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Vpliv kemicnih motilcev endokrinega sistema na epigenetiko
in delovanje jajcnika
Effect of endocrine disrupting chemicals on epigenetics and ovarian function

Tina Kek,*? Alja Videti¢ Paska,® Ksenija Gersak*

lzvlecek

Ljudje smo vsakodnevno izpostavljeni razlicnim kemicnim motilcem endokrinega sistema (KMES). Izpostavljenost KMES
je povezana s Stevilnimi motnjami in boleznimi reproduktivnega sistema, vendar njihov vpliv Se ni natancno pojasnjen.
Opisanih je vec razli¢cnih mehanizmov preko katerih KMES lahko motijo delovanje organizma. Reproduktivno zdravje je
odvisno od pravilnega prenatalnega razvoja jajcnikov, ki je kljucen za njihovo pravilno delovanje. Ugotovitve epidemiolo-
Skih studij in Studij na Zivalih kaZejo, da prenatalna izpostavljenost KMES lahko povzroci razli¢ne bolezni reproduktivnega
sistema pozneje v Zivljenju, kar povzema hipoteza sindroma ovarijske disgeneze. Eden od vzro¢nih mehanizmov delovanja
KMES za pojav sindroma ovarijske disgeneze naj bi bile tudi epigenetske spremembe. V ¢lanku, ki je pregled literature na
tem podrocju, je predstavljena vloga epigenetskih procesov (DNA metilacija, ne-kodirajoca RNA, histonske modifikacije) v
toksi¢nem delovanju KMES na reproduktivni sistem.

Abstract

Endocrine-disrupting chemicals (EDCs) are ubiquitous in everyday life, but their possible adverse effects on reproductive
health have not been fully elucidated. EDCs exposure has been linked to a range of reproductive disorders. Many pre-
sumed mechanisms by which EDCs can cause reproductive toxicity have been described. Reproductive health depends on
the normal prenatal development of properly functioning ovaries. A growing body of evidence from epidemiological and
animal studies suggests that exposure to EDCs prenatally can cause a variety of reproductive disorders later in life, such
as those described in the ovarian dysgenesis syndrome hypothesis. The mechanisms that mediate the effects of EDCs on
female reproduction are deemed to include epigenetic modifications. In this literature review, we discuss the role of epi-
genetics (DNA methylation, non-coding RNAs, histone tail modifications) in the reproductive toxicity of EDCs.
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OKOLJSKO ZDRAVSTVO

1 Uvod

Od industrijske revolucije se v nasem okolju kopici
veliko kemikalij, kar je povezano z naras¢anjem razno-
vrstnih zdravstvenih tezav v populaciji. Ena od skupin
okoljskih kemikalij so kemi¢ni motilci endokrinega sis-
tema (KMES), ki motijo delovanje hormonov (1).

Po definiciji Svetovne zdravstvene organizacije gre
pri KMES za: od zunaj vneseno (eksogena) snov ali me-
Sanico snovi, ki spremeni delovanje endokrinega sistema
in zato povzroci razlicne skodljive zdravstvene posledice
pri posamezniku, njegovem organizmu ali (sub)popula-
cijah. KMES se razlikujejo od kemikalij z endokrino ak-
tivnostjo (KEA) po tem, da KEA, kljub neposrednemu
ali posrednemu medsebojnemu delovanju z endokri-
nim sistemom ne povzrocajo nujno $kodljivih posledic
na organizmu (2).

KMES se nalagajo v okolju in so sestavina indu-
strijskih odpadkov, onesnazene vode in $iroke upora-
be pesticidov. KMES so prisotni tudi v farmacevtskih
proizvodih, izdelkih za osebno nego, kozmetiki in an-
tisepti¢nih pripravkih, so sestavina plastike, notranjih
plasti plocevink za hrano in pijac¢o, vodovodnih nape-
ljav (vodne pipe) in nekaterih vrst zobnih zalivk. Neka-
teri KMES (parabeni) se $iroko uporabljajo kot antimi-
krobni konzervansi v procesirani hrani (3-5). Obstajajo
tudi $tevilni naravni KMES, kot so fitoestrogeni, ki so
jih nasli v soji, lucerni in detelji ter tezke kovine, kot so
svinec, zivo srebro in kadmij (6,7).

KMES, ki se kopi¢ijo v okolju, vstopijo v prehranje-
valno verigo. Njihova vsebnost se po prehranjevalni
verigi povecuje. Tako imajo plenilci, kot so orli, tjuljni,
polarni medvedi in ljudje najvecje koli¢cine KMES v te-
lesu. Od vec kot 85.000 razli¢nih registriranih kemikalij
jih je priblizno 1.000 znanih kot mozni KMES (6,8,9).

Zgodnje raziskovalno delo se je zacelo z ekoloski-
mi $tudijami, ki so pokazale povezavo med komple-
ksno mes$anico razlicnih eksogenih snovi, motnjami
endokrinega sistema in reproduktivnega razvoja pri
ribah, plazilcih, pticah in sesalcih. Preiskovane snovi
so imele estrogenske, androgenske, antiandrogenske in
antitiroidne vplive (9). Rezultati laboratorijskih razi-
skav zadnjih dveh desetletij pri ve¢ razli¢nih okoljskih
kemikalijah potrjujejo ob dovolj visoki ravni izposta-
vljenosti potencial za povzroc¢anje motenj endokrine-
ga sistema. V Studijah na glodalcih je izpostavljenost
KMES povzrocila tipi¢ne okvare na jaj¢nikih. V njih so
nasli Stevilne atreti¢ne folikle, a nobenih rumenih te-
lesc (lat. corpora lutea), ki so kazalnik ovulacij. Ob tem
je bila porusena hormonska cikli¢nost, ugotovljene pa
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visoke ravni testosterona. V vezivnem tkivu jaj¢nikov
so nastale vakuole z lipidnimi kapljicami in hemoragi¢-
ne ciste. Lipidne vakuole naj bi nastale zaradi motene
steroidogeneze ob znizanih ravneh luteinizarojec¢a hor-
mona (LH), hemoragi¢ne ciste pa naj bi bile posledi-
ca neposrednega uc¢inka KMES (npr. dietilstilbestrol,
DES) na celice. Studije so tudi pokazale niZje stopnje
zanositve pod vplivom KMES z zmanj$ano kakovostjo
jaj¢nih celic ter z visokim $tevilo foliklov z ve¢ jaj¢nimi
celicami (angl. multiple-oocyte follicles, MOF), ki so
kazalnik skrajsanega reproduktivnega obdobja (7).

Epidemioloske studije kazejo na to, da KMES
vplivajo tako na Zensko kot na mosko reproduktivno
zdravje. V enem od zgodnejsih porodil so avtorji opi-
sali padec v parametrih kakovosti semena (zmanjsano
$tevilo semencic in manjsi volumen) pri moskih v zad-
njih 50 letih in jih povezovali z vplivi KMES (10). Bo-
lezenske spremembe zaradi vpliva KMES se pri moskih
skupinsko poimenujejo kot sindrom testikularne dis-
geneze (STD). Ceprav manj natan¢no opredeljen kot
STD, se pri zenskah uporablja izraz sindrom ovarijske
disgeneze (angl. ovarian disgenesis syndrome, ODS).
Sindrom ovarijske disgeneze je skupno ime za motnje
zenskega reproduktivnega sistema, ki so posledica iz-
postavljenosti KMES. Po ameriskih podatkih je stopnja
neplodnosti, ki je lahko posledica sindroma ovarijske
disgeneze, med letoma 1982 in 2002 narasla z 11 % na
15 % (11), lahko pa na porast vpliva tudi sprememba
zivljenjskega sloga, ki je posredno povezana z vplivi
KMES (7).

KMES podobno kot hormoni delujejo v zZe zelo
nizkih koncentracijah, posebej v obdobju embrional-
nega razvoja (9,12). Endokrini sistem ohranja ravno-
vesje v telesu preko spros$¢anja hormonov iz Zlez, ki se
uravnavajo s povratnimi sistemi zank. Kadar je moten
hormonski sistem, ki uravnava reprodukcijo, stresni
odziv, energijsko ravnotezje, metabolizem, rast in ele-
ktrolitsko ravnotezje, ker ne more delovati primerno,
to vodi v neravnotezje organizma in v razvoj bolezni
(6). Cas izpostavljenosti je pomemben za ugotavljanje
vpliva KMES na organizem. Ceprav organizem v no-
benem obdobju Zivljenja ni imun na vplive KMES, je
¢as embrionalnega razvoja najbolj ranljiv. Koncept fe-
talne oziroma razvojne osnove za bolezni v odrasli dobi
pojasnjuje, kako sta prenatalno in zgodnje postnatalno
obdobje razvoja zelo obcutljiva na okoljske vplive, saj
ti lahko povzroc¢ajo nepovratne spremembe v izrazanju
genov in spremenijo razvijajoci se organizem. Posledice
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teh sprememb lahko vodijo v motnje v razvoju organiz-
ma in v pojavljanje bolezni kasneje v zivljenju (6). Ta
koncept oziroma t.i. Barkerjeva hipoteza se je razvila ob
opazovanju, da prenatalna izpostavljenost pomanjkljivi
prehrani vodi do razli¢nih zdravstvenih tezav v odrasli
dobi, kot so na primer presnovne in sréno-zilne bolezni
(7). Ti pozni stranski ucinki so posledica epigenetskih
sprememb (12). Organizem je v prenatalnem obdobju
najbolj ranljiv zaradi velike ob¢utljivosti na zelo majhne
koncentracije KMES. Te koli¢ine odraslemu ¢loveku ne
bi skodovale zaradi prisotnosti razvitih detoksifikacij-
skih mehanizmov, kot so imunski sistem, antioksidanti
in jetrni metabolizem (12).

Reproduktivna toksicnost KMES je predmet Ste-
vilnih raziskav. Ceprav so ze opisali ve¢ razli¢nih me-
hanizmov $kodljivega vpliva KMES, njihova vloga v
epigenetskih mehanizmih $e ni natan¢no razjasnjena
(13). Namen clanka, ki je sicer le pregled literature,
je predstaviti glavne epigenetske mehanizme, klju¢ne
procese v jaj¢niku, ki so ranljivi za epigenetske ucinke
KMES, in povzeti mozne poti epigenetske toksi¢nosti
za posamezne KMES, vendar brez toksikoloske ocene
tveganja ob izpostavljenosti KMES.

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

2 Metode
2.1 Iskanje literature

Literaturo smo iskali na elektronski podatkovni bazi
Nacionalne medicinske knjiznice (angl. National Libra-
ry of Medicine, PubMed) z uporabo klju¢nih besed po
besednjaku za indeksiranje strokovnih publikacij (angl.
Medical Subject Headings, MeSH). Za iskanje studij,
objavljenih v obdobju 2000-2023, smo uporabili klju¢-
ne besede jajcnik in kemicni motilci endokrinega sistema
ter epigenetika.

2.2 Vkljucitvena in izkljucitvena merila

V pregledni ¢lanek smo vklju¢ili randomizirane kon-
trolirane Studije, $tudije primerov s kontrolami, presec-
ne $tudije, pilotne $tudije in kohortne $tudije pri ljudeh
in zivalih. Clanke, ki niso bili napisani v angles¢ini, smo
izkljuéili. Clanki so bili pregledani glede ustreznosti nji-
hovega raziskovalnega podroc¢ja in kakovosti raziskave.
Da smo lahko potrdili strokovno primernost in pridobili
podatke, smo vkljucene ¢lanke v celoti prebrali (Slika 1).
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Slika 1: Shematski prikaz identifikacije in pregleda primernih publikacij.
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Slika 2: Razvoj jajcne celice - folikulogeneza.
Vir: ustvarjeno z BioRender.com.

2.3 Pridobivanje podatkov

Za nas$ pregledni ¢lanek smo iz vkljucenih $tudij pri-
dobili naslednje podatke: karakteristike vkljucenih $tu-
dij (prvi avtor, leto publikacije), zasnova raziskave, prei-
skovani KMES in glavne ugotovitve.

3 Rezultati

3.1 Reproduktivno zdravje in kemicni motilci
endokrinega sistema (KMES)

Razvoj normalno delujocih jajénikov je temelj repro-
duktivnega zdravja zensk. Zgodnje motnje razvoja jajc-
nikov imajo lahko dolgoro¢ne posledice z moznim poja-
vom bolezni tudi pozneje v odraslem Zivljenju. Cedalje
ve¢ dokazov kaze na to, da prenatalna izpostavljenost
okoljskim kemikalijam lahko povzroci razli¢ne bolezni
in motnje v delovanju jaj¢nikov in drugih organov re-
produktivnega sistema, kar zajema definicija sindroma
ovarijske disgeneze. Empiri¢ni dokazi za sindrom ovarij-
ske disgeneze se $e zbirajo. Raziskovalci raziskujejo vpliv
KMES na plodnost, zdravje nosec¢nic in razvoj bolezni,
ki se pojavijo v odrasli dobi.

Motnje v razvoju jajénikov se lahko kazejo kot struk-
turne ali funkcijske spremembe, vklju¢ujo¢ embriogene-
zo, folikulogenezo (Slika 2) in signalne poti steroidnih
hormonov. Mozen je tudi sirsi spekter posledic, ki zajema
prirojene anomalije, anovulacije ali motnje menstruacije.
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Predpostavlja se, da motnje reprodukcije in ginekoloske
bolezni, kot je na primer endometrioza, povecajo tvega-
nje za razvoj raka preko sprememb v epigenetiki.

Razvoj jaj¢nikov se za¢ne v 3. embrionalnem tednu
kot vzdolzna spolna grebena medialno od razvijajocih
se secil. Hkrati se pojavijo v steni rumenjakovega me-
hurcka praspolne celice (primordialne kli¢ne celice) in
potujejo v naslednjih 2 tednih ameboidno navzgor do
spolnih grebenov. V 6. embrionalnem tednu, ko vdre-
jo v spolna grebena, skupaj z namnozenimi epitelnimi
celicami v primitivnih kli¢nih povezkih, oblikujejo in-
diferentne gonade. Zenske praspolne celice (oogoniji) se
mitoti¢no delijo in po 12. embrionalnem tednu lahko ze
vstopijo v prvo mejotsko delitev. Kot diploidne nezrele
jajéne celice (primarni oociti ali oociti 1. reda) skupaj
z epitelnimi celicami oblikujejo prenatalno zalogo pri-
mordialnih jaj¢nih foliklov.

Embriogeneza in gametogeneza sta pod moc¢nim
vplivom steroidnih hormonov, ki so poleg receptorjev
aril ogljikovodika, encimov citokrom p450 in homeos-
taze $Citnice glavna tar¢a KMES (14). Natan¢no so bila
opisana 4 ¢asovna okna, ko je jajénik posebej obcutljiv
na delovanje KMES:

« embrionalno okno, ko se diferencirajo primitivne go-
nade;

« nastajanje primordialnih foliklov;

o zaletek rekrutiranja foliklov;

« mejotska delitev, ki se za¢ne v embrionalnem obdob-

ju in se zakljuci ob oploditvi jaj¢ne celice (15).
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Slika 3: Shema razvoja jajcnikov, jajcne celice in epigenetskih mehanizmov. Povzeto po Biswas et al., 2021 (17).

Legenda: PGC - primordialne germinalne celice.
Vir: ustvarjeno z BioRender.com.

Epigenetske spremembe v teh klju¢nih procesih
predstavljajo pomembno vez med okoljskimi dejavniki
- KMES - in pravilnim razvojem in delovanjem jaj¢nika
(Slika 3) (16).

3.2 Mehanizmi delovanja kemicnih motilcev
endokrinega sistema

Nacin vnosa KMES v organizem vpliva na njihovo
biolosko razpoloZljivost. Primarne poti izpostavljenosti
pri ljudeh so oralna (preko zauzitja), dermalna in inha-
lacijska. Pred vstopom v krvni obtok se nekateri zauziti
KMES nepopolno metabolizirajo v jetrih, kar vodi do
vecje bioloske razpolozljivosti. Nemetabolizirana obli-
ka je pri ve¢ini KMES njihova najbolj aktivna oblika. Po
vstopu v krvni obtok KMES lahko dosezejo in delujejo
na tarcne celice.

KMES vplivajo na endokrini sistem preko razli¢nih
mehanizmov, ki spremenijo sintezo in metabolizem hor-
monov (Slika 4).

Najpogosteje preucevana pot je preko interakcije s
hormonskimi receptorji druzine jedrnih receptorjev (JR)
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(ERbeta - estrogenski receptor beta, ERalfa — estrogen-
ski receptor alfa), z receptorji androgenov in receptorji
$¢itni¢nih hormonov (1). JR se aktivirajo z ustreznimi
ligandi, ki so endogeni hormoni ali KMES. V nasled-
nji stopnji se preko specifi¢cnih elementov, odzivnih na
hormone, vzpostavijo vezave na DNA. Vezava liganda
na membransko vezane JR pa aktivira tudi negenomske
poti, kot so PI3K/AKT in MAPK kinazna kaskada, kar
vodi v dodatne spremembe razlicnih encimov v celicah
(npr. kinaze ali fosfataze).

Drugi receptor, ki je vklju¢en v delovanje KMES, je
aril ogljikovodikov receptor, ki se aktivira z organskimi
kemikalijami in nadzira prepisovanje genov na podoben
nacin kot JR.

Poleg vplivov na hormonsko delovanje povzrocajo
KMES tudi dolgoro¢ne spremembe v izrazanju genov
(1). Te spremembe so predvsem posledica epigenetskih
mehanizmov.

Izrazenost posledic izpostavljenosti KMES je odvi-
sna od obdobja izpostavljenosti. Za razvoj transgene-
racijskega ucinka je kriticno, ko se razvijajo zarodne
celice. Spremembe na ravni zarodnih celic se prenasajo
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Slika 4: Mehanizmi delovanja kemicnih motilcev endokrinega sistema (KMES).
Legenda: KMES - kemicni motilci endokrinega sistema; DNA - deoksiribonukleinska kislina; RNA - ribonukleinska kislina.

Vir: ustvarjeno z BioRender.com.

v razvijajoca se somatska tkiva. Zaradi nezrelosti deto-
ksifikacijskih procesov pri plodu in novorojencku so ti
posebej obcutljivi na delovanje KMES. Njihove zarodne
celice so tar¢ne celice za s KMES povzrocene multi- in
transgeneracijske ucinke (8).

3.3 Epigenetski mehanizmi in njihov pomen v
razvoju jajcnika in jajcne celice

Pred vec kot 60 leti je Conrad Waddington prvi defi-
niral epigenetiko kot interakcijo genov z njihovim oko-
ljem, kar lahko vpliva na izrazanje fenotipa. Leta 1956 je
opisal, da okoljski stimulus, kot je npr. izpostavljenost
kemikalijam ali temperaturni spremembi, povzrocijo
pri vinski musici z enakim genetskim zapisom razli¢ne
dedne spremembe v strukturi prsnega kosa in kril (1).
Nova odkritja in tehnike v molekularni biologiji so omo-
gocila razumevanja pojava, ki ga je opisal Waddington.
ODb tem se je razvilo novo podrocje molekularne biolo-
gije - epigenetika.

Epigenetika preucuje mitotske in mejotske dedne
spremembe, ki spreminjajo izrazanje genov brez spre-
memb v zaporedju nukleotidov v DNA.

Genomsko reprogramiranje oziroma spremembe v
epigenetskih oznakah se zgodijo med dvema razli¢ni-
ma obdobjema reproduktivnega Zzivljenja: po oploditvi
jajéne celice (embriogeneza) in med razvojem primor-
dialnih jaj¢nih foliklov (gametogeneza oz. pri zenskem
plodu oogeneza). Ti obdobji reprogramiranja predsta-
vljata izbris genetskega vtisnjenja in spremembo celic-
ne sposobnosti za diferenciacijo (toti/pluripotentnosti)
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(Slika 3). V obeh primerih reprogramiranja se odstrani-
jo obstojece zascitne epigenetske oznake, s ¢imer se ge-
netski material izpostavi aktiviranju mobilnih genetskih
elementov. Zato se mora proces za ohranjanje genomske
stabilnosti natan¢no nadzorovati. Po reprogramiranju
sledi ponovna postavitev epigenetskih oznak na speci-
fi¢nih lokusih (18).

Glavni 3 epigenetski mehanizmi so metilacija DNA,
postranslacijske modifikacije repov histonskih protei-
nov in delovanje nekodirajo¢ih RNA (Slika 5) (8). Izpo-
stavljenost KMES lahko v jaj¢niku spremeni te epigenet-
ske mehanizme, kar vodi v spremenjeno izrazanje genov
(1,7).

3.3.1 Metilacija DNA

Metilacija DNA poteka na citozinih v dinukleotidih
citozin-gvanin (CpG) in igra vlogo v genomskem vtis-
njenju (angl. imprinting), zaviranju retrotranspozonov,
X-kromosomski inaktivaciji in uravnavanju genskega
izrazanja. CpG so podroc¢ja DNA, kjer v linearnem za-
poredju baz v smeri 5 proti 3" citozinskemu nukleotidu
sledi gvaninski nukleotid. Dinukleotidov CpG je v ge-
nomu priblizno 1 %. Vecjo gostoto CpG najdemo v se-
gmentih DNA, imenovanih otocki CpG, ki so povezani
z zaporedji za uravnavanje genov.

Metilacija DNA vpliva na vezavo traskripcijskih fak-
torjev in v vedini primerov zmanjsa izrazanje genov. Ce
metilacija DNA ni prisotna, se transkripcijski faktorji
lahko vezejo na regulacijska zaporedja. Tako izrazanje
genov ni ovirano (1,8).
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Vir: ustvarjeno z BioRender.com.

Metilacija DNA se mitotsko deduje, kar pomeni, da se
ohranja pri deljenju celic. Ta proces imenujemo ohranja-
joca metilacija (angl. mainteinance methylation). Dolgo
casa je veljalo, da je metilacija DNA stabilna epigenet-
ska sprememba in da je reverzibilnost mogoca samo v
primerih pasivne demetilacije, ko so encimi DNA metil-
transferaze odsotni ali ne delujejo.

Med razvojem se v primordialnih kli¢nih oz. zaro-
dnih celicah (angl. primordial germ cells, PGC) dogajajo
velike epigenetske prerazporeditve (19). V PGC, ki so ne-
diferencirane praspolne celice, se genomski vzorec me-
tilacije v naslednjih razvojnih fazah spremeni specifi¢cno
glede na spol (20). Izbris somatskih vzorcev DNA meti-
lacije v PGC se zgodi, ko te celice vstopijo v razvijajoce se
jaj¢énike oz. Zenske gonade. Nekaj vtisnjenih genov se de-
metilira tudi pozneje, na primer IGF2R (angl. insulin like
growth factor 2 receptor) se v nekaterih PGC demetilira,
preden te kolonizirajo genitalni greben (21). Ko PGC mi-
grirajo v gonade, postanejo oogoniji (zenske zarodne ce-
lice oz. zenske praspolne celice), ki se mitotosko delijo in

se nato v prvi mejotski delitvi razvijejo v primarne jaj¢ne
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celice (primarni oocit 0z. oocit 1. reda). Z uporabo proti-
teles proti metiliranemu citozinu so dokazali, da stopnja
metilacije v dele¢ih se oogonijih ostaja nizka. Dokler
jajéne celice niso hormonsko aktivirane, ostajajo hipo-
metilirane, za razliko od folikularnh celic, ki imajo enake
vzorce DNA metilacije kot somatska tkiva (22). Ceprav
se demetilacija v PGC zgodi v poteku celotnega genoma,
pa obstajajo tudi podrocja, kot npr. t.i. minorni sateliti in
veliki vmesni nuklearni elementi, ki ostajajo metilirani.
Med embrionalnim razvojem se demetilirajo promotorji
za gene in gene kodirajoce regije, katerih izrazanje je spe-
cificno za posamezno tkivo. To nakazuje, da metilacija
DNA nadzira in ¢asovno usklajuje prepisovanje genov.
Metilacija DNA je kot mehanizem utiSanja najbolj
raziskan epigenetski proces pri genomskem vtisnjenju,
saj veCina genomskega vtisnjenja potrebuje metilacijo
DNA. Studije na misih kaZejo, da se genomsko vtisnjenje
pojavi v postnatalni fazi oogeneze. Cas izbrisa genomske-
ga vtisnjenja v PGC je klju¢nega pomena za to, da imajo
celice obeh spolov enako epigenetsko stanje pred do-
kon¢no diferenciacijo v moske in zenske zarodne celice,
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ko se tvorijo nova starSevska vtisnjenja (23). Vtisnjenje
reprogramira zarodne celice in povzro¢a monoalelno iz-
razanje vtisnjenih genov. To specifi¢no gensko izrazanje,
ki izhaja od star$ev, obi¢ajno nadzoruje metilacija DNA,
ki se zgodi med oogenezo. Vzorec genskega vtisnjenja
se dokonca $ele v zadnji fazi razvoja jajcne celice, ko je
ta pripravljena za ovulacijo. Zato je gensko vtisnjenje iz-
redno pomemben genetski nadzor prepisovanja genov za
normalen razvoj zdravega potomca (24).

3.3.2 Postranslacijske modifikacije histonov

Histoni so proteinske komponente nukleosomov, iz
katerih je sestavljen kromatin evkariontskih celic. Prib-
lizno 146 baznih parov DNA, ki so oviti okrog osmih
histonskih molekul, sestavlja osnovno enoto, imenova-
no nukleosom. Vsak nukleosom vsebuje 2 podenoti, ki
vsebujeta histone H2A, H2B, H3 in H4 (centralni histo-
ni) z vezavnim histonom H1, ki deluje kot stabilizator in
povezuje nukleosome. Moc¢ vezave med DNA in histoni
doloca stanje kromatina, ki je lahko sprosceno (nizka
mo¢ vezave med DNA in histoni) ali zgo$c¢eno (visoka
mo¢ vezave med DNA in histoni). Stanje kromatina je
pomembno za nadzor izrazanja genov in se spreminja s
postranslacijskimi spremembami repov centralnih his-
tonov (angl. postranslational modifications, PTM) (1).
Te modifikacije med drugimi vkljucujejo acetilacijo li-
zina, metilacijo lizina in arginina ter fosforilacijo serina
in treonina. Acetilacija lizina je povezana s sprostitvijo
kromatina, kar omogo¢i dostopanje transkripcijskim
faktorjem. Deacetilacija lizina vodi v kondenzacijo kro-
matina, kar prepreci prepis in izrazanje genskega zapisa.
Podobno sta metilacija in fosforilacija povezani z akti-
viranjem in uti$anjem genov, odvisno od polozaja mo-
dificirane aminokisline v histonskem repu (7). Nadzor
izrazanja genov se vodi preko velikih proteinskih kom-
pleksov, ki dodajajo, odstranjujejo ali prepoznajo PTM
oznake na kromatinu (1). Ta epigenetska kontrola je
klju¢nega pomena za razvoj jaj¢nega folikla. Najbolj pre-
ucevane so acetilacije lizina, metilacije arginina in lizina,
fosforilacije serina in treonina ter ubikvitacije lizina (24).

3.3.3 Histonska acetilacija in deacetilacija

Malo je znanega o histonskih acetilacijah in deaceti-
lacijah med tvorbo jaj¢nega folikla. Rezultati dosedanjih
$tudij nakazujejo, da imajo PGC med migracijo do ge-
nitalnega grebena transkripcijsko aktiven kromatin, in
sicer podobno kot somatske celice. Ob vstopu v genitalni
greben PGC prehodno ustvarijo hiperaktivne kroma-
tinske vzorce (25). Med zorenjem folikla in rastjo jaj¢ne
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celice se pojavi histonska acetilacija v specifi¢nih vzorcih.
Vzorci histonske acetilacije so razli¢ni, ¢e primerjamo
zoreci primarni oocit in zrelo jajéno celico (sekundarni
oocit ob ovulaciji). Na primer histon v perinuklearni re-
giji je visoko acetiliran pri zreli, ne pa pri rastoci jajéni
celici. Acetilacija ve¢inoma aktivira prepisovanje genov.

Histonska acetilacija naj bi igrala vlogo tudi pri raz-
licnih kromatinskih procesih med mejozo. Studije kaze-
jo, da so histonske acetilacije potrebne za pravilen potek
mejoze (26).

Primarnih mehanizmov nadzornih poti histonskih
acetilacij in deacetilacij zaenkrat $e ne razumemo popol-
noma. Domneva se, da so histonske acetilacije oznaceva-
lec celi¢nega spomina. V procesu genomskega reprogra-
miranja se histoni deacetilirajo, kar izbrise informacije
o aktivnih genih (t.i. celi¢ni spomin) zato, da nastanejo
nediferencirane, totipotentne zigote za naslednjo gene-
racijo (24).

3.3.4 Histonske metilacije

Od vseh histonskih modifikacij pa so metilacije naj-
bolj kompleksne. Lizinski ostanki so mesta metilacije
razli¢nih stopenj (mono-, di- ali trimetilacije), kar vo-
di v utiSanje ali izrazanje gena. Argininski ostanki so
lahko mono- ali dimetilirani (27). Med folikulogenezo
igrajo histonske modifikacije pomembno vlogo pri nad-
zoru kromatinske strukture in izrazanja genov, posebej
pri zorenju jaj¢ne celice med mejozo. Povecanje di- in
trimetilacije H3K9 (lizin na 9. mestu histona H3) naj bi
bilo vklju¢eno v transkripcijsko uti$anje celotnega geno-
ma med rastjo jaj¢ne celice, metilacija H3K4 (lizin na 4.
mestu histona H3) pa naj bi bila vklju¢ena v genomske
spremembe kromatinske konfiguracije, ki ni povezana s
transkripcijo. Natan¢ni mehanizmi, ki povezujejo razvoj
jajénega folikla in histonske modifikacije zaenkrat $e ni-
so znani (24).

3.3.5 Histonske fosforilacije in druge histonske
modifikacije

Med nastajanjem jajcnega folikla igrajo pomembno
vlogo tudi druge histonske modifikacije, kot sta fosfo-
rilacija in ubikvitinacija. Te modifikacije so domnevno
sposobne prenesti epigenetske informacije med mito-
zo in mejozo (28). Veliko ovarijskih genov je preko teh
tipov modifikacij povezanih z razvojem primordialnih
foliklov. Izgleda, da je namen teh procesov nadzorovati
prepisovanje genov in pripravljati nastanek naslednjega
paketa izrazanja genov. Predpostavljamo, da je ureje-
no in pravilno epigenetsko reprogramiranje PGC pred
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migracijo in med njo iz rumenjakove vrecke v spolni gre-
ben nujno za nastanek sekundarnih oocitov z ustreznim
epigenotipom, ki podpira normalen razvoj.

Med folikulogenezo so fosforilacije centralnih histo-
nov povezane z razlicnimi kromatinskimi aktivnostmi,
tudi s zgo$¢anjem kromatina (29). Opazovanja pri misih
so pokazala, da je fosforilacija histona H3 vkljucena v
nadzor oblike kromatina med mejotskim zorenjem in v
zacetek zgo$cevanja kromatina med mejozo (24,30).

Histonska ubikvitacija in druge histonske modifika-
cije so prav tako regulacijski dejavniki med razvojem
folikla. Znano je, da so ubikvitirani histoni H2A pove-
zani s transkripcijskim utiS$anjem velikih kromatinskih
regij med mejozo tako pri moskih kot pri Zenskah. Si-
gnaliziranje med jaj¢no celico in folikularnimi celicami
je klju¢ni regulator prehoda iz primarnega v sekundarni
antralni folikel. Hormoni iz granuloznih folikularnih ce-
lic lahko kontrolirajo specificne histonske modifikacije
tako pri jajéni celici kot pri folikularnih celicah. His-
tonske modifikacije promotorske regije nekaterih genov
(steroidogeni akutni regulacijski protein, receptor LH,
relaksin, Niemann-Pick C1, alfa podenota inhibina in
nekateri geni theka) so bile povezane s spremembami
bioloske sinteze reproduktivnih hormonov (24,31).

Po hipotezi t.i. histonske kode, tudi same specifi¢ne
kombinacije histonskih modifikacij, uravnavajo genetski
zapis. Tako lahko ena oblika modifikacije histona vpli-
va na obliko in pogostost modifikacij na drugem mestu.
Med razli¢nimi histonskimi modifikacijami obstaja izra-
zita sinergija in koordinacija (32).

3.4 Nekodirajoce RNA

Samo priblizno 1 % genomske informacije se prevede
v proteine. Napredki pri sekvenciranju in tehnikah mo-
lekularne biologije so vodili k odkritju, da se 70-90 %
genoma, ki ne kodira proteinov, prepise v nekodirajoce
RNA (angl. non coding RNA, ncRNA) (1). Poleg samega
odkrtja ncRNA so nedavno prepoznali tudi njen pomen
v bioloskih procesih.

NcRNA so prepisi brez jasno odprtega bralnega
okvirja, zato ne kodirajo proteinov, ampak uravnava-
jo izrazanje drugih genov v obliki cis in trans. NcCRNA
variirajo v velikosti od mikro RNA (miRNA) (15-21
nukleotidov) in malih RNA (100-200 nukleotidov), do
velikih RNA molekul (> 200 nukleotidov). Vklju¢ene so
v vitalne funkcije, kot so X-kromosomska inaktivacija,
genomsko vtisnjenje, transpozonsko utisanje ter razvoj-
na diferenciacija (7).

Med nastajanjem jaj¢nega folikla sta vecinoma pri-
sotna dva razreda ncRNA: miRNA in piRNA (angl.
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Piwi-interacting RNA). MiRNA so izrazene povsod, med-
tem ko najdemo piRNA samo v PGC oz. praspolnih ce-
licah in v nekaj tipih somatskih celic jaj¢énika. MiRNA
pomembno uravnavajo transkripcijo in postranskripcij-
sko utiSanje genov. Pomembne so za deljenje PGC. Raven
izrazanja ve¢ine miRNA se ohranja med celotnim razvo-
jem PGC, razen nekaterih miRNA (miR-17-5p, -18, -19a,
-19b) in se postopoma zmanjsuje po 12. embrionalnem
tednu, ko PGC koncajo mitotsko proliferacijo in se prip-
ravijo za vstop v profazo mejoze (33). To kaze, da igrajo
nekatere miRNA pomembno vlogo v zgodnjem razvoju
zenskih zarodnih celic 0z. oogonijev. Enako velja tudi za
piRNA, ki naj bi ohranjala genomsko stabilnost s tem, da
zavira aktivnost mobilnih genetskih elementov (24,34).

V zorenje jaj¢nih foliklov je vkljuc¢ena tudi ncRNA, ki
nadzoruje izrazanja genov, klju¢nih za rast jaj¢nih celic
in endokrino funkcijo jaj¢nika.

Domneva se, da zgodaj v razvoju jaj¢nih celic razlic-
no izrazanje retrotranspozonov in sinteza siRNA (angl.
small interfering RNA) povzrocita preko RNAI poti (an-
gl. RNA interference pathway) postopno remodeliranje
kromatina. V rastocih jaj¢nih celicah naj bi vec¢ina izra-
zenih siRNA in piRNA zavirala retrotranspozone preko
razli¢nih tar¢nih genetskih komponent (35). Studije so
bile zaenkrat narejene samo na zivalskih modelih, zato
natan¢ni nadzorni mehanizmi supresije retrotranspo-
zonov ostajajo neznanka, prav tako ucinki zaviranja
retrotransposonov na jajcno celico in razvoj jajénega
folikla (24). Tang je s sodelavci porocal, da so miRNA
klju¢ne za zorenje jaj¢nih celic (36). S primerjavo profila
izrazanja miRNA med razvojem jajénih celic pri misih
so se pokazale dinami¢ne spremembe v izrazanju miR-
NA. Izguba miRNA je vodila v zaustavitev zorenja jaj¢ne
celice v prvi celi¢ni delitvi, najverjetneje zaradi motenj v
tvorbi delitvenega vretena. Ob tem so ugotovili, da je bil
velik delez maternalnih genov neposredno in posredno
pod nadzorom miRNA. To kaze, da so maternalne miR-
NA klju¢ni regulator zorenja jajcne celice (36). Ob tem
je bilo ugotovljenih ve¢ novih miRNA, ki so vklju¢ene v
nadzor foliklov, kot so miR-93 (37), miR-132 in miR-212
(38). Odkritje njihovih tar¢nih genov bo osvetlilo vlogo
miRNA v razvoju foliklov (24).

Poleg njihove vloge v nadzoru izrazanja posameznih
genov so ncRNA klju¢ne tudi v genomskem uti$anju ge-
nov in v uravnavanju vtisnjenja genov. Ugotovitve, da
priblizno polovica vseh vtisnjenih genov kodira ncRNA
in, da je v vtisnjenih domenah pogosto prisotna ncRNA,
dokazujejo njihovo pomembno vlogo v epigenetski re-
gulaciji. Tako ncRNA omogocajo monoalelno izrazanje
specifi¢nih regij genoma (39). Vendar je njihova vloga v
PGC $e precej neraziskana (24).
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4 Razprava

Raziskave epigenetskih vplivov KMES na jajénik
so doslej ve¢inoma potekale na zivalskih modelih in
z opazovanjem posledic izpostavljenosti (Priloga 1).
Vendar pregled dosedanjih opazovanj pri cloveku (Pri-
loga 2) kaze na vpliv prenatalne izpostavljenosti KMES
na delovanje jaj¢nikov v odraslem organizmu. To pod-
pira hipotezo o nastanku sindroma ovarijske disgene-
ze. Izpostavljenost KMES po izsledkih raziskav lahko
povzroc¢a transgeneracijske epigenetske spremembe.
Obstajajo pa tudi Studije, ki vpliva na plodnost in epige-
netski status po izpostavljenosti niso ugotovile (40-42).

Kot smo Ze opisali pri mehanizmih delovanja, je
vpliv KMES najverjetneje posledica vezave KMES na
hormonski receptor. Vezava povzroci zaviranje fizio-
loskega delovanja hormona in pojav znacilnih histolo-
$kih sprememb na jajénikih. Spremembe so pojav fo-
liklov z ve¢ jajénimi celicami kot kazalnikom motenega
delovanja jaj¢nikov (43-48) in z antagonisti¢nim vpli-
vom na ER: pretirana oziroma premajhna sinteza hor-
mona, ki se kaze v zastoju zorenja jaj¢nih foliklov (49).
T.i. KMES receptorski kompleksi lahko povzrocajo hi-
permetilacijo v promotorski regiji razli¢nih genov, kar
vodi v njihovo uti$anje in s tem v razli¢ne zdravstve-
ne posledice (50,51). Nekatere raziskave so porocale
o neposrednem epigenetskem vplivu (hipometilacija)
KMES na ER (43), druge o hipometilaciji ER-odzivnih
genov, ki so povezani tudi s procesom pretiranega iz-
razanja protoonkogenov in karcinogenezo (52). Razi-
skava Hall in Korach je ugotavljala povecano izrazanje
ER-alfa v kulturi rakavih celic jaj¢nika, ki so bile iz-
postavljene KMES (genistein, bisfenol A, HPTE) (53).
Epigenetske studije raka so poudarile vlogo ER tudi v
deljenju in $irjenju rakavih celic. O povezavi med izpo-
stavljenostjo KMES in pojavom ginekolosgkih vrst raka
in rakom dojk je porocalo ze ve¢ raziskav (54-57). V
raziskavi Zama in Uzumcu (2009) so bile podgane pred
rojstvom izpostavljene dvema razlicnima odmerkoma
metoksiklora (MXC). Po rojstvu so pri odraslih podga-
nah, ki so bile izpostavljene visokim odmerkom MXC
(100 mg/kg/d), ugotavljali hipermetilacijo genov za
ERbeta, DNA metiltrasferazo 3-beta in z nose¢nostjo
povezanega proteina A (43). UtiSanje gena za ER-beta
in povecana aktivnost gena za DNMT sta bila povezana
s pojavom raka jaj¢nika (6,58).

Izpostavljenost KMES povzroc¢a tudi znizane ravni
Anti-Miillerjevega hormona (AMH). AMH vpliva na
diferenciacijo in razvoj reproduktivnega sistema in je
obcutljiv oznacevalec staranja jajénikov (59). Ob izpo-
stavljenosti bisfenolu A (BPA) so pri odrasli ribi cebrici
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ugotavljali znizanje izrazanja AMH preko hipermetila-
cije njegovega promotorja (60).

Znani predstavnik KMES, BPA, spreminja izrazanje
gena za DNMT, kar vpliva na celotno stopnjo metilacije
in zmanjsa izrazanje t.i. reproduktivnih genov, kot so
geni za ER, LH in receptor FSH (61-63). BPA moti izlo-
¢anje estrogena preko vpliva na izrazanje miRNA, kar
vodi v motenje v razvoju jaj¢nih foliklov (64-66) in do
neplodnosti (67). Ob tem je bilo ugotovljeno, da BPA
poveca izrazanje miR-224 v granuloznih celicah jaj¢ni-
ka in poveca raven estradiola v serumu. Tako posredno
zmanjsa izlocanje FSH, kar prav tako negativno vpliva
na plodnost (64).

Spremembe v metilaciji DNA in zato motnje v ra-
zvoju jaj¢nika so povezane s Stevilnimi KMES (Priloga
1). Poleg BPA so to tetraklorobenzo-p-dioksin (TCDD)
(68,69), ftalati (di-2-ethilheksil ftalat - DEHP) (70-74)
in vinklozolinom (41,74). Na spremembe v ncRNA
vpliva vinklozolin (75) in na histonske modifikacije di-
etilstilbestrol (76) in klordekon (77).

Asociacijske $tudije humanega epigenoma so omo-
gocile nepristransko oceno epigenetskih sprememb v
povezavi z okoljskimi dejavniki (78). Ena od njih je po-
rocala o spremenjenem metilomu posteljice ob izposta-
vljenosti KMES (ftalatom) (79). Vec¢ raziskav je pove-
zalo izpostavljenost KMES s spremembami metilacije
DNA izbranih genov v posteljici (80) in popkovni¢ni
krvi (81-83). Geni v teh spremenjenih podro¢jih so
povezani z vnetnim odzivom, kancerogenezo, endokri-
nim sistemom, mosko plodnostjo (84-86) in andoge-
nim odgovorom (86).

Kljub $tevilnim raziskavam, ki ugotavljajo spreme-
njeni epigenom novorojencka ob prenatalni izposta-
vljenosti KMES, pa je Se malo znanega o dolgotrajnih
vplivih prenatalne in dolgotrajne postnatalne izpo-
stavljenosti KMES v nizkih odmerkih na delovanje
jajénika v odrasli dobi ter na celostno reproduktivno
zdravje (87). Stevilne $tudije odrasle populacije pove-
zujejo izpostavljenost KMES z motnjami reproduk-
tivnega zdravja. Toda zaenkrat Se ni dovolj podatkov
o vzro¢nih epigenetskih spremembah (3,88,89). Zato
se postavlja tudi vprasanje o koli¢ini izpostavljenosti,
ki povzroci skodljive posledice tako ob prenatalni kot
postnatalni izpostavljenosti ter vprasanje o tem kdaj,
v kateri generaciji, se morebitni stranski ucinki izpo-
stavljenosti dejansko izrazijo. KMES, kot je na primer
BPA, imajo sibko estrogensko akitivnost. Bisphenol A
se na estrogenske receptorje (alfa in beta) veze z 1.000-
do 10.000-krat manjso afiniteto kot naravni hormon
estradiol (90). Vendar so raziskave pokazale vplive BPA
tudi pri nizkih odmerkih (100 pg/kg/dan), kar je bilo
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vsaj delno pojasnjeno s tem, da BPA lahko vpliva tu-
di preko drugih (npr. epigenetskih) in ne zgolj preko
klasi¢nih poti, ki se obic¢ajno sprozijo z estrogenom
(91,92).

Nizka izpostavljenost KMES lahko povzroéi spre-
menjen epigenom, ki se pri posamezniku fenotipsko iz-
razi ali pa ne (43). Razli¢ne raziskave, ki so proucevale
izpostavljenost mesanici razli¢cnih KMES, so pokazale,
da posamezni KMES sami ne povzrocajo posledic, ven-
dar lahko postanejo $kodljivi ob souc¢inkovanju mesa-
nice razlicnih KMES (93-95). Nasprotno pa raziskava,
ki je preucevala prisotnost in estrogeno aktivnost me-
$anice KMES v vzorcih slovenskih voda, na celi¢cnem
modelu (Hela 9903) ni ugotavljala endokrine aktivnosti
pri vseh preucevanih mesanicah KMES (96).

Ob siroki uporabi KMES smo ljudje v zivljenju iz-
postavljeni razlicnim in $tevilnim KMES. Zato veliko
raziskovalcev predpostavlja, da dolgotrajna izpostavlje-
nost povzroci tevilne epigenetske spremembe, ki se v
zivljenju kopicijo in simptomi se opazijo Sele ob dodat-
nem stresnem dejavniku. Vse vedji pa je poudarek na
ugotovitvi, da je vecdja ranljivosti organizma povezana
ze s prenatalno izpostavljenostjo. Kriticen cas izposta-
vljenosti za nastanek epigenetskih transgeneracijskih
sprememb in s tem fenotipa je ¢as diferenciacije spola
gonad, ki je pri ljudeh med 6-18 tedni nose¢nosti. No-
se¢nice v prvi polovici nose¢nosti so tako najverjetneje
najbolj obcutljiiva populacija za okoljsko povzrocene
epigenetske transgeneracijske spremembe (97).

Vseeno pa imamo na podlagi dosedanjih raziskav
zaenkrat $e malo vpogleda v zanesljive epigenetske vpli-
ve KMES v populaciji. Razlog za to je poleg zahtevne
pravilne ocene izpostavljenosti populacije tudi komple-
ksnost raziskovanja neposredne vzro¢ne povezave med
izpostavljenostjo KMES in spremembami epigenoma.
Potrebne so nadaljnje toksikoloske raziskave ocene tve-
ganja, ki bodo vkljucevale okoljsko relevantne odmerke
KMES, saj se v dosedanjih raziskavah opazovane epige-
netske spremembe in njihovo izrazanje razlikujejo gle-
de na odmerke vklju¢enih KMES (Priloga 1).

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANEK

5 Zakljucek

Reproduktivno zdravje zensk pomembno vpliva tako
na zivljenje posameznice kot celotne druzbe. Temelji re-
produktivnega zdravja v veliki meri izvirajo iz prenatal-
nega obdobja. Izpostavljenost KMES zadnji 2 desetletji
vse pogosteje povezujemo z razlicnimi reproduktivnimi
in drugimi boleznimi. Letni stroSek zdravljenja zdrav-
stvenih tezav, ki so povezane s KMES, so v Evropi ocenili
na 163 bilijonov (98).

KMES oponasajo hormone. Hkrati isti hormoni, ki
nastajajo v jaj¢nikih, uravnavajo tudi delovanje KMES.
Njihov vpliv je tako dvojen. Razvijajoci se kot tudi od-
rasli jajénik z rasto¢imi folikli potrebujeta vpliv $tevilnih
dejavnikov, ki se prostorsko in ¢asovno natan¢no urav-
navajo. Danes vemo, da vpliv nekaterih dejavnikov nad-
zirajo razli¢ni epigenetski mehanizmi, kot so metilacija
DNA, modifikacije histonov in ncRNA. Kljub $tevilnim
raziskavam obstaja v povezavi med KMES, motnjami
v razvoju in delovanju jaj¢nika ter vzro¢nimi epigenet-
skimi spremembami $e veliko nejasnosti. Ob narasca-
jo¢em Stevilu znanih in potencialnih KMES, s katerimi
se srecujemo v vsakdanjem zivljenju, je pomembno, da
se zavedamo, kako te kemikalije vplivajo na ziva bitja
v kratkoro¢nem in dolgoro¢nem casu. Predvsem pa je
poznavanje dolgoro¢nih vplivov pogoj, da si ustvarimo
zdravju varno okolje.

Izjava o navzkriZju interesov
Avtorice nimamo navzkrizja interesov.

Spletna priloga

Priloga 1: Pregled raziskav epigenetskega vpliva ke-
mi¢nih motilcev endokrinega sistema (KMES) pri zi-
valih. Datoteka je dostopna na spletni povezavi: https://
doi.org/10.6016/ZdravVestn.3487.

Priloga 2: Pregled raziskav epigenetskega vpliva ke-
mi¢nih motilcev endokrinega sistema (KMES) pri lju-
deh. Datoteka je dostopna na spletni povezavi: https://
doi.org/10.6016/ZdravVestn.3487.
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