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ABSTRAKT

Strava matky v obdobi téhotenstvi je vyznamnym faktorem podilejicim se na epigenetickém
programovani potomkd. Na epigenom maji kromé nutricniho hlediska vliv také pFipadné kontaminujici
latky, které se mohou ve stravé téhotnych Zen vyskytovat. DlleZitou skupinou téchto moznych
kontaminantl jsou perzistentni organické polutanty, coZ jsou slouceniny vétsinou antropogenniho
pavodu, které dlouhodobé pretrvavaji v Zivotnim prostredi, stavaji se soucasti potravnich retézcli a
¢ast z nich se akumuluje v Zivych organismech. Pro své nepfiznivé Ucinky na organismy jsou tyto latky

sledovany a pouzivani nékterych z nich bylo jiz zakdzano nebo alespon vyznamné omezeno.

Cilem této prace bylo zjistit, zda je kvalita stravy t&hotnych 7en v Ceské republice z hlediska
nutrice i kontaminace perzistentnimi organickym polutanty natolik rozdilng, Ze se tyto rozdily mohou

odrazit v metylomu novorozencd.

Byla analyzovdna strava 49 téhotnych Zen z regionu Karvind a Ceské Budé&jovice. Tyto Zeny
v poslednim mésici téhotenstvi po dobu jednoho tydne podrobné zaznamenadvaly veskerou snédenou
stravu a zaroven Ctvrtinu této stravy shromazdovaly do krabic¢ek (jedna krabicka na jeden den). Ze
zdznamu stravy byly ziskany informace o mnoiZstvi a kvalité stravy a v sesbiranych vzorcich byla
stanovena koncentrace 67 rGznych perzistentnich organickych polutantl naleZejicich do péti rlznych
skupin — polychlorované bifenyly, organochlorové pesticidy, bromované zpomalovace hofteni,
perfluorované slouceniny a polyaromatické uhlovodiky. Nasledné byly hodnoceny moZné asociace
mezi nutri¢ni kvalitou matefské stravy a materskym alimentarnim pfijmem perzistentnich organickych
polutantll na strané jedné a stavem metylomu novorozenct v burnikdch pupecnikové krve na strané

druhé.

Nutri¢ni kvalita stravy téhotnych Zen ve studovaném souboru nedosahovala v nékterych
sledovanych parametrech doporucenych hodnot, nedostateény byl zejména pfijem bilkovin a vldkniny.
Alimentarni pfijem persistentnich organickych polutantl byl na velmi nizké Urovni a v naprosté vétsiné
pripadl byl fadové nizsi, nez ukladaji stanovené limity. Rozdily ve stravé jednotlivych Zen nebyly natolik

vyrazné, aby se projevily v metylomu novorozencu.



ABSTRACT

The maternal diet during pregnancy is an important factor involved in the epigenetic
programming of the offspring. In addition to the nutritional aspect, the epigenome is also influenced
by possible contaminating substances that may occur in the diet of pregnant women. An important
group of these potential contaminants are persistent organic pollutants, which are compounds of
mostly anthropogenic origin that persist in the environment for a long time, become part of food
chains, and some of them accumulate in living organisms. These substances are being monitored for
their adverse effects on organisms, and the use of some of them has already been banned or at least

significantly restricted.

The aim of this work was to find out whether the quality of the diet of pregnant women in the
Czech Republic differs in terms of nutrition and contamination with persistent organic pollutants so

much that these differences can be reflected in the methylome of newborns.

The diet quality of 49 pregnant women from the Karvina and Ceské Budé&jovice regions was
analyzed. During the last month of pregnancy, these women recorded in detail all the food they ate
for one week and at the same time collected a quarter of this food in boxes (one box for one day).
Information on the quantity and quality of the diet was obtained from the diet records, and the
concentrations of 67 different persistent organic pollutants belonging to five different groups -
polychlorinated biphenyls, organochlorine pesticides, brominated flame retardants, perfluorinated
compounds and polyaromatic hydrocarbons - were analyzed in the collected food samples.
Subsequently, possible associations were evaluated between the nutritional quality of the maternal
diet and the maternal alimentary intake of POPs on the one hand and the methylome status of

newborns in umbilical cord blood cells on the other.

The nutritional quality of the diet of the pregnant women in the studied group did not reach
the recommended values in some monitored parameters, especially the protein and fiber intake was
insufficient. Alimentary intake of persistent organic pollutants was at a very low level and in the vast
majority of cases it was an order of magnitude lower than the established limits. Differences in the diet

of individual women were not significant enough to be reflected in the methylome of newborns.
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1 CiL PRACE

V této prdci jsem se zabyvala analyzou kvality stravy téhotnych Zen a jejim vztahem k metylaci
genomové DNA (metylomu) u jejich novorozenct. Hodnotila jsem kvalitu stravy matek jak z hlediska
nutri¢niho sloZeni, tak s ohledem na kontaminaci perzistentnimi organickymi polutanty (POP). Cilem
prace bylo ziskani dat o kvalité stravy a alimentarni expozici POP a nasledna analyza vztahl mezi témito

faktory a metylomem DNA v burikdch pupecnikové krve.

Ocekavala jsem, Ze se odlisna kvalita vybranych faktord stravy matek odrazi v metylaci DNA
novorozencl, nebot alimentarni pfijem nékterych latek je vyznamnym faktorem prostredi, ktery ji
mUze ovlivnit. Mechanismy tohoto vlivu mohou zahrnovat bud' zménu aktivity enzym, které katalyzuji
metylaci DNA, nebo zménu dostupnosti a vyuziti metylovych skupin potfebnych pro tuto reakci.
Zejména jsem ocekdvala souvislost mezi stavem metylomu a prijmem téch slozek stravy, které jsou
zdrojem vlakniny (ovoce, zelenina, lusténiny) a bilkovin (mlééné vyrobky, maso, vejce, lusténiny), nebot
tyto potraviny jsou rovnéz zdrojem latek ovliviiujicich metylaci DNA (napf. kyselina listova, vitamin By,
cholin, betain, flavonoidy).}* V pfipadé vyznamnéjsiho matefského alimentéarniho pfijmu nékterych

POP jsem ocekévala i souvislost mezi metylaci DNA novorozenctll a témito latkami.’



2 UvoD
2.1 Hypotéza fetalniho plivodu

Vyvadiend a zdravotné nezdvadnad strava matky v pribéhu téhotenstvi je nezbytna pro
optimalni vyvoj plodu. Védecké prace se zpocatku zabyvaly prfedevsim otazkou, jak strava v téhotenstvi
ovliviiuje rist plodu. V prvni poloviné dvacatého stoleti byl kladen velky dliraz zejména na vliv mnozstvi
bilkovin a esencidlnich aminokyselin &9, tukd, vitamind %7912 3 minerald 57/1° ve stravé. S rostoucimi
znalostmi v oblasti fyziologie, genetiky a molekuldrni biologie vyznamné nardstalo mnozstvi informaci
o mechanismech pulisobeni jednotlivych sloZek stravy na prenatdlni vyvoj.’*'” Sou&asné stim
epidemiologické studie ukdzaly nékteré souvislosti mezi porodni vahou a fyzickym i psychickym stavem

jedince v jeho pozdéjsim Zivot&®20,

Vroce 1992 formuloval David Barker na zakladé epidemiologickych studii tzv. hypotézu
sporivého fenotypu (the thrifty phenotype hypothesis). Dle této hypotézy je nizsi porodni hmotnost
spojena s fadou chronickych onemocnéni v pozdéjsSim véku. Pfi nedostatecné vyzivé v téhotenstvi se
plod adaptuje na prostfedi s omezenym zdrojem Zivin a takto nastaveny metabolismus posléze
nedokaZe zpracovavat nadbytek snadno pfistupnych potravin.?! Hypotéza spofivého fenotypu byla
vroce 1997 potvrzena studii na jednovajecnych a dvojvajec¢nych dvojcatech, ktera ukazala na

souvislost diabetu 2. typu s porodni védhou, nikoli s genotypem. 22

Epidemiologické studie se posléze zacaly zabyvat souvislostmi mezi zdravotnim stavem jedince
a kvalitou stravy matky v téhotenstvi. Postupné se zacaly objevovat i vztahy mezi stravou pfijimanou
v téhotenstvi a psychickym stavem déti, napfiklad pozitivni vliv konzumace ryb na kognitivni a socialni

dovednosti déti v mlads$im Skolnim véku. 2324

V souvislosti s rozvojem epigenetiky navazala na pocatku 21. stoleti na hypotézu spofivého
genotypu hypotéza fetdlniho plvodu (the fetal origins hypothesis), podle niz podminky béhem
prenatalniho vyvoje ovliviiuji trvale epigeneticky stav genomu, a tim zdravotni stav jedince v prabéhu
Zivota.?® Naprogramovani exprese fetdlniho genomu je mechanismem, ktery zprostfedkovava trvalé
26

ucinky nutricniho a hormonadlniho prostfedi in utero na fadu fyziologickych funkci a struktur

odraZejicich se v pozdéjsi kondici fyzické i psychické.?”

V prabéhu 20. stoleti se zacaly objevovat prace ukazujici, Ze na nitrodélozni vyvoj plodu ma vliv
nejen nutricni sloZeni stravy matky, ale také pfitomnost toxickych latek. Byl zahajen vyzkum ucinkd
xenobiotik a zdravi skodlivych slou¢enin z potravin (napf. benzo[a]pyren, nebo akrylamid). V roce 1962
vysla kniha Rachel Carsonové Tiché jaro, kterd vedla k zdkazu pouZivani pesticidu DDT.? V roce 2001
byla prijata Stockholmska umluva, kterou ratifikovalo 184 zemi svéta a ktera reguluje produkci a

pouZivani nékterych perzistentnich organickych polutantd (POP).% POP jsou latky, které dlouhodobé
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pretrvavaji v prostfedi a hromadi se v Zivych organismech. Jsou zdmérné produkovany ¢lovékem nebo
vznikaji jako vedlejsi produkt, kupt. pti spalovacich procesech, a mohou byt velmi nebezpecné pro
vyvijejici se plod. Latky rozpustné v tucich prochazeji placentou difuzi a jsou proto potencialné toxické
i v nizkych koncentracich. Pro latky rozpustné ve vodeé se placenta jevi jako Uc¢inna bariéra, pokud vsak
dosahnou v krvi matky vyssich koncentraci, mohou placentarni bariéru téZ prekonat. Navic se zd3, Ze
mohou prostoupit i pres hematoencefalickou bariéru, ktera jeSté neni zcela funkéni, a tim proniknout

do mozku plodu.*®

Matefskd strava a expozice toxickym latkdm pUsobi na vyvijejici se plod ve vzajemné

31-33

provazanosti. Vyziva matky vyznamné ovliviiuje tvorbu a funkci placenty , coZ nejen dopada na

34,35

kvalitu a mnozstvi Zivin dodanych pres placentu k plodu®*>>, ale ma vliv i na placentarni expresi CYP1A1l

(enzym nadrodiny cytochromu P450), ktery se podili na metabolismu a odstranéni toxickych latek. 3

2.2 Epigenetika

Epigenetika je obor studujici jakékoli potencidlné stabilni a v ideadlnim pripadé dédi¢né zmény

v expresi genu nebo buné&éném fenotypu, které nejsou zplsobeny zménami sekvence DNA. ¥’

Dosud jsou znamy tfi zakladni epigenetické mechanismy — metylace cytosinu v DNA,
modifikace histon( a RNA interference. Exprese genl v bunééném jadru je ovlivnéna viemi tfemi typy
epigenetickych modifikaci, aktivita mitochondridlnich gen pak pouze metylaci cytosinu a RNA
interferenci.®®3° Tyto epigenetické mechanismy se rovnéz podili na vlivu stravy pfijimané v téhotenstvi

na programovani genové exprese potomku.*%43

2.2.1 Metylace cytosinu

Cytosin, jedna z bazi tvoficich molekulu DNA, se vyskytuje ve dvou formach — metylované a
nemetylované. Na geny obsahujici metylcytosiny se vaiou specifické bilkoviny, které tyto geny

inaktivuji.

Kdyz se stavajici burika déli, predava se do dcefinych bunék kopie DNA, véetné metylacniho
vzoru. Mechanismus, kterym tento prenos probihd, je zajistovdan enzymem udriovaci DNA
metyltransferdzou.* Pfenos metylace DNA z jedince na jeho potomky viak neni objasnén. Na zacatku
procesu tvorby pohlavnich bunék je vétSina metylcytosinu demetylovana na cytosin. Zralé pohlavni
bunky maji droven metylace jiz vysokou, ale jeji hladina prudce poklesne ihned po splynuti vajicka a

spermie. B€hem vyvoje embrya potom vystoupa na obvyklou droven (obrazek 1). Metylacni vzor se



tedy b&hem procesu vzniku nové generace dvakrat vymaze, ale nasledné se zase obnovi.* Jak k tomu

dochazi, neni dosud jasné.

High 4 Imprinted genes
[ —4
2 Embryo
©
>
=
@
E
< i
z ‘ =
z . >
NN ‘ Blastocyst
Low i . B
PGC Birth Conception Implantation

Obr. 1: Dynamika metylace DNA béhem vyvoje ¢lovéka. Samci (modra ¢ara) a samici (Cervena cara) DNA sleduji
razné vzorce metylace, od narozeni rodice az po produkci zygoty (poceti) a implantaci blastocysty. Imprintované

geny (ernd pFeru$ovana &ara) neprochazeji po oplodnéni demetylaci. ¢

2.2.2 Modifikace histonu

Molekula DNA je v bunécénych jadrech nékolikauroviiové sbalena (kondenzovana), pficemz

jedna z kondenzacnich drovni zahrnuje jeji omotani kolem bilkovinnych molekul nazyvanych histony

(obrazek 2).

histony

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT

autor: OpenStax, upraveno

Obr. 2: Kondenzace DNA

Na histony se vaZzou molekuly a funkéni skupiny, které aktivuji nebo deaktivuji geny nachazejici
se v blizkosti takto modifikovaného histonu. Podle ucinku na pfilehlé geny Ize tyto molekuly a funkéni
skupiny rozdélit do tfi skupin: a) aktivacni — napt. bilkoviny SUMO (small ubiquitin-related modifier) a

7



bilkoviny Polycomb, b) deaktivacni - napt. acetylova funkéni skupina a bilkoviny Trithorax, c) molekuly
a funkéni skupiny s aktivacni i deaktivacni funkci, a to v zavislosti na vazebném misté — napf. metylova

funkéni skupina a ubiquitin.*

2.2.3 RNA interference

RNA interference je posttrankripéni mechanismus regulujici genovou expresi. Pokud je v burice
pritomna kratka dvouvlaknova nekddujici RNA (tzv. ncRNA, non-coding RNA), kterd interferuje s mRNA,

miZe se spustit proces, na jehoZ konci je mRNA rozstépena dfive, neZ se navaze na ribozom.

Na zacatku tohoto procesu se dvouvldknovd molekula ncRNA rozpoji na dvé molekuly
jednovldknové (obr. 3a). Jedno z vlaken se ihned rozpadne a na druhé se ptipoji enzymaticky komplex
RISC (obr. 3b). ncRNA se spoji s komplementarnim usekem mRNA a komplex RISC poté celou mRNA

degraduje (obr. 3c).

kratka dvouvlaknova RNA A

o /\
S ’ druhé vlakno
Ea ) | s komplexem RISC

rozpad jednoho vlakna

b) | ’ l

mRNA LLLLLLLLL LULLLLL L L)L) vazba na mRNA

. l

LLLLLLL] L LLLl LLLLLLLL LLLLLLL degradacemRNA

autor: JWSchmidt, upraveno

Obr. 3: RNA interference

Vsechny tfi vySe uvedené epigenetické mechanismy (obr. 4) jsou navzdjem velmi uzce
provazané, coz vyplyvd mimo jiné z faktu, Ze k jejich uskutecnéni jsou nezbytné specifické enzymy.
Metylace DNA tak m{ze ovlivnit napfiklad tvorbu enzymu RISC, ¢imZ plsobi na RNA interferenci. RNA
interference mizZe plsobit na tvorbu enzymu histon acetylazy, ktery je nezbytny pro acetylaci histond.

Ta pak mGze mit vliv na tvorbu enzymu DNA metyltransferazy, ktery je nutny pro metylaci DNA.
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Obr. 4: Prehled zakladnich epigenetickych mechanism(: metylace DNA, modifikace histon(i a RNA interference

2.3 Transgeneracni prenos epigenetickych zmén

Pfenos vlastnosti napfic generacemi nezprostiedkuji pouze geny, ale také epigenetické
mechanismy. Mezigeneracni reakce na prozité zkuSenosti hraji zfejmé podstatnou a evolucné
konzervovanou roli v regulaci fyziologickych funkeci.*” Informace o nastaveni aktivity gen( se dostdva
do zarodecénych bunék, presné mechanismy mezigeneraéniho prenosu aktivity gen(li vsak zatim nejsou

znamy. Je moZiné, Ze vtomto procesu hraji urcitou ulohu i mikroorganismy, jejichz vliv se

prostfednictvim plsobeni produktd metabolismu na genom pfedava do dal$i generace ***° a jejichz

vyznam pfi aktivaci a deaktivaci gend se zda byt pomérné velky.>%>?



2.4 Nutrigenetika a nutrigenomika

Vztahem mezi stravou a procesy na Urovni DNA se zabyvaji dva védni obory — nutrigenetika a
nutrigenomika. Nutrigenetika studuje ucinky genetickych variaci na vliv stravy na organismus, zatimco

nutrigenomika zkoum3, jak strava ovliviiuje funkci gent prostiednictvim epigenetickych modifikaci.>?

Nutrigenetika se vénuje geneticky danym procesim. Z dosavadnich poznatkd napftiklad
vyplyvd, Ze pfijem ovoce a zeleniny snizuje v organismu tvorbu PAH-DNA aduktd,>® >° které vznikaji
v dlsledku expozice polycyklickym aromatickym uhlovodikim z ovzdusi i ze stravy. Jejich hladiny

% j se zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich onemocnéni.5!

pozitivné koreluji s vyskytem tumor(
Souvislost mezi stravou a hladinami DNA adukt( se projevuje jiZz v prenatalnim obdobi, kdy vysoky
matefrsky prijem ovoce bohatého na vitamin C je statisticky vyznamné spojen s nizSimi hladinami DNA
adukt( u plodu.”® Protektivni U¢inek se vsak nemusi projevit u kazdého jedince, nebot je ovlivnén
mnoha dalsimi faktory, napf. geneticky podminénymi rozdily v aktivité biotransformacnich enzym.
Variabilita metabolické aktivity je zptsobena pFitomnosti nékolika typ( alel pro dany enzym.>*°7:58
Tento geneticky polymorfismus muzZze ovlivnit ochranné pulsobeni zdravych sloZek stravy nejen
vzhledem ke genotoxickym Ucinkim nepfiznivych faktor(, ale i miru poskozeni bunécnych membran a

dal$ich buné&nych struktur. 6264

Nutrigenomika popisuje epigenetické nastaveni genomu, véetné genomu potomkil, nebot
Zivotni styl rodi¢d (napf. podvyzZiva, obezita, stres, deprese, expozice xenobiotikiim) mUzZe modifikovat
jak matefsky, tak otcovsky epigenom.®>%8 Epigenetické modifikace také predstavuji daleZity potencidlni
mechanismus stravovacich a environmentalnich dopadd ¢asnych fazi Zivota jedince na jeho pozdé;si
zdravotni stav.®>73 Strava matek béhem téhotenstvi tak ma dulezité ucinky nejen na zdravotni stav

novorozence, ale i na zdravi jedince v pozdéj$im véku. 7475

Bylo napfiklad zjisténo, Ze nadmérny prijem cukru ¢i tukG v téhotenstvi, stejné jako
nedostatecny pfijem bilkovin, mohou prostfednictvim epigenetickych mechanismd negativné
ovliviiovat neurogenezi vyvijejiciho se mozku, coZ mé nepfiznivé dasledky pro cely dalsi Zivot jedince.**
4376 Také expozice toxickym latkdm muzZe vyvolat epigenetické modifikace, pfi¢em? tyto zmény mohou

mit dlouhodobé Géinky na aktivitu gena.””

Nejen pfijem problematickych latek, ale i nedostatecny pfisun latek nezbytnych, zejména

vitaminQ, mineralQ a bilkovin, vede k nezadoucim zménam v epigenomu vyvijejiciho se jedince (obr.

5).78,79
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Obr. 5: Slozky stravy ovliviiujici mitochondridlni epigenetické mechanismy v bunikach plodu. (A) Nadmérna
spotfeba substratu zvysuje produkci reaktivnich forem kysliku. (B) Vitaminy a minerdly jsou soucasti
antioxidacniho systému. (C) Cyklus trikarboxylovych kyselin vyZaduje vitaminy pro pfisun metabolitl pro
biosyntetické drahy a pro transkripcni a epigenetické procesy. (D) Produkce ATP vyZaduje vitaminy a mineraly
jako kofaktory a antioxidanty. (E) Vitaminy a mineraly jsou nutné pro prenos metylové skupiny. (F) Vitaminy a
mineraly se podileji na aktivaci signdlnich drah ovliviiujich epigenetické mechanismy. (G) Reaktivni formy kysliku

nezpracované antioxidaénim systémem ovliviiuji epigenetické mechanismy.”®

v

Jsou zndmy i ochranné ucinky nékterych latek — napfiklad omega-3 mastné kyseliny v materské
stravé méni acetylaci histond u potomk(, a tim zvySuji aktivitu protinddorovych molekuldrnich

mechanism(.%

Obdobi mezi pocetim, téhotenstvim a prvnimi roky Zivota (napf. prvnich 1000 dni) je tak
povaZovano za optimalni dobu, kdy faktory prostredi, jako je vyZiva, zdravé prostiedi a kvalitni péce,

mohou uplatnit své pfiznivé epigenetické Gcinky.88>
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2.5 Epigenom a nutricni kvalita materské stravy

Vyzkum naznaduje, Ze faktory stravy, kterym je jedinec vystaven v ranych fazich svého Zivota,

A 86-93

ovliviiuji vSechny tfi vySe zminéné epigenetické mechanismy, tedy metylaci DN , modifikaci

94,95 ;

histonu i RNA interferenci.®®®” Tyto vlivy se mohou projevovat i v dal3ich generacich.%®1%

Epigenetické mechanismy mohou stat i za nékterymi souvislostmi mezi stravou a Urovni
genotoxického poskozeni organismu. Existuje napfiklad vztah mezi stravou v téhotenstvi a Urovni
exprese histon metyltransferdzy G9a.°! Koturbash et al. prokazali, Ze zvy$end exprese genu pro Ezh2
histon methyltransferdzu vede k tvorbé kompaktniho heterochromatinu, ¢imz se snizi dostupnost

DNA, a tim také tvorba DNA aduktd. 1

Strava pfijimana v téhotenstvi ovliviiuje genovou expresi i nepfimo. V posledni dobé je Casto
zminovan vyrazny vliv stfevniho mikrobiomu na celkovy zdravotni stav, véetné velmi zdvainych

103,104

dopadd, jako je rozvoj nadorovych onemocnéni , kardiovaskuldrnich chorob 95107 ¢

Ci
cukrovky.1%81% Koncové produkty mikrobidlni fermentace makronutrientd, jako napf. acetat, butyrat
nebo propionat se dostavaji krevnim obéhem do celého téla a ovliviiuji genovou expresi v rlznych
burikdch.'® Jsou jiz zndmy i nékteré konkrétni epigenetické mechanismy, kterymi tyto koncové
produkty méni genovou expresi v burikdch hostitele. Butyrat napriklad inhibuje histon deacetylazy,
&imz ovliviiuje expresi mnoha gen(. %112 Strava matky v t&hotenstvi ovliviiuje jeji stfevni mikrobiom

116-118, 4

13115 tyto zmény se pfendsi na potomky a pGsobi na jejich celkovy zdravotni stav 93119125 yéetné

stavu psychického.'?®

Dalsim dulezitym prostifednikem mezi matefskou stravou a Urovni genové exprese potomka je

127-129' coz

placenta. Jeji tvorba a funkce je vyrazné ovlivnéna stravou pfijimanou téhotnou Zenou
nasledné plsobi na kvalitu i kvantitu Zivin, které plod pFijme 3131 3 tim i aktivitu gend v plodu.!*
Tyto zmény v genové expresi mohou byt trvalé a v souladu s hypotézou fetdlniho programovani
pretrvévat aZz do dospélosti.’*® Byla napfiklad ukazana souvislost mezi podvyZivou matky a snizenou
aktivitou enzymu 11-B-hydroxysteroid dehydrogendzy 2 v placenté, coZ vede ke zvySenému pfenosu

glukokortikoidl pres placentu k plodu. To ma za nasledek zvysenou produkci glukokortikoidd u

potomkd, kterd je spojena s metabolickymi, kognitivnimi a imunitnimi chorobami.'3
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2.6 Epigenom a expozice perzistentnim organickym polutantim

Rana expozice perzistentnim organickym polutantdim muzZe mit celoZivotni negativni dopad na

5

epigenom nejen samotného exponovaného jedince', ale i na nékolik dalsich generaci potomka.'3

Tyto zmény mohou mit za nasledek mnoho dlouhodobych nepfiznivych jevl snizujicich kvalitu a délku

Zivota jedince a také jeho schopnost reprodukce. 37138

V pripadé expozice béhem téhotenstvi mohou byt epigenetické zmény u potomkd, stejné jako
v pfipadé materské stravy, zprostfedkovany i nepfimo pres epigenetické zmény v burikdch

placenty3%14° ¢ zménami ve slozeni mikrobiomu.#

Z vyse uvedenych skutecnosti vyplyva, Ze strava matky v téhotenstvi je vyznamnym faktorem
ovliviiujicim rGznymi mechanismy epigeneticky stav potomk(. Na zakladé téchto poznatkl jsem se
rozhodla blize analyzovat pripadny vztah jednoho z téchto mechanismd, a to metylaci cytosinu v DNA,

a matefské stravy v souboru matek a novorozenc(i ze dvou oblasti Ceské republiky.
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3 METODIKA

V obdobi dva tydny pfed ocekdvanym terminem porodu zaznamenavaly téhotné Zeny do
pripravenych formulafl po dobu sedmi dnl veskerou pfijatou stravou a zkonzumované népoje a
soucasné odkladaly Ctvrtinu tuhé stravy do krabicek. Ze zaznam stravy pak byla ziskana data o jeji
kvantité a kvalité a ve vzorcich byly stanoveny koncentrace perzistentnich organickych polutantd.
Béhem porodu byly Zenam odebrany vzorky pupecnikové krve a v lymfocytech v nich obsazenych byla

provedena celogenomova analyza metylomu. (Obrazek 6)

Vidknina Dny s dostateénym pfijmem a kvalitou

Primérny denni alimentarni pfijem POP \

o
“ - ?

. . T E - " PCB

, ey
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. .
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Upraveno Dias, 5.; Adam, 5.; Rheeder, P.; Louw, J.; Pheiffer, C.
Altered Gename Wide DNA Methylation in Peripheral Blood of
South African Women with Gestational Diabetes Mellitus. inz. J

\ Mol Sci. 2019, 20, 5828, https://doi.org/10.3390/ijms 20235828 /

Obr. 6: Graficky design studie: 1. Z podrobnych zaznamu stravy byla ziskdna data o kvantité a kvalité stravy

T

téhotnych Zen, 2. ve vzorcich stravy byly stanoveny koncentrace perzistentnich organickych polutantd, 3.

v lymfocytech z pupecnikové krvi byla provedena celogenomova analyza metylomu.
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3.1 Uc&astnici

e s

Ucastniky studie bylo 49 matek a jejich novorozenct Zijicich ve dvou krajich Ceské republiky.
Pramyslovy region Karvina se nachazi na severni Moravé (48 % Ucastnik(l) a prevainé zemédélsky
region Ceské Budé&jovice leZi v jiznich Cechach (52 % ué&astnikd). Nabor Zen do studie byl provadén v
pfedporodnim kurzu v Karviné a pfi téhotenskych lékaFskych prohlidkdch v nemocnici v Ceskych
Budé&jovicich. U¢ast ve vyzkumu byla dobrovolna. Zeny podepsaly informovany souhlas schvéleny
etickymi komisemi Ostravské univerzity (OU-87633/90-2018, 30. listopadu 2018), nemocnice Ceské
Budéjovice (101/19, 4. ledna 2019) a nemocnice Karvina-Raj (16 827, 25. fijna 2018). Studie probihala

v letech 2019 a 2020. Do studie byly zarazeny pouze Zeny, které uvedly, Zze nekouri.

3.2 Design studie
3.2.1 Strava téhotnych Zen

Téhotné Zeny zaznamenavaly do poskytnutych formulari v obdobi dvou tydnl pred
predpokladanym terminem porodu po dobu sedmi po sobé jdoucich dnd veskerou zkonzumovanou

stravu a napoje (obrazek 7).

Jidelniéek 4.den - Datum:...

i Jméno a Prijmeni:
W%m PRI
Nézev potraviny Cas |Phistiost Popis jidla/s
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V2-druha vedele P-pracovisté VV-viastnl vypéstek (domaci vypéstované suroviny)

Obr. 7: Formular s podrobnym zaznamem stravy v pribéhu jednoho dne

Soucasné odkladaly jednu Ctvrtinu kazdé porce tuhé stravy do plastové krabicky (vZdy strava
z jednoho dne do jedné krabicky), ktera byla nasledné uloZzena v mrazaku. Vzorky stravy byly pozdéji
prevezeny na Vysokou $kolu chemicko-technologickou (VSCHT) v Praze, kde byly zhomogenizovany,

homogendaty spojeny a dale zpracovavany jako jeden smésny vzorek. V 317 takto ziskanych vzorcich
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byla mérena koncentrace 67 latek patticich do péti skupin perzistentnich organickych polutantl (POP):
polychlorované bifenyly (PCB - 8 latek), organochlorové pesticidy (OCP - 10 latek), bromované
retardéry horeni (BFR - 11 latek), perfluorované alkylované latky (PFAS - 15 latek) a polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAH - 23 Iatek) — viz Tabulka 1.

Tab. 1: Latky patfici do péti skupin perzistentnich organickych polutantli (POP) méfené ve vzorcich

stravy

Polychlorované bifenyly PCB

2,4,4'-Trichlorobifenyl PCB 28 2,2',3,4,4',5'-Hexachlorobifenyl PCB 138
2,2',5,5'-Tetrachlorobifenyl PCB 52 2,2',4,4',5,5'-Hexachlorobifenyl PCB 153
2,2',4,5,5'-Pentachlorobifenyl PCB 101 2,2',3,3',4,4',5-Heptachlorobifenyl PCB 170
2,3',4,4',5-Pentachlorobifenyl PCB 118 2,2',3,4,4',5,5'-Heptachlorobifenyl PCB 180

Organochlorové pesticidy OCP

p,p'- Dichlorodifenyldichloroetylen p,p'-DDE Hexachlorobenzen HCB
o,p'- Dichlorodifenyldichloroetylen o,p'-DDE a-Hexachlorocyklohexan a-HCH
p,p'- Dichlorodifenyltrichloroetan p,p'-DDT B-Hexachlorocyklohexan B-HCH
0,p'- Dichlorodifenyltrichloroetan o,p'-DDT y-Hexachlorocyklohexan y-HCH
p,p'- Dichlorodifenyldichloroetan p,p'-DDD

o,p'- Dichlorodifenyldichloroetan o,p'-DDD

Bromované zpomalovace horeni BFR

2,4,4’-tribromodifenylether PBDE 28 a-Hexabromocyklododekan a-HBCD
2,2’,4,4'-tetrabromodifenylether PBDE 47 B-Hexabromocyklododekan B-HBCD
2,2',4,4,5-pentabromodifenylether PBDE 99 y-Hexabromocyklododekan y-HBCD
2,2',4,4' 6-pentabromdifenylether PBDE 100 Pentabromofenol PBP
2,2',4,4',5,5'-hexabromodifenylether PBDE 153

2,2’,3,4,4',5',6-heptabromodifenylether PBDE 183
Dekabromodifenylether PBDE 209

Perfluorované alkylové latky PFAS

Perfluoro-n-butanova kyselina PFBA Perfluoro-1-butansulfonat PFBS
Perfluoro-n-pentanova kyselina PFPeA Perfluoro-1-hexansulfonat PFHxS
Perfluoro-n-hexanova kyselina PFHxA Perfluoro-1-oktansulfonat PFOS
Perfluoro-n-heptanova kyselina PFHpA Perfluoro-1-dekansulfonat PFDS
Perfluoro-n-octanova kyselina PFOA

Perfluoro-n-nonanova kyselina PFNA

Perfluoro-n-dekanova kyselina PFDA

Perfluoro-n-undekanova kyselina PFUdA

Perfluoro-n-dodekanova kyselina PFDoA

Perfluoro-n-tridekanova kyselina PFTrDA

Perfluoro-n-tetradekanova kyselina PFTeDA
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Polycyklické aromatické uhlovodiky PAH

5-Methylchrysen 5MC Cyklopentalc,d]pyren CPP
Acenaphthen ACE Dibenz[a,h]anthracen DBahA
Acenaphthylen ACY Dibenzo[a,e]pyren DBaeP
Anthracen AN Dibenzo[a,h]pyren DBahP
Benz[a]anthracen BaA Dibenzol[a,i]pyren DBaiP
Benzo[a]pyren BaP Dibenzo[a,l]pyren DBalP
Benzo[b]fluoranthen BbFA Fluoranthen FLT
Benzo[c]fluoren BcFI Fluoren FLN
Benzo[g,h,ilperylen BghiP Indeno[1,2,3-cd]pyren IP
Benzol[j]fluoranthen BjFA Fenanthren PHE
Benzo[k]fluoranthen BkFA Pyren PY
Chrysen CHR

Socioekonomické Udaje a udaje o vysce, hmotnosti pred téhotenstvim, hmotnosti pred
porodem a obvodu pasu pred téhotenstvim byly ziskdny pti osobnich rozhovorech s Zzenami béhem
jejich pobytu v porodnicich. Zdravotni Udaje o pribéhu téhotenstvi, porodu a zdravotnim stavu

novorozencl byly ziskany se souhlasem Zen z jejich zdravotnich karet v porodnicich.

3.2.2 Metylace genomu novorozenc(

Pro Ucely analyzy metylace DNA novorozencl byly béhem porodu Zen zaznamendvajicich

stravu odebrany vzorky pupecnikové krve.

3.3 Pouzité metody
3.3.1 Hodnoceni kvality stravy

K ziskani adaji o kvalité stravy matek byla pouZita databaze ,Kalorické tabulky”
(kaloricketabulky.cz) a dotaznik ,Kontrolni prakticky test kvality vyZivy téhotnych a kojicich zen”
(KPT).142143 5 yyuZitim téchto zdrojl bylo ziskdno 16 ukazatelG charakterizujicich jidelni¢ek kazdého

dne.

Databaze ,kaloricketabulky.cz“, kterd obsahuje informace o sloZeni potravin a jejich
energetické hodnoté (obrazek 8), byla pouzita k ziskani udajd o pfijmu energie, bilkovin, sacharidd,

tukd a vlakniny. Pokud konkrétni potravina v databazi nebyla, byla nahrazena vhodnym ekvivalentem.
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Va3 osobni pomocnik na vyZivu

Aplikace Kalorické tabulky vim umozni snadno a rychle ukladat
veskeré snédené potraviny, vytvafet viastni jidelnicek, scilet
recepty a analyzovat vase kalorie tak. abyste ziskali
profesionalni pfehled o tom, co snite.

Obr. 8: Databaze Kalorické tabulky

Dotaznik KPT hodnoti kvalitu stravy v pribéhu 24 hodin a sklada se z deseti otazek s moznosti

odpovédi ,ano/ne” (obr. 9). Vysledny pocet kladnych odpovédi (= bodovy zisk) pak udava celkovou

kvalitu stravy za dany den.

Kontrolni prakticky test hodnoceni kvality vyZivy téhotnych a kojicich Zen

Zaznam vvzivove spotieby za poslednich 24 hodin

1. Byly ve stravé neyméné 3 Jednotkové porce olalmin, téstovin, pediva, ryiZe?
(1 porce = 60 g chleba, 125 g vafemjch téstovin)

2 Byly ve stravé negméné 3 jednothorvé poree zelening?
(1 porce = cca 100 g kus zelenmy, 125 g brambor, muska salatu)

3. Byly nejmené 2 porce zeleniny syrove?

4. Byly ve stravé nejméné 2 jednotlhové porce ovoce?
(1 porce = cca 100 g kus ovoce, miska drobnych plodi)

3. Byla nejmené 1 povee ovoce syrovd?
6. Baly v kaZdé potravinové shupiné konzumovdny rozmanité pokrmy?
7. Mély svacing a jidla konzumovand mimo dobu hlavnich jidel viivovou hodnotu?

8. Byly konzumoviny nejméné 3 jednothové porce mléka a mléémich viroblai?
(1 poree =1 sklenice mléka, cca 200 ml jogurtu, 35 g syru)

9. Byla kenzumovdna nejméné 1 porce ze skupiny masa, ryb, dritbeze, lusténin?
(1 porce = 80 g masa, 2 varens bilky, 1 miska séjovych bobd)

10. Byly vybirdny previing netucné, libové nebo nizkotuéng alternativy pokemii?

VYHODNOCENI: Za katdou odpovéd ANO se potité 1 bod

10 bodit — VyZiva je viboma, zeela v pofadin! Bude velmi vhodné stravovat se podle stejrych zdsad jako doposud.

9-7 bodii — V lovalité siravy jsou jeStE rezervy, ale nebude piilis obtifng ndélat poritivai zmény k tomu, aby viziva byla zcela bez chyb.
64 body — Viziva neni z hlediska kvality dostateénd. Je zapotfebi vatiich zmén, aby ji bylo mo#né hodnotit alespof jako dostatetnon.

30 bodii — kvalita viEvy je zcela nedostateénd, je nutnd okam¥itd a razantni néprava.

Obr. 9: Kontrolni prakticky test kvality vyZivy téhotnych a kojicich Zen (KPT)
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Otazky se tykaji pfijmu rlznych skupin potravin, ¢asového rozloZeni prijmu potravy, jeji
rozmanitosti a preferenci nizkotuénych potravin pro kazdy den. Tabulka 2 ukazuje mezni body pro

dotazované faktory.

Tab. 2: Mezni hodnoty faktorud stravy v dotazniku KPT

Faktor stravy Mezni hodnota

Ceredlie 3 porce/den (1 porce =60 g chleba, 125 g vafenych téstovin)

Zelenina 300 g/den

Syrova zelenina 200 g/den

Ovoce 200 g/den

Syrové ovoce 100 g/den

Mléko, mlécné vyrobky 3 porce/den (1 porce =1 sklenice mléka, cca 200 ml jogurtu, 55 g syru)
Maso, vejce, lusténiny 1 porce/den (1 porce =80 g masa, 2 vafené bilky, 1 miska lusténin)
Rozmanitost 3 rtizné potraviny ve 3 riiznych skupindch potravin/den

Casové rozlozeni 5 nutri¢né hodnotnych jidel/den

Preference nizkotuénych potravin Ejliza‘l,nz ;321;(1)?:31;};;}; };(;t;‘avin nad potravinami s vysokym obsahem

U kazdé Zeny byly vypoclteny primérné hodnoty faktor( stravy ziskané z databaze ,ka-
loricketabulky.cz” ze viech dn(, kdy byla kvalita stravy sledovana. Hodnoty faktor( stravy ziskané z KPT
byly vypocteny jako procento dnd, ve kterych Zena dosahla nebo prekrocila mezni hodnotu. Déle byla
pro kazdou Zenu urcena celkova kvalita stravy jako jeji primérny bodovy zisk v KPT ze vSech dn(, kdy

byla kvalita sledovana.

3.3.2 Analyza persistentnich organickych polutantld a vypocet jejich alimentarniho
prijmu
Pfi analyze POP byly nejprve stanoveny jejich koncentrace ve vzorcich stravy a nasledné

vypocten jejich alimentarni prijem.

3.3.2.1 Analyza koncentraci POP v celodennich vzorcich stravy

Analyza koncentraci persistentnich organickych polutantl ve vzorcich stravy byla provedena

pracovniky VSCHT, proto je zde popsana pouze stru¢né.'*
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PCB, OCP, PBDE a PAH byly analyzovany pomoci plynové chromatografie (GC). Nejprve
ruéné vyrobené kolony oxidu kifemicitého. Pro separaci a identifikaci PCB a OCP byla pouzita GC
spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii provozovanou v ionizaci narazem elektrond (GC-EI-
MS/MS) na kapilarni koloné DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). PAH byly analyzovany pomoci GC-
EI-MS/MS na kapilarni koloné Rxi-PAH (40 m x 0,18 mm x 0,07 um). PBDE byly hodnoceny pomoci GC
spojené s hmotnostni spektrometrii v negativni chemické ionizaci (GC-NCI-MS), se separaci na kapilarni
koloné DB-XLB (15 m x 0,25 mm x 0,10 um). Meze stanovitelnosti (LOQ) pro vySe uvedené slouceniny

se pohybovaly mezi 0,003-0,05 ng/g ww.

PFAS, PBP a izomery HBCD byly izolovany acetonitrilem na nosici s anorganickymi solemi. Pro
fazi Cisténi byla pouzita disperzni extrakce na pevné fazi (dSPE) pomoci sorbentu zSEP+. PFAS byly
analyzovany pomoci ultra-vysokouc¢inné kapalinové chromatografie spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrii, provozovanou v elektrosprejové ionizaci v negativnim modu (UHPLC-ESI-
MS/MS). PBP a HBCD byly separovany na reverzni fazi za pouziti kolony BEH C18 (100 x 2,1 mm; 1,7

um). Meze stanovitelnosti PFAS, PBP a HBCD byly v rozmezi 0,01-0,1 ng/g ww.

3.3.2.2  Vypocet prumérného alimentdrniho prijmu POP

Alimentarni pfijem POP v jednotlivych dnech byl vypocten vyndsobenim jejich koncentraci ve
vzorcich stravy a hmotnosti pfijaté tuhé stravy v dany den. Ndsledné byl pro kazdou Zenu vypocitan ze

véech jejich analyzovanych dni primérny denni pfijem POP.

3.3.3 Celogenomova analyza metylace DNA

Bé&hem porodu Zen zaznamendvajicich stravu byly odebrany vzorky pupecnikové krve. Analyza

metylomu novorozencl byla provedena v lymfocytech izolovanych z téchto vzork(.

3.3.3.1 Izolace DNA

DNA byla ze vzorkd krve ziskana Millerovou metodou modifikovanou pro izolaci z periferni
krve, pupelnikové krve a kostni dfené.'® Lymfocyty byly separovény centrifugaci po hemolyze a jejich
DNA ndsledné uvolnéna po lyze jadernych membran. Proteiny byly enzymaticky fragmentovany a

odstranény odsolenim. DNA byla vysraZena etanolem a nasledné rozpusténa ve vodé.
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Koncentrace a Cistota izolované DNA byly zméfeny spektrofotometrem NanoDrop 1000.

Izolovana DNA byla uchovavana pfi teploté -20°C.

3.3.3.2 Bisulfidickd konverze DNA

PFi bisulfidické konverzi DNA byly nemetylované cytosiny pfeménény na uracily, zatimco

metylované cytosiny zlstaly nezménéné.

Metoda je zaloZena na skutecnosti, Ze cytosin je reakci s hydrogensifiCitanem sodnym
sulfonovan a nasledné deaminovan. Po desulfonaci je vysledkem této reakce uracil. Metylova skupina
v 5-metylcytosinu sulfonaci, a tim i nasledné deaminaci, brani. Vysledkem bisulfidické konverze je
tedy DNA, ve které zlstaly metylované cytosiny nezménéné, zatimco nemetylované cytosiny byly

preménény na uracily.

S vyuZzitim kitu ,,EZ DNA Methylation Kit“ firmy Zymo Research bylo konvertovdno 1200 ng DNA
izolované z kazdého vzorku pupecnikové krve. Koncentrace konvertované DNA byla ndsledné zméfena
fluorometrem s vyuzitim kitu ,,Qubit ssDNA Assay Kit” firmy Thermo Fisher Scientific. Soucasti tohoto
kitu jsou Cipy, z nichZ kazdy umozZnuje analyzu osmi vzorkl. Pro kazdy vzorek je na Cipu pripravena

oblast obsahuijici sondy, které hybridizuji s 863 904 specifickymi CpG misty lidského genomu.

Nasledujici kroky popsané v odstavcich 3.3.3.3 aZz 3.3.3.8 byly provedeny s vyuzZitim kitu
»Infinium MethylationEPIC BeadChip Kit“ firmy I[llumina.

3.3.3.3 Celogenomovd amplifikace DNA a fragmentace DNA

Vzorky konvertované DNA (250 ng) byly nejprve denaturovany pomoci hydroxidu sodného a

nasledné amplifikovany pfi teploté 37°C.

Béhem reakce byly uracily nahrazeny tyminy. DNA byla vtomto kroku amplifikovana az

tisickrat.

DNA byla dale enzymaticky fragmentovana na Useky dlouhé 300-600 bp, coZ je délka vhodna
pro hybridizaci se sondami navazanymi na Cipech. K fragmentaci byla pouzita endpoint metoda, ktera

zabranuje nadmérné fragmentaci DNA.

Po fragmentaci byly vzorky precistény vysrazenim isopropanolem a naslednym rozpusténim

v hybridizacnim pufru.
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3.3.3.4 Hybridizace DNA na Cipy Infinium

DNA byla nanesena na Cipy Infinium EPIC firmy lllumina, kde hybridizovala se sondami. Z
analyzovanych CpG mist se 54 % nachazi v promotorech, 30 % v genech a 16 % v intergenovych

oblastech.®

Na cipech jsou sondy pro jednotlivda CpG mista umisténé ve dvou rlznych systémech —
Infinium | (142 462 sond) a Infinium 1l (721 642 sond). Sondy jsou v obou systémech svymi 5° konci
navazané na kulicku a 3" konce maji volné. KaZzda sonda ma 23 bazi dlouhou adresni sekvenci
umoznujici identifikaci jejiho fyzického umisténi na ¢ipu a 50 bazi dlouhou hybridizacni sekvenci, ktera

je komplementdrni ke specifickym oblastem genomové DNA.

Hlavni rozdil mezi obéma systémy spociva v tom, Ze v systému Infinium | jsou pro kazdé CpG
misto dvé varianty sond, kdezto v systému Infinium Il pouze jedna varianta. Nevyhodou systému
Infinium | je fakt, Ze pro méreni metylace jednoho CpG mista je potieba na Cipu dvakrat vétsi prostor
oproti systému Infinium Il. Vyhodou naopak je, Ze miZe stanovit metylaci i v oblastech s vysokou
hustotou CpG mist (CpG ostrlvky), v nichZ je umisténo 19 % vsech CpG mist analyzovanych na ¢ipu. Na
Cipech se proto pouziva kombinace obou systému. Podil sond systému Infinium Il je vysoky (83,5 %),
protoze je analyzovdno mnoho CpG mist nachazejicich se v distalnich regulacnich elementech. To jsou
vétSinou oblasti s fidkym zastoupenim CpG mist, ktera tedy nevyZzaduji analyzu systémem Infinium I.

Pro kazdy tento regulacni element je na Cipu vétSinou pouze jedna sonda.
a) Systém Infinium |

Tento systém ma pro kazdé analyzované CpG misto na Cipu navdzané dvé samostatné kulicky,
z nichZ kazda nese bud jenom sondy pro metylovanou variantu daného CpG mista, nebo sondy pro
nemetylovanou variantu. Oba typy sond se od sebe lisi pouze poslednim nukleotidem na 3’koncich,
kterymi jsou bud’ guanin (komplementarni k metylovanému cytosinu) nebo adenin (komplementarni
k tyminu, ktery v procesu celogenomové amplifikace DNA vzorku nahradil uracil vznikly konverzi

nemetylovaného cytosinu).

DNA z naneseného vzorku se navaze na obé varianty sondy. Posledni nukleotid na 3’konci
sondy vsak hybridizuje bud pouze s metylovanym cytosinem nebo pouze s tyminem. Pokud se na
sondu navaze DNA vzorku, kterd neni vtomto misté k sondé komplementarni, zGstava jeji 3’konec

nehybridizovany.
b) Systém Infinium Il
Systém Infinium Il ma pro kazdé analyzované CpG misto na Cipu navazanou jednu kuli¢ku, kterd

nese kopie jedné stejné sondy komplementarni k danému CpG mistu. VSechny sondy na vSech
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kulickach systému Infinium Il maji na svém volném 3’konci cytosin, ktery hybridizuje s guaninem

daného CpG mista v DNA vzorku.

3.3.3.5 Metylacné specifické prodlouzeni sond

ProdlouzZeni sond, zaloZzené na metodé single-base extension, umoziiuje genotypovani C/T
mista, a tim rozliSeni metylovaného a nemetylovaného cytosinu v plvodnim vzorku DNA (viz kapitoly

3.3.3.223.3.3.3).

Po hybridizaci sond s konvertovanou DNA byly na ¢ip naneseny specificky modifikované volné
dideoxynukleotidy. Tyto ddNTP prodlouzily sondy pravé o jednu bazi. Modifikace ddATP a ddTTP

spocivala v tom, Ze na né byl navazan dinitrofenyl, zatimco na ddCTP a ddGTP byl navdzan biotin.

Po prodlouzZeni sond byla odmyta konvertovand DNA i nenavazané ddNTP a na Cipu tedy

zUstaly pouze kulicky se sondami oznacenymi biotinem nebo dinitrofenylem.

a) Systém Infinium |

Metylacné specifické prodlouzeni sond systému Infinium | je zaloZené na skutecnosti, Ze DNA
polymeraza pripoji k sondé dalsi nukleotid pouze v pfipadé, Ze je jeji 3° konec komplementarni
k hybridizované DNA vzorku. K sondam, jejichz 3" konec ke vzorku komplementdrni neni, tedy neni

pfipojen znaceny ddNTP a v nasledujicim kroku nejsou oznaceny fluorescenénim barvivem (obrazek

10).

A Infinium I 2 typy koralkl pro jeden lokus CpG

Typ U (nemetylovany) Typ M (metylovany) AT C" G"
T Prodlouzeni o jednu bazi
. T
Sonda infinum_, / /
3 GAAGTATC = 5' —CG
DNA po bisulfitové konverzi 3 e GAAGCATC o 57

Inzenzita M

" Intenzita U + Intenzita M + 100

X ———cox
30— GAAGCAIC —5' 3———GAAGTATC —5°

Obr. 10: Sondy systému Infinium | 147

23



b) Systém Infinium Il

V systému Infinium Il maji vSechny sondy 3" konce komplementarni k DNA vzorku a jsou tedy
vSechny prodlouZeny. Rozdil je v tom, Ze k sondam hybridizovanym k DNA s metylovanym CpG mistem
je pfipojen ddGTP (s navazanym biotinem), zatimco k sondam hybridizujicim s DNA s nemetylovanym

mistem je pripojen ddATP (s navdzanym dinitrofenylem) (obrdzek 11).
B Infinium II: 1 typ koralkd pro jeden lokus CpG, 2 barevné odeéty

TypU+1 AT C* G*

A ProdlouZeni o jednu bazi

\/ / 3:GTAE;'T£TC —5 .
/

Intenzita U + Intenzita M + 100
Obr. 11: Sondy systému Infinium II

U+M __—--—-

G

-m“
".__ e

3 e GAAGCATC e 5°

147

3.3.3.6 Barveni sond a zesileni fluorescencniho signdlu

Na Cipy byl nanesen streptavidin, ktery se vaze na biotin, a anti-DNP protilatka, ktera se vaze
na dinitrofenyl, pficemz molekuly streptavidinu byly oznaceny zelenym fluorescenénim barvivem a
molekuly anti-DNP protilatky ¢ervenym fluorescenénim barvivem. Po vazbé téchto molekul na

biotinylované a dinitrofenylované sondy byly tedy sondy fluorescenéné oznaceny.

Posléze byly na Cipy opakované nanaseny biotinem a DNP-znacené protilatky a fluorescenéni

barviva, ¢imz byl fluorescenéni signal zesilen.

3.3.3.7 Skenovani Cipl

Skenovani Cipla probihalo ve skeneru iScan (lllumina). Pfed zahdjenim samotného skenovani
byly do pfistroje stazeny ze stranek firmy lllumina soubory Dmap, které umoznuji ke kazdé kuli¢ce

umisténé na Cipu pfiradit konkrétni CpG misto. Tyto soubory jsou pro kazdy Cip specifické.

Béhem samotného skenovani byly nejprve laserem o dvou vinovych délkach excitovany
fluorofory v éerveném i zeleném fluorescenénim barvivu. Nasledné byly pro kazdou kuli¢ku zvlast

méreny intenzity fluorescence.
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a) Systém Infinium |

Cim vice sond navazanych na kuli¢ce hybridizovalo s tou variantou (metylovanou nebo
nemetylovanou) daného CpG mista, kterd umoznila jejich prodlouzeni o ddNTP, tim byl fluorescen¢ni
signal kulicky silnéjsi. PfevaZzovala-li tedy v DNA vzorku metylovana varianta daného CpG mista nad
variantou nemetylovanou, byl signal z kulicky nesouci sondy pro metylovanou variantu silnéjsi nez

signal z kulicky nesouci sondy pro nemetylovanou variantu.

b) Systém Infinium Il

Cim vice bylo v DNA vzorku metylovanych variant daného CpG misto, tim vice sond
navazanych na prislusné kuli¢ce hybridizovalo s touto metylovanou variantou mista a tim intenzivnéjsi
byl zeleny fluorescencni signal kulicky. Stejné tak ¢im vice bylo v DNA vzorku nemetylovanych variant
daného CpG mista, tim intenzivnéjsi byl cerveny signal prislusné kulicky. U homozygotl tedy
prevazovala bud zelena nebo ¢ervena barva, zatimco u heterozygoti byly intenzity fluorescence obou

barev podobné a vysledna barva byla tedy Zluta.

3.3.3.8 Zpracovani surovych dat ziskanych skenovdnim Cip(

. Pfiprava statistického programu R

Nejprve byly do pracovniho prostiedi statistického programu R ulozeny sobory formatu IDAT

obsahujici hodnoty intenzit fluorescencniho signalu, které byly vytvofeny skenerem iScan.
Do statistického programu R byly vlozeny tyto soubory:

1. minfi: balik funkci projektu Bioconductor, ktery umoZniuje zpracovani dat z Cipd v prostiedi

statistického programu R

2. llluminaHumanMethylationEPICanno.iim10b4.hgl9 a IllluminaHumanMethylationEPICmanifest:
soubory projektu Bioconductor pfifazujici k jednotlivym CpG mistlim informace napftiklad o pfipadném
vyskytu jednokluotidového polymorfismu (SNP) nebo o jejich pfislusnosti ke konkrétnim CpG
ostravkam, genlim a regulacnim oblastem. V téchto souboru je uvedena také sekvence sondy, ktera
na Cipu s timto CpG mistem hybridizuje.

Vzhledem k CpG ostrivkim jsou jednotlivd CpG mista rozdélena do tfi skupin: CpG uvnif
ostrivku, CpG v oblastech oznacovanych jako brehy ostrivk( (Useky do vzdalenosti 2000 bp od
ostrivku) a CpG nemajici zadny vztah k ostravkim.

Vzhledem ke genlm jsou jednotlivd CpG mista rozdélena do péti skupin: uvnitif promotoru
(oblast do vzdalenosti 1500 bp pred mistem zacatku transkripce), v oblasti 5°-UTR, v kddujici oblasti

genu, v oblasti 3"-UTR, v intergenni oblasti.
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3. samplesheet: soubor s informacemi o jednotlivych vzorcich véetné Cisel Cipl a konkrétnich pozicich,

na kterych jsou jednotlivé vzorky umisténé

4. xReactiveProbes: seznam sond, které hybridizuji s vice rlznymi oblastmi genomu

Il. Vytvoreni souboru dat

S yvuzitim funkci read.metharray.sheet a read.metharray.exp baliku minfi byl vytvoren soubor
obsahujici hodnoty intenzit fluorescencniho signdlu a dalsi informace o jednotlivych vzorcich. Tento

soubor byl vytvoren spojenim informaci z IDAT souborl a ze souboru samplesheet.

Ill. Kontrola kvality namérenych dat

Pomoci funkce detectionP baliku minfi byl pro kazdé CpG misto porovndn souhrnny
fluorescencni signal ze vsech jeho sond (tedy jak ze sond pro metylovanou variantu, tak ze sond pro
nemetylovanou variantu) s fluorescen¢nim signdlem pozadi (signal pozadi byl odhadnut z kontrolnich

negativnich sond) a vypoctena p-hodnota nulové hypotézy, Ze jsou oba fluorescencni signaly stejné.

svvs

Cim niZ&i je p-hodnota, tim je fluorescenéni signal daného CpG mista spolehlivéjsi. Primérna
p-hodnota pro kazdy vzorek umoziiuje zméfit obecnou kvalitu vzorkd z hlediska celkové spolehlivosti

signdlu. Vzorky, které maji mnoho neulspésnych sond, maji vysoké priimérné p-hodnoty.

IV. Normalizace dat

Data byla normalizovdna metodou kvantilové normalizace, kterd vyrovnala rozdily mezi
hodnotami intenzit fluorescenéniho signalu na jednotlivych Cipech. Tato normalizace je nezbytna,
protoZe ackoli jsou viechny Cipy skenovany stejnym skenerem, neni distribuce intenzit signdlu mezi
Cipy stejna a srovnatelnosti intenzit mezi Cipy mlze byt dosaZzeno pouze mezi normalizovanymi Cipy.
Normalizace byla provedena pomoci funkce preprocessQuantile, kterd je soucasti baliku Minfi a je

vhodna pro vzdjemné si podobné vzorky.

V. Filtrace dat
Z dat byly odstranény tyto sondy:

a) sondy, u nichZ nebyl fluorescencni signal dostatecné silny oproti signalu pozadi. Konkrétné jde
o sondy, u kterych byla p-hodnota rozdilu signalu mezi sondou a pozadim vétsi nez 0,01.
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b) sondy, které hybridizuji s CpG misty nachdazejicimi se na pohlavnich chromozomech. Tyto

sondy byly odstranény proto, Ze v souboru byly vzorky jedinct obojiho pohlavi.

c) sondy, které hybridizuji s CpG misty, ve kterych byl zjistén jednonukleotidovy polymorfismus

(SNP). Tyto sondy byly vylouceny pomoci funkce dropLociWithSnps z baliku minfi.

d) sondy, které hybridizuji s vice rllznymi oblastmi genomu.

VI. Vypocet hodnot 8

Po normalizaci a filtraci dat byly pomoci funkce getBeta baliku minfi vypocitany pro kazdé CpG

misto hodnoty B, které urcuji miru metylace tohoto CpG mista.

B = intenzita metylovaného signdlu/(intenzita nemetylovaného signdlu + intenzita

metylovaného signalu + 100)

Hodnota B = 0 znaci zcela nemetylované CpG misto, zatimco bliZi-li se f hodnoté 1, CpG misto
je metylované na obou alelach vétsiny analyzovanych bunék, pficemz tyto hrani¢ni hodnoty ukazuji na

homozygotni stav. Pfi heterozygotnim stavu se B pohybuje kolem hodnoty 0,5.

3.3.3.9 Testovani diferencidlni metylace

Pro kazdy hodnoceny faktor byly vzorky rozdéleny do dvou skupin tak, Ze v jedné skupiné byly
vzorky s vysokou hodnotou daného faktoru a ve druhé skupiné pak vzorky s jeho nizkou hodnotou.

Nasledné byla testovana diferenciadlni metylace mezi témito dvéma skupinami.

K testovani diferencialni metylace byl ve statistickém programu R pouZit balik limma. K tvorbé
modell byla vyuzita funkce ImFit tohoto baliku. Diferencidlni metylace pak byla vypocitana pomoci

funkce eBayes, ktera vyuZiva bayesovskou statistiku zaloZenou na gaussovském modelu.*®
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4 VYSLEDKY
4.1 Ué&astnici studie

Zakladni charakteristiky studovanych skupin matek a jejich novorozenct jsou shrnuty v tab. 3.

Tabulka 3: Charakteristika matek a jejich novorozenct

N Primér = SD Median (Min. — Max.)
Matky
vk (roky) 49 30,8+ 4,6 30 (22 - 43)
Délka téhotenstvi (tydny) 49 39,3+1,1 39 (37-41)
Vaha (pred téhotenstvim) 49 67,3+14,0 66,0 (43 -113)
WHIR (pred téhotenstvim) 49 0,46 + 0,07 0,45 (0,36 —0,65)
BMI (pied t&hotenstvim) 49 23,7+4,6 22,2 (17,2 - 36,9)
Vzdélani (25/ S5/VS) 0/20/29
Doplriky stravy v poslednim  trimestru (ano/ne) 27/22
Novorozenci
Porodni hmotnost (g) 49 3432 +449,2 3360 (2650 - 4580)
Apgar skére (body) 49 9,8+0,5 9,8 (8-10)
Pohlavi (M/Z) 28/21
Primérny Casovy interval mezi zdiznamem stravy  a 49 11,2+7,4 10(1-29)
odbérem pupecnikové krve (dny)

Vsechny matky byly evropského plvodu, jejich primérny vék byl 31 let (rozmezi = 22 - 43).
Z4adna Zena neuvéadéla vyrazné finanéni problémy a 59 % bylo absolventkami vysoké $koly. Matky se
samy radily mezi nekuracéky, ¢tyfi z nich (tfi z Ceskych Budéjovic, jedna z Karviné) uvadély expozici
pasivnimu koureni v dobé odbéru pupecnikové krve. Hladiny kotininu byly pod limitem kvantifikace
(LOQ) u 37 Zen (76 %); maximalni hladina byla 39 ng/mg kreatininu. Padesat pét procent matek (N =
27) uzivalo v prlbéhu posledniho trimestru téhotenstvi dopliky stravy. Prlimérna reportovana
hmotnost pred téhotenstvim byla 67 kg (medidn 66 kg, rozmezi 43 — 113 kg), pramérny BMI pred
téhotenstvim 24 kg/m? (mediadn 22 kg/m?, rozmezi 17 — 37 kg/m?) a priimérny pomér pasu k vysce pred
téhotenstvim (WHtR) 0,46 (median 0,45, rozmezi 0,36 — 0,65). Dle WHtR byla hmotnost pred
téhotenstvim normalni u 65 % matek (N = 32), 19 % matek (N = 9) mélo nadvahu a 16 % matek (N = 8)
bylo obéznich (obrazek 12). 14°
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Obr. 12: Vék matek v dobé porodu a jejich hmotnostni charakteristiky pfed téhotenstvim

Vsechna téhotenstvi byla jednocetnd, 43 % matek byly prvorodicky a Zadné téhotenstvi nebylo

ukonceno pred¢asnym porodem. Vétsina porodu byla vaginalni (71 %).

Vsechny déti se narodily mezi 37. a 41. tydnem téhotenstvi s normalni porodni hmotnosti
(prdmér 3 432 g; rozmezi 2 650 — 4580 g), 41 novorozencl (83 %) mélo hodnotu Apgar skére 10 bod(,
Sest novorozencd 9 bodU a dva novorozenci 8 bod(; 57 procent novorozenct bylo muZského pohlavi.

(obrazek 13)

Délka téhotenstvi (dle UZ) Apgar skore Porodni hmotnost
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Obr. 13: Porodni charakteristiky

29



4.2 Kvalita stravy

4.2.1 Mnotzstvi a nutricni kvalita stravy

0Od 49 téhotnych Zen bylo ziskano celkem 317 celodennich zaznam stravy.

4.2.1.1

MnoZstvi a nutri¢ni kvalita stravy v jednotlivych sledovanych dnech

Hodnoty nutri¢nich parametr( ziskané pro 317 sledovanych dni jsou shrnuty v tabulce 4.

Tab. 4: Hodnoty faktor( stravy v jednotlivych dnech

Primér+ SD | Median (Min. - Max.) | Doporuceny denni pfijem '50-15
Denni piijem
Energie (kJ) 8485 + 2632 8263 (2080 — 17207) 10000 kJ
Bilkoviny (g) 74,4+ 25,6 73,4 (12,0~ 175,9) 80g
Sacharidy (g) 246,5+84,3 | 239,4 (52,8 - 558,5) 300 g
Tuky (8) 78,6 +33,4 75.68 (16.88 — 216.27) 75g
Vlaknina (g) 17,3+8,1 16,4 (2,4 -50,1) 25¢g

Potravinové skupiny

Procento dni
s dostatecnym
prijmem (%)

Doporuceny denni pfijem

Obiloviny 83 3 porce
Zelenina 26 300 g
Zelenina syrova 19 200 g
Ovoce 56 200 g
Ovoce syrové 72 100 g
MIlécné vyrobky 29 3 porce
Maso, vejce, lusténiny 79 1 porce

Kvalita stravovani

Procento dni
s dostatecnou
kvalitou (%)

Hodnocena kvalita

Alespon tfi rtizné potraviny v alespon tfech rtznych

Rozmanitost 63 iy, . .
vyzivovych skupindch
Casova distribuce pfijmu stravy 67 Alespon pét porci jidla denné
, . . Pfevaha netudnych variant potravin nad variantami
Preference nizkotu¢nych potravin 64 y P

tunymi

Pramér £ SD

Median (Min. — Max.)

Celkova denni kvalita stravy (max. 10
bodi)

56+1,9

6,0 (0 10)

Pramérny prijem energie a makrozivin v jednotlivych dnech pfiblizné odpovidal doporuc¢enym

smérnicim. %153 pramérny denni pf¥ijem vlakniny byl viak pouze 17,3 g/den (medidn 16,4 g/den),

pfiéem? doporuéend hodnota je 25 g /den®? (viz obrazek 14).
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Obr. 14: Pfijem energie, makrozivin a vlakniny v jednotlivych dnech

Velké nedostatky byly zjistény v pfijmu nékterych potravinovych skupin. PFijem mlécnych
vyrobk( byl dostateény pouze ve 29 % dnd, zeleniny ve 26 % dn(l. Vyrazny nedostatek byl predevsim

v pfipadé syrové zeleniny, jejiz prijem byl dostatecny pouze v 19 % dnd.

Rozmanitost stravy, ¢asové rozlozeni pfijmu potravy a preference nizkotuénych potravin byly

dostatecné ve dvou tretinach dnu.

Pramérna celkova kvalita stravy dana souc¢tem kladnych odpovédi na deset otazek ano/ne v
dotazniku KPT byla 5,6 bodu (median 6 bodt, rozmezi 0 — 10 bod{) z maximalné 10 moznych bod( (viz

obrazek 15).

Pfijem potravinovych skupin Dalsi faktory stravy Celkova kvalita stravy

=

|-|H } il

obiloviny zelenina syrova ovece syrové mléke  maso rozmanitost vhodna ¢asova preference
zelenina ovoce vejce distribuce nizkotuénych
lusténiny potravin o i

P
body

% dni s dostateénym pfijmem
% dni s dostatecnou kvalitou
6
1

Obr. 15: Pfijem potravinovych skupin a kvalita stravy v jednotlivych dnech

4.2.1.2 MnoZstvi a nutricni kvalita stravy jednotlivych Zen

Pramérné hodnoty faktor( stravy u jednotlivych Zen jsou shrnuty v tabulce 5. Hodnota
pfijmu energie, bilkovin, sacharidd, tukd a vliakniny byla vypoctena jako priimér denniho ptijmu
ze vSech sledovanych dni. Déle bylo pro kazdou Zenu vypocteno procento dni, ve kterych méla

dostatecny pfijem jednotlivych potravinovych skupin, a procento dni s dostatecnou
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rozmanitosti stravy, s vhodnou casovou distribuci jejiho ptijmu a s prfevahou nizkotucnych

variant potravin.

Tab. 5: Hodnoty faktoru stravy u jednotlivych Zen

Pramér + SD Median (Min. — Max.)

Primérny denni pfijem

Energie (kJ) 8430 + 2032 8176 (3488-11974)
Bilkoviny (g) 74,0 16,9 72,2 (31,7 -107,7)
Sacharidy (g) 2440+ 67,4 238,8 (106,8 -391,0)
Tuky (g) 78,3 £21,1 77,2 (28,1 —120,0)
Vlaknina (g) 172+ 6,4 16,6 (6,3 -37,6)

Procento dni s dostatecnym pfijmem

Obiloviny (%) 81,1+23,7 85,7 (0-100)
Zelenina (%) 26,0 +25,2 14,3 (0 - 100)
Zelenina syrova (%) 18,7 +22,9 14,3 (0-85,7)
Ovoce (%) 55,4 £29,0 57,1 (0 - 100)
Ovoce syrové (%) 70,5 +25,2 71,4 (0-100)
MIlécné vyrobky (%) 29,4 +24,9 25,0 (0-85,7)
Maso, vejce, lusténiny (%) 79,6 £17,8 83,3 (42,9-100)

Procento dni s dostatecnou kvalitou

Rozmanitost (%) 64,2 +29,7 71,4 (0-100)
Casové distribuce (%) 65,5+ 31,7 71,4 (0 - 100)
Preference nizkotucnych potravin (%) 64,0 +28.2 71,4 (0 -100)
Primér = SD Median (Min. — Max.)
Prameérna kvalita stravy (max. 10 bodi) 55+14 5,9(2,3-9,0)

Doporudeny denni pFijem energie ve tfetim trimestru téhotenstvi je 10 000 kJ.»*° Dvacet Sest
Zen (53 %) mélo prdmérny denni pfijem energie v rozmezi 8 000 — 12 000 kJ, u dvacet tfi Zen (47 %)
byla tato hodnota nizsi, u jedné Zeny byl pfijem pod 50 % doporucené hodnoty. U Zadné z Zen

nepresahoval primérny denni pfijem energie 12 000 kJ.

Doporudeny denni pfijem bilkovin ve tfetim trimestru t&hotenstvi je 80 g.1>! Devatenéct Zen

(39 %) mélo pramérny denni pfijem bilkovin v rozmezi 70 — 90 g/ den, dvacet jedna zen (43 %) mélo
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cvvs

mélo pfijem nad 90 g/den.

Doporuéeny denni pfijem sacharidd je pro Zeny ve tfetim trimestru t&hotenstvi 300 g.'>?

Osmnact Zzen (37 %) mélo priimérny denni pfijem v rozmezi 250 — 350 g, dvacet osm Zen (57 %) mélo
pfijem nizsi, pét z nich pak nizsi nez polovinu doporuceného prijmu. Tfi Zeny mély naopak priimérny

denni pfijem vyssi nez 350 g.

Doporudeny denni pFijem tukd ve tietim trimestru téhotenstvi je 75 g.1>* Sedmndct Zen (35 %)
mélo pramérny denni pfijem v rozmezi 65 - 85 g. Tfrinact zen (27 %) mélo prijem nizsi, dvé Zeny pod

50 % doporuceného denniho pfijmu. Devatendct zen (39 %) Zen mélo prijem vyssi.

Pouze tfi zeny mély dostatecny denni ptijem vldkniny, jehoz doporuc¢ena minimalni hodnota je

25 g/den.2® Devét Zen (18 %) nedoséhlo ani poloviny této minimalni hodnoty (viz.obrazek 16).
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Obr. 16: Primérny matefsky denni pfijem energie, makroZivin a vlakniny

Pramérna celkova kvalita stravy matek se pohybovala od 2,3 do 9 bod{ z maximalnich 10 bodd.

Z potravinovych skupin byl u vétSiny Zen dostatecny pfijem ve skupiné obiloviny a ve skupiné
maso, vejce, ludténiny. Zeny primérné dosahly doporu¢ovaného p¥ijmu potravin v 81 % sledovanych
dni (obiloviny) a v 80 % dni (maso, vejce, lusténiny). Nejméné uspokojivy byl naopak pfijem ve
skupinach zelenina, do které byly zapoditavany i varené brambory, a mlé¢né vyrobky. Zeny mély
dostatecny pfijem zeleniny priamérné pouze ve Ctvrtiné sledovanych dni, pricemz prijem syrové
zeleniny byl dostate¢ny pouze v pétiné sledovanych dni. MIécné vyrobky Zeny konzumovaly
v dostate¢né mite prlimérné pouze v29 % sledovanych dni. Zddna Zena napfijimala dostate¢né

mnozstvi syrové zeleniny a mlécnych vyrobki ve vsech sledovanych dnech.
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Zeny mély dostateéné rozmanitou, ¢asové vhodné rozloZenou a nepfilid tuénou stravu

prdmérné priblizné ve dvou tretinach sledovanych dni.

Dny s dostateénym pfijmem a kvalitou Pramérna kvalita stravy matek
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Obr. 17: Pfijem potravinovych skupin a kvalita stravy u jednotlivych Zen

4.2.2 Perzistentni organické polutanty ve stravé

4.2.2.1 Vyskyt a koncentrace POP

Vyskyt jednotlivych polutantl ukazuje obrazek 18. Deset latek se nevyskytovalo v zZadném
vzorku (6 PAH, 4 PFC). Naopak nejcastéjsi vyskyt mél p, p'-DDE, jeden z metabolitll DDT, ktery nebyl

detekovan pouze v jednom ze vsech 317 vzork stravy.

Vyskyt jednotlivych POP ve vzorcich stravy
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Obr. 18: Vyskyt jednotlivych perzistentnich organickych polutant( ve vzorcich stravy
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Vyskyt a koncentrace jednotlivych skupin perzistentnich organickych polutantl ukazuje

obrazek 19.

Obr. 19:

Vyskyt POP ve vzorcich stravy Koncentrace POP ve vzorcich stravy
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Vyskyt a koncentrace perzistentnich organickych polutantd ve vzorcich stravy

Celkové koncentrace OCP byly zjistény nad mezi stanovitelnosti (LOQ) ve vSech 317 vzorcich

stravy. Ostatni skupiny POP byly detekovany nad LOQ v tomto poctu vzorkd (fazeno od nejéastéjsiho

vyskytu): PAH 98 % vzork(l, PCB 96 % vzork(, BFR 78 % vzork(i a PFC 27 % vzorkd.

Soucty koncentraci PAH byly ze vSech skupin POP nejvyssi, jejich median byl 1,7 ng/g (max. 47

ng/g). Median sumy koncentraci OCP byl 0,22 ng/g (max. 5,6 ng/g), median sumy koncentraci BFR 0,12

svvs

byly zjistény u PFC, jejichz median byl 0,03 ng/g (max. 0,33 ng/g).

Jedinymi latkami, jejichZ koncentrace se statisticky vyznamné (p = 2,54.10) lisily v obou

sledovanych lokalitach, byly polycyklické aromatické uhlovodiky (obrazek 20).

PAH v lokalitach
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Obr. 20: Koncentrace polycyklickych aromatickych uhlovodik( (suma) ve vzorcich stravy
z Ceskych Budé&jovic (CB) a Karviné (K).
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log [ng / den]

4.2.2.2 Alimentdrni pfijem POP

Nejprve byl vypocten alimentarni pfijem perzistentnich organickych polutantl v kazdém z 317
sledovanych dnd, a to vynasobenim koncentraci POP ve vzorku stravy a celkové hmotnosti prijaté

pevné stravy v dany den. Nasledné byl vypocten primérny denni alimentarni ptijem POP kazdé Zeny.

Nejvyssi priimérny denni alimentarni prijem BFR a PAH se pohyboval v desitkach pg, prijem
PCB a OCP v jednotkdach pg a prijem PFC v desetinach ug. Obrazek 21 ukazuje denni pfijem vSech skupin

POP a dvou jednotlivych polutant( s nejéastéjsim vyskytem z kazdé skupiny.

Prumérny denni alimentarni pfijem POP
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Obr. 21: Prdmérny denni alimentérni prijem POP jednotlivych Zen

4.3 Metylace DNA novorozenctli

4.3.1 Kvalita, normalizace a filtrace dat

Celkem bylo analyzovano 1051539 sond, které mély dostatecny fluorescencni signal:
prdmérna p-hodnota nulové hypotézy o shodnosti jejich signalu se signalem pozadi byla u vSech pod
0,05. Fluorescencéni signaly vSech analyzovanych CpG mist bylo tedy moZné pokladat za spolehlivé.
Zaroven bylo mozné konstatovat vysokou obecnou kvalitu vSech vzorkd z hlediska celkové spolehlivosti
signalu, nebot primérné p-hodnoty pro kazdy vzorek byly velmi nizké a nepfesahovaly hodnotu 0,005

(obrazek 22).
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Prumérna p-hodnota vsech sond jednotlivych vzorku
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Obr. 22: Prlimérné p-hodnoty vsech sond jednotlivych vzorka

Po vyrovnani rozdild mezi hodnotami intenzit fluorescencniho signalu na jednotlivych cipech
metodou kvantilové normalizaci zUstalo v analyze 857 839 sond, které mély ve vSech vzorcich p-

hodnotu rozdilu signdlu mezi sondou a pozadim pod 0,05 (obrazek 23).
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Obr. 23: Hodnoty B surovych a normalizovanych dat

Dale bylo odfiltrovdno vsech 18 941 sond hybridizujicich s CpG misty na pohlavnich
chromozomech, 28 590 sond hybridizujicich s Useky obsahujicimi jednonukleotidové polymorfismy a
39 389 cross-reaktivnich sond. Nasledné byly vypocteny hodnoty B pro kazdé CpG misto hybridizujici

se zbylymi 770 919 sondami. Hodnoty B urcuji miru metylace CpG mista.
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4.3.2 Testovani diferencialni metylace

4.3.2.1 Faktory potencidlné ovlivriujici metylom

Pfed samotnym testovanim kazdého z faktor( potencialné ovliviiujicich metylom byly vzorky
rozdéleny do dvou skupin. V pfipadé binarnich proménnych, tedy pohlavi ditéte, lokality (Ceské
Budéjovice vs. Karvind), typu porodu (vaginalni vs. cisaisky fez), vzdélani matky (bez VS vzdélani vs.
vysokoskolsky vzdélané), pfitomnosti starSich sourozencl v rodiné (ano vs. ne) a uzivani doplnk stravy
v poslednim trimestru téhotenstvi (ano vs. ne) byly vzorky rozdéleny dle kvality kazdého faktoru. U
kvantitativnich proménnych (porodni hmotnost, vék matky a BMI matky pred téhotenstvim) pak
probéhlo zarazeni do skupin dle ¢iselné hodnoty tohoto faktoru, pficemz v jedné skupiné byly vzorky

s hodnotou vyssi nez median, ve druhé skupiné pak vzorky s hodnotou nizsi nez median.

Jedinym faktorem, u kterého byla na 5 % hladiné vyznamnosti zjisténa rozdilnd udroven
metylace v obou porovnavanych skupinach, bylo pohlavi ditéte. Konkrétné se jednalo o rozdilnou
uroven metylace v 221 CpG mistech. Faktor pohlavi byl tedy zahrnut do ndsledného modelu pouzitého

pro testovani faktord stravy.

4.3.2.2 Faktory stravy

U faktoru stravy (energeticky prijem, bilkoviny, sacharidy, tuky, vlaknina, obiloviny, zelenina,
syrovd zelenina, ovoce, syrové ovoce, rozmanitost stravy, preference netucnych potravin,
rovnomeérnost Casové distribuce prijmu stravy, alimentarni pfijem jednotlivych POP i skupin POP)
probéhly dva typy testovani, které se lisily velikosti dvou porovnavanych skupin vzorkl. Bud' byly do
obou porovnavanych skupin zafazeny viechny vzorky, pficemz jejich rozdéleni probéhlo dle hodnoty

medidnu pfislusSného faktoru, nebo bylo hodnoceno pouze pfiblizné deset vzork( s nejvyssimi

evvs
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Tab. 6: Jeden ze dvou typ( rozdéleni vzorkd dle hodnot faktor( stravy do skupin pro

diferencialni analyzu

Faktor stravy Skupina s nejvyssimi hodnotami Skupina s nejnizsimi hodnotami
Pocet vzorkd Hodnoty Pocet vzorki Hodnoty
ve skupiné faktoru ve skupiné faktoru
(od - do) (od —do)
energeticky 10 10596 — 11974 kJ 10 3488 — 6656 kI
prijem

B

3 i | bilkoviny 10 87-108¢g 10 32-57g

gz

E g sacharidy 10 314-391¢g 10 107-187¢g

2 ©

= E | tuky 10 98-120¢g 10 28-59¢g
vlaknina 10 21-38g 10 6,3-13g
obiloviny 20 100-100 % 10 0-57%

L zelenina 9 50 —100 % 13 0-0%

£ o

25 | zelenina syrova 9 40-86 % 20 0-0%

o2

Z % ovoce 10 80 —100 % 12 0-29%

‘% g ovoce syrové 11 100-100 % 11 0-50%

o %

& £ | mléko 12 57-86% 10 0-0%
maso 15 100-100 % 9 40 -60 %
rozmanitost 12 100 - 100 % 10 0-33%

E E vhodna casova 12 100-100 % 13 0-43%

E 3 distribuce

£3 | preference 9 100 - 100 % 8 0-33%

2£ | netutnych

g E’ potravin
celkovd kvalita 10 6,7 —9 bodl 12 2,3 -4,4 bodu
stravy matky

V ptipadé perzistentnich organickych polutantd vyskytujicich se u méné nez poloviny vzorki
bylo provedeno jen porovnani vzork(l s koncentraci daného polutantu nad LOQ se vzorky s koncentraci
pod mezi stanovitelnosti. U polutantd, které se nachazely u méné nez 3 % vzork(, pak diferencidlni

analyza nebyla provedena (viz obrazek 8).

PFi Zadném typu testovani nebyla u Zddného faktoru stravy na 5 % hladiné vyznamnosti zjisténa

rozdilna droven metylace.
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5 DISKUZE

Kvalita, mnoZstvi a zdravotni nezavadnost stravy téhotnych Zen je zdsadnim faktorem

ovliviiujicim zdravi plodu.

Tato prace méla dva hlavnicile: (1) ziskdni dat o kvalité a mnoZstvi stravy téhotnych Zen, véetné
jejich alimentarni expozice perzistentnim organickym polutantdim; (2) analyza vztahu mezi stravou

matek béhem téhotenstvi (véetné pfijmu POP) a metylomem novorozencd.

5.1 Mnozstvi a nutricni kvalita stravy matek

Zeny ve sledovaném souboru mély oproti doporu¢enym hodnotdm spise niz$i nez nadbytecny

pfijem stravy. Nedostatecny byl predevsim prijem nékterych zdroja vldkniny a bilkovin.

5.1.1 Pfijem energie, makrozivin a vlakniny

Rozptyl mezi prlmérnym dennim pfijmem energie jednotlivych Zen byl pomérné velky.
Doporudovany denni pfijem energie ve tfetim trimestru téhotenstvi je 10 000 kJ.'*® TéméF polovina
Zen (47 %) méla primérny prijem pod 8 000 kJ, jedna Zena pak dokonce méné nez 5000 kJ. Nizsi
energeticky pfijem se neodrazil v porodni hmotnosti, kterd byla u vSech novorozencld v normé.
S energetickym prijmem souvisi stupen nadvahy pred téhotenstvim, kdy materskd obezita je spojena
se zvysenym rizikem nepfiznivych vysledk( téhotenstvi a s dlouhodobym dopadem na zdravi potomk
zpUsobenym zménénou metylaci jejich DNA na specifickych mistech zapojenych do metabolickych
funkci.>>*%® Devatendact procent Zen z hodnoceného souboru mélo pred téhotenstvim dle WHtR

nadvahu, 16 % Zen patfilo do kategorie obéznich.

Denni pfijem bilkovin, ktery by ve tfetim trimestru téhotenstvi mél byt 80 g **2, byl u vice nez
tretiny osob (39 %) pod 70 g. Nedostatecny, ale i nadmérny pfijem bilkovin a masa v téhotenstvi pfitom
patfi mezi nejvyznamnéjsi faktory stravy, které mohou vést k nizké porodni hmotnosti 1*8°° Oba tyto
parametry vykazovaly ve studovaném souboru statisticky vyznamny pozitivni vztah s porodni
hmotnosti (p= 0,012 pro pfijem bilkovin, p = 0,023 pro pfijem masa, vajec, lusténin).
V mnohonasobném regresnim modelu bylo 22 % variace hodnot porodni hmotnosti (adjustovany
koeficient determinace) vysvétleno spolecné prijmem bilkovin a hmotnosti matky pred otéhotnénim
(p = 0,001), pficemz oba faktory pfispély k regresnimu modelu pfiblizné stejnou silou (pfijem bilkovin

p= 0,009, hmotnost pred téhotenstvim p = 0,007).
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Prijem bilkovin v této skupiné matek a déti také vykazoval negativni vztah s hladinou

oxidaéniho poskozeni novorozenc(.!®°

Vétsina Zzen méla nedostatecny prijem vlakniny (median 16,6 g oproti doporu¢enému dennimu
minimu 25 g 13). | pfes tyto nepfiznivé vysledky jsou véak hodnoty vyrazné lepsi oproti datiim nasi pfedchozi
studie, provedené s podobnou kohortou téhotnych Zen o Sest let dfive, v niz nedosahla minimalniho

doporuéeného ptijmu vldkniny ani jedna studovanda osoba.®!

5.1.2 Kvalita a pFijem stravy u jednotlivych potravinovych skupin

V Zadném ze sledovanych dnd nemély Zeny dostatecny pfijem syrové zeleniny a mléénych

vyrobkd

Celkova primérna kvalita stravy se u jednotlivych osob velmi liSila a dosahovala hodnot od 2,3
do 9 z maximalnich deseti moZnych bodd. Nebyly vsak zjistény rozdily mezi lokalitami. Vzhledem
k socioekonomickym rozdildim i k vysledkiim nasi pfedchozi studie se dala oéekavat horsi kvalita stravy
v Karviné oproti Ceskym Budé&jovicim. Ve srovnani s pfedchozi studii zGstala kvalita stravy v Ceskych

Budéjovicich pfiblizné stejnd, zatimco v Karviné se zlepsila.16?

5.2 Alimentarni pfijem perzistentnich organickych polutant

Alimentarni pfijem POP byl ve sledovaném souboru téhotnych Zen nizky a pfijem téchto latek

byl ve vétsiné pripadl hluboko pod stanovenymi limity.

5.2.1 Polychlorované bifenyly

Polychlorované bifenyly (obrazek 24) jsou velmi stabilni v tucich rozpustné slouceniny, které
jsou vsak Spatné rozpustné ve vodé. Nepodléhaji biologickému rozkladu, takZze se hromadi v prostredi

a v organismech. Vyrabély se od roku 1929 a pouZivaly se v rGznych primyslovych odvétvich.!62

3 2 23
(€ha y—/ a—2, (Chn

Zdroj: Autor: D.328 — Vlastni dilo, CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1048994

Obr. 24: Struktura polychlorovanych bifenylQ
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Hlavnim zdrojem expozice PCB jsou pro béZnou populaci kontaminované potraviny, a to
zejména ty Zivocisného plvodu, tedy maso, vejce, mléko a Zivocisné tuky.'®® Vyrobu PCB zakézala v
roce 2004 Stockholmska Umluva, kterou ratifikovalo 184 zemi svéta.”® Koncentrace PCB v Zivotnim

prostfedi, a tim i v potravindch proto pomalu klesaji.

V byvalém Ceskoslovensku bylo od roku 1959 do roku 1984, kdy byla produkce zastavena,
vyrobeno asi 21 500 tun PCB. Expozice populace PCB je v Ceské republice zjistovana od roku 1994 v
ramci Human Projekt Biomonitoring (CZ-HBM), ktery je soucdsti celorepublikového systému
monitorovani kvality Zivotniho prostredi a ktery sleduje vybrané PCB v mateiském mléce a podkoznim

tuku.®’

Od roku 1999 je kvantifikovano sedm tzv. indikatorovych kongenerd PCB (28, 52, 101, 118,
138, 153, 180). Denni alimentarni prijmy sumy téchto latek a kongeneru PCB 170 na kilogram
hmotnosti (pocitdana hmotnost Zeny pred téhotenstvim) byly téméfr ve vSech sledovanych dnech
Fadoveé nizsi (median 0,76 ng/kg) nei tolerovatelny denni p¥ijem (TDI), ktery je v Ceské republice 0,4
ug/kg télesné hmotnosti®®. TDI byl tésné piekroden pouze béhem jednoho dne u jedné Zeny z oblasti

Karviné (0,47 pg/kg télesné hmotnosti).

Kongener PCB 153 miva ze vSech PCB kongenerl nalezenych v lidském organismu nejvyssi
koncentrace.'® Byvd proto pouZivan jako indikator celkové expozice PCB. Medidn jeho denniho pFijmu
byl ve sledovaném souboru 0,25 ng/kg télesné hmotnosti, coz je méné, nez bylo zjisténo v populaci
téhotnych Zen v Norsku (0,81 ng/kg télesné hmotnosti).’®® Divodem by mohla byt skuteénost, Ze

vyznamnym zdrojem PCB jsou ryby, jejich? konzumace je v Ceské republice oproti Norsku vyrazné nizsi.
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5.2.2 Organochlorové pesticidy

Organochlorové pesticidy jsou velmi stabilni latky, napfiklad DDT (obrazek 25) m(ze pfetrvavat

v téle po dobu 50 let.

cl Cl
Cl Cl
Cl Cl cl
Cl Cl Cl
p,p’-DDT o,p’-DDT
(@)
cl cl Cl Cl
I c |
Cl Cl Cl
p.p’-DDE 0,p’-DDE
(b)
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(©

Obr. 25: Chemickd struktura izomert DDT a jejich metabolitG: (a) DDT, (b) DDE and (c) DDD.*®’

Uzivani DDT je od roku 2004 omezeno Stockholmskou Umluvou pouze na boj s malarii. Pfesto
se vsak v nékterych oblastech dodnes pouZziva v zemédélstvi, coZ je moZné prokazat pomérem DDT

k jeho metabolitim v zemédélskych produktech.®®

Ve sledovaném souboru byl primérny denni alimentarni pfijem sumy DDT a jeho metabolit(
0,004 pg/kg télesné hmotnosti (max. 0,058 ug/kg télesné hmotnosti) a byl radové nizsi nez docasny

tolerovatelny denni pfijem (PTDI), ktery je 0,01 mg/kg télesné hmotnosti.***17

V soucasnosti jsou lidé vice nez samotnému DDT vystaveni jeho metabolitu DDE. Navzdory
témér padesatiletému zakazu pouzivani DDT v CR (od roku 1974) byl p,p’-DDE jedinou ze viech 67
mérenych Skodlivin, ktera se s jednou vyjimkou vyskytovala ve vsech analyzovanych vzorcich stravy.
Median jeho denniho pfijmu (1,8 ng/kg télesné hmotnosti) byl viak ve sledovaném souboru o dva fady
nizsi nez odhadnuty prdmérny denni pfijem v ¢inské populaci (0,34 ug/kg télesné hmotnosti). To je
pravdépodobné zptsobeno tim, e v Ciné se DDT vyrabélo a? do roku 2003 a jeho koncentrace

v prostiedi jsou tam tedy vyssi.t”?

43



5.2.3 Bromované zpomalovace horeni

Bromované zpomalovace hofeni (BFR) jsou slouceniny pridavané do produktll ke zmirnéni

prabéhu pozaru (obrazek 26). Pouzivaji se v mnoha rGznych vyrobcich, zejména v elektronice, textilu a

Br
Br
OH
Br Br Br
0
Br Br Brm@/ \@Brn Br Br
Br = = Br

Pentabromofenol Bromodifenylether Hexabromocyklododekan

nabytku.

Autor: Leyo, Rhododendronbusch — Vlastni dilo,Volné dilo,

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1731812

Obr. 26: Chemicka struktura bromovanych zpomalovacl hoteni

Pouziti BFR se v Ceské republice rozsifilo pred tFiceti lety. V soucasné dobé je jejich vyroba v
CR zakézana na zakladé Stockholmské imluvy, na jejiz seznam byly tyto latky pFidany v roce 2009. Stéle
se vsak vyskytuji ve starsich vyrobcich a ve vyrobcich z recyklovanych materialG. BFR se pomérné
snadno uvolnuji z rGznych materidl( pfi zvysenych teplotidch nebo pfi intenzivnim slunecnim zéreni,
takZe byly nalezeny ve viech &astech Zivotniho prostfedi.l’? Do lidského téla se dostavaji kontaktem s

kazi, vdechovanim nebo konzumaci potravy.

Median denniho pfijmu sumy kongener( PBDE byl ve sledovaném souboru 0,8 ng/kg télesné
hmotnosti (max. 1,29 pg/kg télesné hmotnosti), coz je srovnatelné s odhadem denniho alimentarniho
pFijmu v populaci 20-39 letych Zen v USA (0,9 ng/kg télesné hmotnosti)*”® i s odhadem pFijmu u

$vycarské populace (0,68 ng/kg télesné hmotnosti)’.

Median denniho alimentarniho pFijmu sumy izomerd HBCD (15 ng/den) je rovnéz srovnatelny

)17, avéak dvakrat vys$si neZ odhad pfijmu v Belgii (7,2 ng/den)*’®.

s odhadem pfijmu v USA (16 ng/den
PFijem PBP v jediny den, kdy byla jeho koncentrace nad LOQ, byl 1,5 ng/kg télesné hmotnosti.

Pro BFR neexistuji Zddné tydenni ani denni limity pfijmu, ale na zakladé studii by zjiSténé davky

nemély mit toxické Gcinky.”
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5.2.4. Perfluorované latky

Perfluorované latky se v soucasnosti pouzivaji v mnoha pramyslovych odvétvich, nebot
odpuzuji vodu a mastnotu. Nachdzeji tak Siroké uplatnéni v papirovych obalech potravin, teflonovém
nadobi, outdoorovém vodéodpuzujicim obleceni, ale napfiklad i v kobercich a hasicich péndach. Do
lidského organismu pronikaji pfedevsim s potravou a vodou, nejsou v ném metabolizovdny a hromadi

se v tkdnich.1’® NejduleZitéjsimi potravnimi zdroji jsou ryby, maso, vejce, ovoce a zelenina.'’®

Stockholmska imluva omezuje pouZiti dvou z téch tfi PFAS, které vykazovaly vyraznéjsi vyskyt
v nasich vzorcich stravy (viz obr. 19 v kapitole vysledky) — kyseliny perfluoroktanové (PFOA) a kyseliny

perfluoroktansulfonové (PFOS). (Obrazek 27)

F FR FR F O F FR FR FR F
F. F. Vi
OH fVS\OH
F FF FF FF F F FF FF FF FO
kyselina perfluoroktanova (PFOA) kyselina perfluoroktansulfonova (PFOS)
Autor: Edgar181 Autor: Leyo, Rhododendronbusch
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=3025773 https://images.app.goo.gl/FNbPqY5Qexjrqd6t6

Obr. 27: Kyselina perfuoroktanova (PFOA) a kyselina perfluoroktansulfonova (PFOS)

Drivéjsi expozi¢ni testy odhalily ctyfi slouceniny, které predstavuji vice nez 90 %
detekovatelnych PFAS u dospélych v  primyslovych  zemich, konkrétné kyselinu
perfluoroktansulfonovou (PFOS), kyselinu perfluoroktanovou (PFOA), kyselinu
perfluorhexansulfonovou (PFHxS) a kyselina perfluornonanovou (PFNA).*¥ V roce 2020 zvefejnil
Evropsky Urad pro bezpecnost potravin (EFSA) stanovisko, které stanovilo tolerovatelny tydenni pfijem
(TWI) na 4,4 ng/kg télesné hmotnosti za tyden pro soucet kyseliny perfluoroktanové (PFOA), kyseliny
perfluorononanové (PFNA), kyseliny perfluorohexansulfonové (PFHxXS) a kyseliny
perfluoroktansulfonové (PFOS). Expozice ze stravy v mnoha evropskych zemich prekracuje tento

tolerovatelny tydenni pfijem.17% 181

Z 39 zen, od kterych byly k dispozici vzorky stravy ze vSech sedmi dn, byl PFAS TWI prekrocen
u tii (dvé zeny z Ceskych Budéjovic, jedna matka z Karviné ). PFAS TWI byl piekrocen také u jedné Zeny
z Ceskych Budéjovic, ktera odebirala vzorky potravin pouze 4 dny. Béhem téchto 4 dn( byl jeji dietni

pFijem YPFOS+PFOA+PFNA+PFHXS 5,26 ng/kg télesné hmotnosti.
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Kyselina perfluorobutanova (PFBA) byla zjisténa pouze v osmnacti vzorcich stravy (5,7 %).
Véechny tyto vzorky byly z Ceskych Budé&jovic z obdobi od 3. prosince 2019 do 11. ledna 2020 a byly
odebrany od 7 rlznych Zen. U dalSich tficeti vzork(l od téchto sedmi Zen nebyla PFBA detekovana.
Detailni pohled do viech zaznam( stravy z tohoto obdobi v Ceskych Budé&jovicich nezjistil zadny
vyznamny rozdil mezi dny s detekovanou PFBA a dny s koncentraci PFBA pod mezi stanovitelnosti.
Jedinou skupinou potravin spolec¢nou pro vsechny vzorky s PFBA byly mlécné vyrobky. Mlécné vyrobky
jsou zfejmé vyznamnym zdrojem chronické expozice PFAS, pficemi jejich kontaminace by mohla

pochdzet jak ze zpracovéni a baleni findlnich produktd, tak z pfenosu PFAS z krmiva na kravy.8

5.2.5. Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) jsou béZnou soucasti zivotniho prostredi, nebot
vznikaji pfi spalovani jakékoliv organické hmoty. Vyznamnou cestou expozice témto slouceninam je
kromé znecisténého ovzdusi i poZiti kontaminovanych potravin. PAH se do potravin dostavaji z pldy,

vzduchu a vody a také vznikaji pfimo v potravinach pfi jejich zpracovani za vysokych teplot.

V analyzovanych vzorcich se koncentrace PAH statisticky vyznamné (p < 0,001) lisily v obou
sledovanych lokalitach (obrazek 20). Obé oblasti jsou od sebe vzdaleny pouhych 300 km, jejich
obyvatelstvo a kulturni zvyklosti jsou podobné a da se predpokladat, Zze se nijak vyznamné nelisi ani
strava a zplisoby pfipravy jidel. Kvalita ovzdusi je viak rozdilna. Zatimco v Ceskych Budé&jovicich byla v
roce 2020 priimérna roéni koncentrace BaP v ovzdusi 0,5 ng/m?3, v Karviné byly naméfeny 3 ng/m3,.183184
Lze tedy predpokladat, Ze rozdilné koncentrace PAH v potravinach v obou lokalitach jsou zplsobeny

odliSnou kvalitou prosttedi, nikoli odliSnymi stravovacimi zvyklostmi.

Koncentrace PAH v potravinach je v rliznych zemich kontrolovana limitnimi hodnotami bud’
pro sumu PAH nebo pro samotny BaP. Napfiklad nafizeni Komise (EU) 2020/1255 stanovi maximalni
limity PAU v potravinovych prascich pouzivanych pti pfipravé napoji - BaP: 10 pg/kg;
SBaP+BaA+BbFA+CHR: 50 pg/kg.'® V analyzovanych vzorcich stravy byla primérnd celkovd
koncentrace sumy PAH 2,8 ug/kg vzorku stravy, maximalni namérend koncentrace byla 47 pg/kg

vzorku stravy.

Indikdtorem expozice PAH je BaP. Ve sledovaném souboru byl median jeho denniho ptijmu
0,39 ng/kg télesné hmotnosti, coz je vyrazné méné nez odhad denniho pfijmu v USA (8 ng/kg télesné
hmotnosti).’8 Tyto hodnoty jsou 0 mnoho f4dd mensi neZ hodnoty zvy3uijici riziko karcinogeneze, které

se pohybuji fadové v mg/kg télesné hmotnosti.®’

46



5.3 Diferencialni metylace

5.3.1 Faktory potencialné ovliviujici metylom

188-191j nasim dosud nezvefejnénym vysledkdim ze souboru

Navzdory publikovanym poznatkdm
500 novorozenct %2, nebyl v této disertacni praci zjistén zadny statisticky vyznamny vztah mezi vékem
matky, jeji vahou, typem porodu nebo lokalitou a metylomem novorozenc(. Toto pozorovani mize

souviset s malym poctem subjektl ve sledovaném souboru.

Nebyl také zjistén zadny vztah mezi metylomem novorozencl a uZivanim potravinovych
doplrikd v poslednim trimestru téhotenstvi. Na rozdil od vyse uvedenych zjisténi je vSak tento zavér
v souladu s dosavadnimi poznatky, které naznacuji, Ze suplementace mikroZivinami pred a v pribéhu
téhotenstvi mizZe napravit nedostatek Zivin u matky, ale ucinky na zdravotni stav ditéte nejsou nijak

zasadni.'®?

V souladu s vysledky dalSich autorll byl i po vylouceni sond hybridizujicich s pohlavnimi
chromozomy faktor pohlavi identifikovan jako proménna vyznamné ovliviujici metylom

novorozenc(, %419

5.3.2 Mnozstvi a nutriéni kvalita stravy

Strava v téhotenstvi, a to jak jeji kvalita, tak mnozstvi, se podili na fetdlnim metabolickém
programovani potomkd prostiednictvim epigenetickych zmén.*®”-2%! Navzdory tomuto faktu nebyl ve
sledovaném souboru zjiStén Zadny vyznamny vztah mezi materskou stravou a metylomem
novorozencl. Soubor nebyl pftilis velky, presto lze tento vysledek povaZovat za prekvapivy. Skutecnost
Ize vSak pfipsat faktu, Ze ackoli strava Zen ve sledovaném souboru plné neodpovidala vSsem vyZivovym
doporuéenim, je z celosvétového pohledu jeji kvalita pomérné dobrd. Zadnd z 7en neuvadéla vyraznéjsi
financni problémy a vzhledem k husté a celoro¢né velmi dobre zdsobované siti obchodl v obou

sledovanych regionech mély zfejmé vSechny Zeny snadny pfistup k vysoce kvalitnim potravindm.

5.3.3 Perzistentni organické polutanty ve stravé

Perzistentni organické polutanty, kterym je jedinec ve zvySené mire vystaven béhem raného
véku, véetné prenatalniho obdobi, méni nastaveni jeho metylomu.?°>2%* Ve sledovaném souboru viak
zadné statisticky vyznamné vztahy mezi materskym alimentarnim prijmem perzistentnich organickych
polutantl a metylomem novorozencl zjistén nebyl. Kromé malého souboru mze hrat roli velmi nizky
matersky alimentarni pfijem témér vSech POP, ktery nepresahoval stanovené limity. Jedinou vyjimkou
tvorily perfluorované latky, jejichz tydenni alimentarni prijem byl nadlimitni u ctyf Zen. Ani u
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novorozencl téchto Zen vsak nebyly zjistény Zadné zmény v metylomu, a to navzdory skutecnosti, Ze
perfluorované latky ziejmé prochézi pfes placentu 2%. Na druhou stranu je tfeba podotknout, Ze

stanoveny limit nebyl u Zddné z Zen nijak vyrazné prekrocen.
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6 ZAVER

Strava v téhotenstvi je velmi dlleZitym faktorem, ovliviiujicim zdravi matky i ditéte. Zdrava a
vyvaZzend strava téhotnych Zen miZe prispét k prevenci rady zdravotnich problémi u ditéte v

pozdéjsim véku a mlze ovlivnit i jeho kognitivni vyvoj a psychické zdravi.

Pro spravny rist a vyvoj déti je strava dlleZita jak z hlediska nutri¢ni kvality, tak zdravotni
nezadvadnosti. Proto je dlleZité, aby téhotné Zeny nekonzumovaly stravu kontaminovanou latkami,
které mohou mit Skodlivy vliv na lidské zdravi. Mezi takové slouceniny patfi i perzistentni organické
polutanty, jejichZz vyskytem ve stravé téhotnych Zen se tato prace zabyvala. Tyto latky se hromadi v
Zivotnim prostredi, mohou se dostat do lidského potravniho fetézce a nakonec proniknout az k plodu.
Expozice POP béhem téhotenstvi je spojena s fadou rizik, vCetné zdravotnich probléma déti v

pozdé;jSim véku.

Nutriéni faktory stravy i kontaminujici latky mohou zpUsobit epigenetické zmény v genomu
novorozence, které mohou nasledné ovlivnit jeho zdravi v pozdéjsim Zivoté. Studium epigenetickych
parametrd u novorozencl muze tedy poskytnout informace o tom, jaké konkrétni faktory mohou mit
vliv na jejich zdravi a jakd opatfeni by bylo vhodné pfijmout, aby se minimalizovala moZna rizika
souvisejici se stravou matky v téhotenstvi. Napfiklad vysoky nebo naopak nedostatecny prijem latek,
které jsou zdrojem metylové funkéni skupiny, mlze vést k nevhodné expresi nékterych gent. Podobné
mohou persistentni organické polutanty ovlivnit metylaci DNA a dalsi epigenetické mechanismy, coz

mUzZe zpUsobit rdzné zdravotni problémy.

Epigenetické zmény u novorozencl lze zkoumat rGznymi metodami; jednou z nejcastéji
pouzivanych je analyza DNA metylace, kterou se zabyvala i tato disertacni prace. Z vysledki
dosavadnich vyzkum( hodnoticich vztah mezi stravou téhotnych Zen a zménami v metylomu
novorozencll vyplyva, Ze z epigenetického hlediska je dllezity zejména prijem nékterych vitaminG a
mineral(, jejichZ zdrojem jsou predevsim ovoce a zelenina. Zda se, Ze existuje vztah mezi pfijmem
bilkovin v téhotenstvi a metylaci DNA novorozencd, ten vSak neni zcela objasnén a vyZaduje dalsi
vyzkum. Také expozice POP béhem téhotenstvi mlize vést ke zménam v metylaci DNA novorozencd,
avsak vétsina studii zabyvajicich se témito vztahy ukazuje pouze korelaci mezi expozici POP a zménami
v metylomu novorozencl a k uréeni presného mechanismu, jakym tyto latky ovliviiuji metylaci DNA,

jsou zapotrebi specializované studie.

V souboru analyzovaném v této praci nebyly nalezeny 7adné statististicky vyznamné vztahy
mezi stravou téhotnych Zen a metylomem novorozencl. Tato skutecnost pravdépodobné souvisi s
pomérné malou velikosti analyzovaného souboru. DalsSim dlvodem by mohla byt skutec¢nost, Ze zeny

v analyzovaném souboru maji celoro¢né pristup k nutricné kvalitnim a z hlediska kontaminace POP
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nezavadnym potravindm. Jejich strava sice vykazuje urcité rezervy ve vybéru nutricné vyvazenych
komponent, zejména co se tyce pfijmu zeleniny a mléénych vyrobkd, presto vsak zfejmé z hlediska

metylace DNA poskytuje plodu dostate¢né mnozZstvi potiebnych Zivin.

Ackoli je stale zapotrebi dalsiho vyzkumu k lepSimu pochopeni presnéjsich mechanism,
kterymi strava v téhotenstvi ovliviiuje epigenetické parametry u novorozenct, je zfejmé, Ze je tieba
v téhotenstvi dbat na pfijem nutricné vyvazené stravy a minimalizovat expozici plodu persistentnim
organickym polutantim a jinym latkam, které by mohly ovlivnit epigenetické nastaveni, a tim pfispét
k rlznym zdravotnim problémdm v dospélosti. Je tedy nezbytné, aby Zeny dostavaly véasné informace
0 vyznamu stravy v téhotenstvi a jejim vhodném sloZeni, nebot takto bude moZiné snizit riziko

vyvojovych poruch u déti a zajistit jim zdravy start do Zivota.
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PROHLASENI O PODILU CINNOSTI

Prohlasuji, Ze Jitka Pavlikova zpracovala a vyhodnotila data ziskand z materskych zaznama a
vzorkUl stravy. V laboratofi provadéla bisulfidickou konverzi DNA z bunék pupecnikové krve, ¢astecné
se podilela i na izolaci této DNA a jeji hybridizaci na cipech. Nasledné provedla vyhodnoceni

metylacnich dat a jejich diferencialni analyzu ve vztahu k matetské stravé.

RNDr. Pavel Réssner Jr., Ph.D.
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