Univerzita Karlova
Pfrirodovédecka fakulta

Ustav pro Zivotni prostiedi

Studijni program: Ekologie a ochrana prostredi

Studijni obor: Ochrana Zivotniho prostredi

Hormonalni aktivita v odpadnich vodach

Hormonal activity in wastewater

Bc. Tereza Cermakova

Diplomova prace

Vedouci prace: prof. RNDr. Tomas Cajthaml, Ph.D.

Praha 2018


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=51b845a5b2c8c11335e6d6ef2a2dee6d&tid=&do=main&doo=detail&did=185640

Prohlasuji, ze jsem tuto diplomovou prdaci vypracovala samostatné pod vedenim svého
Skolitele a Ze vSechny pouZité zdroje a literatura jsou radné citovany. Rovnéz prohlasuji, ze predlozend

prace nebyla vyuzita jako zavérecnd prace k ziskani jiného vysokoskolského titulu.

V Praze dNE e e s

Tereza Cermdkova

Dékuji svému skoliteli prof. RNDr. Tomasi Cajthamlovi, Ph.D. za ochotu vést mou diplomovou
praci, za cenné rady ohledné smérovani projektu a revizi pisemné podoby prace. Podékovat bych
chtéla také RNDr. Martinu Ezechiasovi, Ph.D. za praktické zaskoleni a teorii ohledné ekotoxikologickych
testld s kvasinkami. Déle pak RNDr. Jané Holecové, Mgr. Lucii Linhartové, PharmDr. Klafe Michalikové,
Ph.D. a Mgr. Jané Zloté za predani zkuSenosti ke zpracovani, extrakce a vyhodnoceni dat realnych
vzork( a za vécné a praktické rady. Mgr. Kamile Srédlové dékuji za pomoc s piekladem abstraktu.
RNDr. Zdené Skrob, Ph.D. dékuji za zméfeni vzork( tykajicich se rozpustnosti a celému kolektivu
Laboratore environmentalni biotechnologie AV CR za trpélivost a vstFicny pristup. Podékovat bych
chtéla také zaméstnancim spolecnosti DEKONTA a.s. za odbér vzork( ze dvou lokalit a Ing. Helené
Maternové, Ph.D. za kontakty na kompetentni osoby z Cistiren odpadnich vod. Za pomoc se
statistickym zpracovanim dat dékuji RNDr. Zdenkovi Janovskému, Ph.D. Na zavér bych chtéla

podékovat mé rodiné a pratellim, ktefi mi po celou dobu zpracovani byli oporou ve vsech ohledech.



Obsah

ADSTIAKE -ttt sttt et e b e bt e s he e s et e st e b e e bt e bt e s heeeaeeeareeanean 4
AADSTIACE -ttt b et bt sttt e b e e b e e e he e sae e st e b e e bt e bt e s beeeaeeeareennean 5
SEZNAM ZKIATEK .. .teeetiieeiee ettt ettt e sab e st e s bt e e s bt e e bt e e st e e sbe e e sabe e s beeesateesreeesareean 6
1 UVOG ittt 8
D N =Yo T ¢y ol VAT 1Y/ 1o TSR 9
2.1 (o Yo o) (gl o] a1 [1 U] o] c] VPP 9
2.2 Estrogenné aktivni [AtKY .....coo i e 13
221 Ptirozené steroidni hormony: mechanismus plisobeni a vyskyt v prostiedi ................ 14
2.2.2 XENOBSTIOZBNY ... e 16
2.2.2.1  SyNtetick€ NOIMONY.......oii ittt e et e e e e abe e e s e naraee e enreeas 16
A A SV (o 1= (o =L =] o VPPNt 16
2.2.2.3  BISTENOI At s e e st e s aaeesbee e 17

2.3 Vyskyt estrogennich disSruPtort V EOV.........vvvveeeeeeieeeeeeeeeeeeteeeseeee sttt 21
2.4 Stanoveni estrogenné aktivnich [teK ........ccuviiieiiii i 23
2.4.1 Ptipadové studie porovnani metodickych pristupl ......c.cccevveeeiieieiireciieecie e 24

2.5 Predikce UCinku @ empirickd data..........oocieeiieiie e e 25
251 Koncept kiivky davka-odpoved ...........coociiiiiiiiiieiciie e 26
2.5.2 Matematické modely pro SmeE&sné Vzorky .......ccccceeecieiiicciie e 27
2.5.3 Modelovani vs. empirickd MEFENT ......ccciicuiiei e 28

I O 11 o - ol YU UPPRRt 29
4 EXPErimMENtAINT CASt .oiiueiiii it e e et r e e e et b e e e e naraaeeeaaaaeeean 30
4.1 K] =12 T - [ e 1Y PSPPI 30
4.2 Rozpoustédla a dalsi chemikalie.........oeiiiiiiiiee e 30
4.3 Materidl @ OrZaANISIMY ..ccci ittt erbee e e et e e e e e be e e e sabeeeeeeabaeeeesnseeeeennsenas 31
4.4 1 (o T[S 31
4.5 BiolUMINISCENENT TEST ..ttt st 32
4.6 B-galaKtozZIdAZOVY tESt ... .uiiiiiiieee e 34
4.7 Testy rozpustnosti 4-NONYIFENOIU........cccuiiiiiiiiecccee e e 35
4.8 Uprava a extrakce odpadnich VO ..........c.ceevcueeieieeieeeeeeeee ettt en s s 36
4.9 Uprava a exXtrakee SEIMENTE........c.coveveueeiieeeeeeieeeeeee et s ee e s et s et st e st e e sssae e s st snesnan e 37
4.10 Chromatografickd analyza extraktll sedimentld a odpadnich vod.........cccccevveeiivieciiecnieenee. 38
I ] ¢ = To 11 ol s T g To Yo 1] USSP 39

I VAV =T o | 2RO UUUROPPPPTRRt 40
5.1 TESEY FOZPUSTNOST .. aa e aa s ananaaasnsnnnnnnnnnnes 40
5.2 BioIUMINISCENENT TEST ..ttt ettt st sttt sb e sbe e bt e eaeeeneean 41



O 00 N O

5.3 B-galaktozZIdAZOVENO tESTU ..ccceeieee e e e 45

5.4 REAINE VZOIKY 1.eriiii ittt e e et e e e s st e e e st e e e s sabee e e e sabaeesennreeas 51
DiSKUZE. ... ettt ettt ettt ettt e st e bt e s b et e bt e e s be e e bee e s beeeabeeesnreesbeeesreeeane 54
& 1Y/ SO PRSP PR PRRRP PSPPI 57
CItOVANA [IEEIATUIA..ceueeeeeeceee ettt ettt st ettt e nb e saee s sabe e e e beenes 58
Bibliografie K TADUICE L .....eeiiiiieee et e e st e e s e e e s e sabee e s s sbee e e enareeas 64



Abstrakt

Endokrinni disruptory jsou latky prirodniho i syntetického plivodu, které plsobi na hormonalni
systém organismu. Jsou béiné detekovany v Zivotnim prostfedi v environmentalné relevantnich
koncentracich. Sekunddrnim zdrojem jsou odtoky z Cistiren odpadnich vod. Vzhledem k jejich ¢etnosti
je vsoucasnosti akcentovan jejich vliv ve smésich. Pro stanoveni celkového efektu byly pouzity
ekotoxikologické testy s kulturou geneticky modifikovanych kvasinek Saccharomyces cerevisiae,
s jejichZz pomoci byla ovérovana spolehlivost matematickych predikci pro smési standard( (estron,
17B-estradiol, 17a-ethinylestradiol, estriol, bisfenol A, irgasan, 4-nonylfenol). Na realné vzorky odtok
z Cistiren odpadnich vod a sedimentl byla aplikovana cilend chromatografickd analyza spolu

s kvasinkovymi testy.

Schindlertv predikéni model a FLM (Full logistic model) byly spolehlivéjsi pfi predikci celé krivky
davka-odpovéd oproti modelu GCA (Generalized concentration addition). Pro parametr ECso byly
predikované hodnoty pomoci véech modelll srovnatelné a ve vétsiné pripadl se bliZily empirickym
hodnotam. U t¥i ze ¢tyf vzork( odpadnich vod byla detekovana estrogenni aktivita 0,65 — 1,70 ng/L
17B-estradiol ekvivalent (EEQ) nad limitem detekce testu 0,13 — 0,33 ng/L EEQ. Jeden vzorek vykazoval
antiestrogenni aktivitu. V sedimentech byla celkova estrogenni aktivita 27,30 * 6,35 ng/g EEQ. Pouze
v pfipadé sedimentl bylo mozné sestavit predikci kfivky. Ve vodach totiz nebyla vétsina ze sedmi
analyt( viibec detekovana, a pokud ano, tak v pfilis malém mnoZstvi na to, aby vykazala odezvu v testu
s kvasinkami (75 £ 16 — 312 + 67 ng/L bisfenolu A). Predikce pro sediment vsak vyrazné nadhodnotila
celkovou odezvu. Sediment byl odebran z recipientu Cistirny, kde byla zjisténa antiestrogenni aktivita,

ktera prozatim neni do predikénich modelli zahrnuta.

Klicova slova: endokrinni disruptory, xenoestrogeny, modely ekotoxicity, FLM, GCA, odpadni vody



Abstract

Endocrine disruptors are natural or manmade substances which affect hormonal systems
of organisms. Biologically relevant concentrations are commonly being detected in the environment.
The effluents of wastewater treatment plant present their significant secondary source. Due to their
occurence and quantity the interest in mixtures increases. Ecotoxicological assays with genetically
modified Saccharomyces cerevisiae were aplied to verify reliability of predictive mathematical models
for mixtures of standards (estrone, 17B-estradiol, 17a-ethinylestradiol, estriol, bisphenol A, irgasan,
4-nonylphenol). Chromatographic analysis along with yeast assays were used for the evaluation of real

samples of wastewater treatment plant effluents and sediments.

Schindler’s predictive model and Full logistic model (FLM) were more reliable for predicting
the whole dose-response curve compared to Generalized concentration addition (GCA). Predicted
values of a parameter ECso from all three models were comparable to empirical measurements. Three
out of four samples exhibited estrogenic activity 0.65 — 1.70 ng/L 17B-estradiol ekvivalent (EEQ) above
the limit of detection 0.13 — 0.33 ng/L EEQ. Antiestrogenic activity was detected in one of the samples.
Prediction could be carried out only in the case of the sediments 27.30 + 6.35 ng/g EEQ. This was
caused by no or negligible amounts of seven analytes in the wastewater treatment plant effluents. The
concentration were too low to show any response by the yeast assay (75 = 16 — 312 + 67 ng/L
bisphenol A). Prediction overestimated the measured total effect in sediment which was sampled

in a recipient of wastewater treatment where the antiestrogenic response was detected.

Key words: endocrine disruptors, xenoestrogens, ecotoxicity models, FLM, GCA, wastewater
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plynova chromatografie s hmotnostni detekci (z angl. gas chromatography
mass spektrometry)
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6



GPC gelovd permeacni chromatografie (z angl. gel permeation chromatography)

HCB hexachlorbenzen
HDP hruby domaci produkt
HPLC-PDA vysokoucinna kapalinova chromatografie s detekci diodovym polem (z angl.
high performance liquid chromatography with photodiode array detector)
IA nezavislé plsobeni (z angl. independent action)
IRG irgasan (triclosan)
Kow rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda
LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(z angl. liquid chromatography mass spektrometry)
LC-MS/MS kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
(z angl. liquid chromatography tandem-mass spektrometry)
LOD limit detekce
MeEE2 mestranol
MeOH methanol
MBR membranovy bioreaktor (z angl. membrane bioreactor)
MSM multiplikativni model zbytku (z angl. multiplicative Survival model)
N/A nedostupna data (z angl. not available)
NOAEL davka, pfi které nebyl pozorovan Skodlivy Ucinek
NOEC koncentrace, kdy nebyly pozorovany Skodlivé ucinky
p tlak
p.a. pro analyzu
PAHs polycyklické aromatické uhlovodiky
PCB polychlorované bifenyly
PCPs produkty denni potreby (z angl. personal care products)
PNEC predpokladana koncentrace, kdy nebudou pozorovany skodlivé Gcinky
PPARy receptor aktivovany peroxisomovymi proliferatory
PPCPs farmaceutika a produkty denni potreby
(z angl. pharmaceuticals and personal care products)
RLU relativni svételna jednotka (relative light unit)
rpm otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)
R? koeficient determinace
SD smérodatna odchylka (z angl. standard deviation)
SIM méreni vybranych iontd (z angl. selected iont monitoring)
SPE extrakce pevnou fazi (z angl. solid-phase extraction)
T teplota
TCDD 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin
TEF faktor ekvivalentni toxicity (z angl. toxic equivalency factor)
TMCS trimethylchlorosilan
TOC celkovy organicky uhlik (z angl. total organic carbon)
USA Spojené staty americké
US EPA Agentura pro ochranu Zivotniho prostredi Spojenych statl americkych
WHO Svétova zdravotnickd organizace
A vinova délka
P specificky elektricky odpor (rezistivita)
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1 Uvod

Endokrinni disruptory (EDs) jsou latky, které plsobi zmény hormonalniho systému jinak
zdravého organismu a to i pfi koncentracich vfadu pg/L. Byly detekovany v mnoha matricich
od odpadni po pitnou vodu, pfes sedimenty po padu (Luo, 2014; Li, 2013; Pojana, 2007). Jedna se sice
o relativné nizké koncentrace, i ty jsou vSak environmentalné relevantni (Windsor, 2018). Predevsim
pti vyskytu estrogenné aktivnich latek (ng/L) jiz byly pozoroviany zmény u volné Zijicich ZivoCichl
(Jobling, 2006; Solé, 2000) ale i v experimentalni nadrzi (Kidd, 2007). Z dosavadnich studii vyplyva, Ze
hlavnimi pfispévateli k celkové estrogenni aktivité jsou prirodni hormony a ucinné latky hormonalni
antikoncepce (Ting, 2017; Salste, 2007; Desbrow, 1998). Zadné z téchto latek v Evropské unii dosud
nepodléhaji legislativnim opatfenim a nejsou pro né stanoveny limity (Wangmo, 2018). S Umyslem
snizeni rizik jsou prokazané syntetické disruptory nahrazovdny novymi analogy, které se vsak casto

projevuji stejnymi Uéinky (Caballero-Casero, 2016; Zalmanov4, 2016).

Zasadnim zdrojem endokrinnich disruptort v Zivotnim prostfedi jsou odtoky z Cistiren
odpadnich vod. Ug&innost odstranéni polutantd se pfi nejéastéji vyuzivané mechanicko-biologické
technologii jen vyjimecné blizi 100 % (Ahmed, 2017; JaroSova, 2014a). To v dUsledku znamena expozici
volné Zijicich ZivocichG a expanzi rizika i na oblast Upravy pitnych vod. Neni vylouceno, Ze kvuli
nedostatecnému odstrafiovani endokrinnich disruptort budou hormonalni aktivity prostfedi neustale
vzristat (Yang, 2014; Lim, 2017). Pro Clovéka je vyznamnym zdrojem téZ potrava (Giulivo, 2016).
Z populacnich studii zatim nevplyvaji jasné kauzality mezi vyskytem disruptori a nékterym
z onemocnéni (Sifakis, 2017; Rubin, 2011). Casto jsou ale pozorovany korelace, na zakladé kterych byl
pro staty Evropské Unie vycislen odhad nakladd na Iécbu a prevenci nemoci spojovanych s EDs

na 1,28 % HDP (Attina, 2016).

Z hlediska hodnoceni rizik pro Zivotni prostiedi je dllezité znat, jaky efekt vyvolaji latky
pfitomné ve smésich. | kdyzZ se ve vzorku nevyskytuje Zadna latka v mnozZstvi, které indukuje estrogenni
aktivitu, pfi jejich vzajemné kombinaci nemusi byt celkovy efekt zanedbatelny (Schlotz, 2017; Silva,
2002). Aby nedochazelo k podhodnocovani ucinku latek, musi byt sledovany celé smési, které

na organismy v prostiedi plsobi.

Kazda latka se lisi svou afinitou ke konkrétnimu receptoru a vyskytuje se v riznych koncentracich,
coz ma zasadni vliv na celkovy efekt (Yang, 2014; Ezechias, 2016a). K odhadnuti celkového efektu
smésnych vzork( slouzi matematické modely vychazejici z chovani jednotlivych latek. Cilem této prace
je ovérit presnost predikce téchto model( a jejich aplikace na realné vzorky odtok z Cistiren za pouZziti

ekotoxikologickych testl s GMO kvasinkami, preparativnich a chromatografickych metod.



2 Teoreticky uvod
2.1 Endokrinni disruptory

Jedna se obvykle o latky ze skupiny mikropolutantd, které jsou strukturné velice odlisné. Patfi
mezi né farmaka a produkty osobni péce (PPCPs; zubni pasty, deodoranty, hydratacni krémy a dalsi
kosmetika, lic¢idla), priimyslové chemikalie, nedovolené drogy, pesticidy a v neposledni fadé i pfirodni
steroidni hormony, fytohormony, nékteré syntetické latky ovliviiujici hormonalni systém (Luo, 2014)
a nékteré metabolity zminénych skupin (Solé, 2000). Spoleénym rysem je jejich vyskyt v relativné
nizkych koncentracich (ng/L — pg/L) avsak v rozsahlé skale matric (Luo, 2014). Pro velice hrubou
predstavu, kde bude prevladat vyskyt polutantu a kde ho tedy vzorkovat s nejvyssi vytéZnosti Ize pouzit
rozdélovaci koeficient n-oktanol/voda (Kow). Latky slogKow<1,5 budou spiSe rozpusténé a latky
s log Kow>3 spiSe podléhaji sorpci (Dougherty, 2010). Celkova estrogenni aktivita napfiklad
signifikantné pozitivné korelovala s obsahem organickych latek (TOC), coZz by mohlo nasvédcovat
adsorpci estrogenné aktivnich latek na sediment! (Wang, 2011). Nékteré z EDs jsou perzistentni:
1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDT) a dioxiny; a jiné setrvavaji v prostredi kratce: ftalaty,
bisfenol A. Jejich vSudypFitomnost je pfi¢inou neustalé expozice organismi véetné lidi. Nejcitlivéjsi jsou
téhotné Zeny a déti (Giulivo, 2016). Pfes nizké koncentrace jednotlivych komponent mize jejich smés

vyvolat méfitelnou potazmo biologicky relevantni odezvu (Silva, 2002).

Jiz v roce 1996 se konala konference ve Weybridge o endokrinnich disruptorech. Zde byl jasné
definovan termin endokrinni disruptor a potencidlni endokrinni disruptor:,,Endokrinni disruptor je
exogenni latka, kterd nepfiznivé plsobi na zdravi intaktniho organismu nebo jeho potomstva
nasledkem sekundarnich zmén v endokrinnim systému“ (Andersson, 2012). V soucasnosti je pouzivan
spiSe pojem chemikalie narusujici endokrinni systém (EDCs), coZ jsou exogenni chemické latky ¢i smési
zasahujici do hormonalnich déjii zodpovédnych za udrZzovani homeostazy a za regulaci vyvojovych
procesl (Sifakis, 2017). Terminy jsou pouzivany vyznamové témér paralelné. Endokrinni disruptory
jsou fazeny i do skupiny tzv. emerging contaminats (ECs), coZ jsou primarné syntetické organické
slouéeniny nepodléhajici zakonnym regulacim s rizikem Skodlivého efektu v Zivotnim prostredi

(Ahmed, 2017).

Zprava z Weybridge 15+ (1996 — 2011) uvadi, Ze kvalita spermatu je narusena aZz u 40 % muzl
z nékterych zemi EU a poskozeni endokrinniho systému je sledovano i u volné Zijicich druhd zejména

v prosttedi, které je kontaminovano kazdodenné uzivanymi chemikaliemi. Zprava vychazi z do té doby

1 Podminky jako celkovy obsah uhliku (TOC) a jilovych ¢&astic ovliviuji adsorpci hydrofobnich latek na sediment
(Wang, 2011).



publikovanych védeckych praci a shrnuje hlavni body pro dalsi vyzkum (Andersson, 2012). Prvni
naznaky budoucich legislativnich opatfeni nastinila US EPA v tzv. kandidatnim seznamu kontaminant
pro pitnou vodu (CCL) a dalsich regulagnich stanoveni? (US EPA, 2018). Zatim nebyla vytvofena zadna
regulace v podobé limitl pro koncentrace silnych estrogenné aktivnich latek v povrchové ani pitné

vodé (Wangmo, 2018).

Princip plsobeni EDCs, diky kterému jsou zodpovédné predevsim za reprodukéni a vyvojové
zmény, je interference s hormony. Mohou vyvolat nebo inhibovat reakci hormondlniho systému, pak
hovofime o agonistech, resp. antagonistech (Zava, 1997). V. mnoha in vitro studiich byl prokazan vliv
jednotlivych polutantl na konkrétni mechanismy (Ezechias, 2016a; JaroSova, 2014b; Takayanagi,
2006). Kromé pFimé aktivace receptortd mohou také narusovat syntézu hormond, inhibici nebo aktivaci
metabolickych enzym( atd. (Giulivo, 2016). S vyvojem molekularni biologie se ukazalo, Ze naruseni
nékterymi xenobiotiky se mlzZe projevovat zménami v bunééném cyklu, apoptickych drahach nebo
epigenetickych regulacnich mechanismech sledované bunky. Pfiklad konkrétnich latek a jejich
plsobeni: endosulfan (soutézi o receptorova mista), 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD —inhibice
syntézy hormon(), ftalaty (inhibice konkrétnich enzym() nebo organofosfatova hnojiva (vliv

na cytochrom P450) (Sifakis, 2017).

Jedna latka nékdy interaguje i s vice hormonalnimi drahami a nebo je jeji U¢inek duaini v zavislosti
na dalSich pfitomnych agens (Adams, 1998; Pop, 2014). Napfiklad DDT se projevuje jako agonista
estrogenniho receptoru, zatimco jeho metabolit je antiandrogen. BPA je antagonista thyroidnich

hormon Stitné Zlazy a zaroven je estrogenné a androgenné aktivni (Sifakis, 2017).

Epidemiologické studie zamérené na lidské zdravi, jez cili na prokazani vztahu mezi expozici
EDCs a poruchami jako je infertilita a problémy s pocetim, endometriéza, rakovina prsu a varlat,
obezita, malformace genitalii a sniZujici se kvalita spermatu, nemaji jednotné zavéry. Pfimou kauzalitu
mezi zminénymi poruchami a expozici specifickymi toxikanty se prozatim nepodafilo v lidské populaci
jednoznacné prokdzat. Z celkového zavéru vsak vyplyva, Ze je zde pozitivni souvislost mezi expozici
nékterymi EDCs a poruchami reprodukéniho systému a vyvoje clovéka (Sifakis, 2017; Rubin, 2011).
Existuji napriklad korelativni studie, mezi vyskytem EDCs a zvySenou incidenci diabetes, obezity,
rakoviny, naruseni homeostdzy, poruchy reprodukcnich organ, rezistenci vici inzulinu, spontannimi
potraty a posunutim pocatku puberty pozorovaného zvlasté v rozvinutych zemich (Giulivo, 2016;

Rubin, 2011).

2 Zatim se jedna pouze o seznamy latek, které by bylo vhodné sledovat a které bude moZnd do budoucna nutné
regulovat. Na listé ¢. 3 (CCL3) se vyskytuji jak steroidni hormony, tak syntetické latky jako menastrol apod.
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Naklady vynaloZené na Iécbu a prevenci onemocnéni spojovanych s EDCs byly pomoci metody
Monte Carlo vycisleny na 1,28 % HDP pro EU a na 2,33 % HDP pro USA. P¥icina rozdild dle autord
spociva v odlisné legislativé z hlediska restrikce pouZzivani urcitych skupin latek. Z porovnani zakonnych
opatteni vyplyva, Ze lidé v USA jsou pravdépodobné vice exponovani polybromovanymi difenylethery,

v EU je zatéZ zpUsobena zejména organofosfatovymi pesticidy a ftalaty (Attina, 2016).

Identifikace a hodnoceni rizik je obecné pro EDCs velmi obtizné (Giulivo, 2016). Rozpory
v epidemiologickych studiich mohou byt vyvoldny naptiklad rozdily v délce expozice a nebo
tzv. efektem malych davek (low-dose effect), ktery je v souvislosti s nékterymi EDCs popisovan. Latky
mohou pusobit i ve velmi nizkych koncentracich (stejné jako endogenni hormony) a pozorované tcinky
nelze predpovédét pomoci Ucinkd ve vysokych davkach (Vandenberg, 2012). Zjisténi vyvraci pfedstavu,
Ze Ucinky, které se objevi pfi vysokych Urovnich expozice, se nevyskytnou ani pfi nizké expoziéni Urovni.
To se projevi na nemonotonnim priabéhu krivky davka-odpovéd (Andersson, 2012; Welshons, 2003).
Zatimco vysoké koncentrace nékterych chemikalii jsou pric¢innou ztraty véhy, nizké koncentrace mohou
vyvoldvat obezitu (Baillie-Hamilton, 2002). Perinatdlni® expozice mysi diethylstilbestrolem (DES)
zpUsobila obezitu dospélcu. Lze tedy hledat pFi¢innou souvislost chorob dospélé populace s expozici

v dobé prenatdlni a neonatalni (Newbold, 2009).

Jednim z prevazujicich sekundarnich zdroji mikropolutant( v Zivotnim prostredi jsou odtoky
z méstskych a primyslovych ¢istiren odpadnich vod (COV). Nedostate¢né precistovani méstskych
odpadnich vod v kombinaci s perzistenci a neustalym pfitokem mikropolutantl vede ke kontaminaci
povrchovych vod. V disledku jsou pak ohroZeny volné Zijici druhy a tento problém se presouva
do oblasti Upravy pitné vody (Luo, 2014; Kasprzyk-Hordern, 2009; Liu, 2009; Lintelmann, 2003;
Chevolleau, 2016). Dulezitym zdrojem EDCs pro clovéka je Casto také potrava, hygienické pripravky
(napf. parabeny) atd. (Giulivo, 2016). MnoiZstvi detekovanych polutantl v nékterych pripadech
koreluje s jejich produkci a spotiebou (Kasprzyk-Hordern, 2009). Procentudlni odstranéni se mimo jiné
odviji od aplikované technologie Cisténi vod a vlastnostech polutantu (Luo, 2014; Liu, 2009; Ahmed,
2017). Konecnd koncentrace EDCs v precisténych vodach je ovlivnéna koeficientem naredéni
v recipientu (JaroSova, 2014b; Jalova, 2013; Wang, 2011) a sorpci na pevné castice. Nékteré zdroje
uvadeéji, Ze tyto procesy jsou v toku dllezZitéjsi nez samotna biodegradace. Proto jsou v tomto ohledu
dllezité iklimatické podminky, predevSim mnoiZstvi srazek (Yu, 2011). To je vhodné zohlednit
pfi odbéru realnych vzorkl. Neni vylouéeno, Ze celkova zamorenost prostiedi EDCs se v prabéhu let

zvlasté na nékterych lokalitach zvysuje (Lim, 2017).

3 Obdobi pfed porodem a tésné po porodu.
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Casto studované latky vykazujici endokrinni disruptivitu jsou shrnuty v Tabulce 1. Uvedeny jsou

koncentrace na pfitocich a odtocich z COV, Kow, podle kterého Ize zhruba odvodit chovani latky

v prostredi a typy receptor(, na které pusobi.

Tabulka 1: Vycet nekterych EDs, které pusobi naruseni na riznych hormondlnich drahdch (AR* — androgenni receptor, ER®> —
estrogenni receptor a TR — thyroidni receptor), a jejich vyskyt v odpadnich voddch. Dalsimi disruptory narusujicimi estrogenni
drahu jsou napriklad: propyl paraben, benzyl butyl ftaldt, oxybenzon, fenhexamid, fludioxonil, cyprodinil, penconazole,
matairesinol, thymol, kaempfeno, B-sitosterol, polychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany, metabolity polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAHs) a urcité kongenery polychlorovanych bifenylt (PCB). Androgenni drahu ovliviiuji také napriklad:
chloropyren, oxybenzon, apigenin, flavon, 176-trenbolon, 17a-trenbolon, tributyl cin, indomethacin a dalsi. Cypermetrin,
triallat, nékteré ftalaty a malathion narusuji thyroidni drdhu. Na arylhydrokarbon receptor (AhR) se ma vliv 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzodioxin, nékteré kongenery PCB, galagin a diindolymethan (zdroje [1 — 25]). ND znaci, Ze latka nebyla ve
vzorku detekovadna. Ldtky p,p'-DDD a p,p'-DDE jsou degradacni produkty p,p'-DDT (1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl) ethan).

vyuziti nazev pritok [pug/L] | odtok [pug/L] | Kow distr‘t/:;se reference
LECIVA
aspirin 1,32-5,45 <3x103-0,07 AR 10, 11
diclofenac <1x103-94,20 |<1x103-0,69 |0,70 ER, AR 16, 25,3
analgetika ibuprofen <4x103-603 ND-55 3,97 ER, AR 16, 25, 10, 3
.2, ..., | ketoprofen <4x103-8,56 <3x103-3,92 AR, ER 16, 3
a protizanétliva y
légiva mefenamova <1,7x102-1,27 |<5x10°-0,39 R 16, 10,5
kyselina
naproxen <2x103-52.90 |<2x103-5,09 |3,18 AR, ER 16, 25,3
paracetamol 108,38-246,64 |<0,08-1,58 AR, ER 11,10, 8
antilipidemika kyselina klofibrova | ND-0,74 ND-0,33 ER 16, 3
bezafibrat 0,05-1,39 0,03-0,67 ER 16,24, 8
antibiotika erythromycin 0,14-10,00 0,02-2,84 3,06 ER 16, 25, 8
Produkty denni potieby (PCPs)
dezinficiencia ‘triclosan (irgasan) \0,03—23,90 ‘0,01—6,88 \4,76 \ TR, ER, AR 16, 25, 9, 18
STEROIDN/ HORMONY
estron ND-0,17 ND-0,15 3,13 ER 16, 13, 25
17B-estradiol ND-0,05 ND-7x10° |4,01 ER 16, 13, 25
estriol 0,13-0,80 ND 2,45 ER 16, 13, 25
pfirodni testosteron ND-0,14 ND-0,02 3,32 AR 13, 25,14
androsteron <1x103-2,40 ND-0,03 3,69 AR 13, 14
androstenedion 0,02-1,0 ND 2,75 AR 25,14
progesteron ND-0,01 ND—-4x10* 3,87 ER 13, 25, 14, 26
17a-ethinylestradiol | <1x10%-3x103 | ND-2x103 3,67 ER 16
syntetické mestranol 0,04 ER 13
diethylstilbestrol 5,07 ER 13
SURFAKTANTY
nonylfenol <0,03-101,60 |<0,03-7,80 ::;;_ ER, AR 16, 13, 18
i 3,90-
oktylfenol <0,20-8,70 4x103-1,30 550 ER 16

4 Dal3i disruptory androgenni hormonalni drahy jsou uvedeny v databazi PubChem dostupné z:
https://icheminf.springeropen.com/articles/10.1186/s13321-016-0150-6.

5 Dal3i disruptory estrogenni hormonalni drahy jsou uvedeny v databazi US EPA dostupné z:
https://www.epa.gov/endocrine-disruption/endocrine-disruptor-screening-program-edsp-estrogen-receptor-

bioactivity.
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PRUMYSLOVE CHEMIKALIE
o bisfenol A <0,01-2,14 <0,03-1,10 |2°%7| er TR AR| 16/13:20.23,
plasticizéry 3,20 18
dibutyl ftalat ND—11,80 ND—4,13 ER 16, 23, 12
aditiva PCB spis na sedimentu leIOSaO ER, TR, AR 13
PESTICIDY
atrazin 0,02—28,00 4x10°-0,73 2,61 TR| 16, 13, 25, 5
herbicidy | diuron 0,03-1,96 2x10°-2,53 |2,68 TR 16, 13, 5
linuron 3,20 AR 13
diazinon <6,84x10" 7x10—4,16 p°tenc'aé?3' 13,16
methoxychlor 4,68 ER 13, 25
, 13, 25, 26, 5,
nsekticidy | PP"2DT ND ND 6,02 ER, TR 192
p,p'-DDD ND—20 ND-2 5,86 p°tenc'aé?3' 13,25, 22
p,p'-DDE 121,0-2250  |550-21 5,76 wR| 3% 26'252'
clotrimazol 0,01-0,08 ND-5x10°3 potenc'aér; 16
fungicidy :’;chcloﬁgbenze” z'ﬁ_ ER, TR 25,26, 5
tebuconazol ND—1,89 5x10-0,69 potenc'aér; 16
FYTOESTROGENY
daidzein 0,02-12,00 ND—0,08 ER 14, 15
genistein 0,01-13,10 0,00-10,10 |2,84 ER, AR 14, 15
kumestrol 0,01-2,3x10° | ND—0,02 ER 14

2.2 Estrogenne aktivni latky

Latky muizeme rozdélit do dvou skupin podle jejich plvodu. Mezi pfirodni estrogeny patfi

steroidni Zenské hormony estron (E1), 17B-estradiol (E2)® aestriol (E3)’, fytoestrogeny

(napf. genistein, kumestrol a kumarol) a mykoestrogeny (zearalenony). Témto endogennim latkam
jsou organismy vystavovany po celou dobu evoluce. Zatimco druha skupina syntetickych estrogenné
plsobicich latek se do Zivotniho prostfedi zacala uvolfiovat az pomérné nedavno v podobé léciv,
antikoncepce, pesticid(l, plasticizér( atd. (Zava, 1997). Déleni je mozné provést i podle vztahu
ke studovanému organismu. Pak mluvime o endogennich a

exogennich estrogenech

(tzv. xenoestrogenech).

6 17a-estradiol ma nizsi feminiza&ni u¢inek (Moos, 2009).
7 Nejvice estrogen( produkuje Zena v priibéhu téhotenstvi (Johnson, 2000).
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Jednotlivé estrogenné aktivni latky se lisi svou afinitou k receptoru; maji riznou potenci. Stejna
koncentrace dvou EDCs nemusi pro exponovany organismus znamenat stejny efekt, a proto tyto latky
znamenaji rozdilné riziko pro Zivotni prostfedi. Vétsina exogennich hormondlné aktivnich latek ma
mensi relativni potencidl — vykazuji nizsi afinitu k danému typu receptoru — nez endogenni hormony.
| presto, Ze napftiklad Ucinné latky |éciv (diclofenac, ketoprofen atd.) byly syntetizovany predevsim jako
bioaktivni molekuly (Ezechias, 2016a; Zava, 1997). Pfes nizky potencidl xenoestrogen(, je pfi jejich
sledovani nutné uvaZovat o moznostech bioakumulace v koncovych organech a tukovych tkanich

a jejich perzistenci (Zava, 1997).

Potencial latek vazat se na receptor je pro estrogenné pusobici latky popsan pomoci parametru
estrogenni ekvivalentni faktor (EEF). Ten je vyjadfen podilem hodnoty ECso dané latky vuci ECso
referencni latky, coz je nejcastéji steroidni hormon 17B-estradiol. Hodnota ECso je efektivni
koncentrace, pfti které je dosazeno u 50-ti procent jedinct sledovaného efektu. EEF popisuje, kolikrat
je latka méné toxicka neboli Uc¢inna pfivazbé na receptor. Hodnoty se lisi v zavislosti na testu (Jarosova,

2014b; Thorpe, 2006). EEF je nékdy téZ oznacovan jako relativni potencial (Salste, 2007).

Vzhledem k potencidlu latek a jejich vyskytu v efluentech z COV je €asto nejvétsi podil
estrogenni aktivity tvoren estronem, 17B-estradiolem, 17a-ethinylestradiolem a nékdy téz estriolem
(Jarosova, 2014b; Thorpe, 2006; Aerni, 2004). Hojné je v efluentech detekovan také méné ucinny
4-nonylfenol a bisfenol A (Vandenberg, 2007; Rubin, 2011; Solé, 2000). Alkylfenoly jsou sice minimalné
tisickrat slabsi nez prirodni estrogeny, ale zvlasté v oblastech s textilnim a kozeluznym primyslem jsou
jejich koncentrace tak vysoké, Ze mohou byt hlavnim zdrojem estrogenni aktivity. Koncentrace
alkylfenoll korelovaly s indukci vitelogeninu v odchycenych kaprech obecnych. Vitelogenin je
Zloutkovy protein pfirozené produkovdn vyhradné samicemi a jeho zvysend hadina u samci je
biomarkerem estrogenni disrupse (Solé, 2000). Oproti USA vSak v EU podléhaji legislativnim

opattfenim, coz ma v poslednich letech za nasledek snizeni jejich koncentraci v prostredi (Lim, 2017).

2.2.1 Prirozené steroidni hormony: mechanismus pUsobeni a vyskyt v prostredi

Lidské steroidni hormony jsou odvozeny od cholesterolu a jsou tedy lipofilni. Kromé jinych mezi
pfirodni steroidni hormony patfi tfi skupiny pohlavnich hormoni: progestageny (progesteron —
prekursor pro vznik dalSich dvou skupin), androgeny (testosteron a dihydrotestosteron) a estrogeny
(estron, 17B-estradiol a estriol). Ovliviuji transkripci specifickych gend, ¢imz je zvySovana nebo
inhibovana biosyntéza specifickych proteind (napf. enzymi) vedoucich k odpovédi prislusné

hormonalni drahy. K tomu je zapotiebi intracelularnich receptoru specifickych pro jednotlivé skupiny
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hormonU (estrogenni, androgenni). Zatimco struktura hormonl je mezi jednotlivymi skupinami

podobn3, struktura receptorl nikoli (Lintelmann, 2003).

Konkrétni priibéh hormonalni drahy bude demonstrovan na estrogennim receptoru (ER)S,
mechanismus se pfili§ nelidi od androgen(l a progestagentl. Zensky pohlavni hormon je produkovén
gonadami a transportovan pomoci transportniho proteinu k cilovému organu ¢i tkani. Zde difazné
prochazi pres cytoplasmatickou membranu a vaze se na estrogenni receptor lokalizovany v bunééném
cytosolu. Nasledné se odpoji asociované proteiny (heat shock proteiny), které udriuji receptor
v inaktivnim stavu, coZ je provazeno zménou konformace. Aktivni receptorovy komplex se dale
presouva do jadra, kde zformuje homodimér. Ten obsadi steroidni responzibilni element (specificky
motiv deoxyribonukleové kyseliny — DNA), cozZ vede az k represi nebo naopak aktivaci daného genu.

U estrogend je vysledkem napriklad rist reprodukénich organd a mléénych Zlaz (Lintelmann, 2003).

Steroidni hormony se béiné vyskytuji v odtocich z méstskych i pramyslovych Cistiren
odpadnich vod, neni vyjimkou ani jejich vyskyt v podzemnich a povrchovych vodach (Liu, 2009). Riziko

pro Zivotni prostiedi se odviji od celkového obsahu a Gcinnosti odstranéni pfi Cistirenskych procesech.

V nékterych oblastech prevazovaly estrogeny, obzvlasté estron a estriol, které se vyskytovaly
v aZ o fad vyssich koncentracich nez ostatni hormony (Kim, 2007; Salste, 2007). Podle cCinské studie
androgeny tvofili az 96 % vsech sledovanych pfirodnich a syntetickych hormon(, po vycisténi stéle
tvofily 60 % vSech hormon(. Procentudlni odstranéni androgend dosahovalo nékdy az 100% ucinnosti,
zatimco estrogeny byly odstranény v priméru s maximalni Ucinnosti 80 % (Chang, 2011). Podobny
trend v odstranovani potvrzuje Jahlova (2013). Procentualni odstranéni estrogenné aktivnich latek se
pohybovalo mezi 80 a 99 %, pro androgenni latky to bylo vice jak 96 %. Estrogeny ve své struktufe maji
aromatické jadro, coZ je pravdépodobné cini odolnéjsi vici degradaci oproti ostatnim pohlavnim

hormondm (Chang, 2011).

V dasledku znecisténi estrogenné plsobicimi latkami byly pozorovany zmény v populacnich
parametrech ZivoCichll (Jobling, 2006; Solé, 2000), také proto je na né zacilen soucasny vyzkumu.
Steroidni Zenské hormony maji vysoky potencidl vazat se na estrogenni receptor a zaroven jsou hojné

detekovany v environmentalnich vzorcich (Conley, 2017; Salste, 2007; Desbrow, 1998).

8 Pro ER jsou rozliseny subtypy ERa a ERB. Zd4 se, e jsou skrze né vyvolany rozdilné akce. U pohlavnich hormon(
nebyla objevena preference. Nafiklad fytoestrogeny déavaji prednost ERB (Lintelmann, 2003).
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2.2.2 Xenoestrogeny

Xenoestrogeny jsou Sirokou skupinou latek, kam patfi estrogenné nebo antiestrogenné
pUsobici latky pouZivané v hormonalni antikoncepci, hojné priimyslové produkované chemikalie
(fenoly a ftalaty), farmaka (diclofenac, ketoprofen) PCPs (triclosan), fytoestrogeny, mykoestrogeny

a mnoho dalsich.

V nasledujicich kapitolach budou popsany vybrané xenoestrogeny. Syntetické hormony jsou
jedny z nejsilnéjsich EDCs, fytoestrogeny jsou pripadem xenoestrogenu prirodniho plivodu a bisfenol A

je jednou z nejvice produkovanych a nejvice studovanych chemikalii.

2.2.2.1 Syntetické hormony

Syntetické steroidni estrogeny pouzivané v antikoncepcnich pilulkdch se zacaly vyrabét, protoze
prirodni hormony jako E2 nebo progesteron by bylo z divodu rychlého metabolismu a nasledné
exkrece nutné podavat pouze ve velmi vysokych davkach. Jejich ethinylace nebo alkylace vsak zbrzdi
Ci zastavi jejich metabolismus a vede k poZzadovanému efektu (Lintelmann, 2003). Tak vznikly napftiklad
hojné vyuzivany mestranol (MeEE2) a 17a-ethinylestradiolu (EE2), které jsou ve vodach méné
rozpustné oproti pfirodnim estrogennim steroidiim. EE2 je oproti pfirodnim estrogenim o jeden rad
méné rozpustny, MeEE2 dokonce o dva (Ying, 2002). Pravé EE2 je vyjimkou mezi xenoestrogeny
z hlediska afinity k estrogennimu receptoru. Vaze se na ER témér stejné ucinné jako E2 (Ezechias,

2016a; Thorpe, 2006). Jejich vyskyt v odpadnich vodach je shrnut v Tabulce 1.

Bylo prokdazano, Ze koncentrace 17a-ethinylestradiolu relevantni pro soucasny stav evropskych
povrchovych vod mohou ovlivnit rybi reprodukci. Studie s organismem Danio rerio ukdzala, Ze
koncentrace v jednotkach ng/l vykazuje signifikantni sniZzeni schopnosti oplodnéni (Segner, 2003).
Koncentrace 5-6 ng/L EE2 pti dlouhodobé expozici rybi populace v experimentalnim jezeru v severnim
Kanadé zpusobila na tolik zadvazné zmény v reprodukcnich systémech samcl a samic, které by vedly

k vyhynuti populace (Kidd, 2007).

2.2.2.2 Fytoestogeny

Hlavni skupinou rostlinnych estrogenné pusobicich latek jsou flavonoidy, kam patfi
isoflavonoidy jako napfiklad daidzein, genistein atd. Typicky se jedna o latky s fenolovou strukturou

s primarni funkci ochrany rostlin proti UV zafeni a zeslabeni aktivni sloZky viditelného zafeni. Latky jsou
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v traktu savcl transformovany na formy (enterodiol a enterolakton), které se mohou projevit
estrogenni aktivitou (Lintelmann, 2003). Oproti xenoestrogendim maji vyrazné kratsi polocas rozpadu,
ale maji c¢asto vyssi afinitu k estrogennimu receptoru (Zava, 1997). Jejich zvySeny pfijem nastava
napriklad na monokulturnich pastvinach, kde byla pozorovana infertilita ovci po konzumaci jetele.

U jinych savcd nebyl tento efekt pozorovan (Adams, 1998).

Vysoky obsah fytoestrogen( je prokazan ve chmelu, béznych druzich kofeni a predevsim
séjovych bobech a produktech z nich. U tfi ze ¢tyf dobrovolnikl byla do jedné hodiny po konzumaci
sojového mléka obsahujiciho velké mnozstvi genisteinu a daidzeinu pozorovana zvySend hodnota
téchto estrogenll ve slindch. Vysoky prijem fytoestrogenl je vzhledem k surovindm spojovan

predevsim s asijskymi pokrmy (Zava, 1997).

Fytoestrogeny z potravin se nezfidka vyskytuji v lidské moci a nasledné se tedy dostavaji
i do Cistiren odpadnich vod. Zde nejsou zcela odstranény a vzhledem k detekovatelnému mnozstvi
a jejich prispévkdm k celkové estrogenni aktivité vzork(, by nemély byt opomenuty (Liu, 2010). Zvlast

pak, pokud cistirna ptijima vody z agrarnich oblasti, kde se péstuje sdja apod. (JaroSova, 2014a).

2.2.2.3 Bisfenol A

Bisfenol A (4,4-isopropylidenedifenol) je krystalicka latka vyhradné syntetického plvodu (Tsai,
2006). Je malo tékavy, stfedné rozpustny ve vodé (120 — 300 mg/| pfi pH=7) a m{ze se adsorbovat
na sedimenty. US EPA uvadi, Ze patfi mezi perzistentni latky a zaroven, Ze jeho potencial
k bioakumulaci je nizky (EPA, 2010). Naopak v jinych studiich je uvadén vysoky potencial
k biokoncentraci (BCF > 998) (Wu, 2016). V jatrech je rychle transformovan na konjugaty jako
BPA-glukuronid, ¢imz se zvysi jeho rozpustnost a mozZnost vylouc¢eni moci. Neni tedy pfilis perzistentni
zvlasté v akvatickych systémech (Staples, 1998; Tsai, 2006). Pripravuje se kondenzaci fenolu a acetonu
(Kang, 2006). Je povaZovan za toxicky z hlediska reprodukce a vyvoje (EPA, 2010). Vzhledem k jeho
nepriznivym Gcinklm je v poslednich letech nahrazovan strukturné podobnymi latkami jako bisfenol F
a bisfenol S, které ale mohou na prostredi a lidské zdravi plsobit stejné nepfiznivé a jiz byly detekovany

v prostiedi (Zalmanova, 2016; Caballero-Casero, 2016).

VéZe se na ERB a ERa receptory (Vandenberg, 2007) a vykazuje 10* krét niZ$i estrogenni aktivitu
oproti E2 (Welshons, 2003). Ma vice cest plsobeni, silné se vaze i na estrogenni jaderny receptor ERRy
(Takayanagi, 2006). Interaguje také sandrogennim (Lee, 2003), thyroidnim a glukokortikoidnim
receptorem (Sosovorova, 2017). Jedinci v prenatdlnim a novorozeneckém obdobi jsou nejzranitelnéjsi.

Publikované ucinky jsou napftiklad: posunuti puberty, zmény v estralnim cyklu a vyvoji mlécné Zlazy,
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zmény v mozku a hladindch mozkovych steroidnich receptor(l, zména télesné hmotnosti a homeostazy
atd. (Rubin, 2011). BPA podavany téhotnym potkanim sice neovliviiuje naptiklad pomér pohlavi
v daném vrhu, ale prenatalni expozice samcd narusi diferenciaci Leydigovych buné&k® (vliv na proliferaci
a sekreci hormon), coz v kone¢ném dusledku ovliviiuje vyvoj varlat (Nanjappa, 2012). Na dospélcich
se chronickd osmi tydenni expozice projevila poruchami DNA mozkovych bunék, coz by mohlo sniZit
schopnost uceni a pamét (Zhou, 2017). Byly zaznamenany korelace mezi vysokymi hladinami BPA
a cukrovkou, kardiovaskularnimi onemocnénimi, zménami hladin jaternich enzym(i, opakovanymi
potraty, pred¢asnymi porody, snizenou kvalitou spermatu a poskozenim DNA spermii atd. Nejsou

zatim prokazany kauzality (Rubin, 2011).

Diky svému komercénimu a primyslovému vyuZiti je produkovan ve velkém mnoizstvi (Tsai,
2006) a je povaZovan za jednu z nejvice vyrabénych latek na svété (Vandenberg, 2010). Dle Cinské
studie byla vroce 2007 celosvétova produkce BPA 4,7 milion( tun a jeho spotfeba se rovnala
4,4 milionam tun (Jiao, 2008). Evropska Unie uvadi, Ze celkovy objem vyroby a vyuZiti mezi lety 2005
a 2006 v zapadni Evropé je 1,15 miliond tun BPA za rok (European Union, 2008). Za rok 2010 bylo
vyprodukovano vice nez 3,6 milion tun a vice jak 100 tun bylo Udajné uvolnéno do atmosféry

(Vandenberg, 2010).

Bisfenol A je soucasti mnoha predmétli naseho kazdodenniho Zivota (Staples, 1998). Latka je
polymerizovana nejcastéji za vzniku epoxydovych pryskyfic a polykarbonatového plastu (Welshons,
2006). Z celkové produkce v roce 2007 bylo 68 % pouZito na vyrobu polykarbonatovych a 28 %
na vyrobu epoxidovych pryskyfic (Jiao, 2008). V Evropské Unii podléhd oznacovani plastovych vyrobk
podle typu materidalu smérnici 97/129/ES. Je obsazen v polyvinylchloridu (pracovni rukavice),
termografickém papiru (Uctenky) (European Union, 2008) a bromovany BPA (tetrabromobisfenolu-A)
se vyuziva jako zhasec horeni, ktery je obsazen napfriklad v textiliich (Meerts, 2001). Také se vyskytuje
ve fenolformaldehydovych pryskyficich neboli fenoplastech, které se pouzivaji jako pojiva, lepidla,
laminaty, bakelit a lisovaci hmoty (European Union, 2008). MiZe ho obsahovat vodovodni potrubi
nebo nékteré zubni vyplné (Welshons, 2006). Polykarbonaty jsou soucasti papirovych a kartonovych
oball na jidlo (Lopez-Espinosa, 2007). PouZzivaji se naptiklad pro vyrobu nékterych détskych lahvi nebo
opakované pouzitelnych lahvi na napoje a boxd na potraviny (Vandenberg, 2007), dale je mohou
obsahovat kompaktni disky (CD a DVD), pneumatiky automobild, sportovni ochranné pom{cky nebo
nékteré détské hracky (Staples, 1998). PrestoZe se na trhu v posledni dobé objevily tzv. BPA—free

produkty, mnohé z nich stale predstavuiji riziko pro lidi i prostredi jako zdroj estrogenni aktivity (Bittner,

9 Bufiky se nachazi ve varlatech. Vyplfuji intersticidlni prostor mezi semenotvornymi kanélky a produkuji
muzské pohlavni hormony, zejména testosteron.
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2014). Z hlediska biodegradace se uvaZzuje o nahradé BPA v produktech za BPS nebo BPF, ktery by mohl

predstavovat mensi environmentalni riziko (lke, 2006).

Jak bylo zminéno, pouZivd se mimo jiné k pfipravé epoxydovych pryskyfic. Pro priamyslové
Ucely se jako zdroj reaktivni epoxydové skupiny pouziva epichlorohydrin, ktery se substitu¢né vazan
k dalsim molekulam. Vznikaji tak glycidylové skupiny. Nejcastéjsi skupina epoxidovych pryskyfic se
sklada z glycidyletherl bisfenolu A. Tvrzené epoxidové pryskyfice jsou pouZivany na vnitfnim povrchu
konzerv a plechovek, kde je vyZadovana excelentni rezistence vici hydrolytickym reakcim. Jejich
nevyhodou je nachylnost aromatickych éterovych vazeb k fotooxidaci, nizka rezistence vici UV zareni

(Meyer, 2005), vysokym teplotam a zdsaditym podminkdam ve vné;jSim prostredi (EPA, 2010).

Nedostatec¢né polymerizovand rezidua BPA se mohou vyluhovat do potravin a unikat
do prostiedi. Vyssi teplota nebo kyselé ¢i bazické prostfedi mizZe vyluhovani podpofit, i kdyz probéhla
Uplna polymerizace (Huang, 2012). Vazby jsou za vysokych teplot nachylné k hydrolytickému ataku.
Hydrolyza je urychlena pti alkalickém pH a omezena pfi pH 5 a nizSim (Krishnan, 1993). US EPA uvadi,
ze efekt hydrolyzy je v environmentdlnich podminkdch zanedbatelny, protoze BPA neobsahuje

reaktivni funkcéni skupiny (EPA, 2010).

Nezreagované epoxidové slouceniny jsou povaZzovany za toxické kvuli jejich alkylaénim
vlastnostem a BPA vykazuje jiz zminénou estrogenni aktivitu. Ve studii, zda se BPA vyluhuje z laku
uvnitt konzerv, dosahly nékteré hodnoty az 33 pg na jednu konzervu. Porovnanim s kontrolami
vyloucilo vlivy jinych estrogenné aktivnich latek. Ve vSech vzorcich s prokdzanou estrogenni aktivitou
byl pomoci hmotnostniho spektrometru detekovdn BPA. Estrogenni aktivitu vykazovala i Cista voda
sterilizovand v konzervach v autokldvu. BPA se znich tedy uvoliuje pravdépodobné v disledku
sterilizanich procest a zavisi napriklad na typu potraviny. Skladovani pravdépodobné vede
ke kumulaci (Brotons, 1995). MnozZstvi BPA koreluje napfiklad také s obsahem kofeinu v plechovkovém
napoji (Kang, 2002). U potravinovych krabic je louZeni zvyseno mastnotou a teplotou jidel (Lopez-
Espinosa, 2007). U pitné vody je ocekavana zvysena expozice béhem letnich mésicl v disledku vyssich
teplot (Bae, 2002). Bisfenol A se oproti jinym estrogennim latkdm jako je napfiklad E2 nebo

4-nonylfenol vyznamné vyluhuje téz ze skladek (Kawagoshi, 2003).

Vyznamnym zdrojem expozice pro lidi, ktefi s nim nepfichdzeji do styku béhem pracovni doby,
jsou predevsim potraviny a balené napoje (Huang, 2012; Kang, 2006). Napftiklad ve Spojenych statech
je méné nez 5 % produkce BPA spotfebovano na potravinové obaly a nadoby (EPA, 2010). Denni pfijem
BPA dle nékolika studii neprekrocil 1 pg/kg télesné hmotnosti/den (Kang, 2006). V prosinci 2014
Evropsky Urad pro bezpecnost potravin snizil tolerovanou denni davku na 4 pg/kg télesné

hmotnosti/den (EFSA, 2016).
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V ¢inském Guangzhou provedli tfitydenni pokus, kde 12 studentl pilo prvni tyden pouze
balenou vodu z keramickych hrnkd a obsah BPA v moci byl 7,16 pg/g kreatinu. Druzi pili pfevarenou
kohoutkovou vodu opét z keramickych hrnkd a obsah BPA signifikantné klesl na hodnotu 3,49 ug/g
kreatinu. Nasledné pili prevarenou kohoutkovou vodu vyhradné z polykarbonatovych lahvi a obsah
BPA se zvysil na 4,15 pg/g kreatinu. V ramci této studie byla zjiSténa primérna koncentrace BPA v modi

déti 2,75 pg/g kreatinu, resp. 3,00 pg/l moci (Li, 2013).

BPA byl detekovan ve 40 % vzorkd plasmy muzll. Median koncentraci BPA byl 0,09 ng/mL
plazmy. Zde by ovsem bylo vhodné upozornit na tfikrat vétsi koncentraci BPF (median 0,28 ng/mL

vrve

a jeho nahrazenim pravé BPF (Sosovorova, 2017).

Ve studii z Hong Kongu detekovali BPA a jeho glukuronidové a sulfatové konjugaty v krevni
plasmé a moci. V96 % vzorkd krevni plasmy (geometricky primér byl 0,53 ng/mL s maximem
19,69 ng/mL) a 99 % vzork( moci (geometricky primér 0,24 ug/g kreatinu) byl detekovan BPA. V moci
byly naméreny o tfi fady vyssi koncentrace konjugatl (geometricky prdmér 2,79 ug/g kreatinu)
nez v plasmé. Pouze u konjugatt byl statisticky vyznamny rozdil koncentraci v zavislosti na pohlavi (Ho,
2017). Vysvétleni mohou byt dvé — stimulace produkce testosteronu nebo potlaceni metabolismu
testosteronu v dlsledku expozice bisfenolem A. Enzym zodpovédny za katalyzu vzniku

glukuronidovych konjugati mlze byt ovlivnén androgeny (Takeuchi, 2002).

Byla testovana degradace BPA v pfirozenych podminkach a ukazuje se, Ze jeho setrvani
v prostfedi je spiSe kratkodobé (EPA, 2010). BPA byl presto detekovan ve vzorcich pldy a vody,
vnit¥niho i venkovniho vzduchu a prachu a precisténych odpadnich vodach (Vandenberg, 2007). V COV
neni plné odstrafiovan (Kang, 2006; Staples, 1998). BPA se rozkladd vyrazné |épe v aerobnich
podminkdch. V fi€nich vodach jsou bakterie rozkladajici BPA pomérné béziné a nékteré kmeny maji
ucinnost az 91 % (Kang, 2002). Polocas rozpadu je v fece v praméru 3-5 dni, to ale neznamen3, Ze
neprobihd jeho bioakumulace v akvatickych organismech (Kang, 2006). V cinské fece Xin’an bylo
naméreno 38,8 ng/L BPA a rybi zlu¢ obsahovala 38,7 ug/L BPA (Wu, 2016). Ve vodé a sedimentu jezera

Taihu se primérna koncentrace rovnala 92,57 ng/L BPA (Liu, 2016).

Spotreba elektroniky, automobild, stavebniho materidlu a komunikacnich zafizeni s obsahem
BPA jsou hnaci silou rostouci poptavky po BPA v Ciné. Rostouci ekonomika vede k popularité
a dosazitelnosti balenych napojt, coZz mize do budoucna znamenat i vétsi problém z hlediska efektd

na populaci (Huang, 2012).

20



2.3 Vyskyt estrogennich disruptor( v COV

V této kapitole bude podrobnéji rozveden osud hlavnich estrogenné aktivnich Iatek v Cistirnach
odpadnich vod. Doposud nejéastéji pouzivana metoda je mechanicko-biologické precisténi s vyuzitim
aktivovaného kalu. Nékdy v kombinaci s nitrifikaci a/nebo denitrifikaci a chemickym vysrazenim
fosforu (Jarosova, 2014a). Na odtocich z Cistiren byva castéji detekovdn estron oproti jinym prirodnim
hormondm. E2 a EE2 ve vodach podléhaji oxidaci na E1, ktery je zaroven v relativné vysokych
koncentracich oproti ostatnim estrogenlim exkretovan lidmi a hospodafskymi zvitaty (Conley, 2017).
Polocas transformacdnich procest pfi teploté 20 °C trva az 9 dni (Lim, 2017). E1 pomalu degraduje na E3
(Chen, 2007). Vlysoké koncentrace E2 oproti EE2 piimo na odtoku z COV nemusi znamenat expozici
pro ficni organismy, protoze E2 mizZe byt v fece mineralizovan. EE2 ma navic vyssi Kow, proto snaze

podléha sorpci na kal a jeho koncentrace v odtoku se tim snizi (Ting, 2017).

Hlavni procesy, které se uplatfiuji pri odstrafiovani estrogen(i v konvenénich COV s aktivovanym
kalem, jsou adsorpce na kal abiodegradace. Mechanismus biodegradace probihd dekonjugaci
a naslednou degradaci heterotrofnimi bakteriemi. Rozmezi procentudlniho odstranéni se mfze
pohybovat v fadu desitek procent (pro E3 od 18 do 100 %) (Lim, 2017). Degradace muze vést k aktivaci
latek, co? mize zvysit biologickou aktivitu na vystupu z COV (Jalovd, 2013). Maximalniho odstranéni
v konvenénich ¢istirnach je vétsinou dosazeno pouze tehdy, pokud COV neni na pfitoku pretizena
a pokud je retencni ¢as delSi nez 10 dni (Lim, 2017). Efektivita sorpce estrogent na kal obvykle probiha
v této souslednosti E2>E1>EE2>E3. Sorpce na kal je Casto povaZovana za méné duleZitou z hlediska
odstranéni. Je ji pfipisovdno méné neZ 30 % z celkového mnoiZstvi odstranénych polutant(l (Racz,
2010). Jedna se o exotermni proces, ktery nabyva na vyznamu s klesajici teplotou. Snizeni rizika
pro Zivotni prostfedi by mohlo byt dosazeno integraci vice pristupl (Lim, 2017). Zakladem hybridnich
systéml je Casto pravé biologické ciSténi nasledované chemickymi ¢i fyzikalnimi procesy. Konkrétné
pouziti aktivovaného kalu a ultrafiltrace nebo y-zareni se zda byt pro nékteré EDCs rentabilni oproti
jinym hybridnim systémUim (Ahmed, 2017). Pro malé objemy odpadnich vod je efektivni odstranéni
na aktivnim uhli nebo s pomoci oxidacniho cinidla (synteticky MnO,, pH=4). Ty by také bylo moZné
kombinovat s konvenénim mechanicko-biologickym ¢isténim (Lim, 2017). Podrobnéji je ucinnost

odstranéni Cistirenskymi technologiemi uvedena v Tabulce 2.

Jak bylo zminéno vyse: nedostatecné odstranéni latek interagujicich s estrogennim receptorem
z odpadnich vod ohroZuje volné Zijici Zivocichy a pfendsi tento problém na oblast Upravy pitné vody
(Chen, 2007). V rozsahlé studii na dvou fekach ve Velké Britanii byla sledovana sada latek — mimo jiné

farmaka jako naproxen, ibuprofen, ketoprofen a diclofenac (Kasprzyk-Hordern, 2009), které patfi mezi
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Tabulka 2: Prehled cistirenskych technologii a jejich ucinnosti pfi odstranéni EDCs. V prvnim fadku je uvedena koncentrace
na pritoku do Cistirny [ug/L] a ve druhém je procentudini odstranéni. Zkratky znamenaji X pro mikrokosmos,
Y pro mesokosmos, Zpro pilotni studii,
MF pro mikrofiltraci, UF pro ultrafiltraci a NA pro nanofiltraci. Umélé mokrady (CW, z angl. constructed wetlands) je mozné
rozlisit podle smeru pratoku vody (SF = surfaceflow, HF = horizontal flow a VF = vertical flow). E1 znaci estron, E2 je
178-estradiol, E3 je estriol a EE2 17a-ethinylestradiol. Upraveno podle (Ahmed, 2017).
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antiestrogeny (Ezechia$, 2016a). Ty byly detekovany jak na pfitocich aodtocich z COV, tak

v povrchovych vodach v environmentalné relevantnich koncentracich jednotek pg/L.

vrve

pfipadé se jednalo o aktivovany kal ave druhém o skrdpéné filtraéni loze s biofilmem). Zde byl
aktivovany kal u vSech latek ucinnéjsi, presto napfiklad pro naproxen a ketoprofen odstranéni
nepresahlo 74 % (Kasprzyk-Hordern, 2009). U&innost aktivovaného kalu je vy$&i oproti G&innosti
biologickych filtr(, coZ je pravdépodobné zplisobeno delsim hydraulickym retenénim ¢asem v nadrizi
s aktivovanym kalem. Doba setrvani vody v nadrzi s aktivovanym kalem ¢i na loZi s biofiltrem je zasadni

pro miru odstranéni EDCs (Lim, 2017).

2.4 Stanoveni estrogenné aktivnich latek

Existuji dva hlavni pristupy jak stanovovat estrogenné pUsobici latky a celkovou aktivitu.
K hodnoceni environmentdlniho vzorku je mozné pfristupovat pomoci analytickych metod nebo
ekotoxikologickych testl na Zivych organismech. Oba tyto postupy se vzajemné vyrovnaji svou citlivosti
(Wangmo, 2018). Analytické stanoveni je vhodné pro kvantitativni a kvalitativni analyzu znamych latek.
KdeZto pomoci biotestl je mozné urdit celkovou aktivitu vzorku. Ve druhém pripadé je jesté vhodné
zvazit, zda poutzit in vitro Ci in vivo testy. Podle zvolené metody nasledné pak spravné zvazit relevanci
pro ekosystém (Thorpe, 2006; Conley, 2017). Je obecné zndmo, Ze in vitro testy neposkytuji informace
o osudu latky v prostfedi a bioakumulaci v organismech (Zava, 1997; Thorpe, 2006; Giulivo, 2016).
In vivo testy jsou drazsi a jsou diskutabilni z hlediska etiky (Wangmo, 2018). Na zakladé vysledk(
analytickych metod Ize uvaZovat predikce pomoci matematickych model(i, kterym bude vénovana

samostatna kapitola.

Stanoveni obéma pfistupy ma své limitace. Biotesty nejsou vzdy dostatecné citlivé
a u chromatografické analyzy mze interference s matrici zamezit presné kvantifikaci analytQ. Zatim
neexistuje celosvétové uznavany standard pro determinaci estrogennich sloucenin analytickymi
metodami. Lisi se extrakéni metody i koncové analyzy (Lim, 2017). Navic latky, které samostatné
nevykazuji Zddny nebo jen maly efekt, se mohou ve smési projevit estrogenni aktivitou. Testovana byla
napriklad smés, kde komponenty byly pod jejich ECo: nebo pod hodnotou koncentrace, kdy nebyly
pozorovany nepfiznivé ucinky (NOEC). Vysledkem byla signifikantni estrogenni aktivita oproti pozadi

(Silva, 2002; Schlotz, 2017; Kortenkamp, 1999).

Nejrelevantnéjsi s ohledem na celkovy efekt vzorku se zdaji byt in situ a in vivo testy, které jsou

zaroven nejdrazsi a vyZaduji vhodnou Zivocisnou kulturu. Predpokladané koncentrace, kdy nebudou
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pozorovany Skodlivé Gcinky (PNEC) v in vitro testech nemohou byt totiz povazovany za relevantni

in vivo (Jarosova, 2014b).

Jako vysledek ekotoxikologickych test( se pro vyjadieni mnozstvi celkové estrogenni aktivity bez
zacileni na konkrétni latky pouZiva tzv. 17B-estradiol ekvivalent. Ten lepé slouZi pro porovnani vysledk
z jednotlivych lokalit a jeho vypocet vychazi z predpisu pro logistickou kfivku (JaroSova, 2014b).
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) ve spolupraci s Organizaci pro vyZivu a zemédélstvi (FAO)
vroce 2000 stanovila pfijatelnou denni davku (ADI) EEQ na jednotku télesné hmotnosti ¢lovéka

na 0-50 ng/kg.den (WHO, 2018). Predpis logistické krivky je nasleduijici:

minimung, — maximumg,

Enmix = EEQ P2
1+ (—)
ECsog2

+ maximumg,,

kde Emix znaci efekt smési latek, ECsoez znadi inflexni bod kfivky davka-odpovéd pro 17B-estradiol
a minimumeg;, resp. maxiumumeg znaci minimum, resp. maximum kfivky davka-odpovéd

pro 17B-estradiol.

Pokud mame smési o znamém sloZeni, miZeme uvaZovat o zjisténi prispévku jedné latky

k celkové estrogenni aktivité smési (JaroSova, 2014b; Ezechias, 2016b) dle nasledujici rovnice.
EEQ = ([E1] x EEFg) + ([E2] x EEFg;) + ([E3] x EEFg3) + ([EE2] x EEFgg,),

kde EEQ zna¢i celkovou estrogenni aktivitu, [E1 — EE2] je koncentrace latek E1 — EE2 a EEF, je

Estrogenic Equivalency Factor.

2.4.1 Pripadové studie porovnani metodickych pfistupl

V celoevropské studii byla pomoci in vitro test( asi u tfetiny vzorkd odtok z Cistiren odpadnich
vod zjisténa vyssi odezva nez 0,5 ng/L EEQ (v rozmezi 0,5 - 17,9 ng/L). Zatimco pFi méfeni analytickymi
metodami se zadny ze steroidnich hormon( nevyskytoval nad limitem detekce (LOD) 10 ng/L. Byla
proto hledana korelace mezi zjisténym EEQ a vyskytem jednotlivych skupin latek jako jsou farmaka,
zhasece hoteni, pesticidy a jejich metabolity atd. Zddnd korelace mezi sumou koncentraci polutant(
a EEQ nebyla nalezena. To indikuje potfebu pouZivani bioanalytickych pfistupl ruku v ruce spolu
s chemickymi analyzami. In vitro a in vivo biotesty vSak mivaji rGznou citlivost, coZ vyzaduje jejich

standardizaci, aby mohly byt vyuZity jako nastroj monitoringu (JaroSova, 2014a).

Ve 20 z 25 vzork( pitnych vod z USA nebyly Zadné estrogeny véetné EE2 detekovany za pouZiti

analytickych metod. Po precisténi na pitnou vodu nebyl prekroéen detekcni limit u Zadného vzorku.

24



V 5-ti vzorcich nepreciSténych vod se vyskytoval pouze estron. Vysledky z kapalinové chromatografie
se vSak zcela neshodovaly s vysledky z in vitro test(. Ze 24 vzorkd byla estrogenni aktivita zmérena
u 16 vzork( zdrojovych vod a u 3 vzorkl precisténych pitnych vod. Redukce estrogen(ll precisténim
na pitnou vodu byla signifikantni, ale neprekrocila 84 %. Pro vzorky bylo doporuceno kromé
analytickych metod aplikovat iin vitro testy. PfredevSim v ptipadé, Ze ocekdvdme nezndmé EDCs

(Conley, 2017).

Ve dvou kompositnich vzorcich z finské COV byly za pomoci kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni detekci (LC—-MS/MS) sledovany estrogenni hormony a EE2. Kromé estronu,
ktery se vyskytoval v koncentracich vyssich nez 60 ng/L (odpovida priblizné 6,5 ng/L EEQ), byly vSechny
analyty pod limitem kvantifikace (desetiny aZ jednotky ng/L). Nejvétsi pFispévek k celkové estrogenni
aktivité byl tedy pfipisovan estronu. Pfed in vitro testem byly vzorky podrobeny preparativni
kapalinové chromatografii a nékteré frakce pak vykazaly pfi testu aktivitu az 125 ng/L EEQ (Salste,

2007).

Dalsi nesrovnalosti mohou vyvstat pfi extrapolaci efekt( z in vitro na testy in vivo. Pfi testovani
vzork(, které na kvasinkach vykazovaly pozitivni estrogenni aktivitu, indukce vitelogeninu neprobéhla.
Coz znadi, ze efekt vyvolany danou koncentraci v in vitro testech se nemusi nutné prokazat in vivo.
Predikce Ucinku v ekosystému je tedy o to sloZitéjsi (Aerni, 2004). Vysledky z in vitro a in vivo testu se

nékdy lisi jen rozsahem hodnot (Wehmas, 2011).

2.5 Predikce ucCinku a empiricka data

Jedna z nejdulezitéjsich aplikaci predikci Ucinku je hodnoceni smésnych vzorkd. V Zivotnim
prostiedi jsou organismy véetné ¢lovéka vzdy vystaveny vice xenobiotikiim, ktera je mohou ovliviiovat
i ve velmi nizkych koncentracich. Environmentdlné relevantni je tedy sledovani expozice smési
estrogenné aktivnich latek (Howard, 2009; Schlotz, 2017). | v ptipadég, Ze se latky jednotlivé nevyskytuji
nad hodnotami NOEC, ECo1 nebo v davkach, pfi kterych nebyl pozorovan skodlivy Gcinek (NOAEL) (Silva,
2002; Seeger, 2016; Kortenkamp, 1999; Ghisari, 2009).

Dalsi aplikace model( navazuje na Udaje z predchozi kapitoly. Data ziskana z ekotoxikolo-
gickych testl a analytickych metod se mezi sebou Casto lisi. Z dosavadnich vysledkd vyvstava otazka,
zda je tomu tak z ddvodu instrumentalnich (rozdily ve vytéznosti pfi extrakénich postupech, omezena
detekce a kvantifikace analytl atd.), dochazi k interakci mezi latkami nebo se v prostredi vyskytuji
estrogenné aktivni latky, na které zatim neni cilend detekce analytickymi metodami. K feSeni tohoto

problému by mohlo prispét pravé matematické modelovani icinku smésnych vzorkd.
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Nejprve je tfeba se ujistit, Ze existuje spolehlivy model pro predikci efektu. Pak by porovnanim
vysledkll z ekotoxikologickych testll a predikci zaloZenych na analytickych datech bylo mozné zjistit,
zda se v redlném vzorku vyskytuje jesté néjaka dalsi estrogenné nebo antiestrogenné plsobici latka.
Pokud naptiklad predikce podhodnoti odpovédi z ekotoxikologickych testl, bude zfejmé, Ze jsou
ve smési pritomny dalsSi estrogeny. S pouzitim frakcionacnich metod a necilené kvalitativni analyzy
Ize odhadnout, ktera konkrétni latka je zodpovédna za estrogenni aktivitu v redlném vzorku (Desbrow,

1998).

2.5.1 Koncept kfivky davka-odpovéd

Matematické predikce se opiraji o koncept kfivky davka-odpovéd (z angl. dose-response curve).
Nejrozsitenéjsi vyjadieni vztahu mezi koncentraci a Ucinkem v in vitro testech s endokrinnimi
disruptory je v soucasnosti zaloZzeno na sigmoidalni (logistické) zavislosti. Ta je do grafu vynesena jako
efekt neboli Gcinek zavisly na logaritmu davky ¢i koncentrace (Lagarde, 2015; Ezechias, 2016a; Jalova,
2013; Zava, 1997; Schlotz, 2017). Logisticka zavislost (s parametry: minimum, maximum, smérnice
a inflexni bod = ECsp) je téZ typicka pfi popisu populacni dynamiky, enzymatické kinetiky nebo titracnich
analyz (Schindler, 2017). Komplikace pfi predikci mohou vyvstat, pokud se ve smési vyskytuji
antiestrogenni latky, které prozatim nejsou soucasti predikénich modell (Schindler, 2017; Ezechias,
2016b; Howard, 2009). Nebo pokud nemohou byt napfiklad z dlivodu omezené rozpustnosti zméreny

krivky jednotlivych substanci (Schlotz, 2017).

Koncept kfivky davka-odpovéd lIze aplikovat na vice Urovnich. Lze sledovat napfiklad vztah
mezi dadvkou a obsazenim receptoru nebo mezi davkou a odpovédi celého organismu. Je tfeba brat
v potaz, Ze vztah mezi koncentraci v prostfedi a odpovédi buriky, potaZmo organismu ovliviiuje mnoho
faktord. Témi jsou napftiklad vstup latky do organismu a nasledné pfijem burkou, distribuce a transport
v plasmé, metabolismus, afinita ke specifickému subtypu receptoru atd. To je tfeba zohlednit

pfi interpretaci vysledk( dané krivky (Welshons, 2003).

V poslednich letech jsou publikované i pfipady tzv. nemonotdnni kfivky davka-odpovéd
(nonmonotonic dose-response curve), ktera popisuje pripad, kdy smérnice kfivky zméni smér
v zavislosti na testované davce. Tento jev miZe nastat z nékolika divodua s plivodem v molekularnim
plUsobeni. Napfiklad pokud se EDCs vaZze na vice nezZ jeden receptor, ztratou citlivosti receptoru atd.
Vse se odviji od velikosti davky a je propojeno s vyse zminénym low-dose efektu (Kapitola 6.1) (Lagarde,

2015; Vandenberg, 2012).
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2.5.2 Matematické modely pro smésné vzorky

Nékteré modely pouZivaji jako vstupni parametry pro kvantifikaci pfirodnich estrogent a EE2
vstupujicich do Cistiren odpadnich vod demografické studie a data ze scitani lidu (Johnson, 2000). Jiné
modely pro predikci ucinku smésnych vzork( jsou zaloZeny na znalosti parametrli monoténniho

pribéhu sigmoidy davka-odpovéd pro jednotlivé komponenty smési.

V soucasnosti jsou uplatfiovany dva hlavni pfistupy pro predikce s nulovou interakci (null
models). Prvnim je tzv. concentration addition (CA) model. A druhym je tzv. Multiplicative Survival
model (MSM), kam patfi i model jednoduché interakce (simple interaction, SI) nebo nezavislého
plUsobeni (independent action, IA) pouZivany v toxikologii. KaZzdy znich je zaloZen na jinych
predpokladech o plsobeni latek a s drobnymi Upravami je aplikuji rGzné védni obory od farmacie

po zemédélstvi (Schindler, 2017; Howard, 2009; Silva, 2002).

Prvni typ modell je vhodny pro smési, kde je mechanismus puUsobeni stejny pro vSechny
komponenty smési, tedy i pro EDCs a jejich interakce s cilovych receptorem. To mad u CA modelu
za nasledek paralelni kfivky se stejnou smérnici. Zakladni koncept predpokladad, Ze ekvipotentni davky
dvou rliznych latek mohou byt zaménitelné, coz nepfimo vyjadfuje, Ze celkovy efekt nem(ize byt vétsi
neZz jeho nejpotentnéjsi slozka (Schindler, 2017). Na podobném zdkladé, avsak s mensim poctem
aproximaci, byly vyvinuty také modely jako zobecnény koncentraéni pridavek (GCA) (Howard, 2009),
faktor ekvivalentni toxicity (TEF) (Birnbaum, 1995), plny logisticky model (FLM) (Ezechias, 2016b)

a Schindlertv , Hill response surface ansatz” (Schindler, 2017).

Pti predikci hraje roli také to, zda je mezi komponentami smési parciadlni agonista. Zatimco plny
agonista pouze aditivné pfispiva k ucinku smési, parcidlni agonista zvysuje uc¢inek smési, pokud je pod
urovni svého maximalniho ucinku. Pfi vysokych koncentracich plsobi jako antagonista (Watt, 2016;
Howard, 2010). Novéjsi vztahy pro predikci jako FLM a SchindlerGv model operuji s vice jak tfemi
parametry krivky davka-odpovéd jednotlivych komponent. Nejsou tim paddem omezeny jen na plné

agonisty a kfivky nemusi mit stejnou smérnici v inflexnim bodé (Ezechias, 2016b; Schindler, 2017).
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2.5.3 Modelovani vs. empirickd méreni

Verifikace model( jsou zpravidla provadény na Cistych chemickych standardech a aZ nasledné
s realnymi vzorky, u kterych je provedena cilend kvalitativni a kvantitativni analyza (Thorpe, 2006).
PFi testovani smési standard(l vazajicich se na arylhydrokarbon receptor (AhR) byla predikce GCA
spolehlivéjsi nez TEF (Howard, 2010). Stejné tak se GCA ukazal lepsi pro predikci vyssich koncentraci
ftalath ucinkujicich na receptor aktivovany peroxisomovymi proliferdtory (PPARy) nez TEF a IA.

PFi nizSich koncentracich se modely chovaly podobné (Watt, 2016).

Byly testovany binarni smési sloZzené celkem z osmi xenoestrogenl ze skupiny parabend,
fytohormonu a bisfenolu A. Predikce modelem CA a TEF byly vyrazné presnéjsi nez IA pristupem, ktery
smési podhodnocoval. Autofi povazuji zejména CA model vhodny pro predikci smési estrogenu. Je ale
nutné zdlraznit, Ze kfivky jednotlivych komponent zde byly paralelni a dosahovaly stejnych
smérnicovych a maximalnich hodnot (Silva, 2002). Pro smési pfirodnich hormont byl pomoci CA
modelu dobre predikovany parametr ECsg, ostatni parametry kfivky davka-odpovéd autofi nehodnoti
(Yang, 2014). V nejnovéjsi in vitro studii s ekvipotentnimi a ekvimolarnimi smésmi pesticid(i, PCPs,
fytohormon( a dalsich chemikalii vazajicimi se na estrogenni receptory byl aplikovan jak model GCA,
CA, tak i FLM. Autofti hodnoti vysledky tak, Ze FLM v pfipadé pouzitych latek vhodné integruje vyhody
GCA a CA modell a dobfe predikuje kfivky davka-odpovéd' (Schlotz, 2017). Vice studii s predikcemi

pomoci FLM a Schindlerova modelu nebylo publikovano.

Na realné vzorky byl doposud vyjimecné aplikovan pristup vykreslovani celych kfivek, posuzovani
probiha spise porovnanim celkového 17B-estradiol ekvivalent (Kapitola 6.4). Binarni smési pfirodnich
estrogenl, EE2 a 4-NF byly celkem obstojné predikovdany pomoci CA modelu. Predikce podle
analytickych stanoveni latek E1, E2, EE2 a 4-NF pro 47 realnych vzorkd odtoktl z COV viak nebyly zcela
tak presné pfi porovnani s in vitro vysledky. To autofi pfipisuji spiSe vysokému limitu detekce
pro jednotlivé analyty a obecné jejich obtiznému kvantitativnimu stanoveni (jednotky az desitky pg/L)
nez Spatné vytvorenému modelu. Béhem extrakénich krokd nebyl pozorovan ubytek v celkové

estrogenni aktivité. Empirické hodnoty byly ve vétsiné pripad(l nizsi nez predikované (Thorpe, 2006).

Opacny trend byl pozorovan na vzorcich povrchové vody a sedimentu z povodi feky Liao,
kde byly pro vétSinu vzorkd vypocitané hodnoty EEQ vysSi neZ namérené. To by nasvédcovalo
pfitomnosti antiestrogenll. Mezi hodnotami byla pozorovana signifikantni korelace s koeficientem
determinance R?=0,9 pro povrchovou vodu a R?=0,7 pro sediment (Wang, 2011). Ve starsi studii s 5-ti
realnymi vzorky odpadnich vod obdobné srovndvali EEQ vypoctené podle analyticky zmérenych
hodnot s vysledky z testu na kvasinkdch. Vypoctené a naméfené hodnoty EEQ pozitivné korelovaly s
R2=0,6, ale liSily se (Aerni, 2004).
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace je zhodnotit efekt endokrinnich disruptorl ve smésich, coz je
z hlediska hodnoceni rizik pro Zivotni prostfedi zcela zasadni. Environmentdlné relevantni jsou totiz
spiSe efekty smési EDs, z nichz se kazdy vyskytuje v nizkych koncentracich. EDs mohou byt stanoveny
pomoci chromatografickych metod a ekotoxikologickych testll nebo muze byt celkovy efekt
predikovdn matematickymi modely. Protoze ucinnost precisténi odpadnich vod neni s ohledem na
endokrinni disruptory dostatecné, odtoky z Cistiren jsou jednim z hlavnich zdroji téchto latek
v prostredi. Na zdkladé téchto zjisténi byly formulovany nasledujici specifické cile pro tuto diplomovou

praci:

e  Ovérit matematicky model FLM (Full logistic model) pro predikci Uc¢inkd smési.
e  Zhodnotit vhodnost jednotlivych predikénich modell (napf. FLM, GCA, Schindler(v model).
e Na zdkladé vysledkd chromatografické analyzy predikovat estrogenni aktivitu pomoci modeld

ve vzorcich odtokl z Cistiren odpadnich vod. Vysledky porovnat s celkovou estrogenni

aktivitou experimentdlné stanovenou ekotoxikologickymi testy.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Standardy
17a-ethinylestradiol (98%)
17B-estradiol (298%)
4-nonylphenol (99,9%)
bisphenol A (99+%)

estriol (297%)

estrone (297%)

irgasan (297%)
hexachlorobenzen (99,8%)

4.2 Rozpoustédla a dalsi chemikalie

acetonitril pro HPLC (99,95%)
adenin (299%, HPLC)
adenin hemisulfat (>99%)

ammonium hydroxide solution (28 — 30%)

L-arginin HCl (298%)
L-aspartova kyselina (=98%)
biotin (299%)

BSTFA + TMCS (99:1)

citrat trisodny

dichlormethan pro HPLC, 99,9 %

dihydrogenfosfore¢nan draselny (>99%)

dimethylformamid (>99,9%)
dimethylsulfoxid (=99,9%)

dusik (99,99%)

ethanol (96%)

ethylacetat pro HPLC

L-fenylalanin

D-glukéza monohydrat, p.a.
L-glutamova kyselina (299%)
glycerol

inositol (299%)

L-isoleucin (298,5%)

L-histidin (>98,5%)

hydroxid draselny, p.a.

kyselina citronova bezvod3, p.a.
kyselina chlorovodikova (35%, p.a.)
kyselina octova ledova (100%, p.a.)
L-leucin (298,5%)

D-luciferin (synthetic) (299,4%)
L-lysin HCI (299%)

methanol pro HPLC
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Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR

VWR, CR

Fluka, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Lachema, CSR
Supelco, CR
Sigma-Aldrich, CR
Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Linde, CR

VWR, CR

VWR, CR

Roth, CR
Lechner, CR
Sigma-Aldrich, CR
Lachner, CR
Sigma-Aldrich, CR
Roth, CR

Roth, CR

Penta, CR
Lachema, CR
Lachner, CR
Merck, CR

Roth, CR

Duchefa Biochemie, Dansko

Fluka, CR
VWR, CR



L-methionin (299%)
pantothemova kyselina (N/A)
pyridoxin HCl (298%)
red-B-D-galactopyranoside (96%)
L-serin (299%)

siran amnonny, p.a.

siran horecnaty (N/A)

siran médnaty (N/A)

siran sodny bezvody, p.a.
siran Zelezity (N/A)

thiamin (N/A)

L-threonin (>98%)
L-tryptofan (298%)

L-tyrosin

L-valin (298%)

yeast nitrogen base

4.3 Material a organismy

Chromabond C18 sklenéné kolonky, 6 mL
Hamiltonova stfikacka (1mL)

Membranové filtry na bazi celulézy (0,45 um)
Oasis MAX, 6¢cc (150 mg) Extraction Cartridges
Papirové filtry (0,5 um)

Parafilm PM — 996

Pisek morsky

Saccharomyces cerevisiae (B—galaktozidazovy test)

Roth, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Fluka, CR

Penta, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Lachner, CR
Lechner, CR
Fluka, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR
Sigma-Aldrich, CR

Macherey-Nagel, Némecko

Hamilton®, USA

Whatman, Némecko

Waters, CR

Macherey-Nagel, Némecko

Sigma-Aldrich, USA

LachNer, CR

Laboratof molekuldrni bunécné fyziologie a
endokrinologie, Dresden Univerzity of
Technology, Némecko.

Saccharomyces cerevisiae kmeny BMAEREIuc/ERa a BMA64luc

Stacionarni faze GPC BioBeads® S-X12
Stfikackové nylonové filtry na GPC (0,22 um)
Strikackové filtry na sterilizaci Rotilabo (0,22 um)

4.4  Pristroje

Analytické vahy AE 240

Analytické vahy AdventurePro

ASE 200 Accelerated Solvent Extraction System
Autoklav AUT26/II

Automaticky sbérac frakci Fraction collector frac-100
Centrifuga EBA 20

Derivatizac¢ni pec

Detektor Waters 2996 PDA

Extrakéni manifold
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Piia Leskinen, oddéleni biochemie
University of Turku, Finsko
BioRad, USA

Chromatoservis, CR

Roth, CR

Mettler, Svycarsko
Ohaus, USA
Dionex, USA

N/A

Pharmacia, Svédsko
Hettich, Nemécko
N/A

Waters, USA
Waters, USA



Flow — box s klimatiza¢nim systém Fatran N/A

GC autosampler CP 8400 Bruker, USA

GC kolona DB-5ms (0,25 um, 30 m x 0,25 um) Agilent Technologies, USA
GPC kolona Omnifit® Glass Column 10 x 500 mm Chromservis, CR
HPLC kolona XBridge C18 Waters, USA
Inkubator Raven 2 LTE Scientific, VB
Kapalinovy chromatograf Waters Alliance 2695 Waters, USA
Luminometr Lumino M90a ZD Dolni Ujezd, CR
Lyofilizator Labio, CR
Magneticka michac¢ka MS-H-S Dlab, Cina

Mrazak MDF — U333 Sanyo, Japonsko
Orbitdlni tfepacka PSU — 10i Biosan, Litva
Pipety Biohit a Brand

pH — metr: pH 7110 set Inolab s.r.o., CR
Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci SCION SQ Bruker, USA
Pumpa deltachrom™ (GPC) Watrex (CR)
Purifikacni systém Direct-Q ©® Merck Millipore, Némecko
Spektrofotometr Infinite M200 PRO NanoQuant Tecan, Svycarsko
Spektrofotometr Lambda 3 UV/VIS Spectrophotometr Perkin-Elmer, USA
Ultrazvukova lazen K-12 Kraintek, CR
Vakuova pumpa (SPE) Labicom s.r.0., CR
Vahy PM460 Mettler, Svycarsko
Vortex mixer ZX Classic VELP Scientifica, Italie

4.5 Bioluminiscencni test
Princip. Testovym organismem byla geneticky modifikovana kvasinka pivni (Saccharomyces

cerevisiae), do které byla vlozena lidska sekvence DNA koédujici estrogenni receptor a plasmid
pro tvorbu luciferdzy. V pfitomnosti latky, kterd se navadze na estrogenni receptor, je syntetizovan
enzym luciferdza, ktera Stépi pfitomny luciferin. Intenzita bioluminiscence odpovida koncentraci
estrogenné aktivni latky. Vtestu byly pouzZivany dva kmeny kvasinek BMA64/luc (Luc)
a BMAEREluc/Era (ER). BMA64/Iuc slouZil jako kontrolni kmen pro zjisténi ptipadné nezddouci akutni

toxicity, BMAEREluc/ERa detekuje estrogenni aktivitu. Test byl proveden podle Leskinen (2005).

Kultura. Dlouhodobé byly kvasinky uchovavany pfi teploté -80 °C ve smési glycerolu a média
(1:1). Reakéni smés obsahovala 100 pL smési a 400 uL kultury kvasinek o optické denzité 0,8 — 1.
Péstovany byly na Petriho miskach s agarem a médiem (4 g agaru na 200 mL média). Kazdych 14 dni
byly kvasinky preockovany na nové misky. VSe bylo provedeno ve sterilnim flow-boxu a odpad
kontaminovany GMO byl sterilizovan pti 121 °C po dobu 30 minut nebo peclivé zneskodnén 96%

ethanolem.

Médium. Kmen ER a Luc vyZaduje rozdilné médium (Tabulka 3). Zaklad, do kterého byly pridany

jednotlivé komponenty, byl pro obé stejny tzv. Synthetic dextrose médium. To bylo pfipraveno
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rozpusténim 6,7 g Yeast nitrogen base v 1 L destilované vody. VSechny roztoky byly sterilizovany

pfi 121 °C po dobu 30 minut nebo filtraci (0,22 um) podle jejich citlivosti vici vysokym teplotam.

Tabulka 3: Média pro kultivaci kvasinek (kmeny Luc a ER) na luminiscencni test.

komponenty koncentrace kvasinkovy koncentrace
roztoku kmen v médiu
glukdza 40 % (w/v) Luc+ER 5%
histidin 2g/L Luc+ER 1%
adenin hemisulfat | 5g/L Luc+ER 1%
leucin 10 g/L Luc+ER 1%
tryptofan 2g/L Luc 1%

Priibéh. Redici fady vzorkl a standard byly rozpustény v 30% dimethylsulfoxidu (DMSO) kvdli
viabilité kvasinek, ve vyssich koncentracich DMSO kvasinky umiraji. Test byl proveden ve tfech
paralelach pro kazdou koncentraci. Test trva dva dny. Prvni den bylo tfeba napéstovat kvasinkové
kultury ER a Luc v tekutém médiu pfislusném pro dany kmen. Pfes noc byly kvasinky inkubovany

pfi teploté 28 °C a stalého trepani (220 rpm).

Druhy den byly kvasinky zfedény na optickou denzitu 0,4 pti vinové délce A = 620 nm. Do testu
musi kvasinky dorlst na optickou denzitu 0,6 — 0,7 pfi A = 620 nm. Zkumavky, ve kterych byl pokus
proveden, byly sterilizovdny 96% ethanolem. Ke 100 ul suspenze kontrolniho kmenu Luc bylo pfidano
10 pl vzorku v 30% DMSO, pro ER kmen byly objemy dvojndsobné. Jako blank slouzil 30% DMSO
a pozitivni kontrola, podle které bylo mozné porovnat testy mezi sebou a ovéfit spravnost provedeni,
byl 17B-estradiol. Kazdad zkumavka byla z vrchu opatfena parafiimovym vickem, aby nedoslo
ke kontaminaci. Expozice kvasinek trvala 2,5 hodiny ve 28 °C za stalého tfepdani (220 rpm). Vidy tésné
pred mérenim byl do zkumavky pipetovdn cerstvé pripraveny substrat v podobé 0,1mM roztoku
luciferinu v 0,1mM citratovém pufru. Luminiscence byla méfena na pfistroji LUMINO m90a, kazdy

vzorek byl sniman 60 sekund.

Vyhodnoceni. Uroveri emitovaného svétla byla méfena pomoci luminometru a vyjadfena
v tzv. relativnich svételnych jednotkach (RLU), které proporcionalné vyjadfuji proud svételného zareni
daného vzorku. Od kazdého vzorku byl odeéten priimér nejméné tii méreni prazdné zkumavky, které
bylo provedeno rovnomérné v priibéhu testu. Z kontrolniho kmene BMAG64/luc byl vypocten korekéni
faktor, ktery byl podilem odezvy blanku ke vzorku. Pokud se hodnota korekéniho faktoru nenachazi
mezi hodnotami 0,5 — 2, znamena to, Ze doslo pravdépodobné k inhibici efektu vlivem toxicity vzorku

a bylo nezbytné opakovat méreni s nafredénym vzorkem. Vysledek byl vyjadien jako podil odezvy
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vzorku ku blanku (tzv. fold induction) vynasobeny korekénim faktorem v intervalu 0,5 — 2 pro konkrétni
vzorek. Timto vypoctem je ziskan vysledny efekt. Vysledné grafy, tabulky a vypocty byly vyhotoveny
v programech RStudio, OriginPro 8.5 a MS Excel. Namérené hodnoty ekotoxikologickych testl byly
prokladany logistickou funkci. Limit detekce byl vypocten jako 15 % maxima kfivky E2. Pro souhrnné
grafické zobrazeni jedné smési nebo vice latek z vice méreni v rdmci nékolika dni byla provedena
transformace dat na maximalni a minimalni odezvu E2 v daném testu, ¢imz bylo dosazeno sjednoceni

hodnot na soufadnicich. Vztah pro normalizaci:

OdezvaAnaméFené — MiNng;

0dezvanormalizovand = ;
zovana maxg, — ming,

4.6 B-galaktozidazovy test
Princip. Testovym organismem byly geneticky modifikované kvasinky pivni (S. cerevisiae),

do jejichz genomu byla vloZzena lidskd sekvence DNA kodujici estrogenni receptor a plasmid
s reportérovym genem lac-Z, po jehoz aktivaci je exprimovdn enzym [B-galaktozidaza. V pfitomnosti
latky interagujici s receptorem je enzym syntetizovan a sekretovan do média, kde $tépi pritomny
chromogenni substrat chlorfenol red-B-D-galaktopyranosidaza (CPRG). Zbarveni roztoku se tak zméni
ze zlutého na cervené, intenzita je Umérna koncentraci estrogenné aktivniho analytu. Absorbance

Cerveného substratu CPRG je mérena pti A = 540 nm. Test byl proveden podle Routledge (1996).

Kultura. Kvasinky byly uchovavany pfi teploté -80 °C ve smési glycerolu a kultivaéniho média
(1:1). Pfed testem byly rozmraZeny a prevedeny do tekutého média. VSe je provadéno ve sterilnim
flow-boxu a odpad kontaminovany GMO byl likvidovan pfi 121 °C po dobu 30 minut nebo peclivé

zneskodnén 96% ethanolem.

Kultivaéni médium. Médium pro tento test je vhodné pfipravovat vidy Cerstvé z nasledujicich
komponent, které jsou jednotlivé sterilovany v autoklavu pfi 121 °C po dobu 30 minut nebo filtraci

(0,22 um) ve flow-boxu:

1) 0,5 mL roztoku vitaminQ (8 mg thiaminu, 8 mg pyridoxinu, 8 mg kyseliny pantothenové, 40 mg
inositolu, 20 mL roztoku biotinu o koncentraci 2 mg/100 mL a 180 mL destilované vody) — filtr

2) 0,125 mL siranu médnatého (20 mM) — filtr

3) 1,25 mL kyseliny L-aspartové (4 mg/mL) — autoklav

4) 0,4 mL L-threoninu (24 mg/mL) — autoklav

5) 5 mL glukdzy (20 % w/v) — autoklav

6) 45 mL minimdiniho média (13,61 g KH2PO4, 1,98 g (NH4).S04, 4,2 g KOH, 0,2 g MgS04, 1 mL
Fe»(S04); o koncentraci 40 mg/50 mL, 50 mg leucinu, 50 mg histidinu, 50 mg adeninu, 20 mg

argininu — HCl, 20 mg methioninu, 30 mg tyrosinu, 30 mg isoleucinu, 30 mg lysinu — HCI, 25 mg
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fenylalaninu, 100 mg kyseliny glutamové, 150 mg valinu, 375 mg serinu a 1 L destilovana vody)

— autoklav

Experimentdlni médium. Médium bylo pfipraveno z kultivacniho média s pfidavkem substratu

CPRG (1%).

Priibéh. Redici fady vzorkd a standardd byly prevedeny, resp. rozpustény ve 30% DMSO kv(ili
viabilité kvasinek. Testy byly provedeny v tripletu. Test trvd pét dni. Prvni den bylo pfipraveno
kultivaéni médium a v ném rozpéstovany zmraZené kvasinky. Pfes noc byl roztok kvasinek inkubovan
pfi teploté 28 °C za stalého michani (140 rpm). Druhy den byl pokus zaloZen v 96 jamkové desticce.
Do kazdé jamky bylo pipetovano 20 pL vzorku a 180 plL inokulovaného média. To bylo pfipraveno
z roztoku kvasinek s optickou denzitou pfiblizné 1 pfi vinové délce A = 640 nm a testového média (2 mL
roztoku kvasinek a 50,5 mL testového média). Jako blank slouzilo 30% DMSO a pozitivni kontrola,
podle které bylo mozné porovnat testy mezi sebou a ovéfit spravnost provedeni, byl 17B-estradiol.
Desky byly zalepeny paskou, aby nedoslo ke kontaminaci a obsah opatrné promichan. Nasledujici dva
dny probihala expozice kvasinek vinkubatoru pti teploté 28 °C. Paty den probihalo méreni
na spektrofotometru. Hodnota absorbance pro kazdou jamku byla vysledkem méreni v péti bodech.
Pro stanoveni intenzity ¢erveného zbarveni bylo provedeno méreni absorbance pfi vinové délce

A =540 nm a pro stanoveni pozadi pfi vinové délce A = 620 nm.

Vyhodnoceni. Od absorbance pfiA = 540 nm byla odectena absorbance ptiA =620 nm a pramér
absorbance tti blank(. Vysledny efekt byl vtomto testu definovan timto vypoétem, pro kaZzdou
koncentraci analytu byly pridmérovany hodnoty ze tfi opakovani. Pro redlné vzorky byl vysledek
pfeveden na 17B-estradiol ekvivalent podle rovnice logistické kfivky. Limit detekce byl vidy stanoven
pro konkrétni méreni na 15 % maxima odezvy 17B-estradiolu. Vysledné grafy, tabulky a vypocty byly
vyhotoveny v programech RStudio, OriginPro 8.5 a MS Excel. Namérené hodnoty ekotoxikologickych
testl byly prokladany logistickou funkci. Limit detekce byl stanoven na 15 % maxima krivky E2.
Shodnost namérenych parametrli ECy s predikovanymi byla testovana pomoci Tukeyho testu
mnohondsobného porovndni v programu RStudio. Pro souhrnné grafy z vice méfreni byla pouzZita

normalizace dat na odezvu E2 (vypocet viz predchozi kapitola Vyhodnoceni).

4.7 Testy rozpustnosti 4-nonylfenolu
Aby bylo moZné pridat do testovani smési standardd dalsi analyty, bylo tfeba zjistit jejich

hranici rozpustnosti v30 % DMSO. V testech ekotoxicity by totiz mohlo dochazet k podhodnoceni

estrogenni aktivity v disledku nerozpusténého analytu.

4-nonylfenol byl rozpustén v 30% a 60% DMSO v koncentracich 5 — 100 mg/L. Po centrifugaci

(5 minut, 5000 rpm) byly do inzertu ve 2 mL vialkach odebrany pouze Ciré supernatanty. Analyza byla
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provedena vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekci diodovym polem (HPLC—PDA
detektor). Byla pouzita kolona XBridge C18 (3,5 um, 4,6 x 250 mm) a teplota na koloné byla 35 °C. Eluce
probihala v isokratickém reZimu (90 % 100% ACN a 10 % 10% ACN) s pratokem 0,8 mL/min. Davkovaci
objem vzorkU byl 10 pl a vinova délka detekce byla A = 210 — 400 nm. Koncentrace 4-nonylfenolu byly

stanoveny z plochy piku. Pro sestrojeni kalibracni pfimky byl 4-nonylfenolu rozpustén ve 100% DMSO.

4.8 Uprava a extrakce odpadnich vod
Do sklenénych nadob byly odebrany ¢&tyfi vzorky odtokd z €istiren odpadnich vod v Ceské

Republice (Tabulka 4). Odpadni vody pochdzely prevainé z domacnosti a obcansko-technické
vybavenosti, ¢ast tvofily téz srazkové vody. Ve vsech Cistirnach probiha pouze mechanicko-biologicka

Uprava odpadnich vod.

Vzorky byly mezi odbérem a zpracovdnim uchovavany pfi4 °C. Kazdy z nich byl analyzovan
ve tfech paralelach. Extrakce a chromatograficka analyza sedimentl a odtoku z Cistiren odpadnich vod
byla provedena podle zavedenych postupl v Laboratofi environmentalni biotechnologie Akademie
véd CR. VytéZnosti a daldi specifikace extrakénich a derivatiza¢nich metod byly testovény v diplomové

praci Jany Langové (Langova, 2013).

Vzorky byly homogenizovany tfepanim nebo proudem vzduchu. Ddle byl odebran 1 L vzorku
a okyselen na pH = 2,5 za pouziti koncentrované kyseliny chlorovodikové. Pro odstranéni necistot byla
provedena filtrace pod vakuem pres papirovy filtr (0,5 pum) a nasledné pres membranovy filtr na bazi

celulézy (0,45 pum).

Tabulka 4: Specifikace Cistiren odpadnich vod, kde byly odebirdny vzorky odtokd.

pocet datum
vzorek ekvivalentnich kapacita [tis m3/den] .
. odbéru
obyvatel [tis]

¢ov-01-out 50-200 15-100 31.1.2018
¢ov-02-out <50 <15 31.1.2018
cov-03-out >200 > 100 15.3.2018
¢ov-04-out 50-200 15-100 22.3.2018

Dalsim krokem bylo zakoncentrovani vzorku pomoci extrakce pevnou fazi (SPE — solid phase
extraction). Sklenéné kolonky CHROMABOND Cis byly kondiciovany nejprve 3x2 mL ethylacetatu
(EtOACc), 3x2 mL methanolu (MeOH), 3x2 mL milli-Q vody (ultra ¢ista voda; p= 18,2 MQ-cm pfi 25 °C)
a nakonec 4 mL okyselené milli-Q vody (pH = 2,5). Dale byl nanesen 1 L vzorku a opét 4 mL okyselené
milli-Q vody. Kolonky byly vysuseny (podtlak 5 — 7 kPa, 20 — 30 minut). Poté byl analyt ze sorbentu

eluovan 3x2 mL EtOAc. V dalsim kroku byl extrakt zbaven vody za pouziti bezvodého siranu sodného.
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Po aplikaci vzorku nasiranovou kolonku byla plvodni vialka jesté 3x vyplachnuta EtOAc
pro kvantitativni prevedeni. Ndsledovalo zakoncentrovani extraktu odparem rozpoustédla pod

proudem dusiku a teploté 35 °C.

4.9 Uprava a extrakce sedimenti
Na zakladé vysledkl chemickych analyz byl vytipovan vzorek sedimentu s vysokym obsahem

estrogenné aktivnich latek. Zaroveri se jednalo o potok, kam proudila voda z odtoku COV pod kédovym

oznacenim €ov-02-out. Jeho analyza probihala celkem v péti opakovanich.

Vzorky byly nejprve lyofilizovany a homogenizovany. Bylo odvaZzeno ptiblizné presné 2-5 g
vzorku sedimentu. Extrahovdny byly EtOAc s pouzitim vysokotlaké extrakce pevnych matric (ASE)
v kovovych patronach o objemu 30 mL. Do nich byly nejprve vloZzeny 2 papirové filtry, ndsledovany
cca 2 g morského pisku a presné navazeného vzorku. Patrona byla na zavér vyplnéna opét morskym
piskem a 2 papirovymi filtry. Extrakce probihala za teploty 7= 160 °C a tlaku p = 11,7 MPa, celkem ve
3 cyklech. Pomoci odpatovani byl snizen objem extraktu a bylo odebrano 0,5 mL na ekotoxikologické

testy. Na chromatografickou analyzu bylo tfeba vzorky dale predistit.

Extrakt o objemu 1 mL byl odparen na pridavek 100 pL dimethylformamidu (DMF), bylo
pridano 900 pL dichlormethanu (DCM) a vzorek byl promichan. Nasledné byl extrakt prefiltrovan
pres nylonovy filtr (0,22 um) a sklenénou stfikackou Hamilton byl pfenesen objem 750 pL
do Sesticestného ventilu. Pfi jeho otevieni byl vzorek vpustén na kolonu promytou DCM. Mobilni fazi
bylo DCM, stacionarni faze byla tvofena sorbentem BioBeads® S-X12. Sbirdna byla frakce 16 — 24 minut,
interval vychdzel z optimalizace. Pfed sbérem byla kolona promyta 16 mL DCM a po sbéru 8 mL. Eluat

byl pod proudem dusiku odparen na pridavek 100 uL DMF.

Pted filtraci byl vzorek nafedén na 5 mL 2% vodného roztoku amoniaku a promichan. Nasledné
byl vzorek vloZen do ultrazvukové lazné (10 minut, pokojova teplota) a centrifugovan (3500 rpm,
10 minut). Ve vzorcich nebyla pozorovana srazenina, ale presto byly prefiltrovany pres nylonové

strikackové filtry (0,22 um).

Nasledné byly vzorky extrahovany na pevné fazi (SPE, Oasis MAX). Kondicionace byla
provedena bez podtlaku 2x2 mL MeOH, 2x3 mL milli-Q vody a 2x3 mL 2% amoniaku. Vzorky byly
naneseny ve 2% amoniaku opét bez podtlaku. Oplach byl proveden 3x1 mL 2% amoniaku, poté byly
kolonky vysuseny (podtlak 5 —7 kPa, 20 — 30 minut). Prvni eluce do samostatnych vialek byla provedena
3x2 mL EtOAc a kyseld eluce do dalSich vialek byla provedena 4x1 mL kyselym EtOAc (1% kys. octovou
v EtOAc). Pro odstranéni zbytku vody z extraktu byly pouZity siranové kolonky s bezvodym siranem
sodnym. Vzorek byl kvantitativné preveden. Poslednim krokem pred koncovou analyzou bylo

zakoncentrovani extraktu odparem rozpoustédla pod proudem dusiku a teploté 35 °C.
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4.10 Chromatograficka analyza extraktl sedimentd a odpadnich vod
Extrakt o objemu 1 mL byl odebran na kvantitativni chromatografickou analyzu sledovanych

EDCs. Extrakt byl odpafen (N2, T = 35 °C) na 100 uL DMF a derivatizovan pfidavkem 200 L
N, O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamidu a trimethylchlorosilanu (BSTFA + TMCS, 99:1, 30 min, 70 °C).
Nasledovalo odpareni na pritomnych 100 uL DMF. Byl pfidan vnitfni standard v podobé 100 pL HCB
(10 mg/L v zasobnim roztoku) a objem doplnén EtOAc znovu na 1 mL. V pfipadé pfitomnosti
vysrazenych necistot ve vzorku probéhla centrifugace a odbér supernatantu do inzertu, popf. redéni

vzorku dle potreby.

Konec¢nd analyza byla provedena pomoci plynového chromatografu s hmotnostni detekci
(GC-MS) SCION SQ s pouzitim separacni kolony DB-5ms (délka 30 m, vnitini prdmér 0,25 mm). Nosnym
plynem bylo He s pritokem 1,2 mL/min. Objem nastfiku cinil 1 pl a teplota injektoru byla 240 °C.
Metoda bézZela v teplotnim gradientu. Prvni minutu byla teplota konstantni 60 °C, poté byl otevien
déli¢ (split ratio 1:50). Teplota dale vzristala na 120 °C rychlosti 25 °C/min, pfi dosaZeni této hladiny
se rychlost narlstu zpomalila na 2,5 °C/min, aZ teplota dosahla 240 °C, kde setrvala 28 minut. Celd
analyza jednoho vzorku trvala 80 minut. Snimany byly pouze nékteré ionty (SIM s rozsahem hmot
208 — 555 m/z) a byla pouZita elektronova ionizace (El, 70 eV). Identifikace jednotlivych ECDs ve vzorku
probéhla porovnanim hmotnostnich spekter a retencnich ¢asi se standardy. Kalibracni pfimka

obsahovala 7 bodud s koncentracemi 1-1000 ng/mL od kazdého analytu v programu MS workstation 8.

Limit detekce analytl v extraktu byl vypocitan jako trojndsobek Sumu (Tabulka 5).

Tabulka 5: Limity detekce (LOD) metody pro jednotlivé analyty stanovované v redlnych vzorcich odtokd z Cistiren odpadnich

vod a sedimenti pomoci GC-MS.

LOD metody (v matrici)
sediment

analyt | voda [ng/L] [ng/gl

El 0,010 2,073
E2 0,007 1,433
E3 0,048 1,274
EE2 0,035 7,061
BPA 0,002 1,027
NF 0,003 3,932
IRG 0,004 4,004
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4.11 Predikéni modely
Na zakladé vlastnosti pouZitych ekotoxikologickych testl, kde je méfen pocet aktivovanych

receptor(, byla vyloucena predikce vychazejici z modell nezavislého plsobeni (Yang, 2014). Testované
latky zde pulsobi stejnym mechanismem. Ovérovany tedy byly pouze nejnovéjsi modely vychazejici
zCA, na které jesté nebyla aplikovana realnd data (FLM a SchindlerGv model) nebo které
se v dosavadnich vyzkumech ukdzaly jako nejspolehlivéjsi (GCA). Pro ucel prace bylo sjednoceno
znaceni jednotlivych parametr(: Enix je celkovy efekt smési, MAX je maximum kfivky, MIN je minimum
kiivky, c je koncentrace, ECso je inflexni bod kFivky a p je smérnice v inflexnim bodé. Ciselné indexy jsou

pouzity pro rozliseni komponent smési.

Rovnice poufZitd pro vypocet FLM (Ezechias, 2016b)

1
MIN, — MAX, \ ECs,
Epix = | MAX, + = |- z L 5
\ 1+ (g + g / FCar + ECo
EC501 EC502 501 507
2
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+ | MAx, + 2 2 || 2
1+ (o + =22 FCoo. T ECop
ECSO]_ ECSOZ 501 502

Rovnice pouZzita pro vypocet GCA (Howard, 2009):
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Rovnice pouZzitd pro vypocet Schindlerova modelu (Schindler, 2017):
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5 Vysledky

Pro naplnéni prvnich dvou cild bylo nutné se zaméfit na to, jak jednotlivé modely dokazi
predikovat efekty vzork(l o vice komponentach. Zjisténa méla byt pfedevsim spolehlivost. Bylo zvoleno
pét standard(l hojné se vyskytujicich a silné se projevujicich syntetickych a pfirodnich estrogen( (E1,
E2, E3, EE2, BPA), které jsou podle literarnich zdroji zodpovédné za estrogenni aktivitu v odtocich
z COV. Surfaktant 4-nonylfenol, ktery je téZ detekovany v odpadnich vodach, nebylo moZné zahrnout
do testl s Cistymi chemickymi standardy (Kapitola 9.1). Treti cil o aplikaci predikénich modell na realné
vzorky je naplnén v Kapitole 9.4, kde jsou popsany vysledky analyz étyt vzorkd odtok( z COV a jednoho

vzorku sedimentu.

5.1 Testy rozpustnosti

Pfi ovérovani modell bylo prevainé testovdno pouze pét nejsilnéjsich a nejcastéji
detekovanych latek, i kdyzZ existuje vice ekologicky relevantnich estrogennich disruptoru. Citlivost testu
a nizkd rozpustnost nékterych latek vSak neumozfiovala zméfit jejich celé krivky davka-odpovéd
(Graf 1). Byl proveden pokus s rozpustnosti 4-nonylfenolu. Maximum kfivky nebylo dosaZzeno, protoze
se prislusné koncentrace pohybuji na hranici rozpustnosti v30% DMSO. Koncentrace DMSO je
limitovana mortalitou kvasinek. Byl zvaZovan i postup rozpustit 4-nonylfenol v 60% DMSO a pridat
do testu pouze polovi¢ni davku. Ovsem z vysledkd kapalinové chromatografie vyplyva, Ze rozpusténé

mnozstvi se vyznamné nezvysi (Tabulka 6).

4-nonylfenol

0,8

efekt

0,64

04

0.2+

0,0

—T T T T —— )
1 10 100

koncentrace [mg/L]

Graf 1: Krivka latky 4-nonylfenol. Neni mozZné s citlivosti B-galaktoziddzového testu zachytit jeji maximum, protoZe se pohybuje
na hranici rozpustnosti Idtky v 30% DMSO. Efekt je rozdilem absorbanci pfi A = 540 nm a A = 620 nm, od kterého byl odecten
prumér hodnoty blankd.
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Tabulka 6: Vysledky z kapalinové chromatografie, kde byla testovdna rozpustnost 4-nonylfenolu v 30% a 60% DMSO. Cervené
jsou vyznaceny hranicni hodnoty rozpustnosti.

koncentrace | 4-NF v 30% DMSO | 4-NF v 60% DMSO
[mg/L] [mg/L] [mg/L]

5 3,63+0,37 4,22 £0,17

10 10,00 £ 0,65 10,86 £ 0,84

25 19,58 £ 1,41 28,53 +1,12

50 27,17 £0,39 37,01 £0,95

100 40,27 + 2,36 27,43+ 2,15

V protokolu B-galaktozidazového testu je uvedena moznost rozpoustét testované analyty
v 96% ethanolu s naslednym odparenim rozpoustédla z jamky 96-jamkové desticky a aplikace média
s kvasinkami a substratem. Tento postup byl tedy testovan se standardy, u kterych lze vysledek
porovnat s rozpustnosti v 30% DMSO (Graf 2), aby mohl byt pfipadné aplikovan i na 4-nonylfenol.
Vzhledem k tomu, Ze ani kfivky E2 a EE2 nebylo moZné spolehlivé zachytit pfi rozpusténi analytu v 96%

EtOH a nasledném odpareni, neda se na vysledek spolehnout ani pro 4-nonylfenol.
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Graf 2: Grafy zobrazuji rozdily v odpovédich mezi standardy rozpustenymi v 30% DMSO a 96% EtOH, ktery byl v jamkdch
odparen pred aplikaci média s kvasinkami. Chybové usecky znaci smérodatnou odchylku (n=3). Efekt je rozdilem absorbanci
pri\ =540 nm a A = 620 nm, od kterého byl odecten priimeér hodnoty blankd.

5.2 Bioluminiscencni test

Vysledky testli mérenych v rlznych dnech se vzajemné lisily. Proto byla v kazdém testu spolu
s testovanou latkou ¢i smési mérena i kfivka 17B-estradiolu. Ta slouZila jako referencni, ke které mohly
byt vztahovany odezvy ostatnich testovanych latek. Graf 3 ukazuje rozdily efektd pro jednotlivé testy.
Kvali zobrazeni v souhrnném grafu musela byt data normalizovana na minimalni a maximalni odezvu

E2 v daném méreni (Kapitola 8.5, vyhodnoceni).
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Graf 3: Vysledky méreni 178-estradiolu, ktery slouZil jako srovndvaci standard. Zobrazeno je 25 méreni z jednotlivych dni.
Cl je konfidencni interval na 95% hladiné.

Aby mohla byt provedena predikce, bylo nejprve nutné znat potencidly samostatnych latek
v daném testu. Vysledky byly vynaseny do grafu zobrazujiciho zavislost davka-odpovéd. Potence
analytd v bioluminiscenénim testu je nasledujici: v nejnizsich koncentracich se vazal 17B-estradiol,
témér stejny efekt pri danych koncentracich byl pozorovén u 17a-ethinylestradiolu, nasledoval estron,

estriol a nejslabsi testovanou latkou byl bisfenol A (Graf 2). Data byla opét normalizovana.
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Graf 4: Krivky ddvka-odpovéd pro jednotlivé Idtky mérené bioluminiscencnim testem. Variabilita byla vypocitdna jako
smérodatnd odchylka ze dvou paralel.
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Parametry kfivek davka-odpovéd samostatnych latek byly vztazeny k E2. Z instrumentalnich
dlvod( totiz nebylo mozné méfrit krivky samostatnych komponent vidy s konkrétni smési v jeden den
v ramci jednoho méfeni, coZ, jak se pozdéji ukazalo, by bylo idealni z hlediska pfesnosti predikci.
Opakovanym mérenim cistych standardil jednotlivych latek byly zjistény empirické standardizacni
faktory pro vztah dané latky vici 17B-estradiolu. Tento pfistup vychazi z konceptu EEF, faktor vyjadiuje
potenci latky a je podilem parametrd ECso jedné latky vici referencnimu E2 (Kapitola 6.2). Zde byl

pfistup aplikovdn na vSechny Ctyfi parametry logistické zavislosti (Tabulka 7).

Tabulka 7: Experimentdlné zjisténé standardizacni faktory (podle vypoctu EEF) pro Ctyfi parametry logistickych krivek
jednotlivych ldtek v bioluminiscencnim testu (n = pocet opakovani).

. EE2/E2 E1/E2 BPA/E2 | E3/E2
PrUMENY 1 (n=4) (n=4) (n=4) | (n=5)
min 0,54 0,15 -0,73 -1
max 1,04 1,04 0,67 1,25
EC50 0,95 6,67 19865,11 39,1
slope 1,08 0,89 1,66 1,22

Pfi predikci bylo postupovano tak, ze parametry ktivky referenéniho E2 byly vynasobeny
experimentalné zjisténymi faktory pro konkrétni analyt. Tak byly ziskany teoretické parametry kfivek
jednotlivych slozek smési. Pro validaci a ovéreni presnosti takto ziskanych parametrl bylo provedeno
porovnani naméfenych kfivek jednotlivych latek sjejich predikcemi podle empirickych
standardizacnich faktord (Graf 5). Z vysledkl je ziejmé, Ze timto postupem je do predikce vnesena
chyba, kterou by bylo mozné odstranit pouze pouzitim destickového luminometru, ktery umoznuje

méreni vzork(l i standard( najednou v jednom dni.

Dale bylo pristoupeno k promérovani smésnych vzorkll chemickych standardd pro ovéreni
predikéni schopnosti jednotlivych modelli. Prezentovany jsou zde dvé témér ekvipotentni smési
o Ctyfech a péti komponentach. Predikce byly provedeny s pouzitim empirickych faktord, prestoze se
prilis neosvédcily. Nebylo vsak vzhledem k omezenému poctu vzorkl vjednom méfeni mozné
postupovat jinak. Vypocitané odezvy byly porovnany sefekty vyvolanymi danou smési
v bioluminiscenénim testu (Graf 6 a 7). Pro namérené hodnoty byl vypocten konfidenéni interval s 95%
hladinou spolehlivosti. Na zakladé toho, zda je predikce obsaZena v intervalu, byla hodnocena
spolehlivost model(. Predikce Schindlerovym modelem a FLM se soucasti konfidenc¢niho intervalu

témér v celém pribéhu krivky na rozdil od predikci vypocétenou podle GCA.
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Graf 5: Srovndni nameérenych (mereni) a vypocitanych krivek jednotlivych latek. K vypoctu byly pouZity pruméry
empirickych standardizacnich faktord, které jsou uvedeny v Tabulce 7. Schindleriv model a FLM se prekryvaji.
Chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku (n=2).

BPA(100ppm)+E1(10ppb)+E3(20ppb)+E2aEE2(5ppb) (n=4)

efekt (normalizovan na E2)

—— Schindler
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Graf 6: Souhrnny graf péticetné ekvipotentni smési (E1, E2, E3, EE2, BPA) ukazuje priimér zmérenych krivek (mereni) a predikci
pro jednotlivda méreni (GCA, FLM, Schindleriv model). Byla provedena 4 opakovdni, kterd byla pro ucely zobrazeni
normalizovdna na odezvu E2 v konkrétnim méreni. Konfidencni interval (Cl) byl sestrojen na 95% hladiné spolehlivosti
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Graf 7: Souhrnny graf Ctyrcetné ekvipotentni smési (E1, E2, E3, BPA) ukazuje prumér zmérenych krivek (mereni) a predikci pro
jednotlivd méreni (GCA, FLM, Schindleriiv model). Byla provedena 4 opakovdni, ktera byla pro ucely zobrazeni normalizovdna
na odezvu E2 v konkrétnim méreni. Konfidencni interval (Cl) byl sestrojen na 95% hladiné spolehlivosti.

5.3 B-galaktozidazového testu

U B-galaktozidazového testu bylo postupovano naprosto stejné jako u vySe prezentovanych
vysledk(l z bioluminiscencniho testu (Kapitola 9.2). Jednotlivda méfeni se mezi sebou lisily v odpovédi
na danou koncentraci analytu. Aby mohla byt data porovndna v ramci jednotlivych méreni, vysledky
byly vZdy vztazeny k referenénimu E2. Graf 8 ukazuje rozdily efektl E2 pro jednotlivé testy, data byla

normalizovana vzdy na minimalni a maximalni odezvu E2 pro dané méfeni (Kapitola 8.5, vyhodnoceni).

V B-galaktoziddzovém testu mély latky z hlediska jejich potence stejné poradi jako
v bioluminiscenénim testu E2>EE2>E1>E3>BPA (Graf 9). Opakovanim jednotlivych méreni byly zjistény
empirické standardizaéni faktory pro vztah dané latky vici 17B-estradiolu. Faktor pro parametr ECs je
vyjadrenim potence latky, v literatufe uvadéné jako EEF, zde byl tento pfistup aplikovan na vsechny

Ctyfi parametry logistické zavislosti jednotlivych latek (Tabulka 8).
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Graf 8: Graf zobrazuje kfivku 178-estradiolu z deseti méreni s konfidencnimi intervaly s 95% hladinou spolehlivosti.
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Graf 9: Krivky ddvka-odpoved pro jednotlivé Idtky. Chybové usecky jsou vypocitany jako smérodatné odchylky ze tri paralel.
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Tabulka 8: Experimentdlné zjisténé standardizacni faktory (vychdzi z konceptu EEF) pro Ctyri parametry logistickych krivek
jednotlivych latek v 8-galaktoziddzovém testu (n = pocet opakovdni).

. . | eee2 | Eye2 | sease2 | E3/E2
PIUMEY 1 (n=6) (n=8) (n=7) | (n=5)
max 1,03 1,01 0,92 1,02
min 0,57 3,21 0,42 14,64
slope | 0,84 0,96 1,05 1,23
ECso 1,09 3,81 [42299,24| 74,08

Tento test neni z hlediska instrumentace tak Uzce limitovan poctem vzorkd v rdmci jednoho
méreni. Presto byl proveden stejny postup pfi predikci pomoci empirickych faktord jako
u bioluminiscenéniho testu, predevsim za ucelem mozné Uspory materidlu. Nejprve probéhlo zjisténi
empirickych faktorl a jejich nasledné pouziti pro predikci kfivek jednotlivych latek. Predikce
pro nékteré latky nebyly zdaleka tak presné ani pro parametr ECso (Graf 10) a tento pfistup opét vnasel
do predikce celkového ucinku chybu. Proto bylo nakonec pfi ovéfovani modell na smésich pfistoupeno

k nakladnéjsimu ale presnéjsimu méreni kfivek jednotlivych komponent vzdy spolecné s kfivkou smési.
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Graf 10: Srovndni namérenych (mereni) a vypocitanych krivek (FLM, GCA, Schindleriiv model) jednotlivych ldtek.
K vypoctu byly pouZity pruméry empirickych standardizacnich faktord, které jsou uvedeny v Tabulce 8. Schindleriv
model a FLM se prekryvaji. Chybové usecky reprezentuji smérodatnou (n=3).
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Predikce byly vypocitany vidy s pouzitim parametrl kfivek z pfislusného méreni, jak bylo

nastinéno v pfedchozim odstavci. Ty byly porovnany s vysledky z méreni pomoci in vitro testu (Tabulka

9, Graf 11). Souhrnna Tabulka 9 ukazuje porovnani méreni smési vici predikcim. Hodnoty ECso jsou

dobfe predikovdny vSemi tfemi modely. Avsak relevantnéjsi z hlediska Zivotniho prostredi je sledovani

nizSich hodnot jako napfiklad ECy. Hodnoty ECy byly tedy testovdny pomoci Tukeyova testu

mnohondasobného porovnani. Z vysledkl vyplyva, Ze ECy predikovana pomoci GCA se na 95% hladiné

spolehlivosti lisi od ostatnich testovanych predikci a empirického méreni (Graf 12).

Graf 11: llustracni graf sedmicetné
smési  (mereni) s predikcemi (FLM
a Schindleriv  model  jsou témér
totoZné) z B-galaktoziddzového testu.
KaZdy analyt byl ve smési v koncentraci
0,5 ng/mL. Chybové usecky jsou
vyjadrenim smérodatné odchylky ze
3 paralel. Vzhledem k potenci irgasanu
a 4-nonylfenolu v daném testu, nebyly
tyto ldtky v predikci uvaZovadny. Efekt je
rozdilem absorbanci pri A = 540 nm
a A= 620 nm, od kterého byl odecten
primér hodnoty blankd.
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Graf 12: Tukeyho test mnohondsobného
porovndni pro hodnotu ECy na 95% hladiné
spolehlivosti  prokdzal odliSnost mezi
predikcemi GCA (skupina ,,a“) a ostatnimi
predikcemi a empirickym mérenim (skupina
,b*). Chybové usecky zobrazuji konfidencni
interval. Experiment znaci mereni redlnych
smeési standardu, FLM, GCA a Schindler jsou
jednotlivé predikcni modely.



Tabulka 9: Souhrnnd tabulka porovndni predikci pomoci Schindlerova modelu, FLM a GCA s namérenymi mérenimi
z B-galaktoziddzového testu. Uvedeny jsou predikované a nemérené parametry krivek. Parametry pro predikci kfivek byly
ziskany z kfivek mérenych v tom samém testu jako byla mérena smés latek. Hodnoty ECsp a ECyo vychdzi z Fedéni, jsou tedy na
Skdle od 0 do 1.

smés parametr | namérené | FLM GCA Schindler
hodnoty

E2 (1 ng/mL) max 1,0016 1,0909 1,0910 1,0910
+BPA (100 mg/L) EC50 0,0592 0,0649 0,0649 0,0649
slope 1,5121 1,7088 1,0000 1,7103
EC20 0,0237 0,0288 0,0162 0,0289
E2 (2,7 ng/mL) max 1,1501 1,1217 1,1218 1,1218
+E3 (4,2 ng/mL) EC50 0,0495 0,0535 0,0535 0,0535
+BPA (66,7 mg/L) |[slope 1,4038 1,6857 1,0000 1,6876
EC20 0,0184 0,0235 0,0134 0,0235
E2 (4 ng/mL) max 1,2289 1,1450 1,1451 1,1451
+BPA (25 mg/L) EC50 0,0577 0,0527 0,0527 0,0527
slope 1,0023 1,6615 1,0000 1,6624
EC20 0,0145 0,0229 0,0132 0,0229
E1 (5 ng/mL) max 1,1302 1,1908 1,1909 1,1909
+BPA (25 mg/L) EC50 0,0894 0,0612 0,0612 0,0612
slope 1,1315 1,6202 1,0000 1,6229
EC20 0,0262 0,0260 0,0153 0,0261
EE2 (5 ng/mL) max 1,2410 1,1825 1,1825 1,1825
+BPA (5 mg/L) EC50 0,0741 0,0566 0,0566 0,0566
slope 1,1991 1,4850 1,0000 1,4850
EC20 0,0233 0,0222 0,0141 0,0222
E2 (1,25ng/mL) max 1,1787 1,1679 1,1468 1,1684
+EE2 (1,25ng/mL) [EC50 0,0885 0,1034 0,0955 0,1035
slope 1,3422 1,5680 1,0427 1,5696
EC20 0,0315 0,0427 0,0253 0,0428
E2 (1,25ng/mL) max 1,3162 1,3754 1,3762 1,3762
+EE2 (1,25ng/mL) [EC50 0,0783 0,0608 0,0608 0,0608
slope 1,5000 1,3027 1,0000 1,3026
EC20 0,0311 0,0210 0,0152 0,0210
E2 (0,5 ng/mL) max 1,4713 1,4916 1,4916 1,4916
+EE2 (0,5 ng/mlL) EC50 0,0786 0,0754 0,0754 0,0754
slope 1,6936 1,9514 1,0000 1,9515
EC20 0,0347 0,0370 0,0188 0,0370
E3 (10 ng/mL) max 1,4004 1,4179 1,4183 1,4183
+BPA (25 mg/L) EC50 0,0929 0,0681 0,0681 0,0681
slope 2,0838 2,0666 1,0000 2,0722
EC20 0,0478 0,0348 0,0170 0,0349
E3 (10 ng/mL) max 1,1617 1,1709 1,1728 1,1728
+BPA (25 mg/L) EC50 0,0901 0,0805 0,0806 0,0806
slope 1,7431 1,9363 1,0000 1,9421
EC20 0,0407 0,0394 0,0202 0,0395
E3 (10 ng/mL) max 1,2306 1,1809 1,1815 1,1815
+BPA (25 mg/L) EC50 0,0760 0,0724 0,0724 0,0724
slope 1,8026 1,7952 1,0000 1,7891
EC20 0,0352 0,0334 0,0181 0,0334
EE2 (5 ng/mL) max 1,3223 1,2571 1,2597 1,2597
+E2 (5 ng/mL) EC50 0,0125 0,0091 0,0090 0,0090
slope 1,3650 1,8003 1,0000 1,8325
EC20 0,0045 0,0042 0,0023 0,0042

49



EE2 (0,33 ng/mL) [max 1,2356 1,2160 1,2163 1,2163
+E3 (1,67 ng/mL) | EC50 0,0956 0,0842 0,0843 0,0843
+BPA (16,67 mg/L) |slope 2,0349 1,6915 1,0000 1,6950
EC20 0,0484 0,0371 0,0211 0,0372
EE2 (0,33 ng/mL) [max 1,5199 1,5022 1,5026 1,5026
+E3 (1,67 ng/mL) | EC50 0,0426 0,0381 0,0381 0,0381
+BPA (16,67 mg/L) |slope 2,5878 2,5737 1,0000 2,5947
EC20 0,0250 0,0222 0,0095 0,0223
EE2 (0,33 ng/mL) [max 1,4320 1,4355 1,4358 1,4358
+E3 (1,67 ng/mL) | EC50 0,1130 0,0777 0,0777 0,0777
+BPA (16,67 mg/L) |slope 1,9464 2,0640 1,0000 2,0672
EC20 0,0554 0,0397 0,0194 0,0397
EE2 (5 ng/mL) max 1,3655 1,3367 1,3372 1,3372
+E1 (5 ng/mL) EC50 0,0128 0,0099 0,0099 0,0099
slope 1,7814 1,5611 1,0000 1,5620
EC20 0,0059 0,0041 0,0025 0,0041
EE2 (0,5 ng/mL) max 1,5056 1,5096 1,5098 1,5098
+E3 (50 ng/mL) EC50 0,0390 0,0451 0,0451 0,0451
slope 1,8786 1,8898 1,0000 1,8909
EC20 0,0186 0,0217 0,0113 0,0217
EE2 (0,1 ng/mL) max 1,5191 1,5039 1,5041 1,5041
+E2 (0,1 ng/mL) EC50 0,0969 0,1024 0,1024 0,1024
+BPA (5 mg/L) slope 2,6825 2,4990 1,0000 2,5024
EC20 0,0578 0,0588 0,0256 0,0588
BPA (8,33 mg/L) max 1,6456 1,6597 1,6604 1,6604
+EE2aE2 (0,83 ng/mL) | EC50 0,1745 0,1267 0,1268 0,1268
slope 2,0048 1,9893 1,0000 1,9954
EC20 0,0874 0,0631 0,0317 0,0633
BPA (12,5 mg/L) max 1,8748 1,7090 1,7097 1,7097
+E2aEE2 (0,63 ng/mL) | EC50 0,0567 0,0406 0,0406 0,0406
+E3 (2,5 ng/mL) slope 1,7375 1,9015 1,0000 1,9102
EC20 0,0255 0,0196 0,0102 0,0197
E2aEE2 (0,06 ng/mL) | max 1,4526 1,6610 1,6619 1,6619
+E3 (0,06 ng/mL) | EC50 0,1791 0,1664 0,1664 0,1664
+BPA (6,25 mg/L) |[slope 2,0711 1,9956 1,0000 2,0020
EC20 0,0917 0,0831 0,0416 0,0833
EE2 (0,08 ng/mL) [max 1,6899 1,6548 1,6555 1,6555
+E3 (0,83 ng/mL) |EC50 0,1638 0,1418 0,1419 0,1419
+BPA (8,33 mg/L) |slope 1,9402 2,0065 1,0000 2,0122
EC20 0,0802 0,0711 0,0355 0,0712
7 EDs (0,5 ng/mL) | max 1,7052 1,6687 1,6705 1,6705
EC50 0,0684 0,0780 0,0780 0,0780
slope 1,4614 1,5779 1,0000 1,5791
EC20 0,0265 0,0324 0,0195 0,0324
IRG + 4-NF + BPA max
(0,1mg/L) EC50 <LOD
slope
EC20
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5.4 Realné vzorky

Byly analyzovany 4 vzorky odpadnich vod a jeden
vzorek sedimentu z recipientu pod jednou z Cistiren (Cov-
02-out). Vysledky z chemické analyzy pomoci plynové
chromatografie ukazuji, Ze bisfenol A se vyskytuje
skuteénd hojné. Byl detekovan ve viech vzorcich. Casto se
vyskytoval také irgasan. Pfirodni estrogeny a EE2 byly nad
limitem detekce pouze v sedimentech (Tabulka 10), coz byl
zaroven jediny redlny vzorek, ktery obsahoval dostatek
estrogenné aktivnich latek, aby pro néj mohla byt

provedena predikce celé kfivky davka-odpovéd.

Estrogenni aktivita nad limitem detekce byla pomoci
testu s kvasinkami zjisténa u tfi vzorkd odtokd z Cistiren
odpadnich vod (¢ov-01-out, ¢ov-03-out a Cov-04-out, Graf
13). U vzorku vod ¢ov-02-out nebyl zjistén estrogenni efekt.
Byla vsak detekovana antiestrogenni odezva (Graf 14).
Nejvyssi estrogenni aktivita 27,30 + 6,35 ng/mL EEQ byla

namérena ve vzorcich sedimentl (Tabulka 11).

Predikce podle dat z chromatografické analyzy silné
nadhodnotila celkovou estrogenni aktivitu sediment(
(Graf 15). Naopak pro vsechny odpadni vody byla kalkulace
predikce  nemoind, protoZie chemickd analyza
nedetekovala silné EDs a ostatni se vyskytovaly pouze
v nepatrném mnozstvi vzhledem k citlivosti kvasinkového

testu a jejich potenci latek.
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Tabulka 10: Zde je souhrn vysledk( z plynové
chromatografie. Koncentrace analytd v sedimentu
jsou uvedeny v ng/g, koncentrace ve vodach jsou
uvedeny v ng/L. Limit detekce pro jednotlivé
analyty a matrice je uveden v metodice (Tabulka. 5).

koncentrace
vzorek analyt v matrici
[ng/L, ng/g]
¢ov-01-out BPA 2216
ostatni <LOD
BPA 236 £57
¢ov-02-out IRG 202 £ 20
ostatni <LOD
4-nph 24+7
£ov-03-out BPA 232+3
IRG 147 £ 8
ostatni <LOD
BPA 312 £ 67
¢ov-04-out IRG 164 + 37
ostatni <LOD
4-nph 3+3
IRG 229 £ 63
sediment BPA 47+9
v recipientu E1l 72+8
(Cov-02-out) £ 242
EE2 1+2
E3 7+13
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Graf 13: Vysledky estrogenni aktivity ve dvou vzorcich odtoktd z COV ¢ov-03-out a éov-04-out z B-galaktdziddzového testu.
Chybové usecky reprezentuji smérodatnou odchylku ze tii opakovadni. Vzorek ¢ov-02-out neni zobrazen, protoZe dvé z péti
paralel nevykdzaly estrogenni aktivitu a je tim pddem obtizné vyobrazit priuméry celych krivek (Tabulka 11).

Tabulka 10: Vysledky z méreni estrogenni aktivity redlnych vzorkd vod a sedimentd.

» e T
vzorek aktivita e/l testu

&% NB/EL | [ng/mLEEQY

¢ov-01-0UT estrogenita <LD (n=2) 0,13
1,03%0,15 (n=3)
5 estrogenita nedetekovana

COV-02-0UT - : 0,33
antiestrogenita detekovana

Cov-03-0UT estrogenita 1,70+0,23 0,17

Cov-04-0UT estrogenita 0,65+0,28 0,17

sediment
; +
v recipientu estrogenita 27,3046,35 0,31
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Graf 14: Zobrazeni antiestrogenni aktivity vzorku odpadnich vod z 8-galaktdziddzového testu. Vzorek byl v riiznych redénich
méren s konstantnim pridavkem 0,5ng/mL 178-estradiolu. Cim vice byl vzorek ¢ov-02-out fedény, tim vyssi byla celkovd odezva
smési a nabyla hodnoty odezvy samotného E2 (0,5ng/mL). Chybové tsecky byly sestrojeny jako smérodatnd odchylka ze tri
paralel.

1.8 sediment

efekt

mereni
FLM
GCA
Schindler
1EI-4 1E-3 0,01 0.1 ;
redeni

Graf 15:Zobrazeni predikce podle chromatografické analyzy (FLM, GCA a Schindleriv model) a vysledk( kvasinkového testu
(mereni). Sediment byl extrahovdn a testovdn celkem v péti opakovdnich. Smérodatné odchylky vychdzeji ze trech paralel
v testu na kvasinkdch.
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6 Diskuze

Prvni cilem této prace bylo ovéfit a porovnat modely pro predikci smési endokrinnich
disruptort pusobicich stejnym mechanismem pfimo na receptorové misto. Promérenim kfivek
ddvka-odpovéd jednotlivych komponent byly zjistény potencidly jednotlivych latek. Ty se lisi
v zavislosti na aplikovaném testu (JaroSova, 2014b). Zatimco pro luciferazovy i B-galaktozidazovy test
byl nejpotentnéjsi latkou 17B-estradiol (Graf 4 a 9). V jinych studiich téz s rekombinantnimi kvasinkami
ajuvenily pstruha duhového vykazoval nejsilnéjsi afinitu k estrogennimu receptoru
17a-ethinylestradiol (Thorpe, 2006; Salste, 2007), EE2 vykazoval vyssi potenci nez E2 i pti pouZiti
B-galaktozidazového testu (Yang, 2014). Latka 17B-estradiol byl pouZivan ve vSech testech jako

standard, stejné jako v jinych studiich se jeho odezvy mezi jednotlivymi mérenimi lisily (Conley, 2017).

V nékterych protokolech jsou standardy estrogennich latek rozpoustény v 96% ethanolu jako
alternativa k dimethylsulfoxidu (Thorpe, 2006; Leskinen, 2005; Routledge, 1996). Z dlvodu prezivani
kvasinek musi byt EtOH odparen do sucha, DMSO by zase nemélo v pribéhu testu presahnout 3 %
celkového objemu. Testovdnim 17B-estradiolu a 17a-ethinylestradiolu bylo zjiSténo, Ze
pravdépodobné nedochazi ke zpétnému kvantitativnimu rozpusténi analytu v médiu po odpareni
ethanolu. Na vysledky, kdy je analyt rozpustén v 96% EtOH, se tedy neda pfilis spolehnout. Z tohoto
dlvodu a kvli nizké rozpustnosti ve 30% DMSO (maximalné 25 mg/L) nemohl byt 4-nonylfenol zahrnut

do predikci (Kapitola 9.1).

Pro ovéreni predikci byly testovany témér ekvipotentni smési Cistych chemickych standarda.
Snaha pouzivat experimentalné zjisténé standardizacni faktory (Tabulka 7 a8) pro vypocet
teoretickych parametrd kfivek jednotlivych komponent a nasledné podle nich sestrojit predikci se
neosvédcila. Tyto faktory byly testovany predevsim z dlvodu snizeni poctu vzorkd a standardu
pfi testovani bez destickového usporadani. Cilem bylo zjistit, zdali je mozné jednou namérené
standardizaéni faktory pouZivat opakované i pro predikci smési zméfenych v nasledujicich
experimentech. Uz pfi jejich validaci pro kfivky samostatnych latek vsak predikce podle faktor(
neodpovidala namérenym hodnotdm a selhavala, coz vnasi do celého vysledku znaéné chyby zvlasté
u B-galaktoziddzového testu (Graf 5 a 10). Pro dosaZeni co nejvétsi presnosti se tedy osvédcCilo méfit
krivky jednotlivych komponent smésného vzorku vidy v ramci daného méreni a pro vypocet predikci
pouzivat tyto parametry kfivek. To vzhledem k instrumentaci umozioval pouze B-galaktoziddzovy test,

ktery se provadi v 96 jamkové desticce.

Z vysledk bioluminiscenéniho i B-galaktozidazového testu vychazi ze tfi aplikovanych modeld

GCA jako nejméné vhodny pro predikci celého pribéhu logistické krivky. V bioluminiscen¢nim testu
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jsou kfivky predikci dvou spolehlivéjsich modell témér celé obsazeny v konfidenc¢nim intervalu (Graf 6
a 7). Vysledky z B-galaktozidazového testu byly vyhodnoceny pomoci Tukeyho testu mnohonasobného
porovndni, ktery na 95% hladiné spolehlivosti urcil predikce ECz0 pomoci GCA jako odlisné od ostatnich
predikci a namérenych hodnot (Graf 12). PfestoZze GCA spolehlivé predikuje parametr ECsg, je podle
vysledk(l prezentovanych v této diplomové praci nedostatecny pro predikci plsobeni v rozsahu celé
logistické krivky. Pravdépodobné je tomu tak proto, Ze je pfi vypocltu pouZivan nejmensi pocet
parametrd v porovnani s ostatnimi modely (Kapitola 8.11). Cim vice parametrd je do vypoctu zahrnuto,
tim presnéji jsou kfivky predikovany (Ting, 2017). GCA se osvédcil pro predikci standardu, které mély
podobné maximum a smérnici krivky (Thorpe, 2006). A pro predikci samotného parametru ECso (Yang,
2014). Pfi porovnani modeld CA, GCA a FLM pro ekvipotentni a ekvimolarni smési fytoestrogend,
kosmetiky a pramyslovych chemikalii nejlépe predikoval FLM. PrestoZe kfivka vétsinou nespadala do

konfidencniho intervalu mérenych hodnot (Schlotz, 2017).

Pro smési fytohormonl byla predikce pomoci FLM méné presna oproti industridlnim
chemikaliim a latkdm z kosmetickych pfipravkd (Schlotz, 2017). V této diplomové praci prevazovalo
testovani ekvipotentnich smési prirozenych estrogent s primyslovymi chemikaliemi, které v pouZitych
testech plsobi pfimo na estrogenni receptor. Pokud jsou testovany ekvimolarni smési nebo smési
o stejné koncentraci jednotlivych slozek, neni nutné latky s vyrazné slabSim potencialem do predikce
zahrnovat, protoZe jejich prispévek k celkové aktivité je v dané koncentraci naprosto zanedbatelny.
Smés 7 EDs, kde se kazdd komponenta nachdazela v koncentraci 0,5 ng/mL, byla plhohodnotné
predikovana pomoci pouze péti nejsilnéjSich estrogenné aktivnich latek (Graf 11). Smés tfi méné
silnych estrogenné aktivnich latek (BPA, IRG,4-NF) o koncentraci 0,1 mg/L kazdé latky nevykazala vyssi

odpovéd, nez byl limit detekce B-galaktozidazového testu (Tabulka 9).

Néktefi autofri pfi sestrojovani predikci uvazuji minimum limitni k nule nebo pfimo voli hodnotu
nula jako vychozi (Conley, 2017). Pfi odecteni blanku nebo pti prokladani kfivek se mize minimum
dostat i do oboru zapornych cisel. Tomu se vyhyba Schindlerlv model, ktery s minimem nepocita
(Schindler, 2017). V nékterych pfipadech je také nutné odstranit body krivky s nejvyssi koncentraci,
ktera je pro testované organismy toxickda, mohly by narusit spravné prolozeni kfivek (Schlotz, 2017).
Zvlasté u realnych vzorkd je tfeba zvaZovat vyhodnoceni takového vysledku. Nespecificka toxicita totiz

mUze maskovat estrogenni nebo méné Castou antiestrogenni aktivitu (JaroSova, 2014a).

V Zadném ze Ctyf vzorkd odtok( z Cistiren odpadnich vod nebyl nalezen jediny z nejsilnéjsich
estrogennich disruptord jako 17B-estradiol, estron nebo 17a-ethinylestradiol nad limitem detekce
chromatografické metody (Tabulka 5). Zvlasté estron, jakoZto produkt rozpadu estradiolu, byva

nezfidka detekovan v odpadnich, povrchovych i pitnych vodach (Conley, 2017; Luo, 2014; Salste, 2007).
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Bisfenol A byl naopak kvantifikovdn ve vsech vzorcich. Coz potvrzuje, Ze se jedna o velice rozsifeny
mikropolutant (Vandenberg, 2010). Jeho koncentrace byly ovsem vzhledem k jeho potenci pfilis nizké
(75 £ 16 — 312 £ 67 ng/L) a nestadily na vypocet ani nejnizSiho bodu predikce podle modell. Stejné
tomu bylo iu4-nonylfenolu (24 ng/L) airgasanu (147 — 201 ng/L) detekovaného v jednom, resp.
ve dvou vzorcich (Tabulka 10). PrestoZe ve vzorcich nebyl Zadny z nejsilnéjsich estrogend, byla u tfi
vzork( vod detekovana estrogenni aktivita (Tabulka 11, Graf 13). V jednom byla zjisténa antiestrogenni
aktivita (Graf 14). V celoevropské studii jedna tretina vzork( odpadnich vod vykazovala estrogenni
aktivitu vyssi nez limit detekce; 0,5 ng/L EEQ, antiestrogenni aktivita je spiSe vyjimecna (Jarosova,

2014a).

Predikce pomoci modell podle vysledkl chromatografické analyzy zamérené na znamé
estrogenni disruptory se od celkové estrogenni aktivity mérené pomoci ekotoxikologickych testd lisila
i v predeslych studiich (Thorpe, 2006; Aerni, 2004; Wang, 2011). Autofi vysvétluji rozpory napftiklad
v rozdilech mezi extrakénimi metodami pro vzorky mérené analyticky a testované in vitro nebo
pritomnosti estrogenné aktivnich latek, na které nebyla zacilena chromatografickd analyza. Nabizi se
i varianta, Ze se jednotlivé analyty vyskytovaly pod limitem detekce, ale spole¢né vydaly métitelnou
odpovéd (Schlotz, 2017; Silva, 2002). To je vzhledem k relativné nizkym limitdm detekce metody
a celkové estrogenni aktivité zjisténé ve vzorcich odtok( z COV pravdépodobné. V in vitro testech byla
namérena i vice nez 10x vyssi aktivita, nez kterou by teoreticky mohly vysvétlit silné estrogeny (E1, E2,
E3, EE2, BPA), kdyby se ve vzorcich odtokdl z COV vyskytovaly tésné kolem limitu detekce
metody chromatografické analyzy (Tabulka 5 a 11). Limity chromatografické analyzy vcetné
extrakénich krok( a zakoncentrovani jsou uvedeny v Tabulce 5. Pro in vitro B-galaktozidazovy test byly
limity detekce stanoveny jako 15 % maxima odezvy 17B-estradiolu, pfesné hodnoty pro kazdy test jsou
uvedeny v Tabulce 11. V celoevropské studii vzork(l odpadnich vod byl limit detekce in vitro testu

stanoven na 0,5 ng/mL EEQ (Jarosova, 2014a).

Jak jiz bylo zminéno, nékteré pfirodni estrogeny se transformuji v jiné (E2 na E1), které maiji
mensi estrogenni potencial; afinitu vazat se na receptor (Graf 4 a 9). Pfi diskuzi rozporu ve vysledcich
Ize uvaZovat o ¢asovém rozpéti mezi odbérem a zpracovanim vzorku. Avsak estrogenni aktivita vzorkd

zpracovanych do 48 hodin a po 45 dnech od odbéru se signifikantné nelisila (Jarosova, 2014a).

Na odezvu redlnych vzork(l Ize hledét z dalsi perspektivy. Napovédu, které latky jsou
zodpovédné za estrogenni aktivitu, mize poskytnout znalost maxima kfivek davka-odpovéd' vzorkl
oproti standardiim. Nejsilnéjsi estrogenné aktivni latky E1, E2 a EE2, které byly v minulosti odhaleny
jako hlavni prispévatelé estrogenni aktivity v redlnych vzorcich (Desbrow, 1998; Salste, 2007), jsou plni

agonisté. Pokud kfivka méreného vzorku nedosahuje maxima standardu 17B-estradiol, pak by to
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mohlo znamenat, Ze vyznamny podil v aktivité je zplsoben i dalSimi latkami z fad parciadlnich agonist(

(Graf 13).

U vytipovaného sedimentu, kde bylo v malém mnozZstvi detekovano vSech sedm sledovanych
analyt( (Tabulka 10), predikce nadhodnotila odezvu oproti kvasinkovému testu (Graf 15). To mUze byt
pfipisovano pritomnosti neznamych antiestrogenti (Wang, 2011). Potok, kde byl sediment odebran, je
recipientem COV (€ov-02-out), na jejimZ odtoku byl odebran pravé vzorek vykazujici antiestrogenni
aktivitu. Tu zpUsobuji mimo jiné ucinné latky farmak (Ezechids, 2016a). Nadhodnoceni estrogenni
aktivity pomoci EEQ bylo pro sedimenty pozorovano i v pfipadové studii na povodi feky Liao (Wang,

2011).

7 Zavér

Z dat pro testovani smési standardu vyplynulo, Ze parametr ECsp je dobre predikovan viemi tremi
aplikovanymi modely (GCA, FLM a Schindlertv model). Pfi snaze o predikci celé kfivky davka-odpovéd
uz vysledky pomoci GCA nebyly spolehlivé, proto je zde vhodnéjsi pouzit FLM nebo SchindlerGv model.
To bylo potvrzeno Tukeyho testem mnohondsobného porovnani na vysledcich B-galaktoziddzového
testu a konfidenénim intervalem v bioluminiscenénim testu. Spolehlivé predikovat cely prabéh krivky
je vyhodné naptiklad pro vzorky s neznamymi latkami, protoZe stanoveni maxima mUzZe naznacit, jestli

jsou pritomni spiSe plni agonisté nebo parcidlni agonisté.

Estrogenni nebo antiestrogenni aktivita byla detekovéna ve vsech vzorcich odtokll z Cistiren
odpadnich vod. PfestoZe analyticky nebyl detekovan zadny ze silnych estrogent, ktery by mohl aktivitu
zpUsobit. Drive bylo prokazano, Ze i pti vyskytu jednotlivych komponent pod limitem detekce, mohou
latky spolecné pusobit méritelnou aktivitu. V tomto pfipadé jsou ale limity detekce silnych estrogent
natolik nizké, Ze by ani pti vyskytu na drovni limitd detekce nemohly latky spolecné zpuUsobit tak
vysokou estrogenni aktivitu, jaka byla namérena in vitro. To nasvédcuje druhému moznému vysvétleni,
Ze je nezbytné pokracovat v odhalovani novych estrogenné aktivnich latek z oblasti prdmyslu

a kazdodenné vyuzivanych pfipravk(, které jsou sice v nizkych koncentracich, avsak ¢asto detekovany.

U redlného vzorku sedimentu se predikce podle chromatografické analyzy rozchazi s vysledky
testl celkové estrogenni aktivity. Predikce vyrazné nadhodnotila celkovou aktivitu. Jak jiz bylo
zminéno, jednotlivé latky se vyskytovaly pod limitem detekce a nebo byly pfitomny latky, na néz nebyla
cilena chromatograficka analyza. Posledni Uvaha je podporena detekovanou antiestrogenni aktivitou

v odtoku z COV. Sediment byl odebran pravé v recipientu této &istirny.
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