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Abstrakt

S rozvojem lidského pokroku nastava problém s koniteci Zivotniho progedi
kolem nas nejizngjSimi chemickymi latkami, pochéazejicich z mnoha &dv
antropogennéinnosti. Mezi latky, které timto zZisobem kontaminuji naSe okoli, jsou i
slowteniny schopné ovlivnit endokrinni systém organizmaruSenim fyziologickych
funkci endogennich hormén Spolu s pirozere se vyskytujicimi latkami vykazujici
estrogenni aktivitu jsou oztavany jako endogenni disruptory. Tyto exogeny maji
spole&né strukturalni rysy jako hormon estrogen, protamujsschopné interakce
s estrogennimi receptory. Nebezpest €chto latek spdiva v tom, Ze ovliviuji
biologické funkce jiz pi velmi nizkych koncentracich. V séasné dob probiha
soulEzré srozvojem instrumentalnich metod intenzivni vymkwlivu na Zivotni

prostedi, etns ¢loveka.

Cilem této bakali&keé prace je shrnout poznatky o vlivu endokrinndisruptoii na
Zivotni prostedi, rozaleni podle jejich zdraj, souhrng nazn&it metody analyzy a

moznost jejich odbouravani pomoci biodegradace.
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Abstract

The progress of modern society has brought along ifsue of environmental
contamination with various chemical substances whensue from all kinds of
anthropogenous activity. Among the substances whadntaminate the living
environment in this way are compounds that influertbe endocrine system of an
organism by disrupting the physiological functiohits endogenous hormones. These
compunds are known as endogenous disruptors anugsilbe certain substances of
natural origin they, too, show estrogenic activilihe exogens in question have similar
structural features, such as the hormone estrogéich is why they can interact with
estrogenic receptors. The compounds are dangendansi they can influence biological
functions, despite being at very low concentratioA$ present, intensive research
employing the latest instrumental methods is caroet with the aim of assessing the
impact of these compounds on mankind and its livengironment.

The aim of this bachelor’s thesis is to summarise present knowledge of the
impact of endocrine disruptors on the living enviroent, classify them according to
their source and outline the methods of analysisnadl as the possibility of their

decomposition with the help of biodegradation.
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1. Uvod

V poslednich pti desetiletich prudce stoupla produkce latek, &tgou v Zivotnim
prostedi schopny interagovat s endokrinnim systénskmska a volré Zijicich zvirat™
Jedna se o Sirokou skupinu latek antropogennihoadteru vyuzivanych zejména pro
lidskou medicinu. Jejich spaleym rysem je chemickd ffbuznost s endogennim
hormonem estrogenef.Pokud k gmto latkam pipocsteme latky pirodniho givodu,
jenZz maji obdobné dinky na hormonalni systémy jako latky &hé, vznikne skupina
souhrni nazyvana endokrinni disruptory.

Nebezpeéi pro Zivotni prostedi sp@iva predevsim v tom, Zedktereé tyto latky jsou
biologicky aktivni jiz @i velmi nizkych koncentracich. S vyvojem metod mshentalni
analyzy se tyto slateniny dostaly do pafedi zajmu, protoZe byly detekovany ve
vodéach po celém . Ze za&étku nebyladmto stopovym mnozstvimiikladana velka
vaha, nez byla prokazana jejich spojitostagdonormalnim reproduim vyvoji vodnich
Zivogichii. Nejprostudovagjsi vtomto sngru jsou ryby?, ale dikazy se postupn
objevuji u fiznych Zivasicha, jako jsou nafiklad aligatdi®. V sousasné dob probihaji
vyzkumy mezi expozicilovéka a rostoucim vyskytem ékterych nemoci (poruchy
reprodukniho systému, vyvojové vady plodu). S@db¢ jsou provadny vyzkumy
moznosti zefektivéni (Einnosti cistiren odpadnich vod a degradaci endokrinnich
disruptofi za pomoci mikrobiologickych a enzymatickych met@h popredi se roviz
dostava moznost odbouravat tyto latky fytoremedecf, je metoda vyuZivajici zelené

rostliny.



2. Endokrinni disruptory [ED]

Jsou definované podle EPAEfvirnomental Protekcion Agency jako exogenni
latky, které interferuji se syntézou, sekreci, s@ortem, vazbou, dnkem nebo
rozkladem pirozenych hormoi, jeZ jsou v &le odpo¥dné za homeostazi, reprodukci,

vyvoj a chovani®™

2.1. Molekularni mechanismus hormoni a divody jeho naruSeni
endokrinnimi disruktory

Hormony jsou biokatalyzatory, které produkuji endoki Zlazy, tj. Zlazy s vnini

sekreci.

Dostavaji se v organismech kitkém extracelularni cestou jako tzv. prvni poslové.
Podle schopnosti prostupovat cytoplazmatickou meémbu &lime hormony na

lipofilni a hydrofilni, liSici se zisobem pedani signélu hice.

Exogenni latky zodpadné za endokrinni disrupci v organismu mohobsqbit

receptorovym mechanismem a/nebo mechanismem né&zavis: receptoru.

V jadie se vazi na specifické Useky DNA, jejichZ aktivana za nésledek zvySeni
exprese cilového genu a tedy vyvolani Btme odpo¥di (projevi se nap estrogenita
latky). Pokud latka fisobi stejg jako prirozeny ligand, nazyvame tent@jdagonizmus.

Na druhé strafy interakce Bkterych latek s receptoremttbe negativa ovlivnit
vazani receptoru na DNA a tim zablokovat funkci eporu. Tento & se nazyva

antagonizmu¥’



3. Zastupci endokrinné aktivnich latek

3.1.Endogenni estrogeny

Steroidni hormony jsouijyozenou cestou syntetizovany &lé Zivocichia. Krvi se
pienasi tak, Ze se vazi na albumin a plazmatickéemmgt NejEinnéjSim hormonem

této skupiny je 1p-estradiol, dalSi pak jsou estron a estriol.

estradiol estron estriol

Obr. 1: Endogenni estrogenri§)

Latky jeZ nejsou firozenou sotiasti metabolizmu se rohliji podle pivodu vzniku na

fytoestrogeny, mykoestrogeny a xenoestrogeny.

3.2. Fytoestrogeny

Rozsahla skupina latek s estrogenni¢mkem vyskytujici se firozere v rostlinach.
Rostlin obsahujicich tyto latky je znamo mnoho dipanezi ré piredevsim lugniny,
obiloviny, listova zelenina a mnohé dalSi. Majalsi estrogenni &inky, v nékterych
koncentracich vSak mohou mitigek i slak¥ antiestrogenni.

Maji mnoho pozitivnich &inka na lidské zdravi. Ale stale vyvstava mnoho otazek
ohledrg upfesréni mechanismu dinku, o tom, jak ovliviuji zdravi ¢lovéka i
dlouhodobé expozici. Studie nmapukazuje, Ze genistein (fytohormon sgji lustinaté
(Glycine hispidg, tak equol (hormonu podobna sltmnina vznikajici bakterialnim

metabolismem jinych fytoestrogénv zazivacim traktu zZivéichti) maji za nasledek



¢asné naruSeni potkaniho estralniho cyklu aipaat genisteinu i pediasny néstup
puberty potkaf.”

DalSi klinickd pozorovani vychazeji z poznani, Zzg¢adk asijskych zemi, kde je
strava bohata na séju, nemaji Zeny rozvinuté kliteekké obtiZze jako u evropské a
americké populace. Pozorovani, Ze samicéaz\dijici v zajeti a krmena séjou nemohou
zalieznout, Ze ovce pasouci se naitém druhucerveného jetele jsou neplodné, vedly
k Gvaze, Ze vysoky obsah fytoestrogentéchto rostlinach psobi u vysSich Zivé@cha

jako endogenni estrogeffy.

Chemicka struktura a biogeneze je ovSem odliSnaeodogennich estrogén
Spole&énym znakem je fenolové jadro v molekule, které pi@pje estrogenni vlastnosti
fytoestrogedm, umo#uje jejich vazbu na estrogenni receptor. Tak jaktrogené
estrogeny se fytoestrogeny kedbdvaji stevem, podléhaji enterohepatalnimu cyklu,
konjuguji se s kyselinou glukuronovou a sirovounkmaty jsou vyld¢ovany do mai a

7lugi, kde podléhaji enterohepatalni cirkul&ei.

Jednotlivé formy fytoestrogérse od sebe liSi mistem vyskytu. Obédrefici, Zze v
rostlinach se nachazejirgvazr ve formé konjungovanych glykositl (derivaty

sacharid). Ve fermentované potraje nachazime ve forinaglykoni. "

V sdji je hlavnim fytoestrogenem genistein, tenksmjuguje s glykosidem 60-
malonyl$- glukosid, ktery se vaze na isoflavonoid na sedméhtiku. Tento konjugat

podléha dekarboxylaci na 60-acetyl$-glukosid, nebo hydrolyze nglukosid!*”
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Obr. 2 Chemicka struktura konjungovanych glykasigknisteintt”

Jednotlivé typy fytoestrogenni

3.2.1. Isoflavonoidy

Jsou subtypem flavanaid typické pro utité druhy vikvovitych rostlin, kde se
Gcastni chemickych interakci mezi rostlinou a jejisyimbionty nebo patogeny. Nejvice
prostudované isoflavonoidy jsou daidzein, equol enigtein. Mohou existovat jako
glukosidy a aglykony. Ve for aglykoni jsou snadno vggbavany epitelovymi
buitkami intestinalniho traktu. V organismu ziiohti konzumuijicich rostlinnou stravu
pusobi isoflavonoidy jako antioxidanty, oviiaji metabolismus steroid a funkci
estrogenniho receptoru. V poslednich letech protdké intenzivni vyzkum inhildhiho
pusobeni gkterych isoflavonoid ( nag. biochanin A, genistein) na nadorovénby a u

nkterych z nich jiz byl prokazan pozitivniinek pi lésbeé rakoviny prostaty*™
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Obr. 3 Isoflavonoidy?!
3.2.2. Lignany

Jsou polyfenoly odvozené od fenylalaninu.ét¥na vyzkuni fytoestrogefl je

zameiena na séjove isoflavoniodyjgsto jsou lignany hlavnim zdrojem fytoestrogen

typické zapadni strav Jsou pitomny v celérad rostlinnych produld, vcetrg semen

(len, dyrg, slun€&nice, mak, sezam), obilninach (zZito, ovesinmeen, pSenice) fazolich,

ovoci a zelenid. NejbohatSim zdrojem lignan je Inéné semeno. Bkteré jiz

prozkoumané lignany nemaji estrogennicinly (matairestinol

sekoizolariciresinolu), ale slouzi jako prekurzopro enterodiol

a diglukosid
a enterolakton

vznikajici v zaZivacim traktu satza pomoci sevnich bakterii. Tyto latky jiz vykazuji

slaby estrogennidinek 2
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Obr. 4 Lignany a jejich prekurzory, fytoestrogeny ligrarého givodu*?

3.2.3. Kumestany

Jsou dalsi dlezitou skupinou fytoestrogén Je jich velké mnoZstvi, nicmérjen
velmi mélo z nich jisobi jako estrogeny. Ale ty, které estrogentiinky maji, jsou

priblizné desetkrat sil§Si nez isoflavonoidy

Mezi nejvyznamgjSi — estrogend aktivni — kumestany p#t kumesterol a 4'-
methoxykumesterol. Jejich zdrojem je v prvfdd vojtéSka (Medicago sativa V
nemalych koncentracich je nalezneme idkterych druzich jeteleT(rifolium repen$ a

kumesterol byl prokazan i v Kicich semenech sdj
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Obr. 5 Kumesteron

3.2.4. Stilbeny

Stejre jako isoflavonoidy jsou produkovany fenylpropanaidetatovou cestou.
NejznangjSim stilbenem je resveratrol, ktery se nach&eidevsim ve slupkach a
semenech vinné révy, ale také ni&ad v borfivkach. M& dva izomery z nichZ pouze
transizomer je biologicky aktivni. Ovlitiuje metabolizmus lipid a pisobi jako silny

antioxidant chranici hiky pred volnymi radikaly”

OH

Obr. 6; Resveratrol

3.3.Mykoestrogeny

Jsou latky s estrogennimciakem produkované dkterymi plisremi. Nemaji

steroidni strukturu, mohou vSak reagovat s estrogameceptorem

NejznangjSim mykoestrogenem je zearalenon a jeho derivatgaralenon je
mykotoxin produkovany mnoha polnimi pligni zahrnujiciFusarium graminaeruna
Fusarium culmorumMykotoxin je k&zny v kukurici a v kukui¢nych produktech, ale
byl zjistén také v s¢ji a viiznych obilovinach. U domestikovanych zaf, jako jsou
vSechny druhy savc zearalenon spoluigobi s estrogennimi receptory auspbuje
zjevny nadbytek estrogendjmz sniZuje plodnost. Zearalenony jsoiepaSeny i do

mléka krav krmenych kontaminovanou stravou, cazdgtavuje riziko zvlast u
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déti.[14] Pro nutnost sledovani mykoestrogenu v kredlr byly vyvinuty
standardizované pracovni postupy identifikace panhtitC [**!

Obr. 7: Zearalenon

3.4. Xenoestrogeny

Jsou p@myslow vyrakené latky, které se chemicky liSi odiipzers se
vyskytujicich estrogen produkovanych organizmy. didy se také oznaiji jako
enviromentalni estrogenni kontaminantyéchito latek je velké mnoZstvi a jsou
pfipravovany pro i#izna odetvi pramyslu. Velmi vyznamnym zdrojem jsou také

farmaceutické preparaty pouzivané jako hormonaitikancepce.

Vybrané xenoestrogeny, na kterych probihaji intenzvni vyzkumy:

3.4.1. Ftalaty

Jsou jednou z nejvice se vyskytujicich skupin gombigennich chemikalii v
Zivotnim prostedi. Jsou pmyslow produkovany ve velkém mnozstvi, zvld§ako
sourasti plast, ze kterych se mohou uvavat do vody, jdy a gipadré i do potravy.
Nap. butylbenzyl-ftalat se pouZivatipvyrobé linolei, adheziv a syntetickétie; jiné
ftalaty se velicecasto pouZivaji jako z#kcovadla v obalech potravin, v PVC a
celulézach. Diky lipofilnim vlastnostem maji ftayaiendenci se akumulovat v tukovych

tkanich a mohou se také efektivabsorbovat fes kizi.l*®!
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Obr. 8 Butylbenzyl-ftalat

3.4.2. Alkylfenoly

Pouzivaji k pimyslové vyrolé alkylfenol-polyethoxylal slouzicich jako neiontové
detergenty a jako oxidanty.oliv samotné detergenty nejsou estrogenni, zprasbdv
jimi kontaminované vody \Kistirnach odpadnich vod rozkladem aktivovanym kalem
vede ke vzniku perzistentnich hydrofobnich metabadi estrogenni aktivitou. Ty se
kumuluji v ¢istirenském kalu. Nejproblematéjsi z alkylfenofi nonylfenol napodobuje

prirozeny hormon 1f-estradiol:*”

HO
Obr. 9 Nonylfenol

3.4.3. Bisfenol A

Chemicky 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan je silnhydrofilni organickd latka
piipravend jiz v roce 1891 kondenzaci fenolu s aceton[|Dlouho nendl bisfenol
Zadné vyznamné vyuziti, ale s rozvojem chemie p@gnse stal dleZitou surovinou
pro pipravu plasi. V sowasné dob je vyuzivan zejména ip piipraw
polykarbonatovych plast které se pouzivajiipvyrobé makrolonovych desek, nadob
na tekutiny, kojeneckych lahvi, ngéi CD a DVD, campingovych igboni, d6z na
potraviny, k oSatni vnitniho povrchu konzerv apod. Laboratorni testy patyrdze

bisfenol A se dostava do potravin, které jsou v taktu s polykarbonaty a lze jej

15



dokézat v krvi lidi, kt¢i takoveé potraviny konzumuji. Bisfenol A nachazélst SirSi
pouziti také ve stavebnictvi, elektronice, medigipotravindském ptimyslu i jinde a
jeho rani swtova produkce se pohybuje kolem 3 miliotun a rok od roku roste.
Vzhledem k &émto expozinim cestam a mnoZstvi vyprodukovaného bisfenolu A,
predstavuje v satasné dob nejvyznamuji endokrinrgé disruptivni kontaminaci pro

¢loveka el

CHs
CHj;
Obr. 10 Bisfenol A

3.4.4. Farmaceutické preparaty na bazi unglych estrogeni

Jsou konstantni slozkou kombinované hormonalnkantiepce. Od okamziku, kdy
byl mestranol nahrazen d#thynylestradiolem se tifethynylestradiol objevuje jako
nedilna sodast kazdeho ifpravku. Rozdil je pouze v mnoZzstvi hormonu v ikl
obsazené a kolisa mezi 15 az 50 mikrogramy. Zadstath jsou dnes povaZovany
piipravky s nizkou davkou. Pro d+ethynylestradiol je typicky velmi silny first-pa$
efekt, ktery snizuje jeho biologickou dostupnosbrganismu Zeny. V jatrech séasrg
zvySuje aktivitu jaternich enzyim v mensi mie proteinovych komplek Klinicky
velmi vyznamnym a nezastupitelnym je&epgevsim jeho fiznivy vliv na zvySovani
sérové hladiny proteinu véazajiciho sexuélni hormdrly
Tyto latky jsou v tle metabolizovany na jejich konjugaty s kyselindulgironovou a
vylou¢eny mai. Tyto konjugaty jsou nasledn pii zpracovani splaskové vody
aktivovanym kalem, hydrolyzovany glukoronidasoupgwkovanou mikroorganismy
(nag. Escherichia coli, zpét na formy syntetickych estrogéra kyselinu glukuronovou.
Estron a 1é-ethynylestradiol jsou talkCasto detegovany ve vypustichéstskych
odpadnich vod-”
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Obr. 11 17a-ethynylestradiol Mestranol

4. Chemicka analyza

Analyza steroidnich estrog&rve vodach je obtizny analyticky ukol vzhledem ke
slozitosti matice a nutnosti dosahnout velmi nizkyaeteknich limitd, kdy jiz jsou
estrogeny biologicky aktivni. Jeigimé, Ze analyza vyZaduje vysoce citlivé analytické
metody, kombinované s efektivnim zakoncentrovaniorku. V sogdasnosti se nejvice
pouzivaji d¢ metody stanoveni. Separace pomoci plynové chrognatie (CG), nebo
vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC) smpdslou detekci pomoci

hmotnostniho spektrofotometru (MS) a mnozstvi jejbmen.

4.1.Prekoncentrace

Jeji nutnost je dan&asto velmi malym obsahem stanovované latky v mitric
Charakter vSech operaci se vzorkem, ktefgdehazi viastnimu stanoveni, zavisi na
typu matrice, jeho slozitosti, druhu, mnozstvi ankentraci analytu. Steroidy se
vyskytuji prevazre ve vodnych roztocich, a proto se pouziva na prekotraci

negastji klasické extrakce kapalina — kapalina (LLE) goedina — tuha faze (SPE).

Extrakce kapalina — kapalina (LLE) mé& své nevyhody wasové narénosti a
spoteke velkého mnozZstvi toxickych organickych rozpaidél. Hesto se obas
pouzivacaso¥ merg narana kontinualni extrakce LLE, néilad z vodné faze do
dichlormethan(?®

Extrakce pevnym sorbentem (SPE)je metoda nejastji pouzivana i vzhledem
k experimentalni jednoduchosti, snadné automatizaanizSi spaehé rozpoustdel

v porovnani s LLE?%
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NejbezrejSi sorgni mechanizmus je zaloZzen na hydrofobni interak®argni
materialy jsou komen¢ dostupné a pro estrogeny jsou ngjhgji vyuzivany alkyl-
kiemiitany nebo polymerni sorbenty nappolystyren-divinylbenzen. Nevyhodou
konveknich SPE sorbefitje piipadna nedostatea selektivita na cilovou skupinu
analyti. Tento problém se d& wgSit pomoci vysoce specifickych imunosorkient

zaloZenych na antigen-protilatka interakcfch.

4.2.Plynova chromatografie

Separace pomoci GC se vyuZiva pro analyzu estfogasto. Vyhody GC zahrnuji
vysokou sepakmi (Kinnost, vysokou rychlost analyzy, dostupnost vysaeiéivych
detektofi a v neposledniad Setrnost k Zivotnimu prostdi. Vzhledem k tomu, Ze
mobilni faze jsou inertni plyny. N&hsgji pouzivanymi detektory jsou hmotnostni
spektrometry (MS).

Estrogeny mizeme analyzovat pomoci GCrigo, ale jejich pevodu do vice
tékavych derival se obvykle dava fgdnost. Jednou z nejpnéjSich derivatizanich

metod je silylacé?®

Ke stanoveni estrogénse v sodasné dob pouziva mnoho trznych variant
zaloZzenych na klasické GC-MS. Asi nejvyzna$jn je SPME GC-MS/MS, ktera byla
optimalizovana na stanovenitp estrogeri ve vodach (estron [E1], 17-[3-estradiol
[BE2], estriol [E3], 1a-ethynylestradiol [EE], diethylstilbestrolu). Tatoetoda je az o
tii rady presrgjSi nez klasickdA GC-MS. Srovnani vtabulce je podlesazenych
vysledki ze dvou fiznych laboratti. Pro GC-MS jsou hodnoty (viz Tabulka 1) od
Morteani et al. 2006, pro SPME GC-MS/MS jsou pouzity hodnoMitani et al.
2005/%
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Tabulka 1.Detekni limity pro estron [E1], 17R-estradiol [REZ2], e®dl [E3], 17 o-

ethynylestradiol [EE}**??
Stanovovana Detekéni limity u GC- Detekéni limity u SPME GC-

latka MS MS/MS

[ng/l] [pg/1]

El 7,4-11 2,7

RE2 1,3-11 7,4

E3 1,7-10 11,7

EE 1,6-51 10,5

4.3.Kapalinova chromatografie

Pati rovréz mezi uzivané metody v analyze environmentalmyznamnych
estrogeid. Vyhodou této metody je, Ze analyzauke byt provedena ifimo bez
derivatizace a vodné roztoky nevyzaduji suSeniréie u CG nezbytné. Na druhé
strarg¢, nevyhodou klasického HPLC je vysoké sfedita rozpousgtlel a velkych nakladl
na instrumentalni vybaveni labor&to Samotné analyze &ippredchazi prekoncentrace,
negastji pomoci SPE. Sepatai HPLC systémyasto vyuZivaji jako stacionarni fazi
oktadecyl. Jako mobilni faze se vyuzZiva vodny rdéztacetonitylu kombinovany

s pufrem 2

Pro stopova stanoveni estrogan se pouziva mnoho instrumentalnich sestav

zaloZzenych na bazi LC-MS:

Ke stanoveni E1, E2, EE aznych druti matric je vyhodné pouZiti velice citlivé
metody LC-ESI-MS/MS [(iquid Chromatography ElectroSpray lonisation tande
Mass SpektrometjyDetel¢i limity u této metody jsou v zavislosti na analywuozsahu

0,1 ng I* aZz 2 ng /% Pxi elektrosprejové ionizaci (ESI) je eluat z kolomgden do
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pneumatického zmlZzova, na ktery je fivedeno vysoké nagpi. Kapicky se nabijeji a

pri odpaovani roste hustota naboje na jejich povrchu a dack ionizaci®*!

Velmi rychlé analyzy k efektivnimu odteni jedenacti estrogénve vodnych
matricich bylo dosazeno s pouzitim UPLCUIta Performance Liquid
Chromatography na kratkém sloupci s mikrozrny. Doba analyzy egiti ¢ini mérg
nez 8 minut, coZ je pouha jedna Sestifasu potebného pro konvemi HPLC. Mez
stanovitelnosti je asi 5 ng'l”*® UPLC je now vyvinuty separani proces, ktery vyuziva
sorbenti pripravenych patentovanou technologhritiged hybrid particlé. Sorbenty
vynikaji svoji mechanickou pevnosti a mibddnou sepatai innosti. Cely proces
probiha za velmi vysokych tlak(100 MPa)*!

Pro detekci estrogénse vyuZivaji i jiné detektory nez MS. Koncentraoéze byt
stanovena také UV spektrofotometrickym, nebo flsomEnim detektorem, avsak
detekni citlivost je horSi nez poskytuji MS. Z tohotaiebdu jsou tyto jednoduché a

nenékladné postupy uzivangedevsim k stanoveni analy$ vySSimi koncentracemi.

5. Metody detekce estrogeniti®

Je teba rozliSovat mezi analytickym stanovenim jedngth latek a stanovenim
jejich celkovych estrogennich ¢imkia. Estrogenitu nelze dit pouze na zéaklad
chemické struktury (Ize ji fedpowdét), k jejimu ukeni se pouZivajitizné biologické
metody. V zasatl vétSina estrogennich latek ma spoié strukturalni rysy, a to
piitomnost fenolu nebo jeho funkiho ekvivalentu, lipofilitu, jistou odolnost i
metabolismu, schopnost bioakumulace v tukovych itdra membranach. Toto vSak
neni nutnou podminkou estrogennih@aspbeni, nebd estrogenni receptory jsou
schopné véazat Sirokou skupinu nesteroidnich latek.
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Zgrafu lze vyist, Ze nejvySSi estrogenni aktivitu vykazuji stdro

estrogeny. Fytoestrogeny a xenoestrogeny maji astwrazre nizsi.

5.1. Aktivace genu

Urcité geny jsou specificky regulovanyigobenim estrogénskrze estrogenovy
receptor tak, Ze komplex estrogen-receptor intgeguwcitym elementem v regutai
oblasti @isluSného genu. Metoda genové aktivace je zalozenaledovani indukce
chloramfenikol acetyltransferasy, ktera je &mma koncentraci estrogénTato technika
je tedy zaloZena na specifiosti latek @isobici mediovanou genovou expresi a regulaci

skrze estrogenovy receptor.

5.2.Proliferaéni kontrola

Estrogeny jsou latky schopné vyvolat mitotickou natilaci tkani sangiho
genitalniho Ustroji. Proto sledovani kiiné proliferace je dlezitym klicem [
uréovani a odhadu estrogenity. Chceme-li zjistit, #dge urcitd latka estrogenni,
musime sledovat jeji schopnost vyvolani proliferdmeck, jenz jsou schopny na
piitomnost estrogenu reagovat. Screening estringemoci sardich tkani neni mozny,
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jelikoz byla popséana indukce mitotickéhcileni pouze u samich sekundarnich
pohlavnich orgai V sowasnosti se pouziva tzv. E-SCREEN test. Jentwitro test
pouzivajici bua¢nou kulturu rakovinnych bufk prsu. Jsou-li biikky péstovany bez

piitomnosti estrogennich latek neproliferuji.

5.3.Vitellogenin jako bioindikator

Vitellogenin je fosfolipoglykoprotein a slouzi jakdlavni prekurzor proteiin
vajetného Zloutku. Vitellogenin je syntetizovan v jatre@od kontrolou estrogén
zpravidla u dosglych samic. Je fitomny v plasnd samic rgkolik mésiai pied ovulaci.
U nedosglych jedindl a u samaé neni za normalnich podminek detekovan, jestlizakvs
detekovan je, pak to zwtaexpozici endogennimi nebo exogennimi estrogenlgone
latkami s estrogenni aktivitou. Obecplati, Ze zvySené mnoZstvi vitellogeninu 2ha
zvySenou expozici environmentalnimi estrogeny. Bceeening estrogenni aktivity je

mozné vytvéeni monoklonalni protilatky vitellogeninu pro mnohivociSnych druli.

5.4. Laktoferrin jako bioindikéator

Laktoferrin se pouziva jako biomarker estrogenitysavd. Je to Zelezo-vazajici
glykoprotein. V molekule obsahuje #vvazebnd mista pro kation Ee nebo
bikarbonatovy anion. Ma mnoho biologickych funkeiag@. obrana proti bakteriim a
viram, podpora DNA syntézy, zapojeni do imunitniho gysti, inhibice #stu nadoi,
ap. Mé také wist-stimulujici aktivitu. Jeho mnoZstvi je regulowariznymi mechanismy
liSicimi se v fiznych tkanich. Prévjeho indukce estrogeny whbze (nefasgji mysi) se
vyuZziva ke screeningu.iPexpozici vrgjSimi estrogeny se jeho hladina mnohonasobn

Zvysi.
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6. Orientaéni obsah endokrinnich estrogei ve vodach

V Praze se produkce estrogertenskou populaci odhaduje na 2,1 g/den. Byly
provedeny vypéty, které odhadly mnoZstvi estrogem odpadnich vodach na 50ng/l. V
roce 2004 byla provedena studie, kterd mapovalaé&otrace dchto latek v prazskych
vodnich tocich, ¥etns vtoka a vypusti COV. V tocich byly celkové koncentrace
estrogefl vétSinou €srg nad Urovni detednich limita (detekni limity jednotlivych
estrogein byly 1 ng ). Splagkova odpadni voda vtékajici @OV byla estrogennimi
latkami kontaminovana do zéay miry. Cistici proces mnoZstvi estrogennich latek

snizil, avdak koncentrace byly stale vyséeé.

Tabulka 2. Koncentrace estrogei?”’

| , RE2 E3 E1 Celkova
Zdroj Misto odbéru koncentrace
[ng/1] [ng/l] | [ng/l] [ng/l]
Vitava Jarov (3 km ped <1 a4 |« <1
Prahou)
Vitava Veslasky ostrov 38 “1 1 38
Vitava | Kralupy (1Skmza| 5, <1 | <« 3.4
Prahou)
szen.tvralnl vtok zvlfanvallzace dqg 1 350 55 405
Cisticka Cisticky
C,:gn.tvralnl prvni vypus do 1 100 | <1 100
Cisticka Vitavy
C,:fen.tvralnl druh& vypus do 5 “1 75 77
Cisticka Vitavy
C,:'en.tvralnl treti vypus do 5 “1 65 67
Cisticka Vitavy

Stanoveni estrogénu vypusti COV probihalo na mnoha mistech po celénetsv
s obdobnymi nartenymi koncentracemi. Najklad Velka Britanie 1 ngtaz120 ng I,
Némecko 1 ngt a790 ng I'', Kanada 1 ngt a7 150ng I*.1?® 2 3% probjihaji vyzkumy k
zdokonaleni technologickych postygenz by véisticim procesu estrogenni latky Iépe

eliminovaly.
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7. Biodegradace

Biodegradaci rozumime duipiné rozloZzeni ED nebo jejictast&nou transformaci
na degradéni produkty diky mikrobialni aktivit aktivovaného kalu. E€innost
odstrargni estrogefi metodou aktivovaného kalu je nejefektéy®i sowdsti cisticiho
procesu WCOV. Je v3akiteba rozlisit jestli je tento Ubytek Apoben biodegradaci, nebo
fyzikalnimi procesy. Sorpce jako nejvyzna#si z €chto proces a je uskuténovana
dvéma hlavnimi mechanizmy - absorpci a adsorpci. Apserprobiha na zaklad
hydrofility slowenin (alifatické, aromatické), jejich navazani npofilni membrany
mikroorganizni a lipofilni ¢asti kalu. Adsorpce vyuZzivaigobeni elektrostatickych sil
mezi pozitivie nabitymi skupinami xenobiotik a zaparnnabitym povrchem
biomasy=>!

Pfi vyzkumu se redinym aktivovanym kalem prov&dém v laboratornich
podminkach se sledovaly Ubytky estronu a 173-esthadBylo prokazano, ze 17R3-
estrodiolu se velice rychle oxiduje na estron. Caelsrce estronu jiz probihd pomalu a
v tomto vyzkumu nebyly detekovany ?adné produkzpadu?

OH o]

. oxidation '
QL oS
HO HO

17p-estradiol estrone

Obr. 13 Oxidace 17R-estradiolu na estréi!

Probihajici experimenty hledaji kmeny bakterii, igmby bylo moZno obohatit
aktivovany kal a vykazovaly schopnost degradaceogstii aZz na latky bez estrogenni
aktivity. Tato schopnost byla nalezena fi#ifad u bakterii kmené&khodococcuskteré
pomoci enzymatického aparatu rozkladaji estrogeskdlet, rychlosti vhodnou na

piipadné Sirsi vyuzitt3!

24



E4
2 /
— -

0

O
OH
/@iSﬁUH /&:ﬁ]
HO HO

/ )
ring cleavage
H

COOH

—3— —P= —P=  Tricarboxylic acid cycle

HO

Obr. 14 Navrzena degradai draha 173-estrodiol{B3]

Moznosti biodegradace jsou studovany také u jingehaniznii nez jsou bakterie.

Asi nejslibrgji se jevi vyzkumy probihajici na houbach bilé totl/, které diky produkci

nespecifickych ligninolytickych enzyindokazi odbouravat neijznéjSi latky wetrg
ED. [34]

V oblasti dekontaminace Zivotniho priedi od ED se zdna uvazovat o vyuziti

fytoremediace. Tato moderni, ekologicky Setrna mdetovyuzivA k odstrami

Skodlivych latek z progedi zelenych rostlin. Je vSakeba vést intenzivni vyzkumy,

nebd se zatim o akumulaci, biotranformaci ani oviéé metabolizmu rostlin

v piitomnosti &chto latek.mnoho nevi.
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8. Zavér

Zvysledki mnoha studii vyplyvd, Ze kontaminace Zivotniho gifedi ED je
v sowasném industrialnim ste problém, kterym je nutno se zabyvat n&decké
arovni. Fi sowasném vyvoji civilizace nelze fpdpokladat sestupnou tendenci ve
vyuzivani latek s estrogennimiibaky. V duasledku toho je dlezité hledat moZnosti
jejich sekundarniho odstrami. Koncentrace estrogérv povrchovych vodach dosahuiji
¢asto limiti, jenZ dokazou ovliitovat fyziologické funkce vodnich organizmProtoze
maji vétSinou dobré schopnosti akumulace, hrozi neb&izzaesazeni potravnidiettzci.

Technologie vyuzivané €OV nejsou prozatim koncipovany na dekontaminaci
estroge a jejich innost je tedy ndhodna. Alternativou, pro Zivotnbgiedi velmi
Setrnou, jsou biologické&istirny odpadnich vod. Schopnost odstmainatek s estrogenni

aktivitou v8ak u nich jest nebyla dostat¢ prokdzéna a vyzaduje dalSi vyzkum.
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