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ABSTRAKT

Bakalatska prace pojedndva o endokrinnich disruptorech. Teoreticka Cast se
veénuje definici, klasifikaci a vyskytu. Dale popisuje mechanismy pusobeni endokrinnich
disruptorti na lidské zdravi, predev§im na pohlavni soustavu muze a Zeny a soucasné
poskytuje zakladni informace o moznych nasledcich expozice. Uvedeny jsou

1 diagnostické metody monitorovani téchto latek.

Experimentalni cast byla realizovana v laboratoii bunécnych kultur a byla
zaméfena na zvladnuti technik nutnych pro laboratorni praci s bunéénymi kulturami
(sterilni prace v lamindrnim boxu, pfiprava ristovych médii, zajisténi rastovych
podminek, nasledn¢ ptiprava preparatii a pocitani bun¢k v Biirkerové komtirce). Nasledné
byly testovany Uc€inky parfémované vody, jakozto endokrinniho disruptoru, na bunéénou
kulturu a sledovala se mikroskopicky jejich aktivita v casovych intervalech
po 24 hodinach, 3 dnech a 7 dnech. Ke stanoveni vlivu této latky na lidské buiky
v laboratornich podminkach byl proveden MTT test. Bunééna linie SNU475 byla
vystavena piisobeni 1%, 0,1% a 0,01% koncentraci testované parfémované vody. Plisobeni
latky bylo monitorovano také v zavislosti na dobé piisobeni. V metodické €asti byl

popsan princip a postup této analytické metody.

Béhem laboratornich testli ke zjisténi piisobeni endokrinniho disruptoru byla

zaznamenana postupna redukce bunécné kultury.

Klicova slova

Endokrinni disruptory; estrogenni receptory; androgenni receptory; inhibice bunétné

proliferace; MTT test; SNU475



ABSTRACT

The bachelor thesis deals with endocrine disruptors. The theoretical part is devoted to
definition, classification and occurrence. It also describes the mechanisms of action of
endocrine disruptors on human health, especially on the male and female reproductive
system, and at the same time provides basic information on possible consequences of

exposure. Diagnostic methods for monitoring these substances are also presented.

The experimental part was carried out in the cell culture laboratory and focused
on mastering the techniques necessary for laboratory work with cell cultures (sterile work
in a laminar box, preparation of growth media, ensuring growth conditions, subsequent
preparation of slides and cell counting in a Biirker chamber). Subsequently, the effects of
perfumed water, as an endocrine disruptor, on the cell culture were tested and their activity
was monitored microscopically at time intervals of 24 hours, 3 days and 7 days after
application of perfumed water under the microscope. To determine the effect of this
substance on human cells under laboratory conditions, an MTT assay was performed. The
hepatocyte cell line SNU475 was exposed to 1%, 0.1% and 0.01% concentration of the
tested perfumed water. The effect of the substance was also monitored as a function of
exposure time. The principle and procedure of this analytical method was described in
the method section.At the end of the experiment, the activity of the cells was measured at
different concentrations of the endocrine disruptor using the MTT assay on the Elisa

Reader Synergy HT instrument.

During the laboratory tests to detect the action of the endocrine disruptor, a gradual
reduction in cell cultureconcentration was observed. An MTT assay was performed to

evaluate the effect of perfumed water on the SNU475 cell line.

Keywords

Endocrine disruptors; estrogen receptors; androgen receptors; inhibition of cell

proliferation; MTT assay; SNU475
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1 UVOD

Endokrinni disruptory (EDs) se definuji jako latky, jez jsou schopné naruSovat
pusobeni hormont a tyto hormony hraji dalezitou roli v nasem zivoté, podileji se
na fungovani procest a také zajist'uji spravny vyvoj jedince 1 jeho reprodukce. EDs lze
delit na dvé skupiny latek a to na latky pfirodniho a syntetického ptivodu. Mezi ptirodni
se fadi, napt. fytoestrogeny, které obsahuje, napt. sdja a jeji produkty. Pfevazna vétSina
kontaminantd, jez pasobi jako EDs, tvoii uméle vytvorené slouceniny. VSechny tyto latky

jsou kosmopolitné Sifeny, nalézame je ve vodé, pudé, plastech, kosmetice 1 v potravinach,

proto expozice témto slou¢eninam je nevyhnutelna.

S pfibyvajicim zajmem o problematiku EDs, rozviji se nové moderni metody
k efektivni deleci EDs ze Zivotniho prostfedi, ke snizovani expozice ¢loveka ¢i prevence
nezadoucich U€inki na lidsky organismus nebo k v€asnému zachytu markert. Jak je Skala

EDs riznoroda, tak se jejich stupen toxicity, doba plisobeni ¢i rozsah Gc¢inki 1isi.

Tato bakalafska prace podava piehled o endokrinnich disruptorech, dale uvadi mozné
nasledky expozice témto latkdm a uvadi ptehled metod monitorovani EDs. Sledovan byl
ucinek zvolené chemické latky — parfémované vody na bunécénou linii SNU475, lidské

hepatocyty.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na testovani piisobeni zvolené parfémované vody
na bunéénych kulturach SNU475. Zaznamenaly se pribézné vysledky ptisobeni
po ¢asovych intervalech: 24 hodin, 3 dnd a 7 dnt. Nasledné¢ byl proveden MTT test

k vyhodnoceni vlivu parfémované vody na bunécnou linii SNU475.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti této bakalaiské prace je vypracovat literarni reSersi
problému endokrinnich disruptor a piehled metod jejich monitorovani. Dale se
teoreticka ¢ast vénuje moznym ucinkiim téchto znecist'ujicich latek na lidsky organismus,

predevsim na pohlavni soustavu.

Cilem praktické casti je vyzkum plsobeni zvolené chemické latky na bunécnou
linii SNU475. Dil¢im cilem je tedy i sezndmeni se s praci s bunéénymi kulturami, coz
znamend naucit se postupy pro udrzovani bunék, napf. pasazovani. Na zakladé
vypracované reSerse byla vybrana parfémovana voda, jako potencidlni ED pro testovani
ucinkl v riznych koncentracich proliferace bunééné linie SNU475 v zavislosti na dobé
pusobeni. Na zékladé méfeni bunék pomoci MTT testu se vyhodnoti vliv této chemické

latky na lidské zdravi.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Definice endokrinnich disruptori

Endokrinni disruptory (EDs) tvofi skupinu exogennich latek, které jsou velmi
heterogenni a maji neptiznivy, v nékterych ptipadech az toxicky vliv na organismus. Diky
schopnosti se vazat na receptory pro hormony mohou tak naruSovat endokrinni systém,
tedy 1 homeostazu. Odpovida také za metabolické procesy, chovani, rist a vyvoj jedince.
Podobné¢ jako endogenni hormony putsobi jiz v malém mnozstvi. Nachéazeji se ve vode,
v ovzdusi, pude¢, plastech i potravinach. Mohou vznikat jako produkty syntetickych reakci
nebo mohou byt piirodniho ptivodu — fytoestrogeny. Nékteré EDs se mohou kumulovat
v organismu a takto mohou pusobit na vyvoj dalSich generaci, pfi¢emz nejcitliveéjsi
obdobi byva prenatilni faze a CasteCnd postnatalni faze, kdy organismus prochazi
rychlymi strukturdlnimi zménami a nema dostatecné vyvinuté reparacni mechanismy.

(Endocrine disruptors, 2022)

3.2 Historie EDs

V 30. letech 20. stoleti objevil Svycarsky chemik Paul Hermann Miller insekticidni
ucinky DDT, ktery byl objeven jiz v 19. stoleti. Behem druhé¢ svétové valky byla tato latka
hojné€ pouzivana. V roce 1962 vydala americké biolozka Rachel Carsonova knihu ,,Silent
Spring®, v niz varovala lidstvo o hrozbé necileného pouZivani chemickych latek
a popisovala nebezpeci perzistenci DDT a jeho bioakumulaci v zivocisnych tkanich.
Za toto dilo sklidila vlnu kritik, ale jeji zdvéry nasledné ptijali jako spravné. V né€kterych
studiich se uvadélo, ze jeden z produkti DDT blokuje funkci samcich pohlavnich
hormontl, coz mize vést k dysfunkcim nebo k poklesu poctu spermii u samcti. Doslo

k omezeni pouzivani pesticidl. (Cajthaml, 2018)

V 30. letech se zacaly vyrabét polychlorované bifenyly (PCB), jez naSly vyuZiti

Mrwe

pracovnikil provozu, kde se PCB vyrabély, napt. kozni vyrazka, chlorakné nebo naruseni

imunitniho a endokrinniho systému. (Cajthaml, 2018)

Ve 40. letech se vyvinulo a podéavalo 1é€ivo diethylstilbestrol (DES), které ptvodné

m¢élo slouZit jako antikoncepéni piipravek a také jako 1€k proti spontannim potratiim.

1



Po nékolika letech se prokazaly abnormality a raritni druhy rakoviny vaginy
zpusobené touto latkou. U Zen z druhé generace se dalo zpozorovat sniZzeni schopnosti
donoseni plodu nebo snizeni plodnosti u muzii a zvyseni pravdépodobnosti krytorchismu.
Ukaézalo se, ze DES vyvolava signalni drahu vedouci k epigenetické deformaci genetické

informace, jez se projevuje az na dalsi geneneraci. (Wuttke, 2010)

3.3 Klasifikace EDs dle pivodu

3.3.1 Prirodni EDs

Mezi endokrinni disruptory se fadi také latky, které maji rostlinny ptivod. Typickym
ptikladem jsou fytoestrogeny s hormonalni aktivitou. Fytoestrogeny se mohou chovat
jako samiéi pohlavni hormony. Patfi mezi n¢: genistein, daidzein, matairesol, biochanin
A, enterodiol, enterolacton. Tyto latky maji charakter steroidnich hormont a vyskytuji

se v sgjovych bobech a jejich produktech. (Preda, 2012)

Pti zvySeném usili o zavadéni zdravéjsiho stravovani vedlo ke zvySené spotiebé
sojovych vyrobkl, coz nasledné zplisobilo vyznamnou expozici fytoestrogeniim. Séja je
oblibenou potravindiskou ptisadou, protoze obsahuje rostlinnou bilkovinu s vysokym
obsahem vlakniny, nenasycenych tukti a neobsahuje laktézu a cholesterol. Byva soucasti
soucasti energetickych tycinek, cerealii, sportovnich napoji a kojeneckych vyziv. V. moci
kojencti krmenych vyzivami na s6jové bazi byly nalezeny 500krat vyssi koncentrace
daidzeinu a genisteinu neZ ve srovnani sdétmi krmenymi kravskym mlékem.

(Cajthaml, 2018)

Jako dals$i zastupce se uvadi mykoestrogeny zearalenon produkované houbou rodu

Fusarium.

Steroidni pohlavni hormony vylucované Zivoc¢ichy a zejména lidmi se mohou nachéazet

v odpadnich vodach a nasledné pochézet i z Cistiren odpadnich vod. Ovliviiuji pfedevsim

vvvvvv
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3.3.2 Syntetické EDs

3.3.2.1 Perzistentni organické polulanty

Perzistentni organické polulanty (POP) ptedstavuji tfidu chemikalii, které se vyznacuji
podobnymi vlastnostmi, jako je perzistence v zivotnim prostredi, vysoka toxicita a dlouhy
poloc¢as rozpadu, kterym se rozumi roky nebo dokonce desetileti pted jejich degradaci
na mén¢ toxické formy. Maji schopnost bioakumulace, ukladaji se do tukovych tkani a
tak predstavuji hrozbu pro lidské zdravi. Bioakumulace vede k biomagnifikaci, protoze
POP jsou absorbovany nizS§imi organismy, napi. fytoplankton, které jsou nasledné
konzumovany zooplanktonem, a hromadi se v tukovych tkdnich téchto organismda, které
jsou pak pozirany vys§imi organismy. To mozna zvysuje u¢inek POP v potravnim fetézci.
Tento ucinek koncentrace dosahuje maximalni trovné u Spickovych druhti predatort,
jako jsou lidé a dalsi savci. POP maji mirnou tékavost a jsou chemicky a ekologicky
stabilni. Diky témto vlastnostem se mohou S§ifit po celém svété a lze je nalézt vSude,
vcetné Arktidy, Antarktidy a dokonce i vzdalenych tichomotskych ostrovii. POP se také
hromadi v piid¢ a vod€. Mohou se vypafovat nebo sublimovat do atmosféry a cestovat
do vzdalenych mist, aby znovu kondenzovaly. Prostfednictvim tohoto cyklu mohou tyto
znecist'ujici latky vstupovat do potravni sité vdechovanim a tim kontaminovat piivodni
obyvatele v odlehlych oblastech. Domorodi obyvatelé proto ¢asto maji nejvyssi Groven

kontaminace POP, i kdyz tyto produkty nevyrabéli ani pfimo nekonzumovali.
(Alharbi, 2018)

POP zahrnuji polyhalogenované primyslové chemikalie, jako jsou PCB,
polybromované bifenyly (PBB), OCP, jako je dichlordifenyltrichlorethan (DDT), aldrin
a heptachlor, a primyslové vedlejsi produkty, jako jsou polyaromatické uhlovodiky
(PAH). Stockholmsk4a umluva, ktera se v roce 2004 stala mezinarodnim pravem,
vypracovala seznam ptivodnich dvandcti latek POP urcené k odstranéni z vyroby, pouziti,
dovozu a vyvozu za ucelem odstranéni nebo snizeni jejich unikd. Nékterym znecistujicim
latkam jsou udéleny vyjimky pro pouziti, jako je DDT v nékterych zemich, kde malarie
predstavuje velkou zdravotni hrozbu. Komafi, ktefi zpiisobuji malérii, jsou zodpovédni
za vyznamnou nemocnost a umrti jednoho milionu lidi ro¢né, vétSinou déti, a feSeni
tohoto problému stale neni zcela jasné. DDT, jakozto G€innd latka pii zabijeni a

odpuzovani komart prenasejicich malarii, se stidle pouziva, i prestoze je DDT vysoce
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toxicky pro zdravi a Zivotni prostiedi. V nékterych zemich, zejména v Africe, mize
pfinos pouziti této zneciStujici latky k boji proti malarii kompenzovat riziko.

(Jones, 1999)

Déle nékteré PCB pouzivané ve starych elektrickych transformatorech a
kondenzatorech v rozvojovych zemich, kde jsou alternativy pfili§ drahé nebo pf#ilis slozité

na vyrobu. (Cajthaml, 2018)

3.3.2.2 PCB

PCB tvoii tfidu chemicky stabilnich aromatickych sloucenin, ve kterych je 1 az 10
atomu chloru navdzano na bifenylovou kostru. PCB byly v poslednich desetiletich Siroce
pouzivany v zemedélstvi a v primyslu. Jejich aplikace zahrnovala dielektrické kapaliny
v kondenzatorech a transformatorech, hydraulické kapaliny, jejich pouziti ve stavebnich
materialech, jako jsou pfisady a zmékcovadla do barev, plasti a pryzovych tmeld,
kopirovaci papir, lepidla, pesticidy. Diky jejich Sirokému pouzivani a neopatrné likvidaci
béhem nékolika desetileti se PCB Siroce rozsifily v zivotnim prosttedi; ackoli na né
existuji zakazy a omezeni na celosvétové urovni, stale se vyskytuji v atmosféte, fekach,
rybach, divoké zvéfi, lidském matefském mléce a dalSich biologickych vzorcich a
v ekosystémech. Toxicky dopad PCB na lidské zdravi a na zivotni prostfedi byl poprvé
rozpoznan v 60. letech 20. stoleti, zejména pfi incidentu Yusho v Japonsku a pozdéji

pii havérii Yu-Cheng na Tchaj-wanu. (Encarnagdo, 2019)

PCB vykazuji endokrinni narusujici u€inky, jako je transkripni aktivita estrogennich
receptort (ERs) a proliferace bunétné linie rakoviny prsu, a ovliviuji enzymy
zprostiedkované hormonem S§titné zlazy. Kromé bioakumulacnich a biomagnifika¢nich
charakteristtk PCB byly tyto chemikalie také ptfedany budoucich generaci
prostfednictvim téhotenstvi a kojeni, ¢imZ se odhaluji nejzranitelnéjsi osoby v déloze a
kojeneckém ve&ku béhem kritickych fazi vyvoje, kde mize mit naruSeni dramaticky
ucinek pozdéji v Zivote. Vzhledem k diikaziim, Ze zplsobuji rakovinu u lidi a zvifat, byly
PCB v roce 2013 klasifikovany Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (IARC)
jako karcinogenni pro ¢lovéka. (Alharbi, 2018)
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3.3.2.3 PBDE

Polyhalogenované aromatické slouceniny (PBDE) tvoii tfidu polyhalogenovanych
aromatickych sloucenin se zékladni strukturou sestdvajici ze dvou fenylovych kruht
spojenych atomem kysliku, s proménnym poc¢tem 1 az 10 atomii bromidu. Pouze nékolik
sloucenin raznych kombinaci je komercné dostupnych a jejich toxicita zavisi
na specifické substituci bromu, napt. kongener deka-BDE je $patné absorbovan a rychle
eliminovan. Naproti tomu kongenery tri- az hexa-BDE jsou siln¢ absorbovany, pomalu

eliminovany a siln¢ bioakumulativni. (Encarnagao, 2019)

PBDE jsou Siroce pouzivany jako bromované zpomalovace hoteni a jsou pfitomny
v fadé spotiebniho zbozi, plasti, elektroniky, ndbytku a textilu. Pfestoze byly PBDE
celosvétove postupné vytazovany (v EU byly zakazany v letech 2004 a 2008), studie
biomonitoringu naznacuji, ze jsou stale celosvétové vSudyptitomné v lidské krvi a
matefském mléce. Rada star§ich produktl, zejména e-odpad, jako jsou zastaralé
elektronické a elektrické polozky, obsahuji znacné mnozstvi téchto znecistujicich latek,
které se stale uvolnuji do zivotniho prostiedi, coz vede ke kontaminaci ekosystémi.
PBDE byly nalezeny v rybach, vejcich, lidském matetském mléce a u kojencti a batolat.
Nejvyssi koncentrace se nachazeji na vrcholu potravniho fetézce, coz poukazuje
na biomagnifikaci. Zptisoby expozice zahrnuji poziti, vdechovani prachu v interiéru a

dermalni kontakt. (Alhabri, 2018)

Bylo prokazano, Ze n¢které PBDE a jejich smési narusuji hormon §titné zlazy tyroxin
a jsou spojovany s deficity nervového vyvoje u potkanii a lidi. Smési PBDE maji
zvySenou bunécnou proliferaci v lidskych bunéénych liniich rakoviny prsu a také

karcinogenni €inky u lidi. (Jones, 1999)

3.3.2.4 Organochlorové pesticidy

Organochlorové pesticidy (OCP) se pouZivaji jako insekticidy, herbicidy, fungicidy a
rodenticidy. Na zaklad¢ jejich chemické struktury, existuje pét hlavnich tfid pesticidii;
organochlory (jako je DDT, endosulfan, lindan, mirex, dieldrin, chlordan), organofosfaty
(jako malathion, parathion), karbamaty (jako karbaryl, karbofuran, aminokarb),
fyretroidy (jako je cypermethrin, permethrin) a triaziny (atrazin je nejvice studovanym

triazinovym herbicidem). I kdyZ vSechny tfidy pesticidi mohou mit nepfiznivé Gcinky
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na zdravi clovéka, OCP piedstavuji nejvétsi riziko jako EDs diky jejich lipofilnim
vlastnostem a tim 1 bioakumula¢nimu potencialu. Pracovni a obytné expozice pesticidim
je zavaznym problémem a predmétem nékolika epidemiologickych studii. Dochazi
k primarni expozici populaci pesticidim prostfednictvim piijmu potravy a poziti téchto
chemikalii. Nicménég inhalace a dermalni absorpce OCP (napft. jako DDT) mohou byt

dalezitymi cestami expozice. (Jones, 1999)

Byl zaznamenan vliv OCP na muzskou a zenskou plodnost jako disledky
estrogennich, antiestrogennich, androgennich a antiandrogennich ucinki. Nekteré OCP
strukturné pfipominaji E2, a tak se mohou vazat na estrogenovy receptor (ER) a

napodobovat uc¢inky endogenniho ligandu.

Nékteré xenohormony mohou vykazovat antiestrogenni ucinky vazbou na acylovy
uhlovodikovy receptor (AHR) a zahdjeni transkripce cytochromu enzymy p450, které
metabolizuji E2. Zbytky OCP byly nalezeny v lidskych tkanich po celém svété. Existuji
¢etné epidemiologické studie uvadéjici hladiny OCP v biologickych vzorcich (jako je
sérum, tukova tkan, matetské mléko) a zkoumani vztahii k riznym nemocem a porucham

u lidi. Jejich zbytky byly také zjiStény v pupecnikové krvi. (Encarnagao, 2019)

3.3.3 Neperzistentni polulanty

nazyvaji nepersistentni EDs (npEDs). Pfikladem npEDs jsou bisfenol A (BPA), ftalaty,
parabeny a triklosany (TCS). BPA je dobfe znamou slozkou EDC v kojeneckych lahvich,
détskych hrackach, zubnich tmelech, natérech stvrzenek a epoxidovych pryskyficich
pouzivanych k potahovani vnitiku potravinovych konzerv. Di-2-ethylhexylftalat (DEHP)
se pouziva jako zméekcovadlo a je obsazen v celé fad¢ vyrobkil, jako jsou plasty,
kosmetika a zdravotnické prostfedky. Parabeny (alkylestery kyseliny 4-hydroxy-
benzooveé) se pouzivaji jako konzervacni latky ve vyrobcich osobni péce, jako je

kosmetika a farmaceutické vyrobky. (Yilmaz, 2020)
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3.3.3.1 BPA

BPA, chemicky zvany 4-(2-(4-hydroxyfenyl)propan-2-yl)fenol, je dulezity monomer
pouzivany pro vyrobu polykarbonati, epoxidovych pryskyfic, polyestert, polysulfontl a
polyetherketonli a také jako polymerni pfisada do zmékcovadel a halogenovanych
zpomalovacu hofeni. Je pritomen v Siroké skéale bézné pouzivanych piredméti, véetné
kojeneckych lahvi a vlozek pro kovové plechovky od potravin a napoju, ocni ¢ocky,

1ékatské vybaveni, spotfebni elektroniku a elektrickd zatizeni. (Yilmaz, 2020)

BPA byl poprvé syntetizovan ruskym chemikem Aleksandrem P. Dianinem v roce 1891,
ktery nechal reagovat fenol s acetonem v ptitomnosti kyselého katalyzatoru. V roce 1905
Theodor Zincke také oznamil jeho syntézu. Ve 30. letech 20. stoleti bylo zjisténo, ze BPA
ma estrogenni aktivitu, ale kvili vyvoji silnéjsiho syntetického estrogenu v roce 1938,
diethylstilbestrolu (DES), ktery je silnéjSi neZ pfirozeny estrogen, BPA byl pro tuto
aplikaci ignorovan. V roce 1953 syntetizoval chemik Bayer Hermann Schnell
polykarbonaty reakci BPA s fosgenem. Nové vyrobeny materidl byl ¢iry, pevny a stabilni
a mohl byt ohfivan v mikrovinnych troubach bez deformace. Vyroba novych
polykarbonati dosahla primyslové urovné v 60. letech 20. stoleti a vyroba BPA od té
doby znac¢né vzrostla. V roce 2015 se produkce BPA odhadovala na vice nez 4,5 milionu
tun. Kazdy rok se vice nez 100 t uvolni do atmosféry a nachazi se ve vzduchu, pitné vode¢,
domécim prachu, potravinach, jezerech, mofii a pidé, diky tomu je BPA vSudypfiitomny.
K expozici clovéka dochazi prostrednictvim potravin, pitné vody, vyrobkl
pro domacnost, kosmetiky, lékafského vybaveni, dentilnich materidld a pracovnich
zdrojii. Polymerace polykarbonatovych plasti neni 100% tplné a v disledku toho mtize
nenavazany monomer nebo ptisady snadno vyluhovat z produkti do Zivotniho prostredi.
Nékolik studii prokézalo pokraujici vystaveni bézné populace této chemické latce.

(Encarnacao, 2019)

Ptestoze je estrogenni aktivita BPA niZ§i neZ u pfirozenych estrogentl, jeho prevalence
ve vysokych koncentracich v Zivotnim prostiedi, v€etné povrchovych, podzemnich a

pitnych vod, pfedstavuje potencidlni riziko pro lidské zdravi.

U lidi se po expozici témér 100 % BPA vylucuje moci, vylu€uje se prevazné jako BPA-

glukuronid. Na rozdil od PCB, které¢ mohou v lidském téle pietrvavat desitky let, ma BPA
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primérny polocas pfiblizné 6 hodin u lidi. Navzdory tomuto kratkému polocasu 1ze BPA
povazovat za perzistentni kviili jeho rozSitenému vyskytu a neustalé expozici, které je
populace vystavena. Nékolik studii uvadi pfitomnost BPA ve vzorcich moci déti a
dospélych. V biomonitoringové studii 100% z 81 vySetfenych déti odhalilo pfitomnost
BPA ve vzorcich mo¢i. BPA se nachézi v plodové vodé, coz poskytuje ditkkaz o jeho
prichodu placentou. Jeho pfitomnost byla nalezena v matetském a fetalnim séru a
plodové vody, coz ukazuje na vyznamnou expozici béhem prenatdlniho stadia.

(Encarnacao, 2019)

Bylo popsdno mnoho studii lidského biologického monitorovani expozice BPA
v celosvétové populaci. Tyto studie odhaluji expozici vice nez 90 % svétové populace a
ukazuji, Ze neexistuji Zadné rozdily v hladindch BPA mezi zemémi nebo kontinenty a
hladiny v mo¢i u nejmladsich skupin maji tendenci byt vys$si nez u star§ich. (Encarnacao,

2019)

Na zéklad¢ omezeni uvalenych na pouzivani BPA v mnoha zemich byly syntetizovany
analogy BPA, jako jsou nejb&zngj$i nahrazky bisfenold F a S, které nahradily BPA
v mnoha spotiebitelskych produktech. Bylo zdokumentovdno a pouzivdno Sestnact
analogt bisfenolu, komer¢éné v termopapirech, nadobach na potraviny, lacich na hracky,
dentalnich tésnicich prostiedcich, vyrobcich pro osobni péfi a v mnoha dalSich
aplikacich. Tyto analogy jsou nyni €asto detekovany v biomonitoringovych studiich a
v Zivotnim prostiedi a také vykazuji aktivitu narusujici endokrinni systém, cytotoxicitu,

genotoxicitu a reprodukéni toxicitu a neurotoxicitu. (Endocrine disruptors, 2022)

3.3.3.2 Ftalaty

Ftalaty jsou skupinou multifunkénich primyslovych chemikalii a pouzivaji se v Siroké
fadé¢ spotiebnich vyrobki. PouZivaji se jako zmé&kcovadla, pro zlepSeni pruZznosti plastd,
jako je polyvinylchlorid (PVC), nebo jako piisady v textilnim primyslu a jako nosice
v pesticidnich ptipravcich. Ptidavaji se do 1é¢iv jako povlaky v 1€¢ivech s Casovanym
uvoliiovanim a pouzivaji se také jako primyslova rozpoustédla a lubrikanty. Ftalaty se
Casto ptidavaji do spotiebnich vyrobka a vyrobkd pro osobni péci, jako je kosmetika,
parfémy, deodoranty, spreje na vlasy, pfipravky na ¢iSténi pokozky, aby si zachovaly

barvu nebo vlni, a pouzivaji se v 1ékafskych zatizenich, hrackach a palivech pro zvyseni
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vykonu. Jsou to diestery kyseliny ftalové (kyselina 1,2-benzendikarboxylovd) a
alkoholového zbytku. Ftaldtové produkty vykazuji rizné vlastnosti, které zavisi na délce
a stupni rozvétveni postranniho fetézce. Di-(2-ethylhexyl)-ftalat s rozvétvenym fetézcem
(DEHP) s osmi atomy uhliku v alkylovém postrannim fetézci je celosvétové jednim

z nejbéznéji pouzivanych ftalatd. (Darbre, 2022)

Ftalaty nejsou kovalentné vazany na polymerni matrici a jako takové se mohou béhem
svého zivotniho cyklu snadno a nepfetrzité¢ uvoliovat z polymernich fetézcti do okolniho
prostiedi. V disledku toho je expozice Clovéka velmi rozsifend. K expozici dochazi
predevs§im pozitim, vdechovanim a kontaktem s kiizi. Stejné jako u BPA jsou ftalaty
vSudypfitomné a neustala expozice bézné populace jim byla prokazana v riznych studiich
biomonitoringu. Ftalatovy syndrom je rozmanitost U€¢inkd pozorovanych pii pokusech
na potkanech a je charakterizovana malformacemi jejich reprodukcnich organi,
zmensSenymi anogenitalnimi vzdéalenostmi a zadrzovanim bradavek. Pfestoze expozice
jedinému ftalatu pod urcitou prahovou hodnotou nevyvolava zadny zjevny ucinek, smés

nckolika ftalath mlze u exponovaného jedince vykazovat toxicitu. (Yilmaz, 2020)

Prvni zprdvy o nepfiznivych uc€incich ftalati na zvifata pochézeji z roku 1945.
V poslednich letech byly hlaSeny dikazy o lidském analogu ,,ftalatového syndromu‘
prokdzané narusenim androgennich signédlnich drah. Ftalaty se podileji na rtiznych
muzskych malformacich zevnich genitalii, jako je kryptorchismus a hypospadie. Zpravy
o ucincich prenatalni expozice ftalatim u lidi ukazaly, Ze vysledky porodu a zkraceni
anogenitalni vzdalenosti byly spojeny s vysokymi hladinami ftalatovych esterti, zejména
DEHP, v mo¢i matek béhem te€hotenstvi. Vyskyt téchto genitalnich malformaci se zvySuje
novorozenci muzského pohlavi. V neddvné studii byly méfeny hladiny ftalati v moci
u 1170 peripubertalnich divek. Koncentrace ftalath se pohybovaly od 1 do 10 000 pg/l a

byly odhadnuty souvislosti mezi expozici ftalatiim a vékem puberty. (Encarnagdo, 2019)

3.3.3.3 Tézké kovy

Populace jsou vystaveny téZkymi kovy riznymi cestami, jako napt. dopliky stravy,
cigarety, alkoholické napoje a kontaminovany vzduch, voda a jidlo. Lidé jsou obecné

vystaveni arsenu prostfednictvim poziti kontaminovanych potravin a vody. K expozici
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olovu dochazi pti vdechovéani spélenych ropnych produktl, poziti pitné vody

kontaminované olovem pouzivanym v potrubi a vdechovani ¢astic barev na bazi olova.

Rtut’ je dalsi tézky kov, ktery miize kontaminovat vodu, pida a vzduch. Nejbézné;jsi
zpusob expozice rtuti dochdzi pii poziti kontaminovanych ryb. Ve studii provedené
na Aljasce byly ve vzorcich potravin bohatych na lipidy nalezeny rtut’” a arsen. Tato

zjisténi tomu nasvédcuji to, ze organokovy mohou vykazovat endokrinni disruptivni

ucinky, zejména na reprodukcni funkce. Tézké kovy udajné zptisobuji posSkozeni varlat.

V tomto ohledu je toxicita kadmia jako kontaminant zivotniho prostiedi jiz dlouho znama.

(Yilmaz, 2020)

Tabulka 1: Prehled latek a jejich mozné ucinky (Yilmaz, 2020)

LATKA ZDRO)J UCINKY
PCB Prisady a zmékcovadla do Proliferace bunécné linie
plastu, lepidla, kopirovaci rakoviny prsu
papir
Naruseni hormont §titné
Bromované zpomalovace )
PBDE zlazy, proliferace bunécné
hoteni, plasty . )
linie rakoviny prsu
Insekticidy, herbicidy, N
OCP o o Sterilita
fungicidy, rodenticidy
Kojenecké lahve, oéni ¢ocky, | Neplodnost, rakovina prsu
BPA halogenové zpomalovace a prostaty, obezita,
hofeni, obaly na potraviny diabetes
Kryptorchismus,
PVC, primyslova )
Ftalaty ) hypospadie, malformace
rozpoustédla, kosmetika
pohlavnich organt
Kontaminovana voda, jidlo,
Teézké kovy | Poskozeni varlat
cigarety, doplnky stravy

3.4 Expozice ¢lovéka endokrinnim disruptorim

V dne$ni dob€ jsou lidé vystaveni Sirokému spektru chemikalii rGznymi cestami

expozice. K prenosu polutanti z okolniho prostfedi do lidského organismu dochézi
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obvykle nevédomym zptisobem béhem kazdodenniho zivota. K expozici ¢lovéka EDs
dochazi predevSim pozitim a do urité miry inhalaci a dermdlnim vychytavanim.

(Yilmaz, 2020)

Poziti je hlavni vstupni cestou POP a dalSich EDs do lidského t€la a piedstavuje vice
nez 90 % celkové chemické expozice. POP se mohou uklddat v tukové tkani téla
po dlouhou dobu a zpiisobit tak delsi expozici. Plastifikatory, jako je bisfenol A, se v téle
hromadi s odhadovanym polocasem asi 6 hodin. Poté se vylucuji moci. Plastifikatory jsou
v populacich velmi Casto detekovany. Prestoze zmékcovadla nejsou ulozena v tukové
tkani, dochazi k neustalému kazdodennimu vystaveni t€émto chemikaliim, coz vyvolava

obavy z jejich endokrinné disruptivnich ucinkt. (Encarnagdo, 2019)

Nékteré chemicke latky v Zivotnim prostfedi mohou byt t€kavé a pfendSeny na ¢lovéka
inhalaéni cestou. Inhalace mtize byt velmi dulezitou cestou expozice, zejména u té¢kavych
chemikalii a polotékavych sloucenin. Latky znecistujici zivotni prostfedi jsou casto
detekovany u zvirat, jako jsou ledni medvédi zijici v arktickych oblastech. Pfitomnost
EDs v tkanich savcl v odlehlych oblastech naznacuje, Ze tyto chemikélie jsou na velké

vzdalenosti rozptyleny vzduchem i oceanskymi proudy. (Yilmaz, 2020)

Vnitini prostor je dilezitym prostfedim pro potencidlni expozici chemikaliim a
¢asticim pienaSenym vzduchem. Pracovni expozice EDs je také vyznamnou cestou

kontaminace pro lidi pracujici v rizikovém prostiedi.

Jak jiz bylo zminéno, POP jsou latky rozpustné v tucich, a proto mohou byt do lidského
téla pteneseny dermalni absorpci. Expozice vnitinim organickym chemikéliim dermalni
cestou predstavuje pouze malé procento celkové expozice, ale mize byt vyznamné.
Riziko transdermalni expozice POP muze byt podstatné vyssi v ptipadech, jako je
manipulace s kontaminovanymi materidly nebo plavani ve zneciSténych vodach.

(Yilmaz, 2020)

3.5 Mechanismus ptsobeni EDs

Endokrinni Zlazy, umisténé na riznych mistech v téle, uvolnuji specifické hormony,

které ovliviuji urcité bunky, cilové buiky a receptory. Ale existuji i chemikalie, které
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mohou interferovat s hormonalni interakci. Kdyz EDs vstoupi do téla, mohou napodobit
pfirozené hormony, interaguji s hormonalnimi receptory a mohou potencialné narusit

normalni funkce t¢la. (Dvorakova, 2019)

Prostfednictvim tzv. poslit mohou hormony piedédvat signal cilovym buitkdm. Lipofilni
hormony prostupuji membranou ke svym receptorim uvnitf membrany. Po navazani se
vytvoii komplex. Tento komplex vstupuje do jadra, kde zahajuje iniciaci transkripce a
nasledné proteosyntézy proteinli, jeZz vyvolaji bunéénou odpovéd. Touto cestou se
dostavaji hormony k buiikdm jako tzv. prvni poslové. Hydrofilni hormony nemohou
prostoupit membranou, vazou se proto na receptory na vnéj$im povrchu membrany a
dochazi tak k aktivaci; aktivovany membranovy receptor vede signal pomoci
membranovych enzymid na vnitini stranu membrany, kde je spuSténa produkce
tzv. druhého posla. Ten pak aktivuje dal§i enzymy a spousti tak bunéénou odpovéd.

(Darbre, 2022)

Natural
Hormone

Endocrine
Disruptor

Receptor

\ Gell

Response

Obrazek 1: mechanismus ptisobeni jednotlivych disruptorti (Goidescu, 2016)

Pfi studiu endokrinni disrupce se vétSina studii zamétuje na steroidni hormony, které
jsou lipofilni a jejich mechanismus ucinku tedy probiha pomoci jadernych receptort.
Receptorovy mechanismus zahrnuje jaderné receptory, které jsou pfitomny v jadfe nebo
v cytosolu buniky. Tyto receptory po navazani ligandu méni svou strukturni konformaci,

Casto dimerizuji a receptory z cytosolu jsou poté pieneseny do jadra, kde se vazi
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na specifické useky DNA, jejichz aktivace ma za nésledek zvySeni exprese cilového genu
a tedy vyvolani bunééné odpovédi. Latka ptisobici stejné€ jako pfirozeny ligand se nazyva
agonista. Na druhé strané, antagonista brani vazb¢ agonistii a jeho aktivaci tim, ze se
navaze na receptor. DalsSimi dalezitymi mechanismy endokrinni disrupce je vzajemné
ovlivilovani receptorti a také interakce xenobiotik s proteiny, na které se vazi hormony.
To zpilisobuje poruchy v transportu hormont a také méni mnozstvi volnych hormonti
v krvi. VétSina in vitro studii o endokrinni disrupci se vénuje estrogennimu a
androgennimu receptoru. Pii absenci ligandl jsou steroidni receptory inaktivni a Casto

soucasti multiproteinového komplexu v bunice. (Dvotakova, 2019)

3.5.1 Pusobeni EDs na reprodukci

Vétsina EDs miiZze interagovat s Gcinky lipidd (steroidni) nebo aminokyselinovych
derivath (Stitnd zlaza) hormonti, zatimco nékteré interaguji se syntézou nebo signalizaci
hormont. Dalsi méné prozkoumané mechanismy uc¢inku EDs jsou piimé ucinky na geny.
Estrogeny a EDs s estrogennim pasobenim byly naptiklad navrzeny jako zpisobujici
poskozeni DNA, ¢&imz podporuje maligni diferenciaci postizenych bunék.

(Solomon, 2000)

Znepokojujicim novym aspektem je jejich epigeneticky dopad; ¢ast genil, u které
dochazi k methylaci jiz v raném véku Zivota, miiZze zpisobit U€inky po letech a mlze
dokonce byt transgenera¢né zdédéno. VéEtsSina EDs narusujici reprodukei jednaji bud’ jako
agonisté nebo antagonisté steroidnich pohlavnich hormont, estrogent nebo androgent.
Jen velmi malo EDs ma ZivotaohroZujici dopad prostfednictvim interference s hormony
nezbytné pro udrZeni zékladnich Zivotnich mechanismii. Nicméné Gi¢inky nékterych EDs
mohou ohrozit Zivotaschopnost organismu, protoZe mohou rusit normalni funkci organti

nebo zpiisobit malignity téchto organt. (Darbre, 2022)

Hlavni roli pro reprodukci hraje spravna funkce reprodukéniho systému,
tj. hypotalamo-hypofyza-gonadalni osa (HPG), stejn¢ jako spravné fungovani jinych
organi regulovanych gonadalnimi steroidy, jako je déloha a né€které stupné prsni zlazy.

Vétsina EDs, kterd naruSuje reprodukci, zasahuje do steroidni signalizace, tj. se spravnym
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pusobenim estrogenll nebo androgenti. Nékteré EDs bud’ inhibuji syntézu nebo zasahuji
do metabolismu pohlavnich steroidt. VétSina EDs s neptiznivymi G€inky na reprodukci
se vaze bud’ na estrogenni receptory (ERs) nebo androgenni receptory (ARs) a tim, ze to
muze byt bud’ stimulovat nebo inhibovat transkripcni nebo posttranskripéni mechanismy;
navic steroidni receptory umisténé v membrané, ovliviiyjici bud’ iontové kanaly nebo
sekundarni mediatory, mohou zprostfedkovavat efekty EDs. Prostfednictvim téchto
mechanismti mohou zasahovat do fundamentalnich steroidnich UCinkt v mozku,
hypofyzarni Zlazy, gonady a pohlavni znaky, jako je déloha a prsni Zlazy u Zen a prostaty

a semennych vackt u muzi. (Dvorakova, 2019)

3.5.1.1 Estrogenové receptory

Estrogenové receptory (ERs) se charakterizuji jako jaderné receptory, které se aktivuji
estrogennimi agonisty jako napt. estradiol, estriol, estron apod. v cytosolu. K tvorbé ERs
dochazi u Zen v prsni zlaze, déloze, endometriu a vejcovodech, u obou pohlavi v buitkach
hladkého svalstva. Nachdzi se pievazné v jadie a v podobé inaktivnich ERs
s asociovanymi stresovymi proteiny (HSP), jeZ zabrafiuji zméndm tvaru receptoru,
vytvaii komplex. HSP se pfi reakci vazby estrogenni latky na ERs oddéli a zistane
po HSP misto, kam se navaze ligand. Receptor nasledné s ligandem tvoti homodimerni
komplex, jenz se vaze na specifické useky DNA zvané EREs (estrogen response
elements) v regulacni Casti genli a dojde k vyvolani estrogenni odpovédi bunky.
Pfipojenim dalSich transkripénich faktorti vede k transkripci gent a k syntéze potfebnych

protein pro projev estrogenniho déje. (Macikova, 2007)
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Obrazek 2: Mechanismus piisobeni estrogennich receptord (Shanle, 2011)

Estrogenni receptory se tak mohou podilet na procesech reprodukce a vyvoje jedince,
signalizace v kardiovaskularnim a centrdlnim nervovém systému, metabolismu,
udrzovani homeostazy vody a iontil, remodelace kosti, imunomodula¢nich procesech atd.
U lidi byla zjisténa ptitomnost dvou zakladnich subtypti ERa, ERB s dalSimi ¢iselné
oznacenymi isoformami. Byly rovnézZ identifikovany receptory ERR (estrogen related
receptors) s isoformami a, B, v, schopnymi vazat fytoestrogeny nebo syntetické latky.

(Dvorakova, 2019)

Pro sledovani piisobeni EDs vyZaduje propojeni nékolika obort preventivni mediciny
do védeckého vyzkumu za pomoci pokrocilych analytickych metod. Vysledky se vyuziji
k prevenci a ¢asnému zachyceni nemoci, s jejichZ vyskytem je spojena expozice EDs.

(Dvorakova, 2019)

Endokrinni disruptory se podileji na naruSeni reprodukce a mohou negativné ptsobit
na sexudlni diferenciaci. Dobrym diikazem naruseni sexudlniho rozvoje zvitat v oblastech
znecisténych EDs je, ze spotfeba peroralnich antikoncepce obsahujici ethinylestradiol
kontaminuje odpadni vodu. Tento silny estrogen je vyluCovan prostiednictvim moci a
neni uplné metabolizovan. Ethinylestradiol je tedy pfitomen v odpadnich vodach, které

nasledné usti do fek a tak to ovlivni vodni zivot v téchto oblastech. (Darbre, 2022)
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3.5.1.2 Androgenové receptory

Androgenové receptory (ARs) je typ receptoru nachézejici se v jadre, ktery se aktivuje
vazbou na androgenni hormony (testosteron a jeho derivaty). Zprostfedkovava tcinek
androgenil na cilové tkané. Vyskytuje se v cytoplazmé a v jadre, spolecné s HSP vytvafi
komplex. Navazani ligandu na receptorovy komplex vede k odlouceni HSP i ke zméné
konformace receptoru, ktera je schopna se navdzat na DNA v mistech zvanych
androgenové responzivni elementy (ARE). Tento proces vede k aktivaci genl

ovliviiovanych androgeny. (Darbre, 2022)
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Obrazek 3: Mechanismus plisobeni androgenovych receptrori (Lee, 2019)

Na ARs maji schopnost se vazat tzv. antiandrogeny, latky schopné blokovat funkce
ARs. Diky této vlastnosti se vyuzivaji antiandrogeny pii 1écbé karcinomu prostaty.

(Dvotakova, 2019)

26



3.6 Diisledky ptisobeni EDs na lidské zdravi

Stale vice dikaz naznacuje, Ze antropogenni kontaminanty jsou vSudypiitomné
po celém svét€¢ a ze mohou mit negativni UCinky na zdravi zvifat a lidi. Tyto
environmentalni toxické latky mohou pfimo nebo nepifimo plisobit na reprodukéni systém
a narusovat vyvoj a plodnost. Dopady endokrinnich disruptort na endokrinni drahu jsou
komplexni a ¢asto se vyskytuji prostfednictvim vice ptimych a neptimych mechanismt,
coz ztézuje predvidani jejich koncovych U¢inkd u zvitrat a lidi. (Rahman, 2015) Kromé
toho expozice muze vést k riznym ucinkiim u raznych typa zvifat, v riznych tkanich,
v riznych zivotnich stadiich, proto k prozkouméni dlouhodobych duasledkii expozice
kontaminujicim latkdm a jejich ucinkd na reprodukci jsou zapotfebi dalsi studie
u nejruznéjSich populaci a druhti. Pfestoze se ucinky chemickych latek u riznych druhti
mohou li$it, slouzi modely na zvitatech jinych nez Cloveék jako zaklad pro védecké
experimenty, protoze poskytuji toxikologické informace o EDs. Kromé toho je nutné
zvazit u¢inky smési kontaminujicich latek z riznych kategorii, aby se napodobila bézna
expozice prostiedi u domdcich zvitat, volné zijicich zivocicht a lidi. Je tieba provést dalsi
studie na riznych populacich, aby se zjistilo, zda se dopady chemickych latek v Zivotnim
prosttedi na reprodukci liSi podle populaci v riznych lokalitach svéta.

(Gonsioroski, 2020)
3.6.1 Nasledky expozice EDs na muzsky pohlavni systém

V poslednich desetiletich se stile Castéji upozorfiuje na neptiznivé ucinky EDs
na muzsky reprodukéni systém. Ackoli n€kolik studii z pocatku 40. let 20. stoleti navrhlo
jako hlavni nepfiznivy ucinek zpisobeny EDs na muzsky reprodukéni systém zhorSeni
kvality spermatu, rozdilné vysledky z riznych studii nebyly schopny navrhnout
definitivni zavér ohledné davky, velikosti expozice a typu chemické latky, ktera prispéla
k vyskytu neptiznivych Gc¢inki. Byly zaznamendny podobné trendy nezadoucich tc¢inkt
na muzsky reprodukcni systém, jako je vyskyt kryptorchismu a rakoviny varlat, které
mohou souviset s expozici EDs. Posledné jmenované neptiznive G€inky spolu se sniZzenim
kvality spermatu sdileji podobné patofyziologické znamky a jsou dalezitymi rizikovymi

faktory pro rozvoj poruch muzské plodnosti. (Sharma, 2020)
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3.6.1.1 Kovalita spermii

Expozice BPA in utero miize zpusobit snizenou kvalitu spermii, pfi¢emz exponované
mysi produkovaly spermie s vyrazné sniZzenou integritou membrany spermii, pohyblivosti
arychlosti penetrace in vitro. K naruSeni semennych kanalkt a snizeni poctu zarodecnych
bun¢k v kandlcich doslo bez zavislosti na davce. Elektronova mikroskopie prokazala
zmény v endoplazmatickém retikulu (ER) Sertoliho a Leydigovych bun¢k a uplnou
absenci Sertoliho bunék pifi kombinaci BPA s diethylstilbestrolem, dal$i endokrinné

disruptivni chemickou latkou. (Rodprasert, 2019)

3.6.1.2 Rakovina varlat

Bylo prokazano, ze hladiny organochlorovych pesticidii u matek koreluji se zvysenym
rizikem rakoviny zérode¢nych bunék varlat ve srovnani s kontrolami. Hladiny
organochlorovych pesticidi vSak byly méteny retrospektivng, takze neni jasné, zda jejich
synové byli vystaveni zvySené expozici in utero. Mohou mit patofyziologickou roli
v testikularni dysgenezi a vzniku rakoviny varlat, ale pfesné mechanismy zlstavaji

nejasné. (Lymperi, 2018)

3.6.1.3 Kryptorchismus a hypospadie

Kryptorchismus patfi mezi vrozené vady muzii, znamend nepfitomnost varlete
v Sourku u jedinct starSich 4 mésict. Hypospadie je genitalni porucha u muzd, pfi niz tsti
mocové trubice se nachdzi na spodni strané penisu. Pesticidy, PCB, BPA, ftalaty a
fungicidy vinklozin a procymidon byvaji spojovany se zvySenym vyskytem malformaci
urogenitalniho traktu. Zpozorovala se u potkant vystavenych plsobeni DBP in utero
sizend anogenitalni vzdalenost a v dospélosti se objevila hypospadie a aberantni vyvoj
samCiho reprodukéniho Ustroji. Matkdm, které braly 1ék DES béhem téhotenstvi, se
narodili chlapci s hypospadii nebo kryptorchismem ¢i snizenym po¢tem spermii. Ve studii
provedené u korejskych novorozencti byly nalezeny vysoké hladiny BPA a kyseliny
ftalové v moci a plazmé v souvislosti s hypospadii. Déle se zjistilo, zZe expozice p,p-DDE
souvisela se zvySenym rizikem kryptorchismu, hypospadie, nizkého poctu spermii a

rakoviny varlat. (Stukenborg, 2021)

28



3.6.1.4 Anogenitalni vzdélenost (AGD)

Anogenitalni vzdalenost (AGD) je vzdalenost mezi kone¢nikem a genitaliemi.
Ne¢kolik studii prokazalo, ze kratSi AGD je spojena se snizenou plodnosti, kvalitou
spermatu a niz$i hladinou testosteronu. AGD byla pozorovana u déti s hypospadii a
kryptorchismem. Anogenitadlni vzdalenost souvisi s abnormalitami varlat a muze
naznacovat mechanismus, kterym EDs ovliviiuji reproduk¢ni zdravi, protoze je citlivym
biomarkerem prenatalniho ptisobeni androgenti. Podobné jina studie naznalila, ze
expozice ftalatim v prvnim trimestru vede ke zkraceni AGD, ale n¢které studie nezjistily
zadnou souvislost. Zejména expozice dibutylftalatu vedla k naruSeni muzské diferenciace

a zkraceni AGD. (Kolatorova, 2018)

3.6.2 Nasledky expozice EDs na Zensky pohlavni systém

Reprodukéni zdravi Zen zavisi na estrogenech, dilezité hormony, které svym zvySenim
indikuje zacinajici reprodukéni zivot, néasledné i pubertu a svym poklesem naznacuji
ptichazejici menopauza. Lze tedy ocekavat, ze chemické latky v zivotnim prostiedi, které
napodobuji nebo blokuji estrogeny, budou hrat roli v urychlovani puberty nebo alespon
vyvoje sekundarnich pohlavnich orgént, napft. prsou a mozna i v oddalovani menopauzy.
Vétsina informaci o ucincich endokrinnich poruch na Zeny pochazi ze studii

na laboratornich zvitatech. (McLachlan, 2006)

3.6.2.1 Syndrom polycystickych vajeéniki PCOS

Syndrom polycystickych vajecnikii (PCOS) je endokrinni porucha, ktera zahrnuje
mnoho klinickych stavii. Kontrolni studie (71 Zen s PCOS a 100 Zen bez PCOS) zjistila,
ze BPA v séru je vyznamné vys$i u Zen s PCOS a Ze existuje vyznamny pozitivni vztah
mezi BPA, koncentraci androgentl a inzulinovou rezistenci. Zeny s PCOS s vyssi
koncentraci BPA v séru mély navic zavaznéjsi inzulinovou rezistenci, zvySeny index

volnych androgent a zvySené markery chronického zanétu. (Gonsioroski, 2020)

3.6.2.2 Endometrioza

Endometridéza je zdhadné onemocnéni zavislé na estrogenech, na jehoz ektopickou
endometridlni tkan plisobi fada endokrinnich disruptort a existuje cela fada etiologickych

faktori. EDs, jako je TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin) a PCB
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(polychlorované bifenyly podobné dioxinlim), mohou u samic opic rodu Rhesus vyvolat
vznik peritonedlni endometriozy, pti¢emz rozsah G€inku zavisi na mite kontaminace. EDs
jsou obzvlasté zajimavé jako potencialni pfispévatelé k endometridéze, protoze mohou
ménit steroidogenezi, imunologickou funkci a jsou epigenetickymi kauzalnimi faktory,

které se podileji na progresi tohoto onemocnéni. (Rumph, 2020)

Ftalaty mohou mit proliferacni U¢inek na endometrialni tkan. Prospektivni studie
piipadi a kontrol ukazala, Ze Zeny s pokrocCilou panevni endometriozou mély zvysené
plazmatické hladiny DEHP (di-(2-ethylhexyl) ftalatu) a MEHP (mono-(2-ethylhexyl)
ftalatu) ve srovnani s kontrolami bez endometriozy. Dalsi studie ptipadl a kontrol zjistila,
ze zeny s endometriozou mély vyznamné vyssi koncentrace mono-n-butyl-ftalatt v moci

nez kontroly. (Yilmaz, 2020)

Nicméné dalsi epidemiologické studie tato zjisténi nepotvrdily. Ve studii zahrnujici
zeny ze severovychodu USA prokézali inverzni vztah mezi rizikem vzniku endometridézy
a hladinami MEHP. Mechanismus spousténi vzniku endometriézy ftalaty zlstava

nejasny. (Rumph, 2020)

3.6.2.3 Dé&lozni myom (Uterine fibroid — UF)

UF je jednim z nejcastéjsich gynekologickych nadorti u zen v reprodukénim véku a
zpusobuje pfiznaky, jako je abnormalni délozni krvaceni, menoragie a panevni bolesti. Je
znam jako estrogen-dependentni onemocnéni a predpoklada se mozna Gcast EDs. VéEtSina
studii in vitro ukazala, Ze BPA zvySuje proliferaci lidskych UF bunék, coZ pravdépodobné
piispiva k ristu UF. U Zen s UF byly zjiStény vyznamné vyssi hladiny celkového MEHP
v moc¢i nez u zdravych kontrol. V jedné populacni studii provedené v Koreji byla
porovnavana koncentrace 16 metabolith ftalatlh v moci u Zen s UF a bez UF. Pomoci
vicenasobné logistické regresni analyzy byla zjiSt€na vyznamna souvislost mezi
hladinami celkovych metabolitht DEHP v moci a UF. V USA byla provedena priifezova
studie na premenopauzalnich zenidch vyhledavajicich chirurgickou péci pro UF, ktera
prokdzala zvySené koncentrace nckolika ftalath v moci, které pozitivné souvisely

s objemem délohy. (McLachlan, 2006)
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3.6.2.4 Zenska neplodnost nebo subfertilita

Zenska neplodnost je komplexni porucha, ktera mize byt zptisobena anatomickymi,
genetickymi, environmentalnimi a endokrinnimi faktory. Pochopeni mechanismu u¢inku
npECD, jakoz i ptedpokladanych rizik vyplyvajicich z expozice t€émto slouceninam,

muze mit zasadni vyznam pro zlepSeni plodnosti Zen. (Ratan, 2019)

Vliv BPA na neplodnost Zen zkoumala fada studii. BPA je spojovan s neplodnosti zen
tim, Ze ovliviiuje morfologii a funkce vejcovodii, délohy a vaje¢niki. Kromé toho BPA
ovliviiuje funkci hypotalamu, hypofyzy a vajecnikd tim, ze méni sekreci hormonti
uvoliujicich gonadotropin v hypotalamu a podporuje proliferaci hypofyzy. V posledni
dobé kviili potencidlnim Skodlivym G¢inkiim BPA mnoho zemi nahradilo BPA analogy
bisfenolu S (BPS) a bisfenolu F (BPF). Vyrobky obsahujici tyto analogy jsou znamy jako
"vyrobky bez BPA". N¢kolik studii in vitro a in vivo vSak prokazalo, ze BPS a BPF maji
rovnéz stejné endokrinné disruptivni ucinky jako BPA. Pokud jde o zrani oocytli, BPA
1 BPS zplsobovaly vyznamné abnormality vieténka a chybné uspotfddani chromozomf,
a to 1 pfi velmi nizkych davkach. Epidemiologické i experimentalni dikazy ukazuji, Ze
vSechny bisfenoly ovlivituji neplodnost anebo subfertilitu zen. (Darbre, 2020;

McLachlan, 2006)

3.6.3 Epigenetické nasledky

Existuji dikazy, ze n¢které EDs mohou mit nejen ucinky na osoby, které jsou jim
vystaveny, ale také uCinky, které pfetrvavaji po celé¢ generace. MulZe to byt
prostfednictvim epigenetickych zmén, které se mohou projevit az v generacich F2-F4.
EDs mohou také zpisobovat zvySenou fragmentaci DNA a aneuploidii, coZ mlZe vést

k potratim a genetickym abnormalitdm u potomkd. (Ratan, 2019)

U mysich samcii narozenych matkdm vystavenym denné peroralnimu ptisobeni BPA
od 12. gestacniho dne do 21. postnatdlniho dne byla sniZzena plodnost pfi pafeni
s neexponovanymi samicemi. Tento ucinek pretrvaval po 3 generace. Jind studie ukazala,
ze BPA vede k obéznimu fenotypu v generaci F3, ale ne v generaci F1 a F2. Bylo zjisténo,
Ze geny spojené s obezitou maji zménénou metylaci ve spermiich generace F3, coZ vSak

nebylo hodnoceno u generaci F1 a F2. (Brehm, 2019)
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Cypermethrin, insekticid, byl studovan ve dvou generacich a nejenze ovlivnil
parametry spermii u mysich samcli narozenych exponovanym matkam, ale u generace F2
byla pozorovédna snizenad plodnost a snizena hmotnost plodu a u nékterych mysi byly
zjistény malformace, jako je nedostatecné vyvinuté télo a deformované koncetiny.

(Brehm, 2019)

3.7 Metody monitorovani EDs

S pfibyvajicim zajmem o problematiku EDs, rozviji se nové moderni metody
k efektivni deleci EDs ze Zivotniho prostfedi, ke snizovani expozice ¢loveka ¢i prevence
nezadoucich G¢inkt na lidsky organismus nebo k v€asnému zachytu markert. Jak je Skala
EDs riiznoroda, tak se jejich stupeii toxicity, doba plsobeni ¢i rozsah G¢inki lisi. Existuje
proto dokument zvany Guidance Document 150 (GD 150) podle OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Developement), ktery zahrnuje pokyny pro testovani
chemikalii na endokrinni disrupci. Metody vyvijené OECD a nakonec pfijaté regulacnimi
organy po celém svété, poskytuji zdklad pro identifikaci a hodnoceni moznych
chemickych latek narusujicich endokrinni systém. Proto se tyto ¢innosti musi fidit velmi
pfisnymi pravidly, kterda OECD stanovila na zacatku tohoto programu (6): vedouci
laboratoi by méla fungovat jako kontaktni misto, kdykoli bylo tfeba feSit specifické
otazky v ramci celého procesu; vyvoj zkuSebni metody probihd postupné, pocinaje fazi
prevalidace, a kon¢i validaci; po specifikaci protokolu (ve fazi validace) musely vSechny
zuCastnéné laboratofe striktn€ dodrzovat protokoly a postupy testli stanovené b&hem
prevalidace; pro kazdou zkuSebni metodu byl skupinou odbornikii pod vedenim vedouci
laboratote peclivé vybran soubor chemickych latek s dobfe definovanym mechanismem
ucinku; vSechny zacastnéné laboratofe pouZivaji stejné Sarze zkouSenych chemickych
latek, aby se pfedeslo moznému ovlivnéni riznymi necistotami; zucastnéné laboratote
musely byt schopny zvladnout tento program, zejména paraleln€ zpracovavat velky pocet
zvitat a idaji a pouzivat riizné techniky, napt. histopatologii, pfesnou nekropsii a pitvu

tkani, klinickou chemii a klinické vySetteni. (Gelbke, 2004; (Scognamiglioa, 2016)

Tento dokument uvddéné metody cleni na 5 tUrovni dle koncepéniho ramce
(Conceptual Framework, CF). V urovni 1 by se mohly uplatiovat metody in silico,
provadénych pomoci rtiznych databdzovych a pocitac¢ovych programi k urceni struktury

latky, dale fyzikalnich a chemickych vlastnosti. Na zaklad€ zjisténych informaci
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predikuje mozné uc€inky. Informaci na trovni 2 sdé€luji in vitro metody, jez vypovida
o0 konkrétnim mechanismu ¢i signalizacni draze. Mezi Grovné 3-5 patii in vivo metody,
ve kterych se vyuzivaji rizné modelové organismy (hmyz, hlodavci, ptaci a dalsi).

(Gelbke, 2004)

3.71 In silico metody

Pro ptedpovéd’ vlastnosti endokrinnich disruptorii se dnes pouzivaji in silico metody
podporované technologii, které dokdzou na zéklad¢ struktury materialu predpovidat
aktivitu EDs a hodnotit jejich environmentalni rizika. Existuji dva nejzndméjsi zptisoby
podporované pocitacem, které vyuzivaji vlastnosti ligandu a cilti ke stanoveni aktivit

EDs. (Schneider, 2019)

3.7.1.1 Metody zalozené na ligandech

Byly vyvinuty kvantitativni modely pfedpovédi vztahu mezi strukturou a aktivitou
nebo vlastnosti (QSAR) pro piredpoveéd konkrétni aktivity nebo vlastnosti dané molekuly,
nejjednodussi funguji na principu vypoctu molekularnich deskriptord, jez oznacuji
molekulu za celek a vypocitaji jednu hodnotu pro celou molekulu. Nejméné nakladné
modely tvoii modely na principu molekulovych otiscich, rizné typy otiskl reprezentuji
rizné vlastnosti molekul, proto je dilezité vybrat vhodny typ pro modelovéani pozadované

aktivity. (Schneider, 2019)

3.7.1.2 Metody zaloZené na struktute

Metody zaloZené na struktuie nebo také metody zaloZené na cili vyuZivaji informace
z 3D struktury proteinového cile. Diky rostoucim znalostem funkc¢nich a strukturnich
udajl se da vyhodnotit a pfedpovédéet potencialni interakce EDs s rliznymi cili pomoci
dokovaci postupy, které¢ zvladnou az tisice ligandli. Jsou zalozeny na vzorkovani
konformacniho prostoru daného ligandu ve vazebné kapse cilové molekuly a nasledném

vyhodnoceni pozy provedeném pomoci skorovacich funkci. (Schneider, 2019)

Sice poptavka po takovychto alternativnich metodach roste, zejména po vypocetnich

pfistrojich, které snizuji nédklady na hodnoceni a na Zivoty zvifat. Existuji stale urcita

33



omezeni pro vySe uvedené metody. Jeden zhlavnich problémt metod predikce
zalozenych na ligandech je jejich zavislost na experimentalnich datech. Pfitomnost chyb
vyskytnutych béhem procesu muize vést ke zkreslenym a nepiesnym odpoveédim. Co se
ty¢e metod zaloZzenych na struktufe, jejich zavislost je vice omezend a navic hrozi

problém potencialné neznamych strukturdlnich zmén. (Schneider, 2019)

3.7.2 In vitro metody

Biologické zkousky in vitro mohou doplnit chemickou analyzu pro ucely screeningu
a umoznit méefeni biologickych koncovych bodl ve vzorku, které pomtize k odhaleni
ptitomnost aktivnich sloucenin, které nejsou zjistitelné analyzou slozeni, a identifikovat

nova kontaminovana mista.

V této souvislosti byla vyvinuta fada biologickych testl in vitro a 6 z nich byly také
standardizovany a komercializovany, které jsou vhodné k méfeni synergickych Gc¢inka
ruznych chemickych latek ve smési: OECD TG 493, OECD TG 455, OECD TG 458,
OECD TG 456, US EPA OPPTS 890.1150, US EPA OPPTS 890.1200. (Gelbke, 2004)

3.7.2.1 OECD TG 493

In vitro test je zaloZeny na detekci latky s afinitou k lidskému estrogenovému
receptoru (hrERa). Na ziklad¢ toho se aplikuji 2 metody OECD TG 493: Freyberger-
Wilsonova metoda in vitro metoda s pouZitim celé délky lidské rekombinantni ERa a
Chemical Evaluation and Research Institute (CERI) s pouzitim lidského rekombinantniho
ligandu navazaného na doménovou bilkovinou. Testuje se schopnost dislokace ligandu
chemikalii z ER a celkové pozitivni, negativni ¢i nejednoznacnd moZznost se vdzat na ER.

(OECD, 2018)

3.7.2.2 OECD TG 455

In vitro test OECD TG 455 detekuje agonisty a antagonisty estrogenového receptoru
pomoci stabilné transfekovanych bunék. Testovani agonisti a antagonistii zahrnuje 2
metody OECD TG 455. Prvni je pomoci bunécné linie (h)Era-HeLa-9903 (derivat
z lidského kréniho nédoru). Druhd metoda pouziva bunéénou linii VM7Luc4E2, kterd

pfevazné vyjadiuje hERa, ale mize jej obohatit o malé mnozstvi hERpB. (OECD, 2018)
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Metoda OECD TG 455 poskytuje pozitivni nebo negativni vysledek pro schopnost
chemikalie vyvolat indukci exprese reportérového genu — agonista. Antagonista urci, zda
k redukci odezvy dochazi pii expozici bunc¢k chemikalii s potentnim estrogenovym
antagonistou v porovnani se samotnym potentnim estrogenovym antagonistou. Jakéakoli

redukce odpovédi musi dochazet v nepiitomnosti cytotoxicity. (OECD, 2018)

3.7.2.3 OECD TG 458

In vitro metoda OECD TG 458 detekuje substance, které se po napojeni
na androgenovy receptor (AR) vyvolaji aktivaci transkripce zodpovidajici androgeny
responsivnimi geny pomoci stabilné transfekované lidské bunécné linie. Po validaci roku
2016 se vtéto metodé uplatituje bunécna linie AR-ECoScreen, derivat ziskané
z ovaridlnich bunék kiecka cinského, sledovani aktivace receptorti prostiednictvim
analyzy genové exprese reportérového genu (pf. luciferdza), jehoz aktivita se snizuje

v pritomnosti cytotoxického agens. (OECD, 2018)

Tato metoda by se mohla vyuzit pifi prvotnim hodnoceni schopnosti interakce
chemikalii s endokrinnimi systémy in vitro. Déle je Casto provadéna po pozitivnim
vysledku v AR vazebném testu. Testy pro interakci s ostatnimi zpusoby (ER, AR a
steroidogeneze) se provadéji soucasné. (OECD, 2018)

3.7.2.4 OECD TG 456 — Test steroidogeneze

H295R test steroidogeneze je in vitro screening metoda k detekcei latek, které postihuji
produkci estradiolu a testosteronu. K tomu se vyuZziva bunécna linie NCI-H295R, ktera
se vyznacuje charakteristikou lidskych fetdlnich nedifenrencovanych bunck. Exprese

téchto bun¢k umoznuje detekovat ostatni hormony. (OECD, 2018)

Chemikélie mohou indukovat steroidogenezi, coz muZe byt urceno zvySenim
produkce estradiolu a testosteronu. Mohou také inhibovat steroidogenezi sniZenou

produkci estradiolu a testosteronu. (OECD, 2018)

Test steroidogeneze by se mohla vyuzit pii prvotnim hodnoceni schopnosti interakce
chemikalii s endokrinnimi systémy in vitro. Spole¢n¢ s testem aromatdzy, jeden
z klicovych enzymi ve steroidogenezi, dava vétSinou shodny vysledek pii pozitivnim
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testu. Dale podle ziskanych u¢inkd, mize svédgit o pozdnim nastupu puberty zen. Uginky
na reproduktivni organy se vySetiuje pomoci testu steroidogeneze a kombinaci AR a ER

testti. (OECD, 2018)
3.7.2.5 US EPA OPPTS 890.1150 — Androgen receptor binding

Androgen receptor binding test je metoda, pomoci které lze detekovat vazbu
na androgenovy receptor (AR). Zde se vyuziva prostaticky cytosol krysy jako zdroj AR.
Test také urcuje schopnost chemikalii premistit ligand z AR (v homogenni tkani prostaty
krysy) a poskytne vysledek pozitivni ¢i negativni, bez rozliSeni na agonistickou nebo

antagonistickou aktivitu. (OECD, 2018)

Metoda se uplatiiuje pii prvotnim hodnoceni latek pro jejich interakci s endokrinnimi
systémy in vitro a spolecné s testy ARs, ERs a steroidogeneze. Dalsi vyuziti naléza
v néslednych tcincich ziskanych z testli na vySSim stupni, napf. pozdni nebo zrychleny
nastup puberty u muzl, ktery mize byt indikujici o u¢inku zprosttedkovaném ARs.
(Gelbke, 2004)

3.7.2.6 US EPA OPPTS 890.1200 — Aromatase assay

Aromatase assay neboli test aktivity enzymu aromatazy — cytochrom P450 (CYP 19)
detekuje latky, které inhibuji aromatazu. Je to enzym responzivni za konverzi androgenti
a estrogenti béhem steroidogeneze. Inhibice aktivity aromatazy vede ke zmén¢ cirkulace
estrogenl v téle muZe i Zeny, coz by mohlo mit nasledky na reproduktivni organy nebo

prsni zldza. (OECD, 2018)

Jak jiz bylo zminéno, Ze test aromatazy souvisi se steroidogenezi, jakozto konecny
produkt tohoto procesu, lze inhibice aromatdzy prokazat testem steroidogeneze, kdy
dochézi k redukci produkce estradiolu, proto aromatdzovy test se provadi soucasné
s testem steroidogeneze. DalSi vyuZiti pfi prvotnim hodnoceni latek pro jejich interakci
s endokrinnimi systémy in vitro a spolecné s testy AR, ER a steroidogeneze a vysledcich

ziskanych pro pozdni nastup puberty u divek. (Gelbke, 2004)
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3.7.3 In vivo metody

Podle koncepcniho ramce OECD in vivo metody patii mezi 3 — 5 uroven schématu.

Vyuzivaji se zde modelové organismy k vyzkumu, napt. mysi, ryby, ptaci.

Uroven 3 obsahuje in vivo screeningové testy pro detekci specifickych endokrinnich
aktivit, patii sem uterotroficky test, Hershbergiv test, rybi vitellogenin test. V urovni 4
jsou uvedeny testy in vivo, které umoziuji detekci nezaddoucich ucinki v n€kolika
endokrinnich systémech, napf. vylepSena metoda OECD 407. Uroveii 5 obsahuje
nejkomplexngjsi testy in vivo na nezadouci UCinky, které lze pouzit pro definitivni

posouzeni rizik. (Gelbke, 2004)

3.7.3.1 Uterotroficky test

Uterotroficky test je kratkodoby in vivo screeningovy test na estrogenicitu nebo
antiestrogenicitu. Pouzivaji se bud’ nezralé intaktni, nebo dosp€lé ovariektomované
samice potkant nebo mys$i. Podani zkouSené chemické latky s estrogenni aktivitou vede
kromé ucinkl na dalsi parametry zavislé na estrogenech predevsim ke zvySeni hmotnosti
délohy. Antiestrogenni slouceniny toto zvySeni hmotnosti zavislé na estrogenech
u intaktnich nezralych nebo ovarektomovanych dospélych samic snizi. Ovétreni bylo
provedeno predev§im na intaktnich nezralych potkanech, ale v omezené mife také

na myS$ich a na dospélych ovarektomovanych zvitatech. (Yilmaz, 2020)

Velké mnozstvi ziskanych udaji bylo analyzovano a publikovéano. Celkovym zavérem
je, Ze uterotrofni test je vhodny pro in vivo screening (anti)estrogenicity, ktery lze pouzit
v obou verzich, bud’ s intaktni nedospélou, nebo dospélou ovariektomizovanou samici

potkana. (Yilmaz, 2020)
3.7.3.2 Hershbergtv test

V Hershbergerové testu se jako kratkodoby in vivo screeningovy test (anti)androgenity
pouzivaji kastrovani nezrali potkani samci. Androgenni slouceniny zvysSuji hmotnost
tkani zavislych na androgenech, napt. samcich ptidatnych organd, jako je prostata. Stejné
tak (anti)androgenni chemické latky snizuji toto zvySeni hmotnosti u nezralych

kastrovanych samct potkanti, kterym byl podavan testosteron. (Yilmaz, 2020)
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Analogicky k uterotrofické zkouSce byl navrzen zkuSebni postup s pouzitim intaktnich
mladych samct potkant. Takovy zkuSebni postup by se z divodu dobrych zivotnich
podminek zvifat vyhnul kastraci. V rdmci programu OECD je nyni zahdjen zkraceny
validac¢ni program pro tuto modifikaci Hershbergerova testu. Dosud dostupné tidaje jasné
ukazuji, ze Hershbergertv test - pfinejmensim ve své ptivodni podobé - bude cennym

nastrojem pro screening (anti)androgennich latek. (Gelbke, 2004)

3.7.3.3 VylepSeny test OECD 407

28denni (subakutni) test na potkanech - jak je definovan v pokynu OECD pro zkousky
407 - je cennou metodou pro urceni toxikologického profilu chemickych latek po 28
dnech podavéni. Vyzaduje ji mnoho regulacnich organti pro nové chemicke latky. Kromé
toho je jednim ze zakladnich kamenii programu OECD-SIDS pro hodnoceni stavajicich
chemickych latek s vysokym objemem vyroby (HPV) a v budoucnu mtize byt v ramci
EU vyzadovana pro stavajici chemické latky podle nového natfizeni o chemickych latkach
(REACH). S ohledem na Siroké regulacni vyuZziti této zkuSebni metody piikladala
pracovni skupina OECD pro EDTA (Endocrine Disruptor Testing and Assessment Task
Force) od samého pocatku svych tvah vysokou prioritu vylepseni tohoto zkusebniho
postupu tak, aby kromé obecného toxikologického profilu odhaloval i nepfiznivé ucinky
prostfednictvim endokrinniho mechanismu. Tim by pozadavky na zkousky, které jiz
existuji zejména v Evropé a Japonsku, automaticky do zna¢né miry zaplnily mezery

v udajich o endokrinné aktivnich chemickych latkach. (Gelbke, 2004)
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4 METODIKA

Veskeré provedené ¢innosti k ziskani vysledkt prob&hly v laboratoti bunéénych kultur
Fakulty biomedicinského inZenyrstvi v obdobi od tnora do kvétna 2022. Metodicka ¢ast
zahrnuje vSechny cinnosti potfebné pro realizaci experimentu: od pifipravy média
a nasazeni bun¢k po vyméne média ¢i pasazovani bun¢k az k samotnému méteni vzorkd.

Ziskané vysledky budou zpracovany v nasledujici kapitole Vysledky.

4.1 Priprava bunék

Chemikalie

e DMEM (High Glucose)

e FBS (Fetdlni Bovinni Sérum)
e ATB

e Bunky SNU475

e Trypsin

Pomiicky

e Pipeta BIOHIT Midi Plus (pipetor pro jednorazové sterilni 10 ml pipety)
e Pipeta 20 — 200 pl, 100 — 1000 pl, 2 — 20 pl

e Spicky

e Zkumavky (15 ml, 50 ml), mikrozkumavky, kadinky

e Petriho misky TC treated

e Biirkerova komurka

Piistrojové vybaveni

e Centrifuga Sigma 3-30 KS

e Hlubokomrazici box -80°C ULT C75
e Laminarni box Aura Vertical S. D. 4
e Termobox (37 °C, 5 % CO»)

e Inverzni mikroskop s fazovym kontrastem (Optika)
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e Elisa Reader Biotek Synergy HT

e Triepacka

Piiprava rustového média

e Do zkumavky dat 45 ml DMEM (High Glucose), ndsledn¢ pfidat 5 ml FBS
a 0,5 ml ATB.

Nasazeni bunék

e Bunky SNU-475 rozmrazit ve vodni ldzni po dobu nékolika minut.

e Do 15 ml zkumavky napipetovat 2 ml bun¢k SNU-475 a po kapkach ptidat
6 ml vytvofeného média.

e Zkumavku dat stocit do centrifugy na 1100 ot/min po dobu 5 minut.

e Supernatant slit rychlym a raznym pohybem tak, aby zbylo cca 0,5 ml a
peletu rozpustit v 1 ml ristového média. Tuto smés pipetovat do ptislusnych

Petriho misek a dat do termoboxu vyhtatého na 37° C v atmosféie s 5 % CO>

a 90 % vlhkosti.

e Po né¢kolika dnech v termoboxu se na bunky divat pod mikroskopem.

Vymeéna rustového média

e Kontrola bun¢k pod mikroskopem
e Odsat médium z Petriho misky
e Pridat 8 ml Cerstvého média

e Dat do termoboxu pii 37°C

Pasazovani a pocitani bunék v Biirkerové komurce

e (Odsat médium z Petriho misky

e Oplach roztokem PBS 5ml

e Piidat 2 ml trypsinu

e Inkubace v termostatu pti 37°C 10 min

e Kontrola bun¢k pod mikroskopem
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e Pridat do 5 ml ristovym médiem
e Centrifugace pti 1100 otacek/5 min

e Slit supernatant a nasledn¢ ptidat rastové médium do 1 ml

e Do mikrozkumavky napipetovat 8 pul bunécné suspenze + 8 ul trypanové modre

e Pienést 8 pl vytvofeného roztoku na Biirkerovu komiirku
e Spocitat buiiky

e Napipetovat 300 pl z 1 ml z bunééné suspenze o koncentraci:

1-10° bunék/10 cm? a prenést na Petriho misku o velikosti 10 cm?

e Doplnit do 5 ml ristovym médiem

e Dat do termostatu pii 37°C

Pravidlo pro pocitani bunék

Do poctu pocitanych ¢astic jednoho ¢tverce ohrani¢eného trojitymi hranicemi se

pocitaji pouze bunky, které se dotykaji dvou zvolenych stran.

Obrazek 4: Biirkerova komirka (ThermoFisher Scientific)

Vypocet pro stanoveni koncentrace poctu ¢asti v 1 ml suspenze:

_a-1000
x= n-v
a... stanoveny pocet bunék

n... pocet opakovani (pocet spocitanych ¢tverci)
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V... objem pocitané¢ho tutvaru

Pocet bun€k v daném preparatu: a =71

Celkovy pocet bun€k

P =a-10000-D D .... Pocet fedéni

P=71-10000 -2

P =1420000 = 1,42 - 10° bungk/1 ml

Z toho se odebralo 300 pl suspenze a poté se ptidalo 5 ml média a dalo se inkubovat.

Nasledné pasazovani a pocitani v Biirkerové komurce

e Odsat médium z Petriho misky

e Oplach roztokem PBS 5ml

e Pridat 2 ml 0,25% trypsinu a nasledné inkubovat v termostatu pii 37°C 10 min

e Kontrola bunék pod mikroskopem

e Pridat do 5 ml médium a poté centrifugace pti 1100 otacek/5 min

e Slit supernatant a nasledné pfidat médium do 1 ml

¢ Do mikrozkumavky napipetovat 8 pl bunééné suspenze + 8 ul trypanové modie

e Ptenést 8 pl vytvofeného roztoku na Biirkerovu komiirku

e Spocitat bunky

e Napipetovat 33 pul z 1 ml vytvofeného roztoku a pienést na Petriho misku, aby
byla koncentrace: ¢ = 10° bunék/6 cm?

e Doplnit do 5 ml médiem a dat do termostatu pii 37°C

Sterilizace zvolené chemické latky

Zvolena chemicka latka: Parfémovana voda Versace Dylan Blue pour Femme

SloZeni:  Alkoholdenat, parfém, voda, benzylsalicylat, limonen, citronelol,
hydroxycitronelal, a-isomethylionon, ethylhexylmethoxycinnamat, linalool,
benzylbenzoat, hexylcinnamal, ethylhexylsalicylat, butylmethoxydibenzoylmethan,

geraniol, citral, benzylalkohol, farnesol, cinnamylalkohol
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Pomticky: bunééné sitko Millipore millex filter 0,22 um, mikrozkumavka

Sterilizace prob&hla pomoci bunééného sitka. Sterilni injekéni stiikackou se nabrala
zvolena latka, kterd nasledné se zapichla do tzv. terCiku, pres ktery se vyfiltruji ¢astice
o rozméru mensi nez 0,22 um a prenese se do mikrozkumavky.

Zkouska pusobeni zvolené latky na kulturu

1. Piisobeni zvolené latky o koncentraci 1%

- ze zasobniho roztoku se odebralo 50 ul roztoku, ptidalo se 33 pl kultury a 5 ml média
- nasledné se dalo inkubovat do termostatu pii 37°C

2. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 0,1 %

- ze zasobniho roztoku se odebralo 5 pl roztoku, ptidalo se 33 pl bunééné kultury a 5 ml

média
- nasledné se dalo inkubovat do termostatu pii 37°C

r

4.2 Priprava vzorki na méfeni

4.2.1 MTT test

MTT test je cytotoxicky kolorimetricky test, ktery méfi metabolickou bunécnou

aktivitu a analyzuje jejich proliferaci, viabilitu buné€k a cytotoxicitu zkoumané latky.

Princip MTT testu

Princip MTT testu spociva v redukci tetrazoliové soli MTT, (3-[4,5-dimetylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid), pomoci mitochondridlnich enzyma zivych bunék.
Zvolena chemicka latka hraje roli cytotoxické slouceniny, kterd ni¢i rakovinné bunky
SNU475 tim, Ze narusi jejich déleni a riist. Zasazené buiikky nakonec odumfou.
Redukovany MTT se méni na modrofialovy formazanovy derivat, ktery vyskytuje se
ve form¢ nerozpustnych krystalki. Formazanové krystalky se daji rozpustit pfidanim
okyselen¢ho isopropanolu a nésledné se spektrofotometricky se stanovi hodnota
absorbance roztoku. Pocet zivych bunék je tedy indikovan mnozstvim redukovaného

MTT. (Koksal, 2014)

43



Obrazek 5: 96-jamkova desticka (ThermoFisher Scientific)

4.2.2 Postup

Zvolenou chemickou latku je potteba ziedit na 3 riizné koncentrace: 1% (oznaceno 1),
0,1 % (2) a 0,01 % (3). Do sterilni kultiva¢ni jamky pieneseme 17 pl buiiky ze bunééné
kultury, tak aby bylo 10* bunék/l ml. Pfiddme 100 pl média a 10 pl chemické latky
o ruznych koncentracich do ptislusné své jamky. Do jamek negativni kontroly (NK) dame
17 pul bunécné suspenze a 100 pul média. V misté G1 je blank, do kterého dame 117 pl média.
Poté nechame 24 hodin inkubovat pii 37°C. Rozlozeni vzorkl na desti¢ce zobrazuje

schéma:




NK |1 2 3 NK |1 2 3 NK |1 2 3
NK |1 2 3 NK |1 2 3 NK |1 2 3
NK |1 2 3 NK |1 2 3 NK |1 2 3
BL

O m Ol >

Po inkubaci pfidame do kazdé jamky se zvolenou latkou 12,7 pl 5Smg/ml MTT roztoku.
Tam, kde jsou negativni kontroly ptidame pouze 11,7 pul Smg/ml MTT roztoku. Kultivaéni
desticku vlozime do inkubatoru na 3-4 hodiny, béhem které¢ se zluty roztok MTT bude

ménit ve fialové krystalky formazanu v pfitomnosti zivych bunék.

Po skonceni inkubace MTT testu odsajeme médium a piiddme 117 — 127 pl
okyseleného isopropanolu (IPA — 50 ml IPA + 20 pl koncentrované HCI). Nechame smés
10 minut na tfepacce a v temné mistnosti. Takto nechdme pln¢ rozpustit fialové krystaly.
100 pl zabarveného roztoku pfepipetujeme do cistych stripti a na spektrofotometru

zmé&fime absorbanci pii vinovych délkach 490 nm a 630 nm.

4.3 Postup méieni vzorkii na pristroj

Ptipravené vzorky na 96-jamkové desticce dame do pristroje Elisa Reader Synergy

HT a zmé&fime absorbanci vzorki pii vinové délce 570 nm a 690 nm.
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4.3.1 Pristroj Elisa Reader Biotek Synergy HT

Obrazek 6: Elisa Reader Biotek Synergy HT (vlastni)

Ptistroj Elisa Reader Synergy HT pracuje na principu spektrofotometrie.

Princip metody

Spektrofotometrie je metoda zaloZend na prichodu elektromagnetického zéateni ve
viditelném 1 UV spektru analyzovanou latkou a diky tomu umoziuje stanoveni
koncentrace vétSiny analytd fotometricky.

1 ]

0
A »
C
]

Obrazek 7: Absorpce svétla (Wikiskripta, 2020)
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lo = intenzita zéteni, které do vzorku vstoupilo

I = intenzita zateni, po prachodu latkou

¢ = latkova koncentrace

€ = molarni absorp¢ni koeficient, je pro kazdou latku charakteristicky. Vyjadiuje, jaka by
byla absorbance latky o koncentraci 1 mol/I pti konkrétni vinové délce.

1 = tloustka absorbujici vrstvy

Intenzita zafeni se priichodem analyzovanou latkou snizuje. Cast tohoto zafeni byla
latkou pohlcena nebo absorbovana. Pii absorpci dochéazi k excitaci elektrona
v molekulach latky a ta se ndm jevi jako barevna.

Transmitance je veli¢ina popisujici pomér intenzity svétla I a Ip a vyjadiuje se (uvadi se

v procentech):
I
T(%) = —.100
(%) Io

Nabyva proto hodnot 0 — 1 (1 — 100%), tzn. latka, ktera propusti veskeré zafeni, ma

transmitanci 100 % a naopak, latka, jeZ nepropousti Zadné zafeni ma transmitanci 0.

Transmitance zavisi na koncentraci latky v roztoku, vlastnostech absorbujici latky,
tloust'ce kyvety a vlnové délce prochdzejiciho svétla. Zavislost mezi transmitanci a

koncentraci latky je exponencialni.

Absorbance je odvozena veli¢ina z transmitance. Pomoci logaritmu se pievede zavislost
exponencialni na lineédrni, ktera je pro vypocty ve fotometrii praktictéjsi. Po uprave vztah

pro absorbanci bude vypadat nasledovné:

1 lo
A= —logT = logfz logT

Absorbance se da definovat jako zaporny dekadicky logaritmus transmitance, nebo
logaritmus poméru intenzity svétla vstupujiciho do zkoumané latky a intenzity svétla

vystupujiciho.
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Absorbance je veli¢inou bezrozmérnou, mize nabyvat hodnot od 0 (pfi 100% T) — latka
veskeré zareni propusti do nekonecna.

Pti spektrofotometrickych stanovenich obvykle se s vysokymi hodnotami A nepracuje.
Pti hodnotach nad 1,5 vznikaji zna¢né nepiesnosti. Pro stanoveni analytti v biologickych

materialech se obvykle hodnoty absorbance nachézi v rozmezi: A =0,2-0,8.

Lambert-Beeriiv zdkon

Lambert—Beeruv zakon je zakladnim vztahem ve spektrofotometrii. Popisuje vztah mezi
silou absorbujici vrstvy, latkovou koncentraci a hodnotou absorbance zkoumané latky.
Podle Lambert-Beerova zakona klesa intenzita svétla, které prochazi absorbujici latkou,
exponencialné v zdvislosti na délce vrstvy a na koncentraci latky:

I:IO . 1O—a.l.c

€ predstavuje molarni absorp¢ni koeficient, | znamena sila vrstvy absorbujiciho prostiedi
(tloustka kyvety) a ¢ je latkova koncentrace. Po upravach rovnice z vznikne:

A=¢'lc

Z tohoto vztahu vyplyva, Ze absorbance je pfimo umérna latkové koncentraci a tloustce
absorbujici vrstvy. Lambert-Beertiv zakon plati pro zfedéné roztoky, zpravidla
pro koncentrace mensi nez 10~2mol/l a pro monochromatické zaieni.

Grafickym vyjadfenim je piimka, ktera prochazi pocatkem, pokud je ve vzorku pritomna

pouze jedna absorbujici latka. (Klouda, 2003; Kodicek, 2013)
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5 VYSLEDKY

Vysledky byly peclivé pribézné zaznamenany.

5.1 Bunééna kultura SNU475

Zivé buiiky SNU475 mély tvar , listecki.

Obrazek 8: Bunécna linie SNU475 (Park, 1995)

5.2 Zkous$ka pusobeni zvolené latky na kulturu

1. Pisobeni zvolené latky o koncentraci 1%

- ze zasobniho roztoku se odebralo 50 ul roztoku, pfidalo se 33 pl kultury a 5 ml média
- nasledné se dalo inkubovat do termostatu pii 37°C

2. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 0,1 %
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- ze zésobniho roztoku se odebralo 5 pl roztoku, pfidalo se 33 pl bunééné kultury a 5 ml
média
- nasledné se dalo inkubovat do termostatu pii 37°C

Kontrola piisobeni zvolené latky na bunécnou kulturu po 24 hodinach

1. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 1%

- nebyly nalezeny zadné zivé buiky

2. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 0,1 %

- mistem se vyskytly nékolik zivych bun¢k
Kontrola piisobeni zvolené latky na bunécnou kulturu po 3 dnech

1. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 1%

- nebyly nalezeny z4dné zivé bunky

2. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 0,1 %

- ojedinéle nékolik Zivych bun¢k
- byla provedena vyména média a ptidala se zvolena latka — parfémovana voda
Kontrola pisobeni zvolené latky na bunécnou kulturu po tydnu

1. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 1 %

- nebyly nalezeny zadné zivé bunky

2. Pusobeni zvolené latky o koncentraci 0,1 %

- nebyly nalezeny zadné zivé bunky

Pozorovani: Na kultufe s vyssi koncentraci parfémované vody nebyly zpozorovany zadné
Ziveé buiky jiz po 24 hodindch. Zatimco u niz$i koncentrace nebyly nalezeny Zivé bunky
az po tydnu. Ztohoto pozorovani muzeme usoudit, ze Vviabilita bunék zavisi
na koncentraci parfémované vody, ¢im je koncentrace parfémované vody vyssi, tim je

narust bunék niz$i.
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Po tydnu aplikace parfémované vody se na bunéénych kulturach objevily plisné, coz

znamenalo, ze sterilizace pies bunécné sito nebylo dostacujici, z tohoto ditvodu byl pokus

ukoncen.

5.3 Ziskané vysledky MTT testu

Byly zvoleny 3 koncentrace parfémované vody: 1 %; 0,1 % a 0,01 %, které budou

barevné rozliSeny, 1 % — Cerven¢; 0,1 % — zluté; 0,01 — zelené; negativni kontrole — bez

barvy. Testy se mély opakovat v ¢asovém rozestupu: 24 hodin, 3 dni, 5 dni, 7 dni a 14 dni,

tedy celkové pétkrat. Z divodu dopusténych chyb béhem experimentu se zméftily vzorky

pouze dvakrat v ¢asovém intervalu 1 a 3 dni.

Tabulka 2: Namérené vysledky pri vinoveé délce 570 nm (viastni)

1 2 3 4 5 6 7 8 |9 10 [11 |12
1. |o0,044 | [BI8BE | 0,159 | 0,046 | 0,087 | Bl | 0,058 | 0,13 | 0,106 | @ | 0,077 | 0,062
0,054 | [Bi@88 | 0,056 | 0,082 | 0,048 | (I0ME | 0,042 | 0,06 | 0,047 | IEE | 0,046 | 0,045

Druhy tadek zobrazuje vysledky prvniho méfeni po 24 hodinach ptisobeni pfi vinové

délce 570 nm. Na tfetim fadku vidime vysledky méteni po 3 dnech po aplikaci latky.

Tabulka 3: Namérené vysledky pri vinové délce 690 nm (viastni)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,041 | 084 | 0,086 | 0,041 | 0,054 | M@ | 0,049 | 0,098 | 0,069 | (B8 | 0,056 | 0,048
0,044 | [BI0E8 | 0,044 | 0)055 | 0,043 | BIO8E | 0,044 | 0)053 | 0,046 | (@@ | 0,042 | 0,042

Na druhém tadku jsou vysledky prvniho méfeni po 24 hodinach plisobeni zvolené

latky pfi vinové délce 690 nm. Na tietim fadku jsou uvedené hodnoty z druhého méteni

po 3 dnech aplikace.
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Tabulka 4: Zpracovani vysledkii pri vinové délce 570 nm (viastni)

Aritmeticky primér X | Smérodatna odchylka s
1. 1% 0,122 0,061
2.1% 0,047 0,006
1.0,1% 0,098 0,044
2.0,1% 0,048 0,006
1.0,01 % 0,079 0,036
2.0,01 % 0,062 0,015

Tabulka 5: Zpracovani vysledkii pri vinové délce 690 nm (viastni)

Aritmeticky primér X | Smérodatna odchylka s
1.1% 0,081 0,035
2.1% 0,041 0,002
1.01% 0,064 0,016
2.01% 0,043 0,001
1.0,01 % 0,062 0,025
2.0,01 % 0,050 0,006

Pozorovéni: Naméfené hodnoty absorbance nejsou pouzitelné, protoze nedoslo
k ocekavané reakci a roztok se nezbarvil oCekavanou fialovou barvou, ktera by
odpovidala metabolické aktivité bun¢k. Z davodu finan¢nich nakladii a Casové narocnosti

nebylo mozné test opakovat.

Vzorec pro vypocet C cytotoxicity (v %)

C = (1_ (M))JOO

Akontroly

Ayzorku = absorbance vzorku; Ayontror, = absorbance negativni kontroly
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Obrazek 9: Bunky SNU475 — negativni kontrola — 4 dni po aplikaci chemické latky (vlastni)

Cervené kole¢ko zobrazuje Zivou buitku SNU475.

Obrazek 10 Mrtvé buniky SNU475 — koncentrace 0,1 % (vlastni)
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Obrazek 11: Bunky SNU475 — koncentrace 1% (vlastni)

Cervené koletko — iva buiika SNU475

Obrazek 12: Mrtvé buniky SNU475 — koncentrace 1% (vlastni)
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Obrazek 13: Mrtvé buitkky SNU475 — koncentrace 0,01 % (vlastni)
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6 DISKUZE

Predmétem experimentalni ¢asti je vyzkum pilisobeni parfémované vody, jakozto
endokrinni disruptoru slozeného z nékolika latek, na bunécnou linii SNU475. Nejprve se
sledovala reakce bunécné kultury na Petriho miskdch na aplikaci parfémované vody
o dvou koncentracich: 1% a 0,1 % v zavislosti na dobé plsobeni. Pokus trval tyden.
Po tydnu jsem musela tento pokus ukoncit z ditvodu napadeni bunék plisnémi. I pfesto
jsem zpozorovala uréity jev: u bunééné kultury s vyssi koncentraci parfémované vody
byla viabilita bunék vyrazné¢ niz$i a to konkrétné¢ jiz po 24 hodinach aplikace
endokrinniho disruptoru se nenaSly zadné zivé bunky SNU475. V bunécné kultuie
s koncentraci 0,1 % byly po 24 hodinach nalezeny zivé buiiky, ale bylo jich vyrazné méné
v porovnani s kontrolni kulturou. Po 3 dnech ptisobeni se také nasly zivé buriky, ale byl

vidét vyrazny pokles bunék.

U MTT testu se oc¢ekavalo, Ze se bude také postupné inhibovat proliferaci bunck tak,
Ze pti prvnim méteni by mély hodnoty absorbance prokazujici aktivitu bunék byt nejvyssi
a poté by se postupné zmensily. AvSak vysledky ziskané MTT testem byly ovlivnény
lidskou chybou béhem provedeni experimentu, proto naméfené hodnoty nesplnily
ocekavani (viz Tabulka 5.1 a Tabulka 5.2), proto je nelze kvantitativné¢ vyhodnocovat.
Pted nasazenim bunck do mikrotitracni desticky pro MTT test, byla pfipravena bunécna
suspenze ponechana delsi dobu pfi pokojové teploté. Nevhodné stresové podminky
24 hodin od nasazeni nebyla koncentrace Zivotaschopnych bunék a jejich metabolicka
aktivita dostatend pro analytickou reakci <¢inidla MTT testu. Dostate¢nou
Zivotaschopnost nevykazovaly ani kontrolni bunky, které¢ nebyly vystaveny plsobeni

toxicke latky, coz ukazuje na chybu béhem nasazeni bunék (viz kapitola Vysledky).

I pfes nezdafeny experiment s MTT testem jsem potvrdila testem na Petriho miskach
cytotoxicitu testované parfémované vody. Tento vysledek je ve shod¢ s vysledky

publikovanymi v literatute.

Na podobném principu byl proveden pokus plisobeni butylcyklohexylftalatu (BCP),
latka Casto obsazend v pfipravcich osobni péce nebo v domacnostech, na bunécnou linii

1929, mysi fibroblasty, ktery prokéazal, Zze BCP ma cytotoxické ucinky na buiikky L929 a
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viabilita bunék zavisela na koncentraci BCP. S rostouci koncentraci BCP se snizovala

viabilita bunék. (Koksal, 2014)
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Obrazek 14: Cytotoxicky u€¢inek BCP na buitky 1929 po 72hodinové expozici (Kdksal, 2014)

Dalsi studie, ve kter¢ MTT test dokéazal, ze UcCinek toxické latky je zavisly
na koncentrace dané latky, se zabyvala plisobenim andirobového oleje, ziskaného
z amazonské rostliny a pouziva se v tradi¢ni medicin€. Tato latka by testovana in vivo

na Svycarskych mysich. (Santos, 2017)

Nekteré éterické oleje ziskané ze Salvéje pouzivané ve farmacii nebo aromaterapii,
jsou mimo jiné také obsaZeny v nékterych kosmetickych ptipraveich, také vykazuji
cytotoxickou aktivitu proti ur¢itym bunéénym liniim jako napt. HT-29 (adenokarcinom
tlustého stfeva), Caco-2 (adenokarcinom tlustého stieva) ¢1 NIH-3T3 (Svycarsky mysi
embryofibroblast). Pravé cytotoxicitu této latky se prokazuje pomoci MTT testu.
(Villa, 2009)

O toxicité silic ze Salvéje napsali take studii iransti védci, kteti v podstaté také varovali

o nebezpeci endokrinni disrupce silicemi ze Salvéje. (Khosravi Dehaghi, 2014)

MTT test se také vyuzivd jako endpoint test v nékterych studiich zabyvajici se
fototoxickymi uc€inky vybranych barviv na builky NIH3T3, bunécénad linie mysi
embryonalni fibroblasty, které kromé expozice vybranym barvivim také ozafili UV
zatenim. MTT test potvrdil fototoxicitu vybranych barviv, kdy Zivotaschopnost bun¢k
po oSetfeni UV zafenim se snizila asi o 10 % ve srovnani s kontrolou bez UV zéfeni.

(Tomankova, 2011)
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7 ZAVER

V bakaléiské praci jsem se zabyvala endokrinnimi disruptory, jejich plisobenim
na lidské zdravi a metodami jejich monitorovani (viz kapitola Prehled soucasného stavu).
Prakticka cast byla provedena za laboratornich podminek Fakulty biomedicinského
inZzenyrstvi. Zkoumala jsem vliv parfémované vody na bunécnou linii lidskych
hepatocytii SNU475. Soucasné¢ jsem se naucila pracovat s bunécnymi kulturami,
dodrzovat sterilni podminky préce,ptipravovat bunééné suspenze pro meteni, udrzovat
linii pomoci pasadzovani,vymeénit ristové médium a kontrolovat mikroskopicky

zivotaschopnost kultur.

Postup laboratornich experimenti jsem uvedla v kapitole Metodika. V kapitole
Vysledky jsou uvedeny naméiené hodnoty a fotografie z prubehu testovani. Experiment
s bunécnou kulturou potvrdil, ze zvolena chemicka latka (parfémovana voda) je toxicka
pro lidské hepatocyty SNU475. Byl proveden MTT test, jehoZz vysledky nebylo mozné

vyhodnotit, ale seznamila jsem se s metodikou a postupem pro jeho provedeni.

Vysledky ziskané béhem experimentu prokazaly, ze parfémovana voda s uvedenym
sloZzenim (viz kapitola Metodika, str. 43), skute¢né¢ inhibuje proliferaci bunék. Béhem
pozorovani bun¢k na Petriho misce se dala zpozorovat postupna redukce koncentrace
bunék s pfibyvajicim ¢asem plisobeni zvolené latky. Po jednom tydnu uz se Zddné bunky

nezpozorovaly.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AGD

AHR

ARs

ATB

BPA

DDT

DEHP

DES

DMEM

EDs

ERs

FBS

MEHP

MTT

OCP

OECD

PAH

PBB

PBDE

PCB

PCOS

POP

SNU475

androgenitalni vzdalenost

acylovy uhlovodikovy receptor
androgenni receptory

Antibiotika
4-(2-(4-hydroxyfenyl)propan-2-yl)fenol
dichlordifenyltrichlorethan
di-2-cthylhexyl ftalat

diethylstilbestrol

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Endokrinni disruptory

estrogenni receptory

Fetalni bovinni sérum
mono-2-ethylhexyl ftalat
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
organochlorové pesticidy

Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj (Organisation for

Economic Co-operation and Developement)
polyaromatické uhlovodiky
polybromované bifenyly

polybromované difenylethery
polychlorované bifenyly

syndrom polycystickych vajecnikli
perzistenti organické polulanty

bunééna linie hepatocelularniho karcinomu
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12 SEZNAM PRILOH

» Thermo Scientific Nunc Flat Bottom 96-well Black and White Polystyrene Plates

Flat-Bottom 96-well black and white polystyrene plates are optimized for
robotics, plate readers and liquid handling systems.

Our plates are high quality for consistent and reliable resitts.

details

+ Background, autofluorescence and crosstalk are reduced when you use Nunc Black or
White microplates

» Black microplates are recommended for fluorescence measurements; with minimum
back-scattered light and background fluorescence

" 01 » White microplates are recommended for luminescence measurements; with maximum
. ==y reflaction and minimal autoluminescanca
A + Cell Culture Treated: The Nunclon™ Delta Cell Culture treated surface Is a hydrophilic
: surface that promotes cell attachment and growth
| 0 w8 + Working volume range: 50 to 250 pL/well
* Y Y Compliance: All Thermo Sclentific microplates meet the recommendation of
s 2 American National Standards Institute (ANSI) (ANSIKSBS 1-2004).
A B R Y
mm
Total height of plate 14503
H2  Vertical distance from inside 36
well bottom to resting plane
H3  Inside depth of well 1.2
H4  Vertical distance from extemal 21
well bottom to resting plane
HE  Height of flange 27
D1 Well dameter, top 7.05
D2 Well dameter, bottom 655+ -04
F1  Depth of flange 20

Flat Bottom 96-well Black and White Polystyrene Plates

Total Vol., pL | No.perPack  No, PerCass

136101* Cel Culture 96F White 400 Yes Yes 1 50
136102* Cel Culture 96F White 400 Yes | Yes 10 160
137101* Cell Cufture 96 F Black 400 Yes Yes 1 50
137103* Cell Culture 96F Black 400 Yes | Yes 10 160
236105 Nan-Treated 96 F White 400 Yes ‘ Yes 1 50
236107 Non-Treated 96F White 400 Yes | Yes 10 180
236108 Nan-Treated 96F Whits 400 No ' No 10 180
237105 Nan-Treated 96 F Black 400 Yes Yes 1 50
237107 Non-Treated 9BF Black 400 Yes Yes 10 1680
237108 Non-Treated 9B F Black 400 No No 10 180
7418 Microlite TCT 06F White 330 Yes No 1 50
**Certified
Mo www.thermoscientific.com

Ptiloha 1: Protokol 96-jamkové desticky od vyrobce (ThermoFisher Scientific)
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