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ABSTRAKT

V uplynulych letech vzrostl zajem o sledovani estrogennich latek ve vodnim prostiedi kvili
jejich neptiznivym G¢inkiim na zdravi lidi a dalSich obratlovct. Zvlastni pozornost je vénovana
analytickym metodam pouzivanym ke kvantifikaci té€chto latek ve vzorcich vody. Tyto metody
jsou instrumentalni nebo biologické (in vitro, in vivo). Kvili velmi nizkému mnozstvi estrogenti
ve vodé (ng-17) a nizké mezi detekce analytickych metod je potieba tyto vzorky zakoncentrovat.
K zakoncentrovani vodnych vzorktli se dnes bézné pouziva extrakce na tuhou fazi (SPE) nebo
kapalinova extrakce (LLE).

Tato bakalarska prace predstavuje reverzni osmozu (RO) a nanofiltraci jako dal§i moznou
metodu prekoncentrace vodnych vzorku. Prace je zaméfena na prekoncentraci obohacenych
vzorkid vodovodni vody Ctyfmi estrogeny — estronem (E1), 17p-estradiolem (E2), estriolem
(E3) a 17a-ethynylestradiolem (EE2) — i vzorkt povrchové vody ze tii brnénskych toki pomoci
RO a SPE a porovnani jejich G€innosti pomoci biotestu estrogenity na stabiln¢ transfekované
bunécné linii hERa-HelLa-9903. Vyuzitim RO byly estrogeny zakoncentrovany s riznou
vytéznosti — nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno u EE2 129,29 %, nejnizsi u E2 38,53 %.
Ve vzorcich povrchové vody nebylo naméfené detekovatelné mnozstvi estrogend.

RO se jevi jako metoda pouzitelna pro prekoncentraci vodnych vzorkut pied in vitro analyzou
endokrinnich disruptordi, je ovSem zapotiebi dalsi optimalizace této metody. Vzorky
zpracované metodou SPE nebyly do terminu odevzdani bakalafské prace zméteny, srovnani
ucinnosti RO a SPE tedy provedeno nebylo.

ABSTRACT

In recent years, interest in monitoring of estrogenic compounds in water environment due to
their adverse effects on human and animal health has been increased. Partiucular attention is
paid to analytical techniques used to quantify estrogens in water samples, such as instrumental
and biological techniques (in vitro, in vivo). Water samples need to be concentrated due to very
low estrogen levels (ng-L™*) and low limit of detection of used analytical methods. Solid phase
extraction (SPE) or liquid-liquid extraction (LLE) are comonly used to concentrate water
samples.

This bachelor thesis represents reverse osmosis (RO) and nanofiltration (NF) as another
possible methods for this purpose. This thesis is focused on the preconcentration of water
samples spiked with four estrogens (estrone E1, 17p-estradiol E2, estriol E3 and
17a-ethynylestradiol EE2) and surface water samples taken from three watercourses in city of
Brno using RO and SPE and its comparison of their effeciency. This was evaluated by in vitro
estrogenicity assay on the stably transfected cell line hERa-HelLa-9903.

By using RO, estrogens were concentrated with different recovery — the highest recovery
was reached for EE2 129.29%, lowest for E2 38.53%. No detectable amount of estrogen has
been detected in surface water samples.

RO appears to be a suitable method to the water samples preconcentration prior to in vitro
analysis of endocrine disrupting compounds. Water samples treated by the SPE method were
not measured untill the sunbmission of bachelor thesis, so the RO and SPE efficiency was not
performed.
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UVOD

Endokrinni systém fidi nespocet zivotné dulezitych funkci organismu prostfednictvim
signalnich molekul zvanych hormony. Endokrinni disrupce je jev, pfi kterém dochazi k naruseni
endokrinniho systému ¢lovéka nebo ostatnich zivocCichi, a mize vést k nezadoucim zdravotnim
efektlim, jako jsou zmény v chovani, vyvojové a reprodukéni poruchy nebo vznik nadorovych
onemocnéni. V roce 1997 probéhlo zasedani Evropské komise na téma vyuziti a regulaci latek
podezielych z endokrinni disrupce, které nazvala endokrinni disruptory (ED).!

ED jsou casto pfitomné v ruznych slozkach zivotniho prostfedi coz z nich ¢ini globalni
environmentalni problém. Odhaduje se, ze témét 1 000 chemickych latek (pfirodnich
i syntetickych) mize vykazovat endokrinné-disrupéni aktivitu. Podle Endocrine Society, coz je
celosvétova organizace zabyvajici se vyzkumem hormont od roku 1916, se v témét 100 %
lidské populace vyskytuje detekovatelné mnozstvi téchto latek v t&lnich tekutinich a tkénich.2

Mezi ED se dnes fadi aditiva plastii jako bisfenol A (BPA, ftalaty, alkylfenoly, konzervaéni
latky v kosmetice a farmakach (parabeny), polychlorované bifenyly (PCB), polycyklické
aromatické uhlovodiky (PAU), retardanty hoteni na bazi bromu, insekticidy jako DDT a jejich
metabolity, dioxiny a mnoho dal3ich.®* Do popiedi pozornosti se dostaly predevsim estrogeny,
coz jsou jak pfirozené pohlavni hormony produkovany v télech obratlovcl (napt. estron,
17B- estradiol), tak i latky syntetické (napft. 1 7a-ethynylestradiol). Tyto latky disponuji vysokou
disrupéni aktivitou, tzn. Ze jsou jiz pfi velmi nizké koncentraci biologicky aktivni.>® Tato
aktivita se projevuje napt. ovlivnénim sexudlni diferenciace u vodnich zivocicht, pfevazné ryb
(feminizaci populace nebo tiplnou eliminaci saméiho pohlavi v populaci).®”

Vyskyt ED v Zivotnim prostiedi, respektive ve vodé, se pohybuje ve velmi nizkych
koncentracich (ng-17%), Gasto pod mezi detekce, proto je nutné vzorky vody pro naslednou
analyzu zakoncentrovat, napiiklad pouzitim extrakce na tuhou fazi (SPE), kapalinové extrakce
(LLE) aj. Pro detekci takto nizkych koncentraci ED v zivotnim prostiedi jiz bylo vyvinuto
nékolik instrumentalnich a biologickych metod (napf. in vitro, in vivo, instrumentalni analyza),
které maji své vyhody i nevyhody. Invitro testy nabizeji opakovatelnou citlivou analyzu
celkové hormonalni aktivity ED s ohledem na eticky kodex spojenym s testovanim na zivych
organismech.®

Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostfedi (RECETOX) pti Masarykové Univerzité
v Brné€ v poslednich letech vyviji a optimalizuje metody na principu membranovych separaci,
konkrétné nanofiltraci (NF) a reverzni osmozy (RO). Dle piedbéznych vysledkit by RO mohla
byt pouzita pro zakoncentrovani vzorkl vody pro in vitro analyzu estrogennich a androgennich
latek s vyuzitim biotestil na transgennich bunéénych liniich.

Cilem této prace je provést literarni reSersi o aktualné pouzivanych metodach tpravy vzorka
vody pied in vitro analyzou a dale ve spolupraci s RECETOX porovnat ucinnost dvou
vybranych prekoncentra¢nich metod — hojné¢ vyuzivané SPE a RO na naslednou in vitro analyzu
estrogent na transgenni buné¢né linii hERa-HelLa-9903.



TEORETICKA CAST

Teoretickd Cast této prace predklada zaklad v oblasti endokrinni disrupce — kratkou historii,
definice, klasifikaci ED a stru¢né vysvétleni mechanismu jejich G¢inku. Duraz je kladen na
soucasné metody zpracovani vzorku vody pro naslednou in vitro detekci, jejich charakterizaci
a realné vyuzivani v domacim i zahrani¢nim vyzkumu.

1 Problematika endokrinni disrupce

Colborn a kol. (1993) poukazali na to, Ze se od druhé svétové valky do zivotniho prostiedi
dostavaji ve vétsim mnozstvi latky schopné narusovat endokrinni systém. Taktéz vyslovili
hypotézu, Ze vystaveni témto latkdm v prenatalnim obdobi nebo v obdobi brzy po narozeni
miize vyustit v trvalé a nevratné poskozeni volné Zijicich Zivo¢ichi a lidi.*

Poprvé se o ucincich ED na lidské zdravi zminil Singer (1949) u pilott praskovacich letadel
pouzivajici pesticid DDT, u nichz byl zji$tén sniZeny pocet spermii.®
Guzelian (1982) pozoroval ztratu libida, impotenci a malé mnozstvi spermii u délnikd
pracujicich na plantazich, na kterych byl pouzivéan insekticid chlordekon.’® Nasledng byla
experimentaln€ prokazéana estrogenni aktivita obou latek.

Silnou podporou pro hypotézy v oblasti endokrinnich disruptord (tj. latek schopnych
naruSovat vyvoj a funkci reproduk¢ni soustavy lidi a zivocichil) se staly laboratorni studie
(zejména in vivo), ve kterych se fada syntetickych chemickych latek, zejména pesticidl, ukazala
byt estrogenné nebo androgenné aktivnich.!! Tyto hypotézy podnitily védecké studie, * kterymi
se védci zabyvaji do dnes.

1.1 Definice endokrinnich disruptori

V roce 1996 Mezinarodni program pro chemickou bezpetnost (IPCS — Internatiomal
Programme for Chemical Safety), ktery zahrnuje Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO —
World Health Organization), Program Organizace spojenych narodt pro zivotni prostfedi
(UNEP — The United Nations Environment Programme) a Mezinarodni organizaci prace
(ILO — International Labour Organization) spole¢né s ostatnimi staty svéta a experty Evropské
unie definoval endokrinni disruptory takto:

wEndokrinni disruptor je exogenni chemicka latka c¢i smés, ktera meni funkci endokrinniho
systéemu a nasledné vyvolava nepriznivé ucinky u intaktniho organismu, jeho potomstva nebo
subpopulaci.

,, Potencidlni endokrinni disruptor je exogenni chemicka latka nebo smés, kterda ma vlastnosti,
které by mohly vést k endokrinni disrupci u intaktniho organismu, jeho potomstva nebo
subpopulaci.«

V kvétnu 1997 definovala americka Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi (EPA — U.S.

Evinronmental Protection Agency) endokrinni disruptory nasledovné:

wEndokrinni disruptor je exogenni chemicka latka nebo smés, kterda meni strukturu nebo
funkci/e endokrinniho systéemu a nasledné zpiisobuje nepriznivé ucinky na urovni organismu,
jeho potomstva, populace nebo subpopulace organismii, na zdkladé védeckych zadsad,
namérenych dajii, zavaznosti ditkazii a zdsad predbézné opatrnosti.*“*
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1.2 Klasifikace endokrinnich disruptori

Z chemického hlediska se ED fadi mezi hydrofobni organické latky, ty jsou vSak rtznych
struktur a vlastnosti, takze 1ze fici, ze jsou heterogenni skupinou latek postradajicich obecnou
molekularni strukturu. Dnes je zndmo téméf 1 000 latek s endokrinné-disrupénim aéinkem,™
které byly nalezeny ve vzduchu, pud¢, pitné vodé, potravindch rostlinného i1 zivocisSného
ptvodu,? pohonnych hmotach, spotfebnim zbozi zahrnujici farmaka a synteticky pfipravené
hormony (antikoncepéni preparty).® Vétina z nich je perzistentnich, coZ jim umoZiiuje setrvat
v zivotnim prostiedi po zna¢né dlouho dobu; konkrétné se jedna o pesticidy, organofosfaty,
organochlorované latky véetnd PCB, dioxint aj.'>

Pokud se na ED divame z pohledu jejich produkce ¢i vyroby, mizeme je rozdé¢lit na latky
exogenni a endogenni. Exogenni latky jsou syntetické latky produkovéany jako hlavni nebo
vedlej$i produkty primyslovych vyrob; sem patti vSechny ED vyjma pfirozenych hormonii.
Mezi endogenni ED patii pfirozené steroidni hormony — pohlavni, kortikoidni a thyreotropni
hormony (hormony §titné Z14zy) vétSiny obratlovet.

Struktura  steroidnich  hormoni  je odvozena od steranu (hexadekahydro-
cyklopenta[a]fenantren),'® coz je organicka slou¢enina slozena ze tfi 3estiuhlikatych cykli
a jednoho pétiuhlikatého cyklu oznacenych pismeny A-D.

Prekurzorem vsech pohlavnich hormonu je cholesterol, ktery je jednou ze zakladnich
15,16

stavebnich slozek fosfolipidové dvojvrstvy bunéénych membran.

jejich t¢inek. Podle ucinku se ED déli na estrogenni, androgenni a progestagenni.? Toto déleni
vychézi z mechanismu, kterym se dana endokrinni disrupce d¢€je na molekularni Grovni, tedy
vazbou ED na estrogenni, androgenni nebo progestagenni receptor.'?

2 Vzhledem k zaméteni prace jsou v nasledujicich kapitolach diskutovany pouze estrogenni a androgenni latky.
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Tab. 1: Prehled nejvyznamnéjsich endokrinnich diruptorii, jejich struktur a zdrojii v Zivotnim
prostied 1 * (upraveno)

Endokrinni disruptor Struktura Zdroj
OH
A Pfirozeny i
) y pohlavni
17p-estradiol \ df
b - J:Iﬂ[/ : hormon
’{D'i? Synteticky hormon
17a-ethynylestradiol \Lli/ YEIE :
Ho/f:/,\”/ i pouzivany v antikoncepci
. 0 Pfirozeny pohlavni
5a-dihydrotestosteron Cb'LLb yPp
o hormon
fH Aditivum plastickych
Bisfenol A Q CH3 hmot

3 2 2 EN

PCB mm Dielektrikum,

= o chladici kapalina
Cl
{

DDT e Insekticid, alternativni
. ‘ . . farmakum
gl = o Kontaminant herbicidd,
TCDD CII:EOB[CI

produkt spalovani odpadt

Prekurzor tenzida

Nonylfenol

1.2.1 Estrogenni latky

Vétsina ED, které byly detekovany ve vodnim prostiedi, byla ptifazena do skupiny estrogennich
latek,!” které jsou podezfelé napiiklad z narGstajiciho poétu poruch reprodukce a vyvoje
n&kterych druhti ryb a jinych vodnich obratlovci.!® Napiiklad Guillete a kol. (1996) poukazali
na redukci velikosti pohlavnich organt u mladych samct aligatort zijicich v jezefe Apopka na
Floridg.*®

Estrogeny, konkrétné estron (E1), 17B-estradiol (E2) a 17a-ethynylestradiol (EE2), byly
prokazany v mnoha odpadnich a povrchovych vodéach a byly oznaceny jako hlavni pficina
estrogenni aktivity ve vodg. 202

Do Zivotniho prostiedi se dostavaji pfedev§im odpadnimi vodami,?? jsou vyluovany moéi
lidi, hospodaiskych zvifat a jinych savct.?? Podle Kim a kol. (2007) neni zatim mozné
estrogenni ED z odpadnich vod tipIné odstranit.?*

Navrhované normy primérnych ro¢nich hladin stanovené Ramcovou smérnici o vodach EU
(WFD — Water Framework Directive) dosahuji pro E1 3,6 ng-1*, pro E2 0,4 ng-1* a pro EE2
0,035 ng-17, ackoli zadna zavazna mezni hodnota pro vyskyt téchto hormoni v povrchové nebo
pitné vodé nastavena nebyla.® Sledovani téchto latek je naro¢né; Evropska komise natidila
maximélni ptipustnou detekéni metodou 0,4 ng-1™ pro E1 a E2 a 0,035 ng-1* pro EE2.



Mezi estrogenni latky nepatii jen estrogeny, ale i1 syntetické organickeé latky se schopnosti se
vazat na estrogenni receptor, napiiklad Bisfenol A, DDT a fada dalSich pesticida
a organochlorovanych latek; tyto latky se dostavaji do zivotniho prostfedi nejen vypustmi
odpadnich vod primyslovych zafizeni, ale i hojnym pouzivanim vySe zminénych latek
v zemédélstvi.?

HO

Obr. 2: Strukturni vzorce estrogenit — estronu (E1), 17f-estradiolu (E2), 17a-ethynylestradiolu (EE2) a
estriolu (E3)

Estron (E1)

Estron, systematickym nazvem 3-hydroxyestra-1,3,5(10)-trien-17-on,%® je jednim z hlavnich
sami¢ich hormoni; je produkovan zejména pohlavnimi Zlazami a kiirou nadledvin. VétSina
estronu je v premenopauzalnim obdobi vylucovana vajecniky, u samcti a postmenopauzalnich
7en je syntetizovan z perifernich tkani pfeménou androstendionu.?

17p-estradiol (E2)

Tento hormon (estra-1,3,5(10)-trien-3,17p-diol)*® je nejsilngjsi piirozeny estrogen, jehoz
estrogenni potencial je n€kolikanasobné vyssi nez u estronu. 17p-estradiol se podili na rozvoji
reprodukénich organii a sekundarnich pohlavnich znakt. U samcti je hlavnim prekurzorem E2

testosteron, ve vyssi koncentraci E2 zabraiiuje apoptdze spermii.?

17a-ethynylestradiol (EE2)

Jde o synteticky derivat 17p-estradiolu — (17a-ethynylestra-1,3,5(10)-trien-3,17p-diol),*® hojné
vyuzivan v hormondlni terapii (je hlavni sloZkou antikoncep¢nich ptipravkill). Je perzistentni,
tedy je schopen setrvavat v Zivotnim prostfedi. Ze vSech estrogenli ma nejvyssi estrogenni
potencial 2’

Estriol (E3)

Estriol, systematicky estra-1,3,5(10)-trien-3,160,17p-triol,'® je nejslabsi z estrogenti. Hladina
estriolu v téle samic je detekovatelnd pouze v obdobi t€¢hotenstvi, avSak v toto obdobi je hladina
estriolu ze vSech estrogenii nejvyssi. V pfitomnosti estradiolu vykazuje antiestrogenni
aktivitu.?®
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Bisfenol A

Bisfenol A (BPA) patii mezi nejprostudovanéjsi ED vibec; je to latka se schopnosti vazat na
estrogenni receptor a aktivovat jej. BPA je slozkou obalovych hmot urc¢enych k uchovavani
potravin, plastovych piibort, sportovnich pomucek, ale i jizdenek a tuétenek. Jeho svétova
produkce se pohybuje v fadech né€kolika milionti tun ro¢né a stale se zvysuje. V roce 2015
dosahla jeho produkce 5,4 miliont tun.?

Dle studie Cafalat a kol. (2004) byl u 92,6 % populace Spojenych stati americkych
detekovan BPA v mo¢i, krvi a dal§ich t&lnich tekutindch v rozsahu 0,4-149,0 pg-1?.2° Dostupné
studie ukazuji, ze vystaveni se BPA v prenatalnim obdobi mtze ovlivnit citlivost mozkové
tkané na piirozeny estrogen a tim narusit nasledny vyvoj organismu (testovano na mysich).*°

1.2.2 Androgenni latky

Vedle estrogenii jsou povazovany za dal$i vyznamné ED ve vodnim prostiedi androgeny.
Hlavnimi zastupci androgennich latek jsou testosteron a dihydrotestosteron. Vyznacuji se
androgenni a anabolickou aktivitou. Androgenni aktivita zahrnuje fizeni vyvoje primarnich
i sekundarnich samcich pohlavnich znak — diferenciaci pohlavnich bunék, vyvoj saméich
pohlavnich organti atd. Anabolicka aktivita zajiStuje zejména rust svalové hmoty a hustotu
kostni hmoty.*2

O

Obr. 3: Strukturni vzorec testosteronu (vievo) a Sa-dihydrotestosteronu (vpravo)

Testosteron

Testosteron, 17p-hydroxyandrost-4-en-3-on,"® je hlavni muzsky/saméi pohlavni hormon.
U samcil je produkovan varlaty, u samic v malé mife vajecniky. Testosteron je metabolizovan
zejména v jatrech a dale v perifernich tkanich. Testosteron se také podili na celkové odolnosti
a sile organismu. Odpadni produkty po jeho metabolizaci jsou vylu¢ovany moéi.3

Sa-dihydrotestosteron

Sa-dihydrotestosteron (DHT) je redukovana forma testosteronu s vyS$si androgenni aktivitou.
Redukce je katalyzovana enzymem Sa-reduktazou. K této redukci dochézi v cilovych organech
(prostata, ktze, jatra aj). Na rozdil od testosteronu neslouzi DHT jako prekurzor pro
estrogeny.!
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1.3 Molekularni mechanismus endokrinni disrupce

Mechanismus endokrinni disrupce je velmi slozity a komplexni proces, ktery mtlize probihat
mnoha zpisoby, pii ¢emz né€které z nich jsou stale tématem diskuzi. Vzhledem k pouzitému
invitro testu v experimentalni Casti prace je tedy strucné diskutovan pouze mechanismus
zprostiedkovan vazbou ligandu na receptor, konkrétné v ptipadé genomické signalni drahy.
Mechanismus zprostiedkovan vazbou ligandu (ED) na estrogenni (ER) nebo androgenni
receptor (AR) je nejlépe prostudovanym mechanismem endokrinni disrupce. Uginek tvorby
komplexu ligand-receptor miize byt dvojiho druhu, a to agonisticky ¢i antagonisticky. V ptipadé
agonistického ucinku reaguje receptor na ED jako na pfirozeny hormon, aktivuje se a spusti
signalni drahu vedouci k expresi ur¢it¢ho genu. U antagonistického ucinku ED zablokuje
receptor 1 pro pfitomny pfirozeny hormon, nemuize tedy dojit k jeho aktivaci a nasledné
ke genové expresi.l®%
Oba tyto receptory — ER i AR patii do skupiny a jadernych receptori, do které spadaji

receptory pro steroidni hormony — pohlavni hormony, glukokortikoidy, mineralokortikoidy
2j.163

1.3.1 Estrogenita

Schopnost ED vazat se na ER se nazyva estrogenita. Jako referen¢ni hodnota estrogenity se
pouziva estrogenni aktivita 17p-estradiolu jako silného pfirozeného estrogenu, jehoz aktivita
odpovida 1. Cim je estrogenita latky vyssi, tedy vyssi nez referenéni hodnota, tim snadnéji se
ED vaze k receptoru a naopak.

Estrogenni receptor

Drtivou vétSinu estrogennich signalnich drah v reprodukénich 1 nereprodukénich tkdnich
zprostifedkovavaji ER. Existuji dva typy ER — ERa a ERB. Ty se od sebe lisi jak strukturou, tak
1 funkei. Oba typy ER se nachazi v mozku, plicich, déloze, kostech, tlustém stfeve a prsou. Typ
alfa vykazuje svou ¢innost pfedevsim v jaternich buiikach, hipokampu a tukové tkéni, zatimco
typ beta ma vyhradni funkci v prostaté, vaging a mozecku.®?

Nejsou-li ER aktivované, z vétsi Casti se nachazeji v bunééné cytoplazmé s proteinem
tepelného Soku HSP 90 (Heat Shock Protein) spoleéné s jeho chaperonem p23.3234

Vazba ligandu na estrogenni receptor a jeho signalni draha

V piipadé€ vazby ED na receptor dojde k alosterické zméné prostorového uspoiadani receptoru
za tvorby komplexu ER-ED. Vzniklé komplexy tvoii homodimery schopné translokace do
bunééného jadra, kde se vazou na estrogen responzivni jednotku (ERE — Estrogen Responsive
Element), tj. specificka sekvence nukleotidii na DNA kodujici transkripci cilovych geni, a to
bud’ pfimo anebo prostfednictvim specifickych proteinti. Tato transkripce je regulovana
transkripénimi faktory (TF). Vysledna fyziologicka odpovéd’ je dana afinitou ED k receptoru
a afinitou homodimeru k ERE v piitomnosti TF.*?
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Obr. 4: Schéma ctyr mechanismii estrogenni disrupce

1.3.2 Androgenita

Androgenita (analogicky k estrogenit¢) je definovana jako schopnost ED se vazat na AR. Pro
tento receptor existuji dva pfirozené ligandy — testostereon a Sa-dihydrotestosteron, ktery je
referenénim androgenem pro vyjadieni androgenity ligandu. %

Androgenni receptor

Kromé reprodukénich organi jsou AR obsazeny v kizi, kostech, svalech a mozku.® Primarné
se AR nachazi v cytoplazmé, kde je asociovan s proteiny tepelného Soku HSP.®” Cardoza
akol. (2003) se predpokladaji, ze jsou HSP proteiny vazany na AR prostiednictvim
cytoskeletalnich proteinti, naptiklad filaminu a dalsich chaperoni,® Dnes jsou znamy dva
izomery AR — izomer A (87 kDa) a B (110 kDa).%®

Vazba ligandu na androgenni receptor a jeho signalni draha

Vazba ligand-AR je zprostiedkovana ligand vazajici doménou (LBD — Ligand Binding
Domain). Po navazani ligandu dochazi ke konforma¢nim zménam receptoru, pii kterém jsou
disociovany HSP. Za ucasti proteinu ARA70 a importinu-a je stabilizovan vznikly komplex
proteini, ktery rovnéz umoziuje piesun receptoru do bunécného jadra. Tam vznikd homodimer,
ktery je schopen interagovat s DNA prostfednictvim androgen responzivni jednotky (ARE —
Androgen Responsive Element), ktera je uloZena v regula¢ni oblasti cilovych genti. Navazani
homodimeru AR na ARE za tidasti TF spousti transkripci cilovych (reportérovych) gent. 638
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2 Metody zpracovani vzorki vody pro detekci endokrinnich disruptort

Zptsob zpracovani vzorku vody, tedy vzorkovani a naslednd uprava prekoncentraénimi
metodami, je klicovym faktorem ovliviiujici vysledek stanoveni estrogenty ¢i androgenity
in vitro testy.®® Zvolena metoda by méla zajistit reprezentativni vzorek s ohledem na realné
prostorové a Casové zmény kontaminantti ve sledovaném prostiedi. Nicméné, Wehmas a kol.
(2011) dokazali, Ze analyza celého vzorku vody (whole water sample), tedy bez filtrace
a extrakce rozpusténych, vede ke spolehlivéjsim vysledk@im.*® U nezpracovanych vzorki,
zejména u odpadnich vod, vSak hrozi kontaminace vysokym mnozstvim organického odpadu,
ktera muze zkreslit vysledky in vitro analyzy nebo ji dokonce znemoznit.

V této kapitole jsou pro uplnost uvedeny nejéastéjsi zpisoby zpracovani vzorku pro in vitro
1 instrumentélni analyzu.

2.1 Vzorkovani vody

Mnozstvi odebran¢ho a zakoncentrovaného vzorku zdlezi na citlivosti a detekénim rozsahu
nasledné pouzité¢ analytické metody, a standardné se pohybuje v rozmezi 50 ml az 20 L
Ingerslev a kol. (2003) doporucuji vyhnout se objemu vys$simu nez 5 1 z dtivodl nartstajici
koncentrace huminovych latek, které zkresluji vysledky in vitro testii.*

Sacher a kol. (2001) a Matejicek a kol. (2008) se shoduji na optimalnim objemu 250 ml az
1 | pro instrumentalni analyzu za pouziti HPLC-MS a GC-MS.#

2.1.1 Aktivni vzorkovani

Pro odebirani vzorkl vody se zpravidla pouzivaji lahve z hnédého skla (kvuli nizsi afinité¢ ED
ke sklu nez k plastiim a koviim)*® vyplachnuté metanolem,*?**, Doporucovéno je stabilizovani,
tedy eliminace mikrobidlni kontaminace, vzorku kyselinou sirovou®® nebo kyselinou
chlorovodikovou.?’ Surovy vzorek je podle studie Citulského a Farahbakhshe (2012) mozné
stabilizovat i formaldehydem (1%,v/v).%?

Formaldehyd oviem zvysuje toxicitu pevnych biologickych extraktd,*® coz neni pro in vitro

testy zadouci. Vzorky se doporucuje skladovat ve tmé pfi teploté do 4 °C a zpracovat do 24-48
hodin.*-44

2.1.2 Pasivni vzorkovani

Tato metoda pouziva vzorkovace POCIS (Polar Organic Integrative Sampler) s Oasis HLB
(Hydrophilic-Lipophilic Balance) sorbentem.

POCIS se sklada ze dvou vrstev mikroporézni polyethersulfonové membrany o velikosti
pért 0,1 um, které obaluji sorbent v pevné fazi (nejcastéji Oasis HLB). Oasis HLB je
univerzalni extrak¢ni sorbent, ktery je Siroce pouzivan pro odbér velkého mnozstvi hydrofilnich
aZz lipofilnich organickych chemikalii z vody. Tento vzorkova¢ se ponechdva ve vodé v
casovém horizontu jednoho az deseti tydnti; pohlavni steroidy jsou absorbovany na membrang
a eluovany vhodnym organickym rozpoustédlem. *°
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2.2 Filtrace vodnych vzorki

Dle pozadavki WFD by nasbirané vzorky mély byt analyzovany bez piedchozi filtrace *® Tento
surovy vzorek (obzvlasté u odpadnich vod) ale obvykle obsahuje vysoky podil nerozpustnych
Castic a organickych materiald, které mohou zplsobovat problém pifi naslednych
prekoncentra¢nich Gipravach, jako naptiklad ucpani kazet pro SPE.*? Filtrace efektivné snizuje
mikrobialni kontaminaci, ktera by mohla znehodnotit vysledky in vitro analyzy.>°

K filtraci surového vzorku vody se pouzivaji materidly jako nylon,*! celuloza,* nitrat
celulozy ** nebo sklenéné vlakno,**> které se k filtraci pohlavnich steroidnich slouéenin

pouziva nejéastéji z divodu minimalnich ztrat prostfednictvi sorpce na filtr.>?
2.3 Aktualni metody prekoncentrace vodnych vzorki estrogeni

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu této prace, koncentrace ED ve vodnich matricich je velmi nizka,
radove v jednotkach nanogrami na litr, coz je na tirovni limitu detekce analytickych metod. Pro
dosazeni detekovatelné tirovné se vzorek podrobuje prekoncentraénim metodam.

U aktivné sbiranych vzorki se pro in vitro i instrumentalni analyzu nejéastéji pouziva
extrakce na pevnou fazi, dale kapalinova extrakce a dalsi.

2.3.1 Extrakce na tuhou fazi

Nejhojnéji pouzivanou metodou separace organickych hydrofobnich latek z vodnich vzorku je
extrakce na tuhou fazi (SPE — Solid Phase Extraction).>

SPE je vhodna pro vzorky povrchové vody, nebot’ neobsahuji takové mnoZstvi pevnych
Castic a organickych materialii jako voda odpadni, které by mohly ucpat nebo poskodit sorbent.
Vybér vhodného sorbentu a rozpoustédla pro eluci je dulezitym parametrem pro efektivni
extrakci vzorku.>* Nejéast&ji pouzivanym sorbentem pro SPE estrogent a dalSich pohlavnich
steroidu je Oasis HLB.

Princip

Principem SPE je adsorpce separovanych latek na tuhém povrchu (ad)sorbentu a jeho
nasledném vymyti eluénim ¢inidlem.*> Adsorpce se d4 chapat jako zvySovani koncentrace latky
na fazovém rozhrani vicefdzového systému (kapalina-pevna latka); rozeznavame dva typy —
adsorpci fyzikalni a chemickou.

V piipad¢ fyzikalni adsorpce vznikaji mezi sorbentem a sorbovanou latkou slabé
nekovalentni vazby. Chemicka adsorpce, nebo-li chemisorpce, je zprosttedkovana chemickou
reakci mezi sorbentem a sorbovanou latku za vzniku vazby. Pro tento druh sorpce je
charakteristicky vznik monomolekularni vrstvy.>®
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Extrak¢ni kolona pro SPE ma vétSinou tvar injekéni stiikacky. Samotny proces extrakce
zahrnuje Ctyti kroky dle nasledujiciho schématu:

Kondicionace PFidani vzorku Promyti Eluce

| .
MRl LE:
U o o = d

AR
o—|

o
[ )

Obr. 5: Schéma SPE ve 4 krocich — kondicionace, pridani vzorku, promyti a eluce 56

Prvnim krokem extrakce je kondicionace — pieduprava kolony, kdy se kolona se sorbentem
napIni mirné polarnim rozpoustédlem. Rozpoustédlo porusi vazby sorbentu a zajisti tim
naslednou interakci se vzorkem. Do aktivované kolony se piida vzorek;je nutné vSak zarucit
Cas potiebny k dostate¢nému kontaktu vzorku se sorbentem, ktery zachycuje sorbovanou latku,
zatimco zbytek vzorku prochazi kolonou. Tteti krok je promyti kolony destilovanou vodou
nebo pufra¢nim roztokem k odstranéni zbyvajicich necistot tak. Poslednim krokem je eluce
adsorbované latky nepolarnim rozpoustédlem ze sorbentu.>®

2.3.2 Kapalinova extrakce

Na rozdil od SPE je kapalinova extrakce (LLE — Liquid Liquid Extraction) vyhodna pro extrakci
mirné hydrofobnich latek, jako jsou pohlavni steroidni hormony, u vzorkid odpadni vody, které
obsahuji vyssi mnozstvi silné hydrofobnich organickych latek a materialti. Obecné se ale od
této metody opousti z divodu vysoké spotieby organickych rozpoustédel, jako naptiklad
ethylacetat,® hexan nebo smés hexanu a metanolu (1:1, v/v),5"%8 ktera mohou byt toxicka pro
buné&ené linie pfi in vitro analyze.*®

Princip

LLE je zaloZena na distribuci rozpusténé latky mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. Jednou
z téchto kapalin je zpravidla vodny roztok, druha je organické rozpoustédlo. Separovana latka,
které je rozpustna v obou kapalinach, je distribuovana mezi obéma fazemi v uréitém poméru.
Celkova koncentrace A rozpusténé latky ve vSech forméch je v organické fazi opatfena indexem
o. Tato koncentrace se stanovi experimentalné. Pokud je distribucni pomér dostatecné velky, je
mozné kvantifikovat uplnost (iginnost) extrakce. Uplnost extrakce zavisi na distribu¢nim
poméru, na objemu kapalnych fazi a také na poctu provedenych extrakci.
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Obr. 6: Souhrnné schéma aktudlniho zpracovani vody od vzorkovani pro in vitro analyzu® (Upraveno)

2.3.3 Vakuové odparovani

Vakuové odpafovani (VO), téZ znama jako vakuova evaporace, je v Ceské republice pomérné
malo pouzivana technologie, ktera ma ovSem velky potencidl pro budouci rozsifeni. Tato
technologie nachazi vyuziti v povrchovych upravach, chemickém, strojirenském,
potravinafském a farmaceutickém primyslu.

Pomoci VO Ize zvysit koncentraci latek rozpusSténych ve vodé pti zmenseni objemu roztoku
1 0 vice nez 90 %. Toho se vyuziva napiiklad v Cistirnach vod. Proces VO nevyZaduje zadné
pfidané chemikalie, zakoncentrovani roztoku se dosdhne odpafenim vody. Aby se voda
z roztoku efektivné vypaiovala v celém objemu, je nutné, aby roztok dosahl bodu varu.*

Princip

Pti VO se snizi tlak ve varné komote a dojde k varu pfi mnohem nizsi teploté, nez je bod varu
pti atmosférickém tlaku. Vakuové odparky mohou pracovat s tlakem az 6 kPa, pti kterém vodny
roztok muze vatit jiz pti 35 °C. Vystupem VO je destilat a koncentrat.
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Destilat je roztok zbaveny vSech rozpusténych latek, jde tedy o téméf Cisté rozpoustédlo,
vétsinou vodu. Koncentrat je silné koncentrovany roztok, do obsahujici vétSinou rozpusténych
latek. Této separace je docileno rozdilnou teplotou varu, podobné jako u klasické destilace. Pro
efektivni separaci je dulezité spravné nastaveni teploty a tlaku uvniti varné komory vakuové

odparky.>®
2.3.4 Lyofilizace

Podle studie Chevolleau a kol. (2016) je tato metoda také vhodna k zakocentrovani vodnych
vzorki netékavych ED, napi. BPA pied in vitro analyzou s az 91% vytéznosti.*®°

Lyofilizace pifedstavuje Setrné suSeni latek ve zmrazeném stavu za vyuziti vakuové
sublimace a umoznuje tak zachovat piivodni strukturu a biologickou aktivitu suSeného vzorku.
Tato metoda je v soucasnosti hojné¢ vyuzivana v biotechnologiich pfi vyrobé a zpracovani
potravin, kosmetickych a farmaceutickych vyrobki.5!

Proces lyofilizace se skladé ze tii fazi — zamraZovani, primarni a sekundarni faze suSeni.
Dulezitym faktorem lyofilizace je i vybér vhodného kryoprotektivniho cinidla zajistujici
stabilitu vzorku vystavenym podminkam 5353

Princip

ZamraZovani

Pii zamrazovani se lyofilizovany roztok zmrazi pod teplotu, pfi které nemuze existovat v
kapalném skupenstvi. Tato teplota je dana eutektickym bodem, ktery lze ziskat z fadzového
diagramu pro dany material. V této fazi lyofilizace je zamrazeno 65-90 % vody, zbylé mnoZstvi
je absorbovano na produkt. Rychlym vykrystalovanim vody v roztoku prudce vzroste
koncentrace rozpusténé latky. Koncentrace je v této fazi zavisla pouze na teplots.5!

Primarni a sekunddarni faze suSeni
Primarni faze suSeni pfedstavuje sublimaci ledu ze zmrazeného produktu za vyuziti vakua.
Hnaci silou procesu je rozdil tenzi vodnich par v sublima¢nim rozhrani a nad kondenzatem.
Tenze par jsou zavislé teploté. Délka primarni faze je dana rychlosti sublimace ledu,
charakteristikou lyofilizované smési a jejim objemem.51%4

Po ukon¢eni primarni faze obsahuje lyofilizat cca 5-35 % vody.®! Tato voda je absorbovana
na povrchu nebo je obsazena ve form¢ hydrata. Pii pfechodu z priméarni faze do sekundarni neni
nutné meénit tlak, ale je nutné udrzovat teplotu lyofilizatu pod teplotou skelného ptechodu,
pfi¢emz je tato teplota vysoce zavisla pravé na obsahu vody. Stabilita produktl je v této fazi
zavisla na teploté a obsahu vody.®® Koncentrace vody i teplota se v béhem faze méni v Case.
ProtozZe je profil obsahu vody zavisly pravé na teploté, je hlavnim sledovanym parametrem
teplota sekundarni faze, ktera nesmi piekrogit termolabilitu lyofilizované aktivni latky. ®
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2.4 Membranové tlakové procesy

Membranové procesy jsou v poslednich letech vyvijeny jako moderni a energeticky ucinné
separacni metody zaloZzené na molekularnich vlastnostech separovanych latek. Cilem vyvoje
téchto procesti je dosazeni dokonalého oddéleni slozek za co nejniz$i spotieby energie
s ohledem k zivotnimu prostiedi. Pfi Gpravach vody a vodnych vzorkt hraji membranové
(tlakové) procesy vyhradni roli.

V této kapitole se autor zaméfuje na RO a NF jako na potencialné¢ vhodné metody
prekoncentrace vodnych vzorki ED bez pouziti organickych feditel a jinych potencialné
toxickych latek, v souc¢asné dob¢ vyvijenych na pracovisti RECETOX.

2.4.1 Reverzni osmoza

Princip
RO je membranova separacni technika schopna odd¢lit nizkomolekularni latky z prevazné
vodnych roztokd. RO vyuziva neporézni polopropustné kompozitni membrany s vysokym
hydrodynamickym odporem odolavajici vysokému tlaku 1,5-15,0 MPa. Polopropustné
membrana je propustna pro vodu. Tlak vyvijeny na membranu musi byt vyssi nez osmoticky
tlak roztoku.® Osmoticky tlak je tlak potiebny k zabranéni pfirozené osmozy — samovolnému
pronikéni rozpoustédla ptes polopropustnou membranu oddélujici dva roztoky o rtzné
koncentraci vlivem koncentra¢niho gradientu.%®

V piipadé RO je na roztok aplikovan vnéjsi tlak, ktery zplsobuje pronikéani molekul
rozpoustédla pfes membranu ve sméru tlakového gradientu; separace molekul je zaloZena na
rozdilné rozpustnosti a difuzivit¢ v membrane. Separované molekuly (vétSinou vody) se
V materiadlu membrany rozpoustéji, membranou difunduji a ndsledné desorbuji z membrany do
permeétu. Pfes membranu tedy prochézi pouze molekuly rozpoustédla.®®

OSMOZA REVERZNi OSMOZA

\ polopropustna
o membrana

Y polopropusina
1 membrana tak

Obr. 7: Grafické zndzornéni osmozy a reverzni osmozy®
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V praxi se RO nejcastéji pouziva v rezimu ,,cross-flow*, tedy v rezimu tangencialniho
proudéni, nékdy oznaCen jako dynamicka filtrace. Roztok v cross-flow rezimu proudi
systtmem RO pod vysokym tlakem rovnobézné¢ s plochou membrany, pfes membranu tedy
prochazi Cisté rozpoustédlo (permeat, filtrat), zatimco membranou zadrzené latky prochazi
systémem dal (retentat, koncentrat). Vlivem proudu rozpoustédla unasSejiciho zadrzené Castice
na membrané pod vysokym tlakem je zna¢n¢ sniZena tvorba filtraéniho kolace a tedy ucpani
membrany, jako je tomu v rezimu statické filtrace, tzv.,,dead-end*®’

nefiltrovany
produkt

membrana = membrane @

- - * e o° °
* L e o - b ® @ o° ® o
o:\® ® o o©° ® oo ° B e

£ = L
29 Y
C I L

filtrat filtrat

Obr. 8: Grafické zndzornéni cross-flow a dead-end rezimu filtrace®® (upraveno)
Membrana

Polopropustna kompozitni membrana je zakladni funkéni jednotkou RO. Nejcastéji se sklada
ze tii vrstev, tj. polyamidu, polysulfanu a netkané polyesterové textilie. Podle usporadani
jednotlivych vrstev se rozlisuji membrany deskové a vinuté.

Vinuté usporadani zajist'uje vetsi filtracni plochu, vyssi tok permeatu pres membranu a tim
i kratsi dobu procesu RO.%3% Nevyhodou je skute¢nost, Ze se vinuta membrana snadn&ji zanasi
a poskytuje relativné vysoky mrtvy objem, coz neni pro nizké objemy filtrovanych roztokt
zadouci.

U deskového uspotadani je aktivni plocha mensi, tim je i tok permedtu niz$i a proces
zakocentrovani vyzaduje delsi dobu.®®®° Ve srovnani s vinutou membranou se ale deskova
membrana nezanasi tak rychle a poskytuje mensi mrtvy objem.

Pro uspé&$nou prekoncentraci pomoci RO je nutné zvolit vhodnou membranu. Membrana je
charakterizovana technickymi parametry, jako jsou sloZzeni membrany, velikost maximalni
operacni teplota a tlak, rozsah pH pro dlouhé i1 kratké operace, maximalni rychlost pritoku
kapaliny apod.®’
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2.4.2 Nanofiltrace

Princip
Nizkotlaka reverzni osmoza, nebo-li nanofiltrace, je dalsi membranovou separa¢ni technikou
slouzici k oddéleni nizkomolekuldrnich latek z vodnich roztokd. Na rozdil od RO vyuziva
polopropustné porézni membrany s pracovnim rozsahem tlaka 0,5-3,5 MPa. Velikost port
membrany se pohybuje v rozmezi 1-2 nm, z ¢ehoz vyplyva, ze NF pracuje na principu sitového
efektu (molekuly vétsi nez pdry membrany neprojdou), dale se uplatiuje ¢astecny efekt
rozpous$téni v membrané nasledovany difuzi jako u RO.

NF je nejéastéji v praxi vyuzivana k odstrafiovani vicevalentnich iontd (Ca?* Mg?* aj.), tzv.
zmékéovani vody, a nizkomolekularnich organickych latek.%

Membrana

Membrana pro NF je kompozitni porézni membrana tvofena tfemi vrstvami — sulfonovanym
polysulfonem, ktery tvoii semipermeabilni vrstvu o §ifce mensi nez Inm, dale polysulfonovou
mikroporézni vrstvu o §ifce 50-150 um a netkanou textilii. Svrchni sulfonovana je diky
sulfonovym skupindm opatfena zapornym nabojem, coz zvySuje efektivitu zachytavani
kovovych kationtt.”

3 Metody detekce endokrinnich disruptori

V této kapitole jsou uvedeny a stru€né popsany nejcastéji pouzivané metody detekce ED ve
vodnim prostfedi — instrumentalni metody s vyuzitim chromatografickych technik a vybrané in
vitro biotesty.

3.1 Instrumentilni metody

K separaci a detekci endokrinnich disruptor byla vyvinuta a nasledné optimalizovana tada
instrumentalnich metod, z nichZ nejpouZzivané;si jsou metody chromatografické v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii (MS — mass spectrometry). Nejhojnéji vyuzivanou a nejstarsi
metodou je plynova chromatografie (GC — gass chromatography) s MS detektorem. 348
Pohlavni steroidy se ovSem vyskytuji ve velmi malém mnozZstvi, a to vétSinou jako smési,
jejich pripadnd koncentrace jako chemickych individui mize byt tedy jesté nizsi. Z toho divodu
se dnes dava prednost vysokouc¢inné kapalinové chromatografii (HPLC — high performance
liquid chromatography) s MS detektorem diky jeji vyssi citlivosti a schopnosti analyzovat i

vzorky bez piedchozi derivatizace.*?
3.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je separac¢ni metoda pracujici na principu rozdilné afinity analytu k mobilni a stacionarni
fazi. Mobilni fazi je inertni kapalina, stacionarni fazi kapalina nebo pevna latka. Podle
fyzikalng-chemickych vlastnosti analytu je tieba volit vhodné jednotlivé faze.”
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Pro stanoveni endokrinnich dirusptorti se osvéd¢ila kombinace HPLC/MS.”? Touto metodou
byla stanovena vétSina estrogenti v povrchovych vodach a podle dostupné literatury je tato
metoda nejrozsifendjsi kvantitativni metodou vyhodnoceni ED. 34248

3.1.2 Plynova chromatografie

Princip GC je obdobny jako u HPLC, lisi se ale mobilni fazi a tim i moznostmi pouziti. Mobilni
fazi je tedy v tomto ptipade inertni plyn, vétSinou N2, ktery unasi analyt chromatografickym
systémem. Vzorek analytu je nejprve nutno pievést do plynné podoby.”

V pripadé¢ ED, konkrétné estrogent, je tfeba vzorek nejprve derivatizovat pro jejich

termolabilitu a nizkou tékavost.*?

13,42,48,72

Tato metoda je ovSem rychla a disponuje vysokou separacni
ucinnosti.

3.1.3 Hmotnostni spektrometrie

Po separaci analytu pomoci HPLC nebo GC ptichazi na fadu samotna kvantifikace obsahu ED
pomoci MS. V MS je odpatfeny vzorek ionizovan, je mu tedy pfedan naboj. V detektoru dojde
k rozdéleni vzniklych iontd podle poméru jejich hmotnosti a naboje. Detektor zaznamenava
signal imé&rny poétl iontii o dané hmotnosti.”® Casto byva vyuzivano tandemového uspofadani
detektort, které vyrazné zvysuje citlivost a selektivitu detekce.*8

3.2 Invitro metody

Pouziti instrumentalnich metod ke stanoveni ED neni jedinou moZnosti. Vedle téchto metod
byly vyvinuty i in vitro, metody zejména k detekci pohlavnich steroidii. Vétsina téchto biotestt
vyuziva bunéénych linii pivodem z obratlovcli nebo z mikroorganismu, jako jsou kvasinka
pivni apod.

Hlavnim diivodem vyvoje téchto metod bylo nalezeni vhodné alternativy k in vivo metodam,
kterd by byla v souladu s etickym kodexem testovani na zvifatech. DalS$im a neméné diilezitym
divodem je skutecnost, Ze instrumentalni analyza neni schopna detekovat miru biologické
odpovédi organismu pii expozici ED a urcit tak jejich minimalni koncentraci, pii kterych jsou
ED stéle biologicky aktivni.

Nespornou vyhodou in vitro biotestu je také jejich schopnost detekce celkové estrogenni
aktivity méteného vzorku jako vysledku interakci vSech ptitomnych ED. To mlze byt druhou
stranu i nevyhodou téchto metod, ze nedokaZzi identifikovat chemickd individua ve vzorku
zodpovédna za hormonalni aktivitu.®

3.2.1 Proliferace bunék

Prvnim z pouzitych testli pro testovani estrogenity vodnich vzorka a sediment byl bunécény
proliferaéni test znamy jako E-screen.’* E-screen je zaloZen na méfeni estrogen-responsivni
proliferace zejména u estrogen responzivnich bunck lidského karcinomu prsou MCF-7.
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Bunécny nartist v odpovédi na piitomny estrogen Ize kvantifikovat znackovanim bunéénych
proteinti sulforhodaminem B96"° nebo pouzitim kolorimetrického testu napi. s krystalovou
violeti.”® Pomoci prolifera¢niho testu je mozné detekovat koncentraci E2 10 ng-1". Nevyhodou
E-screenu je ¢asova naroénost 5-7dni. "

3.2.2 Exprese reportérovych gentu

v

Biotesty zalozené na expresi reportérovych genii jsou dnes nejrozsifenéjsi in vitro testy
estrogenity a androgenity.”” Vyuzivaji genetické modifikace savéich a rybich bungk, dale také
kvasinek apod. Do kategorie biotesti estrogenity provadénych na sav¢ich bunkach spadaji
biotesty s vyuzitim bunéénych linii MCF-7,%" T47D,’® HELN-hERa,®® hERa-Hela-9903"
a dalsich. V pfipadé kvasinek Saccharomyces cerevisiae se jedna predevsim o test estrogenity
YES (Yeast Estrogen Screen)® a androgenity YAS (Yeast Androgen Screen).8! MDA-kb2 a U2-
OS sav¢i (lidské) bunééné linie jsou pouzivany k testovani androgenity.8283

Obecnym principem téchto testl je vyuZiti geneticky modifikovaného organismu nebo
bunééné linie. Geneticka modifikace spociva v transfekci hER (human estrogen receptor) nebo
hAR (human androgen receptor)’’ s piislusnym konstruktem umoZiujicim jeho expresi.
Transfekce mutize byt stala nebo piechodna. Tato transfekce umoziuje transkripci reportérovych
gent (gend, jejichz expresi miizeme lehce kvantifikovat).8* Nejéast&ji vyuzivanym reportérem
byva enzym luciferaza ¢i B-galaktosiddza v piipadé YAS/YES testi. 8081
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Obr. 9: Mechanismus in vitro biotestu estrogenity zprostiedkovaného expresi reportérovych genii
luciferdazy®

Luciferase
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EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni Casti predlozené bakalaiské prace byla prekoncentrace vzorklti vody
obsahujicich endokrinni disruptory (estrogeny) dvéma vybranymi metodami a srovnani jejich
ucinnosti. Pouzitymi metodami byly zavedena metoda SPE a nova metoda RO vyvijend na
pracovisti RECETOX.

Takto upravené vzorky byly otestovany in vitro biotestem na transgenni bunééné linii hERa-
HelLa-9903, jehoz vyhodnoceni slouzilo jako srovnavaci kritérium vyse jmenovanych metod.

4 Material

4.1 Chemikalie

Nize uvedené chemikalie byly zakoupeny od spolénosti Sigma-Aldrich Co (Cesko), neni-li
uvedeno jinak.

Rozpoustédla

70% Etanol
100% Metanol

Hormony

Estron

Estriol

17B-estradiol
17a-ethynylestradiol

Chemikalie pro SPE

Oasis HLB (Waters, Irsko)
Acetonitril (Biosolve, Nizozemi)
Aceton (Lab Scan, Polsko)

100 nM Hydrogenuhlicitan sodny
99% Dansyl chlorid

Chemikalie pro in vitro analyzu

Trypsin

FBS (fetalni bovinni sérum)

FBS-DCT (dialyzované fetalni bovinni sérum)

DMEM médium (Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium) bez fenolové ¢ervené a
L-Glutaminu

DMEM médium praskové

Lyzaéni pufr pro extrakci luciferazy

Kit pro stanoveni luciferazy Steady-Glo® (Promega, USA)
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4.1.1 Priprava roztoki, pufri a médii

Priprava fosfatového pufru PBS

K piipravé 1 1 PBS bylo tieba navazit 8,00 g NaCl, 0,20 g KCl, 2,89 g Na,HPO4:2 H>0 a 0,20
g KH2POs4. Navazené chemikalie se kvantitativné prevedly do odmérné banky (1000 ml)
a doplnily vodou po rysku. Po rozpusténi bylo upraveno pH pufru na 7,20 pomoci 1M HCI
a NaOH. Roztok byl sterilovan ve 250ml sklenénych lahvich v autoklavu.

Piiprava kultivaéniho nasazovaciho média

Pro nasazeni bunék do mikrodesek bylo pouZito sterilni DMEM s 10 % dialyzovaného FBS-
DCT. Po ptidavku FBS-DCT bylo pro zajisténi sterility prefiltrovano ptes filtr o velikosti port
0,22 um do sterilni sklenéné lahve. Takto ptipravené médium bylo uschovévano v chladni¢ce
pii teploté 4 °C max. 1 mésic.

Priprava expozi¢niho (3krat, 9krat) koncentrovaného média

Médium z praskového DMEM a dalsich ptisad bylo ptipraveno dle navodu vyrobce. K ptipravé
3krat koncentrované¢ho média bylo nutno ztrojnasobit navazky jednotlivych komponent: 3,37 g
DMEM, 1,11 g NaHCO3 se 3 ml L-glutaminu bylo kvantitativné pfevedeno do odmérné banky
(100 ml) a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Podle ndvodu vyrobce bylo pH média
upraveno v rozmezi 6,8-7,5 a poté sterilovano filtraci pres filtr o velikosti pora 0,22 pm
do sklenéné lahve. Pro piipravu 9krat koncentrovaného média byl postup zopakovan jesté
jednou.

Piiprava lyzacniho pufru pro extrakci luciferazy

K ptipravé pufru bylo pouzito 121,14 g tris-(hydroxymetyl)-aminometanu, 30,80 g 2mM
dithiothreitolu a 76,08 g kyseliny etylenglykoltetraoctové (EGTA). Navazena chemikalie byly
kvantitativné pfevedeny do odmérné banky (100 ml) a doplnény destilovanou vodou po rysku.
Pomoci 1M NaOH ¢i HCI bylo pH pufru upraveno na 7,80. Lyza¢ni pufr byl uchovavan
Vv chladnicce pfi teploté 4 °C.

Piiprava roztoku pro stanoveni luminiscence

Na jednu 96jamkovou mikrotitra¢ni desku bylo potieba 0,6 ml smési komeréné dodavaného
kitu Promega Steady-Glo® s 3 ml DMEM bez FBS a 3 ml lyza¢niho pufru pro extrakci
luciferdzy. Luminiscencni roztok byl vZzdy pfipraven bezprostiedné pied stanovenim
luminiscence.

Piiprava kalibra¢ni Fady standardnich latek

Nejprve byl ptipraven zasobni roztok 0,01M E2 ve 100% metanolu rozpusténim 2,10 mg E2
v 770 pl metanolu. Ptipraveny roztok byl dale fedén na pozadované koncentrace.
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4.2 Bunééna kultura hERe-HelLa-9903

Bunécnaé kultura HeLa je linie lidskych epitelidlnich nadorovych bunék, které byly izolovany
vroce 1995. Pochazeji z nadoru délozniho hrdla Henrietty Lacks.®® Jedna se o nejstarsi a
nejhojnéji vyuzivana lidskd bunécnd linie v mnoha oborech svétového vyzkumu zahrnujici
biologické, chemické a medicinské discipliny.

Byly to prvni lidské buiiky, které byly namnozeny v laboratoii a oznaceny za ,,nesmrtelné*,
protoze nevykazuji zddné zndmky poskozeni i po mnoha bunéénych délenich diky ptitomnosti
enzymu telomeraz, které se podili na zpétném prodluzovani konct telomer po bunécném
déleni.?

Linie hERa-HeLa-9903 je stabilné transfekovana dvéma konstrukty. Témi jsou zakédovani
lidského ER hERa (human ERoa) a reportérovy systém luciferazy svétluSek spojujici pét
tandemovych repetici vitelogeninového ERE fizeného mySim methalothioneinovym
promotérem TATA elementu.’*

Diky této modifikaci se muze na bunééné linii hERa-HelLa-9903 testovat estrogenitu,
Vv tomto piipadé schopnost chemikalie indukovat hERa-zprostiedkovanou transaktivaci exprese
luciferazového genu.

Bunééna linie hERa-HelLa-9903 byla ziskana z bunééné banky Japonské sbirky vyzkumnych
biozdroji (JCRB — Japanese Collection of Research Bioresources) se souhlasem o pievozu
materialu.

28



4.3 Analyzované vzorky

4.3.1 Vzorek 1 — Ponavka

Potok Ponéavka prameni jizn€ od obce Vranov v lese, kterym protékd jihozapadnim smérem
pres obec Lelekovice az do Udoli Ponavky, jak se jmenuje mélké udoli spojujici Brno
s Boskovickou brazdou. Udolim Ponavky vstupuje potok do Brna, konkrétné méstskou ¢asti
Mokra Hora, protéka kolem arealu Lachemy Brno podle Zelezni¢ni trasy v Rekovicich a déle
podél Myslinovy ulice za nadrazi Brno-Kralovo Pole. Bezprostiedné za nadrazim Ponévka
opousti své ptirozené koryto a mizi v usti Stoly CI, kterou te¢e 3 km az do Cacovického nahonu

na fece Svitave.?’

¢

Obr. 10: Satelitni snimek a fotografie odbérové mista vzorku 1 — Pondvka

4.3.2 Vzorek 2 — Svitava

Reka Svitava je dlouhd 97 km a je 24. nejdelsi fekou v Ceské republice. Prameni u obce
Javornik nedaleko mésta Svitavy a po cest¢ do Brna protéka Letovicemi, Boskovicemi,
Blanskem a Adamovem. Na jihu Brna se vléva do tfeky Svratky. Vyznamnym piitokem je
podzemni ficka Punkva v Blansku.

Tato feka hrala vyznamnou roli pfi industrializaci Brna koncem 19. stoleti, kdy se kolem
ni vytvofila Posvitavska priimyslova zona. I proto byla ve 20. stoletim znadné zne¢isténa.®
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Obr. 11 Satelitni snimek a fotografie odbérové mista vzorku 2 — Svitava
4.3.3 Vzorek 3 — Kohoutovicky potok

Kohoutovicky potok je necelé 2 km dlouhy vodni tok nachézejici se na izemi méstskych ¢asti
Brno-Kohoutovice a Brno-stied Pisarky. Horni &ast toku protékda Udolim Kohoutovického
potoka, ktery je ptirodni pamatkou. Spodni ¢ast potoku je vedena potrubim a pak dale v umélém
koryté v parku u muzea Antropos.® Udoli je znamé svou vegetaci, konkrétng vyskytem silng
ohrozené orchideje Okrotice cervené.® Kohoutovicky potok je pravym piitokem feky Svratky.

Obr. 12: Satelitni snimek a fotoraﬁe odbérové mista vzorku 3 — Khoutovi potok o
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5 Experimentalni zarizeni

5.1 Zarizeni pro reverzni osmozu

Prekoncentrace vodnych roztoku estrogenti byla provedena vyuzitim tangencialni cross-flow
reverzni osmoézou v recirkulaénim uspotadani (retentat byl recirkulovan zpét do zasobni lahve).
Vodny vzorek je zasobni lahve (1) pfivadén do zatizeni pomoci membranového cerpadla (2)
Aquatec 8800 (Aquatex International, Inc., USA) napajeného adaptérem OptiDrive 0,75 kW
(Invertek Drives Ltd., UK). Vzorky byly vedeny PTFE hadickami do cross-flow deskového
modulu (Sterlitech Corporation, USA) (4), ve kterém byla umisténa vyménitelnd membrana pro
reverzni osmézu Filmtec BW30LE (The Dow Chemcial Company, USA). K modulu je
pfipojena vyvod pro permeat vedouciho do zasobniku pro permeat (9) a vyvod pro retentat.
Manometry jsou pfipojeny k obéma piivodim (3) a k vyvodu retentatu (5). Z druhého
manometru (5) je vzorek pfivadén do ultrazvukového pratokoméru (7) skrze jehlovy ventil,
ktery slouzi ke sledovani tlaku v zafizeni. Z pritokoméru je retentat odvadét zpét do zdsobniku

(1), odkud je znovu piivadén do zatizeni.?

7 6 5

retentat
FEQDH®

permeat

AN
<

1 VFD

2 3
2 ®

Obr. 13: Schéma experimentdlniho zaiizeni pro RO

b Pro potieby tohoto experimentu bylo zafizeni zjednoduseno odstranénim pritokomeéru a vinutého modulu.
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Obr. 14: Fotografie experimentdlniho zarizeni pro RO

5.2 Zatizeni pro extrakci na tuhou fazi

SPE vakuovy rozdé&lova¢ — Visiprep™ DL
Laboratorni sucha lazen - ThermoFisher Scientific
Oasis HLB kolony 60 mg (Waters, Irsko)

5.3 Zarizeni pro in vitro biotest

Inkubétor — CO2 Sanyo MCO 18AIC

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu — Box Safeflow 12

Inverzni mikroskop — Labomed TCM40

Cellometr (Auto T4) — CHT4 Nexcelom Bioscience

Luminometr — Luminoscan Ascent DLReadyTM

Laboratorni predvazky- Radwag XA 82/220/2X

Analytické vahy — Kern & Sohn GmbH WB0950291

Sterilni 96jamkové bilé mikrotitra¢ni desky s prihlednym dnem — Thermo Fisher Scientific
Temperacni deska — Falc PA series
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6 Metody
6.1 Priprava a zpracovani vzorki vody

6.1.1 Priprava vzorku vodovodni vody obohacenych estrogeny

Pro ptipravu vzork vodovodni vody bylo pfedpokladano, Zze voda neobsahuje detekovatelné
mnozstvi estrogent.

Pti ptipravé vzorkl pitné vody s piidavky estrogentt E1, E2, E3 a EE2 byl bran zfetel na
jejich environmentalni koncentrace a na citlivost in vitro biotestu. Byly tak zvoleny
koncentrace, které odpovidaji mnozstvi danych estrogent v zivotnim prostiedi a zaroven pied
i po prekoncentraci pomoci RO bylo ve vzorcich detekovatelné mnozstvi hormond.

Zasobni roztoky vySe jmenovanych estrogent byly piipraveny do minivialek o celkovém
objemu 1,5 ml. Z té&chto zasobnich roztokt byl mikropipetou odpipetovan pozadovany objem
estrogenu pro pripravu 1 100 ml vzorku. Pied procesem zakoncentrovani byly odebirany vzorky
pro in vitro a instrumentalni analyzu o objemu 10 ml.

K ptipravé vzorki byla pouzita vodovodni voda z aredlu Univerzitniho kampusu
Masarykovy univerzity Brno v Bohunicich, konkrétné v budové 29, ve které sidli pracoviste
RECETOX. Dodavku vody v Brn¢€ maji na starost Brnénské vodarny a kanalizace a.s. Objem
vody byl odméfen odmérnymi valci 0 objemech 1 000 a 100 ml. U vodovodni vody a nasledné
ptipravené¢ho vodného vzorku estrogent byly zméteny pH, mérna vodivost a teplota.

Vzorky bylo ptfipraveny ve tiech opakovanich od kazdého estrogenu, pro piehlednost byly
oznaceny pismeny A, B a C.

Tab. 2: Prehled koncentraci zdsobnich roztokii estrogenii, objemit a koncentraci estrogenii v jednom
litru vzorku

Estrogen (A,B,C) Zasobni koncentrace | Objem E v 11 vody Koncentrace E
[ng-1'] [p1] [ng-1"]
E2 200-10° 82,5 15
EE2 200-10° 22,0 4
E1l 400-10° 82,5 30
E3 200-103 165,0 30
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6.1.2 Zpracovani environmentalnich vzorku

Vzorky povrchové vody byly odebirany metodou aktivniho vzorkovani, tedy pfimo odebirany
do lahvi z tmavého skla o objemu 2,5 1. Tyto lahve byly pfedem vyplachnuty dichlormetanem,
ktery byl z lahvi volné odpaten.

K odbéru vzorku byly cilené zvoleny tfi lokality mésta Brna, a to konkrétné:

[J potok Ponavka, méstska ast Brno — Reckovice, primyslova oblast (areal spole¢nosti Erba
Lachema s.r.0.), souradnice 49.2482886N, 16.5901372E

) feka Svitava, méstska ¢ast Brno — Zabrdovice v bezprosttedni blizkosti Vojenské nemocnice
Brno (levy bieh), soufadnice 49.2021075N, 16.628368E

(] Kohoutovicky potok, méstska ¢ast Pisarky, park Antropos, soufadnice 49.1928106N,
16.5660486E

Lahve byly nejprve tiikrat vyplachnuty vodou z daného fi¢niho toku a teprve poté byl
odebran konec¢ny vzorek. Ihned po jeho odebrani byla zméfena teplota vody digitdlnim
teplomérem Greisinger GTH 1170 a byla zapsana spolecné se soufadnicemi lokality odbéru do
odbérového protokolu. Soutadnice lokalit odbéru byly zjistény pomoci mobilni aplikace
Mapy.cz na mobilnim telefonu.

Po odbéru byly vzorky bezprostfedné transportovany do laboratote. Vzhledem k priimérné
teploté vzduchu v den odbéru, ktera ¢inila -5 °C a rychlosti odbéru a transportu vzorki, byla
dodrZena doporucend teplota skladovani. Multimeterm byla zméfena mérna vodivost a pH
surovych vzorki. Cast vzorki pro prekoncentraci pomoci RO a SPE byla podrobena vakuové
filtraci pomoci membranové vyvévy pres filtracni papir ze sklenéného vldkna o velikosti pori
0,45 um. Zbyla ¢ast vzorki byla ponechana pro SPE bez filtrace. Na filtra¢nich papirech bylo
mozné pozorovat organické znecisténi vzorkll vody, které bylo v ptipad¢ feky Svitavy znatelné
jiz na prvni pohled.

Obr. 15: Fotografie filtrii po filtraci vzorkii povrchové vody — Pondvka (vlevo), Svitava (uprostied)
a Kohoutovicky potok (vpravo)
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6.2 Prekoncentrace vzorku vody vybranymi metodami

6.2.1 Metodika reverzni osmoézy

Zpracované vzorky vodovodni i povrchové vody byly nésledné zakoncentrovany vyuzitim RO..
Metodika prekoncentrace se opira o predchozi vyvoj a optimalizaci této metody na pracovisti
RECETOX.

Pro nasledujici experiment byla pouzita RO s tangencialnim proudénim (cross-flow)
s vyuzitim tenkovrstvé RO membrany o i¢inném povrchu 42 cm?. Pred zahdjenim experimentu
bylo zatizeni peclivé promyto 2,5 I destilované vody. Pro ptfipad mozné kontaminace zatizeni
estrogeny z piedchoziho experimentu, bylo zatizeni dale promyto 5 | NaOH pii pH 11. Nakonec
bylo zatizeni promyto 7,5 1 destilované vody pro vymyti zbytkti hydroxidu, dokud mérna
vodivost promyvaci vody neklesla pod 10 uS-ecm™.

Ke zvySeni t¢innosti RO membrany byla dle Kulkarni a kol. (1996) membrana namocena
do 50% roztoku etanolu po dobu minimalné 12 hodin pied zaditkem experimentu.®
Po namoceni byla instalovana do zafizeni a dale kondiciovdna demineralizovanou (mQ) vodou
do stalého pritoku permeétu. Priitok permeatu byl méten jako ptibytek hmotnosti permeatu za
jednotku casu.

Béhem samotného zakoncentrovani vzorki vody byl tlak na membrané€ udrzovan na hodnoté
7 barti, lahev se vzorkem byla uchovana ve vodni lazni s ledem pro udrZeni teploty cca 20°C.
Proces trval tak dlouho, dokud se objem vzorku nezmensil piiblizné na desetinu pivodni
objemu, tedy ptiblizné¢ 100 ml (snaha o dosaZeni teoretického faktoru zakoncentrovéani 10),
rychlost pritoku permeédtu byl rovnéZ zaznamenan pro orientacni stanoveni délky trvani
zakoncentrovani jednoho vzorku. Tato doba se liSila v zavislosti na typu estrogenu a na poctu
pouziti membrany. Pro kazdy estrogen byla pouZita jind membrana a kazdy vzorek byl
zakoncentrovan ve tiech opakovanich. (A,B,C).

Po skonceni reverzni osmozy byla zméfena hmotnost, mérna vodivost a pH obou vystupt,
tedy retentatu i permeatu a byly z nich odebrany vzorky pro in vitro analyzu o objemu cca
20 ml.

6.2.2 Metodika extrakce na tuhou fazi

Vzorky vodovodni i povrchové vody byly také zakoncentrovany metodou SPE. Metodika
prekoncentrace pomoci SPE vychazi ze studie Jalové a kol. (2013).38

Pro tento experiment byly pouzity SPE extrakéni kolony s Oasis HLB sorbentem. Pied
extrakci byl do vzorku extrahovaného vzorku pridan standard EE2 v acetonitrilu. Kolony byly
kondiciovany 3 ml acetonu a 2 ml ultrac¢isté vody. Po dokonc¢eni extrakce byla kolona vymyta
1,5 ml 5% metanolu a vzorek byl eluovan 2 ml acetonu. K eluatu byl ptidan E2 standard a
nasledné¢ odpaten pod proudem dusiku pii teploté 40 °C.
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6.3 Metodika in vitro biotest

6.3.1 Prace s buné¢énou linii hERa-HelLa-9903

Bunky se kultivuji v kultiva¢nich lahvich v médiu DMEM s 10% DCT-FBS v inkubatoru s 5 %
CO2 pii 37 °C. Pasazuji se priblizn¢ kazdé dva az tfi dny, dle miry konfluence (75-90%), v
poméru 1:4 az 1:6. Buniky by se nem¢ély kultivovat déle nez je 40 pasazi (potom jiz nebude
zachovana integrita odpovédi na estrogen).

Metodika prace s bunécnou linii hERa-HelLa-9903 z normy OECD/455.° Tento test
standardné slouzi jako zavedena in vitro metoda stanoveni estrogenity. V tomto exprimentu
slouzi jako vyhodnocovaci kritérium uc¢innosti prekoncentrace vybranych metod.

Pasazovani bunék

Do laminarniho boxu byly umistény lahev s médiem, lahev se sterilnim PBS a zkumavka
s trypsinem vytemperované na 37 °C. Rukavice byly pted praci oSetfeny 70% etanolem. Sterilni
sklenénou Pasteurovou pipetou, ozehnutou nad kahanem a nasazenou na vyvévu bylo odsato
médium z kultivaéni lahve. Plastovou Pasteurovou pipetou bylo nasato 2-3 ml PBS
k oplachnuti bun¢k, které bylo dvakrat zopakovano. Do kultivacni lahve bylo nasledné
napipetovano 0,5 ml trypsinu, lahev byla uzaviena a vlozena zpét do inkubatoru. Po 2-
3 minutach byla ldhev vytazena z inkubatoru a byl zkontrolovan stav disperze bunék.

V piipadé dostatecné disperze bylo do lahve pfiddno médium (inhibuje €innost trypsinu).
Objem média se boli v zavislosti na poméru pasaze. Bunky byly nasledné pomoci plastové
pipety zhomogenizovany piimo v lahvi. Pipetou se odsal pozadovany objem podle poméru
pasaze do nové sterilni lahve. Ke zbylému objemu suspenze se ptidalo cca 5 ml média. Lahve
byla uzaviena a opét vlozena do inkubatoru. Pracovni pomucky a chemikalie byly vyjmuty
z flow-boxu, pracovni plocha byla oSetiena 70% etanolem a vysvicena UV lampou po dobu
10 minut.

6.3.2 Provedeni biotestu

Nasazovani desky

20 pl bunécné smési z pasdzovani bylo odebrano a nasazeno na desku do jamky u sefiznutého
rohu. Pocet buné€k byl spocitan Cellometrem a v pomoci Microsoft Office Excel byl pfepocitan
potiebny objem smési bunék na koncentraci 20-10° bunék/jamka. Z vypocitaného objemu bylo
zjisténo potifebné mnozstvi DMEM k doplnéni na 6 ml. Multifunkéni pipetou bylo do jamek
napipetovano 100 pl média s bunéénou linii.

Expozice

Do jamek s médiem a bunécnou linii bylo napipetovano 100 pl retentatu, vzorku, kalibra¢ni
fady E2 v metanolu, ¢istého metanolu, filtratu a vody z promyvani zatizeni, vzdy ve tfech
opakovanich. VVzorek a retentat byly nasazeny ve tfech koncentracich — ptivodni koncentrace,
3krat a 9krat koncentrovang;jsi.

¢ Autor prace asistoval pti manipulaci s bun&¢nou lini hERa-HelLa-9903 a pti provadéni biotestu, jenz byly naplni
diplomové prace Bc. Barbory Taskové.
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Kalibra¢ni fada E2 v metanolu byla piipravena o koncentracich 1,37; 4,10;3 7,00; 333,00 a
1 000,00 pM. Takto nasazené desky byly vraceny zpét do inkubatoru na 24 hodin. Kazda deska
byla ptipravena ve dvou opakovanich (A,B).

Vyhodnoceni
Vytemperovany luciferin byl pfidan do smési DMEM a lyzac¢niho pufru. Desky byly vyjmuty
zZ inkubatoru a stav bun¢k byl zkontrolovan pod mikroskopem. Multikandlovou automatickou
pipetou bylo opatrné odsato médium a napipetovano 100 ul PBS. Po odsati PBS bylo
napipetovano stejné mnozstvi smési luciferinu, DMEM a pufru. Do krajnich jamek desky bylo
napipetovano PBS a desky byly ponechany homogenizaci na tiepacce po dobu 15 minut. Desky
byly béhem tfepani zakryty alobalem.

Po 15 minutach bylo dno desek podlepeno bilym papirem a bez vicka byly vlozeny do
luminometru. Pomoci softwaru Ascient byla zmétena luminiscence desek, naméiena data byla
importovana do tabulkového procesoru Microsoft Office Excel a dale vyhodnocena.
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Obr. 16: Schéma hlavnich pristupii pri in vitro testovani estrogennich, androgennich a
progestagennich ucinkii®
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VYSLEDKY A DISKUZE

V této kapitole jsou uvedeny experimentalné¢ zjisténé hodnoty sledovanych vlastnosti vodnych
vzorkll estrogentl pied a po jejich zakoncentrovani pomoci SPE a RO. Déle jsou zde uvedeny
vysledky vyhodnoceni u¢innosti vybranych metod na zakladé in vitro testi estrogenity se
stru¢nym vysvétlenim vyhodnocovaci metody.

Cilem této kapitoly je porovnat ucinnost vybranych metod na zdkladé experimentalni
zjisténych hodnot.

7 Prekoncentrace vodnych vzorkii pomoci reverzni osmozy

7.1 Metoda vyhodnoceni dat in vitro analyzy

Detekovana indukce luminiscence byla pfevedena na maximalni odpovéd’ na E2 (1 000 pM)
v procentech, zatimco kontrola rozpoustédla poskytla vychozi hodnotu. Zjisténa estrogenni
aktivita vzorkl, vyjadiena jako 17p-estradiol ekvivalent (EEQ — Estradiol Equivalent)
zakoncentrovanych vybranou metodou, byla vypocitdna pomoci softwaru GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., USA). Koncentrace EEQ vzorkii byly stanoveny metodou
vyhodnoceni EEQ z nejvys$si naméfené aktivity (PME — point-maximum evaluation), kde se
vztahla maximalni odpovéd nefedéného vzorku k E2 koncentraci se stejnou odpovedi. Koneéné
hodnoty EEQ byly vypocteny z priméru dvou nezavislych méfent.

7.2 Vzorky vodovodni vody

Vzorky vodovodni vody obohacené o estrogeny El, E2, E3 a EE2 byly zakoncentrovany
metodou RO. V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny fyzikalné-chemické parametry vzorkt —
teplota, pH a mérna vodivost a také vystupni hodnoty z in vitro analyzy, jimiz jsou realny faktor
zakoncentrovani a vytéznost. U téchto vzorkl byl také sledovan ¢as procesu prekoncentrace.
Teoreticka faktor zakoncentrovani je pocitan jako objem vzorku déleny objemem retentatu.
Realny faktor zakoncentrovani je definovan jako koncentrace estrogenu ve vzorku délena
koncentraci v estrogenu Vv retentatu. Ob¢ koncentrace byly stanoveny in vitro. Vytéznost tedy
predstavuje pomér realného a teoretického faktoru a je uvadéna v procentech.
In vitro analyza operuje s koncentraci estrogent v jednotkach pM, ktera je ve vysledné tabulce
vyjadiena v ng-12.
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8.1.1 Estron

Tab. 3: Prehled namerenych hodnot pH, mérné vodivosti a teploty vzorkii vody, retentdtu a permedtu
pro E1

Vzorek vody Retentat Permeat
vzorek | t[min]

pH |x[uS-em?]| V pH | «[puS:em?] | V pH | «[pS:em?] | V
tea) | otreay i | eecr | teer | i [tecr| trecr | i
B Y N O 7 R P ) R
El/B | 393 ;f; 25581 1100 272,?8 122,%15 119 265,71 2%2,30 940
EL/C | 439 ;f,g §f63 1100 271’,61 12?,834 119 26i,638 22?7 936

Tab. 4: Piehled vypocitanych hodnot pri vyhodnoceni ucinnosti prekoncentrace na zdkladé in vitro
analyzy pro E1

vzorek | Deska KOC;SP&Lace K?Qt(;r:;?lce Teoreticky faktor | Realny faktor | Vytéznost
koncentrovani | zakoncentrovani [9%6]
[PMEEQ] | [pMEEQ] | **

A _ _ _ _
EL/A 8,87

B 11,97 68,61 5,73 64,62

A 9,50 32,49 3,42 37,00
E1l/B 9,24

B 15,02 124,12 8,26 89,42

A 12,54 46,21 3,68 39,88
El/C 9,24

B 20,39 181,31 8,89 96,22
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8.1.2 17p-estradiol

Tab. 5: Prehled namerenych hodnot pH, mérné vodivosti a teploty vzorkii vody, retentdtu a permedtu
pro E2

Vzorek vody Retentat Permeat

vzorek | T [min]
pH |x[uSem®| V | pH |x[puS:em®]| V | pH |k [uS-ecm?]| V
t[°C]| t[°C] [[mlI]|t[°C]| t[°C] [mI] [t[°C]| t[°C] [mi]
7,5 558 7,53 1519 6,7 87
E2/A 338 227 1100 118 901
' 22,7 20,2 22,7 21,2 22,7
7,5 558 7,45 1615 6,56 84
E2/B 393 1100 125 903
22,7 22,3 19,2 21,1 21,3 21,2
7,24 543 7,62 1365 7,15 79
E2/C 439 1100 121 922
22,9 22,8 22 21,8 21,6 21,6

Tab. 6: Prehled vypocitanych hodnot pri vyhodnoceni ucinnosti prekoncentrace na zdakladé in vitro
analyzy pro E2

koncentrovani | zakoncentrovani [%0]
[PMEEQ] | [PMEEQ] | “

A 106,92 373,45 3,49 37,48

E2/A 9,32
B 104,22 262,38 2,52 27,01
A 97,76 185,35 1,90 21,54

E2/B 8,80
B 47,15 89,66 1,90 21,61
A 66,60 396,70 5,96 65,53

E2/C 9,09
B 114,84 605,45 5,27 58,00
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8.1.3 Estriol

Tab. 7: Prehled namérenych hodnot pH, mérné vodivosti a teploty vzorkii vody, retentdatu a permedtu
pro E3

Vzorek vody Retentat Permeat
Vzorek | T [min]
pH | x[uS-cm?]| V pH | x[pS-em?] | V | pH | k[uS'em™] | V
tree] | treer | Imip | tecy| trecer | mi ftect| treg [mi]
5,40 546 7,21 1445 6,69 93
E3/A 330 211 1100 118 932
’ 21,5 19,9 20,0 20,0 19,9
7,31 548 7,38 1325 7,30
E3B | 380 1100 137 8  ou
21,7 21,7 21,5 21,8 21,1 21,3
7,3 541 7,6 1392 6,5 78
E3/C 408 1100 123 926
21,6 21,7 23,2 23,3 22,3 21,1

Tab. 8: Piehled vypocitanych hodnot pri vyhodnoceni ucinnosti prekoncentrace na zdkladé in vitro
analyzy pro E3

Koncentrace | Koncentrace ., o .
Veork Desa | vaorks | sty | el O] et B Vo
[PM EEQ] [PM EEQ]
A 19,89 114,74 5,77 61,89
E3/A 9,32
B 34,68 307,19 8,86 95,03
A 4.00 32,09 8,03 99,96
E3/B 8,03
B 16,85 42 54 2,52 31,44
A 14,17 160,21 11,31 126,46
E3/C 8,94
B 38,17 395,27 10,35 115,82
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8.1.4 17a-ethynylestradiol

Tab 9: Prehled namérenych hodnot pH, mérné vodivosti a teploty vzorkii vody, retentdtu a permedtu
pro E3

Vzorek vody Retentat Permeat
Vzorek | 7 [min]
pH |[x[pS-em?]| V pH | x[uS-ecm®] | V pH | x[uS-cm™] [ V
trec) | t[ec ml] [trecy|  trec m] [trecy|  trec [mi]
7,36 543 7,38 1312 6,55 100
EE2/A 340 23 4 1100 137 913
’ 23,1 20,1 22,7 21,8 22,7
7,41 539 7,56 1509 7,03 88
EE2/B 420 1100 119 933
22 21,8 19,2 21,1 21,3 21,2
7,24 543 7,55 1448 7,37 81
EE2/C 440 1100 121 922
22,9 22,8 21,2 21,3 21,1 21,1

Tab. 10: Prehled vypocitanych hodnot pri vyhodnoceni ui¢innosti prekoncentrace na zdakladeé in vitro
analyzy pro EE2

koncentrovani | zakoncentrovani [%0]
[PMEEQ] | [PMEEQ] | “

A 4,58 16,79 3,67 45,70

EE2/A 8,03
B 8,39 96,71 11,53 143,54
A 19,51 248,49 12,74 137,88

EE2/B 9,24
B 41,43 517,43 12,49 135,15
A 13,51 227,67 16,85 188,49

EE2/C 8,94
B 40,32 450,56 11,18 125,00
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8.2 Vzorky povrchové vody

Vzorky povrchové vody byly rovnéz zakoncentrovany metodou RO. V tabulkach jsou uvedeny
hodnoty vstupnich a vystupnich parametrii vzorki, coz bylo teplota, pH, mérna vodivost a
mnozstvi rozpusténého kysliku.

V téchto vzorcich nebyla detekovana zadné estrogenni aktivita, na konci kapitoly je
souhrnné zhodnoceni estrogenni aktivity vzorki.

8.2.1 Vzorek 1 — Ponavka

Tab. 11: Prehled namérenych hodnot pH, mérné vodivosti, teploty a obsahu rozpousténého kysliku,
vzorkit vody retentdtu a permedtu pro vzorek 1

\% pH K [pS-em] 0>
[mi] t[°C] t [°C] [mg-11]
Pivodni vzorek 1072 8,58 1076 9,70
14,3 14,5 18,1
Retentat 120 7o 4150 8,37
21,4 21,4 18,1
Permeat 922 7,30 145 8,58
21,8 21,7 18,1
Teoreticky faktor zakoncentrovani 8,93

8.2.2 VVzorek 2 — Svitava

Tab. 12: Prehled namérenych hodnot pH, mérné vodivosti, teploty a obsahu rozpoustéeného kysliku,
vzorkii vody retentdatu a permedtu pro vzorek 2

vV pH K [pS-cm?] O
[ml] t [°C] t[°C] [mg-1"]
8,58 527 8,90
P i k 1100 ' ’
uvodni vzore 10,7 9.9 184
Retentit 116 7,75 2 100 8,38
ctenta 22,8 215 21,0
P At 945 7,30 90 8,40
ermed 21,9 21,4 21,5
Teoreticky faktor zakoncentrovani 9,32
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8.2.3 Vzorek 3 — Kohoutovicky potok

Tab. 13: Prehled namérenych hodnot pH, mérné vodivosti, teploty a obsahu rozpousténého kysliku,
vzorkii vody retentdtu a permedtu pro vzorek 3

\; pH K [pS-em?] 02
[mlI] t [°C] t[°C] [mg-1'1]
8,32 1978 8,70
Pivodni k 1100 ' ’
uvoanli vzore 10,7 12,6 15,4
Refentat 118 7,78 8 430 8,46
etenta 22,8 22,1 22,6
P " 031 7,58 416 8,37
ermed 21,9 213 21,6
Teoreticky faktor zakoncentrovani 9,48
1,00 /
0,90
0,80
0,70
S
= 060
he?
= 050
=
=
5o 0,40
=]
=
2 0,30
0,20
0,10 0019 0,019 0018 0,023 0,020 0,020
0,00
1 2 3

E2 mVzorek mRetentat

Obr. 17: Souhrnné vyhodnoceni estrogenni aktivity vzorkii povrchové vody — 1 Ponadvka, 2 Svitava, 3
Kohoutovicky potok
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8.3  Zhodnoceni prekoncentrace pomoci reverzni osmozy
Tab. 14 Prehled konecnych vysledkii pro prekoncentraci vodnych vzorkii estrogenii pomoci reverzni
0Smozy
Koncentrace | Koncentrace . v, Loy
K rentat Teoreticky faktor | Realny faktor | Vytéznost | SD
Estrogen VZ_? u re eln at zakoncentrovani | zakoncentrovani [%%6] [%0]
[ng'I" EEQ] | [ng'I" EEQ]
El 3,78 24,66 9,24 6,00 65,43 24,435
E2 24,40 86,84 9,07 3,51 38,53 19,062
E3 5,80 47,76 8,76 7,81 88,43 35,567
EE2 5,80 70,71 8,74 11,41 129,29 | 22,073

Celkové vysledky prekoncentrace vzorki vodovodni vody predstavuje Tab. 14. Z téchto
vysledkid 1ze na prvni pohled vidét, Ze bylo nejvyssi vytéznosti dosazeno u prekoncentrace
dosazeno u vzorku E2, u kterého hodnota vytéZnosti Cinila pouhych 38,53 %. Relativné
uspokojivé vytéznosti se dosahlo u zakoncentrovani vzorka E1 s 65,43 % a E3 s 88,43 %.

Z rozdilnych hodnot teoretickych a redlnych faktori zakoncentrovéni je patrné, ze ucinnost
prekoncentrace ovliviiuji molekuldrni vlastnosti danych estrogent.
Tohoto jevu si 1ze nejlépe povsimnout u vzorkd E3 a EE2. Oba estrogeny byly obsazeny ve
stejné koncentraci puvodniho vzorku, avSak jejich néaslednd koncentrace v retentatu byla
odlisna. Dokonce bylo dosazeno i stejného teoretického faktoru zakoncentrovani, ale realny
faktor zakoncentrovani byl u EE2 vyssi, coz vedlo k vyssi vytéznosti.

Z velkého rozdilu teoretického a realného faktoru zakoncentrovani u E2 lze usoudit, Ze
pouzité nastaveni RO neni vhodné pro Upravu vzorkli obsahujicich E2, ale je vhodné pro
prekoncentraci EE2 a E3

150

129,29

120 |
S 88,43
~ 9% f
z 65,43
S
s 60 38,53
e
>

30 |

0

E1l E2 E3 EE2

Obr. 18: Vytéznost prekoncentrace estrogenit metodou RO pro E1,E2,E3 a EE2
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9 Diskuze

Cilem této bakalaiské prace bylo experimentalni otestovani metody reverzni osmézy (RO) pro
zakoncentrovani vybranych estrogennich latek ve vodé a porovnani jeji ucinnosti s jiz
zab&hnutou metodou extrakce na tuhou fazi (SPE).

Estrogenni latky jsou nejvyznamnéjSimi zastupci endokrinnich disruptorit (ED), coz jsou
latky schopné narusovat spravnou funkci endokrinniho systému obratlovci, ptedevsim zijicich
ve vodnim prostiedi. Tato schopnost z nich ¢ini vyznamné kontaminanty zivotniho prostfedi.
V zivotnim prostiedi se ED, konkrétn¢ estrogenni latky, vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich (ng-1%), jiz pfi kterych mohou byt biologicky aktivni a vykazovat tak endokrinng-
disrup¢ni aktivitu.

V piipadé estrogennich latek se tato aktivita nazyvé estrogenita a vyjadiuje miru schopnosti
estrogenni latky se vazat na estrogenni receptor (ER) a spustit tak urcité signalni drahy vedouci
k expresi cilovych gent.

Ke kvantifikaci estrogenity byl v této praci pouzit zavedeny in vitro biotest na transgenni
bunécné linit hERa-HelLa-9903.

Nizké mez detekce instrumentalnich i1 biologickych metod detekce téchto latek nam udava
potiebu vzorky vody pied jejich analyzou zakoncentrovat. K zakoncentrovani vzorki vody se
nejbéznéji vyuziva jiz zminéna SPE® a kapalinova extrakce (LLE)®.

V této praci byla k zakoncentrovani vodnych vzorkli Ctyf estrogenti estronu El),
17B-estradiolu (E2), 17a-ethynylestradiolu (EE2) a estriolu (E3) provedena metodou RO a SPE.

V piedchozich pracich zabyvajici se prekoncentraci estrogeni pomoci RO na pracovisti
RECETOX byl sledovan vliv pH na u¢innost prekoncentrace. V diplomové praci Kamily Krej¢i
byl pfi optimalizaci podminek pozorovana az 3krat vyssi estrogenni odpovéd’ u E2 pii pH 12
a vytéznost piiblizné o 40 % vyssi u E2 a EE2.% V provoznich materidlech vyrobcli pouzité
membrany je vSak uvedena provozni rozsah pH 2-11.

Hodnota pH hraje vyznamnou roli pii disociaci latek ve vodé. Estrogeny patii mezi
hydrofobni latky. Dle nékterych studii je dokazano, Ze pii zvySeni pH dochazi u estrogenti
k poruseni vodikové vazby a tim zvySeni disociace estrogenu ve vod¢ a tim sniZeni ulpivani na
plastovych povrsich. Proto byla po kazdé prekoncentraci aparatura promyvana cca 5 | NaOH
ptipH 11.

V tomto experimentu nebylo upravovano pH vodnych vzorkid. Divodem je skute¢nost, Ze
pii vysokém pH se ve vodovodni vod€ vysrazi urcity podil vapniku ve formé Ca(OH)2
a dochdzelo by tak k pfed¢asnému zahlceni membrany. Tohoto jevu v pfedchozi praci Kamily
Krej¢i nebylo pozorovano, protoze pro ptipravu vzorka vody byla pouzita destilovana voda.

Béhem zpracovani vzorkli bylo sledovdano pH a mérnd vodivost vzorkli a jelikoz
nedochdzelo k detekovatelné zméné pH a mérné vodivosti po obohaceni vodovodni vody
vybranymi estrogeny, nebyly tyto hodnoty uvedeny ve vysledcich prace. Hodnoty mérné
vodivosti pfedstavovaly orientacni ukazatel schopnosti RO zadrzet ionty obsazené ve vodé
zpusobujici jeji ptirozenou vodivost, avSak ne se 100% uc¢innosti.

Z vysledkt uvedenych v Tab. 14 lze usuzovat, Ze ucinnost prekoncentrace za danych
podminek neni pro vSechny estrogeny stejna a tudiz zavisi na jejich molekularnich vlastnostech,
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naptiklad molekulové relativni hmotnosti, polarité a hydrofobité. Dané podminky experimentu
vyhovovali EE2 a posléze E3.

Na druhou stranu, detekce biologickymi metodami neni vzdy exaktni jako instrumentalnimi
metodami. Uspé&snost biologickych metod zavisi na mnoha faktorech, zejména na pfirozené
variabilité zivych organismu, podminkéch kultivace a samotného biotestu. V ptipad¢ pouzitého
in vitro biotestu se muze jednat naptiklad o nevyhovujici slozeni média, nedostateéné asepticka
prace s a tudiz kontaminace linie, jakost kitu pro vyhodnocovani indukce luminiscence atd.

Déle byly zakoncentrovany metodou RO vzorky povrchové vody ze tfi brnénskych tokl —
potoku Ponavka, feky Svitavy a Kohoutovického potoku. Tyto vzorky nebyly obohaceny
estrogeny. Pred prekoncentraci byly z diivodu odstranéni biologického odpadu a prevenci
piipadné¢ mikrobialni kontaminace vzorky podrobeny filtraci pies sklenéné vldkno. Mira
zneCisténi téchto tokll organickymi slozkami byla pozorovatelnd jiz na pouzitych filtrech.
vodivost byla naméfena ve vzorku feky Svitavy, ktera také vykazovala nejvyssi organické
zneCisténi. Nejvyssi hodnota mérné vodivosti byla naméfena u Kohoutovické potoka. Tato
hodnota byla téméf dvojndsobna oproti Pondvce a téméf Ctyindsobna oproti Svitave.
Za podminek pouzité metody nebyla v téchto vzorcich detekovéana Zadné estrogenni aktivita.

Bohuzel v tuto chvili neni mozné diskutovat ti¢innost metody SPE a jeji srovnani s metodou
RO, nebot” nejsou zatim k dispozici vysledky z in vitro analyzy vzorkl prekoncentrovanych
touto metodou.. Obecné je vSak znamo, Ze tato metoda disponuje vysokou ucinnosti, proto je
ve vyzkumu k tomuto uéelu hojné vyuzivana.>®

Nevyhodou SPE je finan¢ni nékladnost a vznik odpadnich produkti. Kolona pro SPE je
urcena k jednordzovému pouziti, tedy prekoncentrace jednoho vzorku za pouziti elu¢niho
rozpoustédla (i kdyZ v relativné malém objemu). SPE je zavedena a optimalizovand metoda,
ktera nabizi Siroky sortiment kolon, sorbentl a dalSich modifikaci pro rizné potieby. Ptistrojova
nenarocnost a relativné kratka doba procesu jsou dalSimi atributy smétujicim k uzite€nosti této
metody.

Hlavni vyhodou RO je rozhodné Setrnost ve zpracovani vzorkli. BEhem RO se nepouzivaji
zadna organicka rozpoustédla a tim je tato metoda ptivetivejsi k Zivotnimu prostredi. Vzorky
vody zpracované bez piitomnosti téchto rozpoustédel jsou vhodna pravé pro analyzu in vitro.
Dalsi vyhodou jsou niz§i finan¢ni naroky za zpracovani jednoho vzorku — membrany se daji
pro dany druh latky pouzit opakované.

Pti srovnani vyhod a nevyhod téchto metod by mohla RO vystupovat alespon jako vhodna
alternativa k in vitro metodam detekce ED.

Dalsi vyzkum by se mohl zabyvat optimalizaci G¢innosti prekoncentrace pro jednotlivé
estrogeny s ohledem na jejich molekulérni vlastnosti nez jako celkovy vodny vzorek. Déle by
to mohla byt snaha o regeneraci nebo prodlouzeni zivotnosti pouzitych membran pti
opakovaném pouziti, naptiklad regeneraci membrany v roztocich o nizkém a vysokém pH
a aparatury po kazdém procesu zvlast namisto pouzitého promyvani aparatury s membranou
uvnitf.
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ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyva metodami prekoncentrace vodnych vzork endokrinnich
disruptord pied in vitro analyzou.

Teoretickd Cast této prace se vénuje problematice endokrinni disrupce a blize specifikuje
endokrinni disruptory a mechanismus jejich ucinku. Dale charakterizuje pouzivané metody
prekoncentrace vodnych vzorkii endokrinnich disruptorti a struéné piedstavuje instrumentalni
a in vitro metody detekce endokrinnich disruptorti ve vodnych vzorcich.

Experimentalni ¢ast je zalozena na prekoncentraci vodnych vzorkli estrogenti a
environmentalnich vzork dvéma vybranymi metodami, a to extrakci na tuhou fazi a reverzni
osmozou.

Celkove byly testovany Ctyfi estrogeny — estron, 17p-estradiol, 17a-ethynylestradiol a estriol
o koncentracich 15 ng-1t E1, 4 ng-1! E2 a 30 ng-I? E3 a EE2, které jsou blizké jejich
environmentalnim koncentracim. Dale byly testovany tii vzorky povrchové vody — voda
z potoku Ponavka, Kohoutovického potoku a eky Svitavy.

Vsechny tyto vzorky byly zakoncentrovany dvéma metodami — RO a SPE a dale byly
podrobeny in vitro biotestu estrogenity s vyuzitim transkripéni aktivace reportérového
luciferdzového genu pro kvantifikaci uc¢innosti metody prekoncentrace.

Utinnost prekoncentrace obohacenych vzorkii vyuzitim RO byla rozdilnd pro riizné
estrogeny. Nejvyssi vytéZnosti 129,29 % bylo dosaZzeno u EE2, naopak nejniZsi vytéZnosti o
hodnoté 38,53 % bylo dosazeno u E2. Vzorek E1 byl prekoncentrovan s 65,43% tcinnosti a
vzorek E3 svytéznosti 88,43 %. Zadny ze vzorkdi povrchové vody nevykazal estrogenni
aktivitu, nebylo tudiZ mozno vyhodnotit u¢innost pouzité metody pro realné¢ vzorky. Mira
vytéznosti pouzité metody byla vyhodnocena na zakladé in vitro analyzy pomoci kiivky davka-
odpovéd’, ktera byla vyhodnocena metodou nejvyssi naméiené aktivity.

Utinnost prekoncentrace obohacenych vzorkii vyuzitim SPE zatim nebylo mozné
vyhodnotit, nebot’ v dobé dokonceni této prace nebyly vysledky in vitro analyzy stale
k dispozici.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AR
ARE
BPA
DDT
DHT
DMEM
El

E2

E3

EE2
EEQ
ED

ER
ERE
FBS
FBS-DCT
GC
Hela
hERa
HPLC
LC
LLE
MS

NF
PAU
PCB
RECETOX
RO
SPE
VO

androgenni receptor

androgen responzivni jednotka
bisfenol A

dichlordifenyltrichloretan
dihydrotestosteron

Dulbeccova modifikace Eaglova média
estron

17B-estradiol

estriol

17a-ethynylestradiol

estradiol ekvivalent

endokrinni disruptor

estrogenni receptor

estrogen responzivni jedontka
fetalni bovinni sérum

dialyzované fetalni bovinni sérum
plynova chromatografie

Henrietta Lacks

lidsky estrogenni receptor alfa
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
kapalinova chromatografie
kapalinova extrakce

hmotnostni spektrometrie
nanofiltrace

polycyklické aromatické uhlovodiky
polychlorované bifenyly

Centrum pro vyzkum toxickych laotek v prostiedi

reverzni osmoza
extrakce na tuhou fazi
vakuové odpafovani

mérna vodivost [uS-cm™]
¢as [min]
teplota [°C]
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