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Abstrakt

Vzristajici antropogenni znec€isténi mé negativni vliv na Zivotni prostiedi a je
spojovano s rozvojem mnoha zdravotnich problémi u ¢lovéka. Prevazna vétSina
chemickych latek je do prostfedi vypousténa bez jakéhokoliv omezeni a restrikce
vetsinou prichazi az ve chvili, kdy se negativni disledky jednoznacné projevi. Aktualnim
tématem je vyskyt tzv. mikropolutantii, které se v prostiedi vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich (ng—pg/l) a vodnim prostiedim se $iti napfi¢ celou planetou. Jsou mezi né
fazeny mimo jiné pesticidy, 1éCiva a latky pouzivané v produktech osobni péce a péce
o domacnost. Ukazuje se, ze mnoho téchto latek ma perzistentni charakter a i v takto
nizkych koncentracich mohou mit vazné nasledky. Mikropolutanty mohou narusovat
ptirozené fungovani hormonalniho systému, coz mulze byt u lidi pficinou rozvoj
nékterych typl rakoviny, sniZeni plodnosti ¢i posunuti nastupu puberty. V zivotnim
prostiedi mize dochazet vlivem endokrinnich disruptorit dokonce az ke kolapsu populaci.

Tato prace se zabyva endokrinné disruptivnimi ucinky a degradabilitou velmi
malo prostudované skupiny latek, které se pro své antimikrobidlni G€inky vyuzivaji mimo
jiné v produktech ustni hygieny a bez jakéhokoliv omezeni ¢i kontroly jsou vypoustény
do zivotniho prosttedi. Z vysledkl prace vyplyva, ze zadna z deviti testovanych latek
neimitovala funkci pfirozenych agonistl estrogenniho a androgenniho receptoru, avSak
pét z nich plisobilo jako antiandrogen a/nebo antiestrogen. Dvé antimikrobidlni latky byly
zkoumany z hlediska degradability s vyuzitim modelovych mikroorganismu, které patii
do skupiny ligninolytickych hub. U obou byla detekovana pouze ¢aste¢na transformace.
Jiz dfive prokazaly tyto organismy a jejich enzymaticky aparat schopnost degradovat celé
spektrum organickych polutantt, a to i v redlnych matricich. MiiZeme tedy predpokladat

perzistentni charakter této skupiny mikropolutantt.



Abstract

The increasing pollution caused by compounds of anthropogenic origin can lead
to harmful effects on human health and the environment. The majority of produced
chemicals are continuously released into the environment, and restrictions are usually not
employed until negative effects have already manifested. Recently, micropollutants have
been given a lot of attention among researchers. These compounds are present in the
environment at very low concentrations (ng—ug/l) and are transported over the globe
through the hydrosphere. Micropollutants, including pesticides, pharmaceuticals, and
personal care products, have a tendency to persist in the environment. Moreover, even
trace concentrations of the compounds can have severe detrimental impacts. Many
micropollutants can interfere with the natural functions of the endocrine system, which
can result in the development of several types of cancer, decrease in fertility, or delayed
puberty. The presence of endocrine disruptors in nature can eventually lead to the collapse

of populations.

This thesis focuses on the study of the endocrine-disrupting effects and
degradability of antimicrobial compounds, which are, besides other applications, widely
used in oral care products. The emissions of these compounds are unregulated. The results
demonstrated that none of nine tested compounds acted as an agonist of the estrogen and
androgen receptors; nevertheless, five of the compounds exhibited antiandrogenic and/or
antiestrogenic effects. The degradability of two selected antimicrobial compounds was
studied using model ligninolytic fungi and their extracellular enzymatic apparatus. Only
partial transformation of both compounds was detected. The limited degradation
capability of this group of microorganisms, which were previously shown to transform
a broad range of diverse chemicals, emphasizes the persistent nature of antimicrobial

compounds.
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Seznam zkratek

AF-1
AF-2
AhR
AP1
AR
CAR

CXCLI12
CYP
cov
DDT

E2

ED

EE2
ECHA

ER
ERE
FDA

GMO
HRE
HSP
LiP
MnP
NR
OECD

PAU

aktivaéni funkce 1

aktivacni funkce 2

receptor pro aromatické uhlovodiky, z angl. aryl hydrocarbon receptor
aktivacni protein 1

androgenni receptor

konstitutivni androstanovy receptor, z angl. constitutive androstane

receptor

chemokin 12 s motivem C-X-C
cytochromy P450

¢istirna odpadnich vod
1,1,1-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan
17B-estradiol

endokrinni disruptory
17a-ethynylestradiol

Evropska agentura pro chemické latky, zangl. European Chemicals
Agency

estrogenni receptor
estrogen-responsivni element

americky Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, z angl. Food and Drug

Administration

geneticky modifikovany organismus
hormon-responsivni element

protein teplotniho Soku, z angl. heat shock protein
ligninperoxidasa

mangan-dependentni peroxidasa

nukleédrni receptor

Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj, z angl. Organisation for

Economic Co-operation and Development
polycyklické aromatické uhlovodiky
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PCB polychlorované bifenyly

PCP latky pouzivané v produktech osobni péce, z angl. personal care products
POP perzistentni organicky polutant
PPAR receptor aktivovany peroxisomovym proliferatorem, z angl. peroxisome

proliferator-activated receptor

PXR pregnanovy X receptor
Spl specificky protein 1
TR thyroidni receptor

T1, T2, T3  reakeni centra lakasy

VP versatilni peroxidasa
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1 Uvod

Mnozstvi chemickych latek antropogenniho piivodu neustale roste a az 106 tisic
znich je vyuzivano ke komerc¢nim ucelim. Ackoliv se jejich vyroba jen v zemich
Evropské unie pohybuje rocné v fadech stovek milionti tun, osud v zivotnim prostiedi

u vétsiny z nich neni sledovan (ECHA 2021; Eurostat 2021).

Rozvoj analytickych metod umoziuje sledovani stdle nizSich koncentraci
chemickych latek v prostfedi a problém vyskytu tzv. mikropolutantii v posledni dobé
ziskava pozornost odborné i neodborné vetejnosti. Mikropolutanty se vyskytuji nejcastéji
v fadech ng—ug/l (ng—ug/g), jsou Casto rozpustné ve vodé a $ifi se vodnim prostiedim
napfic¢ celou planetou. Ukazuje se, ze i v takto nizkych koncentracich mize mit cela fada
latek negativni dopad na lidské zdravi a zivotni prostiedi. Mezi mikropolutanty jsou
fazeny mimo jiné pesticidy, primyslové chemikalie, steroidni hormony, l1é¢iva a také
latky pouzivané v produktech osobni péce oznacované v literatufe zkratkou PCP (z angl.
personal care products), které se vyskytuji prevazné v kosmetice a uklidovych
prostiedcich. Velmi malo sledovanou a z ekotoxikologického hlediska nedostatecné
charakterizovanou skupinou mikropolutantt jsou antimikrobiélni latky, které jsou béznou
soucasti mydel, dezinfekcnich prostiedki 1 produktii Gstni hygieny.

Ackoliv je vypousténi antimikrobialnich latek do Zivotniho prostfedi kazdodenni
rutinou vSech domacnosti a nemocni¢nich zafizeni, o jejich mozném negativnim vlivu na
lidské zdravi a Zivotni prostfedi neni mnoho zndmo. Nejvice je jejich vyskyt diskutovan
v souvislosti se vznikem antimikrobialni rezistence (Shepherd et al. 2018; Mao et al.
2020). Mohou vsak, stejné jako mnoho jinych mikropolutantii, zplisobovat celou fadu
dalSich toxickych uc¢inki. VSechny mikropolutanty jsou potencidlné rizikové mimo jiné
z hlediska endokrinné disruptivnich U¢inkdi. Hormondlni systém je totiz pravé na
koncentrace biologicky aktivnich molekul v fadu ng/l citlivy. U mnoha mikropolutanti

byly tyto G€inky jiz prokdzany (Vandenberg et al. 2012; Karthikeyan et al. 2021).

Ke stanoveni endokrinné disruptivnich u¢inki slouzi bioanalytické metody, které
jsou vyuzivany nejen jako nastroj pro urceni aktivity Cisté latky, ale také jako doplnék
k analytickym metodam pfi sledovani zneciSténi v prostiedi. Na rozdil od analytickych
metod totiz dokaZzi hodnotit celkovou miru znecisténi odebraného vzorku a maji mnohdy

o nékolik fada vyssi citlivost (Conley ef al. 2017; TouSova et al. 2017).
Povinnost sledovat osud antimikrobialnich latek v prostfedi neni stanoven
zddnym zakonem ani vyhlaSkou. Na jejich vyskyt v prostiedi se védecké studie bézné
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nezamétuji, avSak v ramci sledovani jinych mikropolutanti vychézi najevo, Ze se tyto
latky v prostiedi vyskytuji (Shrivas a Wu 2007; Ostman et al. 2017). V Cistirnach
odpadnich vod (COV) nejsou G¢inné odbouravany (Lasek et al. 2019) a pokud jsou
z odpadni vody piece jen odstranény, Casto se tak déje pouze adsorpci na Cistirensky kal,
a nikoliv degradaci. Dosavadni studie naznacuji, ze tyto latky podléhaji degradaci jen

velmi obtizné (Keerthisinghe et al. 2019; Nguyen a Oh 2019).

Vynikajicim modelovym organismem pro studium biodegradace a degradability
organickych polutantti jsou ligninolytické houby a jejich extracelularni enzymy. Jiz diive
prokazaly vysoky potencial pii degradaci rekalcitrantnich polutant, jako jsou
polychlorované bifenyly (PCB) (Cvandarova et al. 2012) & polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU) (Covino et al. 2010), a také nekterych mikropolutantd (Kfesinova et
al. 2012; Beck et al. 2018).

V ramci této disertacni prace byly testovany endokrinné disruptivni G¢inky deviti
latek pouzivanych v Gstnich vodach a zubnich pastach. Prace byla zaméfena na
identifikaci (anti)estrogennich a (anti)androgennich u¢ink. U vybranych latek byla
testovana moznost jejich degradace houbami bilé hniloby (in vivo) a jejich
extracelularnim enzymovym aparatem (in vitro). Soucasti prace byla také optimalizace
testu estrogenni aktivity (CXCL-test) a studium podminek vhodnych pro bioremedia¢né
perspektivni enzymy pii degradaci antimikrobidlni latky triclosan a dalSich

mikropolutantli v redlnych matricich.
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2 Organické polutanty Zivotniho prostredi

Pfevazna vétSina polutantii zivotniho prostredi vznikala a vzniké ¢innosti clovéka.
K dnesnimu dni je zndmo vice nez 182 milionii chemickych latek (CAS 2021). Vice nez
106 tisic znich je pak dle Evropské agentury pro chemické latky (ECHA, z angl.
European Chemicals Agency) vyuzivano ke komercnim ucelim (ECHA 2021) a jejich
vyroba, spotieba a nasledny unik do Zivotniho prostfedi je enormni. Eurostat uvadi, ze
jen za posledni desetileti bylo v zemich Evropské unie rocné vyrobeno v priméru
281 miliond tun chemickych latek, z nichz ptiblizne€ 70 % je fazeno mezi latky ohrozujici
lidské zdravi a téméf 30 % Skodi zivotnimu prostredi (Eurostat 2021).

Vyznamnym krokem k plo§nému omezovani toxickych chemickych latek bylo
podepsani Stockholmské imluvy v roce 2001. Tato pravné zavazna mezinarodni dohoda
uklada signatafskym statim povinnost omezovat produkci a pouziti a zarovei odstrafiovat
tzv. perzistentni organické polutanty (POP), toxické latky, které se v pifirod¢ obtizné
rozklddaji a maji tendenci se bioakumulovat a biomagnifikovat. K dodrzovani
Stockholmské umluvy se zavéazalo 181 zemi svéta véetné Ceské republiky. Pivodné
Stockholmska umluva zahrnovala 12 POP (né€které pesticidy, PCB, polychlorované
dibenzodioxiny a polychlorované dibenzofurany). Seznam latek uvedenych ve
Stockholmské tmluvé se vSak stale rozsifuje a k dne$Snimu dni se restrikce tykaji dalsich
16 latek z tad pesticidii, perfluorovanych latek a bromovanych zpomalovaci hoteni

a dal8i chemické latky jsou posuzovany (Stockholmské timluva 2021).

Stale Castéji vSak védecké prace upozoriiuji na problematiku tzv. mikropolutant,
které i pfes nizké koncentrace v prostiedi mohou vykazovat prvky chronické toxicity
u ¢loveéka a negativné ovlivilovat volné Zijici populace. Jejich unik do Zivotniho prostiedi
vSak neni nijak omezen a ukazuje se, Ze odstrafiovani mikropolutantl z prostiedi je velmi

problematické.

2.1 Mikropolutanty

Mikropolutanty, v literatufe oznacované také jako nové se objevujici polutanty ¢i
stopové organické slouceniny (v anglické literatute pod pojmy ,,micropollutants®,
»~contaminants of emerging concern®, ,,emerging pollutants*, ,.,trace organic pollutants®),
jsou velmi pocetnou a chemicky riznorodou skupinou polutantii. Jednd se o latky
antropogenniho i1 ptfirodniho piivodu, jejichz spoleénym znakem je alespont Castecna

rozpustnost ve vodé, kterd umoziuje Sifeni téchto latek vodnim prostfedim. Zptsobuji
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tak kontaminaci ve velmi nizkych koncentracich, a to v fddech ng—pg/l (Thomaidis et al.
2012). Americka vyzkumna vladni agentura United States Geological Survey definuje
mikropolutanty jako syntetické latky, latky pfirodniho ptivodu ¢i mikroorganismy, které
se bézn¢ vyskytuji v Zivotnim prostfedi a maji potencial ptsobit Skodlivé na zivotni
prostiedi a/nebo lidské zdravi (USGS 2017; Rout et al. 2021). Do skupiny mikropolutantt
jsou mimo jiné fazeny pesticidy, primyslové chemikalie, steroidni hormony, 1é¢iva
a PCP, tedy latky obsazené jak v kosmetickych ptipravcich, tak v produktech ur¢enych
k péc¢i o domacnost (Thomaidis ef al. 2012; Luo et al. 2014).

Mikropolutanty dlouhou dobu nevzbuzovaly velkou pozornost, jelikoz citlivost
analytickych metod neumoznovala koncentrace v fadech ng/l detekovat (Noguera-
Oviedo a Aga 2016). Stejn¢ tak nebyly studovany jejich toxické ucinky na ¢lovéka ani
dopad na zivotni prostiedi. Teprve rozvoj stale citlivéjsich analytickych a bioanalytickych
metod v neddvné minulosti spolu s rostouci spottebou 1é¢iv i PCP umoznil sledovat ve
veétSim rozsahu vyskyt a osud mikropolutanti v prostiedi, coz doklada také narast
védeckych publikaci zaméfenych na problematiku mikropolutantti za posledni dekadu

(Venegas et al. 2021).

Mikropolutanty se do zivotniho prostfedi dostadvaji nepfetrzité mnoha zplsoby.
Jejich vstup do zivotniho prostfedi a osud v ném ilustruje obrazek 1 (str. 16). Odpadni
voda z domdcnosti a nemocnic nejvice prispiva ke znefiSténi lécivy a PCP
vé. dezinfekénich prostiedkil. Technologie COV viak na tento druh znegi§téni vétsinou
nejsou piizptisobeny, a mikropolutanty jsou tim padem z odpadnich vod v COV
odstrafiovany jen caste¢né (Luo ef al. 2014; Gavrilescu et al. 2015; Yang et al. 2017;
Angeles et al. 2020; Kosek et al. 2020). Studie z posledni doby ukazuji, Ze béZnymi
technologiemi zahrnujicimi primarni a sekundarni ¢isténi nejsou latky ze skupiny 1é¢iv
a PCP odstrafiovany dostatecné (Rout et al. 2021). Nedostate¢né preciSténa voda je
z COV vypousténa do povrchovych vod a mikropolutanty se pak dostavaji dale do

prostiedi.

Mikropolutanty mohou byt v COV ve druhém stupni ¢&isténi odstraiovany
biologickou degradaci, vyrazné se vSak také adsorbuji na Cistirensky kal. Ten je pak ve
velké mife, vzhledem k vysokému obsahu zivin, aplikovan na zemédé€lskou piidu k jejimu
obohaceni. Toto vyuziti Cistirenského kalu je limitovano pouze obsahem tézkych kovt,
PCB, PAU a patogennich bakterii (Zakon ¢. 541/2020 Sb.), mikropolutanty pifitomné

v kalu vSak sledovany nejsou a mohou se tak touto cestou vracet do zivotniho prostiedi
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(Butler et al. 2012; Fijalkowski et al. 2017; Mosko et al. 2021). Zeméd¢lska ptuda je
nicmén¢ kontaminovana piedevsim v dusledku pouzivani pesticidii. VSechny tyto latky,
at’ uz jsou na zemédé€lskou pudu aplikovany zdmérné ¢i nikoliv, se pak dostavaji do
povrchovych i podzemnich vod, které mimo jiné slouzi jako zdroje pro upravny pitné
vody. Vodnim prostfedim se mikropolutanty mohou $itit dale. Ackoliv jsou na kvalitu
pitné vody kladeny vysoké néaroky, i v ni byly detekovany latky z fad hormoni, 1é¢iv
1 PCP (Benotti et al. 2009; Luo et al. 2014; Padhye et al. 2014; Gavrilescu et al. 2015;
Tiedeken et al. 2017; Riva et al. 2018; Datel a Hrabankova 2020).

Kontrola kvality vody v zemich Evropské unie se fidi ramcovou smeérnici
o vodach, kterd byla implementovana do zakoni ¢lenskych stat (Directive 2008/105/EC
2008; Decision 2018/840/EU 2018). Tato smérnice uvadi seznam 45 tzv. prioritnich latek,
jejichz primérné prahové koncentrace a nejvyss$i pripustné koncentrace nesmi byt
ptekroCeny, aby byly splnény podminky dobrého chemického stavu vody. Na plivodni
seznam 33 prioritnich latek byly v roce 2008 zatazeny nékteré pesticidy, zmékcovadla
plastti, primyslové chemikélie, PAU ¢i bromované zpomalovace hofeni. O deset let
pozdé&ji byl seznam rozsifen a pribyli na ném také zastupci antibiotik a hormonalné
aktivnich latek v¢. syntetického Zenského pohlavniho hormonu 17a-ethynylestradiolu

(EE2).
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Obrézek 1: Ilustrativni zndzornéni hlavnich vstup mikropolutantt do zivotniho prostredi

,1_
O
!

a jejich dals$iho osudu. Mikropolutanty vstupuji do zivotniho prostiedi z (a) domacnosti,
a to ve form¢ vyloucenych 1é¢iv ¢i nespravné zlikvidovanych léCivych ptipravk,
dezinfek¢nich prostiedkti uréenych k uklidu ¢i z produkti osobni hygieny (mydla, zubni
pasty, ustni vody aj.); (b) nemocni¢nich zafizeni ve formé& vyloucenych 1é¢iv
a dezinfekcénich piipravkil uréenych pro udrzeni sterilniho prostfedi. Kanalizaénim
systémem se pak zne¢isténé odpadni vody dostavaji do (c) &istirny odpadnich vod (COV),
kde vsak technologie nejsou pfizplsobeny na tento druh kontaminace. Mikropolutanty
v COV nejsou zcela odstrafiovany a do Zivotniho prostiedi se dostavaji jednak
vypousténim nedostateéné piedisténé vody z COV do (d) povrchové vody a jednak
prostiednictvim adsorpce na (f) Cistirensky kal, ktery je dale vyuzivan v zeméd¢lstvi.
Dal$im vyznamnym zdrojem mikropolutantli v Zivotnim prostiedi jsou (g) pesticidy. Ty
se pak vodnim prostfedim $ifi a mohou kontaminovat (e) podzemni ¢i povrchovou vodu.

Podzemni i povrchové voda pak slouzi jako zdroj pro (h) upravnu pitné vody.
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2.2 PCP s antimikrobidlnimi u¢inky

Z hlediska toxicity a vyskytu v zivotnim prostfedi jsou velmi opomijenou
skupinou PCP latky s antimikrobidlnimi G¢inky. Antimikrobidlni, biocidni ¢i dezinfek¢ni
latky jsou soucasti voln¢ dostupnych piipravka, které slouzi k prevenci infekce. Nejedna
se tedy o antibiotika jakozto 1éCivé latky pouzivané k 1é¢bé bakterialnich infekci. Pro ty
je vramci této prace pouzivan vyhradné termin antibiotika. Antimikrobialni latky jsou
vyuzivany piedev§sim v piipravcich uréenych k dezinfekci kize a sterilizaci
nemocni¢nich ploch. V domécnostech jsou pak antimikrobialni latky béznou soucasti

uklidovych prostfedkt a jsou také hojné zastoupeny v produktech ustni hygieny.

Pouziti antimikrobialnich latek v zubnich pastach a tustnich vodach vyrazné
redukuje mnozstvi patogent v Ustech, coz snizuje vyskyt zubniho plaku, chronického
zanétu dasni ¢i zubniho kazu a redukuje zapach z ust (Claffey 2003; Latimer ef al. 2015;
Malhotra et al. 2016; Takenaka et al. 2019). Péce o hygienu ustni dutiny celosvétove
vzrista, coz dokladaji také prodejni statistiky uvadéjici rostouci trend v uzivani zubnich
past a ustnich vod. Dle americké agentury Grand View Research bude spotieba téchto
produktt i dale nardstat, a to az 0 6 % v obdobi let 2021-2028 (Grand View Research
2021).

V zubnich pastach a ustnich vodach jsou nejcastéji pouzivany antimikrobidlni
latky ztad fenolickych sloucenin a jejich derivatd, kvarternich amint, biguanida
a terpenti (Tan et al. 2002; Claffey 2003). Jiz v roce 1945 byl pro své baktericidni ucinky
do uGstnich vod pfidavan cetylpyridin, v literatufe uvadény také jako cetylpyridinium
chlorid ¢i hexadecylpyridinium chlorid (Huyck 1945), a v 70. letech pak biguanid
chlorhexidin, hexetidin a éterické oleje obsahujici terpeny thymol, limonen, mentol
a 1,8-cineol zndmy také jako eukalyptol (Schiott et al. 1970; Bergenholtz a Hanstrom
1974; Fornell et al. 1975). V 80. letech se pak v produktech Ustni hygieny zacinaji
pouzivat octenidin, sanguinarin a triclosan, oznaovany téZ komerénim nadzvem irgasan
(Slee a Oconnor 1983; Dzink a Socransky 1985; Gilbert a Williams 1987). Z vyse
uvedenych latek se v soucasnosti pouzivaji vSechny. Triclosan, jehoz pouzivani v zubnich
pastach jeSté neni zakézano, je ale v produktech stni hygieny jiz nahrazovan (FDA 2016;
Colgate-Palmolive 2019). Na rozdil od antibiotik, jejichZ efektivni koncentrace jsou diky
specifickym u¢inkiim v léCivych ptipravcich nizké, je obsah antimikrobidlnich latek
v dezinfek¢nich preparatech znacné vyssi nez minimalni inhibi¢ni koncentrace pro cilovy

organismus (White a McDermott 2001; Tezel a Pavlostathis 2015). Struktury téchto latek
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a koncentrace, ve kterych jsou bézn¢ zastoupeny v produktech ustni hygieny, jsou

uvedeny v tabulce 1 (str. 19).
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Tabulka 1: Pfehled struktur a typickych koncentraci antimikrobidlnich latek pouZzivanych

v produktech Ustni hygieny, v¢. triclosanu, jehoZ pouZiti je v sou¢asné dobé omezovano.

Chlorované aromatické slouceniny:

NH NH NH Chlorhexidin Triclosan
T i C. o "
NH NH Typicka Typicka
Cl koncentrace ] koncentrace
c NH N 0,1-1 % (W/v) 0,1-0,3 %*
L L Cl Cl
NH NH NH
Kvarterni aminy: Terpeny:
CHs Octenidin Thymol
\ HyC Typicka HaC CH, Typicka
| koncentrace koncentrace
HO
| | 0,1-2 % (w/v) 0,06 % (w/v)
N
N N
H\/\:\Nj CH3
CHj Hexetidin Limonen
Typicka HsC /CHZ Typicka
koncentrace koncentrace
CHy
> 0,1 % (w/v) 2,5-15 % (wiv)
CHs

Y

O .
+ Cl

C
N
C

Hj N
3

Poee

Cetylpyridin
Typicka

koncentrace

0,07 % (W/v)

Sanguinarin
Typicka

koncentrace

0,01 % (w/v)

HyC_ _CHs
HO. i
CH,
HaC
o
CHj,
CH,

Mentol

Typicka

koncentrace

0,04 % (W/v)

Eukalyptol
Typicka

koncentrace

0,09 % (w/v)

* 0d 2019 nahrazen
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3 Subletalni toxicita a environmentalni dopad
antimikrobialnich latek

Akutni toxicita antimikrobidlnich latek pouzivanych v produktech ustni hygieny
je v literatufe velmi dobfe popsana, nebot’ je vzhledem k oblastem jejich pouziti klicova
(Koburger et al. 2010; Welk et al. 2016; Abe et al. 2020). Velmi malo je vsak znamo

o subletalni toxicité téchto latek a také o jejich dopadu na zivotni prostiedi.

Skodlivé ucinky dezinfekénich latek jsou v posledni dobé nejvice diskutovany
v souvislosti s problematikou vzniku rezistentnich kment bakterii, pfedev§im z diivodu
pouzivani a naduzivanim antibiotik (BiroSova et al. 2014; Pazda et al. 2019). Svétova
zdravotnické organizace a Evropské stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci dokonce
oznacuji vznik rezistentnich kmenti bakterii a pfenos gent pro rezistenci za hrozbu pro
21. stoleti v oblasti vetejného zdravi (Versporten et al. 2014). V poslednich letech se
ukazuje, ze pfitomnost dezinfekcnich latek v zivotnim prostiedi k tomuto problému
prispiva také (Kampf 2018). Vznik rezistence na antimikrobidlni latky spojené
s rezistenci na antibiotika byl jiz prokézéan u kvarternich amint, chlorhexidinu i triclosanu
(Russell 2003; Braoudaki a Hilton 2004; Tezel a Pavlostathis 2015; Cieplik et al. 2019;
Mao et al. 2020). Studie Shepherd et al. (2018) poukézala na fakt, ze v nemocni¢nim
prostiedi se mohou bakteridlni kmeny na antimikrobialni latky adaptovat a zvySovat tak
toleranci nejen vici nim, ale také vici dalSim antimikrobidlnim latkam. Bakterie
Pseudomonas aeruginosa izolované z nemocni¢niho prostfedi se ve vice neZ poloviné
ptipadii adaptovaly na béznou aplikacni ddvku octenidinu. Po nékolika dnech zvySovani
jeho koncentrace v laboratornich podminkach byly izolovany kmeny, u kterych byla
prokazéana vyssi tolerance nejen viic¢i octenidinu, ale také vici chlorhexidinu a dal$im
biocidnim ptipravkim.

Vznik rezistence a pfispévek ke vzniku rezistence na antibiotika vSak neni
jedinym problémem, ktery je v souvislosti s pouzivanim antimikrobidlnich latek uvéadén.
Subletalni toxické ucinky antimikrobidlnich latek byly prozatim nejlépe popséany
v ptipad¢ triclosanu. Bylo prokézéno, ze ma neurotoxické, genotoxické, imunotoxické
a karcinogenni u€inky (Wang a Liang 2021) a ptisobi také jako endokrinni disruptor (ED).
Veldhoen et al. (2006) prokazali, Ze triclosan ovliviiuje expresi thyroidniho receptoru
(TR), ¢imZ zptsobuje zmény v procesech fizenych thyroidnimi hormony. Triclosan se

také vaze na transportni protein transthyretin, kompetuje tak s thyroxinem, a tim opét
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narusuje piirozené fungovani thyroidni drahy (Cavanagh et al. 2018). Triclosan zasahuje
i do fungovani pohlavnich hormonti. Popsany byly jeho androgenni, antiandrogenni,
estrogenni 1 antiestrogenni ucinky. Detekovand aktivita se ve studiich liSila v zavislosti
na biologickém druhu, tkani ¢i typu bunék. Endokrinné disruptivni G¢inky triclosanu vSak
byly jasné prokdzany (Foran et al. 2000; Gee et al. 2008; Yueh a Tukey 2016). Americky
Utad pro kontrolu potravin a 1&iv (FDA, zangl. Food and Drug Administration)
z divodu perzistentniho charakteru triclosanu a jeho cetnych skodlivych G¢inkt na lidské
zdravi a Zivotni prosttedi zakazal jeho pouzivani v mydlech, z trhu vSak zcela nezmizel

(FDA 2016).

Endokrinn€ disruptivni G¢inky antimikrobidlnich latek z fad kvarternich amint,
biguanidli a terpend jsou popsany jen velmi malo. Endokrinné disruptivni G¢inky
chlorhexidinu byly testovany na kvasinkovych modelech v rdmci nékolika studii, avSak
ani v jedné nebyla jeho interakce s hormondlnim systémem potvrzena (Nishihara et al.
2000; Eguchi et al. 2003). Antiandrogenni vlastnosti byly pozorovany u thymolu (Chen
et al. 2007) a v praci Datta et al. (2017) byla prokadzana antiestrogenni aktivita
cetylpyridinu. V ramci studia esencidlnich oleji obsazenych v kofeni byl thymol
identifikovan jako parcidlni agonista receptoru pro aromatické uhlovodiky (AhR, z angl.
aryl hydrocarbon receptor) (Bartoitkovda a Dvotdk 2018). Interakce s AhR nebyla
potvrzena u sanguinarinu (Dvordk et al. 2006a), avSak jeho schopnost vazat se na
glukokortikoidovy receptor prokéazala prace Dvoték ef al. (2006b). Z vySe uvedenych dat
je evidentni, Ze tato skupina latek mé potencidl interagovat s hormondlnim systémem,
ucelend data o endokrinn€ disruptivnich u¢incich vétSiny antimikrobialnich latek

v produktech ustni hygieny vSak chybi.

V ramci predkladané publikace 2 (Michalikova et al. 2019) byla testovana
(anti)estrogenni a (anti)androgenni aktivita deviti latek pouzivanych v zubnich pastach ¢i
ustnich vodach (chlorhexidin, octenidin, hexetidin, cetylpyridin, sanguinarin, thymol,
limonen, mentol, eukalyptol). Tyto aktivity byly testovany na vhodnych lidskych
bunéénych liniich 1 na upravenych kvasinkovych modelech. Bylo prokazéano, Ze ani jedna
z testovanych latek neni agonistou estrogenniho ani androgenniho receptoru (ER, AR),
avSak pét z nich (chlorhexidin, octenidin, cetylpyridin, thymol, mentol) blokovalo funkci
pfirozenych agonisti 17B-estradiolu (E2) a/nebo dihydrotestosteronu, z ¢ehoz vyplyva,

Ze maji antiestrogenni a antiandrogenni G¢inky.
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3.1 Endokrinni disrupce

ED jsou definovany jako exogenni latky, které ovliviiuji syntézu, uvolfiovani,
transport, metabolismus, vazbu na receptor, pisobeni ¢i eliminaci pfirozenych hormont,
které jsou zodpovédné za udrzovani homeostazy, reprodukci, vyvoj a chovani (Kavlock
et al. 1996; EPA 1997). V soucasné dobé jsou endokrinné disruptivni G¢inky popsany u
témet 800 latek (Karthikeyan et al. 2021) a pfevazna vétSina z nich je do zivotniho
kontaminace. Ackoliv se mikropolutanty v prostiedi vyskytuji v fadu ng—ug/l, mohou byt
Skodlivé z hlediska endokrinni disrupce, protoZze hormonalni systém je praveé na takové

koncentrace biologicky aktivnich molekul nastaven (Vandenberg ef al. 2012).

ED mohou do pfirozeného fungovani hormonii zasahovat hned na nékolika
urovnich. Mohou narusovat biosyntézu a biodegradaci hormonti, nejcastéji vSak imituji
¢i blokuji endogenni hormony, jejichz funkce je zprostiedkovavana jadernymi neboli

nukledrnimi receptory (NR).

3.1.1 NaruSeni syntézy steroidnich hormonii

Ve steroidogenezi je zapojeno mnoho enzymu ze superrodiny cytochromi P450
(CYP), a to steroidni hydroxylasy a steroidni dehydrogenasy a reduktasy, jejichZ mira
exprese a aktivita mohou byt ovlivnény plsobenim cizorodych latek a cely proces
biosyntézy a plisobeni steroidnich hormonti tak mtize byt narusen (Sanderson et al. 2002;
Hilscherova et al. 2004; Blaha et al. 2006; Nielsen et al. 2012). Endokrinni disrupci tedy
muze zpusobit i xenobiotikum, které pfimo nenapodobuje ti€¢inky hormond, ale zasahuje
do jejich biosyntézy. Narusenim funkce aromatasy (CYP19), klicového enzymu
biosyntézy estrogenii, miize napiiklad dochazet k (de)feminizaci, ¢i (de)maskulinizaci
umnoha druhti zivo€ichli (Sanderson 2006) nebo k iniciaci estrogen-dependentniho

nadorového bujeni (Williams a Darbre 2019).
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3.1.2 Toxicita zprostfedkovana pies nuklearni receptory

ED nejcastéji pasobi ptes NR (Toporova a Balaguer 2020), proteiny z rodiny tzv.
ligandem aktivovanych transkripcénich faktorti. Jedna se o receptory specializované na
malé lipofilni ligandy, které pfirozen¢ zprostiedkovavaji funkci endogennich hormont
(napt. TR, ER, AR), jsou zapojeny do metabolismu xenobiotik (napf. konstitutivni
androstanovy receptor, CAR, z angl. constitutive androstane receptor; pregnanovy X
receptor, PXR) nebo se podili na metabolismu lipidi (napf. receptory aktivované
peroxisomovym proliferdtorem, PPAR, zangl. peroxisome proliferator-activated
receptor). V lidském genomu bylo identifikovano 48 NR, z nichz polovina je ligand-
dependentni (Germain et al. 2006). NR jsou proteiny slozené¢ z nckolika strukturné
i funkéné odlisnych domén, které jsou zodpovédné za aktivacni funkci receptoru, a to
v zavislosti na ligandu (AF-2) ¢i nikoliv (AF-1), translokaci do jadra a vazbu na DNA
(DNA-vazebna doména) (Weikum et al. 2018).

Mechanismus ptisobeni hormonu (ligandu) pies NR je schematicky znazornén na
obrazku 2 (str. 24). Hormon je dopraven k cilové buiice krevnim feciStém vazan na
plasmaticky protein, do buiiky vSak vzhledem k lipofilni povaze vstupuje volné pies
bunéénou membranu. NR jsou v neaktivnim stavu bud’ vdzany v cytoplasmé na tzv.
proteiny teplotniho Soku (HSP, zangl. heat shock protein), nebo jsou lokalizovany
v bunééném jadie s navazanym korepresorem. Vazba ligandu na NR zplsobi uvolnéni
HSP ¢i vyménu korepresoru za koaktivator. Aktivni forma receptoru se pak v bunééném
jadie vaze jako transkripéni faktor ve formé homo- ¢i heterodimeru (v zavislosti na typu
NR) na hormon-responsivni element (HRE) DNA a spolu s dalsimi koregulacnimi
faktory spousti transkripci cilovych genti, coZ vede ke spusténi biologické odpovédi
(Grimaldi et al. 2015; Weikum et al. 2018; Fischer a Smiesko 2019). Timto
tzv. genetickym mechanismem jsou fizeny mnohé procesy v regulaci ristu, reprodukce
¢1 metabolismu. Nékteré proteiny z rodiny NR vS§ak mohou regulovat bunééné procesy
také piimo v cytoplasmé&, a to aktivaci kaskady kinas. NR se nachdzeji bud’ volné
v cytoplasmé nebo vazany na bunéénou membranu. Tento mechanismus piimo nespousti
genovou expresi, jedna se tak o velmi rychly zplsob regulace bunécnych procesi
prostfednictvim NR. Byl popsan napft. u ER a je uplatiiovan pfi syntéze oxidu dusnatého
pfi regulaci krevniho tlaku ¢i migraci bun¢k (Fu a Simoncini 2008; Wu et al. 2011;
Kerdivel et al. 2013).
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Obrazek 2: Schéma mechanismu ptisobeni hormonu pfes jaderny receptor. Hormon je

krevnim feCiStém transportovan k buiice navazany na plasmaticky protein. Pies
membranu vstupuje volné do buniky. Nukledrni receptor (NR) je do té¢ doby v klidovém
stavu vazan v komplexu s tzv. proteinem teplotniho Soku (HSP). Po vazbé hormonu na
NR dochazi ke konformacni zméné a dimerizaci NR. V regulaéni oblasti cilového genu
se pak dimer vdze na hormon-responsivni element (HRE) a dochazi k jeho transkripci,

nasledné syntéze proteinu a zahajeni biologické odpovédi.

3.1.3 Diisledky piisobeni mikropolutantii na hormonalni systém

NaruSovani vySe uvedenych molekuldrnich mechanismti xenobiotiky muze
v kone¢ném dusledku zplisobovat mnoho zavaznych zdravotnich problému u lidi, mize

mit ale také fatalni disledky pro populace exponovanych zivocicha.
3.1.3.1 Endokrinni disruptory a lidské zdravi

ED jsou spojovany se vznikem celé fady chronickych onemocnéni (Gore et al.
2015). Bylo prokazéano, Ze estrogenni ucinky bisfenolu A, ktery je pouzivan pii vyrobé
plastti, ¢i neékterych pesticidl, mohou zpisobit rakovinu prsu (Shafei et al. 2018; Calaf et
al. 2020). Souvislost mezi zvySenym rizikem vzniku rakoviny varlat, prostaty
a moc¢ového méchyie a né€kterymi ED zftad pesticidi, PCB a bisfenolli je v mnoha
studiich také diskutovana (Cargnelutti ef al. 2021; Pellerin et al. 2021). ED (napf. ftalaty,
triclosan, bisfenol A) také vyznamné snizuji plodnost u muzii (Sharma et al. 2020) a jsou

spojovany s pozd¢jSim néastupem puberty u chlapct (Cargnelutti ef al. 2021). Naopak
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u divek je nastup puberty v diisledku expozice ED urychlen (Lucaccioni et al. 2020). Déti
jsou zvlasteé citlivé vici nadmérnému plsobeni ED. Nejenze tyto biologicky aktivni
molekuly zasahuji do procesu pohlavniho dospivani, ale zvySena expozice mize u déti
souviset také s rozvojem obezity v pozd¢jSim véku (lughetti et al. 2020). U dospélych
jsou ucinky ED spojovany s obezitou i vznikem diabetu 2. typu (Chevalier a Fenichel
2015; Darbre 2017) a ukazuje se, ze mohou byt zapojeny také do rozvoje diabetu 1. typu
(Predieri et al. 2020).

3.1.3.2 Ekotoxicita endokrinnich disruptort

Endokrinné disruptivni u¢inky nékterych pesticidi v minulosti vedly k ohrozeni
nékterych druhti ptaku ¢i krokodyli. Kontaminace insekticidem DDT (1,1,1-trichlor-2,2-
bis(4-chlorfenyl)ethan) a jeho rozkladnymi produkty vedla v zasazenych oblastech napf.
ke snizeni populace krokodyla amerického. Kromé deformace pohlavnich organt
anaruSeni spermatogeneze byla narusena také hormondlné fizena syntéza vajecné
skorapky, coz v koneéné disledku vedlo kjejimu snadnému poruseni a uhynu
nevyvinutych mlad’at (Semenza et al. 1997; Guillette et al. 2000; Finger a Gogal 2013).
Stejné problémy byly pozorovany i u ptakll. SniZzeni populace orla bélohlavého v oblasti
Velkych jezer na pomezi Spojenych stati a Kanady bylo naptiklad spojovano s vyskytem
metaboliti DDT a PCB a jejich endokrinn¢ disruptivnimi u¢inky (Bowerman et al. 2000).

Nejen predatofi na vrcholu potravniho fetézce jsou ohrozeni piisobenim ED.
Mikropolutanty ve vodnim prostfedi mohou ovliviiovat reprodukéni schopnosti ryb, Zab
¢1 mekkysu. Nejcastéji jsou s vyskytem ED v kontaminovanych lokalitach davany do
souvislosti zmény pomé&ru mezi samci a samicemi ¢i vyvoj pohlavnich znakl opacného
pohlavi vedouci ke sterilité¢ (McAllister a Kime 2003; Orrego et al. 2005; Blaha ef al.
2006; LeBlanc 2007; Mazurova et al. 2008). Kidd et al. prokézali, ze ptitomnost
syntetického Zenského pohlavniho hormonu EE2 v koncentraci 5 ng/l zplsobila kolaps

rybi populace (Kidd et al. 2007).

3.2 Detekce endokrinnich disruptorii v Zivotnim prostiedi

Jak jiz bylo zminéno, mikropolutanty, oznacované také terminem ,,nové se
objevujici polutanty®, jsou ve vétsi mife v prostiedi detekovany az v poslednich dvou
dekadach. To vSak neznamena, ze se v zivotnim prostiedi nevyskytovaly jiz diive,
nicméné stanoveni nizkych koncentraci, v nichz se typicky vyskytuji, umoznily teprve

pokroky v instrumentaci analytické chemie, piedevSim v oboru kapalinové
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chromatografie s hmotnostni detekci (Noguera-Oviedo a Aga 2016). Ptesto je analyticky
pfistup ve vétsin¢ piipadd stdle zaméfen pouze na kvantifikaci né€kolika pfedem
vybranych chemickych latek, a neposkytuje tim padem celkovou informaci o mife
kontaminace v dané lokalité. Environmentalni matrice totiz mohou obsahovat stovky
chemickych individui, na které¢ se analyza nezamétuje, nebo jsou pod hranici detekénich
limith danych metod. I takové vSak mohou zpusobit nezadouci toxicky efekt. K tomuto
ucelu mohou Iépe poslouzit tzv. bioanalytické metody, které sice neposkytnou informaci
o pfesném zastoupeni konkrétnich chemickych latek, dokazi ale zhodnotit toxické ucinky
celé smési v prislusném vzorku.

Studie, které porovnavaly analytické a bioanalytické piistupy, ukazuji, Ze detekcni
limity bioanalytickych metod mohou byt az o tfi fady niz8i nez detek¢ni limity
analytickych metod (Conley et al. 2017; TouSova et al. 2017). Nekteii autofi navic
poukazuji na to, Ze na zdklad¢ vysledkl kvantitativni analyzy v n€kterych ptipadech neni
mozné vysvétlit estrogenni aktivitu detekovanou bioanalytickymi néstroji ve vzorcich

odtokt z COV (Valitalo et al. 2016).

Bioanalytické metody také velmi dobie slouzi pifi hodnoceni ucinnosti
odstranovani endokrinnich disruptort ¢i jinych biologicky aktivnich latek. Pouhy ubytek
chemické latky totiz jesté nedoklada, ze byla toxicita snizena. Na ptikladu DDT bylo
prokazano, ze jeho transformacni produkty jsou srovnatelné perzistentni a vykazuji
stejnou, nebo dokonce vyssi antiandrogenni aktivitu (Kelce et al. 1995). Vyssi thyroidni
aktivita transforma¢niho produktu v porovnani s piivodnim polutantem byla detekovana
také u methyltriclosanu (Hinther ef al. 2011), ktery vzniké aerobni transformaci triclosanu

naptiklad v COV (Lozano et al. 2013).

Ve studiich, které se zabyvaji odstrailovanim polutantl, je pak kombinace
analytického ptistupu a hodnoceni toxického efektu pomoci bioanalytickych metod vice
vypovidaci a stale Castéji jsou ve studiich uplathovany oba pfistupy (Ktesinova et al.
2018; Saggioro et al. 2019; Angeles et al. 2020). Tato kombinace byla aplikovana
i v publikaci 4 (Maryskova et al. 2021).

3.3 Metody stanoveni endokrinné disruptivni aktivity
K detekci endokrinné disruptivnich ucinkti jsou vyuzivany biologické metody,
které umoziuji sledovat ptisobeni ED na cely organismus (in vivo) ¢i sleduji konkrétni

mechanismy piisobeni studované chemické latky na bunééné urovni (in vitro).
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Tyto metody mohou slouzit ke sledovani aktivity zpiisobené jednotlivymi
chemickymi latkami nebo definovanou smési chemickych latek, nebo pro detekci aktivity
v environmentalnich vzorcich, kde neni presné chemické sloZzeni znamo. Vysledky
aktivity v prostiedi jsou nejcasteji uvadény formou ekvivalentni koncentrace ptirozené¢ho
hormonu, ktery sledovanou aktivitu vyvolava. Proto se naptiklad pfi testovani estrogenni
aktivity v prostiedi miizeme setkat s terminem estradiol ekvivalent, ktery vyjadiuje, jaké

koncentraci E2 detekovany ucinek odpovida.

3.3.1 Invivo testy

Pti in vivo testech jsou modelové organismy exponovany studované chemické
latce, smési ¢i extraktu environmentalniho vzorku v laboratornich podminkach, nebo jsou
studovany organismy exponované piimo na kontaminovanych lokalitdch, naptiklad
u vypusti odtoku z COV. Vysledky in vivo testi zahrnuji komplexni odpovéd daného
organismu a zohlediuji veSker¢ interakce organismu se studovanou latkou a naopak. Tato
skute€nost vSak mulze interpretaci sledovanych uc€inkdi soucasné komplikovat.
K monitorovani endokrinné disruptivnich 0¢inkti in vivo je vyuzivano nékolika
biomarkerti ¢i vnéjSich znakl, které se v dasledku expozice ED meéni. U vodnich
zivo¢ich mohou byt sledovany zmény v sekundarnich pohlavnich znacich podminéné
(anti)estrogeny Ci (anti)androgeny. Nej€astéji je pozorovan soucasny vyskyt saméich
1 samic¢ich pohlavnich znaki u jednoho jedince. Tento jev byl sledovan napt. po expozici
ryb EE2 (Jackson et al. 2019) ¢i plza bisfenolem A (Oehlmann ef al. 2007). U samic
muze byt plisobenim estrogenli zplisoben také jev tzv. supersamice, ktery se projevuje
nadmérné zvétSenymi pohlavnimi zldzami ¢i malformaci vejcovodl (Oehlmann et al.
2006). V konec¢ném dusledku vSechny tyto poruchy vedou k neplodnosti a naslednému
ohroZeni celé populace.

Biologickym markerem pfi sledovani estrogenni aktivity u ryb in vivo miize byt
hladina vitellogeninu, prekurzoru proteinu vajecného zloutku. U samct neni tento protein
syntetizovan, avSak v pfipad¢, Ze jsou vystaveni plisobeni estrogennich latek, dochézi
1 unich k jeho biosyntéze. U samic je mira jeho produkce zavisld na dobé pareni, coz je
nutné pii hodnoceni zohlednit. Nadmérnd syntéza vitellogeninu pak mulze byt
kvantifikovana bud’ jako koncentrace proteinu v plasmé (Hansen et al. 1998; Nilsen et al.
2004), nebo mira exprese mRNA v jatrech (Garcia-Reyero et al. 2004; Rehberger et al.
2020).
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Ptekéazky pro testovani in vivo mohou piedstavovat ¢asova a finan¢ni naro¢nost
téchto studii, pomérné velké naroky na instrumentaci a déle etické aspekty. Testovani na

na zvitatech je totiz stale vétSim spolecenskym tématem.

3.3.2 Detekce exprimovanych geni

Na pomezi in vivo a in vitro testil je sledovani indukce, nebo naopak represe
genové exprese genll zapojenych do pfirozeného fungovani hormonalniho systému, ¢i
drah energetického metabolismu. Transkripci je mozné po expozici kvantifikovat jak na
vhodné tkanové linii, tedy pfi studiich in vitro, tak z tkani zivocichi exponovanych
v laboratofi ¢i odebranych piimo v prostiedi (in vivo) (Garcia-Reyero et al. 2004). Je tak
stanovovana naptiklad mira indukce ¢i represe transkripce genti pro enzymy
steroidogeneze (Hilscherova et al. 2004; Blaha ef al. 2006) nebo jiz zminovaného
vitellogeninu. Vliv xenobiotik na metabolismus lipidii je moZné sledovat napt. zménou

exprese genu pro PPAR (Dimastrogiovanni ef al. 2015).

3.3.3 Invitro testy

In vitro toxikologické testy spliiuji ndro¢né pozadavky moderni toxikologie, ktera
klade diraz na rychlost, vysokou kapacitu a finan¢ni efektivitu testd. Organizace pro
hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD, zangl. Organisation for Economic Co-
operation and Development) vytvofila koncept tzv. drah Skodlivych ucinka, ktery
v online databazi propojuje toxikologicka data s poznatky z biologie. Tento koncept se
o interakci chemické latky s biologickym syst¢émem. Databdze za sebou pak ftadi
jednotlivé udalosti, které vedou az ke Skodlivému ucinku. Pokud je u nové chemické latky
detekovan stejny zpusob interakce s biologickym systémem (in vitro, in silico) jako
u latky, jejiz drdha Skodlivého UC€inku je jiz charakterizovana, lze se domnivat, ze
pusobeni nové latky povede ke stejnému Skodlivému ucinku. Databaze ma slouzit
predevsim jako podklad pro efektivnéjsi a rychlejsi rozhodovani o restrikcich pouZzivani
novych chemickych latek (Villeneuve et al. 2014). Je tedy patrné, zZe vyuZzivani a vyvoj
in vitro testii ma v toxikologii své nezastupitelné misto.

In vitro testy vyuZzivaji n€kolik principt, které je déli do tii zdkladnich kategorii —
proliferacni testy, testy vazby ligandu na receptor a testy s reportérovymi geny (Leusch

et al. 2017; Li et al. 2020).
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3.3.3.1 Proliferacni testy

Prolifera¢ni testy kvantifikuji hormonem stimulovanou proliferaci bun¢k. Je tak
mozné sledovat napt. na bunkéch zavislych na estrogenu (linie izolované z karcinomu
prsu T47D, MCF-7) estrogenni aktivitu (E-screen) (Soto ef al. 1995) nebo na nadorovych
bunkach izolovanych z hypofyzy thyroidni aktivitu (T-screen) (Gutleb et al. 2005).
Obdoba pro detekci androgenni aktivity (A-screen) naopak sleduje inhibici proliferace
v ptitomnosti androgenu u linie MCF-7 transfekované androgennim receptorem (Szelei

et al. 1997). Pi porovnani citlivosti jednotlivych testl jsou proliferacni testy fazeny mezi

v

3.3.3.2 Testy vazby ligandu na receptor

Testy vazby ligandu na receptor jsou zalozeny na principu sledovéani vazby
radioaktivné znaceného ligandu na piislusny receptor. Ten je nejcastéji izolovan z tkani
obratlovct, ve kterych byla dfive potvrzena aktivita in vivo (Leusch et al. 2005).
Studovana latka kompetuje s radioaktivné znaCenym piirozenym ligandem daného
receptoru, coz umozinuje miru vazby kvantifikovat. Test neni limitovan vstupem
testované latky do buiiky a je tak mozné sledovat Cisté afinitu k receptoru. Nevyhodou
vSak je, Ze z testu neni patrné, jakou odpovéd’ by v organismu latka vyvolala. Agonisty
nelze v testu rozeznat od antagonistli, nebot v testu vyvoldvaji shodnou, pozitivni
odpovéd (Murk et al. 2002). Tyto testy byly vyvinuty napf. pro sledovani vazby na

estrogenni a androgenni receptor (Leusch et al. 2006).
3.3.3.3 Testy s reportérovymi geny

Vyznamnou ¢ast in vitro testl tvofi testy s reportérovymi geny, které umoznuji
sledovat hormonalni ucinky zprostfedkované NR. Tyto testy vyuZivaji geneticky
modifikované organismy (GMO), napt. kvasinky ¢i sav¢i bunky. Pokud buiika stabilné
neexprimuje pfislusny NR, je do buiiky vnesen gen pro jeho expresi. Buiky jsou
transfekovany plasmidem s HRE fizenym reportérovym genem, ktery umoZznuje
bunécénou odpovéd’ kvantifikovat. Mezi nejvice pouzivané reportéroveé geny patii gen pro
luciferasu (Legler et al. 1999; Wilson et al. 2004; Leskinen et al. 2005; Sonneveld et al.
2005; Bartonikova et al. 2015), B-galaktosidasu (Routledge a Sumpter 1996; Gaido et al.
1997; Sohoni a Sumpter 1998) ¢i fluorescencni protein (Bovee et al. 2011).

Za jednu z nejcitlivéjSich in vitro metod je povaZovana metoda zndma jako

GeneBLAzer® (Leusch ef al. 2017). Geneticky modifikované bunécné linie vyuzivané
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pfi této metod¢ maji namisto NR fuzni protein skladajici se pouze z ligand-vazebné
domény a DNA-vazebné domény. Po vazb¢ ligandu se fizni protein vaze na regulacni
oblast genu pro B-laktamasu, ¢imz dochazi ke spusténi jeji syntézy. B-laktamasa nésledné
katalyzuje preménu zelené€ fluoreskujiciho substratu na modrte fluoreskujici produkt.
GMO kvasinkové testy jsou sice robustnéjsi, ale jejich detekéni limity jsou
v porovnani s analogickymi testy na sav¢ich bunkach fadové vyssi (Bovee et al. 2011).
Citlivost testll na sav¢ich bunéénych liniich s reportérovymi geny se naopak citlivosti
vyrovnava proliferacnim testim (Leusch et al. 2017; Cevenini et al. 2018). Nutno vSak
podotknout, ze testy s reportérovymi geny jsou zaméfeny pouze na jeden mechanismus

pusobeni ED.
3.3.3.4 CXCL-test

Poznatky o ptisobni hormonii na bunééné tirovni jsou vyuzivany pii vyvoji novych
metod pro detekci ED. Jako alternativa k proliferacnimu testu estrogenni aktivity
E-screen byl vyvinut CXCL-test, ktery detekuje estrogen-dependentni produkci cytokinu
CXCL12 u bunéénych linii MCF7 a T47D odvozenych od karcinomu prsu (Habauzit et
al. 2010). Tento cytokin je produkovan extracelularné, coz umoziuje jeho detekci pfimo
v kultivaénim médiu. Jednd se o test na bunécné linii, ktery splituje podminky vysoké
citlivosti a ¢asové 1 finan¢ni Gspory, a pfitom neni zaméten pouze na jeden mechanismus
pusobeni estrogentl, jako je tomu u testl s reportérovymi geny. Estrogenni aktivita byla
timto testem prokazana u bisfenolu AF (L1 et al. 2015) a u fady benzofenonii, které jsou
v kosmetice pouZivany jako ochrana pfed UV zafenim (Habauzit et al. 2017).
CXCL-testem byla detekovana také antiestrogenni aktivita n€kterych 1é¢iv (Ezechias et
al. 2016) a antimikrobialnich latek pouzivanych v produktech Ustni hygieny, coZ je

podrobné popsano v piilozené publikaci 2 (Michalikova et al. 2019).

CXCL-test je povazovan za komplexnéjsi metodu stanoveni estrogenni aktivity,
nez jsou metody s reportérovymi geny. Ty totiZ sleduji jen jeden mechanismus piisobeni
estrogenu — klasicky mechanismus pies regulaéni oblast ERE (estrogenni HRE). Exprese
cytokinu CXCL12 vSak nemusi byt v buiice fizena pouze timto mechanismem. Existuji
také mechanismy fizené jinymi transkripénimi faktory a regula¢nimi oblastmi genu
(napt. Spl, AP1) (Boudot ef al. 2011; Kerdivel et al. 2013; Haldosen et al. 2014). Pokud
by potencialni estrogen narusoval prave tyto regulacni mechanismy, nebyl by metodami

s reportérovymi geny regulovanymi ERE viibec detekovan.
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Vyuziti neupravené linie vSak pfinaSi nékolik nevyhod. Predev§im jde
o variabilitu odpovédi bunécné linie, ve které neni genetickou tipravou vnesen selekcni
marker (rezistence na antibiotika), a jeji stalost tedy nemuze byt udrzovana fizenou
selekci. Stabilita bunééné linie tak mlze byt proménliva a reakce bun¢k na estrogenni
latku se mize ménit v zavislosti na zdroji linie ¢i dalSich faktorech. V ramci predkladané
publikace 1 byla provedena optimalizace metody CXCL-test, kde byl sledovan vliv bézné

variability materialu a zptsob provedeni testu na jeho vysledek.

4 Vyskyt a osud antimikrobialnich latek v Zivotnim prostredi

Sledovani vyskytu antimikrobidlnich latek v zivotnim prostiedi neukladd zadny
zakon, direktiva, vyhlaska ani jiz zminény seznam 45 prioritnich latek sledovanych dle
ramcoveé smérnice o vodach (Directive 2008/105/EC 2008; Decision 2018/840/EU 2018).
Stejn¢ tak pro né nejsou stanoveny limity v Cistirenskych kalech, které mohou byt
aplikovany na zemédélskou ptidu (Zakon ¢. 541/2020 Sb.).

Nekteré  védecké skupiny vSak vramci svych vyzkumnych projekti
mikropolutanty sleduji ve vétSim rozsahu a upozornuji tak na problémy spojené s jejich
vyskytem. V Zivotnim prostiedi je nejcastéji sledovanym zastupcem dezinfekénich agens
triclosan, jehoz toxické Ui€inky a dopad na Zivotni prosttedi byly jiz diive jasn€ prokdzany
(viz kapitola 3). Jsou vSak publikovany i1 prace poukazujici na vyskyt ostatnich

antimikrobidlnich latek, ptedev§im z fad kvarternich amind a biguanidi.

4.1 Triclosan

Koncentrace triclosanu v odpadnich vodach dosahuje az desetitisicli ng/l (Luo et
al. 2014; Oliveira et al. 2015; Mohan a Balakrishnan 2019) a mira jeho odstranéni v cov
se celosvétové pohybuje mezi 71 a 99 % (Luo et al. 2014). Mnozstvi odstranéného
triclosanu vSak mize také souviset sro¢nim obdobim — vI1été bylo v pribéhu
Cistirenského procesu odstranéno pouhych 31 % triclosanu (Biel-Maeso et al. 2019).
V kotenové &istirné v Ceské republice byla efektivita &i§téni na Grovni 62-91 % (Chen et
al. 2016). Z téchto studii vyplyv4, Ze mira odstranéni triclosanu je relativné vysoka
a v porovnani s jinymi mikropolutanty se dd oznacit za nadprimérnou. Pfesto vSak
v odtoku z COV byvaji detekovany az tisice ng/I triclosanu (Lishman et al. 2006; Loos et
al. 2013; Luo et al. 2014; Oliveira et al. 2015; Mohan a Balakrishnan 2019).

Mechanismt, kterymi je triclosan z zivotniho prostfedi zCasti odstrafiovan, je

nékolik. Bylo prokazéno, Ze cCastecné podléha fotodegradaci (Nakada et al. 2008)
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a mikrobialni degradaci (Wang et al. 2018). V COV vsak dominantné dochazi k adsorpci
triclosanu (ale i jinych mikropolutantli) na Cistirensky kal. Koncentrace triclosanu bézné
dosahuji tisicti az desetitisicti ng/g kalu (Biel-Maeso et al. 2019; Abbott et al. 2020;
Zhang et al. 2021). Ve studii Butler ef al. (2012) byl po dobu jednoho roku sledovan osud
triclosanu pfitomného v kalu (22 mg/kg) po jeho aplikaci na n€kolik typt zemédélskych
pud. Ve vSech pidach byl triclosan i jeho transformacni produkt methyltriclosan
detekovan 1 v nejhlubsi sledované vrstvé (20-30 cm). Navic vétSina odstranéného

triclosanu byla pfeménéna praveé na mehyltriclosan, ktery v ptid€ i nadale perzistoval.

4.2 Chlorhexidin

Vyznamnym zdrojem chlorhexidinu v prostfedi jsou odpadni vody
z nemocnicnich zafizeni, kde je az 25 % vSech pouzivanych dezinfek¢énich ptipravki
pravé na bazi tohoto biguanidu (loannou et al 2017). Jiz v 80. letech byla jeho
koncentrace v nemocni¢ni odpadni vodé az dvojnasobna (10,3 mg/l) v porovnéni s vodou
z domacnosti (4,5 mg/l) (Kodama et al. 1988). Nov¢jsi svédské studie ukazuji, ze se
chlorhexidin vyskytoval ve vSech analyzovanych odpadnich vodach, a to az v mnozstvi
2 368 ng/l (Ostman et al. 2017). Tato studie zaroven uvadi, ze maximalni detekované
mnoZstvi v odtoku z COV bylo pouze 33 ng/l. Chlorhexidin byl vSak z vody odstranén
pouze adsorpci na Cistirensky kal, ve kterém bylo detekovéano az 19 000 ng/g. Adsorpci,
jako zptisob odstranéni chlorhexidinu z vody v COV, doklada i dalsi prace (Ostman et al.
2018). Na vyskyt tohoto mikropolutantu v odpadnich 1 ptecisténych vodach se také
zaméfila studie Lasek et al. (2019). Ve vodé pitékajici do COV z nemocni¢niho arealu
bylo detekovano az 97 000 ng/l. Autofi vSak v tomto piipadé nezaznamenali vyrazny
ubytek chlorhexidinu, nebot” koncentrace ve vodé odtékajici z Cistirny dosahovala

160 000 ng/l.

4.3 Kvarterni aminy

Vyskyt cetylpyridinu v odpadnich vodach, ale také v ficni vodé, byl potvrzen ve
studii Shrivas a Wu (2007). Detekované koncentrace cetylpyridinu dosahovaly v odpadni
vodé 88 000 ng/l a v povrchové vodé 52 000 ng/l. Ostman et al. (2017) uvadi o n€kolik
adt nizsi koncentrace ve vodach pfitékajicich do COV (max. 374 ng/l) a koncentrace
v odtoku z COV nepfesahujici 5 ng/l, aviak koncentrace v kalu dosahovala az 2 500 ng/g.
Cetylpyridin je v COV odstrafiovan &asteéné mikrobialni degradaci, ale predev§im pak

adsorpci na kal (Ostman et al. 2017; Ostman et al. 2018). Podobné zavéry piindsi také
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modelova studie Nguyen a Oh (2019), ve které byl v laboratornich podminkéch sledovan
bytek cetylpyridinu po aplikaci na aktivovany kal. Ubytek byl sledovan u dvou

V praci je sice uvazovana ¢astecna biodegradace cetylpyridinu, za hlavni mechanismus
odstranéni z vody je vSak povazovéana adsorpce na aktivovany kal. Ta je diskutovéna
1 v souvislosti s jinymi antimikrobidlnimi agens ze skupiny kvarternich aminti (DeLeo et

al. 2020).

Vyskyt a osud octenidinu v Zivotnim prostfedi prozatim nebyl monitorovan, nebo
pii nejmensim nebyl detekovan, ackoliv prace loannou er al. (2017) uvadi, ze
dezinfek¢nich pfipravkii na bazi octenidinu je v nemocni¢nim prostiedi vyuzivano az

z 82 %.

4.4 Terpeny

Terpeny pouzivané jako dezinfekéni agens jsou do skupiny sledovanych
mikropolutantli v odpadnich vodach v nékterych studiich zahrnuty také. Vyskyt thymolu
byl zaznamenan v odpadnich vodach v koncentraci desitek az stovek ng/l (Nakada et al.
2006; Nakada et al. 2007; Nakada et al. 2008). Dalsi studie prokazala, ze v cov bylo
odstranéno prumérné 95 % thymolu, pfevazné prostiednictvim mikrobialni degradace
(Nakada et al. 2006). Autoti zaroven uvadi, ze adsorpce na ¢astice kalu je zanedbatelna,
svou ulohu navic sehrava také vysoka tékavost tohoto terpenu. Allinson et al. (2012)
v odtoku z COV detekovali thymol v jednotkach, ve vyjime&nych piipadech az desitkach
ng/l.

Mentol byl analyzovan v ramci kampané sledujici vonné latky v odpadnich
vodach v Némecku, pficemZ byla zaznamenana koncentrace ptesahujici 15 000 ng/l,
precisténd voda pak obsahovala < 37 ng/l (Klaschka et al. 2013). Jiné studie uvadi
v odpadnich vodéach o néco nizsi koncentrace, konkrétné 5 400 ng/l (Escalas ef al. 2003)
a 1400 ng/l (Lee a Rasmussen 2006). Escalas et al. (2003) sledovali vétsi skupinu
tdkavych organickych latek ve vodach na piitoku do COV, z nichz 23 % patiilo mezi
terpeny. Eukalyptolu bylo v odpadni vod¢ detekovéano 2 800 ng/l a koncentrace limonenu
dosahovala az 4 000 ng/l. Godayol et al. (2015) poukazuji na to, Ze primarnim cisténim
limonen sice nebyl odstranén, avSak po sekundarnim ¢isténi ho jiz nebylo mozné ve vodé
detekovat. V nékolika studiich byla prokazana ptitomnost limonenu v ¢istirenském kalu
(Lehtinen a Veijanen 2011; Kotowska ef al. 2012; Fisher et al. 2017) a také v povrchové
vode¢, kde se koncentrace pohybovaly maximalné v desitkach ng/l (Alvarez et al. 2014).
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5 Degradabilita antimikrobialnich latek

Jak je patrné z ptedchozi kapitoly, mira odstranovani antimikrobialnich latek ze
zivotniho prostiedi neni vyhovujici. Detekci téchto latek se vénuje jen malo studii. Pokud

je vsak jejich vyskyt v zivotnim prostiedi sledovan, je ve vétsin€ ptipada také potvrzen.

5.1 Fyzikalné-chemické metody

Aktualni piehledny ¢lanek Rout ez al. (2021), ktery shrnuje miru odstranéni Siroké
Skaly mikropolutanti (hormonalni latky, ED, biocidy, léCiva), uvadi, ze se mira
odstranéni mikropolutantl pfi sekundarnim €isténi pohybuje v rozmezi 30—70 %. Jelikoz
je ucinnost odstraniovani mikropolutantti pomoci aktivovaného kalu v rdmci druhého
stupné ¢isténi odpadnich vod nevyhovujici, jsou intenzivné studovany mozné zpusoby
tercidlniho kroku docisténi. V soucasné dobé se jednd ptfedevSim o moznosti vyuziti
aktivniho uhli ¢i pokroc€ilych oxidac¢nich metod (Margot ef al. 2013; Angeles et al. 2020;
Kosek et al. 2020). Jen vyjimecné se ale vyskytuji prace, které by do skupiny sledovanych
mikropolutantli zafadily kromé triclosanu i jinou antimikrobialni latku. Neves et al.
(2020) se zabyvali porovnadnim ucinnosti odstranéni cetylpyridinu z vody pii pouziti
oxidu grafenu a jinych adsorpénich materiala v¢. aktivniho uhli, pfi¢emz poukazali na
vyrazn€ vyssi sorpcni kapacitu oxidu grafenu.

Pfi odstranovani mikropolutantii z pevnych matric jsou testovany napiiklad
metody biosuSeni ¢i pyrolyza, u kterych efektivita v ptipadé kontaminovaného kalu ¢ini
az 100 % (Bean et al. 2016; Pilnacek et al. 2019; Mosko et al. 2021). Jen vyjimecné se
ale vyskytuji studie, kter¢ by do skupiny sledovanych mikropolutantli zatadily
antimikrobidlni latky. Ukézalo se, Ze ucinnost odstranéni triclosanu v fadu jednotek
mg/kg pii 300 °C byla po 60 minutach 100 % a béhem péti minut pfi teploté 500 °C bylo
odstranéno > 90 % (Ross et al. 2016). Cetylpyridin vazany v organojilu byl stabilni az do
teploty 400 °C (Koh et al. 2005), samostatné vSak testovan nebyl, stejné jako ostatni

antimikrobidlni latky, jimiZ se tato prace zabyva.

5.2 Biodegrada¢ni metody

Intenzivné studované jsou také biodegradacni metody, které jsou Setrnéjsi
k Zivotnimu prostiedi a v porovnani s fyzikdlnimi metodami byva jejich finan¢ni

naro¢nost obvykle vyrazné nizsi. Navic bylo jiz v mnoha studiich prokazano, ze nckteré
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mikroorganismy dokazi vramci svého metabolismu, ¢i kometabolicky odstrafiovat
velkou Skalu polutantti a v n€kterych piipadech jsou polutanty schopny i mineralizovat.
Ze skupiny antimikrobidlnich latek je nejlépe popsana mikrobidlni biodegradace
triclosanu. Kdyz byl v degrada¢nim experimentu pro inokulaci pouzit aktivovany kal, byl
triclosan odstranén vramci desitek hodin, zarovenn ale vznikal problematicky
transformacni produkt methyltriclosan (Armstrong et al. 2018). Zhou et al. (2013)
sledovali degradacni schopnosti bakterii izolovanych z Cistirenského kalu a ukézali, Ze se
jejich ucinnost pti degradaci triclosanu velmi lisi. Charakterizovali sice kmeny, které
odstranily 100 % triclosanu, n¢které ale nebyly schopny tento polutant odstranit viibec.
Podobny pfistup, tedy vyuziti Cistirenského kalu, byl zvolen 1 pii studiu biodegradace
cetylpyridinu. Nguyen a Oh (2019) ukézali, ze nejvyznamngj$i podil na odstranéni méla
adsorpce, zaznamenali vSak i Caste¢nou biologickou degradaci, a to predevSim
v pritomnosti bakterii rodu Rhodobacter a Asticcacaulis. Velmi podobné vysledky byly
pozorovany pii degradaci chlorhexidinu, kdy ubylo aZz 81 % pocate¢niho mnozstvi, avSak
vice nez 70 % z odstranéného chlorhexidinu autofi pfi¢itaji adsorpci na kalové castice.
Na samotné biodegradaci se pak podilely nejvice bakterie ¢eledi Comamonadaceae
a Flavobacteriaceae (Keerthisinghe et al. 2019). Biodegradacni potencial byl také
zaznamenan u bakterie rodu Pseudomonas sp. kmen A-3 izolované ptimo z Cistirenského
kalu. Degradace nebyla v danych studiich kvantifikovana, autofi vSak charakterizovali
dva degradac¢ni produkty chlorhexidinu (Uyeda et al. 1996; Tanaka et al. 2005; Tanaka
et al. 2006). Pokud méla tato bakterie chlorhexidin jako jediny zdroj dusiku, doslo dle
autort k jeho kompletni degradaci (Kido et al. 1988). Pti studiu vlivu chlorhexidinu na
bakterialni komunity ve vzorcich fi¢ni vody nebyla jeho mineralizace viibec pozorovana

(Dynes et al. 2006; Lawrence et al. 2008).
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5.3 Ligninolytické houby a jejich enzymy

Vyznamnym modelovym organismem pfi studiu biodegradability polutantd jsou
ligninolytické houby, oznacované také jako houby bile hniloby. Toto oznaceni pochazi
ze vzhledu houbou napadeného dieva. Ligninolytické houby totiz rozkladaji tmavy lignin
a zbyvajici celulosa dava napadenému dievu bilou barvu. Lignin je polymer skladajici se
z n¢kolika typt aromatickych monomernich jednotek, které se ve struktufe nepravidelné
stiidaji. Z téchto divodl maji extracelularné produkované ligninolytické enzymy, jimiz
houby lignin rozkladaji, velmi Sirokou substratovou specifitu a mohou G¢inn¢ rozkladat
1jiné aromatické struktury. Patii mezi né nékteré peroxidasy a fenoloxidasa lakasa, jimz
budou vénovany samostatné¢ kapitoly (5.3.1 a 5.3.2). Glyoxaloxidasa (EC 1.2.3.5)
a arylalkoholoxidasa (EC 1.1.3.7) jsou pak spolu s dal$imi enzymy produkovany
ligninolytickymi houbami jako pomocné enzymy, které generuji H2O2 nutny pro funkci

peroxidas (Tuor et al. 1995; Janusz et al. 2017).

5.3.1 Peroxidasy

Ligninperoxidasa (LiP; EC 1.11.1.14), mangan-dependentni peroxidasa (MnP;
1.11.1.13) a versatilni peroxidasa (VP; 1.11.1.16) jsou peroxidasy ligninolytickych hub,
které se pfimo ucastni rozkladu ligninu a vSechny patii do superrodiny tzv. hemovych

peroxidas.

LiP byla poprvé objevena u houby Phanerochaete chrysosporium (Tien a Kirk
1983), je vSak produkovana celou fadou dalSich ligninolytickych hub a byla detekovana
také u nékterych bakterii (Janusz et al. 2017). Vyznaluje se neobvykle nizkym pH
optimem (pH 3) (Wong 2009) a ma vysoky oxida¢né-reduk¢ni potencial, coz ji umoznuje
oxidovat 1 substraty, které nemohou byt oxidovany jinymi peroxidasami (Sigoillot et al.
2012). Katalyticky cyklus je naznafen na obrazku 3a (str. 37). Nativni stav LiP je
oxidovan peroxidem vodiku za vzniku kation radikdlového meziproduktu, tzv. slouc¢eniny
I, a vody. Sloucenina I je nasledné ve dvou krocich ptes slouceninu II redukovana zpét
do nativniho stavu enzymu, pfi¢emz postupné v kazdém kroku oxiduje jednu molekulu

substratu za vzniku kation radikalového produktu (Wong 2009).

MnP byla detekovéana u P. chrysosporium (Glenn a Gold 1985) a produkuje ji
mnoho dalsich ligninolytickych hub ¢i nékteré bakterie (Janusz et al. 2017). Katalyticky
cyklus MnP (obréazek 3b, str. 37) je velmi podobny LiP, avak MnP vyuziva kation Mn>*

jakozto reduk¢ni substrat, jehoz prostiednictvim nésledné dochéazi k preméné
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organického substratu. V prvnim kroku je nativni MnP oxidovana peroxidem vodiku na
slouceninu I, ktera je nasledn¢ ve dvou krocich redukovana pies slouceninu II zpét do
nativniho stavu, jako je tomu u LiP. Jako donor elektronu vSak v kazdém zminéném kroku
slouzi kation Mn?*. Vznika tak vysoce reaktivni Mn**, ktery je nasledné v komplexu
se stabilizujicimi karboxylovymi kyselinami zenzymu disociovan, difunduje do
lignocelulosové struktury a ptsobi jako nizkomolekuldrni medidtor schopny oxidovat
Sirokou Skalu organickych substratii. Radikal substratu, ktery takto vznikne, podléha
dalSim, jiz neenzymatickym, reakcim (Hofrichter 2002; Wong 2009; Janusz et al. 2017).

VP je hybridem mezi LiP a MnP. V proteinové struktute se nachazi vazebné misto
jak pro aromaticky substrat (podobnost s LiP), tak vazené misto pro Mn?>* (podobnost
s MnP). VP je tak schopna jednak oxidovat aromatické substraty za vzniku ptislusnych
radikali, a jednak dokéaze v ptitomnosti Mn** generovat reaktivni Mn** (Ruiz-Duenas et

al. 1999).

a b
H,0, H,0 H,0, H,0
RH Lil;’ SIOLi(“:enina.I RH RH MnP Slou€eninal RH
[Fe3*] [Fe** = 0] [Fe3*] [Fe4 = 0]**
Mn3* MnZ*
Mn2+ Mn3+
Slouéenina Il Slouéenina Il
[Fe** = 0] [Fe* = 0]
R+- R+o R-+H+ R°+H+

Obrazek 3: Katalyticky cyklus (a) ligninperoxidasy (LiP) a (b) mangan-dependentni
peroxidasy (MnP). Oba enzymy jsou v nativnim stavu oxidovany peroxidem vodiku za
vzniku kation radikalu, tzv. slouceniny I. Ta je v prvnim kroku redukovana na slou¢eninu
II, pficemz dochazi k (a) oxidaci substratu (RH) a vzniku ptislusného kation radikalu
(R™), nebo (b) oxidaci Mn?*" na Mn*", ktery je z enzymu v chelatované formé uvolnén
a oxiduje substrat RH na ptislusny radikal (R"). V druhém kroku slouc¢enina II oxiduje (a)
druhou molekulu RH ¢&i (b) druhy kation Mn** a vraci se tak do nativniho stavu. Upraveno

dle Abdel-Hamid et al. (2013).
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5.3.2 Lakasa

Fenoloxidasa lakasa (EC 1.10.3.2) byla poprvé popsana jiz na konci 19. stoleti
u japonského stromu Rhus vernicifera (Yoshida 1883) a az nasledn¢€ byla objevena u hub
(Bertrand 1896) a bakterii (Suzuki et al. 2003). Pro lakasy je charakteristicka pfitomnost
dvoumocnych ionti médi v reakénim centru, coz je fadi do rodiny tzv. multi-copper
oxidas. Ctyii ionty Cu®" jsou rozd&leny do dvou reakénich center (obrazek 4). V prvnim
centru (misto T1) je vazan jeden ion Cu®* (typ-1). Druhé centrum T2/T3 se sklada
z vazebného mista T2 (vaZe jeden Cu®* typ-2) a dvou vazebnych mist T3 (vaZi po jednom
Cu*" typ-3). Jednotlivé typy Cu?’ se lisi svymi spektroskopickymi vlastnostmi. Na
reakénim centru T1 dochazi postupné k oxidaci 4 molekul fenolického substratu za
vzniku jejich pfislusnych radikalid. Elektrony jsou nésledné distribuovany
prostiednictvim aminokyselin His-Cys-His na T2/T3 klastr. Cu** jsou tak na vsech
Ctyfech vazebnych mistech redukovany na Cu® a enzym se tak dostiva do plné
redukované formy. Nésledné je na centrum T2/T3 vazan molekularni kyslik a ve dvou
krocich vnikaji postupné dvé molekuly vody (Baldrian 2006; Wong 2009; Mot a Silaghi-
Dumitrescu 2012).

4 ROH 4 RO*

de +4H*

’ ™
™

0, 2 H,0

Obrazek 4: Katalyticky cyklus lakasy. Lakasa na prvnim reakénim centru (T1) postupné
oxiduje Ctyfi molekuly fenolického substratu (ROH) za vzniku pfisluSnych radikali.
Ziskané elektrony jsou postupné distribuovany prostfednictvim aminokyselinové
sekvence His-Cys-His i na druhé reakéni centrum T2/T3, ¢imZ jsou viechny &tyti Cu®*
kationty redukovany na Cu®. PIn& redukovany enzym nasledné vaze molekulovy kyslik,
dochdzi k jeho ctytelektronové redukei za vzniku dvou molekul vody a navratu enzymu

zpét do nativniho stavu. Upraveno dle Baldrian (2006).
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5.4 Degradacni potencial ligninolytickych hub a enzymi

U ligninolytickych hub a jejich enzymi bylo jiz mnohokrat prokdzano, ze maji
schopnost degradovat velmi Sirokou Skalu organickych polutantii. Jak bude rozvedeno
v nasledujicich kapitolach, v experimentech s houbovymi kulturami (in vivo) a také in
vitro sizolovanymi enzymy byla sledovana uc¢inna degradace i téch nejvice
rekalcitrantnich polutantd. Z tohoto divodu jsou houby bilé¢ hniloby povazovany za

vynikajici modelovy organismus biodegradacnich studii.

5.4.1 Studie in vivo

Ve studii Cvanéarova et al. (2012) byl testovan potencial osmi hub bilé hniloby
degradovat komer¢ni smés PCB Delor 103. Po Sesti tydnech inkubace in vivo byly PCB
degradovany vSemi vybranymi zéastupci ligninolytickych hub. Nejlepsich vysledkl
(abytek 99,6 % PCB) bylo dosazeno v piipadé inkubace s houbou Pleurotus ostreatus,
jejiz schopnost efektivné odstraiiovat PCB byla potvrzena i v pilotni studii s realné
kontaminovanou vodou (Srédlova et al. 2020) &i piidou (Siracusa et al. 2017). V dalsich
degrada¢nich studiich bylo prokdzano, Ze houba P. chrysosporium mineralizuje
vybusninu hexanitrohexaazaisowurtzitan, znamou také jako CL-20 (Karakaya et al.
2009). Vysoky potencial degradovat chlorbenzoové kyseliny byl pozorovan u hub Irpex
lacteus, Pycnoporus cinnabarinus a Dichomitus squalens, které byly schopny nékteré
chlorbenzoové kyseliny zcela eliminovat jiz po sedmi dnech inkubace (Muzikaft et al.
2011). Houby bilé¢ hniloby degradovaly in vivo také PAU (Covino et al. 2010), EE2
(Ktesinova et al. 2012), plastifikatory (Cajthaml ef al. 2009), syntetické barviva (Novotny
et al. 2004) ¢i nejtoxi¢téjsi organicky polutant 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (Dao et
al. 2019).

5.4.2 Studie in vitro

Studie in vitro ukazuji, Ze mnohad xenobiotika mohou byt degradovéana
ligninolytickymi enzymy. MnP izolované z hub Lentinus tigrinus ¢i I. lacteus efektivné
transformovaly vybrané PAU (Baborova et al. 2006; Covino et al. 2010). VP izolovana
z houby Bjerkandera adusta zcela odstranila ze smési estrogenti a 1¢€¢iv béhem nekolika
minut estrogeny a diclofenac, 80% odstranéni bylo dosazeno u sulfamethoxazolu
a naproxenu, néktera dalsi IéCiva byla vSak degradovana jen velmi mélo a carbamazepin
nebyl degradovan vibec (Eibes et al. 2011). Uplného odstranéni EE2 bylo dosaZzeno

v in vitro studii s koncentrovanou extracelularni tekutinou ziskanou z kultury P. ostreatus
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(Ktesinova et al. 2012). Detekci transformacnich produkti estrogennich hormont
v¢. syntetického EE2 byla potvrzena také ucinnost lakasy ziskané z Trametes versicolor

pii degradaci mikropolutantii (EE2, bisfenoly A a S) (Beck et al. 2018).

5.4.3 Degradace mikropolutanti v realnych matricich

Utinnost ligninolytickych enzymt pfi odstraiovani smési mikropolutantii byla
prokazana i v redlnych matricich a pilotnich studiich. Az 95 % ptfitomnych ED bylo
odstranéno z vody ziskané na odtoku z COV, kdyz byla 24 hodin v laboratornich
podminkach zadrZovana v reaktoru inokulovaném vyplozenym substratem P. ostreatus
s vysokou lakasovou aktivitou. Zaroven byla sledovdna uplnd eliminace estrogenni
aktivity. V poloprovoznim reaktoru na lokalité doslo az k 76% degradaci ED (Kfesinova
et al. 2018). ED byly také efektivné odstranény (27-99 %) z redlné odpadni vody pfi
pouziti tzv. enzymového membranového reaktoru naplnéného VP (Taboada-Puig ef al.
2015). Rovnéz byly pfi eliminaci ED z redlnych vod testovany technologie umoziujici
imobilizaci enzymu na nanovldkenné membrany. Jejich ¢aste¢nd ticinnost (18-74 %) byla
prokézana pii imobilizaci lakasy na polyamid/polyethylenimin ve studii Maryskova et al.
(2020).

Pti posuzovani, zda jsou ligninolytické enzymy potencialné vhodné pro degradaci
xenobiotik, je také dulezité uvazovat jejich stabilitu a aktivitu v redlnych podminkach.
Jednou z dilezitych vyhod ligninolytickych enzymi je jejich relativné vysoka stabilita.
V mnoha degradacnich studiich in vitro bylo ukadzano, Ze 1 po né€kolika dnech pii
laboratorni teploté€ jsou ligninolytické enzymy stabilni a stale aktivni (Covino ef al. 2010;
Srédlova et al. 2021), coz bylo potvrzeno také v publikaci 3 (Linhartova et al. 2020).
V predkladané publikaci 4 (MarySkova et al. 2021) byla kromé¢ teplotni a ¢asové stability
testovana aktivita enzymd s vysokym biodegradaénim potencidlem (lakasa
z T. versicolor a peroxidasa z Armoracia rusticana — kienové peroxidasy) v riznych
matricich (pufry liSici se hodnotou pH, deionizovana voda, kohoutkova voda a odpadni
voda po druhém stupni ¢isténi v COV). Navic byl sledovan vliv podminek nejen na
samotnou aktivitu enzymd, ale také na jejich degradacni potencidl. V testu byly sledovany
¢tyfi ED v¢€. antimikrobidlniho triclosanu. Ukdazalo se, Ze ackoliv jsou nékteré matrice pro
aktivitu enzymu nevyhodné, dané enzymy jsou i piesto schopné odstranovat sledované
ED velmi efektivné. Pouze u odpadni vody efektivita odstranéni ED vyrazné vzrostla (na

93 %) teprve po ptidavku 2,5% fostat-citratového pufru.
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5.4.4 Degradabilita antimikrobialnich latek

V ramci degradacnich studii je do skupiny ED casto fazena i antimikrobialni latka
triclosan. Ligninolytické houby prokazaly schopnost triclosan degradovat, coz dokladaji
jak vysledky in vivo degradac¢nich testl, tak mnoho in vitro studii sizolovanymi
ligninolytickymi enzymy.

Po inkubaci triclosanu s 7. versicolor a P. cinnabarinus byly identifikovany jeho
transformacéni produkty a zaroven bylo sledovano snizeni akutni toxicity (Hundt et al.
2000). Triclosan byl také béhem ¢trnactidenni kultivace zcela odstranén sedmi houbami
bilé hniloby a soucasné bylo sledovano snizeni estrogenni aktivity (Cajthaml ez al. 2009).
Ve studii in vivo vSak musely byt zohlednény jeho antimikrobidlni vlastnosti
a experimentalni koncentrace musela byt oproti jinym latkdm snizena. Cytotoxickym
pusobenim studovanych latek vSak nejsou omezeny in vitro experimenty s izolovanymi
enzymy. V ramci publikace 4 (MarySkova et al. 2021) a v mnoha dal$ich bylo prokazano,
ze je triclosan ligninolytickymi enzymy velmi efektivné odstrafiovan jiz béhem nékolika
hodin (Cabana ef al. 2007; Asgher et al. 2016). Nékteré studie dokladaji, ze je mira jeho
odstranéni ligninolytickymi enzymy vyssi nez 95 % (Ramirez-Cavazos et al. 2014; Melo

etal. 2016).

Degradabilita chlorhexidinu a octenidinu byla studovana v ramci predkladané
publikace 3 (Linhartova et al. 2020). V in vivo experimentech s houbou /. lacteus bylo
puvodni mnozstvi chlorhexidinu (3 pg/ml) snizeno béhem 21 dni az o 70 %, maximalni
ubytek octenidinu (ptivodni koncentrace 2 pg/ml) byl 48 %. V ptipad€ octenidinu vSak
byla pozorovana vyrazna sorpce na mycelium, kterd musela byt pfi interpretaci vysledk
zohlednéna. In vitro bylo izolovanymi enzymy odstranéno maximalné¢ 41 %
chlorhexidinu (ptivodni koncentrace 5 pg/ml) a 23 % octenidinu (plivodni koncentrace
5 pg/ml). V ptipadé in vitro inkubace s lakasou nebyl octenidin odstranén vibec.
Schopnost ligninolytickych hub transformovat chlorhexidin a octenidin vSak byla
prokézéana identifikaci transformacnich produkti obou sledovanych latek. Jen ¢astecné
odstranéni témito efektivnimi biodegrada¢nimi néstroji svéd¢i o siln€ rekalcitrantnim

charakteru octenididu a chlorhexidinu.
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6 Cile disertacni prace

Tato disertacni prace se zabyva malo prozkoumanou skupinou latek, které se ve
velké mife vyuzivaji pro své antimikrobidlni u¢inky v produktech osobni péce a péce
o domdcnost. Do zivotniho prostiedi jsou vSak vypoustény bez jakéhokoliv omezeni, neni
zde sledovan jejich osud a jejich subletdlni toxicita téméf neni popsana. Vybér
antimikrobialnich latek v této praci byl uzce zaméien na ucinné latky pouzivané
v produktech ustni hygieny, tedy pfedevSim v zubnich pastach a ustnich vodach. Tato

disertacni prace se zaméfila na studium jejich endokrinné disruptivni G€inkt a jejich

degradability.
Dil¢i cile prace byly:
1. Optimalizace metody CXCL-test vhodné pro hodnoceni estrogennich

a antiestrogennich vlastnosti xenobiotik (publikace 1).

2. Hodnoceni  (anti)estrogenni a  (anti)androgenni  aktivity deviti
antimikrobidlnich latek bézné pouzivanych v produktech ustni hygieny, a to
s vyuzitim testi in vitro na kvasinkovych modelech (Saccharomyces
cerevisite BMAEREIluc/ERa a S. cerevisiae BMAERE/AR) a testl
vyuzivajicich vhodné lidské bunécéné linie (T47D v metodé CXCL-test,
AIZ-AR) (publikace 2).

3. Studium degradability dvou vybranych antimikrobidlnich latek obsazenych
v zubnich pastach, u kterych byly v rdmci publikace 2 prokazany endokrinné
disruptivni G€inky. V experimentech in vivo a in vitro byly jako modelové
organismy pouZity ligninolytické houby (1. lacteus a P. ostreatus) a jejich
enzymy (MnP a lakasa), u nichz byl jiz diive prokdzan vynikajici degradacni
potencial (publikace 3).

4. Studium vhodnych podminek pro aktivitu a stabilitu biotechnologicky
perspektivnich enzymi lakasy z T. versicolor a peroxidasy z A. rusticana
ajejich ucinnost pfi degradaci antimikrobidlni latky triclosan a dalSich

endokrinné disruptivnich latek v redlnych matricich (publikace 4).
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7 Zavéry

Disertacni prace byla zamétena na hodnoceni endokrinné disruptivnich vlastnosti
a degradability skupiny deviti antimikrobialnich latek, které jsou pouzivany v produktech
ustni hygieny.

V publikaci 1 byl optimalizovan CXCL-test, ktery je zalozen na estrogen-
dependentni sekreci cytokinu CXCL12 buitkami karcinomu prsu (T47D) a je pouzivan
pro identifikaci a detekci estrogennich latek. Vzhledem k tomu, Ze tento test vyuziva
neupravenou bunécnou linii, je citlivy na variabilitu pouzitého materialu ¢i zmény
v provedeni testu v ramci mezilaboratorniho srovnani. Bylo prokazano, ze nejen bunky
stejné linie ziskané z jiného zdroje, ale také dalsi material (médium, sérum aj.) ¢i zptsob
provedeni testu signifikantné ovliviiuji mnozstvi sekretovaného cytokinu, a maji tak vliv
na vysledek testu. Podrobné jsou aspekty ovliviijici citlivost testu diskutovany
v publikaci 1.

U latek cetylpyridin, octenidin a thymol byly identifikovany antiestrogenni G€inky
prostfednictvim kvasinkového testu (S. cerevisiae BMAEREIuc/ERa). Tyto vysledky
byly potvrzeny také na lidské tkanové linii (T47D, CXCL-test), pficemz byl k témto
latkdm jako antiestrogen zafazen také chlorhexidin. U octenidinu a cetylpyridinu byly
prokazany také antiandrogenni ucinky na upravené lidské tkanové linii (AIZ-AR), na
kvasinkovém testu (S. cerevisiee BMAERE/AR) byly kromé nich jako antiandrogeny
identifikovany také thymol a mentol. Zadna ze zminénych latek nebyla agonistou ER &
AR. U hexetidinu, limonenu, sanguinarinu a eukalyptolu nebyly detekovany zadné
(anti)estrogenni ani (anti)androgenni vlastnosti. Nakonec tedy byly endokrinné
disruptivni vlastnosti prokdzany u péti z deviti testovanych latek. Vysledky jsou podrobné

diskutovéany v publikaci 2.

Degradabilita chlorhexidinu a octenidinu byla studovéana s vyuzitim modelovych
organismi (ligninolytickych hub 1. lacteus a P. ostreatus) v podminkach in vivo nebo
s jejich extracelularnimi enzymy (MnP a lakasa) in vitro. Experimenty s houbovymi
kulturami poukazaly na podstatnou sorpci octenidinu na mycelium, ve studii
s extracelularnimi enzymy jiz tento fenomén sledovan nebyl. V in vivo experimentech
s houbami P. ostreatus a I lacteus byl po 21 dnech pozorovan 57-70% ubytek
chlorhexidinu a 35-48% ubytek octenidinu. Po 8 dnech in vitro inkubace
s koncentrovanymi extracelularnimi  enzymy bylo odstranéno pouze 28-41%

chlorhexidinu a octenidin byl odstranén z 23 %, ¢i vibec. Zapojeni extracelularnich
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enzymu ligninolytickych hub do transformace téchto dvou antimikrobidlnich latek vSak
bylo potvrzeno identifikaci transformacnich produktd. Skutecnost, ze byly
antimikrobialni latky chlorhexidin a octenidin témito modelovymi organismy odstranény
jen Castecne, €1 viubec, vSak ukazuje na jejich rekalcitrantni charakter. Vysledky jsou

podrobné presentovany a diskutovany v publikaci 3.

Nasledné byl studovan vliv matrice a reakénich podminek na aktivitu dvou
enzymu s vysokym bioremediacnim potencidlem (lakasa z 7. versicolor a peroxidasa
z A. rusticana) spolu s jejich schopnosti degradovat antimikrobidlni latku triclosan
a n¢kolik dalsich ED (EE2, bisfenol A, diclofenac). Bylo prokdzéano, ze ackoliv nebyly
enzymy v riznych matricich (pufry, deionizovana voda, kohoutkova voda a odpadni voda
po druhém stupni &isténi v COV) vystaveny idealnim podminkam, byly piesto schopny
velmi efektivné odstranit sledované ED. Pouze u odpadni vody efektivita vyrazn¢ vzrostla
az po piidavku 2,5% fosfat-citratového pufru. Tyto vysledky jen potvrzuji vysoky

bioremediaéni potencidl téchto dvou enzymil a podrobné jsou uvedeny v publikaci 4.
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