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1. UvoD

Bezobratli jsou vyuzivani jak v potravinaiském prumyslu a v zeméd¢lstvi, tak i pro
testovani. Reprezentuji pfes 95% vsech zivocichl a vyskytuji se vSude (www.epa.gov).

Testovani bezobratlych je dulezité hned z nékolika diivodi. Jsou potravou celé fady
dalSich zvifat a sami pienasi a metabolizuji energii z trofickych systému rostlinné a zivo¢isné
fiSe. Jejich vyskyt se rapidné€ snizuje a to souvisi hlavné s nepfiznivym ovliviiovanim
riznymi chemikaliemi, kterymi je prostfedi kontaminovano. Byla identifikovana celd tada
nepfiznivych vlivl, k nimz patfi: mutagenita, teratogenita, kancerogenita, vliv na rust,
genotoxicita, cytotoxicita, nefrotoxicita, vliv na reprodukci, endokrinni systém a mnoh¢é dalsi
(Knight, D. J., 2003), (Thompson, C., 2005). Jsou uzite¢na pro piedvidani a ukazovani
potencialnich rizik chemikalii, které narusuji endokrinni systém obratlovcd, neboli
endokrinnich disruptortt (EDC). Uéginek chemikalii narusujicich tuto soustavu obratlovcd
je podobny nebo shodny jako u bezobratlych druhii. Navic jsou bezobratli na tyto latky vice
citlivi a dfive se u nich projevi nepiiznivy G¢inek nez u obratlovet (DeFour, P., 2004).

U EDC je zakladni otazkou zda a do jaké miry mohou pusobit na ¢lovéka a na zvitata
zijici voln€ v pfirod€é. Neni pochyb o tom, ze tyto latky zasahuji do endokrinniho systému
a vedou k abnormalnimu vyvoji, porucham pii reprodukci a ptisobi kancerogenné. Byla
provedena cela fada testi, které mély ohodnotit efekty EDC. Tyto ucinky byly potvrzeny
Vv riznych Zivotnich stupnich, ale skute¢né dusledky pro pfirozenou populaci jsou stale
diskutovany a testovany. Nejéastéji se sleduji efekty na volné Zijicich zvitatech v pfirod¢,
vcetné reprodukénich a imunologickych efektti u motskych savcet, které jsou vystavené EDC,
pfedevSim organochlorinim DDE a PCB. Nejlépe byly prostudovany a zhodnoceny ucinky
estrogent a xenoestrogennich latek na rybach a imposex u motskych mekkyst vystavenych
trorganicinim. Stale ale neni jasné jaké maji tyto a jiné endokrinné podezielé latky vliv
na dals$i organizmy (Daston, G. P. et al., 2003).

U bezobratlych druhi komeréné vyuZivanych je navic toto testovani dulezité
I Z ekologického a ekonomického hlediska. Sviij vyznam maji i pfi screeningovém testovani
(DeFour, P., 2004). Vyhoda pfi testovani spociva predevSim Vtom, ze jsou snadno
ptizpusobitelni laboratornim podminkam (www.epa.gov). To zahrnuje jednoduchou
manipulaci, snadnou a kratkou dobu kultivace, snadnou a rychlou reprodukci novych jedincii

a nevztahuji se na né¢ zadna regulacni ani legislativni opatieni (DeFour, P., 2004).



1.1. Cil prace

Cilem moji prace bylo nashromézdit co nejvice informaci k zadanému tématu, které
se tyka vyuziti niz§ich organizmu pouzivanych pro alternativni testovani chemickych a jinych
latek a sledovat jejich vzajemny vztah mezi testovanou latkou a odpovédi organizmu na tuto
substanci (neboli biologickou aktivitu). Pii hlub§im ponofeni se do dané problematiky a pfi
vyhledavani podkladii pro sestavovani této prace jsem zjistila, ze by bylo velmi tézké
obsahnout celou tuto oblast a dobie ji porozumét, a proto jsem se rozhodla se souhlasem moji
Skolitelky zaméfit jen na jednu Cast. Vybrala jsem si sledovani u¢inki chemickych latek
na endokrinni systém nizSich organizmii. Je to velmi aktualni otdzka v dnesni dobé a byla
prokazana cela fada nepfiznivych G¢inkl nejen na lidsky organizmus, ale i na celé zivotni
prostiedi. Kromé chemickych latek mohou mit na Zivotni prostfedi neptiznivy vliv i léky.
Biologicka aktivita téchto preparatli vyplyva jiz z jejich ucinkt na lidsky organizmus a proto
se predpoklada, ze budou pusobit i na prostiedi. Kratce jsem se 0 nich zminila v paté

kapitole.



2. METODY TESTOVANI

Existuje cela tada pfistupit pro ohodnoceni rizik chemikalii na Zivotni prostiedi
a na lidsky organizmus. Pro otestovani endokrinné aktivnich latek jsou zahrnuty tyto metody

testovani:

» Metody in vivo (testovani na rybach, krysach, zdbach a dalSich laboratornich
zvifatech)
Tyto metody se setkavaji s konfliktem potieby snizovat testovani na zvitatech

» Metody in silico (QSAR)
Pocitacové modely jsou uzitecné pro urychleni screeningu a napomahaji snizit potiebu
zvitat pro testovani chemickych latek

» Metody in vitro (bunééné kultury, tkanové kultury, testy na niz$ich organizmech)

Podle OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) je testovani
rozdéleno do péti rovni od jednoduchych metod jako je QSAR az k testim zahrnujicim
vyvojové, reprodukéni a multigeneraéni testy. Testovani bezobratlych organizmt patii
do urovné 5 a zahrnuje data o ucincich chemikalii na endokrinni a dal$i systémy v zivém
organizmu. Hlavnim ukolem neni zjisténi mechanisma ucinku, ale vySetfovani neptiznivych

vlivli chemickych substanci na biotu.

Uroveii 1: tiidéni a upiednostiiovani zaloZené na dostupnych informacich (fyzikalng-
chemické vlastnosti: molarni hmotnost, reaktivita, t€kavost, biodegradace, expozice chemické
latky lidem a pfirodé: objem produkce chemikalii, inik chemikélie do prosttedi, vzorkovani,

riziko: dostupna toxikologicka data)

Uroveii 2: zkousky in vitro poskytujici mechanicka data (transkripéni aktivita, vazebna

aktivita ER, AR, TR receptorti, vznik aromataz a steroidii in vitro, QSAR,...)

Uroveii 3: zkou$Ky in vivo poskytujici data o jednoduchych mechanismech tykajicich
se biologické aktivity (zkousky na rybach, zkousky tykajici se uvolnéni estrogenil

a androgentl, ovlivnéni hormonélniho systému jinou cestou nez pies receptory)



Urovenn 4: zkouSky in vivo poskytujici data o sloZitéjSich mechanismech tykajici
se biologické aktivity (testy na nedosp€lych samcich a samicich, testy na dospélcich, rybi

hystopatologicky test gonad, testy na metamorfézach zab)

Uroveii 5: zkousky in vivo poskytujici data o nep¥iznivych tdincich z endokrinnich
a jinych mechanismii pro (testy probihajici v jedné generaci, testy probihajici ve dvou
generacich, reprodukcni screeningovy test, kombinovany 28-denni reprodukc¢ni screeningovy
test, vyvoj a reprodukce ¢asti C€i celého zivotniho cyklu ryb, ptaka, obojzivelnika

a bezobratlych) (Gourmelon, A., 2007)

2.1. Alternativni metody testovani

Technika, kterd nahradi pouziti zvifat, redukuje potfebu zvifat zvlastnim testovanim
nebo obménuje existujici techniky tak, aby bylo redukovano mnozZstvi a trapeni laboratornich
zvitat.V toxikologickém testovani tento pojem znamena nahrazeni jednoho ¢i vice zvifecich
druhi patticich k obratloveim druhy bezobratlymi (Lagadic, L., 1998).

Témito alternativnimi metodami a jejich realizaci se zabyva nova pravni norma EU
REACH, kterd vychazi z koncepce 3R. Tuto koncepci poprvé vyslovili Russell a Burch
a jejim hlavnim cilem je redukovat potfebu obratlovci pro testovani pouzitim jinych
kvalitnich pracovnich postupt. Tato koncepce zahrnuje tfi odliSné kategorie alternativnich

testdl, které jsou oznaceny tfemi terminy:

e Alternativa zmirnéni (refinement)
Tyto metody maji zajistit pfi testovani laboratornich zvifat, aby byly vystaveny
co nejmensi bolesti a stresu a aby vysledek téchto testi poskytl co nejvice informaci.

e Alternativa sniZeni poctu (reduction)
Tento okruh testil se tykéa pouZiti co nejmensiho poctu zvirat a zdroven ziskani co mozna
nejvice dulezitych vysledkl. Latka by méla byt otestovana jednou a zaregistrovana
a nezkouSena nékolikrat.

e Alternativa nadhrady (replacement)
U téchto metod je snaha nahradit celé organizmy jen jejich urcitou vyznamnou Casti.
Prikladem jsou tkanové a bunécné kultury ¢i organy pro in vitro studie, které

ale vyzaduji zabiti zvitete.



Alternativni metody jsSou uptednostiiovany i z etického a moralniho hlediska. Hlavnim
cilem testovani na zvitatech je ochrénit lidské zdravi a zaroven chranit i zvifata zijici volné
v piirod¢ (Knight, D., 2003). Zjistilo se navic, Ze tato nahrada je mnohem lepsi alternativou
testovani. Radi se k nim v dne$ni dobé piedev§im metody in vitro, kam patii testy
na mikroorganizmech, kultivovanych bunkach ¢i tkanich. Dale se k nim fadi testy, které
pro stanoveni vyuzivaji niz$i organizmy a matematické modelovani (QSAR modely). Pouziti

bezobratlych pro testovani obvykle znamena mensi spolecensky zajem nez uziti savci, ptaka

¢i ryb a proto dostali zvlastni pozornost (Lagadic, L., 1998).

RozliSujeme dva druhy testovani: screeningové a vlastni testovani. Screeningové
testy se uzivaji u téch chemikalii, o kterych nemédme Zadné informace, hodnoti se jejich
davkové a odezvové vztahy, pfedevsim jejich vliv na vyvoj a reprodukci. Cilem vlastniho
testovani latek, které jsou dobie charakterizovany, je urCit zda chemicka latka ¢i smés
je ptic¢inou poruseni endokrinni soustavy a odhalit disledky jaké tyto latky maji na vnimavé

organizmy (to je podrobné&ji popsané v kapitole 4 ) (www.epa.gov).

Obecné se pro stanovovani endokrinné aktivnich latek pouzivaji chronické testy, protoze
poruseni hormonalni rovnovahy v organizmech a jejich negativni dusledky vznikaji
dlouhodobym procesem. Navic vhodné koncové parametry, kterymi jsou ohodnoceny ucinky
endokrinné aktivnich latek a jejich rizika nelze u vétsiny z nich pozorovat v testech akutni
toxicity. Nicméné pii testovani neznamé latky nebo pfi neznalosti vztahu koncentrace/ucinek
se jako prvni krok pouzivaji akutni testy toxicity. Provede se s nékolika riznymi
koncentracemi testované latky, z vysledkli se vytvoii kiivka koncentrace/odpovéd’ a teprve

podle ni se vyberou vhodné koncentrace pro chronické testy (Cizkova, M., 2005).

2.1.1. Testovani na nizSich organizmech dle mezinarodnich norem

Pro testovani je vyuzivana celd fada niz§ich organizmi (to ukazuje obr. 1), ale jen
mald cast testd je jiz validovana a standardizovana. Aktualni rozsah OECD smérnic
pro testovani niz$ich organizmut je zaméfen na toxikologické testy. U bezobratlych je diraz

kladen ptedevsim na vyvoj a reprodukci, které slouzi jako endpointy (Gourmelon, A., 2007).


http://www.epa.gov/

Obr.1.: Systematické rozdé€leni nizsich organizmi, které se pouzivaji pro testovani (Fox, J.,
2005)
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2.1.1.1. Bakterie

Jako ekologické indikatory se uZzivaji v testech:

OECD/ISO testy transformace uhliku/mineralizace (C-min) a latek vyvolavajici dychani (SIR)
V tomto testu se sleduji efekty jednotlivych chemikalii na funkce ptidnich mikroorganizmi.
Zkouseji se na nich fungicidy, thlovodiky a trinitrotoluen.

OECD/ISO testy mineralizace dustku (N-min)

Normalni funkci bakterii je i nitrifikace, tato schopnost muze byt ovlivnéna latkami
kontaminujicimi pidu. Zkousi se na nich splasky z kanaliza¢nich odpadt, které mohou byt

kontaminovany téZkymi kovy a polychlorovanymi bifenyly.

Jako biosenzory jsou vyuZzivany:

OECD Amesuv test

Vyuzivd se pro testovani mutagennich a kancerogennich latek. Testovany organizmus
je Salmonella typhimurium, ktera ma v sobé zabudovany mutagenni gen pro syntézu
histidinu. Diky této modifikaci neni salmonela schopnd vlastni syntézy histidinu. Aby mohla

zit musi ji byt tato aminokyselina dodavdna v Zivném médiu. Toho se s vyhodou vyuZiva



pti testovani mutagennich a kancerogennich latek, které jsou schopny tento zmutovany gen
opét pozmenit a salmonela je schopna si histidin syntetizovat opét sama.

1SO navrh microtox testu toxicity

Tento test vyuziva Vibrio fischeri a dal$i podobné luminiscen¢ni bakterie, které se pouzivaji

pro odhad toxicity odebranych vzorkt z prostiedi (Thompson, C., 2005).

2.1.1.2. Rostliny

Akutni testy toxicity:

OECD festovani rustu ras

Tyto testy vyuzivaji dva sladkovodni Scenedesmus subspicatus, Pseudokirchneriella
subcapitata a jeden moisky druh Skeletonem costatum (Knight, D., 2003). Jsou na nich
testovany vody kontaminované polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky (PAH), tézkymi
kovy a pesticidy (Thompson, C., 2005). Chemikalie jsou v odstupfiovanych koncentracich
smichéany s fasovou kulturou a sleduje se vliv na jejich rtst. Délka testu je podle testovaného

druhu 72 nebo 96 hodin.

Chronické testy toxicity:

OECD testovani rustu ras

Testovani probiha se stejnymi druhy jak bylo jiz uvedeno u akutnich testl, ale zde se sleduje
vliv chemikalii na déleni tasovych bun¢k (reprodukce) (Knight, D., 2003).

Navrhovany inhibicni riistovy test OECD a ISO pouzivajici Lemma sp.

Je vyuzivana vodni rostlina Lemma sp. pro otestovani pidnich roztokl a extraktt (Thompson,
C., 2005). Testovani probiha 7-14 dni (Knight, D., 2003).

Ani K jedné kategorii nelze zaclenit test na pozemskych rostlinach:

OECD/ISO testovani vzchazeni seminek, rustu a vegetativniho rozmnozovani

Diky jejich vlastnostem (interaguji Uizce se slozkami pidy, maji bohaty kofenovy systém,
ktery je vsymbioze s nitrifikanimi bakteriemi, rostou i vV mistech kontaminovanych
chemikaliemi a jsou statické) jsou dobrymi kandidaty pro testovani. Jsou vyuZivany
jednodélozné 1 dvoudélozné rostliny a jsou na nich zkouSeny chemické latky obsahujici

uhlovodiky (Thompson, C., 2005).



2.1.1.3. Bezobratli

Akutni testy toxicity:

OECD imobilizacni test s Dafnii a morskym druhem Acartia tonsa

Pro sledovani inhibice rdstu je vyuzivana sladkovodni Daphnia magna (motskym
ekvivalentem je Acartia tonsa). Jsou to 24 hodin staré dafni ziskané z partenogenetické
kultury, které jsou nejvice citlivé k vystaveni chemickym latkam. V kazdé nadob¢ je jina
koncentrace chemické latky a v ni obsazeno 10 dafnii. Podminky testu jsou 8 hodin svétlo,
8 hodin tma a pratokové podminky.Test trva 48 hod a hodnoti se vliv riznych koncentraci

na jejich rast (ECsp) (Knight, D., 2003).

Chronické testy toxicity:

OECD 202 reprodukcni test na Dafnii

Pro dafnie jiz existuje zkuSebni smérnice reprodukéniho testu (TG 211). Pro testovany
organizmus Daphnia magna je navrzeno tfitydenni (21 dni) vystaveni chemické latce
v prutokovych podminkach. Kone¢né vysledky zahrnuji ¢asovy tisek od generace samic FO
az po narozeni prvniho potomstva (generaci F1). V celkovém hodnoceni jsou obsazeny udaje
o délce samic generace FO, celkové mnozstvi vyprodukovaného potomstva témito samicemi,
véetné jejich délky a celkova imrtnost. Jedna se o alternativni zpiisob testovani odhadu
chronickych ucinkii na poruseni endokrinni funkce v pohlavni reprodukci, vyuzivajici

populace dafnii skladajici se z partenogenetickych samic (Hutchinson, T., 2000a).

Uvazuje se o ptfidani dvou novych endpointii k jiz existujici smérnici:
e pomeér pohlavi v potomstvu (vlivem poruseni endokrinniho systému je pfevaha samci)
Pohlavi se urcuje podle délky a morfologie prvnich tykadel.

¢ inhibice svlékani pokozky pisobenim chemikalii na ekdysteroidni systém

Testy toxicity v sedimentu:

OECD TG 218 — 219 navrzeny rozsireny pakomdri test.

Rozsiteny test na pakomarovi Chironomus riparius zahrnuje i reprodukéni fazi a délka trvani
testu je 45 dni. Hodnoti se pocet nakladenych vajicek, fertilita a Zivotaschopnost potomstva
(Gourmelon, A., 2007). Pakomar Chironomus riparius byl ve vyvojovém a reprodukénim

testu vystaven ftalatim a dalSim dilezitym latkdm z tfidy pramyslovych chemikalii, které



maji endokrinni aktivitu a byla u néj prokazan vliv na endokrinni systém (Hutchinson, T.,
2000a). Jako dva zakladni koncové body (endpointy) jsou brany deformace ust a vliv

na zivotni reprodukéni cyklus .

OECD a ISO navrzeny reprodukcni test na Zizaldach

Zizaly jsou vhodné organizmy pro testovani diky jejich citlivosti na antropogenni zasah
do pudy. Jsou na nich sledovany letalni i subletdlni koncentrace chemikalii a hodnoti se vliv
na reprodukci, rust, vyvoj a chovani. Jsou na zkouSeny pfedevSim pudy kontaminované
tézkymi kovy. Druhy doporucené pro testovani jsou Eisenia fetida, Lumbriculus rubellus,

Aporrectodea caliginosa, Lumbriculus terrestris a Eudrilus eugeniae (Thompson, C., 2005).

Dalsi navrhované testy

Zkusebni protokol bezobratlého druhu Americamysis bahia zahrnuje 6-ti tydenni vystaveni
chemické latce v pratokovych podminkach. Jsou sledovany ucinky na prvni potomstvo, u nich
se urcuje pohlavi a jejich pomér, délka tél samcl a samic a celkové mnozstvi mladych, které
se narodilo jedné samici. Vysledky tohoto testu zahrnuji také ucinky na F1 generaci,
zde se hodnoti mnozstvi, délka téla a celkova umrtnost samci a samic (Hutchinson, T.,

2000a).



2.1.2. Odhad toxicity chemickych latek vypoétem - metoda QSAR

Vedle laboratorniho testovani existuje jesté jedna velmi dilezitd metoda, kterou lze
urcit, které chemické substance budou mit pravdépodobné efekt na endokrinni systém. Jedna
se 0 metodu QSAR (Daston, G., 2003). Tato metoda je dobrym pomocnikem pro prioritizaci
sloucenin s nejvetsimi riziky pro Zivotni prostfedi a muze ohodnotit dalsi slouceniny, které
budou mit tento efekt také (www.soci.org). Jeji pouziti ma vyznam u latek, u kterych jsou
dobfe znamy fyzikalné¢ chemické parametry, chemickd identita a zakladni chemické
vlastnosti. Substance zafazené do modelovani jsou odebrany ze vzduchu, vody a pudy
(www.epa.gov).

QSAR spojuje dohromady objemnost chemické struktury a jeji aktivitu, tzn., ze
biologicka aktivita molekuly je zavisla na jeji objemnosti, na pfitomnosti funk¢énich skupin,
na skeletu molekuly, na molekulové hmotnosti a na mnoha dalich parametrech. Biologicka
aktivita mtize byt vyjadiena i ¢isly a tvofit matematicky vztah.

Kvantita molekuly ve vztahu K jeji biologické aktivité je vyjadiena Ciselné-matematickym

vzorcem takto:

Aktivita = f(fyzikdlne-chemické viastnosti a/nebo vlastnosti struktury molekuly)

Tento matematicky vztah maze byt pouzit i pro dalsi chemické struktury a odvodit od nich
jejich biologickou aktivitu. Zakladni ptedpoklad pro realizaci této metody je, Ze podobné
molekuly maji podobnou biologickou aktivitu. Tento princip se také nazyva Structure-
Activity Relationship (SAR). Problém je ale v tom, Ze existuje cela fada druht aktivit, které
molekuly mohou mit. Dale existuje cela fada riznych parametrii, kterymi se od sebe
jednotlivé molekuly mohou liSit jako je reaktivita, biotransformace, rozpustnost, cilova
aktivita a mnohé dalsi (Richon, A., 1997). Tyto malé rozdily a odchylky v aktivité nemtzeme
vSak Ciselné vyjadfit, proto je nezbytné nutné vychédzet z co mozné nejvice informaci a dat
o chemické latce a teprve potom se snazit vytvofit hypotézu. Z toho vyplyva, ze nemiizeme
hodnotit jen chemickou strukturu ve vztahu k biologické aktivité, ale musime zohlednit celou

fadu dalSich vlastnosti substance (en.wikipedia.org).

Statistické vyhodnoceni
V chemickych vypoctech jsou jednotlivé molekulové struktury vyjadieny jako Ciselné
modely a ty maji utvaret jejich chovani s hmotou a zaroven byt v souladu s klasickou fyzikou.

Dostupné pocitatové programy umozni védcim jednoduSe ziskat a prezentovat data
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o molekule, které zahrnuji geometrické, energetické a ptidruzené vlastnosti (elektricky stav
molekuly, spektrofotometrické vlastnosti a hmotnost). Pro zobrazeni téchto dat a pro jejich
lepsi praci s nimi byla vytvofena tabulka, ve které slouceniny jsou v jednotlivych fadach
a vlastnosti molekul jsou definovany v pfidruzenych sloupcich.

Metoda QSAR se snazi najit shodné vztahy mezi zménou v hodnotach molekulovych
vlastnosti a biologickou aktivitou pro sérii sloucenin tak, ze tyto pravidla mohou byt pouzity
pro posouzeni aktivity novych chemickych entit.

Obecn¢ pro vypocet biologické aktivity je definovana rovnice 1.fadu, kterd ma tvar:
Biologicka aktivita = Konst. + (C, «P,) + (C, oP,) + (C; oP;) + ...

kde parametry Py az P, jsou vypocitany pro kazdou molekulu v sérii a koeficienty C; az C,

podavaji informaci o kazdé zméné v parametrech a v biologické aktivité (Richon, A., 1997).
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3. BIOLOGICKA AKTIVITA

Biologicky aktivni latky zasahuji do zivotnich funkci organizmii. Podle Paracelsa

je s vyjimkou vody a vzduchu svym zpusobem biologicky aktivni kazda latka, zavisi jen

vvvvvv

o [éCiva

e pesticidy

e Dbojové chemické latky
o Jedy

e drogy

Nejcastéjsi pti¢inou biologické aktivity chemickych latek je zdsah do biochemickych
pochodl Zivych organizmu, ktery je zprostiedkovan interakcemi chemickych latek
s n¢kterymi biomakromolekulami. Tato interakce muze spocivat napt.v inhibici nebo aktivaci
nékterych enzymi. Jinym velmi vyznamnym déjem je interakce mezi receptory. Setkavame se
I s latkami, jejichz toxicky Uéinek spodiva v ovlivnéni priniku latek do bunék. Jsou to bud’
latky pfimo integrujici s iontovymi kandly bunck (zvlast€¢ u vyznamnych jedd), nebo latky
ohrozujici iontové hospodateni bunék tvorbou falesnych iontovych kanald (napt. u nékterych
peptidovych antibiotik a antimykoticky aktivnich sloucenin).

Biologicky aktivni latky mohou zasahovat i do koordinac¢nich funkci uvnitt vySsich
organizmi (napf. u herbicidt). Dal$imi cilovymi makromolekulami chemickych latek mohou
byt nukleové kyseliny, proteiny tvotici cytoskelet builky, membranové proteiny, bunécné
organely apod., které mohou byt chemickymi zasahy poskozovany (Waisser, K., 2004).

Meéteni biologické aktivity je reprezentovano vyzkumem, ktery je jedinym
informa¢nim pramenem o interakci 1€kt s biosystémem. Kvalita informaci je zavisla
na slozitosti biosystému a na vzdalenosti cesty mezi modifikaci pfijemce (organizmus)
a méfenym signalem. Prvofadd odpovéd’ se uskuteCiiuje v blizkosti receptoru a je pifimo
spojend s modifikaci pfijemce. VSechny dalsi efekty jsou zprostfedkované a jejich vztahy
K vazbé na receptory mohou byt komplikovangjsi. Zalezi také na tom, zda upravené receptory
jsou receptory endogennich bioaktivnich ¢initeld jako jsou hormony ¢i ne. Vzajemné
ovlivitovani 1¢kii sreceptory Casto spusti Siroky proces, ktery muze mit za nasledek

komplikovany vztah mezi modifikaci piijemce a biologickou odezvou (Balaz, S., 1990).
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3.1. Endokrinni aktivita hormonu

Endokrinni soustava spolu s nervovym a imunitnim systémem tvoii hlavni regula¢ni
mechanismus, ktery ovladd rizné rozhodujici funkce v lidském ¢i zvifecim organizmu.
Poslové v endokrinni soustavé jsou hormony, které jsou syntetizované a vylucované ve velmi
nizkych koncentracich ze specializovanych zlaz a ptepravované k cilovym orgadniim krvi
(Lintelmann, J., 2003).

Pochazeji bud’ z endokrinnich Z1az (glandularni hormony, jako kortizon nebo tyroxin),
nebo z nervovych bunék (neurosekretorické hormony, jako adiuretin nebo hypotalamické
liberiny). V $ir§im slova smyslu mezi hormony patii i tzv. poslové (messengery) — endogenni
latky, které ovliviiuji buiiky v okoli svého vzniku (parakrinni ucinek) a k cilovému mistu
svého ucinku se dostdvaji s eXtraceluldrni tekutinou (tkédnové hormony a mediatory,
napt. prostaglandiny, leukotrieny) (Liillmann, H., 2004). Hormony ovliviiuji nékolik
zakladnich regulacnich, ristovych, vyvojovych a homeostatickych mechanismt jakymi jsou
reprodukce, udrzeni normalni hladiny cukru nebo iontd v Krvi, krevni tlak, vyménu latek a
dalsi svalové a nervové funkce systému. Jako ptiklad miizeme uvést adrenalin, ktery pomaha
stimulovat télesnou ¢innost nebo muzské a Zenské hormony, testosteron a estrogen, které tvofi
zaklad reprodukénim funkeim jakymi jsou sexudlni vyvoj, rist a zptisob chovani (Lintelmann,

J., 2003).

Miuzeme je klasifikovat podle umisténi jejich receptortl a podle povahy signalu nebo
druhého posla, ktery plsobi pii zprostiedkovani ucinku hormonu uvnitf buiiky do dvou
skupin:

I. skupina: Hormony, které se vaZou na intracelulirni receptory
androgeny, kalcotriol, estrogeny , glukokortikoidy, mineralkortikoidy, gestageny
(progestiny), hormony §titné zlazy (Tza Ty)
II. skupina: Hormony, které se vaZou na receptory na povrchu bunék
A. Druhym poslem je cAMP: adrenokortikotropni hormon, angiotensin, kalcitonin,
folikuly-stimulujici hormon, glukagon, parathormon, somatostatin,.....
B. Druhym poslem je cGMP: atriovy natriureticky faktor
C. Druhym poslem je vapnik nebo fosfatidylinositidy nebo oboji:
cholecystokinin, gastrin, gonadotropiny uvolnujici hormon, oxytocin, vasopressin,...

D. Intracelularni posel je neznamy: rustovy hormon (GH, STH), insulin, prolaktin
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Hormony 1. skupiny jsou lipofilni a s vyjimkou T3z a T4 jsou odvozeny z cholesterolu.
Po sekreci se tyto hormony vazou na transportni proteiny. Tim se obchazi problém jejich
rozpustnosti v krvi a prodluzuje se jejich plasmaticky polocas. Volny hormon snadno
prochazi plazmatickou membranou vSech bunék a setka se se svymi receptory v cytosolu nebo
v jadfe cilovych bunck. Komplex ligand — receptor je patrné intracelularnim poslem
v této skuping. Il. hlavni skupina zahrnuje hormony rozpustné ve vod¢, které se vazou
na plasmatickou membranu cilové bunky. Hormony, jez se vazou na povrchu, komunikuji
s intracelularnimi metabolickymi procesy prostfednictvim intermediarnich molekul, tzv.
druhych posli (hormon sdm je pfitom prvym poslem). Druzi poslové vznikaji jako nésledek
interakce ligand — receptor. Vsechny receptory - at’ pro polypeptidy nebo steroidy — maji
nejméné dvé funkéni domény. Rozpoznavaci doména vaze hormon a druhé oblast produkuje
signal, ktery spojuje rozpoznavani hormonu s n&jakou intracelularni funkci. Spojeni (pfevod
signalu) se obecn¢ déje dvéma cestami. Polypeptidové a proteinové hormony a katecholaminy
se vazou na receptory umisténé v plasmatické membran¢é, a tak daji vznik signalu
regulujicimu riizné intracelularni funkce, Casto se to déje zménou aktivity néjakého enzymu.
Interakce peptidovych hormont s jejich receptory vede Kk rozmanitym G¢inkim a navic
k regulaci exprese specifickych genl. K témto U¢inkiim patii regulace iontové aktivity
a aktivity iontovych kanald, aktivita intraceluldrnich proteini a sekrece riiznych molekul.
Tyto ucinky jsou zprostiedkovany druhymi posly jako je cAMP, cGMP, Ca?* a rizné
fosfatidylinositoly. Steroidni hormony a hormony $titné zlazy interaguji s intracelularnimi
receptory a komplex hormon — receptor dava vznik signalu. Obecné plati, ze komplex hormon
— receptor se vaze na specifické oblasti DNA, zvané hormonresponsivni elementy (HRE).
Kazdy hormonalni ucinek, ktery zasahuje do regulace transkripce specifickych gent,
je zprostiedkovan specifickym HRE (Murray, R., 2002).

Rovnovéaha hormont v organizmu je zakladnim ptedpokladem pro piedejiti funkénim
poruchdm. Ta je fizena centrdlnim nervovym systémem — hypofyza — cilové organy, které
umozni télu reagovat velmi flexibilné na wvnitfni €1 vnéjS§i hormonalni zmény. Tento
komplexni systém je ale velmi citlivy na rusivé vlivy z vngjsiho prostiedi, které mohou

porusit normalni vyvoj organizmu (Lintelmann, J., 2003).
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3.2. Endokrinni systém bezobratlych

Hormonalni soustava vyssich zivocichil je zpravidla slozita a slozit¢ fizend, ale jeji
slozky lze v podstaté odvodit od zakladnich typt, které se mohou vyskytovat i u zivocichli
s jednoduchou funk¢ni organizaci téla (Kubista, V., 1979).

Nejznaméjsi kmeny patficich k bezobratlym jsou mékkySi, krouzkovci a ¢lenovci
(pf. hmyz, korysi). Pro bezobratlé je charakteristické cyklické mnozeni. Tyto cykly jsou
upravené sexualnimi hormony (steroidy, peptidy ¢i terpeniody) nebo mohou byt fizeny
riznymi Ciniteli prostiedi, ke kterym patii: teplota, intenzita svétla, vlhkost a potrava.
Endokrinni soustava bezobratlych ma také za tkol regulovat vyvoj, rast, zrani, reprodukci
a udrzovat iontovou rovnovahu. Timto systémem je regulovdno i svlékani, produkce
feromont, pigment a zména zbarveni a metamorfozy (Lintelmann, J., 2003).

Néznaky endokrinni soustavy miiZeme pozorovat jiz u zahavci, kde je tato soustava
reprezentovana siti neuronil, u krouzkovcl je zastoupena pfitomnosti endokrinnich bunék,
mekkysi maji systém vnitinich Zlaz a endokrinni systém c¢lenovcl je evoluéné na nejvyssi
urovni. Slozitost tohoto systému se odrazi od centralniho nervového systému (CNS), ktery
je zodpovédny za odezvy v cilovém organu. Podnéty jsou zprostfedkovany neurotransmitery
nebo neurohormony, které produkuje a vysila CNS. Obé¢ tyto sloZky mohou pak ptlisobit ptes
endokrinni systém na cilové organy ¢i pifimo v nich. RozliSujeme dva hlavni druhy
chemickych posli:

Neurotransmitery: mohou byt rychlé ¢i pomalé v zavoslosti na tom, zda spojeni
s iontovym kandlem je pfimé nebo nepiimé (acetylcholin, glutamat), maji malou molekulovou
hmotnost a u bezobratlych nejsou ptilis rozmanité

Neurohormony: zahrnuji bilkovinné a lipidové molekuly, které jsou seskupené

do podobnych struktur (steroidy, peptidy, terpenoidy), tito poslové se b&hem evoluce
pozménuji a jsou bud’ specifické pro bezobratlé ¢i maji souvislost s obratlovci.
Byla vyslovena hypotéza, Ze u bezobratlych je skupina hormoni, které jsou podobné funkcéné
k t¢ém nalezenym u obratlovci a nebo jsou specificky pozménéné pi. ekdysteroid, druhou
skupinou hormont jsou ty, které jsou strukturné podobobné obratlovciim, ale maji odlisné
funkce v organizmu bezobratlych (Lafont, R., 2000a).

Vlastnosti endokrinni soustavy jednotlivych Zivocichti Ize odvodit ze dvou hlavnich
evoluénich zakladu: protostomes a deuterostomes. Houby a Zahavci nelze pfifadit

ani K jedné skuping, jsou evolucné nejstarsi a jejich charakter endokrinni soustavy Ize nalézt
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u obou skupin. Vyznamngjsi protostomes skupiny zahrnuji: ¢lenovce, krouzkovce a mekkyse.
K deuterostomes se fadi ostnokozci, ryby a obecné obratlovci. Toto rozdéleni do dvou skupin
souvisi 1 shlavnimi rozdily v endokrinnich soustavach téchto organizma. Zatimco
u protostomes skupin jsou fyziologické funkce fizeny neuropeptidy a u vyvojové
pokrocilejsich skupin maji dtlezitou roli i ekdysteroidy a terpenoidy, jsou u deuterostomes
hlavnimi regulatory steroidni hormony (estrogeny, androgeny, progesterony) a terpenoidy.
Ekdysteroidy zde nehraji zadnou roli (LeBlanc, G.,1999).

3.2.1. Kmen: CNIDARIA (ZAHAVCI)

Zahavci nemaji definované Zlazy s vnitini sekreci, ale vyznamnym zdrojem signéli
jsou neurony (Leitz, T., 2001). Jejich nervova soustava je ektodermalniho ptvodu
a je rozptylena po celém téle. RozmnoZuji se pohlavn¢ i nepohlavné (Tarrant, A., 2005). Bylo
identifikovano nékolik vyznamnéjSich skupin, které se ucastni regulacnich funkei:
katecholaminy a jejich prekurzory (dopamin, adrenalin, norepinefrin), serotoniny
a y-aminomaselna kyselina (GABA) (Leitz, T., 2001), organické slouceniny s jodem,
neuropeptidy a indolaminy (Tarrant, A., 2005). Ptestoze jejich funkce nebyly zictelné
popsané, je mozné, Ze serotonin ovliviluje metamorfozu a GABA muze ovliviiovat piijem
potravy. Vétsina regulacnich peptidit ma funkci neuropeptidd a inhibuji ¢i stimuluji svalové
stazeni polypovci a koralnatci (Leitz, T., 2001). Neuropeptidy maji zfejmé vliv
na morfologické zmény (posun hlavy ¢i nozni formace). Byly zde objeveny i steroidni
hodmony - estrogeny (17-P estradiol), které se zdaji byt bioregulatory reprodukce (Tarrant,
A., 2005).

3.2.2. Kmen: ANNELIDA (KROUZKOVCI)

Vsechny hormony identifikované u téchto organizmi jsou neuropeptidy.
Jsou vyluCovany neurosekretorickymi buiikami lokalizovanymi v hlavové ¢asti (LeBlanc, G.,
1999). U Parazitnich druhti na zvifatech a lidech €ervi a hlistic jsou zastoupeny jak steroidni
tak i peptidové a teprenoidni hormony. Tyto hormony fidi rist, vyvoj, latkovou vyménu
a dalsi fyziologické funkce stejnym zpiisobem jako u obratlovci. Jejich endokrinni soustava

se sklada z neurokrinni soustavy, ale chybi u nich Zlazy s vnitinim vyméSovanim (DeFour, P.,
2004).
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3.2.3. Kmen: ARTHROPODA (CLENOVCI)

vvvvvv

K nejdulezitéjsSim  endokrinnim  regulatorim  u ¢lenovei  patii  ekdysonové
a ekdysteroidni hormony. Tyto hormony jsou zapojeny do embryoalniho vyvoje, svlékani,
metamorfozy, reprodukce a tvorby pigmentu (Lintelmann, J., 2003). Ekdyson je steroidni
hormon, funk¢n€ i strukturdlné podobny estrogenu, ktery fidi rGst a svlékani cClenovci.

Jeho aktivni formou je 20-hydroxyekdyson (Mu, X., 2002):

M

Ty
i
0

20-Hydroxyekdyson

I kdyZ ma svlékani klicovou ulohu pfi vyvoji korySi a hmyzu je to stresujici
a zranitelnd faze, pii které mohou byt sndze napadeni predatorem, poskozeni ¢i infikovani
(Walker, A., 2005). Krom¢ ekdysteroidi sem patii i juvenilni hormony hmyzu
a metylfarnesoat korysia. Jsou to terpenoidy a jsou dal$imi hlavnimi hormony, které
zprostfedkovavaji rtizné regulacni funkce (Lintelmann, J., 2003). Tyto organizmy maji
soustavu 714z s vnitinim vymeéSovanim, od které je odvozena i endokrinni soustava

u obratlovci (DeFour, P., 2004).

Endokrinni soustava hmyzu byla nejlépe popsdna. Zahrnuje tfi ¢asti: neurosekretorické

buriky, Zlazy s vnitini sekreci rozdélené do nékolika oddilt a reprodukéni organy. Jejich
dva klicové hormony jsou ekdysteroidni a juvenilni hormony (JH).

Ekdysteroidy jsou vyluCovany zlazami s vnitini sekreci a jsou zapojeny do regulace
rastu, vyvoje a reprodukce.

Juvenilni hormony maji terpenoidni strukturu, jsou produkovany zlazami s vnitini
sekreci a fidi metamorfozu a reprodukci. Pfitomnost €1 nepfitomnost téchto hormont zalezi na
tom, vjaké fazi vyvoje se hmyz nachazi. Pfitomnost JH a ziroven pocatecni vzestup
ekdysteroidi v larvalnim stadiu navodi svlékani a prestup do dalsiho vyvojového stadia
(LeBlanc, G., 1999). Béhem finalniho larvalniho vyvoje tplné JH vymizi a naopak jsou
produkovany ekdysony. Tento hormonalni stav navodi metamorfézu. U hmyzu s proménou
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nedokonalou je tento vyvojovy proces konecnym stadiem. U hmyzu s proménou dokonalou
se opét objevi JH a zlarvy se stava kukla. U primitivné¢jstho hmyzu byly objeveny
methylfarnesoat, JH I a JH II. U vyvojové nejpokrocilejsiho hmyzu lze najit JH III a JH III bis
epoxid (Lafont, 2000Db).

Endokrinni soustava korvsu

Obr.2: RozlozZeni endokrinni soustavy korysu, upraveno dle (Wollenberger, L., 2005)
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AZ - androgenni zlaza, K — kusadla, M — mozek, MO — mandibularni organ, O — o¢i, SA —
sami¢i segment, SS — sam¢i segment, SZXO — sinusova zlaza X-organ, V — varlata, YO — Y-
organ

U korysi jsou Ctyfi rtiznd mista, kde jsou produkovany hormony (jejich umisténi
je vidét na obr.2).:

Sinusova Zlaza X-organ je umistén v ocni stopce a je v blizkém spojeni s vnéjSim
prostfedim. Reaguje na fotoperiodickou a svételnou intenzitu. Jsou zde piitomny hormony
ve form¢ peptidi (hormon inhibujici svlékani, MIH, inhibi¢ni hormon gonad, GIH,
hypoglykemicky hormon koryst, CHH a pigmentové hormony).

Y-organ je parovy organ lokalizovany v mandibularni ¢asti. Tento organ je zdrojem
hormonti pro svlékani-ekdysteroidy. Je zde produkovan ekdyson, ktery po uvolnéni
do hemocoel dutiny se zméni na aktivni formu 20-hydroxyekdyson (Wollenberger, L., 2005).
Tyto hormony maji klicovou ulohu pifi vyvoji a svlékdni. Maji kontrolu nad genem

ekdysteroidniho receptoru (EcR), ktery odpovida RXR, coz je receptorovy gen pro syntézu
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steroidnich hormonti u obratlovct (Tuberty, S., 2005).

Androgenni Zlaza produkuje androgenni zlazovy hormon (AGH), ktery je odpovédny
za vyvoj pohlavnich organti samct a ma vliv i1 na jejich sekundarni pohlavni charakteristické
rysy. Tato zlaza u samic neni, misto toho maji zlazu, kterd produkuje vaje¢nikovy hormon
majici vliv na sekundarni samici pohlavni znaky.

Mandibularni organ obsahuje methylfarnesoat, ktery se ucastni vyvoje Y-organu
a ma vliv na zarode¢nou syntézu (vitelogenezi) (Wollenberger, L., 2005). Methylfarnesoat
je neepoxidova forma JH III a ovladd metamorfézu, ovlivituje uvolnéni ekdysteroidi a tim
i svlékani, pusobi pii vyvoji pohlavi, reprodukénich organti a morfotypu (Tuberty, S., 2005).
Spoustéci mechanismus pro uvolnéni hormont neni jesté zcela prozkouman, ale ma se zato,
ze vnéj8i podnéty zprostiedi splynou sCNS a tim jsou pies neurotransmitery

a neuromodulatory uvolnény neuropeptidy (Wollenberger, L., 2005).

3.2.4. Kmen: MOLLUSCA (MEKKYSI)
Obr.3.: Stavba téla mekkyst a jejich rozmisténi endokrinnich 714z (Cizkova, M., 2005)
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A - anus, AO — aorta, CG — cerebralni ganglion, CDM — coelom dutiny metanefridii, CP —
coelom perikardia, CDPZ — coelom dutiny pohlavnich Zlaz, EX — exkre¢ni otvor, H — hltan,
HP — hepatopankreas, N- noha, NP — nervovy provazec, O — oko, PD — plastova dutina, PG —
pedalni ganglion, PLG — pleuralni ganglion, PO — pohlavni otvor, PZ — pohlavni zlazy, S —
schranka, SP — srde¢ni predsiii, SS — srde¢ni sii, U — ustni otvor, VG — visceralni ganglion, Z
- Z4bra

Kromé hmyzu je nejvice riznorody kmen mekkysi s tiidami: Skeble (Skeble, usttice),
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plzi (8nek, slimak) nebo hlavonozci (chobotnice). U tohoto bezobratlého druhu existuje
riznorody neuroendokrinni systém, ktery se moc nelisi od obratlovca (Lintelmann, J., 2003).
Ten je soustfedén v neurosekretorickych centrech, ktera produkuji neuropeptidy. Tato centra
se nachazeji v hlavovych (cerebralnich), pohrudni¢nich (pleuralnich), noznich (pedalnich)
a abdominalnich (visceralnich) ganglionech CNS.

Neuropeptidy jsou odpovédné za ftizeni né&kolika fyziologickych procest.
Neuropeptidy produkované v abdominalni oblasti (ELH, hormon fidici kladeni vajic¢ek) jsou
zapojeny do zrani gonad a produkce vajicek, neuropeptidy z hlavovych oblasti ovliviiuji vyvoj
samic¢ich sekunddrnich pohlavnich znakd, zrani gondd a ovulaci. Rust, vyvoj
a metabolismus jsou fizeny peptidy strukturalné¢ podobnymi inzulinu (MIP) (LeBlanc, G.,
1999). U téchto bezobratlych hraji ekdysteroidy jen nepatrnou roli.

Byla u nich ale prokazana ptitomnost pohlavnich steroidnich hormonii — testosteron,
estron, estradiol-17p. Steroidni hormony u mékkysa hraji dualezitou roli v jejich sexualnim
vyvoji (Lintelmann, J., 2003). Diky nov¢jsim metodam testovani téchto organizmu byla
podrobngéji studovana jejich pohlavni soustava (vyvoj zarodku-vittelogenese a morfologicka
stavba), struktura a aktivita né€kterych enzymi (glutathion S transferasa) a proteind a dale role
estrogeni v reprodukénim systému. Imunoanalytickymi metodami bylo odhaleno velké
mnozstvi protilatek estrogenu ve vajeCnicich samic. Zarodky (vitellogeniny) jsou
syntetizovany uvnitf gondd ptes heterosynteticky mechanismus. M&kkysi mdji tento systém
odli$ny od ostatnich bezobratlych, zarodky jsou syntetizovany vné€ vajec¢niku a pfepravovany
pies hemocoel (Won, S., 2005). Syntéza zarodku a jeho regulace neni zcela znama, ale byl
prokazan stimulacni vliv estradiolu-17b a dalSich xenobiotik na tento systém. Obecné muze
byt estradiol vyznamngj$im regulacnim faktorem pii zarodecné syntéze a hraje dileZitou roli

i v reprodukci mekkysa (Gagne, F, 2001a,b).

3.2.5. Kmen: ECHINODERMATA (OSTNOKOZCI)

Patii do skupiny deuterostomes a jsou relativné blizce ptibuzni k obratlovcim. Proto
jejich endokrinni soustavy mohou mit podobné rysy a zaroven endokrinné aktivni latky
mohou mit na né podobné efekty. Nejsou zde znamy zadné ekdysteroidni ani juvenilni
hormony (ostnokoZci se nesvlékaji). Naproti tomu maji vyvynuté endoKkrinni
a neurohormonalni mechanismy, které maji kontrolu nad ristem a tvorbou gamet

a kopulaci. Reprodukce je ovlivnéna steroidy a neuropeptidy (LeBlanc, G., 1999).
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3.3. Endokrinné aktivni latky

Endokrinné aktivni lakty, ¢i chemikalie poruSujici endokrinni systém neboli
endokrinni disruptory (EDC) lze popsat jako latky majici nepfimy vliv na endokrinni systém
(Vogel, J., 2004). Tyto latky jsou dle Weybridga z roku 1996 definovany jako ,,exogenni
substance, ktera zplisobuje nepfiznivé ucinky Vv organizmu, ¢i v jeho potomstvu odpovédné
za zmény v endokrinnim systému‘ (Hutchinson, T., 2000a). Chemické imise jsou syntetické
chemikalie, které jsou uvolnény lidmi poptipad¢ zvitaty do prostfedi, které kontaminuji a maji
na n¢j negativni dopad. Toxické chemické latky jsou chemické imise s pfimym akutnim
¢i chronickym u¢inkem na ¢lovéka a dalsi organizmy (Vogel, J., 2004). Xenoestrogeny jsou
chemické latky, které maji majici estrogenni Gi¢inky a zasahuji do normalni funkce endokrinni

soustavy lidi a zvitat (Lintelmann, J., 2003).

Mechanismus uéinku

VétSina  latek  naruSujicich  endokrinni  systém  se  vyznacuji  stalosti
a biomagnificentnimi vlastnostmi (Olsson, P.,1998). Latky majici tento charakter mizeme
téZ nazvat jako perzistujici organické latky (POP), které jsou rezistentni k degradacnim
mechanismim v organizmu (Vogel, J., 2004). N¢které mohou byt Castecné metabolizovany.
Jsou bud’ rozpustné ve vodé (ty jsou snadno vylucovany z téla pry€), nebo jsou lipofilni
a zistavaji v organizmu. VétSina substanci je slozena ze strukturnich jednotek obsahujicich
fenolickou skupinu. Svoji strukturou jsou podobné pfirozenym estrogentim a hormondim
Stitné zlazy (tyroxin), které jsou pfitomny 1 v Zivych organizmech. Jejich funkci je udrZovat
homeostazu a dalsi dilezité funkce. Proto, aby byly aktivni a mohly ovliviiovat tyto funkce,
musi se z mista, kde jsou vylucovany dostat k cilovym orgdniim. To je zprosttedkovano
vazbou K transportnim proteintim pies jejich fenolickou skupinu (Olsson, P.,1998).

RozliSujeme dva typy plsobeni: primé a neprimé. Piimé pulsobeni
je charakterizovdno jako spojeni chemikalii s receptory v organizmech a zde maji bud’
agonisticky (odpovidaji pfirozenym hormonim-nonylfenol, ethinylestradiol) ¢i antagonisticky
efekt (blokuji receptory pro vazbu ptirodnich hormonii-tamoxifen, DDE). Neptimo zasahuji
tyto latky do biosyntézy, metabolizmu, eliminace ¢i dostupnosti hormonil (inhibitory
aromataz) (Duft, M., www.bio.uni-frankfurt.de/ee). Obdobn¢ jako piirozené hormony télu
vlastni se navazi 1 endokrinné aktivni latky a zptsobuji tak hormonovou nerovnovahu a s ni
spojené¢ neptiznivé ucinky (Olsson, P.,1998). Maji vliv asi na 200 druhti zvifat v Evropé,

USA, Japonsku a Australii (www.soci.org, 2005). Z vyznamnéjsich 1ze jmenovat malformace
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pohlavnich organti aligatort, feminizace a maskulinizace ryb, u bezobratlych vSeobecné
znamy imposex mékkysi a mnohé dalsi (Duft, M., www.bio.uni-frankfurt.de/ee). Negativni
vliv z téchto latek se nevyhyba ani lidskému organizmu. Endokrinné aktivni latky mohou mit
tyto negativni ucinky: vliv na redukci kvalitniho spermatu, akceleraci a zpozdéni sexualniho
vyvoje, vysokd frekvence vyvojovych poruch, muze byt pfi¢inou vzniku nadorového

onemocnéni prostaty (Www.soci.org, 2005).

EDC miiZeme rozdélit takto:
» ptirodni a syntetické steroidy z exkrece lidi a zvifat
» syntetické alkylfenoly, zahrnujici rizné typy surfaktantl pro ¢isténi, specialni
ftalaty, bisfenoly pouzivané pii vyrobé plastt
ptirodni fytoestrogeny, fenolické derivaty ziskané z rostlinného materialu
prirodni a syntetické polycyklické aromatické thlovodiky
syntetické organohalogeny, pesticidy a triorganotiny( TBT, TPT...)
kovy

veterinarni a lidské 1éky

YV V V V V V¥V

kyselé desté a acidifikace zivotniho prostiedi (www.soci.org, 2005), (Thompson,
C., 2005)

Zdroja endokrinné aktivnich latek a chemikalii, které narusuji endokrinni systém
je cela tada. Tyto latky jsou pfirodniho i syntetického ptivodu. Mohou to byt i chemikalie
z lidi a zvirat, které¢ se dostanou do prosttedi riznymi cestami. Tyto latky jsou obsazeny
I vpitné vod¢ a jidle. V roce 2000 identifikovala Evropska komise 553 latek, které maji
potencidlni efekt na lidsky a zvifeci endokrinni systém. 118 ztéchto latek nepodléhalo
Zadnému testovani ani regulaci jejich pouziti. V roce 2001-2003 bylo vybrano 147 latek, které
jsou povaZované za podezielé a 129 znich je jiz pfedmétem pro regulaci jejich pouziti
(www.soci.org, 2005). Seznam endokrinné aktivnich latek lze nalézt na Evropské komisi,
kterd pracuje na dokumentu zahrnujici strategii jak se nejlépe vypotfadat s endokrinné
aktivnimi latkami. Jejich prace zahrnuje ohodnoceni rizik, omezeni, regulaci ¢i uplny zdkaz
pouzivani latek, kterd maji velka rizika pro lidsky organizmus a Zivotni prostfedi. DllezZitou
roli pfi vybéru a hodnoceni latek ma testovani. Kazdy stat EU ma sviyj vlastni program pro
testovani, ktery je sdruzen do OECD. V USA se touto problematikou zabyva US EPA, ktera

ma screeningovy testovaci program zahrnujici 70 000 chemilalii pro ohodnoceni U¢inku
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na endokrinni systém. Sleduji se pesticidy a jiné chemické latky ze skupin estrogent,

androgeni a latek majici u¢inek na Stitnou zlazu (www.soci.org, 2005).

3.3.1. Humanni a veterinarni léky

V poslednich letech se této skupiné latek a jejim rizikim na zivotni prostfedi zacala

vénovat velka pozornost. Tato skupina zahrnuje obrovské mnozstvi riznych latek s celou

fadou mechanismti U¢inku a rtiznorodou biologickou aktvitou. Jsou to medikamenty, které

se skladaji z farmakologicky aktivnich latek a dalSich pomocnych latek (barviva, plniva,

konzervacni latky...). Léky, které maji neptiznivy vliv na zivotni prostiedi jsou: syntetické

pohlavni steroidni hormony, latky ovliviiujici funkci Stitné zlazy, antibiotika, cytostatika, 1éky

snizujici hladinu krevnich lipidd, antikonvulziva, B-blokatory a derivaty fluoxetinu.
(Thompson, C. , 2005).

Z tarmakoterapeutického hlediska hormony lze vyuzivat nékolika zplisoby:

k substituc¢ni terapii pii nedostatecné tvorbé endogenniho hormonu

podavani hormonu s cilem utlumit ¢innost zlazy s vnitini sekreci (zpétné vazebna
regulace) napt. poddvani tyroxinu u eutyroidni strumy pro zmenseni $titné zlazy
vyuziti U¢inkG nefyziologicky vysokych koncentraci hormonti, napt. Uc¢inek
glukokortikoidl jako antiflogistik

ovlivnéni sekrece nebo u¢inkd hormont 1é¢ivy, napt. povzbuzeni sekrece inzulinu
peroralnimi  antidiabetiky nebo potlaceni U€inkli testosteronu antagonisty
androgennich receptort (Liillmann, H., 2004)

terapie nadord, jejichZ buiiky obsahuji receptory pro steroidni hormony (hormonalné
zavislé nadory jako jsou nékteré karcinomy prsu, prostaty a endometria) (Hartl, J.,
1991)

kontraceptiva (Thompson, C., 2005)
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Steroidni hormony

androgeny estrogeny
OR OH

Syntetické pohlavni steroidni hormony jsou latky putsobici na endokrinni systém
a zahrnuji androgeny, antiandrogeny, estrogeny, antiestrogeny a progesterony. Pfedstavuji
dualezity faktor regulacnich pochodu, které probihaji v Zivych soustavach. Zpétnovazebnym
mechanismem ovliviiuji metabolismus organizmu jako celku a nebo mohou pisobit jen
v urcité ¢asti popt. organy (Hartl, J., 1991).

Vyznamnym polutantem a hrozbou pro Zivotni protiedi jsou estrogeny a predevsim
ethinylestradiol. Ethinylestradiol je velmi perzistentni latka, ktera se do zivotniho prostiedi
dostava v nezménéné, ale konjugované formé. V Cistickach se tyto konjugované vazby
porusuji a volné se dostavaji do prostiedi, kde plisobi na zivé organizmy. U ryb zpisobuji

endokrinni poruSeni a feminizaci samct ryb (Thompson, C., 2005).

Hormony S$titné zZlazy

tyroxin
I

| O
COOH

HO | NH,

Tyto hormony jsou produkovany S$titnou zlazou a jsou potfebné pro normalni rist,

vyvoj, tkanovy metabolismus, normalni funkci centralniho nervového systému (CNS)
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a pro mechanismy dlouhodobé adaptace na stres a vlivy zevniho prostfedi (Lincova, D.,
2002).

3.3.2. Halogenované uhlovodiky

Tato skupina zahrnuje primyslové a technologické latky. Tyto latky mohou byt
alifatické, cyklické, aromatické ¢i kombinované formy. Halogen mitize byt chlor, brom
¢i fluor. Hydrokarbonova cast je lipofilni a je chrakteristickd dobrou absorpci. Halogen ma

perzistentni, bioakumulativni a biomagnificentni vlastnosti.

Polychlorované bifenyly, PCB

(CI)x Cly

Vysoce lipofilni, stabilni, nereaktivni viskdzni kapaliny, jejichz fyzikalni vlastnosti
jsou zavislé na poctu chloridt v molekule. Pouzivaji se do hydraulickych roztokd, k izolaci
dielektrika v transformatorech a kondenzatorech a jako zmé&kéovadla plastd (Thompson, C.,
2005). Tyto latky jsou v organizmu metabolizovany na OH-PCB, které jsou strukturalné
podobné tyroxinu (Olsson, P.,1998). Maji vytésiujici efekt na thyroidalni hormon thyroxin
a vitamin A. Diky tomu je poruSena syntéza vitaminu A a na tyroxinu zavisly metabolismus.

Maji anti-estrogenni ¢i estrogenni ucinky. (Thompson, C., 2005).

Polychlorované dibenzodioxiny, PCDD a dibenzofurany, PCDF

Dibenzodioxin Dibenzofuran
° (>
O Clhy
@)
(Cifx o) Clyy (Cifx

Jsou to lipofilni a stalé latky, které vznikaji b&hem spalovani (napi. méstského

odpadu), pfi vyrob& kovi, pii vyrobé a recyklaci papiru, dale pfi vyrob& fungicidnich
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chlorofenolti a chlorovanych fenoxyherbicidd. PCDD nyvic vznikaji pfi enzymatickych
reakcich v kompostech a splaskovém kalu. Existuje az 75 raznych druhtt PCDD a 135 PCDF
(Olsson, P.,1998). PCDD, specialné tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) je extrémé toxicky.
Je to také velmi lipofilni latka, ktera ma& vysokou afinitu k cytoplazmatickému
aryluhlovodikovému receptoru a je zabudovan do genu DNA. To zptsobuje blokaci

estrogennich receptort, zpusobujici antiestrogenni u¢inky (Thompson, C., 2005).

Polybromované samozhaseci prisady, PBFR

Polybromiddifenyleter

GO

1-10

Jsou to lipofilni latky, které se pouzivaji jako samozhaSeci ptisady do pocitact,
eletronickych spotiebicil, aut, konstrukénich materialt, textilii, plasth a dalSich produkta.
Diky jejich vysoké lipofilit¢ jsou akumulovdny v organizmu a jejich metabolity ovliviiuji
podobné jako PCB hormony S§titné zlazy (Olsson, P., 2004). Byl pozorovan inhibi¢ni
¢i naopak stimula¢ni efekt na rust pohlavnich organt Maris cornuarietis a Nucella lapillus
(Oehlmann, J., 2000) .

Chlorofenoly

Trichlorfenol Pentachlorfenol
H OH
Cl Cl Cl Cl
Cl Cl
Cl Cl

Jsou to pesticidni a fungicidni latky, které se pouzivaji pro oSetfeni dieva. V dnesni

dobé se od jejich pouzivani upousti. Jsou to opet velmi lipofilni latky, které se snadno

26



dostanou do krve, brani oxidativni fosforylaci a tim urychluje metabolismus a sniZuje
tak energetické zasoby pro imunitni systém, jatra, ledviny a zpisobuje reprodukéni poruchy
(Thompson, C., 2005).

3.3.3. Organociny

Tributylcin ,TBT a Trifenylcin, TPT

CH
|49 C|—Sn—©

CI—Sn—C4H9

C,Hyg

Jsou to jedny z nejlépe popsanych endokrinné aktivnich latek, které se v minulosti
bézné pouzivaly jako antifungalni ptisady do natérovych barev lodi. TBT byl studovan celou
fadou autort. Jsou to latky, které v moiskych mekkysich zptsobuji imposex. (mechanismus
negativniho pusobeni téchto substanci lze vidét na obr.4) Zasahuji do normalni aktivity
testosteronu, stimuluji rist penisu a chamovodu u samic. Tento jev se nazyva imposex a vede
u samic ke sterilité. Dal§im zavaznym disledkem s timto souvisejicim je celkovy pokles
populace moftskych plza (DeFour, P., 2004). TPT neni tak hojné€ vyuzivan jako TBT a obecné
se v ptirodé vyskytuje v mensi mife, byl uzivan jako pfidavek k natérovym barvam lodi jako
latka zvySujici uc¢innost proti houbdm. Navic se hojné pouzival i v zeméd¢lstvi do postiikl
proti houbovym nakazam. Tyto latky nejsou metabolizovany a navic maji kumulativni

chrakter. Jejich negativni u¢inky byly objeveny u celé populace (Gual, G., 2005)
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Obr.4: Mechanismus ptisobeni organocini na mikrosom, kde se syntetizuji hormony (Duft,

M., www.bio.uni-frankfurt.de/ee)

Mechanismus plsobeni TBT a TPT

pregnenal on
l 36-Aydraxysterak-0H
progesteron
17a-hydroxyidza
1Va-hydroxyprogesteron
Cyr 2 bidza

androztendion  e—,—————t- {0t ot eron
TBT [—: CYRPTY = grormataza

estron 17 Bestradiol

3.3.4. Polycyklické aromatické uhlovodiky, PAH

Naftalen Antracen

Chlorantren Benzo[a]pyren Pyren

S0 850 o

Tyto latky vznikaji pii nedokonalém spalovani petroleje a uhli ve spojeni se ziskanim
energie, pfi prumyslové vyrob& €i pii transportu. Déle z grafitovych elektrod pifi vyrobé
kamenouhelného dehtu a pii vyrobé pneumatik. Déle vznikaji samovolné v ptirodé¢ pti lesnich
pozarech, vulkaniza¢ni ¢innosti a jsou obsazeny v rop¢€ a v uhli. Ty které¢ jsou nebezpecné pro

zivotni prosttedi jsou vyhradné antropogenniho ptivodu. Tyto latky se skladaji z uhliki
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a vodikl. Jsou snadno dostupné a vyznacuji se bioakumulativnimi vlastnostmi. U vysSich
organizmu jsou metabolizovany a vylucovany z téla ven. V niz§ich organizmech se vsak tyto
latky kumuluji. Maji opé€t neptiznivy efekt (kompetetivni ¢i antagonisticky) na Stitnou zlazu
stejné jak bylo jiz popsané u PCB a PCDD. Maji i estrogenni a antiestrogenni aktivitu.
Jako antiestrogeny pisobi na zarodecnou syntézu v jatrech ryb, to zptsobuje mensi plodnost
ryb. Naopak u samcti pisobi estrogenni aktivitou a to ma za nasledek zvySenou zarodecnou
syntézu samctli ryb a to ma za nasledek stimulaci estrogennich receptorti a tim je zptisobena

feminizace samct (Thompson, C., 2005).

3.3.5. Pesticidy, insekticidy

U mnoho pesticidi byl zjistén negativni vliv na endokrinni systém, piedev§im
na Stitnou zlazu. Nicméné jsou tyto latky pouzivany pro oSetieni zemédé€lskych plodin a jejich
koncentrace pro pozadovany ucinek nékolikandsobné prevysSuji pfijatelnou denni davku.
I kdyZ je vétSina téch, které poruSuji endokrinni systém zakdzané pouzivat, stale ziistavaji
v prostiedi. To je zpusobeno jejich vlastnostmi, jsou stalé a perzistentni. V minulosti byly
hojné pouzivany. V dnes$ni dob¢ jsou moderni skupinou latek insekticidy hormonalniho typu.

Pusobi agonisticky ¢i antagonisticky na ristové homony hmyzu (Olsson, P., 2004).

Chlorované pesticidy, insekticidy

Tato skupina byla hojné pouzivajna mezi lety 1940-1960. Sklada se z mnoha
odliSnych a rozmanitych sloucenin, které byly plo$né pouzivany jako pesticidni a insekticidni
latky. Vyznamny a hodné komeréné vyuzivan byl dichlorodifenyltrichloroethan (DDT), dale
také aldrin, dieldrin, lindan, chlordan a toxafen. Byly vyuZivany v zemé&délstvi a lesnictvi
(Thompson, C., 2005). V sedesatych letech byl zaznamenan populacni pokles v piirodé
a proto se tyto latky zacaly testovat. Testovanim se zjistilo, Ze jsou velmi toxické pro ryby,
delfiny, raky, vydry, moiské savce, aligatory a dalSi organizmy vcetné€ ¢lovéka (Vogel, J.,
2004). Ve vétsin€ zemi je pouZzivani téchto latek jiz zakézané, ale pfesto jsou i dnes vyuZivany
naptiklad v tropickych oblastech jako uc¢inni pomocnici pii boji s malarii (insekticidni

ptipravky pro hubeni komard, kteti pfenaseji malarii). (Thompson, C., 2005).
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DDT a pribuzné latky

p,p’-DDT o,p’-DDT o,p’-DDE
Cl Cl

Cl Cl

Cl Cl

Cl Cl
Cl I I Cl I Cl I Cl I Cl | Cl

Jsou to lipofilni latky, které jsou snadno dostupné a  ditribuované v zivych
organizmech. Vyskytuji se ve dvou isomerech p,p’-DDT a o,p’-DDT. Isomer p,p’-DDT ma
hlavné neurotoxicky ucinek oproti tomu neurotoxicita o,p’-DDT je jen velmi mala
(Thompson, C., 2005). V orgasnizmu jsou tyto latky biotransformovany ¢i metabolizovany
na dichlorobischlorofenylethan, p,p’-DDE, o,p’-DDE a dale na dichlorofenyl kyseliny octové,
DDA. Metabolit p,p’-DDE je velmi stabilni a persistenti a ziistdvd v zivotnim prostiedi
dlouhou dobu (Olsson, P., 2004). Uginky DDT jsou jen nepatrné toxické pro savce a ptaky,
ale jejich toxicita je vysokd pro ryby, bezobratlé a hmyz. Piisobi neurotoxicky, interaguje
se sodikovymi kanaly neuronti. Jako hlavni endokrinné aktivi latka se ukdzala byt o,p"-DDT
a jeji metabolit o,p’-DDE, které¢ jsou znamy jako xenoestrogenni latky zpusobujici poruchy

v diferenciaci pohlavnich organti a rozmnozovani (Thompson, C., 2005) .

Methoxychlor, dicofol, chlordecon

Tyto dvé latky nahradily DDT. Strukturalné se vSak mnoho neliSily. Jejich pouzivani
je ve vétsin€ zemi jiz také zakazané. Dicofol je ziskan z DDT a kone¢ny vyrobek miize
obsahovat stopy DDT. Metoxychlor se v organizmu metabolizuje na metabilty obdobné DDE
(Olsson, P., 2004). Chlordecon, prodavany pod nazvem Kepon, je organochloridovy pesticid,
u které¢ho byly objeveny xenoestrogenni ucinky. Tato latka zasahuje do formace skotapky

kraba a do svlékani hmyzu (DeFour, 2004).
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Hexachlorocyklohexan, HCH, lindan

Jsou to lipofilni, stalé, kumulativni a nejvice G¢inné insekticidy (Olsson, P., 2004).
Lindan je navic vyuzivan i jako slozka krémi, mydel a Samponii proti vS§im a hnidam.
Je absorbovan z plic, zazivaciho traktu, nebo kizi a uklada se v tukové tkani. Jeho negativni
ucinky na pohlavni organy samcti i samic byly popsany na krysach a dalSich obratlovcich

(Gual, G., 2005).
Analoga juvenilnich hormoni, JH, ekdysteroidii a methylfarnesoatu

Hydropren

)\/\)\/\)\)(J)\
NN NS O/\

Metopren

O
N NN J\
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Fenoxykarb

@OQO/\/NHT(OV

Pyriproxifen
O
(U o
O/\r | AN
&

Juvenilni hormony obecné fidi dospivani a vyvoj u hmyzu. Ovliviiyji jejich svlékani
a maji vliv 1 na jejich metamorfézu. Analoga juvenilnich hormonii vyuzivaji tohoto t¢inku
a u hmyzu tyto latky ptsobi jako agonisté ¢i antagonisté. Zasahuji tak do jejich endokrinniho
systému a tim zpusobuji smrt, letalni deformace ¢i sterilitu. Endosulfan je pouzivan jako
pesticid, ktery se vyskytuje ve tiech fomach o, p a ve formé soli. Byla u né& objevena
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estrogenni aktivita. Tato latka je vysoce toxickd Kk sladkovodnim i motskym bezobratlym
zivo¢ichim. Zasahuje do jejich vyvoje a svlékani (lze vidét na obr.5). Fipronil se pouziva
proti nepiijemnému hmyzu a pisobi na jeho endokrinni systém, pro obratlovce je netoxicky.
Metopren, agonista JH , insekticid, ktery hubi larvalni stadia hmyzu. Je to analog

methalfarnesodtu a diky tomu mé vliv na endokrinni systém koryst (lze vidét na obr.5)
(DeFour, P., 2004).

Obr.5: Zasah pesticidnich a insekticidnich latek do zarode¢né syntézy korysi

(Ferguson, P., 2006)
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3.3.6. Primyslové chemikalie

Alkylfenoly

p-nonylfenol (NP)

HO

Jsou to neionogenni tenzidy, které se pouzivaji jako saponaty, emulgatory, dispergacni
prostfedky v barvach. Jsou pouzivany jako pfisady do mazacich olejii, dale jsou slozkou
antikoncepcnich prostfedkil jako jsou lubrikanty ¢i pény, dale se uzivaji jako antioxidanty
v PVC, PS plastech. Alkylfenoly jsou produkovany alkylaci fenolu s alkenem. Pro technické
produkty je alkylovy fetézec rozvétveny a jeho délka a stupenn vétveni jsou urceny pouzitym
alkenem. Reakci s etoxydem a 2-40 ethoxy skupinami se navazou na fenol a vzniknou
alkylfenolethoxylaty. Hydrofilita je uréena poctem ethoxylovych skupin a délkou alkylového
fetézce. Tyto latky jsou postupné degradovany na jednoduché alkylfenoly (Olsson, P., 2004).
Byly objeveny v relativné hojné miie ve vodnim prostiedi, proto jsou testovany a sledovany
jejich nepfiznivé vlivy na vodni organizmy. Jejich vlivem je snizena produkce spermii,
zasahuje do embryonélniho vyvoje a indukuje zarodecnou syntézu u nedospélych stadii (Gual,
G., 2005).

Ftalaty

OR
OR

O

Skladaji se zkyseliny ftalové, kterd je esterifikovana rGznymi alkoholy jako
butylalkohol, benzylalkohol a 2-ethylhexanol. Pouzivaji se jako plastifikatory.
Ftalandibutylnaty, DBP a butylbenzylftalat, BBP jsou potencialnimi disruptory. Ani jedna

ztéchto latek nejsou akumulovany v oragnismu, jsou degradovatelné. Mohou

33



se biokoncentrovat v nizsich organizmech (slavkach), ale u dalsich vyssich zivocict jako jsou
ptaci, ryby, savci jsou tyto latky rozlozeny a vylouCeny z téla pry¢ (Olsson, P., 2004).
Neinteraguji s androgennim receptorem, ale zasahuji do transkripce klicovych gent, kterad

zahrnuje transport cholesterol a syntézu testosteronu (Gual, G., 2005).

Bisfenol A

HO I I OH

Je to chemicky meziprodukt, ktery se pouzivad pii vyrobé nadob na potraviny
a napoje a kompaktnich diskli. Déle jsou pouzivany jako antioxidanty a stabilizatory pfi
vyrobé plastii. Tato latka byla do testovani zafazena, protoZe byla nalezena v povrchovych
vodach. Pii vyzkumu jsou sledovany potencialni ti¢inky na vodni organizmy ( Staples, Ch.,
2002). Pii studiu této latky bylo zjisténo, Ze ma estrogenni U¢inky, ptisobi jako aginosta
(Olsson, P., 2004).
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4. TESTOVANI ENDOKRINNE AKTIVNICH LATEK
NA NIZSIiCH ORGANIZMECH

Zajem o sledovani endokrinni aktivity ma dva diivody. Tim prvnim je dopad na lidské
zdravi a tim druhym dopad na obratlovce Zijici volné v piirodé. Testovani endokrinni aktivity
se zamé&iuje na latky patfici k estrogentim, androgenim a tém, které maji vliv na hormony
Stitné zlazy (wWww.epa.gov).

Existuje cela fada chemikalii podezielych z pisobeni na endokrinni systém. Odhaduje
se mnozstvi kolem padesati tisic téchto latek, které by mély byt otestovany a méla by byt
u nich zjisténa mozna rizika. Toxicita latek majicich endokrinni aktivitu je zpiisobena tim,
Ze se v organizmu navazi na estrogen jako ligand. Timto mechanismem pilisobi vétSina
endokrinng aktivnich latek (Hutchinson, T., 2000D).

V poslednich letech se objevila celd fada zprav o tom, ze se v piirodé vyskytuji
chemické latky a 1éky majici dopad na reprodukci a spravny vyvoj zvifat zijicich volné
Vv ptirodé. To zpusobuje poruseni normalni funkce endokrinniho systému (Hutchinson, T.,
2000a). K dalsim neptiznivym efektim patii i kancerogenita (Lintelmann, J., 2003). Proto
byly vyvinuty ekotoxikologické zkusebni smérnice pro odhad rizika pti poruseni normalni
funkce endokrinniho systému. Na piipravé téchto smérnic se podili cela fada organizaci
K nimz patii i Vybor pro provéfovani naruseni endokrinniho systému a ovéfovaci informacni
zpravy (EDSTAC) a U.S. agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi (U.S.EPA). Realizaci
téchto testl se zabyva Evropské centrum pro ekotoxikologii a toxikologii chemikalii
(ECETOC) (Hutchinson, T., 2000a). Dalsi organizaci, ktera se zabyva touto problematikou
je Organizace pro hospodatfskou spoluprici a vyvoj (OECD). Tato organizace se snaZzi
o mezinarodni sjednoceni a ovéfeni platnosti testovani a vypracovava metody pro ohodnoceni

efektt z chemikalii, véetné endokrinné aktivnich latek (Gourmelon, A., 2007).
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Obr.6: Schéma ECETOC strategie pro odhad ekologického rizika u latek s endokrinni
aktivitou (Hutchinson, T., 2000a)

Stanoweni priorit pro testovéni endokrinni
altivity-raca 1

informace o expozici & o Uéincich
chemikali na savee a na zvirata Ziic! volné v prirocde

4
Testavani zvifat Zjicich wolné v pfirodé-fada 1
wejcorodé druhy: androgenni & estrogenni
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Testovani savcl-Fada 1
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testovani metamarfoz obojfivelnikd (nova metoda?
testovani ptaci reprodukce 9 (-4 tydenni test na kispelce
japonskE)

testovani vivoje a reprodukce ryb

testovani reprodukce bezobratlych
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patencigl ___ . T " odkad rizika
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Testovani zvitat Zijicich voing v piirodé-fack 3
testovani prodloufendha wwaie obaifivelnikl
testorvani ptaci reprodukce

testovani dospélych ryk

Oichad ekologickéha rizika:
Jzou bréana v Uwahu data o potencidinim wystani chemikali, odhadu rizik pro Ivotni
prostred a deta z testovani na zvifatech Zjicich volné v pfirodg.

Dle schématu (0br.6) je Gcelem fady 1 otestovat a identifikovat u zivych organizmu
citlivost endokrinniho systému na androgenni, estrogenni ¢i jiné latky, které maji dopad
na hormonalni aktivitu §titné zlazy a poskytnout vystrahu pro pouZivani endokrinné aktivnich
latek (Hutchinson, T., 2000a).

Testy fady 2 by mély poskytnout konec¢né informace o identifikaci rizik, potvrdit
¢i vyvratit endokrinni aktivitu chemikalii, ktera byla odhalena v fad€ 1, dale by méla byt
stanovena zavislost davky na ucinku, ktery bude mit v organizmu pro odhad rizika
(Hutchinson, T., 2000b).
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Ve vsech pripadech protokoly uzivané pro testovani prosly pied jejich pouzitim
mezinarodnim ovéfenim platnosti. Dale bylo pozadovano, aby efekt testi na savcich a testil
na bezobratlych byl rovnocenny.

Cilem téchto testl je definovat ekologické ucinky, urCit zdroje a charakterizovat rizika
pro ekologii u vybranych endokrinn¢ aktivnich latek. Hlavnim pozadavkem je zachovat
rozmanitost volné zijicich zvitat v ptirodé a zaroven pouzit takové metody, aby bylo efektivné
ohodnoceno riziko pro prostiedi.

Organizmy vhodné pro otestovani odhadu rizik jsou vybirany podle potencidlu pro
jejich vystaveni chemické latce. Plsobeni chemikalie na organizmus souvisi mimo jiné
I s cestou, kterou se dostane do prostiedi. Jakmile je uréen potencial pro vystaveni, jsou
vybrané¢ vhodné efektivni testy a zhodnoceno riziko. Dale by mélo byt zhodnoceno riziko
bioakumulace, biomagnificience a moznost ohrozeni u organizmi, ke kterym se chemikalie
dostane potravou. Jinymi slovy jsou to organizmy, jejichz potravou jsou bezobratli, ryby,
ptaci a savci, ktefi byli pfimo vystaveni chemické latce. Pro tento ucel byl vypracovan
metodologicky postup jak odstranit toto riziko. Potencidlni dopady ze syntetickych substanci
mohou byt povazované za pfirozené zatézové faktory, které ndm pomohou definovat, jaky
ucinek je jesté ekologicky prtijatelny a ktery jiz nikoli. U.S.EPA charakterizuje nepfijatelny
ucinek jako rozsifenou a opakovanou umrtnost ve vztahu k mensi ekonomické vyhodnosti pro
spolecnost.

Ackoli je vypracovan program pro testovani odhadu rizik, je snaha o to, aby bylo
poskytnuto co nejvice ekologicky vyznamnych informaci a zdroveii omezeno mnozstvi zvitat

[ 24

vhodnych organizmi (Hutchinson, T., 2000a).

4.1.Testovani na bezobratlych

Tato ¢ast zahrnuje vycet celé fady bezobratlych organismi, které jsou systematicky
zafazeny a vychazi z téchto citaci (Macek, J., 2001, Motycka, V., 2001, Papacek, M., 1997,
Sedlék, E., 2000).
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Rise: ANIMALIA (ZIVOCICHOVE)

4.1.1. Kmen: PORIFERA (HOUBOVCI)

Na dvou druzich Heteromyenia sp. a Eunapius fragilis byly otestovany tyto latky:
ethylbenzen, nonylfenol a bisfenol-A. Studie byla zahajena s malymi pupeny a byl testovan
vliv chemikalii na rast (sledovani morfologickych znaki a vliv na puceni). U vysSich
koncentraci téchto chemikalii byly zjistény morfologické abnormality vyskytujici se u obou
druhii. Rychlost puceni byla v porovnani s druhy, které nebyly vystaveny zadné chemikalii,
relativné nizkd . V nejvyssich koncentracich bylo pueni tplné potlaceno. Nelze ale jasné fici,
zda tyto nepfiznivé u€inky souvisi s porusenim endokrinnich funkci , nebo jestli tyto ucinky

souvisi s akutni toxicitou pro tyto organizmy (Hill, M., 2002).

4.1.2. Kmen: CNIDARIA (ZAHAVCI)

Ttida: ANTHOZOA (KORALNATCI)
Podttida: HEXACORALIA (SESTICETNI)
Rad: SCLERACTINIA (VETEVNICI)

U této skupiny organizmu byl ohodnocen t¢inek exogennich estrogenti: 17f-estradiol
a estron. Sledoval se vliv na reprodukci vétevnikii. Byl zjistén efekt na uvolnéni vajenych
svazkd kolonie Montipora capitata, kdy pii vystaveni estradiolu se snizil pocet uvolnénych
vajecnych svazki o 29%. Pocet vajicek v jednotlivych svazcich zstal zachovan. Na zakladé
tohoto poznatku se estrogeny zdaji byt pfirozenymi bioregulatory koralnatci.

Dale byl zjistén vliv na rust Porites compressa, ktery byl v pfitomnosti estronu
vyznamn¢ redukovan. Mechanismy pasobeni nejsou jesté zcela znamy, ale Tarrant poukazuje
na to, Ze nepiiznivé u€inky na reprodukeci z téchto latek se netykaji pouze obratlovci, ale jsou

i hrozbou pro bezobratlé druhy (Tarrant, A., 2004, 2005).
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Tiida: HYDROZOA (POLYPOVCI)
Rad: HYDROIDA
Podfad: HYDRINA (NEZMARI)

Na organizmu Hydra vulgaris byly testovany dvé chemické latky: synteticky estrogen
17-ethinylestradiol a bisfenol A. Délka testu byla 96 dni. Byly hodnoceny tyto Géinky:
pfezivani, struktura a puceni polypového stadia. U 17-ethinylestradiolu byla sledovana
i pohlavni reprodukce. Pti vystaveni vysokym koncentracim téchto latek se brala do Givahy
I LCs. Struktura a fyziologie téchto organizmu byla ovlivnéna az ve vysokych koncentracich
obou latek, to se projevilo inhibici puceni. Navic byl u vysokych koncentraci estrogenu
17-ethinylestradiolu pozorovan vliv na sexudlni reprodukci. V této studii bylo zhodnoceno,
ze latky ovliviiyjici endokrinni soustavu nemaji v environmentéalnich koncentracich na tyto

organizmy zadny vliv (Pascoe, D., 2002).

4.1.3. Kmen: ANNELIDA (KROUZKOVCI)

Tato skupina organizmui nebyla podrobné studovana. Nicméné byly studovany G¢inky
juvenilnich hormonid a analogi juvenilnich hormonu na motsky druh Capitella.

Byl zjistén stimulacni vliv na larvalni stadia a jejich metamorfozy (LeBlanc, G., 1999).
Ttida: POLYCHAETA (MNOHOSTETINATCI)

Nespecifikovany druh byl podroben vystaveni 4-n-nonylfenolu. Délka vystaveni byla
78 dni. Plisobenim této latky se projevil rychlejsi narast télesného objemu a vetsi velikost
téla. To se vSak neprojevilo v celé populaci. Nejvyssi koncentrace nonylphenylu ovlivnila
negativné reprodukci, velikost téla, fertilitu, ¢as prvni reprodukce dospélcti a jejich rust
(Hansen, F.,1999). Dinophilus girociliatus byl vystaven 4-n-nonylfenolu a byl u néj objeven

vliv na produkci vajicek, ta byla oproti kontrole zvétsena (Gual, G.,2005).

39



4.1.4. Kmen: ARTHROPODA (CLENOVCI)

Byla vypracovana detailni recenze, ktera zahrnuje toxikologické testy. U téchto testil
je kladen daraz na vyvoj a reprodukci organizmi ve vztahu k endokrinné aktivnim latkam.
Vyvoj a reprodukce organizmt je sledovana i1 v dalsi generaci (F1). Nékteré testy vychazeji
z navrhovanych smérnic OECD, jiné jsou zalozeny na narodnich norméach nebo

na publikovaném vyzkumu (Gourmelon, A., 2007).

Podkmen:  CRUSTACEA (KORYSI)
Ttida: BRANCHIOPODA (ZABRONOZCI)
Rad: CLADOCERA (PERLOOCKY)

Daphnia magna byla pouzita v akutnim testu toxicity pro otestovani chemickych
latek: estradiol -17p, ponasteron A, ekdysone —a a —p, bisfenol A, nonylfenol, metopren
a tebufenozid. Byl vyuzit toxkit Daphtoxkit F magna a bylo postupovano dle smérnice
OECD 202. Délka testu byla 48 hod a hodnotila se LCsp. Byla prokazana vysoka toxicita
nonylphenolu, methopren mél vliv na svlékani a reprodukci a u estradiolu -17p a bisfenolu A
byl zjistén vliv na vyvoj, rist a reprodukci. Celkova urodnost dafnii byla vlivem téchto latek
snizena (Hirano, M., 2004).

Jini autofi (Staples, Ch et al.) testovali G¢inek bisfenolu A na ¢lenovce Daphnia
magna. Experiment probihal v pratokovych podminkach po dobu 21 dni. Byl sledovan vliv
na rust a reprodukci a nebyly prokazany Zadné negativni G¢inky ani na rust ani na reprodukci
( Staples, Ch., 2002). Baldwin, W. et al. testovali na dafniich 20-hydroxyekdyson (hormon
ovliviiyjici svlékani u koryst) a ponasteron A (endogenni separace, kterd ma 20x vyssi
afinitu k ekdysonovému receptoru). Doba vystaveni byla 21 dni a byl sledovan vliv
na reprodukci. Nebyly zjistény zadné vyznamné odchylky od normalni reprodukce kromé
nejvyssich koncentraci, kde byla vyznamné zvySena umrtnost dafnii a velikost jejich
potomstva byla redukovand nebo potomstvo nebylo produkovano viibec. Druhd generace
dafnii vystavena 20-hydroxyekdysonu nebyla ovlivnéna. Naproti tomu mél ponasteron A
nepatrny vliv na reprodukci i u potomstva druhé generace. Uéinky téchto latek je mozno
posoudit i z chemického hlediska. Ponasteron A ma mén¢ hydroxylovych skupin a proto je

vvvvv

receptoru ma Gc¢inky i na druhou generaci (Baldwin, W., 2001).
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Na dafnii byly otestovany i dvé latky obsazené v kontracepénich pilulkach:
17a-ethinylestradiol a norethindron. U 17a-ethinylestradiolu byl zaznamenan snizeny pocet
potomstva. U norethindronu nebyly pozorovany zadné odchylky (Goto, T., 2003). Olmstead,
A. et al. diky novym poznatkim zendokrinologie dafnii wvyslovili hypotézu,
ze methylfarnesoat je pravdépodobny endokrinni faktor, ktery reguluje vyvoj samct a analog
juvenilniho hormonu pyriproxyfen stimuluje produkci samci a to se opravdu potvrdilo
(Olmstead, A., 2002, 2003).

Dalsi autofi (Tatarazako, N. et al) sledovali uc¢inky na Daphnia magna otestovanim
methylfarnesoatu a pyriproxyfenu. Ukdzalo se, ze tyto latky maji stimulacni vliv
na produkci. Ke stejnym zavérim dosli i u dalSich latek: fenoxykarb, metopren, a JHIII.
Téchto pét latek mélo za nasledek snizenou trodnost a vétsi produkcei samcii, tato odpoveéd
byla podobn¢ davkové zavisla kromé fenoxykarbu a pyriproxyfenu, na které byly dafnie vice
citlivé oproti ostatnim testovanym latkam (Tatarazako, N., 2003). Dale na nich byli otestovani
ekdysteroidni antagonisté testosteron a fenarimol. Bylo zjisténo, Ze ekdysteroidni latky jsou
velmi dillezité pfi regulaci vyvoje dafnii. Testosteron mél vliv na rannd a pozdni vyvojova
stddia, kde piisobil jako antagonista, zatimco fenarimol ovlivnil pozdni vyvojové stadia, kde
pusobil inhibi¢né pii syntéze hormond (Mu, X., 2002a,b).

V dalsi studii se Mu, X. et al. pokusili ohodnotit G¢inek na vyvoj dafnii ze smési
testosteron-fenarimol. Pti pouziti ptedchozich vysledkt bylo usuzovano, ze diky inhibici
ekdysteroidniho hormonu fenarimolu a soufasnym zvétsénym antagonistickym ucinkem
testosteronu bude toxicita vysokd. To se také potvrdilo. Navic byla vyslovena potieba
zvazovat 1 U¢inky na bezobratlé pfi soucasném vystaveni vétSimu poctu latek s odliSnym
jednotlivé. To bylo dano do vztahu s Zivotnim prostfedim, kde se latky vétSinou nevyskytuji
samostatné (Mu, X., 2004).

Dale byly otestovany tyto steroidni latky: progesteron, testosteron, gonadotropin
a diethylstilbesterol. Dafnie byly vystaveny steroidim 26 dni a sledoval se vliv na pohlavi
a vyvoj u prvnich dvou generacich. Progesteron mél vliv na pomér pohlavi.V druhé generaci
vyznamné prevysSoval pomér samcll nad samicemi, u dalSich generaci tato odchylka nebyla
tak markantni. Testosteron mé¢l vliv na plodnost, ktera byla zna¢né snizena. Diethylstilbesterol
mél vliv na rast, ten byl znaéné redukovan. Naopak ucinkem gonadotropinu byl rist
vyznamné pozitivné ovlivnén. Svlékani ani produkce vajicek nebyla ovlivnéna (Kashian, D.,
2004). Dle Baldwina et al. bylo zjisténo, ze vysoké davky diethylstilbestrolu ovlivnily

reprodukci a rast dafnie, zatimco Kopfem byla objevena snizena reprodukce po vystaveni
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dafnie 17a-ethynylestradiolu v rozsahu n¢kolika mikrogramu na litr, dle Schweinfurtha et al.
nebyl nalezen zadny ucinek na dafnii vystavené 17a- ethynylestradiolu v davce nékolika set
mikrogramu na litr (Hutchinson, T., 2000a).

Na korysi druhu Ceriodaphnia dubia byly testovany dimery a trimery styrenu.

U tohoto druhu byla vlivem chemikalii snizena plodnost (Tatarazako, N., 2002).

Trida: CIRRIPEDIA (SVIJONOZCI)
Rad: THORACICA (VILEJSI)

Na larvach Balanus amphitrite byly otestovany dvé estrogenni latky: 4-n-nonylfenol
a 17p-estradiol. Sledoval se vliv na produkci larvalniho proteinu (CMP). Tento protein
je produkovan behem larvéalniho a ranného postlarvalniho vyvoje a je strukturalné podobny
proteinim, které jsou syntetizovany Vv zarodku. Tento protein mize byt proto vyuzit jako
biomarker estrogenti. Ocekévalo, ze estrogenni latky budou mit stimula¢ni vliv na syntézu
CMP proteinu. V prvni studii z roku 1998 byl zjistén opacny vliv téchto latek na CMP
syntézu tj. redukce syntézy CMP a tento ucinek nebyl pfipisovan naruSeni endokrinni
soustavy. V druhé studii z roku 2000 bylo sledovano mnozstvi proteinu CMP v larvach.
Hodnotil se vliv nizkych koncentraci estrogenii na jeho syntézu. Mnozstvi proteinu CMP
bylo vétsi nez u kontrolnich larev, takze se nakonec stimula¢ni vliv prokazal (Billinghurst, Z.,

1998, 2000).

Ttida: MALACOSTRACA (RAKOVCI)
Nadrad: PERACARIDA (VACKOVNICI)
Rad: MYSIDACEA (VIDLONOZCI)

Druhy uzivané pro testovani jsou Americamysis bahia a Neomysis integer (DeFour, P.,
2004). Testovani téchto organizmii probihd ve dvou generacich. Testovanym organizmem
je Americamysis bahia. Dfive na ném byla testovana latka methopren (Gourmelon, A.,
2007). Metopren je analog juvenilnich hormonti a pouziva se jako insekticid, ktery pisobi
neurotoxicky na larvy komart. Toto testovani je blize popisované naptiklad u McKenney, C.,
ktery chtél zjistit, zda tato latka ma né&jaky negativni vliv 1 na dalSi bezobratlé druhy.
Pii testovani se zjistilo, ze tato latka ma vliv na rust, reprodukci a fertilitu. Velikost
vidlonoZcti byla oproti kontrolnim organizmim mensi, reprodukéni cyklus byl delsi a samice

vyprodukovala nizsi pocet potomstva (McKenney, C., 1996).
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Dnes se vyuziva pro testovani chemickych latek jako jsou fipronil, fenoxycarb
a 3,5 dichlorfenol. Je planovano na nich ohodnotit i endokrinni aktivitu: flutamid,
prochlorazin, ketokonazol a 4-tert- pentylfenol. U téchto latek byla jejich endokrinni
aktivita ovéfena jiZ na obratlovcich (Gourmelon, A., 2007).

V akutnim testu toxicity byly pouzity 24 hodin staré larvy Americamysis bahia pro
otestovani estradiolu -17p, ponasteronu A, ekdysonu —a a —p, bisfenol A, nonylfenol,
methoprenu a tebufenozidu. Hodnotila se LCsg po 48 a 96 hodinach. Navic byl zjistén efekt
na vyvoj, rast a reprodukci u estradiolu -17f. U bisfenolu A byl tento ucinek desetkrat vétsi

nez u akutniho testu na dafniich (Hirano, M., 2004).

Rad: AMPHIPODA (RUZNONOZCI)

Sladkovodni druh Hyalella azteca byl vyuzit pro otestovani subletalni davky
17a-ethinylestradiolu (syntetického estrogenu). Test probihal ve vice generacich a sledoval
se vliv na pohlavni vyvoj. Hodnotila se velikost druhych tykadel a hystologie pohlavnich
organli samcl. V F1 generaci samcii vystavenych nizkym koncentracim estrogenu byla
zjisténa vyznamné mensi velikost druhych tykadel oproti kontrolnim organizmim,
ale u vyssich koncentraci estrogenu tato abnormalita byla skryta. Ve vSech koncentracich byly
pozorovany odchylky v bunééné stavbé samct — zarodecné bunky vétsi a vice kulovité, dutéd
bunééna struktura a ftid$i hustota cytoplazmy. Takto popsané odchylky odpovidaji
morfologické stavbé samiCich gonad. Na zéklad¢ téchto pozorovanych odchylek, byl stanoven
hermafroditismus u samct. Zaroven je tieba ale dodat, ze koncentrace estrogenu, u nichz byly
pozorovany tyto zmény byly vySsi nez ty, které zplsobuji nepiiznivé ucinky u obratlovcil
a navic vys$si nez ty, které lze najit v prostfedi (Vandenbergh, G., 2003).

Na moiském druhu Corophium volutator byl testovan 4-nonylfenol. Tato latka méla
vliv na rust, ktery byl inhibovan. Tento t¢inek vSak nebyl pfipisovan zasahu do endokrinniho
systému, ale byl ohodnocen jako odpovéd na toxickou latku (Brown, R., 1999).

Na blesivei Gammarus pulex byly testovany chemické latky 17a-ethinylestradiol
a bisfenol A. Sledoval se vliv na zmény v chovani pfed kopulaci. Z vysledka testd byla
zjisténa veEtsi toxicita 17a-ethinylestradiolu oproti bisfenolu A. Nebyly vsak zjistény zadné
vyznamnéjSi odchylky v prekopulacnim chovani s vyjimkou vysokych koncentraci, které
se priblizovaly akutné toxickym davkam. Tato studie neprokéazala Zaddné ti¢inky na endokrinni
systém (Watts, M. et al, 2001a). Blesivec byl otestovan znovu a tentokrat se Watts, M. et al.

zaméfili na zmény v populaci Gammarus pulex. Ve vsech koncentracich bylo oproti
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kontrolnim organizmiim mnozstvi populace vétsi. Byl zjistén vliv i na pomér pohlavi - samici
pohlavi bylo v pfevaze. NarGst populace je pfisuzovan zrychlenému pohlavnimu vyvoji
samic, jejich pfevaze a vétsi produkcei novych jedinci. Zavér této studie ohlaSuje potiebu

otestovat tuto latku i v chronické studii a zjistit vliv na tyto organizmy (Watts, M., 2002).

Nadiad: EUCARIDA (VELKOKRUNYROVCI)
Rad: DECAPODA (DESETINOZCI)

U sladkovodniho japonského kraba Geothelphusa dehaani byla udé€lana studie,
aby se zjistil vliv kontaminujicich latek v fekach na endokrinni systém tohoto zivocicha. Mezi
vyznamné kontaminujici latky patfi tributylein a dalsi latky z pramyslovych hnojiv
a chemikalii ze spalovacich motoru aut (hlavné z nafty). Experiment probihal na deseti
fekach kde se odebralo dvanact vzorkt a pozorovaly se pohlavné zrali samci a samice. Pod
mikroskopem se hodnotily abnormality pohlavnich organi. Pohlavni Gstroji u 8-32% samci
populace méla kromé¢ plné vyvinutych sam¢ich organt i samici. U samic se Zadné odchylky
od normalu neobjevily. Tento fenomén neni typicky znak, ale pfi¢inny faktor. Cetnost
abnormalit se s veékem (velikosti) tohoto kraba zvySovala. To muze byt déno i tim,
ze v dospélosti je krunyt téchto zvifat silnéjsi (10,9mm), kdezto u nedospélych krabti
je slabsi. Vyvoj tohoto druhu trva tii roky a proto se zde usuzuje na kumulaci Skodlivin
(Ayaku, T., 2005).

Tento organizmus byl zkouman i Takahashi, T. et al. Zde byla tato abnormalita
nalezena také. Vzorky byly odebrany ze ctyfech horskych ficek. Kvalita vody byla
ohodnocena spektrofotometricky, ale nebyly v ni nalezeny zadné vyznamné endokrinné
aktivni latky. Cestnost této abnormality se mezi jednotlivymi fickami liila
pod mikroskopem. Tento autor objevil imposex jak u samct, tak i u samic s proménlivou
Cetnosti. Védci si to nedokdzali vysvétlit, protoze tady by se teoreticky zadné Skodlivé latky
nemély dostat a ani nebyly ve vodé nalezeny. Zavér u této studie neni jednoznacné vysvétlen
( Takahashi, T., 2000). O tomto nalezeném fenoménu se zminil i védci Ayaku, T. et al.,
ktefi se domnivaji, Ze tato abnormalita mize byt zplsobena vlivem proudl z jinych fek
K témto Cistym fickam a navic diky dlouhému zivotnimu cyklu mohl byt tento krab
kontaminovan jiz dfive (Ayaku, T., 2005).

Na krevetach Palaemonetes pugio a bahennich krabech Rhithropanopeus harrisii byl

otestovan fenoxykarb, pyriproxifen a metopren. Do testu byly pouzity 12 hodin staré larvy.
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Postupné byly odebirany vzorky z kazdého vyvojového stadia, ty pak byly usmrceny. Nejprve
se sledovalo pod mikroskopem, zda byly svléknuty. Lyofilizaci a homogenizaci byly
extrahovany ekdysteroidni hormony a pomoci ELISA testu byly kvantifikovany. Fenoxykab,
pyriproxifen a metopren jsou agonist¢ JH a mély antiekdysteroidni pusobeni na tyto
organizmy, coz se projevilo redukovanym rustem a vétSina larev krevet i krabd nebyla
svléknuta nebo tento proces byl opozdén. U larev krabi byla navic redukovana formace
schotapky. Pomoci ELISA testu byly objeveny vyznamné zmény ve struktuie volnych
i konjugovanych ekdysteroid obou druh. Ukolem této studie bylo zjistit, jaké maji
insekticidni latky vliv na dalsi organizmy, byli zvoleni pravé korysi, protoze jejich fyziologie
je dobie prozkoumana a v minulosti byli hojné uzivani do testi (Tuberty, S., 2005).

Na Palaemonetes pugio byl testovan i endosulfan a metopren a byla u nich zjisténa
akutni mortalita a zpozdény zarode¢ny vyvoj (Wirth, E., 2001). Leight, A. et al. udélali
dlouhodobou studii s Palaemonetes spp., aby zjistili vliv podezielych chemikalii z endokrinni
aktivity na tyto organizmy. Tento druh je velmi dilezitou obzivou mnoha dalsich koryst a ryb
a byl pozorovan jeho ubytek, proto byla tato studie provadéna.

Chemické latky nalezené v regionech, kde sidli byly: pesticidy, polycyklické
aromatické uhlovodiky a kovy. Byly vybrany ctyii pobfezni oblasti v Jizni Karoling,
ze kterych se jednou mési¢né odebiraly po dobu deseti let (1991-2000) vzorky krevet.
V laboratofi se uréil jejich druh, velikost, pomér pohlavi a pocet gravidnich samic. Mista
vybranad pro studie byla tato: misto obklopeno lesy, urbanizovand a primyslova oblast,
zemédelska oblast a oblast s golfovymi htisti. Z odebranych vzorkt byly zjistény druhy:
P. pugio 99,5%, P. vulgaris 0,5%. Byl hodnocen dopad z chemikalii na rast, velikost,
reprodukéni kapacitu a preziti. V zalesnénych zatokach byly populace krevet hustsi, vetsi
a mély vice gravidnich samic neZ v urbanizovanych oblastech. V oblastech, kde se nachézelo
golfové hiisté byla hustota krevet snizena, mensi velikost a méné gravidnich samic. To mélo
souvislost s odtokem kovovych imisi (pfevazné Hg) z golfového hfisté do more.
V zemédé€lskych oblastech vlivem pesticidi (endosulfan, azinphosmethyl) je sniZené
mnozstvi samcd, gravidnich samic a méné vajicek. To bylo dano pfedevsim tim, Ze samci jsou
dvakrat vice citlivéjsi k ptisobeni pesticidnich latek nez samice. V urbanizovanych oblastech,
kde byla pobiezi kontaminovana polychlorovanymi aromatickymi thlovodiky bylo
pozorovano redukované mnozstvi gravidnich samic a sniZzeny pocet samci, navic zde bylo
pozorovano i opozdéné svlékani samcii (Leight, A., 2005).

Na dospélci a larvalnim stadiu humra Homarus americanus byl testovan agonista JH

metopren. Larvalni stadia byla v pratokovych podminkach v motské vodé vystavena

45



po sedm dni chemikalii a poté byla ponechana sedm dni v moiské vodé bez metoprenu.
Usmrceni humii byli hystopatologicky zkoumani a pomoci plynové chromatografie bylo
analyzovano mnozstvi metoprenu pro ohodnoceni bioakumulace. Déle byla jejich tkanova
kultura (3HD-glukosamin) vyuzita i do in vitro zkousky a radioaktivné zméfeno mnozstvi
metoprenu. Svlékani bylo nejvice ovlivnéno Vv druhém larvalnim stadiu. U dospélcti byla
pozménéna syntéza chiroproteinu. To se dé&je pies travici trakt, kudy je metopren piijat
a zarovell vychytan hepatopankreasem. Uginkem v hepatopankreasu brzdi bilkovinnou
syntézu. Tento test byl realizovan proto, ze v oblastech, kde se sezonné vyskytuje
byl zaznamenan jeho rapidni pokles. Hlavnim ukolem tohoto testu bylo zjistit do jaké miry

ubytek humri a pouzivani insekticidni latky metopren spolu souvisi (Walker, A.,2005).

Tiida: COPEPODA (KLANONOZCI)
Rad: CALANOIDA (VZNASIVKY)

Acartia tonsa byla pouzita pro otestovani ¢trnacti potencialnich endokrinné aktivnich
latek zahrnujici hormony obratloveid (17p-estradiol, estron, testosteron, progesteron),
hormony bezobratlych (20-hydroxyekdysone, juvenilni hormon-I11), antagonisty hormont
(flutamid, tamoxifen, hydroxyflutamid), xenoestrogeny (17a-ethinylestradiol,
4-octylphenol, bisfenol A) a vpiirodé¢ se vyskytujici polutanty (nonylfenolethoxylat,
diethylftalat), které maji vliv na metamorfozu larev (vyvoj v dospé€lce). Dulezitym bodem
U nékterych se projevil vliv na sledované koncové body (pfiméfené piezivani organizmd,
jejich rozvoj a reprodukce) jiz v nizkych koncentracich u jinych byla tato koncentrace
v blizkosti letdlni davky. Navic se zjistilo, Ze latky majici podobny toxicky
charakter a rozdélovaci vodni koeficient nemaji stejné ucinky na organizmy. Piikladem
je flutamid a testosteron, kde flutamid plsobi velmi vyrazn€¢ na inhibici ristu oproti
testosteronu, ktery nema prakticky zadny ucinek na rast (Andersen, H., 2001).

Na Acartia tonsa byl testovan bisfenol A. Testovani probihalo pro ohodnoceni vlivu
na rist 5 dni a pro hodnoceni vlivu na reprodukei 12 dni. Pfi hodnoceni vlivu na reprodukci
se brala v tivahu produkce vajicek, pomér pohlavi, pocet spermii, jejich pohyblivost a délka.
Pti hodnoceni riistu nebyly zjistény vyznamné odchylky. U reprodukce byla pozorovana vétsi
produkce vajicek. (Staples, Ch., 2002).

Na vznasivce Acatria tonsa byly v 48-ti hodinovém akutnim testu toxicity otestovany

nonylfenol, bisfenol A a dv¢ refen¢ni slouc¢eniny 3,5 dichlorfenolu a dichroman draselny.
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Vznasivky byly vystaveny svételnému rezimu 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Dulezité bylo,
aby teplota byla stale stejna, jakakoli teplotni zména by totiz mohla vyznamné ovlivnit
vysledky. Hodnotilo se procento larvalniho vyvoje, pomér pohlavi a produkce vajicek.

(Wollenberger, L., 2005).

Rad: HARPACTICOIDA (PLAZIVKY)

Na organizmu Amphiascus tenuiremis byl otestovan fipronil a byla u néj zjisténa
sterilita samci. Pfi¢inou bylo pferuseni dozravani v dospé€lce schopného reprodukce.
Plazivky byly jiz pfi vystaveni nizkym koncentracim az o 62% mensiho vzristu (Chander, G.,
2004). Dale na ném byl otestovan herbicid atrazin. Jednalo se o multigenera¢ni chronicky
test, na kterém byl sledovan vliv na reprodukci a vyvoj. Byla negativné ovlivnéna plodnost
zivotaschopnych jedinci a pocet novych potomku byl znaéné redukovan. V generaci FO byl
redukovan rist samic (S vyssi koncentraci byl vzrist mensi). V generaci F1 byly bez ohledu
na davku vSechny samice mensiho vzrustu (Bejarano, A., 2003).

Moisky druh Nitocra spinipes byl vystaven estrogenim latkdim 17e -estradiolu,
17a-ethinylestradiolu, a diethylstilbestrolu. Vysledek testovani vSak neprokazal zadné
negativni vlivy na tyto organizmy (Breitholtz, M., 2001).

U motského klanonozZce s zivotnim cyklem 21 dni Tisbe battagliai byla objevena
inhibice vyvoje a reprodukce, ktery byl vystaven latce 20-hydroxyekdysone
a diethylstilbestrolu. Tento organizmus na rozdil od testovani na jinych bezobratlych nem¢l
zadné vyznamné ucinky z vystaveni latce 17a-estradiolu, estronu
nebo 17a-ethynylestradiolu (Hutchinson, T., 2000a). Plazivka byla uzita i v dalsi studii.
Testovala se na ni chemicka latka nonylfenol. Hodnotilo se pieziti, pomér pohlavi
a plodnost. Ve vysokych koncentracich byla tato latka akutné toxicka, naopak pfi vystaveni

nizkym davkam nebyl pozorovan téinek zadny (Bechman, R., 1999).
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Podkmen:  TRACHEATA (VZDUSNICOVCI)
Nadttida: HEXAPODA (SESTINOZCI)
Podttida: PTERYGOTA (KRIDLATI)

Rad: DIPTERA (DVOUKRIDLI)
Celed: CHIRONOMIDAE (PAKOMARI)
Sladkovodni druh  Chironomus riparius byl testoven bisfenolu A.  Test

probihal na celém zivotnim cyklu. Chemické latce byly vystaveny larvalni stadia a hodnotil
se vliv na reprodukci, ktera zahrnuje produkci vajicek, pomér pohlavi a mnozstvi
zivotaschopnych jedincii. Tato studie vSak nezahrnovala hodnoceni vodniho sedimentu,
kde se pakomaii lihnou a proto nemuze byt pouzita pro ohodnoceni rizika (Staples, Ch.,
2002). Na zivotnim cyklu pakomara byl také testovan 4-nonylfenol. Nebyly vsak zjistény
zadné uc¢inky na produkci vajicek, jejich zivotaschopnost, ¢as lihnuti ani na pomér pohlavi.
Pouze ve vysokych koncentracich nonylphenylu byla néktera vaji¢ka deformovana (Kahl, M.,
1997). Dalsim autory (Meregalli, G. et al.) byla otestovana tato latka na larvach a sledoval
se vliv na deformaci ust. U subletalnich koncentraci nonylfenolu byla deformace ust
pakomari béznou zalezitosti. U larev vsak nebyl pozorovan zadny vyznamngjsi vliv
na deformaci Celisti a kutikularnich list (Meregalli, G., 2001).

Watts, M. et al. otestovali 17a-ethinylestradiol a bisfenol A na dvou generacich
zivotniho cyklu pakomara. V druhé generaci byl ve vyssich koncentracich obou testovanych
latek zjistén opozdény vyvoj zivotniho cyklu. Nebyly pozorovany zadné zmény v produkci
vaji¢ek ¢i jejich Zivotaschopnosti. Jedinym zajimavym uUc¢inkem byl vliv na pomér pohlavi
u druhé generace. Pomér samcli a samic byl 2:1. Toto se projevilo s vyjimkou nejvyssi
koncentrace jen u 17a-ethinylestradiolu (Watts, M., 2001b). Watts, M. et al. sledovali efekt
subletalnich davek 17a-ethinylestradiolu a bisfenolu A na svlékani a deformaci
ust pakomarich larev. U nejvySSich koncentraci obou latek byla pozorovana vyznamna
redukce hmotnosti larev a opozdéné svlékani. Je tieba ale fici, ze tato koncentrace byla
mnohem vysSi neZ redlna environmentalni a mnohem vys§i neZ koncentrace, kterd by
zpuisobila nepfiznivy vliv na rybach. Nizké koncentrace zplsobily deformaci ust larev,
pticemz 17a-ethinylestradiol mél silngjsi vliv na deformaci ust nez bisphenol A. U vysokych
koncentraci vliv na deformaci st nebyl pozorovan (Watts, M., 2003).

Byla na ném testovana i pesticidni latka tebufenozid. Tebufenozid je analog
ekdysteroidniho hormonu, ktery ptisobi na svlékani jako agonista. Byl sledovan vliv na vyvoj

a zarode¢nou syntézu. Hahn, T. et al o¢ekavali, Ze tento agonista urychli vyvoj. Uginek
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se projevil az pti poslednim svlékani, kdy se kukla méni v dospélce. Efekty na tyto organizmy
pfi chronickém testovani byly mnohem slabsi nez se ocekdvalo z vysledkti akutnich testt
(Hahn, T., 2001).

Dale vyuzili pakomaii larvy pro otestovani bisfenolu A a 4-nonylfenolu a hodnotili
vliv na zarode¢nou syntézu a jeho vyvoj. Hodnoceni bylo zaloZzeno na imunoreakci zarodkd.
Samci vystaveni vysokym koncentracim méli redukovanou imunitni reakci na zarodek.
Samice s vyjimkou nejvy$$i koncentrace bisphenolu A nebyly ovlivnény. Tyto vysledky
nebyly ocekavané, protoze obé latky jsou znamy tim, Zze plisobi na zarodecnou syntézu
obratlovct i nékterych bezobratlych stimulaénim mechanismem. Navic tato reakce nebyla
davkové zavisla, protoze redukce imunitni reakce zadrodku byla ve vSech koncentracich stejna
(Hahn, T., 2002a).

Relativné kratkodobé vystaveni nizké davce tributylcinu redukovalo ekdysteroidni
syntézu samicich larev, zatimco u samcl byla pii vysokych davkach biosyntéza zvétSena

(Hahn, T., 2002b).

4.1.5. Kmen: MOLLUSCA (MEKKYSI)

V reprodukénim hlemyzdim testu byl objeven imposex fenomén a jeho vliv
na reprodukéni schopnosti. Tyto ucinky se objevily pii podani tributylcinu (Gourmelon, A.,
2007). Imposex je charakterizovan jako nefunk¢ni saméi pohlavni organ u samic. Je vyvinut
penis i chamovody stejné jako sami¢i pohlavni organy (obr.7). Zavaznym problémem tohoto
jevu je sterilita samic (Olsson, P., 1998). To muzZe byt zptisobeno inhibici aromatazy nebo
dalsich steroidnich prekursort ¢i pfimym dopadem na neurohormony (Rotchell, J., 2003).
Pfi testovani bylo navic objeveno, ze pocet potomstva muze byt pozitivné ¢i negativné

ovliviiovan i estrogennimi a androgennimi latkami (Gourmelon, A., 2007).
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Obr.7: Zdrava samice mékkySea samice postizenda imposexem (Duft, M.,

www.bio.uni-frankfurt.de/ee)

OvL - sami¢i pohlavni organ, PP-penis, Vd-chamovod

Tiida: GASTROPODA (PLZI)
Podttida: PROSOBRANCHIA (PREDOZABRI)

Na plzich Maris cornuarietis (sladkovodni druh) a Nucella lapillus (motsky druh)
byly otestovany xenoestrogenni latky bisfenol A a oktylfenol. Délka testu
pro Maris cornuarietis byla 5 mésici u dospélé formy a 12 mésicti pro cely vyvojovy
cyklus. Pro Nucella lapillus délka testu byla 3 mésice. Byly pozorovany zmény
v reproduk¢nich organech obou plzi. Samice Maris cornuarietis mély tyto organy zvétSené
a nefunkéni a v disledku toho byla zaznamenéna jejich vétsi imrtnost. Na samce nemély tyto
latky zadné nepftiznivé G¢inky. U druhu Nucella lapillus byl pozorovan nepfiznivy efekt nejen
u samic (popsan jiz vyse), ale i na samce (samc¢i pohlavni organy byly redukovany)
(Oehlmann, J., 2000).

O chemikalii bisfenol A se zminuji i Staples, Ch et al i oni dosli ke shodnym
vysledkum ( Staples, Ch., 2002). Shulte-Oehlmann, U. et al otestovali xenoandrogenni latku
trifenylcin na Marisa cornuarietis a na dvou moiskych druzich Nucella lapillus, Hinia
reticulata. Experiment trval 4 mésice. Doslo se ktémto vysledkd: u samic Marisa
cornuarietis se objevil imposex, samci Marisa cornuarietis a Hinia reticulata méli
redukované pohlavni organy a snizenou produkci spermii, u Nucella lapillus byl zjistén
kancerogenni efekt na zabry a dalsi organy v plastové dutin€ (Shulte-Oehlmann, U., 2000).
Testovany organizmus Maris cornuarietis se diky jeho citlivosti a hojnému rozsiteni ukazal

byt velmi dobry pro screeningové testy (Oehlmann, J., 2000).
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Dale byl otestovan sladkovodni S$nek Potamopyrgus antipodarum. Testovali
se na ném 17a-ethinylestradiol, 4 tert-octylfenol, bisfenol A a odpad z kanalizaci
(zmékcovadla, pesticidy). Studie trvala 9 tydnu a voda se obménovala po ¢tyfech dnech.
U téchto estrogennich a xenoestrogennich latek byl objeven vliv na zdrodeCnou syntézu.
Zarode¢na syntéza byla diky témto latkdm byla urychlena a v nejvysSich koncetracich
byl tento Gi¢inek opaény (chemikélie mély inhibiéni vliv). Sneci byli pomoci anesteziologie
usmrceni a jejich embrya byla sledovana pod stereomikroskopem Vysledky byly porovnany
stesty na rybach. Uginky xenoestrogennich latek na tyto plze se od téch pozorovanych
U obratlovcl témer neliSily, a proto je tento Snek navrzen pro jejich testovani (Jobling, S.,
2003).

U us$ni Haliotis gigantea byl pozorovan vliv tributylcinu a tripentylcinu. Jejich
ulovky se rapidné sniZovaly a to se stalo podnétem pro jejich sledovani. Usné byly sebrany
ze znecisténych lokalit triorganotiny. Pod mikroskopem se sledovaly jejich pohlavni organy.
U samic byla pozorovana maskulinizace, neboli imposex. (Horiguchi, T., 2002). Haliotis
gigantea se neukazal byt vhodny pro testovani (diky jeho velikosti a fidkému vyskytu),
a proto byl nahrazen usni Haliotis madaka. Byly sbirany ve tfech lokalitach, test probihal
sedm mesict a hodnotil se u nich nepfiznivy vliv triorganocinii na jejich pohlavni soustavu.
Jedna z lokalit byla znecisténa jen nepatrné, to je piisuzovano dvéma faktim: pohlavni
dozravani usni probihalo ve stejnou dobu a imposex byl nalezen jen ziidka. Pro spésné
oplodnéni téchto organizmu je dalezité, aby jejich pohlavni dozravani probihalo ve stejnou
dobu, koplodnéni vajicka totiz dochazi ve vodé.V dal§ich dvou oblastech byl vyskyt
imposexu cetnéjsi a pohlavni dozravani obou pohlavi probihalo v odliSnou dobu, nebo bylo
uplné potlaceno. Zaveér této studie je takovy, Ze triorganociny negativné ovliviiuji spravny

vyvoj usni a to ma za nasledek jejich tibytek a mensi ulovky (Cho, H., 2000).

Trida: BIVALVIA (MLZI)

Na sladkovodni slavce Elliptio complanata byla udélana rozsahla studie a pozoroval
se vliv xenoestrogent: 17p-estradiol (estradiol), 17p-hydroxyl-4-androsten-3-on
(testosteron),  3-pregmen-3,20-dion,  5a-androsten-3b,  17b-diol  (progesterony)
a 5b-cholestan-3b-ol (coprostanol). Slavky byly odebrany v pfedjaii ze dvou
rybnikii v blizkosti vojenské zakladny v Massachucets. Udrzovaly se Vv klimatickych
laboratornich podminkach (dvanactihodinové intervaly svétla a tmy, definované teplotni

podminky). Xenoestrogeny byly aplikovany injekén¢ do nohy ¢i pfitahovace svalu a jejich
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aplikace se opakovala v tydennich intervalech, experiment trval 30 dni. V této studii byly
pouzity i kontrolni organizmy. Poté byly tito mlzi usmrceni a pod svételnym mikroskopem
se hodnotily zmény v pohlavnich organech. U ¢asti Zzivoéichd byl zjistén hermafroditismus
(vajicka obalena testikularni tekutinou se spermatem). Dale byla provedena hystologicka
zkouska a elektroforeticky se zjiStovala pfitomnost proteinti VvV ovocytech, spermatu
a zérodcich. Molekulovd hmotnost jednotlivych nalezenych proteini  slouzila jako
bioindikator a na tomto zéklad¢ se hodnotily zmény ve vyvoji zarodku. Vzorky odebrané
z vojenské zakladny byly podrobeny i emisni spekrofotometri spojenou s indukci pfitomnost
kovu (Cd ,Cr, Cu, Zn, Ni). U organizmt kontaminovanych kovy bylo nalezena vyznamné&;jsi
mnozstvi Cd a vétsi glutathion S transferazova aktivita. Pfi této studii vSak nebyly objeveny
zadné vyznamnéjsi zmény v zarode¢né syntéze (Won, S., 2005).

Gagne, F et al. provedli sviij obdobny experiment s podobnymi podminkami, jak bylo
jiz popsano vyse, ale vysledky se liily. Elliptio complanata byla vystavena relativné nizkym
koncentracim estradiolu-17b a coprostenolu. Délka testu byla 72 hodin. Elektroforeticky
se hodnotil efekt téchto xenoestrogent na vyvoj a syntézu zarodki. Sledoval se alkalicky
labilni fosfoprotein, ktery v pfitomnosti xenoestrogenu byl vyznamné ve vyssi
koncentraci a syntéza a regulace zarodkil byla diky tomuto proteinu Vice stimulovana
(Gagne, F., 20014, b).

Sedmidenni larvy tsttic Crassostrea giga byly vystaveny po 48 hodin nonylfenolu
a hodnotil se vliv na endokrinni systém. Jiz v environmentalné vyznamnych koncentracich
mél nonylfenyl vliv na pomér pohlavi, kde byl oproti kontrolnim organizmim vétsi pomér
samic, zvySeny vyskyt hermafroditismu a vliv na vyvoj Zivotaschopnych gamet, embryonalni
a larvalni druhé generace (Nice, H., 2003). Byl na ném otestovan i estradiol a bylo zjisténo,
ze ma vliv na zarode¢nou syntézu. Tento proces je diky estradiolu urychlen ( Won, S., 2005),
(Li, Q., 1998).

Tento experiment je popsan i Vjiné studii spolu s Thais clavigera, kde vlivem
tributylcinu a dalSich kontaminujicich latek jakymi jsou priimyslova hnojiva a chemikalie
ze spalovacich motora vznikl a byl pozorovan imposex u samic (Ayaki, T., 2005). V Brazilii
byla udélana studie s Thais rustica a sledoval se vliv organocini na jejich reprodukéni
systém. Z osmi mist, kde se vzorky plzii odebiraly byla v laboratofich zmétfena jejich délka.
Nasledné byly usmrceny a zkoumdny pod mikroskopem. Pohlavi se urCovalo z pfitomnosti
spermatu a sledovala pfitomnost imposexu u samic. Hodnoceni imposexu bylo rozdéleno
do sedmi oddilti, od zdravé samice az po plné vyvinuté pohlavni organy samct u samic

s prokdzanou sterilitou. Nejvice postizené oblasti byly ty, které se nachéazely v blizkosti

52



méstskych ¢asti. Vody v téchto lokalitach byly organociny nejvice zne€istény. Diky tomu byl

Thais rustica ptijat jako dobry bioindikator pro sledovani znecisténi (DeCastro, I., 2004).

4.1.6. Kmen: ECHINODERMATA (OSTNOKOZCI)

Hraji klicovou roli v moiském ekosysttmu a navic jsou piimo vystaveny
antropogennim latkdm a ty maji vliv na jejich fyziologické funkce - reprodukci a vyvoj

(Gual, J., 2005).
Ttida: CRINOIDEA (LILIJICE)

Na Antedon mediterranea byly testovany polychlorované bifenyly (PCB),
nonylfenol a organociny. Sledovaly se ucinky z vystaveni po sedmi dnech a po dvou
tydnech. Vysledky se hodnotily na celém organismu, tkanich a buné¢né trovni. Byly pouzity
mikroskopické a makroskopické metody (chemicky rozbor, bioanalyza s vyuzitim klasické
metody svétla LM, eletromikroskopie, imunocytochemie). Hodnotily se anomalie
v regeneracnich cCasech, vliv na celkovy rist a hlavni morfologické, histologické a bunécné
znaky. Bylo objeveno, Ze tyto latky maji primarné vliv na rist. Tempo rustu bylo rapidné
zrychlené. Navic pii regeneraci je sekundarnim disledkem téchto latek pteskupena stavba
tkdn¢ a bunék. Tyto studie byly uzavieny tak, ze chemikalie se v ostnokozcich kumuluji
a maji pseudoendokrinni ucinky (zptisobi steroidni dysfunkei, vliv na vyménu latek, G¢inek

na vyvoj, rust a reprodukci) (Carnevali, M., 2005).
Ttida: ECHINOIDEA (JEZOVKY)
Paracentrotus lividus je vyuzivan komer¢né v Atlantickém a Stfedozemnim oceanu,

hlavné v prvni fazi vyvoje je velmi citlivy k mnoha polutantim - PCB, nonylfenol,

organociny.... a toho se s vyhodou vyuziva pro testy embryotoxicity (Gual, J., 2005).
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4.2. Rostliny pouzité pro testovani

Testované organizmy jsem zafadila do systému podle Rozsypala (Rozsypal, S., 2003).

Rise: PLANTAE (ROSTLINY)

4.2.1. Oddéleni: CHLOROPHYTA (ZELENE ROSTLINY)

Trida: CHLOROPHYCEAE (ZELENIVKY)
Sladkovodni ftasa Selenastrum capricornutum byla vystavena chemické latce
bisfenol A. Doba experimentu trvala 96 dni. Hodnotilo se mnozstvi bun¢k a celkovy objem

bungk a rist. Nebyl prokazan zadny vliv (Staples, Ch., 2002).

Rise: CHROMISTA

4.2.2. Oddéleni: CHROMOPHYTA (CHROMOFYTA)

Ttida: BACILLARIOPHYCEAE (ROZSIVKY)

Pro test byl pouzit moisky druh Skeletonema costatum a byl na ném testovan
bisfenol A. Doba vystaveni byla také 96 dni. Hodnotilo se mnozstvi bunék, celkova

koncentrace chlorofylu a rist. Ani u této rostliny nebyl prokdzédn zadny vliv na rlst
(Staples, Ch., 2002).
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5. VYUZITi NIZSICH ORGANIZMU PRO TESTOVANI LECIV

Léky maji nezbytnou roli pro lidi i zvifata v 1é¢bé a prevenci riznych onemocnéni
(Boxall, A., 2004). Podavani 1éki zvifatim je nezbytné pro ochranu zdravi zvitat,
pro piedchazeni hospodaiskym ztratam a pro zabezpeceni nezavadnosti potravin pro lidi
(Capleton, A., 2006). Problém je ale ten, Ze Stémito zadoucimi ucinky mohou pusobit
I negativné. Mohou ovliviiovat zivotni prostfedi, mikroorganizmy i ostatni zvitata. Tato jejich
vlastnost se jinymi slovy nazyva biologicka aktivita. Nezddouci ucinky pro ¢lovéka jsou
vzdy sledovany a zkouseny, ale na odbér vzorkli a otestovani téchto latek v ptirodé

a v zivotnim prostfedi neni kladen takovy diraz, jaky by mél byt (Boxall, A., 2004).

Potencial rizika ptidruZeny s prinikem 1ék do Zivotniho prostfedi se stava dualezitou
zélezitosti. Touto problematikou se zabyvaji orgdny se zaméfenim na Zivotni prostiedi,
ale i samotny farmaceuticky prumysl. Zajem byl podpofen i rozsifenym objevem 1éka
ve vzorcich odebranych z pfirody. Tomu pfispélo i1 zlepSeni analytickych metod a rozsifeni
¢innosti ve vyzkumné oblasti (odbéry vzorkd vody ve Velké Britanii, kontinentalni Evropé
a Severni Americe). Diky kapalinové chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
(LC MS- MS) je mozné lépe porozumét tomu, jak se léky chovaji v prostiedi a urcit
koncentrace v ¢CistiCkach odpadnich vod, v padé, v povrchové vodé a podzemni vodé (Boxall,
A., 2004). Vsechny tyto prizkumy ukazaly pfitomnost mnoha riznych skupin 1éki, z nichz
nekteré jsou zndmy tim, ze v prostiedi ziistanou trvale. Je to hlavné diky vysoké polarité
a nizké tékavosti vétSiny l1éka (Crane, M., 2006). Z provadénych vyzkumu povrchovych
a podzemnich vod byla zji§téna pfitomnost antibiotickych zbytkil z ptipustnych veterinarnich

ptipravkl (sarafloxacin a sulfametazin).Tyto zbytky pochazely z umélého hnojeni, ziskaného
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Z drlibezi a praseci farmy. Timto zjisténim bylo demonstrovdno, ze hntij uzivany jako umélé
hnojivo pro plodiny by mohl slouzit jako zdroj biologicky aktivnich latek z veterinarnich 1éka
v prostiedi (Capleton, A., 2006). Nedavné studie objevily pfitomnost Sirokého okruhu 1éku
v pudach, povrchovych vodach a podzemnich vodach, které jsou biologicky aktivni. Velikym
problémem se stalo uzivani hormondlni antikoncepce, ktera je znama svym negativnim
vlivem na endokrinni systém, jak jiz bylo zminéno vyse. Dale je tfeba zminit i antibiotika
a cytostatika. Nedavnym pruzkumem bylo zjiSténo, Ze nejvice pouzivané léky jsou
acetylaminofen, kyselina acetylsalicylovd, ibuprofen, naproxen a karbamazepin.
Z veterinarnich 1€ku to jsou antibiotika, antifungicidni latky a antiprotozoika, kterd jsou
uzivana v akvakultufe i v zemédélstvi (Boxall, A., 2004). Mezi dalsi uzivané léky patii
kokcidiostatika ekto- a endo-antiparazitika, hormony a imunologické produkty
(Capleton, A., 2006). Ciselné odhady antibiotik uzivanych v zem&dé&lstvi se v USA vysplhaji
na 8.5 az 11.2 miliont kilogrami ro¢né (Boxall, A., 2004).

Ve Velké Britanii, kde jsou antibiotika pfipustna pro pouziti jako veterinarni léky bylo
e 456 tun bakteristatik biologicky aktivnich z 87-93% pouzité do krmnych smési
e 241 tun biologicky aktivnich kokcidiostatik
e 36 tun biologicky aktivnich antimikrobialnich ristovych hormont

e 2 tuny biologicky aktivnich antiprotozoik

Z antibiotik bylo nejvice uzivano tetracyklini 46% (212 tun), trimetoprim/sulfonamidy
20% (89 tun), laktamy 14% (62 tun), aminoglikosidy 4.6% (21 tun) a makrolidy
13% (60 tun) (Capleton, A., 2006).

Cesty léku do prostiedi jsou rizné

Léky se do prostredi dostavaji ve formé aktivnich farmaceutickych ptisad, bud’ jako
originalni 1€k nebo jeho metabolity, mohou byt uvolnény do prostiedi a byt pfitomny ve velmi
nizkych, ale zjistitelnych koncentracich (Cunningham, V., 2006). Mohou se do protiedi dostat
témito cestami:

e Zbytky 1€kt uvolnéné béhem vyrobniho procesu mohou prostoupit povrchovymi

vodami

e Humanni 1éky se metabolizuji a poté vylucuji do kanalizace
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e Antibakterialni latky pouzité v akvakultuie se dostavaji do povrchovych vod pfimo

e Veterinarni 1éky pro pastvinova zvitata jsou vylouc¢eny do ptudy ¢i povrchové vody

e Emise z nepouzitych 1ékt a nadob

e Vykaly oSetienych zvitat, z nich se 1éky dostanou do zemédélské pudy ptimo ¢i pies

hntyj a jilovou kasi

Vstup veterinarnich a humanich medikamenti do Zivotniho prostiedi je odlisny.
U veterinarnich 1k jsou tyto cesty riznorodé, jak ptimé a nepiimé, tak bodové i rozptylené
zdroje. Na rozdil od veterinarnich ¢k se 1éky huménni dostanou do vodniho prostiedi
z ¢isténé odpadni vody jako bodovy zdroj propusténi a toto vystaveni muze proto byt
Vv nepfetrzitych nizkych koncentracich (Crane, M., 2006). Humanni 1éky projdou nejprve
¢istickou odpadnich vod.Veterinarni 1éky se dostanou na rozdil od huméannich hned do ptidy

a povrchovych vod (Boxall, A., 2004).

Osud Iékii v prostiedi a ohodnoceni rizika

Jedna ze studiii popisuje vyskyt biologicky aktivnich latek v ptirodé, jejich uziti
a toxikologicky profil. Léky podané v akvakultufe ¢i ve stad€é znaci vyssi potencidl rizika nez
lIéky podané jednotlivym zvifatim individudlné. I zplsob podani 1éku hraje dilezitou roli pro
unik do prostredi. DalSim faktorem, ktery ovlivni potencidl rizika, je 1 metabolizace 1éku
v organizmu. V jakém mnozstvi jsou léCiva uzivana se odrazi i na potencialu zneciSténi
prostiedi témito léky. Ty, ktera jsou pouzivana nejvice, maji nejvyssi potencial zneciSténi.
Toxikologické vlastnosti veterinarnich biologicky aktivnich 1€kt byly definovany fadou
parametrt, které zahrnuji: pfijatelnd denni davka, fada koncovych bodti povazované za zvlast
vyznamné: potencidl pro bioakumulaci a pfitomnost biologicky aktivnich metabolita.
Tato kritéria byla vybrana sohledem na moznost vystaveni lidskému organizmu.
Pii vystaveni pfes potravni fetézec ¢i skrz vodu by byla jen velmi nizka chronicka expozice.
Zvlastni diraz byl dan na piijatelnou denni davku, obecné populaci vystavené opétovné bez
rizika ubliZzeni. Nejvetsim rizikem pro prostiedi a také zpétné€ pro cloveéka jsou I¢ky, kde neni
znama pfijatelna denni davka a dal$i parametry. Bylo vybrdno osm koncovych boda
z veterinarnich 1€kl a byla zhodnocena jejich biologicka aktivita, které mohou zplsobit ptimé
Skodlivé ulinky na cClovéka. Vétsi diraz byl dan na véaznéj$i koncové body jako jsou

mutagenita a kancerogenita (Capleton, A., 2006). Byla vybrana skupina latek, ktera
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je povazovéana za nejvice rizikovou a zarovenl nejvice pouzivanou. Jsou roztfidény do Ctyt
skupin podle zavaznosti — latky s vysokym rizikem, stfednim, nizkym a nezndmym.
Biologicky  aktivni latky spadaji do kategorie s vysokym rizikem. U téchto latek
se predpoklada, ze bude nejvyssi potencial pro dopad na lidské zdravi. To je zplsobeno
nepiimym vystavenim téchto latek celé populaci a ztohoto divodu predstavuji nejvyssi
prioritu pro detailni odhad rizik. Bylo vybrano celkem 83 veterinarnich biologicky aktivnich
latek, z toho je 12 lécebnych indikaci a 26 chemickych latek. Z toho 13 biologicky aktivnich
latek bylo zatazeno do kategorie vysoka priorota pro detailni odhad rizika, 19 jako stfedni,
5 nizka a 46 jako velmi nizka (Capleton, A., 2006). U jednotlivych biologicky aktivnich latek
byly seCteny toxikologické ucinky a ¢iselné ohodnoceno celkové toxikologické skore. Podle

ziskanych ¢isel délime toxikologicky potencial:

Toxicita | Stupen
toxicity
<19 Nizky
19-23 Stredni

>24 Vysoky

Osud a chovani biologicky aktivnich 1éka v prostfedi je ovlivnéno fyzikalné chemickymi
vlastnostmi latek obsaZenych v pidé a dale na povaze prostiedi. Prikladem mohou byt
tetracykliny, které¢ maji silnou vazbu k pid€ a proto je téméf nenajdeme v povrchové
¢1 podzemni vod€. Na rozdil od toho jsou sulfonamidy rychle dopravovany k povrchovym
vodam. Tento proces je zavisly na pldnim druhu. Sulfonamidy se velmi rychle dostavaji
k povrchovym vodam z jilovitych pud, ale ne z pis¢itych. Lépe se do povrchovych vod také
dostavaji z pohnojenych pastvin nez zpohnojeného orného pole (Boxall, A., 2004).
Do testovani se také bere v tivahu moznost zpétné kontaminace témito latkami z prostiedi,
ale nebyly zjiStény zadné vyznamné daje. Nepiimé riziko pro ¢lovéka mize ale byt dano
konzumaci:

e podzemni a povrchové vody kontaminované biologicky aktivnimi veterinarnimi

latkami
e plodin k nimz se tyto latky dostaly z pady
e ryb osetfenych v akvakulture

e zviiat, u kterych se tyto latky nahromadily pfes potravni fetézec (Boxall, A., 2004)
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Vyhodnoceni a odhad rizika pro prostredi:

Podle Cunningham, V. L. et al do odhadu rizika pro prostfedi je tfeba zahrnout
jak potencialni vystaveni, tj. rozsah vodnich organizmu, ke kterym se dostane aktivni latka
a potencidlni efekt, tj. zda jsou aktivni latky pfitomny a na jaké urovni mohou ovlivnit vodni
organizmy. V praxi odpoveéd’ ptirody na ptitomné separace léCiv zahrnuji ptredpovézenou
environmentalni koncentraci (PEC) a piedpovézenou koncentraci Snulovym efektem
(PNEC). PEC je zalozena na fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnostech latek,
stejné jako hydrologické informace o odpadnich vodach a povrchovych vodach.
PNEC odhaduje koncentrace 1éki, ve kterych by se mohli vyskytovat potencialni G¢inky
na vodni organizmy a ekosystém. Obecné plati, jestli PEC je méné¢ nez PNEC
(PEC/PNEC < 1), enviromentalni riziko je povazované za piijatelné (Cunningham, V., 2006) .

Na zéklad¢ téchto faktl byly vyvinuty a realizovany chronické toxikologické testy
na vodnich organizmech. Evropska lékova agentura EMEA diky témto novym poznatkim
vypracovala navody k postupiim pro testovani lidskych 1¢ékli chronickymi vodnimi testy

toxicity (Crane, M., 2006).

5.1. Chronickeé testy toxicity

Chronické testy toxicity jsou studovany na organizmech, které jsou vystavené riznym
koncentracim chemickych latek a pozorované dlouhodobé ¢i znacnou ¢ast jejich stfedni délky
zivota. Na rozdil od akutnich testi toxicity, kde se sleduje letalita, se u chronickych testd
toxicity sleduje kromé letality jest€¢ reprodukéni schopnost a rist. Nejjasnéjsi
dikaz pro potencidlni nepfiznivé ucinky z lidskych 1€k, které se dostavaji do vodniho
prostiedi je pro pfirozené a syntetické steroidy, zvlast€¢ perordlni antikoncepce
17a-ethinylestradiol. Udaje o chronické toxicité jednotlivych skupin 1ékd, zkoumanych
na fasach, bezobratlych a rybach, jsou shrnuty v nasledujici tabulce. Jsou seskupeny
dle mechanismu uc¢inku, terapeutické skupiny, substance a systematické skupiny (Crane, M.,
2006).
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
. Latka Cia o, . . akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mg 1 7)
Carassius 0.00001.
carassius '
Ryby Oryzias latipes <10.0 ng/l > 1,000,000
Transkripcni aktivita Pimephales 0.01
Androgen Methvitestosteron | 21drogenu v cilovém promelas
(steroid) y misté v riznych Lymnaea stagnalis 1.0 ng/l
cilovych genech
Bezobratli (plz) .
Marls_a . <100 ng/l
cornuarietis
Rasy (sinice ) 1
Blokace a ochrana
Anti-androgen testosteronu pred . .
L . . Nespecifikované
(nesteroidni Bicalutamid vazbou na receptor na Rasy (zelené) 1
hormon) povrchu rakovinové asy (zelene
buiiky prostaty
Anti-androgen Inhibice androgenu
(nesteroidni Flutamid indukujici genovou Ryby Oryzias latipes 1.0 3.6
hormon) aktivitu
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Terapeuticka
skupina

Latka

Mechanismus
pusobeni v
lidskych/cilovych
patogenech

Systematické
skupiny

Druhy

Vysledek
dlouhodobého
vystaveni

(mg 1)

Pomér
akutni/chronicka
toxicita

Antibiotika

Trimethoprim

Zasah do syntézy
kyseliny listové
Vv bakterii a
reversibilni inhibice
enzymu dihydrofolat
reduktazy

Rostliny (vodni)

Lemna gibba

> 1.0 (EC10)

Antibiotika
(aminoglykosid)

Neomycin

Streptomycin

Ireversibilni vazba na
30S ribozom,
vytvofeni komplexu
(30S-mRNA-tRNA)
takto neni mozna
zadna dalsi syntéza;
dojde ke zpomaleni
syntézy bilkovin,
ktera zah4ji a navodi
chybné ¢teni mRNA

Rostliny (vodni)

Lemna gibba

> 1.0 (EC10)

Lemna gibba

> 1.0 (EC10)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
. Latka Cia o, . . akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mg 1 7)
Cefalexin Rostliny (vodni) Lemna gibba > 1.0 (EC10)
Zasah do syntézy
peptidoglykanu
Z bakterialni bunécné
Antibiotika stény, ktera brani
(cefalosporin) Loracarbef vzniku finalnimu Rasy (zelené) Nespecifikované 13
transpeptidoglykanu
nutného pro piicné
vazby
Antibiotika Ciprofloxacin | Inhibice DNA gyrazy | Rostliny (vodnf) | Lemnagibba | 0.106 (EC10)

(fluorochinolon)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus

Vysledek

_— o , _— , Pomér
Terapel_ltlcka Latka . pl%sobe’nl v System?ltlcke Druhy dlouhodobe’ho akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mgl ")
Levofloxacin Rostliny (vodni) Lemna gibba 0.013 (EC10)
Rasy (zelené) Nespecifikované 2.0
Lomefloxacin : -
Rostliny (vodni) Lemna gibba 0.008 (EC10)
Norfloxacin Rostliny (vodni) Lemna gibba 0.206 (EC10)
Rasy (sinice) Synechococcus 0.005
leopolensis
Antibiotika Inhibice DNA Rasy Cyclotella 0.0312
(fluorochinolon) gyrazy (rozsivka) meneghiniana
< . Pseudokirchnerie-
Ofloxacin Rasy (zelen€) lla subcapitata 25
Bezobratli (viinik) | Crachionus 12.5
calyciflorus
, y Ceriodaphnia
Bezobratli (korys) dubia 10.0
Rostliny (vodni) Lemna gibba 0.121 (EC10)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Terapeuticka
skupina

Latka

Mechanismus
pusobeni v
lidskych/cilovych
patogenech

Systematické
skupiny

Druhy

Vysledek
dlouhodobého
vystaveni

(mg 1Y)

Pomér
akutni/chronicka
toxicita

Antibiotika
(makrolidova)

Erythromycin

Lincomycin

Roxithromycin

Tylosin

Inhibice
bilkovinové
syntézy vazbou na
23S rRNA
molekulu (v50S
podjednotce)
bakteridlniho
ribozomu,
blokadou vystupu
rostouciho
peptidového
fetézce citlivého
mikroorganizmu

Rostlina (vodni)

Lemna gibba

>1.0 (EC10)

Lemna gibba

> 1.0 (EC10)

Lemna gibba

>1.0 (EC10)

Lemna gibba

> 1.0 (EC10)

Antibiotika
(penicilin)

Amoxicillin

Inhibice pficné
vazby mezi
linedrnim
polymernim
retézcem
peptidoglykanu,
ktery tvofi hlavni
slozku bunécné
stény G bakterie

Bezobratli
(zahavec)

Hydra vulgaris

>0.01

Rostliny (vodni)

Lemna gibba

> 1.0 (EC10)

64




Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého . —_
. Latka o, o . . akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni -
1 toxicita
patogenech (mgl )
Sulfadimethoxin Lemna gibba 0.044 (EC10)
_ Rostliny (vodni) _
Sulfamethazin Lemna gibba > 1.0 (EC10)
Rasy (sinice) Synechococcus 0.0059
leopolensis
Rasy (rozsivka) Cyclotella 1.25
meneghiniana
Antibiotil_<a Inhibij[or syntézy Rasy (zelené) PSQUdOkirCh_nerie‘ 0.09
(sulfonamid) Sulfamethoxazol kyseliny listové lla subcapitata
Bezobratli Brachionus
e . 25.0
(vitnik) calyciflorus
Bezobratli Ceriodaphnia 0.95
(korys) dubia '
Sulfochlorpyridazin Rostliny (vodni) Lemna gibba 0.011 (EC10)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka Latka pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého akuini/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni toxicita
patogenech (mg ™Y
Chlortetracyklin Lemna gibba 0.036 (EC10)
Inhibice syntézy
Doxycyklin bakterialni Lemna gibba 0.055 (EC10)
Antibiotika proteinu, . .
. - zabranéni Rostliny (vodni) Lemna gibba 0.788 (EC10)
(tetracyklin) Oxytetracyklin aminoacyl-tRNA
s bakterialnim Lemna minor 4.92 (EC50)
] ribozomem ]
Tetracyklin Lemna gibba 0.23 (EC10)
Selektivni G¢inek
na zpétné
vychytavani
serotoninu, to
. . zpusobi pocatecni i .
Ant(lggﬁgf)s'va Citalopram zvyseni Bezobratli (korys) Ce”gggi%hma 0.8 4.9
serotoninu v téle
bunék a

dendritech, ne
V nervovych
vybézcich
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
. Latka Sy, oo . . akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni L
1 toxicita
patogenech (mg 1 7)
Rasy (zelené) Nespecifikované 0.001
) Selektivni G¢inek Hyalella azteca
Fluoxetin na zp&tné > 43 mg/kg
vychytavani Bezobratli (korys) Ceriodaphnia 0.056
serotoninu, to dubia :
. . isobi pocatecni i i
Antidepresiva Zpusobl poca Ceriodaphnia
(SSFI)?I) zv§seni V dubia 0.089 5.7
serotonu}u v tele Rasy (zelené) Nespecifikované 31
Fluvoxamin bunék a Ceriodaphnia
dendritech, ne dubia 0.366 2.3
V nervovych . . - -
Paroxetin wibsscich Bezobratli (korys) Cerloda_phnla 0.2 58
y dubia
Sertralin Ceriodaphnia 0.009 133
dubia
Sertralin Rostliny (vodni) Lemna gibba > 1.0 (EC10)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus

Vysledek

. . Pom¢ér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
skupina Litka lidskych/cilovych skupiny vystaveni akumbehronickd
patogenech (mg 1Y
Mohou aktivovat < . Desmodesmus
AMP-Kinaza Rasy (zelené) subspicatus >320.0 (EC50)
(AMPK)v
jaternich bunkéch,
1 vedouci k zvysené
Peroralni oxidaci mastnych
antidiabetika Metformin kyselin a agslggci
(biguanidy) olukézy do bunck Rostliny (vodni) Lemna minor 110.0 (EC50)
a snizeni
lipogeneze a
produkce glukozy
jatry
y i Synechococcus
Rasy (sinice) yleopolensis 17.0
. . Cyclotella
Rasy (rozsivky) menyeghiniana 10.0
Blokada napétove : Desmodesmus
. . fizenych Rasy (zelené) : 74.0 (EC50)
Antiepileptika Karbamazepin sodikovvch subspicatus
vy « . Pseudokirchnerie-
kanala Rasy (zelené) lla subcapitata >100.0
Ryby Danio rerio 25
Bezobratli (hmyz) Cf;lig(;r;?lzr;us 0.625 mg/kg
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
. Latka o o . f akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mgl ")
Bezobratli Lumbriculus
(krouzkovci) variegatus > 10 mg/kg
, o Bezobratli Brachionus
BIOk?iizr??ggt ove (vitnik) calyciflorus 0.377
Antiepileptika Karbamazepin o diko}\lz "ch Bezobratli Ceriodaphnia 0.025 3108
kanéli’}ll (kory3) dubia '
Lemna gibba > 1.0 (EC10)
Rostliny .
(vodni) Lemna minor 25.5 (EC50)
Antihyperlipidemika o,
s i 3 Kompetitivni .
(inhibitor 3-hydroxy-3 Atorvastatin inhibitor HMG- Rostllr)y Lemna gibba 0.085 (EC10)
methylglutaryl-koen- , (vodni)
, CoA reduktazy
zym A reduktaza
Rasy Nespecifikované 5.4 (EC10)
« . Synechococcus
Induktor lipolyzy | Rasy (sinice) leopolensis
lipoproteinu a 235
, jaterni mastné R Cvclotell
: : . Klofibrat . o~ asy yclotella
Anti-hyperlipoproteiny kysehn;(/j a ksmzem (rozsivky) meneghiniana >100.0
produkce N} , Desmodesmus
tJ‘atlemlc'l'cllo Rasy (Zelene) SUbSpicatUS 115.0 (ECSO)
rghycerict Rasy (zelené) Pseudokirchnerie- 750
y Ila subcapitata '
Ryby Danio rerio 70
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , -
. Latka S, o, . , akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mg 1 7)
, Chironomus
Bezobratli (hmyz) riparius > 8 mg/kg
Induktor lipolyzy Bezczbratli. Lumprlculus > 8 mg/kg
lipoproteinu a (krouzkovci) variegatus
Antl- _ Klofibrat jaterni mas‘EIVle | Bezobratli (viinik) Brachlonus 0.246
hyperlipoproteiny kyseliny a snizeni calyciflorus
proquce Jat.eromch Bezobratli (korys) Cenodaphma 0.64 > 312
triglycerida dubia
Daphnia magna 0.01 1428
Rostliny (vodni) Lemna minor 12.5 (EC50)
. . Antagonista Rasy (sinice) Nespecifikované 556
Anti-hypertenziva Losartan K angiotensinu |1 Rasy (zelené) Nespecifikované 143
Inhibice y . Desmodesmus
obihajiciho i Rasy (zelené) subspicatus 168.0 (EC50)
Antl-?z‘%eétsnzwa aptopri ;lgg?&zﬁgﬁl Rostliny (vodni) Lemna minor 25.0 (EC50)
konvertujiciho ostiny tvodnt '
enzymu
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Terapeuticka
skupina

Latka

Mechanismus
pusobeni v
lidskych/cilovych
patogenech

Systematické
skupiny

Druhy

Vysledek
dlouhodobého
vystaveni

(mg 1)

Pomér
akutni/chronicka
toxicita

ey w1

(kortikosteroid)

Budesonid

SniZeni poctu
eozinofilti inhibici
jejich odvodu,
podporuji
uvolnéni a
odpadnuti strupu

Antiprotozoika

Metronidazol

Pieruseni DNA
Sroubovice, tim
brani syntéze
bakterialni
nukleové kyseliny

Rasy (zelené)

Nespecifikované

10

Chlorella sp.

2.03 (EC10)

Pseudokirchnerie-
Ila subcapitata

19.9 (EC10)

Antipsychotika

Risperidon

Vazba na dopamin
D2,5-HT2 a 02
adrenergni
hormony v mozku

Rasy (sinice )

Nespecifikované

<100.0

Rasy (zelené)

Nespecifikované

<10.0

Anxyolytikum,
myorelaxans
(benzodiazepin)

Diazepam

Vazba na
benzodiazepinovy
receptor, zesilujici

GABA efekt,

zvlaste v

limbickém
systému, talamu a

hypotalamu

Bezobratli
(zahavci)

Hydra vulgaris

<0.01
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus

Vysledek

. o , . , Pomér
Terapel_ltlcka Latka . pl%sobe’nl v System?ltlcke Druhy dlouhodobe’ho akutni/chronické
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni L
1 toxicita
patogenech (mgl ")
Inhlbltpr Fadrozol Inhibice ,P450 Ryby Pimephales 0.002
aromatazy aromatazy promelas
Lék benigni Blokace enzymu
hypertrofie _ _ Sa-reductazy
s Finasterid konvertujici Nespecifikované >49
prostaty (inhibitor
Sq-reductazy) testosteron na
DHT
Preferuje vazbu < .
pod osteoklasty, Rasy (zelen¢)
ktery pfijme
Inhibitor resorpce alendronat, . .
Kostni tkAnd Alendronat alendronét pak Nespecifikované 0.5
uvolni

inaktivované

osteoklasty
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Terapeuticka
skupina

Latka

Mechanismus piisobeni v
lidskych/cilovych
patogenech

Systematické
skupiny

Druhy

Vysledek
dlouhodobého
vystaveni

(mg 1Y

Pomér
akutni/chronicka
toxicita

Inhibitor
resorpce kostni
tkané

Kys.etidronova

Inhibice aktivity alkalické
fosfatazy;brani
intramembrandznimu
transportu Ca®*; je aktivni
jako surfaktant pro matrix
vezikul; inhibice syntézy
kolagenu nebo
glykosaminoglykanu a
potlaceni rozkladu
proteoglykanu

Rasy (zelené)

Pseudokirchnerie-
Ila subcapitata

1.3-13.2

Bezobratli
(korys)

Daphnia magna

>12.0

43.9

Inhibitor
resorpce kostni
tkan¢

Tiludronat

Inh.osteoklasti:poruseni
cytoskeletarni kruhové
struktury, mozna inh.
protein-tyrosin fosfatazy,
to vede k odd¢leni
osteoklastil od kostniho
surfaktantu a inh.
osteoklastové protonové

pumpy

Rasy (sinice)

Microcystis
aeruginosa

13.3 (EC50)

Rasy (zelené)

Pseudokirchnerie-
Ila subcapitata

36.6 (EC50)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Vysledek

Terapeuticka , Mechanismus ptsobeni v Systematické Druhy dlouhodobého I”omer o
. Latka S, o . . akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych patogenech skupiny vystaveni .
-1 toxicita
(mgl )
Inhibitor influxu vapnikovych
ionta (pomaly blokator kanalu
nebo antagonista Ca** ionti),
, e . <0.01
Blokator - ktery inhib. transmembranovy
o, , Amlodipin . .o
kalciového kanalu influx vapnikovych ionti do .
« . Bezobratli .
srde¢niho a hladkého svalu y . Hydra vulgaris
(zahavci)
. . Inhibice sodiko-draslikové
Kardiotonikum . )
, , L ATPasy, ktera reguluje
(naprstnik Digoxin v . <0.01
1ékatsky) mnozstvi sodiku a drasliku
y uvniti bunék
Stimulancia CNS Kofein Va; ba a blokace . Rostliny (vodni) Lemna gibba >1.0 (EC10)
adenosinovych receptord
Vazba
Chohn_ergm Nikotin na nlkotlnv.r(?ceptOryusnaQnujm Bezobratli (korys) Daphnia pulex <0.07 429
agonista uvolnéni Ach, dopamin,

glutamat
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
. Latka o o, - , akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni L
1 toxicita
patogenech (mg 1 7)
Zasah do
renalniho
N . tubularniho
Diuretika Bendroflumethiazid . >0.01
mechanismu
reabsorpce
elektrolytt .
Inhibice Na'/K*- | Cezobrali Hydra vulgaris
Cl (zahavci)
kotransportniho
Diuretika : systému
(Klickova) Furosemid umisténého >0.01
Vv ascendentni
¢asti Henleovy
klicky
MozZny podobny
Metabolit - mechanismus . , .
nikotinu Kotinin plisobeni jako Rostliny (vodni) Lemna gibba > 1.0 (EC10)
nikotin
Acetaminofen Roigtgggb(r\;?l?m) Lemna gibba > 1.0 (EC10)
(paracetamol) (zahavei) Hydra vulgaris >0.01
Nesteroidni Acetylsalicylicilova Inhibice syntézy Bezobratli
antiflogistika kyselina(aspirin) prostaglandint (zahavei) Hydra vulgaris >0.01
Diklofenak Rasy (sinice) | jeonacoceus 10.0
eopolensis
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , -
. Latka o o - f akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mgl ")
v ot | 120(ecs
Rasy (zelené) P
Pseudokirchnerie-
Ila subcapitata 10.0
Diklofenac Ryby Danio rerio 4
Bezobratli Brachionus
o . 12.5
(vifnik) calyciflorus
o N | Bezobratli (korgs) | Cériodaphnia 1.0 22.7
Nesteroidni Inhibice syntézy dubla_
antiflogistika prostaglandinti Rostliny (vodni) Lemna minor 7.5 (EC50)
< . Desmodesmus
Rasy (zelené) subspicatus 315.0 (EC50)
Bezobratli .
(zahavei) Hydra vulgaris >0.01
Ibuprofen Bezobratli (pl#) Planorbis 1.02 1.68
carinatus
Rostliny (vodni) Lemna gibba > 1.0 (EC10)
Rostliny (vodni) Lemna minor 22.0 (EC50)
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus

Vysledek

. o , i , Pomér
Terapel_ltlcka Latka . pl%sobe’nl v System?ltlcke Druhy dlouhodobe’ho akutni/chronické
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni L
1 toxicita
patogenech (mgl )
Nesteroidni Rasy (zelend) Deséno?’esmus >320.0 (EC50)
antiflogistika Naproxen - su sp|ca_tus
Rostliny (vodni) Lemna minor 24.2 (EC50)
. o Daphnia 0.32 1070
Kyselina gentisova longispina
Nesteroidni Inhibice syntézy Daphnia magna 0.32 1258
a?::]f;?gt:(s)tlliit(a 0-hydroxyhipuronova prostaglandint Bezobratli I(Ei%??;ilr?a 84.5 >21
aspirinu) kyselina (korys) Daphnia magna 186.0 >9.7
Salicylové kyselina "E)”Zri)?;ilr?a > o
4 Y Daphnia magna >10.0 <195
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , i
. Latka S o - . akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mg 1 7)
17p-oestradiol Ryby Oryzias latipes 10 ng/I 390,000
Ryby Oryzias latipes 10 ng/I 140,000
Diethylstilbestrol Nitocra spinepes 0.003 97
(nesteroidni) Bezobratli (korys) | Tisbe battagliai 0.01 <10
Vazba na gs’;]r%g. Daphnia magna 0.062 17.6
receptolr » INNID. Rasy Nespecifikované 0.054 (EC10)
il ovul acet,v dni Oncorhynchus <0.1ng/l
p"c aﬁi‘éﬁg 31;6 n mykiss <0.3 ngll
yricke viny Ryby Oryzias latipes 10 ng/I 150,000
luteiniza¢niho pi nal
Estrogeny hormonu, zhus§téni 'mephates 1 ng/l
. promelas
cervik. hlenu Hvalella azt 0.0001
vytvii bariéru pro | Bezobratli (Kory3) oo pinerec 0.05 10.2
Ethinylestradiol | sperma,a méni o+ pInep : :
charakter délozni ‘ B'tt ynlli <0.125 ngl/l
neni zplsobila ymnaea <1.25 ng/l
k oplozeni stagnalis
s Marisa
Bezobratli (plzi) cornuarietis <1.0ng/l
Bezobratli (korys) Daphnia magna 0.01 570
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Terapeuticka
skupina

Latka

Mechanismus
pusobeni v
lidskych/cilovych
patogenech

Systematické
skupiny

Druhy

Vysledek
dlouhodobého
vystaveni

(mg 1)

Pomér
akutni/chronicka
toxicita

Estrogeny

Estradiol

Vazba na estrog.
receptor, inhib.
ovulace,
potlacenim stifedni
cyklické viny
luteiniza¢niho
hormonu, zhusténi
cervik. hlenu
vytvaii bariéru pro
sperma a méni
charakter délozni
sliznice, ktera
neni zpusobila
k oplozeni

Bezobratli (korys)

Nitocra spinepes

0.16

10

Stimulancia
peristaltiky

Cisaprid

Zesileni
uvoliovani
acetylcholinu v
myenteric plexus
ve sieve

Rasy (zelené)

Sinice

Nespecifikované

320

100
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Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Terapeuticka
skupina

Latka

Mechanismus
pusobeni v
lidskych/cilovych
patogenech

Systematické
skupiny

Druhy

Vysledek
dlouhodobého
vystaveni

(mg 1™

Pomér
akutni/chronicka
toxicita

Keratolytika

Kyselina
salicylova

Solubilizace
intercellularniho
cementu, tim je
sniZzena soudrznost
corneocyti

Bezobratli
(korys)

Daphnia magna

<20.0

5.9

Rentgen
kontrastni latka

lopromid

Brani prichodu
rentgenovych
paprski skrz t€lo, tim
je mozné ziskat
obraz téla, kde jsou
Vv kontrastu mista
obsahujici jod
S misty bez obsahu
jodu

Rasy (sinice)

Nespecifikované

68

Bezobratli
(korys)

Daphnia magna

>1000.0

Blokator -
adrenergniho
receptoru

Atenolol

Metoprolol

Kompetitivni
blokator beta-
adrenergnich
receptort v srdci a
juxtoglomerularnim
aparatu, ale jsou
slabsimi B2-
antagonisty nez
propranolol

Bezobratli
(zahavci)

Hydra vulgaris

>0.01

Rasy (zelené)

Desmodesmus
subspicatus

7.3 (EC50)

Rostliny (vodni)

Lemna minor

>320.0 (EC50)

Propranolol

Prototyp f3;
antagonista 1 a B2

Rasy (sinice)

Synechococcus
leopolensis

0.35

80




Tabulka 1 : Chronicka toxicita 1éki sledovana na nizsich organizmech (Crane, M., 2006)

Mechanismus Vysledek Pomér
Terapeuticka . pusobeni v Systematické Druhy dlouhodobého , -
. Latka S o . f akutni/chronicka
skupina lidskych/cilovych skupiny vystaveni .
1 toxicita
patogenech (mgl ")
« . Cyclotella
Rasy (rozsivky) meneghiniana 0.094
< . Desmodesmus
Rasy (zelené) subspicatus 5.8 (EC50)
< . Pseudokirchnerie-
Blokator - Prototyp B; Rasy (zelené) Ila subcapitata 5.0
adrenergniho Propranolol antagonista 1 a Ryby Oryzias latipes < 0.0005 > 48,600
receptoru B2 Bezobratli (korys) | Hyalella azteca 0.001 29,800
Bezobratli (viinik) | Crachionus 0.18
calyciflorus
. .y Ceriodaphnia 0.009
Bezobratli (korys) dubia 0.125 68
Rostliny (vodni) Lemna minor 114.0 (EC50)
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6. DISKUZE A ZAVER

Svoji praci jsem rozdélila do ¢tyf hlavnich oddilt. Jako zakladni ¢ast jsem zatadila
metody testovani, kde jsem popsala pfistupy k vyuziti niz§ich organismti do experimentt,
jejich dilezitost a postaveni v porovnani s dal$imi testy, které se vénuji ohodnoceni rizik
endokrinné aktivnich latek, jejich neptiznivy dopad na lidsky organizmus a zivotni prostredi
jako celek. Velmi struéné jsem popsala i metodu QSAR, kterd je dnes velmi populdrni
a vyhodna, protoze pro ohodnoceni rizika neni tieba pouzit zadny organismus, ale riziko
se vypocitda matematicky. V kapitole biologickd aktivita jsem se veénovala popisu
endokrinnich soustav jednotlivych testovanych bezobratlych druhi a do druhé ¢asti jsem
zahrnula endokrinné aktivni latky. Popsala jsem jejich mechanismus ucinku a rozd¢lila
je do jednotlivych skupin, u kterych jsem nastinila zakladni charakteristiku, vyskyt
a potencidlni rizika. Dalsi kapitola Testovani EDC na niz§ich organimsmech je stéZejni Casti
této prace a zahrnula jsem zde organismy, testované latky, princip a ziskané vysledky.
Vyuziti nizSich organizmi pro testovani 1éCiv je kapitola, kterou jsem zaméfila
pfedev§im na popis rizik 1€k, jejich vstup do prostfedi a piipadné efekty na ekosystém
¢i zpétné na cloveéka. Soucasti této kapitoly je i rozsahla tabulka, ve které jsou vypsany
jednotlivé skupiny, druhy a mechanismy uc¢inkt 1éCiv, niz§i organizmy a ryby, na kterych

byly tyto latky testovany, a ziskané vysledky.

Celkové zhodnoceni:

Alternativni metody k metodam in vivo se ukazuji jako dobré, ale kvili nedostatku
veédeckych dat nemohou byt plné€ realizované. Takeé je tfeba jesté doplnit data pro modelovani

(www.soci.org, 2005).

Metoda QSAR

Tato metoda je vyhodna hlavné proto, Ze pro jeji realizaci neni pro zhodnoceni rizika
potieba zvifat, coz je ve shodé s vyslovenou koncepci 3R. Tato metoda je finanéné
1 prostorové nenarocna.

Jeji velkou nevyhodou vSak je, ze mize byt vyuzita jen u latek se zndmou chemickou
strukturou a dalSimi parametry (fyzikalné¢ chemické vlastnosti, reaktivita a dalsi).

Dalsi nevyhodou je i fakt, ze nelze hodnotit smési latek a pravé ve smésich se vétSinou
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chemikalie v pfirod¢ vyskytuji. Latky se zndmou strukturou se vyuzivaji pro prvni

zhodnoceni, zda substance miize ptisobit jako EDC.

Zhodnoceni u¢inki EDC a vhodnost niz§ich organizmi pro testovani:

Nézory na to, jak dalece se ucinky chemikalii, které poSkozujici endokrinni systém
obratlovcl odlisuji od bezobratlych jsou rtiznorodé. Podle vyboru EDSTA bylo prohléseno,
ze estrogenni, androgenni hormony i Xenoestrogenni latky do specifickych systému
bezobratlych zasahuji (Hutchinson, T., 2000a). Divodem pro testovani je potieba zjistit
nezadouci uc¢inky EDC na nizsi organizmy, snaha ohodnotit rizika, citlivost, vyhodnotit, které
z nich by mohly figurovat jako alternativni organizmy pro testovani a nahradit tak obratlovce.

Dale je potieba objasnit pro€ se jejich pocet v ptirode rapidné snizuje.
Houbovci

U otestovanych latek etylbenzen, nonylfenol a bisfenol A byl zaznamenan vliv na rist,
ktery byl u vyskokych koncentraci redukovan. Neni ale jasné, zda tento efekt souvisi s vlivem

na endokrinni systém téchto organizmu ¢i s toxicitou.
Zahavci

U koralnatct byl zjistén vliv exogennich estrogennich latek na reprodukci - snizeny
pocet vajecnych kolonii a redukce rlstu, ztoho se usuzuje, Ze jsou steroidni hormony
pfirozenymi reguléatory a jejich environmentalni vyskyt miize mit za nasledek jejich ubytek.

Nezmati nebyly vyznamné ovlivnéni.
Krouzkovci

Juvenilni hormony a jejich analoga maji stimulacni vliv na larvalni stddia a jejich
metamorfézu. Nonylfenol urychluje riist a jeho vlivem jsou jejich téla vétsi. U vysokych

koncentraci negativné ovlivnil reprodukci.
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Clenovci

Tento kmen je nejvice prozkouman, to je dano predevsim jejich dobie prozkoumanou
fyziologii.

U perloocek EDC zasahuji do svlékani a reprodukce (metopren, nonylfenol), maji vliv
na snizeny pocet potomstva (17a-ethinylestradiol, testosteron, dimer, trimetr stirenu),
stimula¢ni vliv na reprodukci (metylfarnesoat, pyriproxifen), snizena irodnost vétsi produkce
samcli (fenoxykarb, metopren, JH III, progesteron), stimulace rastu (gonadotropin).
Pro testovani vyuzivana nejcastéji Daphnia magna a byla jiz piijata OECD pro testovani.

U rakovcii byla zaznamenana redukovana velikost téla, prodlouzeny reprodukéni
cyklus reprodukéni a niz§i pocet potomstva (metopren). Testované druhy jsou
Americamysis bahia a Neomysis integer. Tyto organizmy se uZzivaji pro chronické testovani
ucinkd na endokrinni soustavu. Vyhodou je, Ze vidlonozci byli jiz v minulosti Siroce
pouzivani pro regulacni ecotoxikologii a diky tomu jsou jiz dobfe prozkoumani. Vyznacuji
se pohlavnim dimorfismem a pro jejich reprodukcéni jedovatost je vytvofena rozsdhla
databaze. Chronicky test ale zahrnuje i1 n€kolik technickych nevyhod: rozsahlejsi mezera
ve znalostech tykajici se zakladni endokrinologie garnatii, technicky nesnadna identifikace
pohlavi a rodicovsky kanibalismus na svém potomstvu. I pfesto jsou v porovnani s motskymi
druhy diky jejich snadné kultivaci dobrou alternativou K testiim na obratlovcich (Hutchinson,
T., 2000a).

U klanonoZci odhalen vliv na pohlavi samcti —S timula¢ni vliv a samice v pievaze
(17a-ethinylestradiol, bisfenol A). To je povazovano za vyznamny efekt, ale je tfeba otestovat
tyto ucinky jesté¢ v chronické studii. Nonylfenol inhiboval rast, ale to se pfisuzuje spise
toxicité. Testovanym druhem je Hyalella azteca, je vyznamna jak z ekonomického
tak 1 z ekologického hlediska a v studiich s bezobratlymi je hojné uzivana, jeji vyznam
spociva predevsim v tom, ze je potravou ptaku, ryb, zab a dalSich zvirat, které jsou dilezitymi
¢lanky potravniho fetézce. Jeji uplatnéni je i pii ohodnoceni toxickych latek v sedimentu
a k EDC je velmi citliva.

U velkokrunyfovcd objeveny samici pohlavni organy u samct (TBT), redukovany
rust a zasah do svlékani (fenoxykarb, metopren, pyriproxifen), akutni mortalita, zpozdény
zarodecny vyvoj (endosulfan, metopren), mensi velikost (kovy), méné gravidnich samic
(kovy, pesticidy, PAH) snizena produkce vaji¢ek a redukovany pocet samci (pesticidy).

Jsou dobrymi bioindikatory v prostiedi pro ohodnoceni znecisténi prostiedi EDC.
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U plazivek objevena sterilita samcu (fipronyl) a negativni vliv na plodnost a pocet
novych jedinct (atrazin).

Pakomari jsou obeéné méné citlivi Kanalogim JH a celé fady dalCich latek,
pozorovana vSak byla piedev§im deformace vaji¢ek (nonylfenol), opozdény vyvoj, deformace
ust (bisfenol A, 17a-ethinylestradiol), vliv na svlékani (tebufenozid), snizena ekdysteridni
syntéza samic naopak u samcl zvySend (TBT). Je tieba ale fici, ze tato koncentrace
byla mnohem vys$i nez redlnd environmentdlni a mnohem vys$s$i nez koncentrace, ktera

by zpusobila nepfiznivy vliv na rybach. Testovany druh pakomara je Chironomus riparius.

Mekkysi

Dobte prostudované ucinky TBT a TPT, které zpisobuji imposex samic, jako nejlepsi
druhy pro monitorovani je z plzii Marisa cornuarietis, diky citlivosti a hojnému rozsifeni
a Potamopyrgus antipodarum, diky citlivosti a velmi podobnym vysledkiim pfi testovani
S obratlovci (na rybach).

Z mlzd byl piijat Thais rustica jako dobry bioindikator pro sledovani
zneCisténi, diky citlivosti a dobré prikaznosti pii testovani. Crassostrea giga
a Elliptio complanata jsou diky jejich vyhodnym vlastnostem (ziji v sedling, kam se dostanou
vSechna xenobiotika, jsou to relativné hojné druhy a svoji potravu filtruji) vhodni jak
pro laboratorni tak i pro polni studie. Jsou vyuzivani jako biomarkry a zarovenn mohou slouzit
i jako bioindikatory xenoestrogent. Naptiklad jsou vyuzivani pii kontrole vodnich toku
pramyslové zneciSténych rtuti a dalSimi latkami, které ovliviiuji jejich endokrinni systém

(Won, S., 2005).
Ostnokozci

Maji vyvojové nejblize k obratlovciim, proto je velky zdjem je vyuzivat pro testovani.
Jako dobfe citlivy druh se pro testovani ukazal byt Paracentrotus lividus. Je vyuZivan

v testech embyotoxicity.

Rostliny

Neukazaly se vhodné ani citlivé pro hodnoceni endokrinné aktivnich latek.
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Zhodnoceni u¢inki 1€kt a vhodnost nizSich organizmi pro testovani:

Ackoli vétSina I1éka diky velmi nizké koncentraci v kombinaci s nizkou jedovatosti
neznamenaji budouci riziko pro vodni prostiedi, dalsi Iéky jako jsou pfirozené a syntetické

pohlavni hormony jsou nyni zndmé zna¢nym rizikem pro prostredi.

Pro otestovani 1¢kt byly pouzity tyto organismy:

Mikroorganizmy

Byly objeveny zavazné disledky nékolika antibiotik na reprodukci mikroba
Vibrio harveyi, ale maly dukaz pro u¢inky na kratkodobou bioluminiscenci. Podobné ¢asové
zavislé efekty byly nalezeny u Vibrio fischeri vystavené antibiotikiim. Byly zméfeny zmény
v mikrobidlnim osidleni po vystaveni antibiotikiim Vv koncentracich podobnych tém, které
jsou Vvnemocni¢nich odpadnich vodach. Byla nalezena rezistence k imipenemu
a beta-laktamovému ampicilinu, cefotaximu a ceftazidinu v bakterialnich kulturach
vodnich vzorkti odebranych z americkych tokt. Diky veterindrni aplikaci bakteriostatik
obsahuje dno chovnych rybniki redukované mnozstvi mikroorganizmi. Zavaznym
dasledkem je diky vyskytu lidskych 1€kt v prostfedi rostouci antimikrobidlni rezistence.
Rezistence byla objevena v ptirozeném vodnim prostiedi. Je ale pravdépodobné, Ze nékteré
rezistentni druhy mohly byt do piirody zavleCeny a doslo k pfenosu gent, nez vznik
rezistence piimym ucinkem antibakterialnich 1éki na piirozené se vyskytujici mikroby.
Dusledky této rezistence na strukturu ekosystému je neznamy, ale lidské zdravotni disledky

jsou zcela ziejmé.

Rasy a vys§i rostliny

Jsou to nejvice vyuzivané testované organizmy pro svou nizkou finanéi naro¢nost.
Z tabulky ¢.1 vyplyva, Ze fasy byly citlivé k fluorochinolonu, sulfonamidim,
antidepresiviim se zpétnym vychytivanim serotoninu, B-adrenergnim blokatoriim
receptoru a estrogeniim. Mnohem vnimavéjsi a citlivgjsi k témto 1ékiim je sinice
Microcystis aeruginosa na rozdil od standardniho druhu pro testovani fasa
Pseudokirchneriella subcapitata. Rasy a vyssi rostliny nejsou stejné citlivé k lidskym 1ékam,

ale zda se, Ze vyssi rostliny jsou citlivéjsi. I presto neni jejich testovani tak rozsifené.
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Bezobratli

Z tabulky ¢.1 vyplyva, Ze bezobratli jsou nejvice citlivi k ethinylestradiolu jiz
ve velmi nizkych koncentracich ~.1ng I"' nebo méns. Maximalni koncentrace
3.4 ng I ! ethinyloestradiolu byla namé&fena v britskych potocich. To znamen4, Ze biologické
ucinky ethinylestradiolu na bezobratlé¢ jsou enviromentalné vyznamné. Dalsi estrogeny
a androgenmethyltestoterony zpusobuji také ucinky ve velmi nizkych koncentracich, Siroky
okruh dalSich 1éka zpusobi efekty v koncentracich <1 mg I"'N a rozdil od fas nejsou
bezobratli ovlivnéni 1éky v takovém rozsahu jako naptiklad fasy vystavené antibiotikiim.
Nejvice 1€kl se nachazi v usazenindch, které jsou chronickym zdrojem téchto sedlinovych

organizmu zahrnujici i bezobratlé.

Obojzivelnici a ryby

Je nyni vS§eobecné znamé, Ze vodni obratlovci jsou velmi citlivi k endokrinni modulaci
skrz steroidni estrogeny, vyloucené Zenami bud’ ptirozené ¢i pies ustni antikoncepci. Ryby
jsou dale citlivé k ostatnim pohlavnim hormonim jako je methyltestosteron, p-adrenergni
blokator receptoru. Citlivost je jiz sama o sobé prokazana diky redukované tGrodnosti ryb.
Spatné rozpustné latky maji sklon k bioakumulaci a diky tomuto vystaveni plati hrozba skrz
potravni fetézec spiSe pro vyssi organizmy. Bylo zjisténo, ze 1éky se znamou endokrinni
aktivitou (nap., indomethaciny, naproxen, salicylany, Kklofibrat, karbamazepin
a jod kontrastni latky) mohou byt ptfitomny Vv povrchovych vodiach a mély by byt
vySetiovany pro jejich schopnost zménit stav §titné zlazy ryb Vv pfirozenych podminkéach
prostiedi. Na tuto skupinu organizmil je ale vyvijen znacny tlak regulacnich organt,

které pozaduji redukci mnozstvi obratloveu pro testy (Crane, M.,2006).

Vyhodou pouZzivéani téchto organizmil pro testovani je predev§im jejich nenaro¢nost,
nejsou u nich 7a4dnd regula¢ni opatieni, jejich testovani je celkem rychlé, nejsou
ani ekonomickou ani ekologickou zatézi.

K nevyhoddm patii pfedevsim jejich nejasné ucinky pii testovani. To plyne hlavné
z Spatn¢ prozkoumanych fyziologickych a morfologickych mechanismi. Jejich soustavy
jsou navic znacné odlisné od obratlovci a citlivost a vliv na endokrinni systém neni vzdy

stejnd, proto je tieba vzdy brat i toto do tivahy.
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cGMP
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DBP
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DDE
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DHT
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50
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EDSTAC
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Adenosinmonofosfat kindza

Androgenni receptor
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Cyklicky guanosinmonofosfat

Hyperglykemicky hormon produkovany X-orgdnem korysu (crustacean
hyperglycemic hormone)

Larvalni protein svijonozcti

Cytochrom

Ftalandibutylnaty

Dichlorofenyl kyseliny octové

Dichlorobischlorofenylethan

Dichlordifenyltrichlorethan

Dihydrogentestosteron

Koncentrace zpusobujici padesatiprocentni efekt (median effective

concentracion)

Ekdysonovy receptor (ecdysone receptor)

Evropské centrum pro ekotoxikologii a toxikologii chemikalii (European
Centre for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals)

Endokrinni disruptor (endocrine disrupting chemical)

Vybor pro provéfovani naruseni endokrinniho systému a ovéfovaci informacni
zpravy (Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee)
Hormon fidici kladeni vaji¢ek (egg-laying hormone)
Enzymaticko-imunologicka sorbéni metoda (enzyme-linked immunosorbent
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Evropska 1ékové agentura
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RXR
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STH
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Polvinylchlorid

Metoda, kterd dava do vztahu objemnost molekuly s jejim biologickym
ucinkem (quantitative structure-activity relationships)
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(Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals)
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Tributylcin
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Smérnice testu OECD (guideline test)

Tripentylcin

Thyroidalni receptor

Transferova RNA

Spojené staty americké

Americka agentura ochrany zivotniho prostiedi (United States Environmental

Protection Agency)
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9. ABSTRAKT A SUMMARY

ABSTRAKT

Velikym problémem v dne$ni dobé se stal fakt, ze celd fada latek vyprodukovanych
primyslem, metabolizovanych a vyloucenych zvifaty a lidmi se dostavaji do Zzivotniho
prostiedi, kde mohou negativné piisobit na celou fadu zvifat v riznych urovnich a zpétné
1 na Clovéka. Do popredi se dostaly piredevSim latky porusujici endokrinni systém (EDC),
které maji fadu nezddoucich uc€inkl. Narusuji reprodukci a spravny vyvoj zivocicht, zasahuji
do endokrinniho systému lidi (ptisobi kancerogenné a snizuji kvalitu spermatu). Proto je tfeba
tyto latky testovat. Testovani na nizSich organizmech je dileZit¢ ze dvou divodi. Jednak
vlivem tlaku legislativy a regulacnich orgdnii se jim pifi testovani dava prednost
(tzv. alternativni metody testovani) a dale z divodu vyskytu v Zivotnim prostiedi (protoze
se jejich vyskyt v ptirod¢ snizuje coz ma disledky na cely ekosystém). Moji snahou bylo
objasnit jak EDC zasahuji do niz8ich organismd, najit jejich praktické pouziti pro testovani
a konkrétni druhy pouzivané do experimentt, zatadit endokrinné aktivni latky a ohodnotit vliv

1é¢iv na Zivotni prostiedi.
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SUMMARY

The fact that many various substances produced by industry, metabolised and excreted
by animals and human contaminate environment, became the major problem of present years.
These substances have a negative effect on number of animals in different ecosystem levels,
but retroactively also on human body. Nowadays, the most important substances are
endocrine disruption chemicals (EDC) which have many negative effects. They disrupt the
reproduction and regular development of animals and endocrine system of human
(cancerogenic effect, lower quality of sperm). That is why it’s necessary to test these
substances. Testing of lower form of life is necessary for two reasons: Partly due to the
regulations and legislative organs, which prefer the testing of invertebrates (so called
alternative methods of testing) as well as due to the lowering occurrence of these organisms
in nature, which has the implications on the whole ecosystem. My effort was to explain how
EDC can interfere to inveretebrates life and other lower forms of life, to find their practical
use for testing and the specific species for experiments, to classify endocrine active

substances and to assess the effect of pharmaceuticals on environment.
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