svoj postup do bunkového
cyklu v GO fazy. Ci bunka vstipi do GO faze alebo pokraéuje cezG1, je regulované kIai¢ovymi
faktormi, vratane cyklinov a cyklin-dependentnych kindz (CDK), inhibitorov CDK a proteinov
retinoblastomu (Marescal O et al. 2020). Komplexy Cyklin-CDK riadia progresiu bunkového
cyklu prostrednictvom fosforylacie proteinov zapojenych do kazdej z fazy bunkového cyklu.
CDK su serin/threonin kinazy, ktorych aktivita zavisinaregulaénej podjednotke — Specifickému
proteinu z rodiny cyklinov (Malumbres M 2014). Komplexy cyklinu D-CDK4/6 a cyklinu
E- CDK2 podporuji progresiu G1 fdze. Vyznamné su inhibitory CDK, ktoré st potrebné
pre v€asné opustenie bunkového cyklu behom diferenciacie a pre udrzanie zastavy bunkového
cyklu v diferencovanychbunkach. Napriklad protein p2 1 obmedzuje vstup do kl'udového stavu,
pretoze tieto bunky nie su schopné dosiahnut’ dostatoéne nizkej urovne aktivity CDK2. Dalej
protein p27 je schopny identifikovat’ a izolovat’ populdciu kl'udovych buniek a efektivne
vizualizovat’ prechod z GO faze na GI1. Hlavnym ,,hrd€om* pri rozhodovani o proliferaciu
a kl'udu je protein retinoblastom 1 (RB1), ktory inhibuje proliferdciu vdzbou a inaktivaciou
transkripéného faktoru E2F1, a tym =zabranit E2F1 zacielit génové produkty potrebné
pre prechod bunky cez G1 do S fazy bunkového cyklu. U retinoblastomu mutaciou RBI
dochéadza k dysfunkcii alebo absencii RB proteinu. Nastava konStantnd aktivita E2F
a kontinualna stimuldcia bunkového cyklu, ¢o ma za nasledok tvorbu nadoru. Pri strese
a nadmernej proliferacii meni hyperfosforylacia terciarnu Struktiru RB, uvol'fiuje E2F a vedie

k apoptdze. (Malumbres M 2014, Mendoza PR 2015, Oki T et al. 2014).



2.2. Bunkova linia H9¢2

HO9c2 bunkova linia (obrazok 1) izolovand z ventrikularneho tkaniva potkana je
subklonalna linia p6vodnej klonalnej bunkovej linie odvodenej z embryondlneho srdcového

tkaniva potkana BD1X Kimes a Brandt (1976) (Witek P et al. 2016).

Images of Cell Line: H9c2 (2-1)

Obrazok 1: Nediferencovana bune¢nélinia H9¢2 (2-1) [prevzaté z:
https://www.culturecollections.org.uk/media/54436/88092904 -h9¢2-2-1-images.pdf]

Subklon H9¢2(2-1) ma podobnost s kostrovym svalstvom. Siri sa ako unipotentna
kmefiova bunka- myoblast, ktora sluzi ako alternativa pre kardiomyocyty. Pri deliacom procese
st vzhladovo velké, ploché a vretenovité predizené bunky. Pri diferenciacii obsahuju jadra
2-4 jadierok. Po dosiahnuti konfluentnosti sa zoskupuji v myotuby. Myotuby sa vel'mi tesne
prichytia na povrch kultiva¢nej flaSky a vzdjomne spoja cytoplazmatickymi mostikmi.

Je bezne pouzivana in vitro v roznych Stadiach vzhl'adom na vela podobnosti s primarnymi
kardiocytmi vratane morfologie membran, expresie g-signalizacného proteinu
a elektrofyziologickych vlastnosti (Hescheler J et al. 1991, Watkins SJ et al. 2011).

H9c2 st vhodnym modelom pre skiimanie mechanizmov poSkodenia myocytov
a dosledkov srdcovych patologii vratane Studovania toxickych latok na apoptézu a nekrozu
srdcovych myocytov a pre analyzu kardiotoxicity novych, hlavne protinddorovych lieCiv.

(Witek P. et al. 2016).


https://www.culturecollections.org.uk/media/54436/88092904-h9c2-2-1-images.pdf

2.2.1. Diferencované H9c2 bunky a jej diferenciacné markery

Na =zaklade publikovanych $tadii je zname, ze proces diferencidcie zavisi
na podmienkach kultivacie bunkovej linii. Vplyv mé zniZenie sérovej koncentracie
kultivacného média z 10% na 1%. Dochéadza rychlejsie k fizii a zahriiuje viac nez 95%
myoblastov (Branco AF et al. 2015, Kimes B et al. 1976).

Dalsim aspektom je suplementacia kyseliny retinovej (ATRA), ktora indukuje
schopnost diferencidcie na kardiomyocyty (Suhaeri M et al. 2015). Takto diferencované bunky
st dlhé rozvetvené mnohojadrovébunky (Pereira SLetal. 2011) V §tadii Branco etal. sa zistilo,
ze znizenim séra a pridanim RA viedla k transkripnej up-regulacii génov zapojenych
do srdcovej diferencidcie. Bolo dokdzané, ze RA zvysila expresiu génov kodujucich srdcové
sarkomerické proteiny, ako st troponin T a troponin C, troponinu I alebo prendsace vapniku
a mechanizmy vratane endoplazmatického retikula Ca?* ATPaza 2 (SERCA2), ryanodinového
receptoru a fosfolambanu (Branco AF et al. 2015). SERCA2 sprostredkovava spitné
vychytavanie Ca?* do sarkoplazmatického retikula (SR) a tym podporuje relaxaciu
kardiomyocytov, zatial ¢o ryanodinovy receptor sprostredkovdava uvolnovanie Ca?
zo sarkoplazmatického retikulu a spusta kontrakciu. Vysledné zvySenie intracelularnej
koncentracie Ca?* spdsobuje vizbu na troponin C a aktivaciu myofilamentu vediceho
ku kontrakcii (Carlson CR et al. 2022). Fosfolamban m6ze inhibovat aktivitu SERCA2, ¢im
brani vstupu Ca?" do SR (Vafiadaki E 2009). Vyluc¢ené nie je ani zGcastnenie hlavnych
regulatorov bunkového rastu PI3K, PDK1 a p-CREB na diferenciéciitejto bunkovej linie. V RA
diferencovanych H9¢2 bunkach boli taktiez rozsirené transkripty génov FasL a BcI2L11, ktoré
st zapojené do signalnych dradh bunkovej smrti. Z tejto publikacii je jasné, Ze diferencidcia
kardiomyoblastov tspeSne smeruje k dospelejSiemu svalovému fenotypu za pouzitia RA.
Dokazuju to aj zvySené hladiny transkriptov myogeninu(Myog), ktory reguluje fuziu myocytov
behom vyvoja a Myom?2 s funkciou stabilizdcie usporiadania proteinov v sarkomére. Zo §tidie
je zname zvySenie mnozstva napr. PGCla (inhibitor stresovej zapalovej signalizacie), UCP3
(chrani mitochondrie pred poSkodenim lipidmi), SERCA2, PI3K, p85 (reguluje bunkové
reakcie ako je bunkové delenie a prezitie) a PDK 1 a zniZenie antioxida¢ného proteinu (GPx1)
a Pinkl. Pinkl je mitochondridlny protein vonkajSej membrany, ktory chrani bunky
pred mitochondridlnou dysfunkciou vyvolanou stresom. Pokles tohto proteinu méze vysvetlit
rozdiely tykajiice sa nachylnosti tychto buniek k bunkovej smrti. Vzhl'adom na zvySeny

oxidaCny aparat a metabolizmus buniek H9¢2, m6ze znizenie proteinu znamenat’ poSkodenie



Struktar, ktoré nemusi byt vratné. U celkovej laktitdehydrogenazy, hexokinazy II,
pyruvatdehydrogendzy, GATA4, celkovej ERK, fosfor-ERK, PI3K triedy III, CREB, PTEN
a aktinu neboli detekované ziadne rozdiely na stavu diferencidcie (Branco AF et al. 2015).
Niektoré publikacie uvadzaju, ze nachylnost srdcovej bunky na toxické latky je ovplyvnena
stavom diferenciacie.

Medzi potencialne toxické latky sa radia aj bisfenoly. V §tadii Escarda-Castro a kol. bol
zaznamenany negativny vplyv bisfenolov na diferencidciu H9¢2 buniek. V danej §tadii pracuju
s bunkami H9¢c2 oSetrenych 10 a 30 uM BPA a zistilo sa, ze expresia dvoch transkripcnych
faktorov Hand2 a Gata4 bola vyznamne znizena. Pokles expresie Hand2 suvisi s problémami
so srdcovou Smyckou a dysfunkciou u zebri€¢iek. Downregulaciou Gata4 dochadza k naruseniu
kardiovaskularnej homeostazy. V priebehu diferenciacie voci kardiomyocytom bola expresia
znizena a obnovena vystavenim buniek BPA s RU486 (antagonista progestinu). Expresia
srdcového markeru Tnnt2, ktory kdduje srdcovy troponin T, bola v priebehu diferenciécie
a pred flou, potlacena oboma davkami BPA. U Hand2 a Gata4 boli zmeny expresie ndjdené len
pred diferencidciou, naopak u Myom?2, SIn (regulator aktivity SERCA v svale) a Atp2al bola
ovel’a viac ovplyvnend, ked’ sa BPA aplikovala posledné dva dni srdcovej diferenciacie. Tento
fakt naznacuje zranite'nost’ vo¢i BPA a zavisi na do¢asnej Specifickej expresie kazdého génu
behom procesu diferencidcie. Morfologické zmeny sa prejavili v podobe straty tubularneho
tvaru buniek, dispozicii tubularnych vldkien a podielu jadier na vldkno sa zvysil. To viedlo
k vytvoreniu velkych syncytii, ktoré su vhodnejsie pre bunky kostrového svalstva (Escarda-

Castro E 2021).

2.3. Bisfenoly

Bisfenoly je velkd skupina latok pouzivanych v priemysle pri vyrobe plastov
a epoxidovych zivic, na potahovanie potravinovych aj nédpojovych povrchov plechoviek,
spomalovace horenia, v dentdlnych tesniacich hmotéch, cigaretovych filtroch, termopapieroch
a taktiez su suCastou kozmetiky. Detekované su v Zivotnom prostredi, potravinach, pitnej vode,
odpadovych vodach, v zvieracej ¢i 'udskej krvi a vzorkdch mocu po celom svete (Dias Petal.
2022). Pdsobia ako endokrinné disruptory vd’aka svojej schopnosti interferovat’ s hormonanou
homeostazou. V tele m6zu reagovat’s nukledrnymi, hormonalnymi receptormi, transkripénymi
faktormi, ionovymi kandlmi a narusit’ intracelularne signalne drahy (Ramadan M et al. 2020).
Viazu sa na androgénové, estrogénové, progesteronové, tyroidné a aryl hydrogénové receptory,

ktoré sa spajaji s dychacim, reprodukénym a nervovym systémom (Kim JJ et al. 2020).



Najviac preskiumana je latka BPA, organicky synteticka zlicCenina, patriaca do skupiny
difenylmetanovych derivatov a bisfenolov. Vyvinuté bola ako synteticky estrogén v 90. rokoch
19. storocia, pricom v 30. rokoch 20. storocia bola popisana ako latka s u€¢innost'ou estrogénu
pri stimulacii reproduk¢éného systému potkana (Barbagallo F et al. 2020). Svoje dominantné
postavenie postupne straca vzh'adom k obavam z moZnej toxicity. POsobenie tohto typu latky
je sprostredkované endokrinnymi signalnymi cestami, ktoré posobia ako zosilovace, ¢o vedie
k zmenam v bunkovej funkcii v zavislosti na koncentracii (Welshons WV et al. 2003) (Feiteiro
J et al. 2018). Bisfenolové analogy (obrazok 2), ktoré nahradzaji BPA su zname ako
,BPA-free® alebo oznacované ako analdégy bisfenolu novej generacie (NextGen).
NajcastejSimi pouzivanymi analogmi su bisfenol S (BPS) a bisfenol F (BPF). Vd'aka ich
podobnosti v Struktarach sa daja vyuzit' na rovnaké ucely ako BPA avsak existuje nedostatok
klinickych ajexperimentalnychstadii overujucichich bezpecnost’ (Dias Petal. 2022, Rochester
JR etal. 2015).
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Obrizok 2: Struktury bisfenolu A a jeho analégov

2.3.1. FarmakoKkinetika

Za normalnych podmienok pouzitia m6zu degradovat’ a proces degradacie sa zvySuje
za podmienok vystavenia vysSich teplot alebo mechanického namahania (Ramadan M et al.
2020). Penetruju do tela cez kozu, inhalaciou, traviacim systémom. Parentny BPA sa rychlo
vstrebava, a metabolizuje sa na glukuronid a ¢iasto¢ne sulfat. Koncentracie v sére vol'ného
a konjugovaného BPA dosahuji maximumpo 1 hodine. V systémovej cirkulacii je expozicia
konjugovaného BPA 180krat vyssia nez u vol'ného BPA. Hlavnou cestou eliminacie BPA je
mocom s takmer uplnou obnovou podanej davky. U transdermalnej expozicii BPA, ktora trvala
12 hodin, boladlhs$ia systémova expozicia a vys$si pomer voI'ného BPA nez konjugovaného. Aj

napriek tomu, Zze 70% davky BPA nepreSlo koznou bariérou, absorbované mnozstvo



sa postupne uvoliiovalo z vytvorené¢ho depotu behom 6 diiovej Studie. Celkovy sérovy BPA
predstavovallen 2 % v porovnanis ordlnouexpoziciou, ale mnozstvo konjugovaného BPA bolo
16kratvyssienezvolné BPA, o viedlok vyssej expoziciibiologicky aktivnemuvol'nému BPA,
ktory predstavoval 9 % celkovy detekovany BPA. Co sa tyka vizby na proteiny v plazme, BPA
glukuronid sa zanedbatelne viaze narozdiel od vol'ného BPA, ktory je vysoko viazany.
Farmakokinetické faktory BPS st od BPA zcela odlisné. Rozdiel medzi BPA a BPS je, ze
sa zistila vyS$Sia systémova expozicia volného BPS. Hlavnou cestou elimindcie BPS bolo
vylucovanie konjugovaného BPS mocom ale len 2 % déavky boli vyli¢ené ako vol'ny BPS.
U zien a muzov sa profily vylucovania lisili. U muzov bola priemerna exkrécia celkového BPS

92% a u zien len 70% (Dias P et al.).

2.3.2. Popisané vplyvy bisfenolov na organizmus

V nasledujtcej kapitole su uvedené niektoré popisané uc¢inky bisfenolov na cicavci

organizmus. Najviac poznatkov bolo ziskanych pre bisfenol A, ktoré v tomto texte dominuju.

2.3.2.1. Bisfenol A a vplyv na pohlavny systém

Sertoliho bunky uzko spolupracujii s Leydigovymi bunkami na produkcii androgénu,
pricom Leydigove bunky st hlavnym miestom syntézy testosteronu (O’Donnell L et al. 2022).
Pritomnost’ steroidnych receptorov v Sertoliho bunkach méze znamenat’ vizbu BPA na tieto
receptory a narusit’ ich funkciu. Stidie ohladom toxicity BPA sa zistovali na dospelych aj
neonatdlnych potkanoch. U dospelych jedincoch sa nezistil vplyv na spermatogenézu. M 6ze to
byt sposobené rychlejSou metabolizaciou BPA na svoju biologicky neaktivhu formu
u dospelych jedincov, ¢o skracuje dobu vystavenia reprodukénych organov bisfenolom A.
U neonatalnych potkanov malo BPA negativny vplyv na Sertoliho bunky izolované z potkanov
a na semenotvorny epitel, ¢o viedlo k znizeniu poc¢tu spermii (Gao Y et al. 2015, Li MWM et
al. 2009).

Stadie sledujiice Zeny so sydromom polycystickych ovarii (PCOS) preukazali znaéné
rozdiely koncentracie BPA v sére v porovnani so zdravymi Zenami. Zeny trpiace na PCOS mali
vysSie hladiny (Takeuchi T etal. 2002). Ked’Ze androgény interferujii s clearance BPAv peceni,
vedieto k zvySeniu hladin BPAv sére. BPAmenimetabolizmus androgénov v peceni, vytesiuje

androgény a to vedie k zvySenym hladindm bezsérovych androgénov (Kandaraki E et al. 2011).



Nie je zcela jasné, ¢ihladiny androgénov boli zvySené kv dli priznakom PCOS alebo zvysenou
hladinou BPA.

Sledované boli aj suvislosti BPA s rakovinou pfs. Predpokladasa, ze EDC (endocrine
disrupting chemicals) prispievaji zvySenému vyskytu rakoviny pfs. Kritickym obdobim je
vyvoj pfs, kedy su mlieéne zlazy predisponované k atypickej proliferacii. Stadie na potkanoch
odhalili zvySeny vyskyt nddorov mliecnej zI'azy po podanirdznych davok BPA (0,25, 2,5, 25
a250 ug/kg/den v priebehu gestacného aj laktacného obdobia. Preneoplastické nélezy boli
pozorované uz v 50. den. Vicsie riziko rakoviny pfs je spojené s mutaciami génov BRCA1
a BRCA2. Dokazana bola vyssia moznost’ negativnych ucinkov BPA u zien vykazujucich
mutdciu BRCA1 a BRCA2 (Dumitrascu MC et al. 2020).

TaktieZ sa porovnavali obe pohlavia. Pri pozorovani muzov aj zien boli zistené odlisné
hladiny BPA. U muzov bolikoncentracie BPAv sére podstatne vyssie nezu zien. Mechanizmus
spociva bud’ v stimulacii produkcie testosteronu BPA alebo potlacenie metabolizmu BPA
testosteronom. Dalej bolo hlasené, Ze podavanie BPA znizila aktivitu uridindifosfat-
glukuronosyltransferazy voci pohlavnym horménom a BPA v pe¢eni potkanich samcov ale nie
samic. Rozdiel medzi pohlaviami je pravdepodobne kvoli rozdielom v hladinach aktivity

enzymov suvisiacich s androgénmi (Caporossi L et al. 2015, Takeuchi T et al. 2002)

2.3.2.2. Bisfenol A a vplyv na tyroidny systém

Struktiira BPA je zna¢ne anal6gova k $trukture trijodtyroninu. BPA sa viaZe na tyroidné
receptory konkrétne nabetaizoformua chové sa ako antagonista. Bolo zistené, Ze BPA inhibuje
tyroidné receptory sprostredkujuce transkripciu odpovedajucich génov T3. Domnienkou je, Ze
mechanizmus U€inku, ktory poskodzuje tyroidnu funkciu, je antagonisticky efekt na tyroidné
receptory (Kim MJ et al. 2019)

Studie preukézali zhorSenie funkcie §titnej ZIazy vyvolané zmenou hladin TSH v sére.
Tento u€inok mdze byt spdsobeny podsobenim BPAna hypofyzu cez estrogénové signédlne drahy
alebo prechodnym zvySenim produkcie T3 a T4. NarusSenie funkcie stitnej zZI'azy vSak m 6ze byt’
ovplyvneny viacerymi faktormi ako su napriklad vek, strava, metddy stanovenia tyroidnych

hormoénov, prijmu jodu (Gorini F et al. 2020)



2.3.23. Bisfenol A a vplyv na kardiovaskularny systém

Pri yytvarani srdcového akéného potencialu a elektrického Sirenia hraji dolezita rolu
i6nové kanaly v hladkom svalstve ciev. NaruSenie ich funkcie, expresie ¢i funkcie moze
urychlit'srdcovt arytmiu. V §tudiit Wang et. al bolo dokazané, ze BPA inhibuje prud sodikovych
kanalov v izolovanych neurénoch ganglii dorzdlnych korefiov mysi. Tieto ucinky boli
blokované inhibitormi proteinkinadzy C a proteinkindzy A. Zda sa, Ze BPA m6Ze pdsobit cestou
zavislou na proteinkinaze (O’Reilly A O. et al. 2012, Ramadan M et al. 2020). BPA médze
pravdepodobne pdsobit’ajna parametre oxida¢ného stresu, konkrétne NO. ZniZenie jeho hladin
sa d& povazovat’ za hlavny mechanizmus rozvoja kardiovaskularneho ochorenia (Feiteiro J et
al. 2018). Dokazand bola aj inhibicia pradu véapnikovych kandlov. Tie st dolezite
pre depolarizaciu nodalnych buniek, atrioventrikuldrneho vedenia a fazy plateau srdcového
ak¢éného potencialu. V §tadii Manelle Ramadan et. al sa zistilo, Ze zmeny s intracelulamym
vapnikom v kardiomyocytoch potkanov boli reverzibilné, ¢o naznacuje priamu interakciu
s vapnikovymi kandlmi alebo rychlymi posttranslacnymi modifikdciami proteinov

manipulujicich s vapnikom (Ramadan M et al. 2020).

2.33. Analégy BPA

Bisfenol S (4,4’-sulfonyldiphenol) a bisfenol F (4,4'-dihydroxydiphenylmethane) st
analogy bisfenolu A. Ked'Ze su Strukturdlne a chemicky podobné BPA, ocCakavaju sa aj
nepriaznivé U¢inky na endokrinny systém (Alharbi HF et al. 2022).

Z analdgov BPA je najviac preStudovany BPS. Taktiez sa vel'mi ¢asto vyuziva ako
nahrada BPA. Predpokladé sa mensSia pravdepodobnost’ vyluhu monomérov do jedla a pitia. Je
stabilnejs$i pri vystaveni teplom a odolnejsi voc¢i Ziareniu (Thoene M et al. 2020).

Stadie vykonavané v Cine s BPS stistredené na diabetes preukazali vy$siu hodnotu BPS
v mo¢i u diabetikov nez u nediabetikov. Miera detekcie bola 68,1% vs. 47,8%. U bisfenolu F
bola naopak miera detekcie vyssia u nediabetikov Predpokladé sa aj stivislost BPS spajana
s rozvojom gestacného diabetu. Meranie hladin prebiehalo v priemere v 13. tyzdni. Hladiny
plazmatickej glukdzy nalac¢no a 1 h postprandidlnej glukézy boli zvySené. Tieto vysledky boli
spozorované u zien nesuce plod zenského pohlavia. Tento fakt poukazuje na vplyv fetalneho
pohlavia. Narozdiel od BPS, BPF nevykazal suvislost’ so zvySenim hladin gluk6zy (Alharbi HF

et al. 2022). V suvislosti s tehotnymi Zenami boli ndjdené mnozstva BPS v pupoénikovom



a materskom sére, o naznacuje vystavenie l'udského plodu bisfenolom S cez placentu (Zhang
YF et al. 2020).

Skumal sa aj u¢inok BPP a BPM na bunkéch in vitro. Ako kontrola bola pouzita BPA,
mozny znamy faktor zapojeny do hormonalne zavislej progresie rakoviny pfs. Zisteny bol
nevyznamny vplyv na proliferdciu 4T1 a MDA-MB-231 buniek, naopak v§ak moZzu vyznamne
zvysit motilitu tychto buniek. Skumal sa EMT (epitelo-mezenchymalna tranzicia), ktora hra
klicovi rolu v metastazovani rakovinovych buniek. Bunky stracaji adhéziu medzibunkovej
a extracelularnej matrix a ziskavaju fenotyp mezenchymalnych buniek, aby boli schopné
migrovat’ a invazie. Zistilo sa, ze BPP a BPM indukovali expresiu N-cadherinu, MMP-9,
MMP-2 a Snail a tym podporuju invaziu TNBC (triple-negative breast cancer) prostrednictvom
aktivacie EMT in vitro (Liu J et al. 2023).

Zdravotné u¢inky BPAF st menej zname. V porovnani s BPA alebo BPS bolo zistené
zvySenie oxidacného stresu v erytrocytoch u BPAF vo viac¢sej miere. Ukézalo sa aj, Ze BPAF je
potencidlne, v porovnani s BPA, silnej§i endokrinny disruptor. Taktiez kompromituje
reproduk¢né zdravie mysi v Stadiach in vitro aj in vivo (Garcia-Recio E et al. 2023). V d’alSej
Stadii sa preukazala stimulacia tvorby reaktivnych foriem kyslika a zvysenie intracelulamych
i6nov vapnika, ¢o viedlo k poskodeniu DNA a podpore bunecnej proliferacie l'udskych buniek
rakoviny pfs indukované BPF a BPAF (Catenza CJ et al. 2021).

Agentira ECHA klasifikuje BPPF ako vel'mi toxicky pre vodné organizmy a zname je
drazdenie o¢i a koze. Zistilo sa, Ze nevykazuje estrogénne iinky ale naopak antiestrogénne

podobné tamoxifenu (k liecbe urcitych foriem rakoviny pfs) (Howard G. et al. 2018).



3. Hypotéza a ciel’ diplomovej prace

Pracovnd hypotéza tejto diplomovej prace je otdzka, ¢i kontinudlna expozicia
vybranymi bisfenolmi v netoxickych koncentraciach bude mat’ vplyv na priebeh diferenciacie
potkanich kardiomyoblastov H9¢2 a ¢i sa zmeni citlivost’ buniek na p 6sobenie bisfenolov.
Potencidlny vplyv bisfenolov na proces diferenciacie by sa mal prejavit’ zmenou v génovej
expresii vybranych markerov (Hand2, GATA4, Myog, a Tnnt2) diferencidcie smerom

k srdcovym alebo kostrovym svalovym bunkam.

Cielom préce bolo:

1) porovnat’ cytotoxicitu bisfenolov BP, M, PH a S na parentnej nediferencovanej
bunkovej linii potkanich kardiomyoblastov H9c2 v ¢asovych intervaloch 24,48 a 72
hodin.

2) porovnat’ cytotoxicitu bisfenolov BP, M a S na bunkach diferencovanych HO9c2
vroznych diferenciacnych médiach aprotokoloch po ich kontinudlnej expozici
v priebehu diferenciacie.

3) stanovenie génovej expresie markerov diferencidcie (Hand2, GATA4, Myog, a Tnnt2)

v odpovedi na kontinudlnu expoziciu bisfenolov BP, M a S.



4. Expertimentalna cast’

4.1. Chemikalie a pristrojové vybavenie

V zéatvorke je uvedeny vyrobca a kataldogové ¢islo produktu.

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) bez pyruvatu (Sigma-Aldrich, kat. ¢.:
D57960)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: F9665)

e StableCell Trypsin Solution (Trypsin/EDTA 10X) (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: T2610)

e Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: P4417)

e Trypanova modra (GE Healthcare, kat. ¢.: SV30084.01)

e 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) (Sigma-Aldrich,
kat. ¢.: M5655)

e Dimethylsulfoxid (DMSO) (Fisher Chemicals, kat.¢.: D4125/PB17)

e Etanol absolutny p.a. (Penta, kat. ¢.: 71250-11001)

e [sopropanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: 563935)

e TRI Reagent (Sigma-Aldrich, kat. ¢.: T9424)

e Nuclease-free water (API) (Sigma-Aldrich, kat. €.: 3098)

e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, kat. ¢.: 4374966)

e Gb SG PCR Master Mix (Generi biotech, kat. ¢.: 3005

e Passive Reference Dye (Generi Biotech, kat. ¢.: 3010)

e Bunkovy CO, inkubator a laminarny box (ESCO)

e Invertovany mikroskop (Optika, XDS-1R)

e Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific)

e T100 Thermal Cycler Bio-Rad (ThermoFisher Scientific)

e Quantstudio 6 (Applied biosystems)

e Chladena stolna centrifuga (Hermle)

e Vortex (ThermoFisher Scientific)

e Automatické pipety s réznymi rozsahmi (Eppendorf)

e Automatické pipetory Accu-jet Pro (Brand)

e Biirkerova komérka (Brand)



4.2. Pracovné postupy

4.2.1. Pasazovanie a kultivacia

Pouzitd bola nediferencovana bunkova linia HO9c2 =z potkanich srdcovych
kardiomyoblastov (obrazok 3). Bunky boli kultivované v médiu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)-high glucose obsahujtiice 10 % - tepelne inaktivovaného FBS, 1 % P/S
(100x), 1 % Hepes (1M) priteplote 37 °C v atmosfére s 5 % CO; a za konStantnej humidity.

Praca s bunkami podliechala Standardnym aseptickym podmienkam a praci
v jednorazovych rukaviciach. Pripasdzovanisa odsaje povodné médium a napipetuje 5 ml PBS
pre stabilizovanie pH. Tento krok sa opakuje dvakrat. Po vysati PBS sa do flasky pridé silnym
pridom 2 ml trypsin s EDTA (10x nariedeny zasobny roztok) a nasledne sa 1,5 ml
trypsin/EDTA vysaje. Kultivacna flasa sa d& inkubovat pri teplote 37 °C na 5-10 mintt
pre dosiahnutie odstrdnenia adherentnych buniek z povrchu kultiva¢nej flTase. Po vybrati
z inkubdtora, je nutné sa mikroskopicky presvedcit’ o odlepeni a rozbiti zhlukov buniek.
Viacsinou sa pasazovalo dvakrat tyzdenne 1:3 alebo 1:4 podla miery konfluentnosti buniek.
Po pridani Cerstvého média sa steny omyju pridanym médiom a vznikd suspenzia.

Zo vzniknutej suspenzii sa nasadzuje na pokus.

Obrazok 3: Reprezentativna fotografia nediferencovanej bunkovej linie H9¢c2



4.2.2. Pocitanie buniek

Pre pocitanie zivych buniek bola pouzitd Biirkerova komorka a farbenie buniek
trypanovou modrou, ktord je pre bunky toxickda a do buniek sa dostdva pasivne
po koncentraénom gradiente. Mftve alebo vazne poSkodené bunky sa farbia modro, zatial’ ¢o

zivé bunky ju od¢erpavaji z cytosolu pomocou aktivneho transportu.

Odpipetujeme si 100 pl resuspendovanej bunkovej suspenzie a prenesieme
do mikroskiimavky. Prida sa nesterilna trypanova modra (0,4%) v pomere 1:1. Suspenzia
sanechd priblizne 5 minut inkubovat’ pri laboratornej teplote a nasledne sa zvortexuje.

Na Biirkerovu komorku sa napipetuje 2x10 pl dobre premiesSanej suspenzie.

Biirkerova komorka sa sklad4 z dvoch polovic. Kazda polovica obsahuje 9 §tvorcov
oddelenych trojitymi ¢iarami. Pocita sa kazdd neofarbend bunka vo vnutri 10 Stvorcov (rozmer
jedného Stvorca 1x1 mm odpovedajuci objemu 0,1 pl) podla,,L* pravidla (obrazok 4). Pocet
buniek sa vynasobi dvoma (faktor riedenia trypanovou modrou) a 1000 (prepocitanie z pl na

ml). Mnozstvo suspenzie, ktoré pouZzijeme sa vypocita pomocou rovnice c1xV1=c2xV2

> e »le >l - e >l

0,2 0,025 0,05 0,2 0,05 0,025
|4—>|<—b-|4—>| |= -.=|
1 mm 1 mm 1 mm : 1 mm '

Obrazok 4: Schéma Biirkerovej komorky svyznac¢enim ,,L* pravidla [prevzaté z https:/www.marienfeld-

superior.com/counting-grids.html]

4.2.3. Priprava buniek na experimenty

Bunky pouzité na experimenty boli medzi pasazami P21 az P28. Pre pokusy bola

pouzivand suspenzia o rovnakej koncentracii buniek 100 000 buniek/ml pripravena



v kultivaénom médiu — DMEM + 10 % FBS. Na 96 jamkovu dosti¢ku pouZivanu pre stanovenie
cytotoxicity bolo do kazdej jamky napipetovanych 100 ul danej suspenzie, teda 10 000 buniek
na jamku. Pre stanovenie génovej expresie boli bunky nasadené na 12 jamkovt dosticku
v mnozstve 0,5 ml/jamku, teda 50 000 buniek na jamku.

Bunky boli potom inkubované 24 hodin v kultivaénom médiu, potom bolo médum
vymenené za expozic¢né bezsérové médium (SFM, z anglického serum free medium) na d’alsich

24 hodin, aby bunky prestali proliferovat’ a synchronizovali sa.

4.3. Priprava experimentalnych vzoriek pre stanovenie cytotoxicity

Pokusy pre stanovenie cytotoxicity testovanych bisfenolov boli prevedené
s diferencovanymi aj nediferencovanymi bunkami H9c2 na 96 jamkovej mikrotitracnej
dosticke. Studovany bol aj vplyv kontinualnej expozicie bisfenolov behom procesu
diferenciacie na ich vyslednt cytotoxicitu. Experimenty boli prevedené minimalne
v technickom triplikdte a vysledky boli hodnotené ztroch nezévislych opakovani
experimentov.

Pre prvotny toxicitny screening bisfenolov BP, PH, M, S boli pouzité nediferencované
bunky so Sirokym koncentraénym rozmedzim (0,1 mM aZ 10 nM) a expoziciou 24, 48 alebo
72 hodin, ktord bola zahijena 48 hodin od nasadeni (viz vysSie). Zasobné roztoky
o koncentraciach 100 mM (1-10-'M), 10 mM (1-102M), | mM (1-103M), 100 uM (1-10* M),
10 uM (1-10°M) boli pripravené v sterilnom DMSO a uchovavané pri -20 °C. Tesne pred
zacCiatkom kazdého experimentu boli pripravené 1000x nariedené Cerstvé pracovné roztoky
testovanych latok zo zadsobnych roztokov pridanim 1 pl zdsobného roztoku do 1 ml SFM.
Cielové koncentracie latok boli 100 uM (1-104 M), 10 uM (1:105M), 1 uM (1-10° M), 1 nM
(1-107M)a 10 nM (1108 M). Kontrolné bunky boli inkubované v SFM s pridanym sterilnym
DMSO, 1 pLna 1 ml SFM (tj. findlna koncentracia 0,1 %). Cytotoxicita (respektivne viabilita)
bola stanovend pomocou MTT testu (viz d’alej).

Pre nésledné findlne experimenty boli vybrané len latky bisfenol BP, M
a S v cielovych koncentraciach 1 uM, 100 nM a 10 nM (. 1-10¢ M, 1-107 M, 1-10% M)
a Casovy interval 24 hodin. Experimenty boli prevedené na nediferencovanych a z nich
diferencovanych bunkéch z rovnakej kultivacie. Nediferencované bunky sluzili ako kontrola
aboli inkubované podl'a schématu uvedeného pre prvotny toxicitny screening, expozicia
bisfenolmi bola 24 hodin. Diferencované bunky boli diferencované pomocou 4 rdéznych

diferenciacnych médii a za pouzitia 2 diferenciacnych protokolov. Pouzité diferenciacné média



boli DMEM +1 % FBS, DMEM +1 % FBS s ATRA, DMEM+ 10 % FBS, DMEM+10 % FBS
s ATRA. Diferencidciabola zah4ajena24 hodinpo nasadenibuniek na kultivaénédosticky, kedy
bolo SFM vymenené za vysSie uvedené diferenciacné média, ktoré uz obsahovala testované
latky. Diferenciécia trvala 9 dni, kedy bolo médium bud’ menené kazdy deii alebo bolo po celu
dobu diferenciacie nechané bez vymeny. U oboch pripadov bola ako kontrola pouzitd DMSO

vo findlnej koncentracii 0,1 %.

4.3.1. Stanovenie viability MTT testom

Farbivo MTT, chemicky 3-(4,5-dimetyltiazol)-2,5-difenyl-tetrazoliumbromid, je
nazltla sol’ pouzivana pre testy na zivotaschopnost’ a proliferaciu buniek. MTT zmédia
prestupuje do buniek, kde sa pdsobenim oxidoredukénych enzymov v metabolicky aktivnych
bunkidch premeni na farebny a nerozpustny fialovy formazan (Benov L. 2021).
Pod mikroskopom sa da priebeh reakcie detekovat’ pritomnost'ou krystalov vo vnutri buniek.

Pre pokusy sa MTT pripravoval v koncentracii 3 g/ml rozptstadla nesterilného PBS.
Na dosticky sa pipetoval v mnozstve 25 pl/jamku. Dosticky sa nechali inkubovat’ 3 hodiny
pri37 °C, teda MTT bolo pridané k prebiehajucemu pokusu 3 hodiny pred jeho koncom.
Pre zrealizovanie spektrofotometrickéhomerania bolonutné z dosticky po inkubacii dostatoc¢ne
odsat médium s MTT a napipetovat DMSO pre rozpustenie krystalov formazanu (Benov L.

2021).

Vyhodnotenie cytotoxicity prebehalo na spektrofotometri (Hidex Sense) pri vlnovej dizke
570 nm.

4.4. Stanovenie génovej expresie

4.4.1. Priprava experimentilnych vzoriek pre stanovenie génovej expresie

Na zéklade vysledkov predchadzajucej diplomovej prace Anny Gardianovej bolo
pre stanovenie génovej expresie vybranych markerov proliferdcie pouzit¢ len médium
s 10 % FBS s pridavkom ATRA, ktoré bolo menené kazdy denl. Latky pouzité na stanovenie
génovej expresie boli bisfenoly BP, M a S v koncentracii 1 uM, 100 a 10 nM. Ako kontrola

bola pouzitd DMSO vo findlnej koncentracii 0,1 %.



Pokus sa vykonaval na diferencovanych bunkachna 12 jamkovej dosticke, kedy sa
médium s latkami menili za Cerstvé kazdy den od druhého diia od nasadenia, alebo sa médium
s latkami pridalo druhy deni po nasadeni a uz sa nemenilo. V oboch pripadoch bol pokus
ukoncenydeviaty den odsatim média,jamky sa omylinesterilnymPBS anapipetovalo sa200 ul
TRI Reagent® pre lyzu buniek. Niekol'kokrat sa jamky splachli pritomnym TRI Reagent® pre
zmytie prisadnutych buniek. Lyzaty boli z kazdej jamky prepipetované do samostatnych 1,5 ml

mikroskiimaviek.

4.4.2. Stanoveni génové expresie

Zmeny v génovej expresiispocivaju v niekol’kychkrokoch.Prvym krokom je izolacia
RNA a jej zmeranie Cistoty a koncentracie. V néaslednej fazy vyizolovana RNA sluzi ako
templat pre reverznu transkriptdzu a tvorbu cDNA. Vzniknutd cDNA nésledne sluzi ako
templat pre samotné PCR. Principom je riadend denaturdcia dvojvldknového retazca
zarozpadnutia vodikovych mostikov medzi vlaknami. Na takto vzniknuté jednovlaknové
molekuly DNA m6zu nasadnut’ v d’alSom kroku primery. Nasledne dochédza k hybridizécii
jednovlaknovych retazcov DNA tzv. annealing. V tomto kroku je umoznené nasadnutie
primerov na Specifické miesta DNA. Poslednym krokom je elongécia, pri ktorej dochadza

k syntéze nového vldkna komplementarneho s templatovym.

4.42.1. Izolace RNA

Izolacia RNA bola prevedena klasickou fdzovou separdciou za pouzitia TRIreagentu
podla postupu vyrobcu. Miesto chloroformu bola pouzita latka 1-bromo-3-chloropropan.
Ku kazdému vzorku sa pridd BCP v mnozstve 10% z mnozstva pouzit¢ho TRI Reagentu
pri spratavani (v tomto pripade to bolo 20 ul) a 15 sekiind zvisle pretrepavat’ v rukach a nechat’
2 minuaty inkubovat’ pri pokojovej teplote. Vzorky sa daji centrifugovat na 15 min pri 4 °C
aotackach 13 000 x g. Vzniknu dve fazy. Hornt1 vodnt fazu odsajeme a presunieme do novej
mikroskimavky. Do vodnej fazy sa pridal isopropanol v mnozstve 50% z pé6vodne pridaného
mnozstva TRIreagentu. V tomto pripade bolo pridanych 100 pl isopropanolu. Po pridani
isopropanolu treba zvortexovat’, nechat’ 10 min inkubovat’ pri pokojovej teplote a nasledne dat’
centrifugovat' na 10 min pri4 °Cna 13 000 x g.

Po vybrati by mala byt na dne mikroskiimavky viditeI'na peleta. KedZze bolo

pre izolaciu RNA pouzité relativne malo buniek, nemusi byt vzdy viditeIna. Ak nie je, aj tak



sa postupuje d’alej v krokoch. Supernatant sa s opatrnostou na peletu dokladne vysaje. Prida sa
0,5 ml 75% etanolu na premytie pelety a da sa centrifugovat' na 5 min pii otackach 7 500 x g
pri 4 °C. Nasledne sa vysaje etanol a peleta sa neché osusit' na 2-3 min. K pelete sa napipetuje

15 ul nuclease-free vody (API) pre jej rozpustenie.

4.4.2.2. Zmeranie koncentracie a absorbancie na Nanodrop

Po rozpusteni pelety sa meria Cistota a absorbancia vzoriek. Idedlna RNA
koncentracia pre reverznu transkripciu je viacnez 100 ng/pl. Absorbancia sa merala privlnovej
dizke 230, 260 a 280 nm. Pri pomere A260/280 by mala byt hodnota 1,9-2,1 (ak hodnota vyjde
pod 1,7,znamenato kontaminacius DNA). Pri pomere A260/230 by malabyt'’hodnota 2,0-2,2.
Tieto pomery reflektuju ¢istotu RNA.

Kontamindcia sa ukdzala iba pri pomere A260/230, avSak iba v malom mnozZstve
vzoriek bola hodnota pod 1,5. Vzhl'adom k malému mnozstvu materidlu neboli tieto vzorky
precistené. Z priebehu PCR reakcie vSak bolo patrné ze, tdto kontaminécia nijak neovplyvnila

PCR reakcie.
4.4.23. Reverzna transkripcia RNA

RNA koncentracia pre reveznu transkripciu (RT) bola 200 pl, z ktorej sa vypocital
objem RNA podla vzorca:

10 * 100 [ng/ul]
mnoZstvoRNA [ng/pl]

objemRNA [ul] =

Objem RNA sa riedil s API, pricom mnozstvo API bolo vypocitané podla vzorca:

objem API [pl] = 10 — objemRNA [pl]

Mnozstvo RNA aj API sa pipetovalo do PCR stripov umiestnenych na chladiacich
stojanoch. Néasledne sa pripravil mastemix pre 83 vzoriek a do stripov sa pipetovalo 10 pl

(tabulka 1). Finalny objem reakcie tak ¢inil 20 pl.



Tabul’ka 1: Rozpis zloziek MasterMixu

Mnozstvo pre 1 reakciu [pl]

Nuclease-free water (API) 3,2
10X RT Buffer 2
10X RT Random Primers 2
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
Multiscribe Reverse Transcriptase 1
Rnase Inhibitor 1

PCR stripy boli umiestnené do T100 Thermal Cycler Bio-Rad nastaveného podla
daného teplotného profilu: 10 min 25 °C, 120 min 37 °C, 5 min 85 °C a nésledné ochladenie
na 5 °C do vypnuti.

Po reverznej transkripcie sa nasledne vzorky riedili API na koncentraciu 15 ng/pl

cDNA a celkové mnozZstvo cDNA vloZenej do PCR reakcie €inila 30 ng.

4.424. Génova amplifikicia cDNA

Dalsi nutny krok bola priprava kalibraéného roztoku pre zistenie efektivity primerov.
Pripravil sa odobratim 2 pl z kazdej vzorky do volnej mikroskumavky v novom stripe.
Nasledne bola pripravend koncentra¢na rada s riediacim faktorom 10. Riedilo sa nasledovne

(tabulka 2):

Tabulka 2: Rozpis riedenia kalibraénych roztokov

Riedenie cDNA MQ
neriedeny K1 1,0000 0
K2 0,1000 10 ul ,,K1* 90
K3 0,0100 10ul ,,K2* 90
K4 0,0010 10 ul ,K3“ 90
KS 0,0001 10 ul ,,K4“ 90
Ke6 0,0000 10 ul ,,K5¢ 90

Kalibracny roztok sa pipetoval pre kazdy jeden primer zvlast (7 primerov)

k testovanym vzorkom na 384 jamkova PCR dosticku v mnozstve 2 ul/jamku v triplikate.



Z kazdej vzorky sa napipetovalo do 384 jamkovej PCR dosticky 2 upljamku

v triplikate. Do kazdej jamky, sanapipetovali 3 ul master mix (tabul’ka 3), ktory bol pripraveny

pre kazdy primer k danému génu zvl1ast’ (forward a reverse primer):

Tabulka 3: ZloZky pre pripravu Master Mixu pre kazdy primer zvIast

Passive reference dye 30 nm -12 pl/1 ml MM 0,012

Master Mix pre 200 nM Kkonc. primerov v Zasobny

reakcii

Forward primer 1x 0,10
Reverse primer Ix 0,10
gb SG PCR Master Mix (2x) 2x 2,50
Passive Reference Dye (ROX) 100% 0,04
Nuclease free water (API) 0,26

Objem (ul)
(uM) 1 reakce

Na experimenty sa pouzili gény HPRT1, GAPDH, Hand2, GATA4, Tnnt2 a Myog.

Sekvencia pouzitych primerov a ich efektivita je uvedena v tabulke 4:

Tabul’ka 4: Sekvencia pouzitych primerov

Efektivi
nazov sekvencia (5°-3) e(ylvna
0
opp  _HPRTICF TGTTTGTGTCATCAGCGAAAGTG 1055
-HPRTI-R ATTCAACTTGCCGCTGTCTTTTA :
r-GAPDH-F ATGGGAAGCTGGTCATCAAC
GAPDH 103
-GAPDH-R GTGGTTCACACCCATCACAA
-GATA4-F AGAGAGTGTGTCAACTGCGG
GATA4 108,1
-GATA4-R GTGTGGTGGTGGTAGTCTGG
oo _rHand2F CCAGCTACATCGCCTACCTC o5
an r-Hand2-R TTCTTGTCGTTGCTGCTCAC
Mvo r-Myog-F TTTCTACCAGGAGCCCCACT 111.9
YO8 T MyogR TACACACCTTACACGCCCAG ’
r-Tnnt2-F CAGGAGGAAGGCTGAAGATG
Tnnt2 108,7
r-Tnnt2-R CGGCCTCTAGGTTGTGGATA




Takto napipetovanad dosticka sa zcentrifugovala a prelepila ochrannou féliou
pre zamedzenie mozného odparenia vzoriek. Dosti¢ka sa ulozila do QuantStudio6 (Applied

Biosystems) za podmienok (tabulka 5):

Tabulka 5: Podmienky pre RT-PCR

teplota dizka pocet cyklov
pocdiatocna denaturacia 95°C 3 min 1
denaturicia 95°C 30s
annealing 60°C 40s 40
extenzia 72°C 50s

Relativna génova expresia bola nasledne hodnotena metédou AA-ct (Pfafflova metoda)
na geometricky priemer expresie ,,housekeepingovych“ génov HPRT1 a GAPDH. Vysledky st

z priemeru technického triplikatu ziskaného z 3-4 nezavislych opakovani inkubacie.

4.5. Statisticka analyza dat

Pre spracovanie raw dat zo stanovovania bunkovej cytotoxicity a génovej expresie bol
pouzity program Microsoft Excel. Pre naslednt Statisticki analyzu a grafické spracovanie bol
pouzity program GraphPad Prism v9.5.1 (GraphPad Software). Hodnota Statistickej
vyznamnosti bola v celej §tidii stanovend na p>0,05.

Pre hodnotenie cytotoxicity Studovanych latok v ¢ase na nediferencovanych bunkach
bol zvoleny Statisticky test dvojcestna ANOVA porovnavajica expoziciu danymi latkami
s expoziénymi&asmi, s naslednym post-hoc Holm-Sidak testom pre viacnasobné porovnavanie.
Rovnaky S$tatisticky model bol pouzZity pre hodnotenie vplyvu kaZzdodennej vymeny
diferenciacného média na toxicitu latok, a zmeny v expresii Studovanych markerov
diferenciacie. Pre hodnotenie cytotoxicity bola vypocitand hodnota parametru ICsy len
u experimentov, kde bol zaznamenany pokles viability pod 50 %. Pre vypocet bola pouzita
funkcia nelinedrnej regresie a Stvorparametrovy model.

Pre hodnotenie rozdielov v expresii danych markerov medzi kontrolnymi
diferencovanymi a nediferencovanymi bunkami bola pouZitd jednocestna ANOVA
s Holm- Siddk post-hoc testom. Data v grafoch su prezentované ako priemer skupiny

so Standardnou odchylkou. Prezentované data su z 3-4 nezavislych opakovani.



5. Vysledky

5.1. Hodnotenie cytotoxicity Studovanych latok na nediferencovanych
H9c¢2 bunkach

V prvotnej Casti projektu bola hodnotena cytotoxicita bisfenolov BP, M, PH
a S v réznych koncentraciach na nediferencovanych H9c2 bunkach po 24,48 a 72 hodinovej
expozicii. Ciel'om bolo vybrat'tri latky a tri netoxické koncentracie, u ktorych bude nésledne

hodnoteny vplyv na priebeh diferenciacie H9¢2 buniek.

Na obrazku 5 je prezentovany vplyv testovanych bisfenolov na viabilitu parentnych
HO9c2 buniek v ¢ase. Z grafov je patrné, ze sledované bisfenoly BP, M a PH (obrazok 5 A az C)
navodzuju v koncentraciach vyssich ako 10 uM pokles viability o viac ako 70 % v porovnani
s kontrolnymi bunkami (exponovanymi DMSO, p <0,001), a to vo vSetkych studovanych
casovych intervaloch. Pokles viability sa s rasticou dobou expozicie zvySuje az na takmer
100 %. Vynimkou bol bisfenol PH, ktory v koncentracii 10 uM po 24 hodinovej expozicii
signifikantne zvysil o zhruba 32 % viabilitu nad kontrolnu urovenn (p <0,001); avsak
v ostatnych ¢asovych intervaloch bol uz v tejto koncentracii zaznamenany pokles viability
oviac nez 70% (p<0,001). Oproti ostatnym latkam, bisfenol S bol vo vSetkych
koncentracidch netoxicky. Zaujimavym vysledkom je fakt, ze u vSetkych latok okrem
bisfenolu PH bol v koncentracii 1 uyM zaznamenany trend k miernemu narastu viability

o zhruba 10-20 %, ktory bol Statisticky vyznamny len u latky bisfenol BP.
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Obr. 5. Vplyv inkubacie parentnych H9¢2 s testovanymi latkami: A) bisfenol BP, B) bisfenol M, C) bisfenol PH
a D) bisfenol S. 24 hodinova expozicia, viabilita hodnotena pomocou MTT testu. CTR - DMSO vo finalngj

koncentracii 0,1 % ako kontrolna skupina. Prezentované data su z 3-4 nezavislych opakovani. Statisticka



signifikancia (dvojcestna ANOVA s Holm-Sidak post-hioc testom): * p>0,05, ¥* p>0,01, *** p>0,001 a n.s.

nesignifikantné.

V tabulke 6 st uvedené pre jednotlivé testované latky a casové intervaly hodnoty parametru
ICsp odhadujice koncentraciu latky navodzujiucu 50% pokles viability, spolu s hodnotou
spolahlivosti R2. Hodnoty ICsy sa pohybuju v jednotkach uM s vynimkou pre bisfenol S, ktory
bol netoxicky a hodnotu ICsy neslo vypocitat. Okrem bisfenolu PH, je u bisfenolu BP a M
vyjadrena dobre davkova zavislost. Pre d’alSie experimenty bolo v plane pouzit’ netoxické

koncentracie bisfenolov, preto sa d’alej pracovalo s bisfenolmi BP, M a S.

Tabulka 6: Hodnoty ICsy a R? pre jednotlivé testované latky a casové intervaly.

24 hod 48 hod 72 hod

ICso 8,067 uM 6,784 uM 6,912 uM
Bisfenol BP

R? 0,8859 0,9714 0,9502

ICso 9,900 uM 9,237 uM 8,198 uM
Bisfenol M

R2 0,9143 0,9439 0,9339

ICso 0,691 uM 7,140 uM 4,509 uM
Bisfenol PH

R? 0,8584 0,9758 0,9259

ICso n.d. n.d. n.d.
Bisfenol S

R2

V tabulke 7 st uvedené hodnoty Statistickej vyznamnosti (p) vypocitané zmieSanym
modelom dvojcestnej analyzy rozptylu, ktoré¢ hodnoti vplyv doby expozicie a koncentracie
pouzitého bisfenolu na vyslednt viabilitu parentnych H9¢2 buniek. Z dat je vidiet, Ze najvacsi

vplyv mala koncentracia pouzitého bisfenolu BP, M, PH.

Tabul’ka 7: Hodnoty Statistickej vyznamnosti vplyvu jednotlivych faktorov na viabilitu

nediferencovanych H9c2 buniek

Vplyv doby expozicie Vplyv koncentrdcie Interakcie medz faktormi

Litky
Bisfenol BP 0,0027 ** <0,0001 *** 0,0138 *
Bisfenol M 0,2448 <0,0001 *** 0,1788
Bisfenol PH < 10,0001 *** <0,0001 *** <0,0001 ***

Bisfenol S 0,1715 0,1037 0,8325



5.2. Hodnotenie vplyvu kontinualnej expozicie bisfenolov na viabilitu
diferencovanych H9c2 bunkach

V nasledujtcej Casti experimentu bol sledovany vplyv vybranych bisfenolov BP, M
a S na viabilitu diferencovanych H9¢2 buniek. Sledovany bol vplyv Styroch rdéznych
diferenciacnych médii a dvoch diferencia¢nych protokolov pouzitych behom experimentu.
Pre porovnanie bola hodnotend aj viabilita na parentnych nediferencovanych bunkach
zrovnakej pasaze, ktoré boli inkubované v SFM a exponované bisfenolmi 24 hodin. Viabilita
bola hodnotend pomocou MTT testu u diferencovanych buniek desiaty defi od nasadenia na

dosticky, a treti deft od nasadenia u kontrolnych parentnych buniek.

Na obrazku 6 A-C st prezentované viability parentnych a diferencovanych buniek
rdznymi médiami a protokolmi po kontinualnej expozicii Studovanymi bisfenolmi. Ako je
vidiet, ziadna testovana koncentracia bisfenolov nemala vyznamny toxicky vplyv na viabilitu
¢iuzparentnych,tak ajdiferencovanych buniek. Najvyznamnejsipokles viability bol na tiroven
zhruba 80 % hodndtbuniek vystavenych samotnému DMSO (rozpustadlo bisfenolov). Naopak
bolo pozorované aj zvySenie viability pri niektorych kombinéciach, najviac o 20 % u bisfenolu
BP v najvyssej testovanej koncentracii | pM v médiu s 1 % FBS (obrazok 6A), menej potom
u bisfenolu M (nérast o zhruba 10 %, obrazok 6B).

Pri hodnoteni vplyvu pouzitého protokolu (kazdodennej vymeny diferencia¢ného
média) je patrné, Ze vac¢si vplyv na viabilitu mé kazdodenna vymena, €o je zrejmé aj z hodndt
Statistickej vyznamnosti jednotlivych faktorov dvojrozmernej analyzy rozptylu (tabulka 8).
Bez kazdodennej vymeny média nebola pozorovana toxicita u Ziadnej testovanej koncentracie
bisfenolov, zatial’ ¢o pri kazdodennej vymene a expozicii Cerstvymi bisfenolmi bol pozorovany
negativny vplyv aj u bisfenolu S, ktory bol zcela netoxicky (obrazok 6C).

Dal§im sledovanym faktorom na viabilitu bolo pouZité diferenciaéné médium.
Z obrazku 6 je patrné, Ze médid s 10 % FBS sa bez ATRA nemali Ziadny Statisticky
signifikantny vplyv na viabilitu, zatial’ ¢o sérova deprivaciana 1 % FBS uz u niektorych latok
vplyv mala. Bohuzial bez zjavného vplyvu latky a média (tj., Ze rovnaka latka nemala vzdy

podobny ucinok).
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Obrazok 6. Vplyv kontinualnej expozicie H9c2 testovanymi latkami a pouzitého diferenciacného protokoluna ich
diferenciaciu: A) bisfenol BP, B) bisfenol M, C) bisfenol S. CTR - DMSO vo findlnej koncentracii 0,1 % ako
kontrolna skupina. Viabilita hodnotena MTT testom u diferencovanych buniek desiaty deit od nasadenia, treti den
uparentnych po 24 hodinovej expozicii. Prezentované data st z 3-4 nezavislych opakovani. Statisticka
signifikancia (dvojcestna ANOVA s Holm-Sidak post-hoc testom): * p>0,05, ¥* p>0,01, *** p>0,001 a n.s.

nesignifikantné.



Tabul’ka 8: Hodnoty Statistickej vyznamnosti vplyvu jednotlivych faktorov diferenciacie

na viabilitu diferencovanych H9c2 buniek

Bez vymeny Vplyv Vplyv koncentrdacie Interakcie medz faktormi
diferenciacného latky
média
Bisfenol BP 0,1920 0,3530 0,5293
Bisfenol M 0,1707 0,0153 * 0,7438
Bisfenol S 0,3786 0,5282 0,8909
S iy Vplyv koncentracie
kaZdodennou diferenciacného ity Interakcie medzi faktormi
vymenou média
Bisfenol BP 0,0085 ** 0,0003 *** 0,1172
Bisfenol M 0,7940 0,0014 ** 0,0634
Bisfenol S 0,0338 * 0,0060 ** 0,2913

5.3. Hodnotenie vplyvu kontinualnej expozicie Studovanych latok na
expresiu markerov diferenciacie H9c2 buniek

Na obrazku 7 st uvedené zmeny v relativnej génovej expresii vybranych markerov
diferenciacie Specifickych pre srdcové tkanivo (GATA4, Hand2 a Tnnt2) a kostrovy sval
(Myog) po kontinudlnu expoziciu vybranymi bisfenolmi v netoxickych koncentracidch a prn
pouziti dvoch diferenciaénych protokolov s kazdodennou vymenou média a bez nej.
Z technickych a casovych dovodov bol sledovany len vplyv diferenciaéného média

DMEM + 10 % FBS s ATRA.

Ako je vidiet' z grafu na obrazku 7, vplyv diferencidcie na zmeny expresie u buniek
nevystavenych bisfenolmi nebol u markerov jednotny, ani u tkanivovo Specifickych markerov.
Na obrazku 7B-D, je vidiet’ signifikantny vplyv na expresiu markerov Hand2, Tnnt2 a Myog
v porovnani s expresiou v parentnych bunkach, u GATA4 bola zmena nesignifikantna vratane
vplyvu diferencia¢ného protokolu (obrazok 7A). Pre marker Hand2 bol pozorovany miemy
pokles bez vplyvu diferenciatného protokolu (obrazok 7B), zatial’ ¢o u srdcového troponinu T
bola pozorovana najvac¢sia zmena expresie (obrazok 7C), ktord u diferenciacného protokolu
bez kazdodennej vymeny média dosahovala trojnasobné expresie (o 300 %) kontrolnych

parentnych buniek a pri pouziti protokolu s kaZdodennou vymenou bol nérast len o zhruba



50 %. U markerov kostrového svalstva myogeninu bol pozorovany taktieZ vyrazny rozdiel
medzi oboma diferenciaénymi protokolmi, kedy diferencidcia bez vymeny média viedla
k narastu expresie o zhruba 50 %, zatial’ ¢o kultivacia s kazdodennou vymenou média viedla
naopak k 50% poklesu.

Obdobny charakter rozdielneho vplyvu jednotlivych diferenciaénych protokolov
na expresiu markerov bol patrny aj po expozicii jednotlivymi bisfenolmi, av§ak bez jednotne;

odpovedi aj vramci daného markeru, preto je interpretacia vysledkov problematicka.

Ak budeme hodnotit’ expresiu prvého z kardio-selektivnych markerov, GATA4, vidime
vplyvom expozicie bisfenolmi trend zniZenia jeho expresie pri diferenciacii bez kazdodennej
vymeny média, zatial’ ¢o pri diferenciacii s kazdodennou vymenou média (obsahuju bisfenoly)
nedochéadza k poklesu oproti kontrolnym diferencovanym bunkam. Naviac pri expozicii
bisfenolmi M a Sje vidiet trend k davkovej zavislosti pri prevedeni diferenciicie
s kontinualnou expoziciou bez vymeny média.

Dalsi srdcovy marker Hand2 vykazoval vyraznejsi pokles expresie pri expozicii
bisfenolom BP bez kazdodennej vymeny média, zatial’ ¢o pri kazdodennej vymene bola zmena
minimalna. Pri expozicii bisfenolom M a S bol naviac taktiez patrny trend k davkovej
zavislosti, hlavne u buniek bez vymeny média, avSak vSetky zmeny vysSli Statisticky
nevyznamné.

Poslednym a hlavnym markerom diferencidcie smerom k srdcovému fenotypu je
srdcovy troponin T (Tnnt2). Jeho expresia bola vel'mi ovplyvnena kazdodennou vymenou
média. Pri absencii tejto vymeny boli pozorované vyrazné zmeny, ktoré neboli zmenené
expoziciou bisfenolom BP a niz§imi koncentraciami bisfenolu M, ale bisfenol S a najvyssou
koncentraciou bisfenolu M 4no. Expresia pri kazdodennej vymene média nebola zmenena
oproti kontrolnym bunkam.

Transkripény faktor Specificky pre kostrové svalové bunky myogenin (Myog)
nevykazoval ziadne Statisticky vyznamné zmeny, ale vplyvom variability saneda vylucit vplyv
bisfenolov. Po kontinualnej expoziciinevymenovanym médioms bisfenolomBP je vidiet'trend
k zniZeniu expresie na uroven parentnej expresie, zatial’ ¢o prikazdodennej vymene Ziadny taky
trend vidiet’ nie je. U bisfenolu S je expresia eSte viac znizend pri diferenciacii bez vymeny
média (dokonca ajs ndznakom davkovej zavislosti), zatial' ¢o expresia prikazdodennej vymene
sa vratila k arovni parentnej expresie. Expozicia bisfenolom M mala najmensi vplyv
na expresiu. Vplyv diferenciacie na zmeny expresie u buniek nevystavenych bisfenolmi nebol

u markerov jednotny, ani u tkanivovo Specifickych markerov.



Pri hodnoteni Statistickej vyznamnosti vplyvu faktoru diferencia¢ného protokolu
avplyvu bisfenolov na expresiu danych markerov dvojcestnou analyzou rozptylu
so zmieSanym modelom (tabulka 9), bola najsilnejSia Statistickd vyznamnost' vplyvu
diferenciacie najdena u markerov Hand2, nasledovany markermi GATA4 a Tnnt2, zatial’ Co
vplyv tohto faktoru vySiel u markeru Myog Statisticky nevyznamny. Pri hodnoteni vplyvu
expozicie bisfenolmi na expresiu bola najvyssia Statistickd vyznamnost’ opat’ u markeru Hand2

a nasledne u GATA4.
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Obrazok 7. Vplyv kontinudlnej expozicie H9c2 testovanymi latkami na expresiu sledovanych markerov
diferenciacie: A) GATA4, B) Hand2, C) Tnnt2 a D) Myog. CTR — nediferencované bunky bez akéhokolvek

pridania latky, DM SO (vo finalnej koncentracii 0,1%) kontrolna skupina pre expoziciu bisfenolmi. Prezentované



data st z 3-4 nezavislych opakovani. Statisticka signifikancia (dvojcestnda ANOVA s Holm-Sidak post-hoc testom):
*p>0,05,**p>0,01,*** p>0,001 a n.s. nesignifikantné.

Tabul’ka 9: Hodnoty $tatistickej vyznamnosti vplyvu jednotlivych faktorov diferenciacie

na génovu expresiu markerov diferencicie.

Vplyv Vplyv bisfenolu Interakcie medzi faktormi
diferenciacného
protokolu

GATA4 0,0016 ** 0,0449 * 0,4015

Hand2 <0,0001 *** <0,0001 *** 0,1258

Myog 0,0660 0,3319 0,3933

Tnnt2 0,0213 * 0,3430 0,2456



6. Diskusia

Bunkova linia H9¢2, izolovana zo srdcového tkaniva potkana, je zavedenym in vitro
modelom pre kardiomyocyty v experimentalnych Studidch. Tieto bunky st do istej miery
relevantnym modelom pre prvotné skimanie mechanizmov a désledkov r6znych srdcovych
patologii, hlavne ischemicko-reperfuzneho poskodenia (Branco AF et al. 2015), avSak maju
svoje limity a ziskané vysledky je nutné verifikovat na relevantnejSom modelu. Vyznamnym
posunomk relevantnejSiemu modelu je prevedenie diferencidcie smerom k fenotypusrdcového
alebo kostrového svalu (Menard C et al. 1999). Pr1 diferenciacii k srdcovému fenotypu sa da,
na rozdiel od proliferujucich (parentnych) H9c2 buniek, dosiahnut myokardidlneho
transkripného profilu a expresie kontraktilnych proteinov typickych pre myokard, ale nie uz
ich funként organizovant $truktiru. Dalsi z limitov je, Ze diferencované H9¢2 bunky
neodpovedaju na stimulaciu angiotensinu II ¢i isoprenalinom. Prehlad limitacii a odliSnosti
od obdobnych diferencovatelnych bunkovych linii HL-1 (myS), AC16 (¢lovek), 'udskych iPSC
buniek aizolovanych neonatdlnych a adultnych tkaniv podala nedavno publikovana Studia
Onddi et al. porovnavajica transkriptomicky a fenotypicky profil (2022).

Zvlastnostou myoblastov H9¢2 je ich schopnost’ diferencovat’ sa na bunky kostrového
svalu po znizeni mnozstva séra. Sucasné znizenie séra s dennym pridavkom ATRA nuti bunky,
aby prijali fenotyp podobny srdcovému, s vyskytom rozvetvenych mnohojadrovych buniek,
ktoré prezentuju Specifické markery. Je zname, Ze stav diferenciacie srdcovej bunky ovplyviuje
jej nachylnost’ k toxickej latke. Napriek tomu je vac¢Sina toxikologickych stadii prevadzana
na nediferencovanych bunkéach (Pereira SL et al. 2011, Branco AF et al. 2015).
Publikované atu diskutované diferenciacné protokoly trvaju réznu dobu, o mé vplyv
na vysledny stav diferencidcie. NajCastejSie trva diferencidcia 5 (Branco et al. 2015,
Escarda- Castro et al. 2021) alebo 6 dni (Pereira et al 2011), a su zalozené na kultivacii
vDMEM s 1%FBS al0 nM ATRA. Diferenciacia buniek v tejto praci bola prevedend
v médiach s roznym obsahom séra (1 % vs. 10 %) v kultivacnom médiu s pridavkom alebo bez
ATRA, pricom dané protokoly boli sledované po dobu 9 dni. Tento interval bol vybrany
na zaklade predoslej diplomovej prace z nasho laboratéria Anny Gardianovej (2023), ktora
sledovala transkripény profil vybranych markerov diferenciacie v ¢ase az do 15 dila, pri¢om
najvacsie zmeny boli v 9. dent. Rovnako dlha diferenciacia bola pouzitd aj v uz spominanej
recentnej transkriptomickej Stadii (Onodi et al. 2022), kde sledovali mimo iné expresiu aj nami
sledovanych markerov GATA4 a Tnnt2. V oboch pripadoch sme dosiahlirovnakého charakteru
zmeny expresie, teda pokles GATA4 a vyrazny vzostup Tnnt2.



Ciel'om tejto prace bolo porovnat’ vplyv bisfenolov na diferencidciu H9¢2 buniek, pretoze bol
pozorovany negativny vplyv 10 a 30 uM bisfenolu A na expresiu transkripénych faktorov
GATA4 aHand2 (Escarda-Castro et al. 2021). Pretoze je bisfenol A kvdli obavam
znegativneho pdsobenia na I'udsky organizmus v sicasnej dobe hojne nahradzovany tzv.
,»BPA-free derivatmi, teda inymi bisfenolmi, rozhodli sme sa §tudovat’ vplyv bisfenolov S
(druhy najzname;jsi bisfenol), M a BP na diferenciaciu H9¢2 buniek. Pouzité koncentracie od
10 nMpo 1 pMsu netoxické a st relevantné ku koncentracidm néjdenychv zivotnom prostredi.
Pretoze priama kardiotoxicita bisfenolovnebola nikdy dokazana (Dias et al. 2022), zamerali
sme sa prave naovplyvnenie diferenciacie,ako modelu poSkodenia vyvoja ¢i regeneracie srdca.
V prvom kroku sme sledovali cytotoxicitu vybranych bisfenolovna parentnej nediferencovanej
bunkovej linii potkanich kardiomyoblastov H9¢2. Bisfenol S nevykazoval cytotoxické ucinky
pri ktorejkol'vek koncentracii. Zaroven sa preukazala citlivost buniek k vys$sim koncentraciam
bisfenolov M a BP (nad 1 uM), €o je v sulade s predchadzajicimi publikovanymi vysledkami
z naSej vyskumnej skupiny (Dias Petal. 2022). Je nutné doplnit, Ze BPA je obecne malo toxicka
latka a v zmienenej Studii Escarda-Castro et al. vykazoval cytotoxicitu zhruba 10 a 20 % pri
koncentracii 10 a30 uM. Vysledky nami testovanych cytotoxicit bisfenolov BP, M
a S na diferencované bunky neboli eSte publikované, preto sa ich neda diskutovat’ v kontexte.
Rovnako tak ovplyvnenie génovej expresie vybranych transkripénych faktorov
pouzitymi bisfenolmi sa neda diskutovat, pretoze tato praca je prvou, ktora ich sleduje.
Diskutovat’ sa da vplyv kazdodennej vymeny média, ktory nepatri medzi Standardné
diferenciacné protokoly. Tento faktor mal prekvapivo vacsi vplyv na expresiu transkripénych
faktorov nez by sa ocakévalo s ohl'adom na prerusenie kazdodenného prisunu ¢erstvej ATRA,
ktord bola vzdy povazovana za vyznamny diferenciacny faktor nutny pre diferencidciu smerom
k srdcovému fenotypu (Menard Cetal . 1999, Branco etal. 2015). Ako ale uk4zala in4 recentné
transkriptomicka Stadia, v skuto¢nosti na pridavok ATRA reaguje iba maléd Cast’ cielovych
génov a vacsi vplyv ma Cas kultivacie, teda diferenciacie (Campero-Basaldua C et al. 2023).
V tejto stadii pouzivali k diferenciacii DMEM s 1 % FBS s a bez ATRA. Expresia srdcového
troponinu T (Tnnt2) bola 7.defnt od nasadenia 2,6x a 14. dent 3,6x vdcSia neZ v parentnych
bunkach, zatial' ¢o pridavok 10 nM ATRA zniZoval expresiu o zhruba 0,3x nasobku kontrolnych
hodnét. Toto je podobné k tomu, ¢o sme pozorovali v naSom pripade, ale pri pouziti média
DMEM s 10 % FBS a 9 dennou diferenciaciou.
Ziskané vysledky st bohuzial’zatazené v niektorych skupinach vel'kou variabilitou, ktora méze

pochédzat’ bud’ ztechnickej chyby pri prevedeni experimentu, alebo vplyvom vrodenej



variability buniek alebo vonkajSich faktorov, ktoré neboli rozpoznané. Preto bude nutné pred

d’al$im postupom verifikovat’ dané vysledky a overit’ ich na urovni proteinu.



7. Zaver

Nase vysledky poukazuju na mozny vplyv bisfenolov BP, M, Sa na vysledok
diferenciacie H9¢c2 buniek a to v pouzitych koncentraciach, ktoré st netoxické a priblizuju sa
enviromentalne relevantnym koncentracidm. Ovplyvnenie diferencidcie nemusi znamenat’
problém nielen vramci vyvoja srdca behom organogenézy plodu, ale aj u dospelého myokardu,
kedy st zapojené transkripéné faktory aj do regeneracie srdca po poskodeni, napr. po infarktu
myokardu ¢i iného poSkodenia.

Ziskané vysledky su v niektorych skupinach zatazené vacsou variabilitou, a preto je nutné ich
eSte verifikovat na irovni proteinu. Aj tak su ziskané vysledky cenné pre d’alSie pokraCovanie

vyskumu vplyvu bisfenolov na diferenciaciu H9c2 buniek.
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