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ABSTRAKT

Endokrinni disruptory patii mezi vyznamné polutanty Zivotniho prostfedi. Nebezpecné jsou
jak pro clovéka, tak pro jiné organismy, tim, ze ovliviiuji jejich hormonalni systém.
Do prostfedi se dostdvaji pfi vyrobe, pouzivani a likvidaci nékterych chemickych latek,
mohou vSak byt ineantropogenniho pivodu. Cilem této prace je podat stru¢ny pichled
0 moznych zptsobech stanoveni pfitomnosti ekotoxickych latek v Zivotnim prostiedi se
zamé&fenim na endokrinni latky, ato pomoci invitro testi ekotoxicity. Tyto testy misto
testovacich organismt vyuzivaji bunécnych kultur. V praci jsou popsany principy testd
ekotoxicity na bunééné urovni, jako jsou testy bunééné viability, proliferace, metabolické
aktivity bun¢k a také DNA microarrays. Podstatnd ¢ast prace je zaméiena na moznosti
stanoveni pfitomosti pravé endokrinnich disruptorti pomoci vybranych testl, a to testu vazby
ligandu na receptor, testu s reportérovymi geny (rekombinantni kvasinkové testy a testy
s liniemi bunék ziskanych ze savci) atestu proliferace bunék, tzv. E-screen. Vyznam
a opodstatnéni vyuziti testl k prokazani endokrinnich aktivit environmentalnich matric je
uveden na ptikladech studii, ve kterych byly tyto testy pouZity.

ABSTRACT

Endocrine disrupting compounds among significant environmental pollutants. They are
dangerous both for humans and other organisms by affect their hormonal system. They enter
the environment during production, use and disposal some chemicals, but they may be
of natural origin. The aim of this work is to give a brief overview of possible methods
of determination of the presence of ecotoxic substances in the environment, using the in vitro
toxicity assays. These tests use cell cultures instead of test organisms. The work describes
principles of ecotoxicity tests at the cellular level, such as cell viability assays, cell
proliferation assays, assays based on the metabolic activity of cells or DNA microarrays.
A significant part of this work is focused on the possibilities of determination of endocrine
disruptors by selected assays. They are ligand binding assays, reporter gene assays
(recombinant yeast assay, mammalian-based reporter gene assays) and cell proliferation assay
called E-screen. Significance and rationale use of tests to prove the endocrine activities
in environmental matrice is given through examples of studies in which the tests were used.
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1 UVOD

Neékteré chemické latky jsou schopné interagovat s endokrinnim systémem organismu. Jedna
se predevsim o slouéeniny antropogenniho puvodu pouzivané napi. jako pesticidy, hnojiva,
nékteré farmaceutické ptipravky, aj., které nepfiznivé ovliviiuji hormonalni systém
organismd. Spolu slatkami ptirodniho puvodu vykazujicimi stejné vlastnosti se fadi
do skupiny endokrinnich disruptorti. Endokrinni disruptory jsou nebezpeéné uz jen tim, Ze
Casto pusobi jiz pfi nizkych koncentracich. K urceni, zda se ve vzorcich ziskanych z zivotniho
prostiedi nachdzi endokrinni disruptory, jsou vyuzivany ekotoxikologické biotesty, a to
pfedev§im na buné¢né trovni, tzv. invitro biotesty. Bunky se pouzivaji proto, aby bylo
mozné snizit poCty testovacich organismii, ale 1 objemi latek k testim potiebnych.

Ekotoxikologické biotesty vyuzivajici bunéénych kultur, tzv. testy cytotoxicity, vyuZzivaji
nejcastéji rybich nebo sav¢ich bunék. U bunék se zkouma jejich reakce na piitomnost
chemickych latek prostfednictvim sledovani jejich zivotaschopnosti, proliferace, metabolické
aktivity alze vyuzit i DNA mikro¢ipi inkorporovanych do DNA bunky. Mezi testy
zivotaschopnosti se fadi kolorimetrické metody vyuZzivajici barviva k detekci porusené
bunécné stény, kterou maji buiiky napadené nebo mrtvé. Testy bunécné proliferace jsou Casto
zalozeny na biuretové reakci, méfeni ATP nebo inkorporaci vhodné slouceniny do bunééné
DNA. Pritestu metabolické aktivity bunék dochédzi k pfeméné davkované slouceniny
na stanovitelny metabolit, tento proces je vétSinou detekovan opét napft. spektrofotometricky.
Metoda DNA mikrocipti vyuziva genové exprese.

Testy ekotoxicity zaméfené na endokrinni disruptory zahrnuji test vazby ligandu
na receptor, kvasinkové testy, testy na bunécnych liniich ziskanych z obratlovcii nebo testy
bunécné proliferace. 1 kdyz tyto testy nedokazi zcela postihnout vSechny ucinky testované
latky, jsou systémem, ktery dokéze odhalit pfipadny mechanismus ucinku toxickych latek
a takto 1 potencidlni projev posSkozeni na vyssi, neZ buné¢né urovni. Proto se pouzivaji jako
vCasny screening.



2 EKOTOXIKOLOGIE A EKOTOXICITA

2.1 Ekotoxikologie

Pojem ekotoxikologie zavedl roku 1969 francouzsky toxikolog René Truhaut. Jde
o interdisciplinarni védni obor, ktery kombinuje znalosti z oblasti ekologie a toxikologie.
Zabyva se vlivem toxickych latek, které mohou byt antropogenniho i piirozeného puvodu,
na zivé organismy, kdy zohlediiuje jejich vztahy s prostfedim, ale i jejich vzajemné vztahy
na urovni populaci, spolecenstev a ekosystémiu [1].

Ekotoxikologie si klade zahlavni cil poznat disledky interakci zivych organismu
s chemickymi latkami, které mohou byt toxické, v prostiedi na vSech urovnich. Tyto poznatky
pak vyuziva kracionalni ochrané zivych organismu, jejich populaci, spoleCenstev
a ekosystémi pied chemickym znecisténim [2]. Dalsi oblasti, kterou se eckotoxikologie
zabyva, je vyvoj metod umoziujicich charakterizovat vliv latek na organismy zivotniho
prostiedi [3].

2.2 Ekotoxicita

Ekotoxicita je legislativné zavadéna jako nebezpecna vlastnost v oblasti odpadt a mohou ji
vykazovat nékteré chemické latky, pesticidy, hnojiva, odpady a 1é¢iva v nich obsazené. Jedna
se 0 latky, které toxicky plisobi na zivotni prostiedi jako celek nebo na Zivé organismy.

Jako vlastnost H14 — ekotoxicita je definovana ve vyhlasce €. 376/2001 Sh. ve znéni
vyhlasky ¢. 502/2004 Sh. 0 hodnoceni nebezpeénych vlastnosti odpadt. Vykazuji ji odpady,
které piedstavuji nebo mohou piedstavovat akutni ¢i pozdni nebezpeci pro jednu nebo i vice
slozek zivotniho prostiedi.

Ve vlastnosti ekotoxicita je pozitivni ten odpad, jehoZ vodny vyluh ve zkouskach akutni
toxicity vykazuje proalesponi jeden z testovacich organismi piiuréené dobé pisobeni

testovaného odpadu na testovaci organismus hodnoty LC(EC,IC)50<10 mLI". Testovaci

organismy jsou Poecilia reticulata nebo Brachydanio rerio po dobu pisobeni 96 hod.,
Daphnia magna po dobu pisobeni 48 hod., Raphidocelis subcapitata (Selenastrum
capricornutum) nebo Scenedesmus subspicatus po dobu 78 hod. asemena Sinapis alba
po dobu pisobeni 72 hod. [4].

Latky, které jsou toxické pro zivotni prostiedi, ale nemusi vykazovat tuto legislativou
stanovenou vlastnost, protoze takto definovand ekotoxicita nepostihuje vSechny mozné
toxické ucinky latek na Zivotni prostedi. Soubor stanovenych testil je vhodny pouze pro latky
rozpustné ve vodé, ale velké mnozstvi toxickych latek je ve vodé Spatné nebo malo
rozpustnych [3].



3 TESTY EKOTOXICITY

3.1 Definice testii ekotoxicity

Kontaminanty vstupujici do zivotniho prostifedi pochdzeji pievazné z antropogennich zdroju,
jejich pfisun byva neustaly a jejich koncentrace ¢asto stoupa nad Groven prirozeného pozadi.
Nezastupitelnou roli ve zhodnoceni stupné znecisténi zaujima chemicka a fyzikalni analyza,
ktera umoziuje S vysokou ptesnosti stanovit ivelmi mala mnozstvi nezadoucich latek
ve vzorku. Analytické metody ale neposkytnou odpovéd na vSechny otazky tykajici se
xenobiotik, tj. latek antropogennich, kdy nelze spolehlivé piedpovédét jejich toxicky vliv
na rizné formy zivota. Smési toxikantii pak zpravidla neposkytuji ucinek, ktery by odpovidal
pouhému souctu toxickych vlivli jednotlivych slozek atak nemtzeme pifedem odhadovat,
zda bude smés vykazovat synergicky nebo antagonisticky efekt. Proto jsou vyuzivany
biologické metody stanoveni toxicity, tzv. biotesty. Biotesty jsou nespecifické aje u nich
pozadovana jednoduchost, snadnd proveditelnost, reprodukovatelnost vysledki a nizké
ekonomické naklady.

Biotesty jsou navrhovany tak, aby indikdtorovymi organismy byly typické druhy
zastupujici nejvyznamnéjsi slozky daného ekosystému. Bioindikdtory mohou na pfitomnost
toxikantu reagovat napi. zménou nékteré fyziologické funkce, zménou pohyblivosti, ristu
nebo reprodukce. V krajnim ptipadé mtize nastat uhyn organismu.

Toxicita urcité latky mlze byt prorizné organismy odlisna, proto je dulezité
pfi zobeciiovani ziskanych informaci postupovat velmi opatng. Casto se ke zvyseni
objektivity testovani pouziva soubor nékolika biologickych druht rtizné slozitosti a trofické
urovné [5].

3.2 Testy toxicity dle doby expozice

Testy jsou nejcastéji klasifikovany dle doby expozice, po kterou testovana latka pisobi
na testovaci organismus. Tato doba je riznoroda, zavisi na konkrétnim organismu a druhu
zkoumané chemické latky. Toxické ucinky pak mohou také byt kratkodobé (akutni)
¢i dlouhodobé (chronické). Stejna latka v riizném mnozstvi mize také vyvolat vice typl
ucinku [6].

3.2.1 Akutni testy toxicity

Tyto testy slouzi k hodnoceni uéinku toxickych latek na organismy béhem kratkého obdobi
jejich Zivota pfi jednorazovém podani. Posuzuji efekty toxikantli v obdobi béhem dvou tydnt
nebo i v kratsim ¢asovém useku (Casto i méné nez 24 hodin, nejéastéji pak 24 az 96 hodin).
Stanovuje se umrtnost (mortalita), z vysledkti se pak urc¢i koncentrace nebo davka, pii niz
uhyne pravé 50 % testovacich organismi, ktera se vyjadiuje jako LC50 nebo LDS5O0.
Vysledkem piisobeni takové toxické latky je akutni Gc¢inek. Akutni toxicita dané latky Casto
velmi zdvisi natypu expozice, je tedy nutné rozliSovat, jakym zplUsobem byla latka
pii experimentu podana atento udaj pak musi byt spolu s charakterizaci testu uveden
u hodnoty stanoveného indexu [7], [8].

3.2.2 Subakutni testy toxicity (subchronické)
Pti téchto testech jsou organismy opakované, obvykle jednou denné, vystavovany dané latce
nebo kombinaci latek, ato podobu 28 az 90 dnl. Davka testované latky byva nizsi

9



nez U akutnich testt. Testy subchronické toxicity slouzi ke stanoveni biologického téinku
toxikantu, ke zjisténi jeho kumulativniho u¢inku a moznych patogennich zmén organismu.
Lze ziskat hodnoty NOAEL (No Observer Adverse Effect Level), tj. takova davka, pfi niz
jesté nebyl pozorovan skodlivy uéinek, a LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level),

v

3.2.3 Chronické testy toxicity

Chronické testy toxicity se vyuzivaji pro dlouhodobé testovani G¢inku latek na organismy,
béhem vyznamné ¢asti jejich zivotniho cyklu, obvykle déle nez 90 dni. K navrzeni
chronického testu toxicity slouzi vysledky testu subchronického, také proto, ze chronické
testy jsou velmi narocné na Cas i penize. Vysledkem jsou informace 0 dlouhodobém ptlisobeni
latky na organismus. Vysledky testi mohou také slouzit k ur¢eni hodnot NOAEL a LOAEL

[7], [8].

3.3 Testy prvni generace

Tuto generaci testll predstavuji testy klasické, standardni, s konvenénimi metodikami, jez jsou
zaloZeny na akutnich testech toxicity na organismech chovanych v laboratofi. Testovana latka
se aplikuje alespon na tfi druhy organismt, dochazi tedy k paralelnimu testovani, které¢ se
oznacuje jako zakladni baterie testi. Ty jsou zalozeny na poznatcich 0 propustnosti a stavbé

buné¢éné stény ruznych organismu (destruent, producent a konzument). Nejpouzivanéjsi jsou
testy na bakteriich, fasach, semenech, bezobratlych (napt. korysi) a rybach [9].

3.4 Testy druhé generace

Jedna se 0 alternativni biotesty, jinak také mikrobiotesty. Pivodné byly pouze vylepSenim
standardnich testd toxicity, ale postupné dochazelo k jejich standardizaci, proto jsou dnes
nékteré alternativni biotesty béZnou soucasti sad biotestli. Tyto testy vyuzivaji minimalni
mnozstvi objemil potfebnych pro testovani, kladou minimalni pozadavky na laboratorni
prostory i vybaveni, proto jsou nazyvany miniaturnimi testy. Diky malé spotieb¢ testovanych
roztokll jsou vhodné k provedeni vice testii paralelné a v pfipadé potieby i opakovani testu.
Testy jsou dostupné, pomérné levné a rychlé na realizaci, 1ze je pouzivat i kK hodnocené akutni
toxicity a odhadu environmentalniho rizika sloucenin [9], [10], [11].

V sirsim slova smyslu v oblasti toxikologie a ekotoxikologie jsou alternativni metody
testovani takové metody, které rychle poskytuji dostatecné informace o toxickych
anezadoucich ucincich chemickych latek, jsou méné nakladné a omezuji pocet testi
na obratlovcich, ato vSe s dostate¢nou kapacitou. Navic tyto metody spliiuji podminky
tzv. ,,3R“ — nahrazeni, redukce nebo vylepseni podminek pro vyuziti zvitat v testech (replace,
reduce, refine). Alternativni metody tedy zahrnuji testy invivo naorganismech
(animalni), testy invitro natkanich ¢i bunkach a pocitacové modely in silico. Musi také
poskytovat stejné nebo lepsi informace nez metody standardni na pokusnych zvifatech [12].

3.4.1 Animalni biotesty — in vivo

Byly vyvinuty na zékladé snahy snizit poCty testovacich organismi, nebo je zcela nahradit
alternativou, proto se misto obratlovct pouZivaji jejich vajicka ¢i rand vyvojova stadia,
ptikladem je test vyuzivajici vajicka a embrya obojzivelnikl, nejbéznéji se pti testu FETAX
(Frog Embryo Teratogenity Assay Xenopus) pouziva drapatka vodni (Xenopus laevis), dale se
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provadi testy na rybich embryich, popt. se minimalizuje pocet testovacich organismu a timto
i objemu testovanych latek. Vyuzivaji se také cysty, ephipia, kdy se klidova stadia organismu
nechaji vylihnout a na vylihnutych zivocisich se pak provadéji testy. Je tak minimalizovan
pocet jedinct v testu vyuzitych. Déle se vyuzivaji imobilizované a lyofilizované skupiny
organismi, jako je napf.Vtestu nalyofilizovanych kulturach moiské bakterie Aliivibrio
fischeri (dtive Vibrio fischeri) [6], [11].

Chov testovacich organismi je casto naro¢ny jak naobsluhu, nalaboratorni misto
i na spotiebu chemikalii, proto je nékdy vyhodné&jsi nepouzivat organismy z vlastnich chovi.
Z toho divodu jsou na trhu komeréné dostupné sady tzv. toxkity (mikrobiotesty). Jedna se
0 sady organismi v klidovém stadiu, laboratornich potieb a chemikalii v jednom baleni,
napi. s klidovymi stadii hrotnatek Daphnia magna Daphtoxkit nebo Thamnotoxkit piipadné
ProToxkit vyuzivajici koryse, popf. nalevnika [11].

3.4.2 Neanimalni biotesty
Neanimalni metody testovani zahrnuji testy in vitro na tkanich a bunkach a predikéni modely
na pocitacich, tzv. testy in silico.

3.4.2.1 Invitro
Jedna se o testy na bunécné tirovni, které jsou vyuzivany predevs§im k teoretickému objasnéni
ucinku toxické latky. Bunécéné kultury se diive ziskdvaly z tkani ryb, tato metoda je vSak
nestandardni a $patné reprodukovatelnd, proto se dnes vyuzivaji stabilni bunécné linie, které
umoziuji snadné ,,rozpéstovani“, uchovani v hibernovaném stavu.

Vyhodou testi na bunéénych kulturach je jejich vysoka citlivost a reprodukovatelnost,
nizké finan¢ni ic¢asové naroky. Nevyhodou je, ze systémy invitro nemohou nahradit
enzymaticko-imunitni systém zivého organismu [6].

3.4.2.2 Insilico

Metody testovani in silico, jinak také odhady vypoctem, vyuZzivaji rozsahlé soubory dat
ziskané z testovani pomoci standardnich i alternativnich animalnich testovacich metod.
Nejcastéji se vypocetni modely tvori zobecnénim udaji ziskanych pokusem pomoci technik
analyzy QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships, tj. kvantitativni vztahy mezi
chemickou strukturou a biologickou tG¢innosti chemickych latek).

Jedna se ometodu analyzy souboru experimentalnich tdaji o velikosti biologickych
a fyzikaln¢ chemickych vlastnosti chemickych latek pomoci matematické statistiky. Dany
soubor udaji se muze tykat jak série latek, které jsou si strukturné podobné (homologicka
série), tak latek strukturné rtiznorodych (heterogenni série). Odvozeni QSAR modelu je tim
lepsi, ¢im je dana série vétsi. Oblast pouzitelnosti modelu je vymezena rozsahem hodnot
biologickych a fyzikalné chemickych vlastnosti pouzitych k jeho tvorbé. Model QSAR pak
kvantitativné vyjadfuje vztah mezi velikosti zmény biologické Uc€innosti a velikosti zmény
struktury molekuly (napf. zmény substituentt) [13].

Dale se vyuzivaji kinetické fyziologické simula¢ni modely (PBSM — Physiologically-Based
Simulation Models), modely zaloZené na biologické podobnosti a alometrickych rovnicich,
expertni systémy zalozené na souborech znalosti a pravidel, modely vytvoiené technikami
molekulové grafiky a nakonec kombinace riznych model s umélou neuronovou siti (ANN —
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Anrtificial Neural Network). U téchto testovacich metod musi byt uvedena pravdépodobnost
jejich spravnosti, protoze se vysledky mohou od skute¢nosti rizné lisit. Do spravnosti odhadu
vypoctem se mohou promitnout faktory jako podminky expozice, nemoci a jejich 1éceni,
zivotni historie, vek, apod. [12].

3.5 Testy tireti generace

Tteti generaci ekotoxikologickych testil pfedstavuje vyuziti tzv. biomarkerti. Tato metoda ma
puvod v toxikologii ¢lovéka, kde se osvédc¢ila K urCeni miry vystaveni lidského organismu
specifickym chemikaliim nebo jako indikator v€asného varovani pted specifickymi nemocemi
a syndromy. Dilezitou podminkou pfi pouziti biomarkerti je ptedpoklad dobré znalosti
biologie testovaciho organismu, coZz zvySuje pravdépodobnost spravné odpovédi organismu
prostfednictvim zmén daného biomarkeru [14].

Biomarkery jsou soucasti biomonitoringu zivotniho prostiedi, kde jsou ke zjisténi
pfitomnosti Skodlivé latky pouzivany indikacni organismy (bioindikatory). Pfitomnost
toxikantu vyvola stresovou reakci bioindikatoru a dochazi k produkci, popt. alteraci
fyziologickych hladin, jiz zminéného biomarkeru. Biomarker je tedy jakakoliv odezva
testovaciho organismu na toxickou latku pfitomnou V prostiedi, tato odezva mize byt
biochemicka, fyziologicka, histologicka, nebo muize jit o0 zménu v chovani organismu.

Biomarkery jsou dvojiho druhu. Biomarkery expozice indikuji expozici organismu
toxikantem ¢i jeho metabolitem, nepodavaji ale informaci o stupni arozsahu vyvolaného
poskozeni. Biomarkery efektu indikuji skodlivé ucinky nebo zmény na urovni organismtl,
jsou tedy projevem poskozeni organismu. Mohou poskytovat vcasné varovné signaly
0 poskozeni zdravi organismu nebo o naruSeni zivotniho prostfedi. Piikladem takového
biomarkeru je enzym cholinesteraza zodpovédny za pienos nervovych vzruchu, piitomen je
I v krvi. Pfi expozici testovaciho organismu organofosfatovym insekticidim dojde k inhibici
a poklesu aktivity daného enzymu [15], [16].

3.6 Testy Ctvrté generace

Dalsi z metod ekotoxikologického testovani je pouZziti biosenzorli. Jde o analytické
zatizeni, které poskytuje elektronicky signal pfimo Uumérny koncentraci daného analytu
ve vzorku, slozené zprvku biologického puvodu (mikroorganismus, enzym, protilatka,
oligonukleotid, biomembrana, bunééna organela, tkan), ktery je soucasti nebo je Vv té€sném
kontaktu s fyzikalné-chemickym pievodnikem (elektrochemicky, opticky, piezoelektricky
a akusticky, kalorimetricky). Biosenzory jsou vysoce citlivé, maji nizké provozni néaklady
a spotfeby vzorkl, vyrazné nezasahuji do rovnovahy studovanych systémd. V ekotoxikologii
jsou vyuzivany prevazné¢ optické biosenzory, zalozené na interakci svételného zateni
s chemickymi latkami, konkrétné se vyuzivaji techniky jako je fluorescence, luminiscence
a absorbance.

Pfi luminiscenci dochazi dtsledkem chemickych reakci k emisi svétla z molekuly
V excitovaném stavu, intenzita tohoto svétla je zavisld na case (v ur€itém okamziku prochdzi
maximem) akvantovy vytézek luminiscence odpovida poctu vyzarenych fotont
a excitovanych molekul.
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Bioluminiscence je emisi svétla pfi biochemické reakci v Zivém organismu a obvykle se ji
ucastni enzym luciferaza, ktery Stépi substrat luciferin (rGzné druhy podle pouzitého
organismu). Béhem S$tépeni dochazi k emisi svétla.

Biosenzory vyuzivajici bioluminiscence jsou vhodné napft. k citlivé detekei tézkych kovi
(rtut’, arsen), kdy se vyuziva bakterie Escherichia coli, nebo ke stanoveni vapenatych iontd
(druhy Aequora a Obelia) [17], [18].
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4 TESTY EKOTOXICITY IN VITRO

Jedna se 0 neanimalni testy druhé generace, které Uipln€ nahrazuji testovaci organismy jejich
in vitro alternativami. Namisto testovacich organismi vyuzivaji pouze buiky, tkdné nebo
izolované organy. Spojeni invitro pochazi z latiny aznamena ,,ve skle“, kdy jsou testy
provadény ve zkumavce, na Petriho misce nebo laboratornim sklicku, vyuzivaji tkanovych
kultur a bunéénych linii [19].

Buiiky byly vybrany proto, Ze k pocatecni interakci mezi chemickou latkou a biologickym
systétmem dochéazi pravé na bunééné Urovni. Lze tedy ocekavat jejich reakci po vystaveni
toxikantu. Pravé tato odezva je pak vychozim bodem fetézce reakci, které vedou
k ekologickym zménam. Vztahy mezi toxickymi efekty na odliSnych urovnich biologické
organizace jsou spiSe komplexni nez jednoduché ane vSechny procesy odehravajici se
v bunikach maji patologicky vyznam, ale jsou pouze adaptivni a nevedou tedy k poskozeni
a nésledné smrti bunky.

Studie nabunéénych strukturach piedstavuji vhodny piistup k detekci obecného
mechanismu toxicity. Buiiky, diky své reakci na chemickou latku v prostiedi, se vyuzivaji
ke v¢asné a citlivé detekci chemickych latek v prostiedi, proto jsou bunéné reakce také
uspésné vyuzivany jako biomarkery expozice [20].

4.1 Cytotoxicita

Chemické latky, které vyvolavaji poskozeni bunky, jsou cytotoxické. Cytotoxicita je
schopnost chemické latky zplsobit bunéénou smrt jako disledek zmén v bunééném chovéni
a Vv bunéénych procesech. Cytotoxiny mohou zplsobovat vratné nebo nevratné ucinky,
a to akutni, nebo chronické [21].

Bunky, které byly vystaveny cytotoxické latce, mohou reagovat riznymi zptsoby. Bud’
jsou tyto latky metabolizovany a v dané bunééné linii nedochézi k zadnym pozorovatelnym
ucinkiim, nebo, jak je tomu u vétSiny bun¢k, dochazi po kontaktu s toxickou latkou k jejich
nekroze i apoptoze.

Nekroza nastava po expozici bunék podminkdm, které se extrémné 1isi od fyziologickych
podminek, nebo sloucenindm poskozujicim buné&né membrany. Nejprve dojde ke zhorSeni
schopnosti bunky udrZzovat homeostdzu, atim k pruniku vody a extracelularnich iontu.
Nasledn¢ cela bunika, vCetné nitrobunéénych organel, nabobtna a praskne, dochazi
K tzv. bunécné 1lyze. Po zhrouceni plazmatické membrany je cytoplasma, vcetné
lysozomalnich enzymi, uvolnéna do extracelularni tekutiny. Ke stanoveni stupné nekrozy je
sledovana aktivita téchto enzymu v extracelularnim médiu.

Narozdil od nekrézy, kapoptoze dochézi zaplsobeni normalnich fyziologickych
podminek a buiika je aktivnim ucastnikem své programované smrti. Apoptdza je vyvolana
fyziologickymi signaly, napf. zménami v hormondlnim prostfedi butiky, nebo apoptickymi
slou¢eninami, jako je kyselina maselna nebo kamptotecin [22].

4.2 Testy cytotoxicity

Testovani cytotoxicity je rychlé, standardizované, citlivé a pomérné nendkladné. Vyuziva se
Kk urceni toho, zda je chemicka latka toxicka nebo netoxicka, je vhodné pro screening. Testy
cytotoxicity se déli do nékolika skupin dle toho, co dana toxicka latka v bunce ovliviiuje.
Nejcastéji jsou pro hodnoceni ekotoxicity pouzivany rybi nebo savci bunééné linie.

14



4.2.1 Testy prokazujici viabilitu bunky

Viabilita (zivotaschopnost) bun¢k je definovana jako schopnost bunék mnozit se a vykazovat
metabolickou aktivitu v danych podminkach. Je jednim ze zékladnich parametrd, které se
pfi praci s bunéénymi kulturami stanovuji. Kritériem pro hodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k je
nejcastéji stav (integrita) cytoplazmatické membrany. U Zivych buné¢k je neporusena (intaktni)
avoln¢ nepropousti ani malé molekuly skladnym nebo zapornym nabojem. Proto se
pfi posuzovani neporuSenosti membrany vyuzivaji pravé barviva s nizkou molekulovou
hmotnosti nesouci kladny nebo zaporny naboj. Dojde k zabarveni pouze takovych bunék,
které maji porusenou membranu (mrtvé buiiky). Podle povahy barviva se viabilita posuzuje
ve svételném, nebo fluorescenénim mikroskopu. Dal§i moznosti je sledovani uvolnéni
barviva, popf. izotopu, ktery viabilni buniky bézné zadrzuji nebo stanoveni katalytické aktivity
vnitrobunéénych enzymi v kultivaénim médiu [23], [24].

4.2.1.1 Tests neutrdlni éerveni

Neutralni ¢erven (3-amin-7-dimethylamin-2-methylphenazin hydrochlorid) je slabé bazicke,
ve vodé rozpustné, supravitdlni barvivo, které se hromadi v lysozomech zivotaschopnych
bunck.

Test s neutralni ¢erveni (NR assay, Neutral Red assay) je zalozen na inkorporaci barviva
do lysozomi zivych bun€k, barvivo se dobunky dostane pasivnim transportem
ptes plasmatickou membranu. Akumulace neutrdlni ervené do lysozomt je umoznéna bud’
jeji vazbou na pevné kyselé skupiny uvnité lysozomalni matrice, jako jsou polysacharidy,
nebo vychytanim barviva do kyselého prostiedi lysozomu [25].
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Obrazek 1: Chemicky vzorec neutrdlni cervené [26].

Buniky vyuzivané pro test s neutralni Cerveni jsou zmrazeny v tekutém dusiku, v ptipadé
potieby se nechaji roztat, jsou resuspendovany a preneseny do kultivaéni banky, kde rostou
amnozi se. Po pfidani roztoku trypsinu dochazi k resuspendaci bunék v médiu, bunky jsou
pocitany a naoCkovany na 96jamkovou desti¢ku. Testovana latka se piida do jamek, kdy
kazda deska obsahuje 12 kontrolnich jamek naplnénych rozpoustédlem. Testovana latka je
odstranéna dekantaci a desticky jsou proplachnuty pufrovanym fyziologickym roztokem,
ktery vymyje zbytky testovaného materidlu. Nasledné je pfidan roztok neutrdlni cervené
a desticky se inkubuji pfi standardnich kultivacnich podminkach, aby doslo k absorpci
barviva bunikami. Po 3 hodinach se piebytek neutralni ¢ervené dekantuje a do vSech jamek je
pfidano rozpoustédlo, které extrahuje barvivo obsazené v buitkach (mrtvé nebo poSkozené
buiiky barvivo neudrzi). Na konec se mefi absorbance kazdého vzorku pfti specifické vinové
délce. Ziskané hodnoty se pouzivaji ke stanoveni zivotaschopnosti kazdé jamky ve srovnani
s jamkami kontrolnimi [27].
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4.2.1.2 Tests trypanovou modrii

Trypanova modi je kyselé azobarvivo bézné pouzivané k rozliSeni Zivotaschopnych

a nezivotaschopnych bunék. Je to znamy zvifeci karcinogen a experimentalni teratogen.
Trypanovd modi je zzivych bunék aktivné transportovana ptes bunéénou membranu,

smisenim bunécné suspenze s roztokem barviva tak zlistavaji zivé buniky bezbarvé a mrtvé se

obarvi modie [25].
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Obrazek 2: Chemicky vzorec trypanoveé modrl [28].

Test s trypanovou modii (TBE assay, Trypan Blue Exclusion assay) je jednim z nejstarSich
a nejbéznéjsich metod pouzivanych k méteni zivotaschopnosti bunék. Bunécnd membrana je
pro tuto molekulu za normalnich podminek neprostupna, a proto barvivo vstupuje pouze
do bunék s poskozenymi membranami. Po vstupu do bunky se trypanova modi vaze
na bunécné proteiny a buika modra. Tento test tak umozituje pfimou identifikaci zivych,
tj. bezbarvych, a mrtvych bun¢k (modré) v dané populaci.

Moznym nahrazenim trypanové modfi je napf. pouziti propidium jodidu (Pl) nebo
akridinové oranzi, coz jsou barviva, kterd se vdzou na nukleové kyseliny. Akridinova oranz
prostupuje bunécnou membranou vSech bunék a zpusobuje zelenou fluorescenci, zatimco
propidium jodid generuje cervenou fluorescenci pouze umirajicich ajiz mrtvych bunék.
Pokud jsou ob¢ barviva pouzita soucasné, vykazuji zivé bunky pouze zelenou fluorescenci
a mrtvé pouze ¢ervenou. Mimo propium jodid Ize pouzit ijind barviva, jako jsou ethidium
bromid, 7AAD (7-aminoaktinomycin D), SYTOX green, SYTOX red a DRAQS5.

Detekce viability bunék lze vyhodnotit pomoci pritokového cytometru, nebo
fluorescenéniho mikroskopu [29].

4.2.1.3 Tests fluorescein diacetitem

Fluorescein diacetdt (FDA) je lipofilni nefluorescencni sonda prochdzejici volnou difuzi
do buiiky, kde je zadrzovana a koncentrovana. Pokud je cytoplazmaticka membrana poruSena,
fluorochromy jsou vyplavovany zpét do extracelularniho prostoru. FDA je jednou
z nejstarSich sond kurcovani viability bunék vykazujicich po intracelularni preméné
fluorescenci. Pronika do vSech bungk, ale pouze zivé bunky jsou schopny jej zadrzet a pomoci
enzymu esterazy hydrolyzovat na fluorescenéni barvivo fluorescein zelenozluté barvy.
Detekce se provadi pomoci fluorescenénich pritokovych cytometra [30].

It
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Obrazek 3: Chemicky vzorec FDA [31].
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4.2.1.4 Tests laktat dehydrogendzou

Laktat dehydrogenaza (LDH) je stabilni cytoplazmaticky enzym pfitomny ve vSech bunkéch.
Pokud je plazmatickd membrana bun¢k porusend, dojde k jeho uvolnéni do extracelularniho
média. Jedna se 0 optickou metodu vyuzivajici chromoforu, je jednoducha, rychla, spolehliva,
nenakladna a poskytuje reprodukovatelné vysledky.

Test probiha ve dvou krocich. Nejprve LDH katalyzuje redukci NAD™ (nikotinamid adenin
dinukleotidu) na NADH aH" zasoucasné oxidace laktatu na pyruvat. Nasledné¢ enzym
diafordza vyuZziva nové vzniklé NADH a H* ke stechiometrické katalyze redukce tetrazoliové
soli na ¢ervenou formazanovou sul. Vytvofeny formazanovy chromofor je ve vod¢ rozpustny
ama absorpéni maximum pii490 nm, intenzita absorbance je pak Umérna mnozstvi
poskozenych bunék. Test se vétsSinou provadi na testovaci destice s 96 jamkami [32].
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Obrazek 4: Schéma kvantitativniho stanoveni LDH.

Enzymu LDH vyuziva i Warburglv opticky test. Jedna se o spektrofotometrické stanoveni
nariistu absorbance pii 340 nm. Test je zaloZen narozdilnych absorpénich schopnostech
NAD* a NADH, které jsou diany zménami nikotinamidového kruhu pii oxidaci a redukci.
Nejprve se poméii absorbance vzorku, pfidd se LDH a dojde k pfeméné NAD* na NADH
a absorbance tedy vzroste [33].

4.2.2 Testy ovlivitujici bunécnou proliferaci

Bunééna proliferace je proces déleni bunék, oznacuje se také jako bunéény rist (cell growth),
je zékladem reparacnich a regeneracnich pochodi a predpokladem bunécné distribuce. Testy
bunécné proliferace se soustfedi na méfeni poctu bunék nebo na zménu podilu bunek, které se
déli. Slouzi k testovani G¢inkl farmaceutik nebo ristovych faktori hodnoticich cytotoxicitu
nebo zkoumajicich okolnosti bunééné aktivace. Testy se soustiedi na stanoveni celkového
bunécného proteinu, meéfeni DNA nebo ATP (dnes je upfednostiiovdno meéfeni pomeéru
ATP/ADP, ktery je u viabilnich bunék konstantni) [24].

Pro stanoveni bunécné proliferace pomoci celkového bunééného proteinu lze vyuZit
napft. kolorimetrické testy, které se déli do dvou skupin podle typu chemické reakce: testy
zahrnujici vazbu médnatého kationtu na protein zatvorby chelatu se sekundarni detekci
pomoci snizeni koncentrace médi atesty zalozené na piimé reakci proteinu s barvivem
detekované ptimo zménou barvy [34].

4.2.2.1 Biuretovd reakce

Jde otest zalozeny nareakci proteinti s médi, tzv. biuretové reakci. Piini v alkalickém
prostiedi reaguje méd’naty iont (stabilizovany jako vinanovy komplex) s proteinem nebo jeho
Stépnymi produkty. Peptidy, které obsahuji tfi a vice aminokyselinovych zbytka, tvofi
barevné chelaty s Cu?* ionty.
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Jednoduché aminokyseliny a dipeptidy reakci neposkytuji, tripeptidy a vétsi polypeptidy
nebo proteiny reaguji za vzniku svétle modrého az fialového komplexu, ktery absorbuje
svétlo pfi vinové délce 540 nm. Jeden méd’naty iont tvoii koordina¢ni komplex se Ctyfmi az
Sesti nejbliz§imi peptidovymi vazbami. Intenzita zbarveni vzniklého komplexu je déna
poctem peptidovych vazeb poskytujicich reakci.

Biuretova reakce je zadkladem pro jednoduché arychlé stanoveni celkového bunécného
proteinu [34].
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Obrdzek 5: Schéma biuretové reakce. Redukei Cu** na Cu* reakce produkuje modrofialové zbarveni
[34].

4.2.2.2 Proteinovy test s vyuZitim Kyseliny bicinchoninové
Poprvé byl tento test piedstaven roku 1985 Paulem K. Smithem a stal se nejpopularnéjsi
kolorimetrickou metodou ke stanoveni celkového bunééného proteinu. Jeho vyhodou je
moznost stanoveni i U vzorkt, které obsahuji az 5 % povrchové aktivnich latek (detergenti).
Test kombinuje biuretovou reakci s vysoce citlivou a selektivni kolorimetrickou detekci
méd’ného kationtu kyselinou bicinchoninovou (BCA), a to ve dvou krocich. Nejprve dochazi
k biuretové reakci, pfi niz je redukce Cu?* na Cu* detekovana modrym zbarvenim. Nésleduje
chelatace BCA s méd’nym iontem za vzniku intenzivniho fialového zbarveni, kdy je vysledny
fialovy chelat tvofen dvéma molekulami BCA a jednim méd’nym iontem. Vznikly komplex je
rozpustny ve vodé a vykazuje silnou linearni absorbanci pii vinové délce 562 nm (roste
S poctem proteint). Tato metoda je pfiblizn¢ 100krat citlivéjsi nez test zaloZeny na samotné
biuretové reakci. Bicinchoninovd metoda je velice citliva na podminky provedeni, tj. na dobé
a teploté inkubace, na charakteru proteinu pouzitého pti standardizaci, apod. [34].

Krok 1) Krok 2)

o 2 BCA

Komplex
Frotein + O L—A’ cy't LA) BrA CyT*

Obrazek 6: Schéma reakce vyuzité pri stanoveni celkového proteinu pomoci BCA.

Fialowa
A=062 nm

4.2.2.3 Lowryho proteinovy test
Lowryho proteinovy test objevil aroku 1951 predstavil Oliver H. Lowry jako vylepSeni
biuretové metody.
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Test probihd opét ve dvou stupnich. Protein nejprve reaguje s alkalickym siranem
med’natym v pfitomnosti vinanu po dobu 10 minut za laboratorni teploty, vznika komplex
slozeny ze ¢ty peptidovych vazeb a jednoho atomu médi (biuretova reakce). Dale je ptidana
smés fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny, tzv. Folin-Ciocalteauvo ¢inidlo, které je
redukovéano za vzniku modrého zbarveni, po 30 minutdch inkubace je komplex stabilné;jsi
a vykazuje vyssi hodnoty absorbance.

Krak 1) Krolk 2)
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WAz Einidlo

Obrazek 7: Schématické zobrazeni Lowryho testu.

Absorbance je proméfena pro vinovou délku v rozmezi mezi 650 az 750 nm, nejlépe vSak
pti 750 nm, pii které absorbuje jen n¢kolik mélo dalSich latek.

Intenzita zbarveni se zvysSuje srostouci velikosti peptidu, s pfitomnosti nékterych
aminokyselinovych zbytkli ve struktufe peptidu (tyrosin, tryptofan, cystein, histidin
a asparagin).

Metoda byla nékolikrat upravovana, jednu z modifikaci vypracoval roku 1972 Hartree.
V této modifikaci je vyuzito tfi ¢inidel, prvni dvé slouzi biuretovému stanoveni. Vysledné
zbarveni je mnohem intenzivngj$i, dochazi tedy ke zvyseni citlivosti metody, a stanoveni je
linearni v $ir$im rozsahu koncentraci [34], [35].

4.2.2.4 Bradfordiv proteinovy test

Jednou z popularnich kolorimetrickych metod vhodnych ke stanoveni celkového bunééného
proteinu je Bradfordiv test, ktery poprvé popsal Dr. Marion Bradford roku 1976. V testu je
vyuzivano barviva Coomassie Brilliant blue G250 (briliantovd modr), které tvoii komplex
S buné&Enymi proteiny.

Obrazek 8: Chemicka struktura barviva Coomassie Brilliant Blue G250 pouzivaného pro Bradfordiv
test [36].

Barvivo se vaze v kyselém pH na proteinové molekuly dvéma zptsoby. Na nepolarni ¢asti
proteinu je navazéana trifenylmethanova skupina, anion sulfoskupiny pak na bazické skupiny
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vedlejSich fetézci aminokyselin. Vysledkem reakce je barevna zména Umérnd mnozstvi
proteinu. Jako kalibra¢ni protein je pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) [37].

4.2.2.5 Pierciv proteinovy test pii 660 nm
Test patii mezi nejnovéjsi kolorimetrické metody. Reagent obsahuje komplex kovu
s barvivem v kyselém pufru, barvivo je na bazi polyhydroxybenzensulfoftaleinu, kov je pouzit
ptechodny. Tento komplex se Vv kyselém prostiedi vaze na protein, coz zpusobuje posun
V absorpénim maximu barviva, sledovana barevna zména je z ¢ervenohnédé na zelenou.
Barva, tvofend deprotonaci barviva pfinizkém pH, je stabilni ajeji intenzita roste
s koncentraci proteinu. Proces je usnadnén interakcemi zodpovédnymi za vazbu proteinu
prostiednictvim  kladné¢ nabitych aminokyselinovych skupin a zdporné¢ nabitého
deprotonovaného komplexu barvivo-kov. Vazba barviva na proteiny probiha podobnym
zpusobem, jako je tomu u Bradfordova proteinového testu. Méfeni probiha pii 660 nm.

Jedna se orychlou acitlivou metodu, ktera neni ruSena detergenty, redukénimi Cinidly
a n¢kterymi dal§imi reagenty [34], [38].

4.2.2.6 Test pomoci méieni ATP
Poprvé byl pouzit jako test zivotaschopnosti somatickych bunc€k. Testovani probiha
na mikrodestickach. Mimo méfeni vlivii na proliferaci bun¢k testy poskytuji informace
0 subletalnim poskozeni bungk, protoze produkce ATP je nezbytna pro spravnou funkci
bunécného metabolismu a mize byt docasné potlacena riiznymi formami bunééného stresu.
Pro méteni se vyuziva ptisné regulace vnitrobunééného ATP. Mrtvé nebo umirajici bunky
obsahuji nizké nebo nulové koncentrace ATP, existuje tedy jakysi pevny linedrni vztah mezi
poétem bunék a koncentraci ATP méfenou v bunééném lyzatu nebo extraktu. Detekce je
zalozena na bioluminiscenci, kdy je vyuzito enzymu luciferazy a jeho substratu D-luciferinu,
a poskytuje velmi citlivou odezvu. Pokud je v testovaném vzorku pfitomno ATP, dochazi
k produkci svétla luciferazou, intenzita svétla je imérnd koncentraci ATP. Svétlo lze
detekovat pomoci luminometru nebo ¢teCkou mikrodesticek vhodnou k méteni
luminiscenc¢nich signalu [39].

4.2.2.7 Test pomoci méieni poméru ADP/ATP

K méfeni bun&tné proliferace a cytotoxicity se pouzivaji bioluminiscenéni metody, takové
testy vyuzivaji toho, ze vSechny buiky maji stejné naroky na ATP pro udrzeni
zivotaschopnosti. Pro odliSeni zivotaschopnosti bun€k lze nyni vyuzit i zmén v poméru
ADP/ATP. Pokud je vbunce zvySena hladina ATP ahladina ADP je snizena, dochazi
k proliferaci. Je-li naopak hladina ATP snizena a hladina ADP zvySena, nastava u bunék
apoptoza nebo nekroza (pokles ATP a zvyseni ADP byva mnohem vyraznéjsi, pokud dochazi
k nekrdze bunék).

Pti méfeni poméru ADP/ATP lze vyuzit napt. enzymu luciferdzy, test obsahuje dva kroky.
Nejdiive pracovni roztok lyzuje buniky, aby doSlo k uvolnéni ATP a ADP. V piitomnosti
luciferazy ATP okamzité reaguje s D-luciferinem a produkuje svétlo, jehoz intenzita je
pfimym méfitkem intracelularni koncentrace ATP. Ve druhém kroku dochazi k enzymatické
reakci, béhem niz je ADP pievedeno na ATP, které opét reaguje s D-luciferinem za uvolnéni
svétla [40].
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4.2.2.8 Testovani pomoci inkorporace *H-thymidinu

Vyse uvedena metoda je vysoce citliva pro detekci proliferace bunék. K monitorovani
rychlosti syntézy DNA a bunééné proliferace je pouzit radioaktivné znadeny 3H-thymidin
(3H-TdR), jenz je inkorporovan do bunééné DNA. Inkorporace znac¢eného thymidinu se méfi
na B-counteru [41].

4.2.29 BrdU test

Metoda nahrazujici thymidinovy test, neradioaktivni. BrdU (5-brom-2’-deoxyuridin) je
synteticky nukleotid a analog thymidinu, ktery se zacleiiuje do délici se buiiky béhem syntézy
DNA. Pokud je jiz jednou zahrnut do DNA, zlstava jiz na svém mist¢ a po déleni se nachazi
i v bunikach dcefinych. BrdU inkorporované do bunék lze sledovat pomoci vhodnych sond
(v tomto piipad¢ se jedna o protilatky).
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Obrazek 9: Chemicka struktura 5-brom-2"-deoxyuridinu [42].

BrdU se ptida do bun¢k kultivovanych na mikrotitracnich desti¢kach, nasleduje inkubace
podobu 2 az 24h, kdy je BrdU zaclenéno do proliferujicich bunék. Po kultivaci se
supernatant odstrani a bunky jsou inkubovany s anti-BrdU protilatkou konjugovanou
s peroxidazou (anti-BrdU-POD). Protilatka se vaze na BrdU, zaélenény do DNA, a vznikla
vazba se detekuje substratovou reakci, kvantifikovana mize byt pomoci absorbance [43].

4.2.2.10 EdU test

Roku 2008 pfisli Adrian Salic a Timothy J. Mitchinson s alternativou k testovani proliferace
bunék pomoci BrdU, kdyZz ho nahradili EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridin). Nova metoda je
rychlejsi, jednodussi a vysoce citliva.

Ke znaceni nové syntetizované DNA se vyuziva EdU a detekce zakomponovaného
thymidinového analogu je zajiSténa ,.click reakci, tj. médi katalyzovanou [3+2] cykloadici.
Pfi ni vznika stabilni triazolovy kruh formovany kovalentni vazbou alkylové skupiny v EAU
na konjugovanou azidovou skupinu, kterou obsahuje ¢inidlo AlexaFluor®. Vzhledem ke své
malé velikosti a chemickym vlastnostem pronikd fluorescentni azid U¢inn€ do zivych
apevnych tkani a pro EAU snadno pfistupnych nukleosidi v DNA. Pocet proliferujicich
bunék je zjistén cytometricky [44].
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4.2.3 Testy ovliviiujici metabolickou aktivitu burnky

Jsou alternativou Kk testim permeability bunééné membrany, tj. k testim bunééné viability.
Soustfedi se na biologické funkce uvniti nepoSkozenych bunék a zabyvaji se pfedevSim
funkci mitochondrii. Provadi se v 96jamkovych destickach.

Zivotaschopné buiiky jsou detekovany rtiznymi tetrazoliovymi slou¢eninami, jako je MTT,
XTT, MTS aWST-1. Tyto slouceniny se deli do dvou zakladnich kategorii podle naboje
na kladn¢ nabité MTT, které snadno pronika do viabilni eukaryotické bunky, a zaporné nabité
MTS, XTT a WST-1, které do bun¢k pronikaji Spatn€. Pti takovych testech je k usnadnéni
redukce tetrazoliové soli na barevny formazan vyuzivano intermedidtnich elektron-akceptort,
které mohou pienaset elektrony z cytoplazmy nebo plazmatické membrany [24], [45].

4231 MTT test

Prvnim homogennim testem Zzivotaschopnosti bun€k pro format s 96 jamkami, ktery je
vhodny pro vysoce vykonny screening, byl test redukce tetrazoliové slouceniny MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na nerozpustny formazan. MTT test byl
vyvinut jako neradioaktivni alternativa k testu s tritiovanym thymidinem (nedokaze ale
vypovidat o bunécné proliferaci, pouze o metabolické aktivité bunck).

Viabilni buniky s aktivnim metabolismem pfevadi MTT na fialové zbarveny formazanovy
produkt s maximem absorbance okolo 570 nm. Mrtvé buiiky schopnost pfeménit MTT
na formazan ztraceji. Formazanovy produkt se hromadi ve formé nerozpustné srazeniny
uvnitt bunék, u povrchu bunék a v kultivaénim médiu. Tato srazenina musi byt pfed méfenim
absorbance rozpusténa, pouziva se napt. okyseleny isopropanol, DMSO, dimethylformamid,
SDS, nebo kombinace detergentu a organického rozpoustédla. Velikost generovaného signalu
je zavisla nakoncentract MTT, délce inkubacni doby, poctu zivotaschopnych bunék
a na jejich metabolické aktivité [45].

Q NADH D*
@/‘ e \kcm @* e \%cm

MTT Formazan
Obrazek 10: Schéma premeny MTT na barevny formazanovy produkt [45].

4.2.3.2 MTS, XTT a WTS-1 testy

Pii pouziti ¢inidel z druhé skupiny (MTS, XTT, WST-1) neni potieba dodatecné rozpoustét
formazanovy produkt, protoze je rozpustny jiz v kultivatnim médiu. Tato tetrazoliova ¢inidla
se pouzivaji v kombinaci s intermediatnimi elektron-akceptornimi ¢inidly, napt. fenazin
methylsulfat (PMS) a fenazin ethylsulfat (PES), kterd pronikaji viabilnimi bunikami, reduku;ji
se V cytoplazmé nebo na povrchu bunék a opousti bunky, kde mohou pievést tetrazoliovou
slouceninu na rozpustny formazanovy produkt. Absorbance miize byt zaznamendvana jiz
béhem ranych stadii inkubace [45].
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4.2.4 DNA ¢ipy (microarrays)
Genova exprese je citlivym indikdtorem expozice toxické latky, nemocného stavu
a buné¢ného metabolismu, piedstavuje tedy jedineény zpisob charakterizujici, jak se bunky
a organismy pfizpisobuji zméndm ve vnéjSim prostfedi. Mcfeni hladin genové exprese
po expozici chemické latky mohou byt pouzity k popisu mechanismu pusobeni toxické latky
atvori ,,geneticky podpis“ k identifikaci toxickych produktii. Moznost analyzy ucinku
chemikalii a environmentalnich stresord na velké mnozstvi genti v jednom experimentu vedla
k rozvoji v oblasti toxikogenomiky, jeji zastanci usiluji o uplatnéni mRNA a technologie
proteinové exprese pii studiu ucinkli chemickych latek v biologickych systémech. Dostupnost
nejen lidského genomu, ale igenomu nckolika dalSich organismi umoziluje pouziti
technologie mikroCipt na n¢kolika modelovych organismech a sav¢ich bunécnych liniich.

Invitro DNA microarrays byly pouzity napf. k porozuméni odpovédi endokrinnich
modulatort u vodnich zebii¢ek (Danio rerio), jejichz embrya byla exponovana 4-
nonylfenolem (4NP). Profilovani genové exprese u téchto testovacich organismti pomohlo
identifikovat 9 gend spojenych s funkci estrogenni odpovédi, kterou lze u embryi po expozici
4NP indikovat jiz v nizkych koncentracich.

Roku 2003 byl ptfedstaven modelovy systém profilujici genovou expresi u endokrinnich
disruptort, které napodobuji estrogeny [46].
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5 ENDOKRINNi DISRUPTORY

Endokrinni disruptory (ED) jsou exogenni c¢inidla ovliviujici endokrinni (hormonalni)
systém. Negativné pasobi na syntézu, sekreci, transport, metabolismus, vazbu nebo eliminaci
pfirodnich hormonti, které jsou zodpovédné za udrzeni homeostazy, reprodukce, vyvoje
a chovani. Z fyziologického hlediska je endokrinni disruptor pfirodni nebo synteticka latka,
ktera prostfednictvim Zivotniho prostiedi nebo nevhodné vyvojové expozice méni hormonalni
a homeostatické systémy umoznujici organismu komunikovat a reagovat na jeho prostiedi.

Velké mnozstvi disruptorit s riznou chemickou strukturou vykazuje podobné ucinky,
mechanismus je Casto odliSny. ED proto neni mozné jednoznacné rozdélit podle jejich
struktury a funkce, kritéria se zam¢&fuji piedevs$im na spole¢ny ucinek.

Zakladni stavebni charakteristikou pro vétSinu ED je monocyklickd nebo polycyklicka
struktura s rtiiznou substituci vodikd, ¢asto s chlorem nebo bromem. Cyklicka jadra ale nejsou
zakladni podminkou. Hormondlni aktivitu Casto ovliviiuje délka a rozvétveni postranniho
fetézce. ED mohou pusobit bud’ ptimo vazbou na receptory jako agonisté (chovaji se jako
pfirozené hormony) nebo antagonisté (blokace receptorti pro pfirozené hormony), nebo
nepiimo ovlivnénim biosyntézy, metabolismu, vylucovani nebo biodostupnosti ptirozenych
hormont (napf. inhibice aromatazy) [47], [48].

5.1 Mechanismy pusobeni hormoni

Hormony slouzi vtélech mnohobunéénych organismii jako biokatalyzatory, jsou
produkovany zlazami s vnitini sekreci, tzv. endokrinnimi zlazami. V organismech se hormony
dostavaji k bunkam extracelularni cestou, jsou tzv. prvnimi posly. Existuji dva zpusoby, jak
mohou hormony predat signal bunce. RozliSuji se dle schopnosti prostupovat
cytoplazmatickou membranou na hormony lipofilni a hydrofilni.

Lipofilni (steroidni) hormony prochidzi membranou a své receptorové molekuly nachézi
az v cytoplazmé cilovych bungk, nasledné komplex hormon-receptor vstupuje do jadra, kde
indukuje transkripci a proteosyntézu enzymu nebo strukturnich bilkovin, které vyvolavaji
bunécnou odpovéd'.

Hydrofilni (polarni proteinové) hormony nemohou membranou prochazet a jejich receptory
jsou ptipraveny na vnéj$im povrchu membrany. Receptor aktivovany vazbou s peptidickym
hormonem piedava do nitra buiiky signal prostiednictvim membranovych enzymd, které se
postupné aktivuji. Posledni z nich vyvolad na vnitini strané membrany produkci tzv. druhého
posla. Druhym poslem je napi. cAMP. Jeho ukolem je aktivovat proteinkinazy, které
fosforyluji specifické cytoplazmatické enzymy katalyzujici jiz vlastni buné¢nou reakci [49].

Endokrinni disruptory se nedefinuji podle chemické struktury, ale podle jejich biologického
u¢inku. Uginky se odehravaji prostiednictvim odlinych mechanismi. ED mohou zptisobovat
agonistické ucinky, kdy dochazi k napodobeni biologické aktivity hormonu vazbou
endokrinniho disruptoru na bunécné receptory. DalSim moznosti je uCinek antagonisticky, kdy
receptor po navazani endokrinniho disruptoru neni aktivovan, ale je zabranéno vazbé
pfirozené¢ho ligandu. ED se také mohou vazat na transportni proteiny obsazené v Krvi
a zpusobovat tak zmény v mnozstvi pfirozenych hormont v krevnim ob¢hu, nebo zasahuji
do metabolickych procest v téle a ovliviwyji tak syntézu nebo rozklad ptirodnich hormond.
V mistech zodpovédnych za syntézu hormonti mohou ED tvotit DNA adukty nebo mohou
reagovat s druhymi posly [50].
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Vétsina in vitro studii, zabyvajicich se endokrinnimi disruptory, se vénuje estrogennimu
a androgennimu receptoru.

5.1.1 Estrogenni receptor
Estrogenni slouceniny vykazuji charakteristickou schopnost vazat se na estrogenni receptor
(ER) a aktivovat ho.

V jadre se nachazi komplex inaktivniho ER S asociovanymi stresovymi proteiny HSP (heat
shock proteins). Pokud ma dojit k vazb¢ estrogenni latky na ER, stresové proteiny disociuji
a uvolnuji vazebné misto pro ligand. Nasleduje dimerizace receptoru s ligandem a vazba
homodimerniho komplexu na specifické iseky DNA, tzv. ERES (estrogen response elements),
umisténé v promotoru gentt pro indukci estrogenni odpovédi bunky. Piipojeni dalSich
transkripénich faktori vede k transkripci genii a syntéze proteind, které jsou potiebni
pro projev estrogenniho déje [51].

5.1.2 Androgenni receptor

V cytosolu buiiky se nachazi inaktivni androgenni receptor (AR), ktery je nachylny k rychlé
degradaci protedzami. Vazba ligandu na AR vyvold konformaéni zmény, jez jsou
predpokladem pro stabilizaci, dimerizaci. Dimer se Vv jadie vaze na iseky DNA v promotoru
geni pro indukci androgenni odpovédi. Jejich transkripce vyvold androgenni odpovéd
(AREs, androgen response elements) [52].

5.1.3 Aryl uhlovodikovy receptor

Po navazani ligandu na cytosolové aryl uhlovodikové receptory (AhR) je komplex receptor-
ligand aktivovan a pfemistén do jadra, HSP oddisociuji a dojde Kk tvorbé dimeru s proteinem
ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). Homomerni komplex ligand-AhR-
ARNT se vaze na specifické tiseky DNA, tzv. DRE (dioxin-responsive element). Vazba
na DRE zptsobuje ohyb DNA, naruseni chromatinu a nukleozomu. To zplsobuje lepsi
dostupnost promotoru a transkrip¢ni aktivaci genti zodpovédnych za odpoveéd’ [51].

5.2 Endokrinni disruptory v Zivotnim prostiedi

Skupina ED je velmi rtznoroda a zahrnuje steroidni hormony (estrogeny, androgeny),
pesticidy (v€etné¢ herbicid a fungicidli), zmékcovadla, surfaktanty, organokovy,
halogenované polyaromatické uhlovodiky a fytoestrogeny. Mnohé latky, které se chovaji jako
endokrinni disruptory se fadi mezi perzistentni organické polutanty (POPs) [48].

Ptimo v téle ZivoCichil jsou syntetizovany endogenni estrogeny. Mezi tyto latky patii
estron, 17B-estradiol a estriol. Latky, které nejsou pfirozenou soucasti endokrinniho systému,
se oznacuji jako environmentdlni, pfipadné¢ exogenni estrogeny. D¢li se dle ptvodu
na fytoestrogeny (isoflavonoidy, lignany, kumenstanany, laktony, steroly), mykoestrogeny
(zearalenon a jeho derivaty) axenoestrogeny (primyslové vyrabéné produkty a jejich
metabolity: pesticidy, bisfenol A, ftalaty, alkylfenoly, polyaromatické uhlovodiky, dioxiny,
furany a farmaceutické produkty na bazi estrogenit) [53].

5.2.1 Pesticidy
Nejvetsi skupinu endokrinnich disruptorii piedstavuji pesticidy. Pochézeji ze zemédélské
¢innosti. Spojitost mezi pesticidy a endokrinnimi disruptory byla poprvé pozorovana roku
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1949, kdy doslo ke snizeni poctu spermii u muzi podilejicich se na letecké aplikaci DDT.
V posledni dobé se ED pesticidy podili na etiologii nékterych druhti rakoviny, potratech
a jinych poruchach reprodukce, vrozenych vadach, poruchach chovani, atp.

Rezidua pesticidii jsou snadno detekovatelnd v Cerstvém ovoci i zeleniné. Maso, vejce
a mlécné vyrobky casto obsahuji stopy perzistentnich pesticidi jako je chlor i pfesto, ze se
dané slouceniny jiz po mnoho let nepouzivaji. Detekované koncentrace jsou vSak mnohdy
nizké amaji pouze maly vliv nalidské zdravi, n€které latky ale vykazuji schopnost
akumulace a po ¢ase jsou schopné negativné pisobit na lidi i volné zijici zvifata [54].

5.2.1.1 DDT a jeho metabolity

DDT se pouzivalo jako insekticid, je nejuc¢innéjsi zbrani proti malarii. V Evropé i v USA je
jeho pouziti jiz zakazano, ale v fadé rozvojovych zemi se stale pouziva, v soucasnosti je jeho
jedinym producentem Indie. V zivotnim prostiedi se DDT dehydrochloruje na DDE. DDT
i jeho metabolity patii mezi perzistentni, ekologicky i zdravotné zavadné latky, které se velmi
dobfe se kumuluji v tukovych tkanich organismi a adsorbuji na povrchy pevnych ¢&astic.
Rozkladdano je chemickou i biologickou cestou. Akutni expozice poskozuje nervovy systém,
chronicka expozice mize zplsobit rozvoj rakoviny jater, narusit metabolismus steroidnich
hormont, zpusobit poruchy vyvoje plodu i plodnosti [55].

5.2.1.2 Organické slouceniny cinu

Umeéle vytvofené slouCeniny cinu s uhlikem se nejcastéji uplatituji jako stabilizatory
pii vyrobé plasti (PVC). Do prostiedi se uvoliiuji béhem vyroby, pouziti a likvidace. Jsou
soucasti oballi potravin, plastovych trubek, pesticidd, barev, ochrannych natéri a piipravki
vlastnosti je schopnost bioakumulace. V ptid€ jsou organické slouceniny cinu pevné vazany,
ve vodé se usazuji do sedimentll, pfipadné tvofi tenkou vrstvu u hladiny. Toxické uc€inky
zavisi na konkrétni sloucenin€é — negativné pusobi na nervovou soustavu a poskozuji
hormonalni systém [55].

5.2.2 Bisfenol A

BPA je primyslova chemikdlie pouzivand pii vyrobé béznych umélych hmot, jako jsou
polykarbonaty a epoxidové pryskyfice. Polykarbonaty najdeme v kojeneckych lahvich,
barelech na vodu, dézach na potraviny, pouZzivaji se i Ve stomatologii, stavebnictvi nebo
medicin€. Epoxidové pryskyftice slouzi k potahovani vnittki kovovych vyrobki, pridavaji se
do lepidel, natérovych hmot nebo lakii nanehty. Dale se BPA piidavaji do pesticidd,
antioxidantt, retardér hotfeni, brzdovych kapalin, zubnich plomb, aj. Z vyrobku se bisfenol A
snadno uvoliluje do prostiedi a kontaminuje ho. BPA jako endokrinni disruptor napodobuje
funkci pfirozené produkovanych hormont, blokuje v buitkdch jejich receptory a ovliviiuje
syntézu, transport, metabolismus a vylu€ovani hormont. Pouzivani BPA v kojeneckych
lahvich je od roku 2011 zakazano ve vSech zemich EU [55].

5.2.3 Ftalaty

Estery kyseliny ftalové (ftalaty) se pouzivaji jako zmekcovadla plastickych hmot, uplatiiuji se
pii vyrobé PVC, najdeme je v kosmetice, adhezivech, barvach a pesticidech. V materialech
nejsou pevné vazany a unikaji do okolniho prostiedi. Casto se jedna o latky perzistentni, které
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jsou schopné bioakumulace, n¢které jsou neSkodné, jiné mohou byt toxické. Ty pak poskozuji
reproduk¢ni a endokrinni systém, jedna se napt. 0 benzyl butyl ftalat (BBP), dibutyl ftalat
(DBP), diisobutyl ftalat (DIBP). Jejich pouziti v obalovych materialech potravin a kosmetice
bylo omezeno. Ftalaty blokuji muzské hormony, tzv.androgeny, atim zpuUsobuji
demaskulinizaci populace [55].

5.2.4 Alkylfenoly

Vysoce perzistentni organické polutanty odvozené od fenolu. Zékladni surovina pro syntézu
neiontovych detergenttli, alkylfenol etoxylatt. Uplatnéni maji i jako primyslové detergenty,
ptisada pesticidi nebo barviv na bazi vody, slouzi k upravé textilii a kize, najdeme je
i ve vyrobcich osobni hygieny a jako antioxidanty v nékterych plastech. Jsou vysoce toxické
pro vodni organismy, bioakumuluji se v potravnich fetézcich. Nejvétsi riziko predstavuji
nonylfenol ethoxylaty a oktylfenol.

Nonylfenol ethoxylaty (NPE) jsou povrchové aktivni latky, které v prostfedi snadno
jejichz funkci mohou i zastoupit — maji negativni vliv na reprodukéni systém a mohou
zpusobit feminizaci populace. Jsou velmi toxické pro vodni organismy. V zemich EU je
pouziti NPE zakézano.

Oktylfenol (OP) je pouzivan k vyrob¢ stabilizatorti, zmékcovadel a antioxidant. Spolu
s oktylfeol ethoxylaty je povaZzovan za latku naruSujici hormondlni systém organismu.
U ¢loveéka pravdépodobné zpusobuje pokles poctu spermii. OP je v pidé pevné vazan
a nepronika tedy do podzemnich vod, ve vodé je vazan na organické latky a usazuje se
do sedimentu. Pouzivani OP je v fad¢ zemi omezeno nebo zakazano [55].

5.2.5 Polycyklické aromatické uhlovodiky

PAHs jsou béZnou soucasti Zivotniho prostfedi, aZz na vyjimky se cilen€ nevyrabi, jsou vSak
soucasti fady pramyslovych produkti (napfi.nafta, asfalt). Vznikaji ptirozené¢ béhem
spalovani organické hmoty, mezi jejich ptirozené zdroje patii vulkanickd ¢innost a pozary.
Nékteré PAHs maji vysoky bioakumulaéni potencial. Polycyklické aromatické uhlovodiky
v ele sbenzo(a)pyrenem patii mezi karcinogeny, negativné pisobi inahormonalni
systém [55].

5.2.6 Dioxiny

Dioxiny zahrnuji dvé skupiny latek: polychlorované dibenzodioxiny (PCDD)
a polychlorované dibenzofurany (PCDF). Tyto latky nebyly nikdy cilené vyrabény, vznikaji
jako wvedlejsi produkt piispalovani fosilnich paliv a odpadu, do prostfedi se uvoliuji
| pfi vyrobé spojené s chlorem. Pfirozené vznikaji sopeCnou c¢innosti nebo pii lesnich
pozarech. Dioxiny se fadi mezi POPs, likvidace je obtizna. Jejich dlouhodobé pilisobeni
negativné ovliviluje imunitni, nervovy, ale ihormonalni systém, zejm. Stitnou zlazu,
a reprodukéni funkee [55].

5.2.7 Polychlorované bifenyly

PCB jsou vedlejsim produktem fady pramyslovych vyrob, vznikaji pfi spalovani odpadi
a pii hotfeni olovnatého benzinu. Jednd se o odolné latky se schopnosti bioakumulace
Vv potravnich fetézcich, jsou tepelné odolné a nehoflavé. Ve vodnim prostiedi se kumuluji
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v sedimentech, jejich rozklad urychluje UV zafeni. Pouzivaly se v chladicich, izola¢nich
a mazacich systémech, jako aditiva pfi vyrobé barev, lepidel, voski, pesticidii a balicich
papirti. Kontaminuji vSechny slozky zivotniho prostfedi. Vyvolavaji onemocnéni jater, dale
poruchy krevniho obé&hu, twnavu, jsou pfi¢inou reprodukénich problémi a prodluzuji
téhotenstvi [55].

5.2.8 Polybromované difenylethery

PBDE patii mezi uméle vyrabéné organické slouceniny, které se pouzivaji jako zpomalovace
hoteni. Do prostfedi se mohou uvoliiovat pti vyrobé, spotiebé a likvidaci. Maji vysokou
schopnost bioakumulace apfenasi se vramci potravnich fetézci. Polybromované
difenylethery témét nepodléhaji biologickému rozkladu, nékteré se rozkladaji vlivem tepla,
nebo svétla. Ve vodnim prostiedi se vyskytuji v sedimentech. PBDE negativné putsobi
na imunitni systém, reprodukéni cyklus organismu a navyvoj dal§i generace, negativné
ovliviiuji  také hormondlni systém. Mezi nejnebezpecnéj§i patii polybromované
dibenzodioxiny (PBDD) a polybromované dibenzofurany (PBDF) [55].

5.2.9 Farmaceutické produkty na bazi estrogeni
Do této skupiny latek je fazena piedev§im hormonalni antikoncepce, ale i specifické 1éky
obsahujici napf. diethylstilbestrol. V hormonalni antikoncepci jsou casto jako G¢inné latky
vyuzivany 17a-ethynylestradiol, mestranol a estradiolvaleran.

Latky wuzivané v hormondlni antikoncepci jsou v téle metabolizovany na konjugaty
s kyselinou glukuronovou a nasledné jsou vylou¢eny moci. Konjugaty jsou béhem zpracovani
splaS8kové odpadni vody aktivovanym kalem hydrolyzovany glukoroniddzou (enzym
produkovany mikroorganismy) zpét na syntetické estrogeny a kyselinu glukuronovou.
Vzniklé estrogeny mohou svym t¢inkem napodobovat endogenni hormony a tak ménit jejich
metabolismus [56].

5.3 Invitro testy ekotoxicity se zaméFenim na endokrinni disruptory

Pro stanoveni a klasifikaci ED lze vyuzit moderni analytické metody (vyuziti plynové
a kapalinové chromatografie spolu s hmotnostni spektrometrii), in vivo testy nebo specifické
in vitro testy. Zakladem pro vyvoj testovacich systémd in vitro je molekularni mechanismus
pusobeni estrogenu.

5.3.1 Test vazby ligandu na receptor

Test vazby ligandu nareceptor se zamé&fuje na sledovani kompetice testovaného vzorku
s radioaktivné znacenym piirozenym ligandem pii vazbé na specificky receptor (ER, AR),
nejéastdji se pouziva 17B-estradiol nebo testosteron. Cim vice latky sandrogenni nebo
estrogenni aktivitou je obsazeno v testovaném vzorku, tim vice radioaktivné zna¢ené¢ho 17f3-
estradiolu nebo testosteronu je vytésnéno.

Pti testu se pouZzivaji receptory ziskané z jaderného nebo cytosolového extraktu z tkani
savcl nebo obratlovel, napt. Z potkana. Slouceniny se pii tomto testu mohou navézat na ER,
popt. AR, aniz by musely projit pfes bunéé¢nou membranu.

Test poskytuje informaci otom, zda testovana latka je nebo neni ligandem daného
receptoru, nezjistime ale, zda plsobi stejné jako pfirozeny ligand (agonismus), nebo zda
inhibuje jeho funkci (antagonismus) [57].
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Obrazek 11: Mechanismus reakce pri testu vazby ligandu na receptor.

5.3.2 Testy s reportérovymi geny

Testy sreportérovymi geny jsou zalozeny na schopnosti chemické latky podnécovat
transkripéni aktivitu zdvislou na ER. Exprese reportérového genu je vysledkem kaskady
molekularnich d&ji zodpoveédnych za aktivaci receptoru a jako takova poskytuje informace
0 estrogenni aktivité¢ slouceniny. Testy se provadi na geneticky modifikovanych bunkéch
obratlovcd (nejcastéji se jedna o savce) nebo s kvasinkovymi bunkami. Buiky jsou
transfekovany ERE nebo ARE spojenymi s reportérovym genem. Nejcastéji se vyuziva
reportérovy gen kodujici luciferazu usavCich bunék nebo p-galaktosidazu u bunek
kvasinkovych. RozliSujeme testy kvasinkové a testy nasavéich buné¢nych liniich (test
S reportérovymi geny vyuZivajici luciferdzu, test zaloZzeny na bunééné linii MVLN, test
vyuzivajici chimérického receptoru, test produkce vitelogeninu). Vyhodou testii na savéich
bunécnych liniich je vyssi citlivost oproti kvasinkovym testim, nevyhodou pak mozna
interference testovanych latek s dalSimi jadernymi receptory.

Pokud je reportérovy gen vlozen do bufiky pouze po dobu potiebnou k provedeni
experimentu, jedna se o tzv. pfechodnou transfekci, je-li zaveden trvale, jde o transfekci
stalou, kterd je nasledovana kultivaci geneticky modifikovanych bunék.

Na zacatku testu vstupuje testovana latka do bunky, kde interaguje s receptorem a aktivuje
jej prostfednictvim konformac¢nich zmén. Aktivovany receptor se po vstupu do jadra vaze
na DNA, ¢imz iniciuje expresi reportérového genu a produkci enzymu (B-galaktosidaza,
luciferdza). Vznikly enzym metabolizuje vhodny substrat pfitomny v inkubacni smési
a dochézi k produkci snadno detekovatelného produktu. Pfi antagonistickych studiich jsou
buiiky vystaveny zaroven testované latce 1referencnimu ligandu, ale kontrolni sada je
vystavena pouze samotnému referencnimu ligandu. Méfitkem antagonismu je rozdil mezi
aktivitou reportérového genu za ptritomnosti nebo absence testované latky. Agonistické studie
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zkoumaji schopnost testované latky, pfipadné vzorku, navodit piepis reportérového genu,
ziskané hodnoty jsou srovnavany s hodnotami odpovédi prirozeného ligandu [57].

5.3.2.1 Kvasinkové testy

Buriky kvasinek neobsahuji endogenni receptory steroidnich hormonti a nejsou u nich proto
pozorovany interakce mezi receptory. Transfekuji se DNA sekvenci pro lidsky organismus —
vznikaji tak rekombinantni kvasinkové bunky schopné exprese lidského estrogenniho nebo
androgenniho receptoru. Obecné rekombinantni kvasinkové testy (RYA, recombinant yeast-
based assays) vyuzivaji geneticky modifikované kvasinky kmene Saccharomyces cerevisiae.
Nevyhodou kvasinkovych testd je pfitomnost bunéné stény a mechanismus aktivniho
transportu, ktery se muze lisit od mechanismu u savc¢ich bunék a ktery mize ovlivnit aktivitu
nékterych testovanych sloucenin.

Jednou z testovacich metod je YES (yeast estrogen screen) test. Slouzi k rychlému
screeningu ruznych estrogennich sloucenin. Tento test vyuziva stalé transfekce kvasinkovych
bun¢k genem pro lidsky ER a plazmidem obsahujicim specifické useky DNA indukujici
estrogenni odpovéd’ (ERES) a lac-Z gen (koédujici reportérovy gen pro -galaktosidazu).
Vazbou ligandu dochazi k aktivaci receptoru, expresi lac-Z a produkci B-galaktosidazy.
Enzym je vyluCovan do kultivacniho média, které metabolizuje chromogenni substrat
a dochazi tak ke zméné barvy ze zIuté na Cervenou, jeji intenzita se méfi spektrofotometricky.
YES test slouzi k méfeni agonistického ucinku [57], [58].
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Obrazek 12: Mechanismus reakce kvasinkového testu.

5.3.2.2 Test s reportérovymi geny vyuZivajici luciferdazu
Patii do skupiny test na savCich bunécnych liniich, estrogenni toxicita je stanovena indukci
luciferazy u geneticky modifikovanych bunék. V literatufe test nalezneme pod nazvem
CALUX (chemical-activated lucifarase-gene expression), ptipadné¢ ER-CALUX.

Tato metoda vyuziva bunécné linie T47D pochazejici z lidského prsniho karcinomu, jenz
obsahuji reportérovy gen, ktery kéduje luciferdzu. Builky jsou vystaveny estrogennim latkdm,
ty jsou nasledné navdzany na endogenni ER. Receptor je aktivovan a vznikd dimer schopny
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vazat se na specifické useky DNA. To vede kexpresi luciferazového genu a produkci
luciferazy, ktera je mérena luminometrem v lyzatu bun¢k.
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Obrazek 13: Mechanismus estrogenniho deje v lyzatu bunécné linie T47D.

5.3.2.3 Test zaloZeny na bunécné linii MVLN

Princip tohoto testu je podobny jako utestu ER-CALUX, namisto bunéné linie T47D
vyuziva derivait MCF-7 z bunécné linie rakoviny prsu, kterd také obsahuje endogenni
estrogenni receptor. Specifickd estrogenni transkripéni aktivita testované latky je zavisla
ptimo na aktivité luciferazy, ktera je métena v lyzatu exponovanych MVLN bungk.

5.3.2.4 Test vyuZivajici chimérického receptoru

Chimerické receptory predstavuji spojeni saveéi a kvasinkové DNA, jsou sloZzeny z domény
uréené k vazbé receptoru pochazejici ze sav¢ich bunék (napi. doména pro vazbu ligandu
z ER) a z domény pro vazbu na DNA pievzaté z kvasinek, zde muze jit napt. 0 transkrip¢éni
faktor Gal4. Biotest je pak predstavovan chimerickym receptorem, usekem DNA, ktery se
vaze nareceptor, areportérovym genem kodujicim luciferazu, ktery je regulovan
transkripénim faktorem Gal4.

Transfekované builky jsou exponovany testovanym sloueninam. Estrogenni latky se vaZzou
na chimericky receptor, vznikda konstrukt svysokou afinitou k DNA vazebnému
receptorovému komplexu, ktery se vaze naelement odezvy Gal4 nareportérovém genu
luciferazy. Vazbou tohoto aktivovaného komplexu dojde k zahajeni exprese genu luciferazy
nasledované vyvolanim luciferazové aktivity, ktera je pfimym meéfitkem estrogenni aktivity
dané slouceniny [57].

5.3.2.5 Test produkce vitellogeninu

Biotest je zaloZzen na schopnosti primarnich kultur hepatocytli vejcorodych organismi,
napf. pstruha duhového (Oncorynchus mykiss), reagovat na estrogenni stimulaci produkci
vitellogeninu. Vitellogenin je velky lipoglykofosfoprotein s dvéma atomy zinku a dvéma
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atomy vapniku v molekule. Estrogenni aktivita testované latky se porovnava dle mnozstvi
vyprodukovaného proteinu.

Vyhodou testu je, Ze buniky neni potfeba na rozdil od jinych testl s reportérovymi geny
nijak transfekovat. Funkci reportérového genu zastava endogenni gen k produkci
vitellogeninu. Nevyhodou testu je nutnost Zivého organismu k ziskani primarnich jaternich
bunék, které jsou navic mén¢ stabilni nez bunky geneticky modifikované [59].

5.3.3 Test proliferace bunék

Test proliferace bun¢k, tzv. E-screen, byl vyvinut pro hodnoceni estrogenicity pftirodnich
chemickych latek pomoci proliferacnich Géinkt estrogend na jejich cilové bunky. V E-screen
testu se estrogenni odpoveéd’ méfi pomoci proliferace bunék z linie MCF-7.

Test je zaloZen na tfech pfedpokladech, a to, ze faktory v lidském séru inhibuji proliferaci
bunék MCF-7, estrogeny indukuji bunéénou proliferaci odstranénim inhibi¢niho wG¢inku
aristové faktory se spolu se steroidy, které nejsou estrogenniho charakteru, nepodileji
na neutralizaci inhibi¢niho signalu pfitomného v lidském séru.

Nejdiive jsou buiiky po dobu nékolika hodin vystaveny pusobeni testované latky, po-té se
nechaji 4 az 6 dni inkubovat v médiu bez estrogennich latek. Po skonceni inkubace se
porovnava bunéény rist v kontrolni sad¢ s ristem bunék, jez byly exponovany testovanym
latkam.

Antagonistické studie probihaji ve dvou krocich. V prvnim kroku se zjist'uje, jestli je dana
latky schopné inhibovat estrogen. Pokud ano, nésleduje ovéteni, ze je inhibice zptisobena
receptorem.

Nevyhodou testu je nedostatecnd specifita pro estrogeny — buinky MCF-7 proliferuji
v reakci na celou fadu dalsich latek, jako jsou napf. ristové faktory, nutrienty, jiné hormony
a cytokiny [57].

5.4 Vybrané ekotoxikologické studie zamérené na endokrinni disruptory
Estrogenni aktivita byla zjiSténa ve vodnich ekosystémech po celém svété. Detekce
endokrinnich disruptorti ve vodé je dtilezitym krokem v ochran¢ vodnich ekosystémul.

Ve Slovinsku, kde soucasna legislativa nevyzaduje monitorovani koncentraci pfirodnich
a syntetickych estrogentt v odpadnich vodach, jsou tudaje o potencialni estrogenicité vod
vzacné. Cilem studie z roku 2011 bylo zjistit potencialni estrogenicitu vzorkt ziskanych ze tii
Cistiren odpadnich vod. Stanoveni bylo provadéno pomoci kvasinkového testu (YES assay).
V prvnim odbéru vzorki nebylo, z divodu vysoké inhibice ristu kvasinek toxickymi latkami,
mozné detekovat Zadnou estrogenni aktivitu. Pfi druhém odbéru vzorki byl pfidan silikagel
jako distici krok, coz vedlo ke snizeni toxicity vzorkll. Vysledkem byla 95 % inhibice ristu
kvasinek na zaklad¢ relativni estrogenni aktivity. Pomoci kvasinkového YES testu byla
zjiSténa estrogenni aktivita téméet u vSech ptitokll a odtokd =z Cistiren odpadnich vod.
Vyznamnym zji$ténim této studie bylo nejen potvrzeni estrogenni aktivity odpadnich vod, ale
také skute¢nost, Ze Cistirny nejsou schopny z odpadnich vod estrogenni latky odstranit [60].

Na nékterych fekach napt. ve Velké Britanii, Svycarsku, Spojenych statech americkych
nebo v Kanadé doslo k poklesu rybi populace. Stejny jev byl pozorovan na hornim toku feky
Dunaj v jiznim Némecku, kde doSlo k vyraznému poklesu zejména u populace lipana
podhorniho (Thymallus thymallus — druh vysoce citlivy nachemické znecisténi),
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ato i pfes intenzivni a nepfetrzitou vysadbu ryb a zlepSovani kvality vody (prokazané
na zakladé¢ chemickych analyz, hydrologickych a biologickych studii). K prokazatelnému
ubytku poctu ryb mohlo piispét pravé estrogenni zneciSténi, proto byla koncentrace
endokrinnich disruptorti zjistovana kvasinkovym testem. Mimo estrogenni aktivitu byla
zkoumana akutni toxicita (cytotoxicita, toxicita pro bakterie a toxicita proembrya),
genotoxicita, mutagenicita a teratogenicita. Ziskané vysledky potvrdily znacnou zatéz
pro vodni ekosystém. Byly nalezeny estrogenni zneCistujici latky jako 17a-ethynilestradiol
(latka obsazena v antikoncepci), povrchové aktivni latky — alkylfenol polyethoxylaty a jejich
degradac¢ni produkty, estery ftalati a n¢které chlorované pesticidy [61].

Zkouména byla i estrogenni aktivita fi¢nich sedimentti v Ceské republice. Jednalo se
0 sedimenty ek protékajicich primyslovymi oblastmi, konkrétné byly vzorky odebirany
z feky Moravy, Dievnice ajejich pfitokil. Studie vyuzila test zalozeny na bunécné linii
MVLN, kdy je estrogenni aktivita zkoumaného vzorku detekovdna méfenim aktivity
luciferazy. U vSech testovanych extrakti ficnich sedimentd byla estrogenni aktivita
prostfednictvim tohoto testu prokazana [62].

V Italii byla provadéna studie zaméfend na vyskyt endokrinnich disruptorti v fece Chienti.
Reka protéka vyznamnou zemé&délskou oblasti a je lemovana fadou primyslovych podnikii.
Oba tyto faktory ovliviiuji kvalitu vody. Studie zaroven porovnava citlivost mezi in vitro
biotesty zastoupenymi testem E-Screen ainvivo biotesty — test produkce vitellogeninu
u mladych zlatych rybek (Carassius auratus). Vzorky byly odebrany ze tfi mist na toku feky:
pramen, stfedni tok feky a sti do mote. Test E-screen ukazal jasnou estrogenni aktivitu
pro vétsinu vzorkll vody s riznymi proliferacnimi schopnostmi v zavislosti na misté odbéru,
pficemz U vzorkl z pramene se estrogenni aktivitu prokazat nepodafilo. Test s vitellogeninem
vSak prokazal jasnou estrogenni aktivitu u v§ech vzorku [63].
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6 ZAVER

Bakalatska prace je zamétena na ekotoxikologické testy in vitro, které vyuzivaji bunécné linie
misto testovacich organismu. Déle jsou v ni popsany testovaci metody vhodné pro stanoveni
endokrinnich disruptorti v zivotnim prostiedi a na konkrétnich ptipadech je popséano i vyuziti
takovych biotestl v realnych studiich.

In vitro metody testovani jsou vyuzivany piedevS§im proto, ze umoziuji snizovat objemy
latek nutnych k provedeni testu, ale predevSsim poéty testovacich organismu. K detekci
toxickych latek v zivotnim prostiedi vyuzivaji stanoveni bunécéné viability a proliferace,
metabolické aktivity bun€k, ptipadné Ize pouzit DNA mikroCipy.

Endokrinni disruptory nachdzejici se v Zivotnim prostfedi mohou byt jak piirodniho, tak
antropogenniho ptivodu. Ty se do prostfedi dostavaji pii vyrob¢, pouzivani nebo likvidaci
chemickych latek s estrogenni aktivitou, jako jsou napf. pesticidy, hnojiva, farmaceutické
produkty, aj. Endokrinni disruptory ovliviiuji hormondlni systém Zivych organismil, narusuji
fyziologické funkce endogennich hormont, napt. estrogenu. Latky s estrogenni aktivitou jsou
vV environmentalnich vzorcich detekovany pomoci testu vazby ligandu na receptor, testl
S reportérovymi geny — kvasinkovy test a test na bunéénych liniich ziskanych z obratlovci,
nebo testu bunécné proliferace, tzv. E-screen.

Vybrané studie ukazuji pouziti ekotoxikologickych testli se zaméfenim na endokrinni
disruptory pro screening latek s estrogenni aktivitou v Zivotnim prostfedi. Jedna se predev§im
0 vzorky vod, ptipadné dnovych sedimenti.

Na ptikladech jednotlivych studii je patrné, Ze environmentilni analyza doplnéna
ekotoxikologickymi studiemi dokaze poskytnout komplexnéjsi informaci o stavu jednotlivych
slozek zivotniho prostfedi a ze oba pfistupy, analyticky i ekotoxikologicky, by mély byt
nedilnou soucasti posuzovani kontaminace Zivotniho prosttedi a rizik, kterd z toho vyplyvaji.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ADP
AhR
AR
AREs
ARNT
ATP
BCA
BrdU
BPA
CAMP
CALUX

DDT
DMSO
DNA
DRE
ED
EdU

ER
EREse
FDA
FETAX
HSP
LC50
LD50
LDH
LOAEL

NADH
NOAEL

NP
oP
PAHs
PBDE
PCB
PVC
QSAR

RYA
YES

adenosindifosfat

aryl uhlovodikovy receptor

androgenni receptor

androgen responsive element, element zodpovédny za androgenni odpovéd
nukleéarni translokator aryl uhlovodikového receptoru

adenosintrifosfat

kyselina bicinchoninova

5-brom-2’-deoxyuridin

bisfenol A

cyklicky adenosinmonofosfat

chemical-activated luciferase-gene expression, chemicky aktivovana genova
exprese luciferazy

dichlordifenyltrichlorethan

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

dioxin-responsive element, element zodpovédny za odpovéd’ dioxinu
endokrinni disruptor

5-ethynyl-2"-deoxyuridin

estrogenni receptor

strogen responsive element, element zodpovédny za estrogenni odpoveéd’
fluorescein diacetat

frog embryo teratogenity assay xenopus, test s zabimi embryii na teratogenitu
heat shock proteins, proteiny tepelného Soku

letalni koncentrace pro 50 % testovacich organismi

letalni davka pro 50 % testovacich organismu

laktat dehydrogenéaza

Skodlivy tc¢inek

nikotinamidadenindinukleotid

no observed adversed effect level — davka, pii které jiz nebyl pozorovan skodlivy
ucinek

nonylfenol

oktylfenol

polycyklické aromatické uhlovodiky

polybromované difenylethery

polychlorované bifenyly

polyvinylchlorid

quantitative structure-activity relationshops, kvantitativni vztahy mezi strukturou
a aktivitou

recombinant yeast-based assay, rekombinantni kvasinkovy test

yeast estrogen screen, screening estrogenni aktivity kvasinek
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