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Souhrn

Tato disertacni prace pifindsi data z vyuziti nové zavedenych metod pro rychlou predikci a
identifikaci potencialu ED (se zaméfenim na steroidni signalizaci) u chemickych latek a
z optimalizace téchto metod pro Sir$i vyuziti k identifikaci potencidlu ED u spotiebnich vyrobkt.
Déale poskytuje experimentalni data o vyskytu nékterych ED v moci bézné populace a data
z doplnkové studie na omezeném souboru dobrovolnikd, zaméfené na mozna intervencni opatieni
pro snizeni expozice ED. Na zdkladé experimentdlnich vysledki a dikladné reSerSe
vice nez 200 odbornych literarnich zdroji byl pfipraven informaéni material obsahujici doporuceni jak
potencidlné preventivné snizovat expozici ED, vhodny pro preventivni poradenstvi v klinické
praxi s cilem oslovit jak odbornou vetejnost, tak citlivé skupiny populace.

Summary

This dissertation thesis brings data from the use of newly introduced methods for rapid prediction
and identification of the potential of ED (with a focus on steroid signaling) of chemicals and from the
optimization of the methods for wider use to identify ED potential in consumer products. In addition, it
provides experimental data on the incidence of some EDs in the urine of the general population and data
from an additional study in a limited set of volunteers focusing on possible intervention measures to
reduce ED exposure. Based on experimental results and a thorough search of more than 200 research
articles and literature sources, an intervention material was prepared containing recommendations for
potential preventive reduction of ED exposure, suitable for preventive counseling in clinical practice to
address both the professional public and sensitive population groups.



1. Uvod

Oblast endokrinni disrupce (ED), tj. naruSovani endokrinni signalizace, se v posledni dobé¢ stala
jednim z prednich védeckych témat, vyznacujicich se komplexnosti a nesnadnym zpracovanim zejména z
hlediska preventivni mediciny a toxikologie. VSudypfitomnd kontinudlni expozice mnoha latkam
v nizkych koncentracich, rznorodost interakci, soub€zné ptisobeni v organismu, jakoz i individualni
variabilita homeostatickych mechanismtl, genetickd variabilita populaci, regionalni a etnické rozdily
v prostfedi, stravovacich navycich a zivotnim stylu komplikuji spolehlivou pritkaznost rizika konkrétnich
latek pro ¢loveka, zejména pokud se ucinky mohou projevovat s casovym odstupem nebo az v dalSich
generacich (Bernal & Jirtle 2010, Greally & Jacobs 2013, Meeker 2012, Skinner 2014, Prusinski et al.
2016, Kundakovic et al. 2013). S ohledem na mnozstvi latek a na fadu jejich moznych interakci
v organismu, Sirokou dostupnost spotiebnich vyrobki riizné kvality, jezZ mohou obsahovat latky s dosud
neidentifikovanou endokrinni aktivitou (bud’ jako dosud povolené slozky ¢i vyskytujici se jako nezadouci
kontaminanty), zesiluje tlak na identifikaci a naslednou regulaci potencidlnich ED. Mechanisticka data
z in vitro studii prokazuji, Ze jednotlivé chemické latky obvykle vyvolavaji bunécnou odpovéd
v koncentracich o nékolik tadi vysSich nez u pfirozenych hormonii. Soubézné plsobeni mnoha
prirozenych i exogennich latek a jejich metabolitl, nachazejicich se v organismu v nizkych
koncentracich, je ¢im dal vice zdaraziovano jako relevantni rizikovy faktor, potencialné pfispivajici k
rozvoji patofyziologickych stavi. Identifikace nebezpe¢nosti smési o neznamém slozeni, pripadné smési
slozenych z latek ve velmi nizkych, individualné inaktivnich koncentracich je proto doporucovana jako
nutna (SCHER, SCCS, SCENIHR 2012, Hoffmann et al. 2017, Schug et al. 2011, Prusinski et al. 2016,
Skinner MK 2014, Kato et al. 2006, Sifakis et al. 2017, Silva et al. 2002, Vandenberg et al. 2012,
Rajapakse et al. 2002, Pang et al. 2018, Thongon et al. 2017, Patisaul HB 2017, Rodgers et al. 2018).
Endokrinni disrupce se stava Sirokym tématem zasahujicim do mnoha biomedicinskych disciplin, a to
zejména preventivni mediciny, toxikologie, neinfekéni epidemiologie a farmakologie. Kromée
preventivniho poradenstvi a preventivnich intervencnich opatieni s cilem chranit zdravi spotfebitele je
klicovou aktivitou ptenos vysledkii biomedicinského vyzkumu do klinické praxe a nasledny osviceny
ptistup erudovanych praktickych lékati, odborné zpaisobilych poskytovat preventivni poradenstvi. Uplna
eliminace ED z zivotniho prostfedi neni redlna, proto je v ramci preventivni mediciny smysluplna
védecky podloZzena a erudovana osvéta poskytovana odbornou vetejnosti s cilem oslovit nejvice ohrozené
a citlivé skupiny populace, zejména o preventivnich upravach zivotniho stylu, které mohou
pravdépodobnost expozice ED potencialn¢ snizovat. Vysledky z biomedicinského vyzkumu a
biologického monitorovani jsou velmi cennymi a ¢asto unikatnimi daty, na zakladé kterych lze navrhovat
fadu preventivnich aktivit, napt. opakované biologické monitorovani konkrétnich latek v ramci statniho
dozoru a piipadné zavedeni zdravotnich limiti s cilem chranit vefejné zdravi a predchazet rozvoji
negativnich zdravotnich u¢ink.



2. Hypotézy a cile prace

Obsahem doktorského projektu bylo sledovani potencialu endokrinni disrupce vybranych latek,
které se pouzivaji ve vyrobnich procesech, tvofi soucést spotiebnich vyrobki, pfipadné se mohou ve
spotebnich vyrobcich nachazet jako kontaminanty. Soucasti zadani bylo rovnéZ posouzeni moznosti
sledovani expozice latkam s piredpokladanym zdravotnim rizikem a doporuceni preventivnich opatieni ke
snizeni expozice.

Byly stanoveny tyto hypotézy:

1. Analogické slouceniny ze stejné chemické skupiny, z nichz nékteré jsou vyuzivany jako nadhrady latek
s endokrinni toxicitou, mohou mit podobné vlastnosti a interagovat s endokrinnim systémem. Extrakty
spotiebnich vyrobkt piedstavuji smés, ktera miize vykazovat endokrinni potencial. Vzhledem k tomu,
ze u mnoha latek pfitomnych ve smési nemusi byt dostupné informace o jejich toxicité, je vhodné
zavést efektivni zkuSebni metody in vitro pro vcasnou identifikaci potencialu endokrinni disrupce
chemickych latek, pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich.

2. Zavedené metody bude mozné optimalizovat i pro stanoveni celkového potencidlu endokrinni
disrupce u finalnich spotitebnich vyrobki.

3. Latky s prokdzanou endokrinni toxicitou, pouzivané jako soucast spotifebnich vyrobki,
nebo jejich metabolity, mohou byt detekovany v biologickych tekutinach ¢lovéka a na zaklad¢ jejich
koncentraci Ize stanovit prediktivni indikatory zvysené expozice endokrinnim disruptortim.

4. Endokrinni disruptory jsou eliminovdny z organismu béhem né¢kolika hodin, nicméné clovek je
vystaven jejich kontinualnimu nepfetrzitému piisunu.

5. Dietarni expozice je hlavnim faktorem ovliviiujicim celkovou expozici c¢lovéka endokrinnim
disruptorim. Vhodnymi stravovacimi navyky, vybérem, pfipravou stravy a jejim slozenim Ize
potencialné snizovat expozici endokrinnim disruptortim.

Néplni disertacni prace bylo sledovani potencialu endokrinni disrupce u vybranych chemickych
latek, které se pouzivaji ve vyrobnich procesech nebo tvoti soucast spotiebnich vyrobki. Cile prace byly
zaméfeny na potvrzeni nebo vyvraceni stanovenych hypotéz. V prubéhu zpracovani doktorského projektu
byly ptivodni cile prace doplnény o souvisejici studie.

Primarnim cilem bylo zavedeni efektivnich in vitro metod pro identifikaci endokrinni disrupce
chemickych latek. Jako modelové chemické latky byly vybrany slouCeniny ze skupiny
bisfenoli a ftalath, u nichz bylo nejprve nutné metodami in silico predikovat jejich
mozné ucinky a ziskana data ovétit pomoci nové zavedenych in vitro metod.

Dalsim cilem bylo ovéfeni vyuzitelnosti zavedenych metod i pro stanoveni nebezpecnych
vlastnosti (endokrinni disrupce) u vybranych spotiebnich vyrobkt a jejich ingredienci a optimalizace pro

Dalsim cilem bylo ovéfeni prediktivnich indikatord zvysené expozice ED u clovéka. Na zakladé
nejcastéji detekovanych metabolitt chemickych latek bylo tfeba stanovit vhodné prediktivni indikatory
zvysené expozice.

Doplitkkovym cilem, bylo ovéfeni hypotézy, Ze expozice ED je kontinualni a dietdrni expozice je
relevantnim faktorem ovliviiujicim celkovou expozici ¢lovéka ED, a proto vhodnymi stravovacimi
navyky lze potencidlné snizit expozici. Pro splnéni tohoto cile bylo nutné provést doplitkovou studii
sledujici expozici bisfenolim a ftalathm. Jako zdroj ED ve stravé byly predpokladany zejména
konzervované potraviny a napoje v plechovkach.

ZavéreCnym cilem bylo pfipravit informacni material, vhodny pro edukaci odborné vefejnosti a
preventivni poradenstvi ohledné potencialniho snizovani expozice ED. Za timto Gcelem byl pfipraven
navrh informaéniho materialu vyuzitelny v klinické praxi, vychazejici z dasledné reSerSe védeckych
informaci, ¢itajici vice nez 200 literarnich zdroja.



3. Metodika

Predikce potencialnich ligandu estrogenového receptoru in silico

Pro in silico predikci potencialnich ligandl a vazebnou afinitu k estrogenovému receptoru o na
zakladé chemické struktury, molekulové hmotnosti a rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda byl vyuzit
databazovy nastroj OECD QSAR Toolbox (verze Toolbox 3.3.2). Pro predikei jsou vyuzivany zakladni
strukturni charakteristiky: napt. chemické latky s molekulovou hmotnosti mezi 200 a 500 Da, dvéma
benzenovymi jadry s navazanymi hydroxylovymi skupinami jsou predikovany jako velmi silné ligandy;
latky s molekulovou hmotnosti mezi 200 az 500 Da, 5- az 6¢etnym benzenovym jadrem s neomezenym
po¢tem volnych hydroxylovych nebo amino- skupin jsou predikovany jako silné ligandy; latky s
molekulovou hmotnosti mezi 170 az 200 Da, 5 az 6 atomy uhliku v benzenovém jadie a neomezenym
poctem hydroxylovych nebo amino- skupin jsou predikovany jako stfedné silné ligandy; latky s
molekulovou hmotnosti do 170 Da, 5 az 6 atomy uhliku v benzenovém jadie a neomezenym poctem
hydroxylovych nebo amino- skupin jsou predikovany jako slabé ligandy. Pokud chemicka latka nesplituje
zakladni strukturni a parametrické ukazatele, je predikovana jako nevazajici se na estrogenovy receptor
(napt. latky s vyssi molekulovou hmotnosti nez 500 Da, latky postradajici hydroxylové nebo amino-
skupiny, postradajici cyklickou strukturu jadra, atd.).

Verifikace in silico predikce metodou in vitro s vyuzitim lidské bunécné linie
(dle OECD TG 455)

Pro verifikaci in silico predikce byla vyuzita nové zavedena in vitro zkouska pro detekci
chemickych latek s agonistickou aktivitou na estrogenovy receptor pomoci lidské bunécné linie
VM7Luc4E2 (Rogers & Denison 2000, OECD 2018). Zkouska byla provedena dle metodiky OECD (Test
No. 455: Performance-Based Test Guideline for Stably Transfected Transactivation /n vitro Assays to
Detect Estrogen Receptor Agonists and Antagonists.

Identifikace estrogenniho potencidlu metodou in vitro pomoci metod zaloZenych
na S. cerevisiae (YES, anti-YES, YAS, anti-YAS)

Pro identifikaci a potvrzeni estrogenniho (agonistického) potencialu byla vyuzita nové zavedena
in vitro zkou$ka zalozend na geneticky modifikovaném kmenu (YES) kvasinek S. cerevisiae. Zkouska
sleduje estrogenni aktivitu vzorkll na geneticky modifikovany kmen (YES) kvasinek S. cerevisiae, do
jehoz chromozomu byla stabiln¢ integrovana DNA sekvence genu pro lidsky estrogenovy receptor o
(hERa). Inzertovany plazmid nese reportérovy gen lacZ, kodujici enzym B-galaktozidazu a estrogenovy
(YES) responzivni element (Routledge EJ & Sumpter JP 1996; Sohoni P & Sumpter JP 1998).

Metodika je shodnd pro vSechny dale uvedené varianty metody (YES, anti-YES, YAS, anti-YAS):
mnozici se kvasinkové buiiky jsou exponované necytotoxickym koncentracim vzorku. Pro test se pouziva
kultura, jejiz OD zméfena pii 690 nm je min. 0,2. Jako negativni kontrola (kontrola reagencii) se pouzije
médium s max. koncentraci 1 % DMSO. Kultura je inkubovana v semiaerobnim prostfedi, za kontroly
vyrovnané vlhkosti a s ochranou proti evaporaci, v 96 jamkové mikrodesti¢ce po dobu 48 h pii 31 °C a
jemném tfepani na orbitalni tfepacce v pritomnosti substratu pro enzym [-galaktozidazu.
Indukce exprese reportérového genu pro [-galaktozidazu zplsobi sekreci enzymu [-galaktozidazy
konvertujici Zluty substrat CPRG (chlorophenol red-PB-galactopyranoside) na cerveny produkt.
Zména  zbarveni se  kvantifikuje  spektrofotometricky pfi  vlnové  délce 570 nm
(Xenometrix 2015). Viabilita kultury se méfi a kvantifikuje pii vinové délce 690 nm.



Identifikace anti-estrogenniho potenciilu in vitro pomoci metody zaloZené
na S. cerevisiae (anti YES)

Pro identifikaci anti-estrogenniho (antagonistického) potencialu byla vyuzita in vitro metoda
zalozena na geneticky modifikovaném kmenu (YES) kvasinek S. cerevisiae. Pro detekci anti-estrogenni
aktivity je do média pifidan standardni pfidavek silného ligandu (17f-estradiol [E2; CAS 50-28-2 ] ve
finalni koncentraci 1 x 10-9 mol/l), pficemz metoda detekuje kompetitivni inhibici vazby standardniho
pridavku (zpisobenou vzorkem) na hERa (antagonismus) ve srovnani s negativni kontrolou (médium s
1% DMSO) a pozitivni kontrolou, kterou je referencni material s klinicky potvrzenou anti-estrogenni
aktivitou (4-hydroxytamosifen [HT; CAS 68392-35-8].

Identifikace androgenniho potencidlu in vitro pomoci metody zaloZené na S. cerevisiae (YAS)

Pro identifikaci androgenniho (agonistického) potencialu byla vyuzita nové zavedena in vitro
zkouska zalozend na geneticky modifikovaném kmenu (YAS) kvasinek S. cerevisiae. Zkouska sleduje
androgenni  aktivitu = vzorki na  geneticky = modifikovany  kmen  (YAS)  kvasinek
S. cerevisiae, do jehoz chromozomu byla stabiln¢ integrovana DNA sekvence genu pro lidsky
estrogenovy receptor o (hAR). Jako pozitivni kontrola byl pouzit Sa-dihydrotestosteron [DHT; CAS 521-
18-6].

Identifikace anti-androgenniho potencialu in vitro pomoci metody zaloZené
na S. cerevisiae (anti YAS)

Pro identifikaci anti-estrogenniho (antagonistického) potencialu byla vyuzita in vitro metoda
zalozena na geneticky modifikovaném kmenu (Y AS) kvasinek S. cerevisiae (identickém jako u predchozi
metody popsané v odstavci 6.5.). Pro detekci anti-androgenni aktivity je do média pfidan standardni
pridavek silného ligandu (5a-dihydrotestosteron [DHT; CAS 521-18-6] ve finalni koncentraci 3 x 10-8
mol/l), prficemz metoda detekuje kompetitivni inhibici vazby standardniho ptidavku (zptisobenou
vzorkem) na hAR (antagonismus) ve srovnani s negativni kontrolou (médium s 1% DMSO) a pozitivni
kontrolou, kterou je referenc¢ni material s klinicky potvrzenou anti-androgenni aktivitou (flutamid [FL;
CAS 13311-84-7].

Modifikace metod zaloZenych na S. cerevisiae (varianta XL)

Modifikovana metoda (XL YES, XL anti YES, XL YAS, XL anti YAS) vyuziva postup, kdy se
pfimo v testovaci 96 jamkové desce pripravi fedéni vzorki a nasledné se doplni médium a fedéna kultura
kvasinkovych bun€k. Inkubace je zkracena na min. 18 hodin, coz urychli ziskani vysledkda.
Po inkubaci se spektrofotometricky detekuje viabilita bunck. Cytotoxicita je meéfena jako redukce
rozptylu svétla pii vinové délce 690 nm pomoci spektrofotometru. Nasledné se pouzije lyzacni smés,
ktera usnadni sekreci intracelularné syntetizované [-galaktozidazy do média a zvysi sensitivitu metody.

Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich

Pro v€asnou identifikaci potencialu endokrinni disrupce vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouzivanych ve spotfebnich vyrobcich, byly vybrany slouCeniny ze skupiny bisfenold a ftalatl.
Pro stanoveni potencialu endokrinni disrupce (agonistické i antagonistické aktivity vii¢i estrogenovému i
androgenovému receptoru) byly vyuzity tyto metody: metoda in silico, poskytujici predikci vazby na
estrogenovy receptor (OECD QSAR Toolbox, OECD 2017); metoda in vitro , sledujici indukci exprese
reportérového genu pro enzym luciferazu zalozena na lidské bunécéné linii (OECD TG 455) a metody in
vitro , zaloZzené na dvou kmenech kvasinek S. cerevisiae (Metoda YES a anti-YES, YAS a anti-YAS).



Stanoveni prediktivnich indikatori expozice bisfenolim a ftalatim

Pro detekci vybranych chemickych latek a jejich metabolitlh v moci a pro stanoveni potencialnich
prediktivnich indikatorG zvySené expozice endokrinnim disruptorim byly vybrany archivované
anonymizované vzorky ranni moé¢i, odebrané v roce 2015 v SZU, Centru toxikologie a zdravotni
bezpecnosti, dospélym ucastniklim, muzim i zenam, pracujicim v Praze.
Pocet vzorki byl 96. Analyzy byly provedeny v akreditovanych laboratotich Statniho zdravotniho tstavu,
Centra toxikologie a zdravotni bezpecnosti na Oddéleni chemické bezpeCnosti (metabolity ftalatd,
bisfenoly) a Centra hygieny prace a pracovniho Iékatstvi, Oddéleni pro hodnoceni expozice chemickym
latkdm na pracovisti (kreatinin). VSechny zjisténé koncentrace analytl byly pfepocitiny na gram
kreatininu (pg/g Cr). Byly stanoveny zakladni popisné statistické ukazatele (Cetnost, aritmeticky pramér,
geometricky primér, median, percentil 95, 75, 50, 25 a nejvyssi hodnota). Vysledky byly vyneseny do
grafii a na zéklad¢ zhodnoceni cetnosti detekce byly stanoveny potencialni prediktivni indikatory zvysené
expozice endokrinnim disruptorim. Pro zakladni popisné statistické vyhodnoceni byl pouzit program
Excel 2013 (Microsoft Office Standard 2013). Vysledky byly rovnéz shrnuty do piehledné tabulky,
interpretovany a diskutovany na zaklad¢ popisnych charakteristik a zakladnich statistickych parametra.

Porovnani efektivity intervencnich opatieni pro potencidlni sniZeni expozice bisfenoliim
a ftalatim

Studie byla navrzena jako doplnkova a jeji potencialni piinos vyplynul z reSer$ni ¢asti sledujici
vyvoj problematiky a z dosazenych vysledkli experimentalni Casti  disertatni  prace.
S ohledem na omezeny pocet ucastnikli (n = 6) byla studie usporadana jako dvouFazova se dvéma Fazemi
intervence s odliSnymi stravovacimi zvyklostmi (Faze I — zvysSeni expozice: pozadavek na konzumaci
konzervovanych potravin a napoji v plechovkach, Faze Il — sniZeni expozice: pozadavek na vylouceni
konzervovanych potravin a ndpoji v plechovkach), kdy se vSichni dobrovolnici ucastnili obou Fazi
studie. V obou Fazich bylo nutné zajistit po dobu ¢ty dnii v definovanych ¢asech odbéry moci a bylo téz
vhodné, aby se co nejvice ucastnikli nachazelo v obou Fazich studie co nejdelsi dobu ve shodném
vnitinim prostiedi (domacnosti). Dle Casovych moznosti Ucastnikii a za Ucelem c¢asového odde€leni
jednotlivych Fazi studie tak, aby vysledky jednotlivych Fazi nebyly vzajemné ovlivnény, bylo zvoleno
dostatecné¢ dlouhé obdobi bez intervence (cca 4 mésice). Kazda Faze studie trvala 4 dny po sob¢ (patek —
pondéli), pticemz v pondéli doslo k odbéru pouze ranni moci a doruceni vsech vzorkii koordinatorovi
studie.

Féaze 1 probihala v listopadu 2017. Pozadovala stravu zaméfenou na konzervované potraviny
(min. 2 ks za den dle vlastniho vybéru), a napoje v plechovkach (min. 2 ks za den dle vlastniho vybéru).
Féze 1I probihala v dubnu 2018. Pozadovala vylouceni jakychkoliv konzervovanych potravin a napoja v
plechovkach ve stravé. V obou studiich bylo pozadovano vynechani vybranych ¢innosti: zahradni¢eni,
modelafstvi, prace s barvami, lepidly, syntetickymi tmely, laky, natérovymi hmotami. Jako bazalni
(neovlivnény  zadnou z  Fazi  studie) byl zvolen vzdy prvni  odbér  moci.

Piiprava informac¢niho materialu, vhodného pro predavani informaci Siroké verejnosti
jako nastroj pro obor preventivni mediciny pro vyuZiti napr. i v ramci klinické praxe
Informacni material, vhodny pro edukaci odborné vetrejnosti a preventivni poradenstvi ohledné
potencidlniho snizovani expozice ED byl pfipraven jako navrh v PDF tak, aby v piipadé z&jmu napf.
organi  ochrany  vefejného  zdravi, odborné vefejnosti, odborniki z  klinické praxe
(napt. gynekologti, praktickych lékatt, pediatrl) mohl byt vyuzitelny pro preventivni poradenstvi i
edukaci $iroké vetejnosti. Navrh byl zpracovan ve dvou variantach (verze A3 — letak s nazornou grafikou
a prehledem preventivnich ptistupi (10 rad) a verze A4 — n€kolikastrankova informativni brozura
s vysvétlenim problematiky a s ndzornou grafikou ).



4. Vysledky

Dosazené vysledky jsou popsané jak v disertacni praci, tak v publikacich, které jsou jeji
soucasti (Dvotdkova et al. 2016, Dvordkova et al. 2018, Kejlovd et al. 2019).

Nejprve byla provedena predikce potencialnich ligandd estrogenového receptoru in silico, za
vyuziti vefejné dostupného néstroje OECD QSAR Toolbox u dvou skupin u vybranych chemickych latek
se zdravotnim rizikem, pouzivanych ve spottebnich vyrobcich (ftalati, bisfenolt). Néasledné byla predikce
in silico ovétena pomoci dvou nové zavedenych in vitro metod, a to metodou OECD TG 455, zaloZenou
na lidské bunécné linii pfirozené exprimujici estrogenovy receptor o a B a v ramci dalSich experiment
pozdéji i metodou YES, zalozenou na geneticky modifikovaném kmenu kvasinek S. cerevisiae se stabilné
inkorporovanym genem pro lidsky estrogenovy receptor a. Experimentalni prace pokrac¢ovala stanovenim
potencialu endokrinni disrupce u vSech vybranych ftalati a bisfenold, za vyuziti metod YES (viz vyse) a
metody YAS, zalozené na modifikovaném kmenu S. cerevisiae se stabiln¢ inkorporovanym genem pro
lidsky androgenovy receptor a. Metody YES a YAS se pii praci s vybranymi chemickymi latkami
osveédcily jako vhodné pro rutinni testovani, proto byly zvoleny pro optimalizaci k Sir§imu vyuziti, resp.
testovani endokrinniho potencialu spotiebnich vyrobkil. Experimentalni prace dale pokracovala
testovanim extraktii spotfebnich vyrobkl na bazi papiru, plastu, kosmetickych ptipravki rizného slozeni
a doplikd stravy s vyuzitim metod YES, YAS. Pro sledovani cest expozice a biologické monitorovani
experimentalni prace pokracovala analyzou 96 archivovanych vzorkli moci s cilem ovéftit predpokladané
prediktivni indikatory expozice ftalatim a bisfenolim. Z odbornych zdroji bylo zjisténo, Ze minimum
praci je zaméfeno na sledovani efektivity intervencnich opatfeni potencialné snizujicich expozici. Proto
experimentalni prace pokracovala doplitkovou studii na omezeném souboru dobrovolnikl, sledujici
potencialni snizeni expozice ftalathm a bisfenolim po vylouceni konzervovanych potravin a napoju
v plechovkach. Na zakladé vSech dosazenych vysledki i informaci z odbornych zdrojii byl pfipraven
informacni material, vhodny pro ptfedavani informaci Siroké vefejnosti jako nastroj pro obor preventivni
mediciny pro vyuziti napt. i v ramci klinické praxe.

Predikce potencialnich ligandu estrogenového receptoru in silico

Vsechny latky ze skupiny bisfenoltl byly pomoci in silico nastroje OECD QSAR Toolbox
predikovany jako velmi silné ligandy estrogenového receptoru (“very strong binder”). VSechny latky ze
skupiny ftalatt, které byly predikovany jako nevazajici se na estrogenovy receptor (“non binder”).
Vysledky jsou sumarizovany v tabulce 1.

€. | Latka Zkratka | CAS MW Sumarni vzorec Vazba na ER

1 Bisfenol A BPA 80-05-7 228.29 (CH3)2C(C6H40H)2 Velmi silny ligand
2 Bisfenol AF BPAF 1478-61-1 336.23 (CF3)2C(C6H40H)2 Velmi silny ligand
3 Bisfenol AP BPAP 1571-75-1 290.36 CH3C(C6H5)(C6H40H)2 Velmi silny ligand
4 Bisfenol BP BPBP 1844-01-5 352.43 C25H2002 Velmi silny ligand
5 | Bisfenol C BPC 79-97-0 256.34 | (CH3)2C[CGH3(CH3)OH]2 Velmi silny ligand
6 Bisfenol E BPE 2081-08-5 214.26 CH3CH(C6H40H)2 Velmi silny ligand
7 Bisfenol F BPF 620-92-8 200.23 CH2(C6H40H)2 Velmi silny ligand
8 Bisfenol FL BPFL 3236-71-3 350.41 C25H1802 Velmi silny ligand
9 Bisfenol G BPG 127-54-8 312.45 C21H2802 Velmi silny ligand
10 Bisfenol M BPM 13595-25-0 346.46 C6H4[C(CH3)2C6H40H]2 Velmi silny ligand
11 Bisfenol P BPP 2167-51-3 346.46 C6H4[C(CH3)2C6H40H]2 Velmi silny ligand
12 | Bisfenol S BPS 80-09-1 250.27 028(C6H40H)2 Velmi silny ligand
13 Bisfenol TMC BPTMC 129188-99-4 310.43 C21H2602 Velmi silny ligand
14 | Bisfenol Z BPZ 843-55-0 268.35 C6H10(C6H40H)2 Velmi silny ligand
15 | Diethyl ftalat DEP 84-66-2 222,24 | C6H4-1,2(CO2C2H5)2 Neni ligand

16 Bis(2-ethylhexyl) ftalat || DEHP 117-81-7 390,56 C24H3804 Neni ligand

17 Benzyl butyl ftalat BBP 85-68-7 312,36 2-[CH3(CH2)302C] Neni ligand

18 Dibutyl ftalat DBP 84-74-2 278,34 C6H4C0O2CH2C6H5 Neni ligand

19| Diisobutyl ftalat DIBP 84-69-5 278.34 | C6H4-1,2[CO2(CH2)3CH3]2 Neni ligand

20 Diisononyl ftalat DINP 28553-12-0 418,61 C6H4-1,2-[CO2CH2CH(CH3)2]2 Neni ligand

21 Diisodecyl ftalat DIDP 26761-40-0 446,66 C6H4(CO2C9H19)2 Neni ligand

Tabulka 1. Vysledky predikce estrogenni aktivity pomoci OECD QSAR Toolbox.
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Verifikace in silico predikce metodou in vitro (OECD TG 455)

Vsechny latky typu bisfenold s vyjimkou bisfenolu FL. (BPFL) vykazovaly agonistickou aktivitu
vici estrogenovému receptoru o, s rozdilnou indukei reportérového genu. Nejsilnéjsi indukce
reportérového genu vedouci k luciferazové aktivité byla zjisténa u bisfenolu A (BPA), bisfenolu TMC
(BPTMC), bisfenolu AF (BPAF) a bisfenolu F (BPF); stfedné silna u bisfenolu AP (BPAP), bisfenolu C
(BPC), bisfenolu E (BPE), bisfenolu M (BPM), bisfenolu S (BPS) a bisfenolu Z (BPZ) a nizka u
bisfenolu BP (BPBP), bisfenolu G (BPG), bisfenolu P (BPP). N¢které bisfenoly (napi. BPA, BPC, BPP,
BPTMC) mohou fungovat jako ligandy estrogenového receptoru ve velmi nizkych koncentracich (od 10
mg/ml). Latky typu ftalati, a to bis(2-ethylhexyl) ftalat (DEHP), benzyl butyl ftalat (BBP), dibutyl ftalat
(DBP), diisobutyl ftalat (DIBP) vykazovaly agonistickou aktivitu vii¢i estrogenovému receptoru a,
s rozdilnou silou indukce reportérového genu. Nejsiln€jsi indukce reportérového genu vedouci
k luciferazové aktivité byla zjisténa u benzyl butyl ftalatu (BBP). Nizka indukce, dosahujici v§ak hodnot
luciferazové aktivity indukované pozitivni kontrolou, byla zjiSténa u diisobutyl ftalatu (DIBP) a dibutyl
ftalatu (DBP). Velmi nizka az negativni aktivita byla zjisténa u diethyl hexyl ftalatu (DEHP). Benzyl
butyl ftalat mize fungovat jako ligand estrogenového receptoru (tj. indukuje transkripci reportérového
genu, kterd vede k luciferazové aktivit€) v nizké koncentraci (107 mg/ml). Ostatni ftalaty indukovaly
transkripci reportérového genu v koncentraci 107> mg/ml.

Stanoveni potencialu endokrinni disrupce u vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich

Kromé agonistické aktivity vic¢i ERa zjisténé metodou dle OECD TG 455, kdy u vSech bisfenolt
s vyjimkou BPFL byla zjisténa rizn¢ silna estrogenni aktivita, byla pomoci metody YES tato estrogenni
aktivita potvrzena s vyjimkou BPBP pfi testovani metodou YES. Slabé agonisticka aktivita vi¢i AR byla
zjisténa pomoci metody YAS u BPFL a BPZ. U vice latek ze skupiny bisfenolil byla pozorovana stfedni
az slaba antagonistickd aktivita vi¢i ERa. U vSech bisfenoli byla zjisténa slaba, stfedni az silna
antagonisticka aktivita vi¢i AR. U latek ze skupiny ftalati byla pomoci metody YES potvrzena
estrogenni aktivita u BBP. V metod¢ anti YES vykazoval antiestrogenni aktivitu DBP. Pomoci metody
anti YAS byla u ftalatt DEHP, BBP, DBP, DIBP zjiiténa slaba antagonisticka aktivita vii¢i AR. Zadna
latka ze skupiny ftalati nevykazovala agonistickou aktivitu vii¢i AR (viz tabulka 2).

.y Ligand ER Agonista Agonista Antagonista Agonista Antagonista
Testovana ldtka (OECD QSAR Toolbox) ERa, ERB ERa ERa AR AR
(OECD TG 455) (YES) (anti YES) (YAS) (anti YAS)

Diethy! ftalat (DEP) N N N N N N
Bis(2-ethylhexyl) ftalat (DEHP) N N N N N +

Benzyl butyl ftalat (BBP) N +++ ++ N N +

Dibutyl ftalat (DBP) N + N ++ N +
Diisobutyl ftalat (DIBP) N + N N N +
Diisonony! ftalat (DINP) N N N N N N
Diisodecy! ftalat (DIDP) N N N N N N

Bisfenol A +H+ +++ +++ + N ++
Bisfenol AF +++ ++4+ +++ + N +

Bisfenol AP +++ ++ + ++ N +

Bisfenol BP (BPBP) +++ + N + N ++
Bisfenol C (BPC) +H+ ++ +++ N N 4+
Bisfenol E +H+ ++ + N N +

Bisfenol F (BPF) +H+ +++ ++ + N +

Bisfenol FL (BPFL)* +H N + + + +

Bisfenol G (BPG)* +H+ + ++ + N ++
Bisfenol M (BPM)* +++ ++ + + N vy
Bisfenol P (BPP) +H+ + + ++ N ++
Bisfenol S (BPS) +H ++ ++ + N ++
Bisfenol TMC (BPTMC)* +H+ +t +++ N N ++
Bisfenol Z (BPZ) +H+ ++ 4+ N + N

Tabulka 2. Potencial endokrinni disrupce latek ze skupiny bisfenolt a ftalata.
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Legenda k tabulce 2:

*Testovano v nejvyssi mozné necytotoxické testované koncentraci: 10-5 mol/l (u metody zalozené na S.
cerevisiae)

Kategorizace vysledkt (+, ++, +++) byla zvolena jen pro upfesnéni vysledki v této praci.

ER: estrogenovy receptor

AR: androgenovy receptor

Stanoveni potencialu endokrinni disrupce u extraktu spoti‘ebnich vyrobku na bazi papiru

Vzorky s bilym, zlutym, cervenym a modrym potiskem vykazovaly negativni agonistickou
aktivitu vuci estrogenovému i androgenovému receptoru. Vzorek papiru s ¢ernym potiskem A (black
print) vykazoval agonistickou aktivitu vii¢i androgenovému receptoru. Dale byly detekovany Casté slabé
antagonistické interakce. Navic, v antagonistickych studiich (anti YES, anti YAS) byly zjistény zvysené
hodnoty OD570 a vyssi indukéni poméry, indikujici mozné potencujici G¢inky vzorkd vedouci k zesileni
vazby silnych ligandti (standardniho pifidavku v definované koncentraci) na pfislusny receptor, ve
srovnani s hodnotami negativni kontroly.

Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u extrakti spotif‘ebnich vyrobkiu na bazi plastu

Vzorek vyrobeny z plastu ABS cervené barvy (“Kegel balls red”; VenusSiny kuli¢ky - ¢ervena)
vykazoval antagonistickou aktivitu vii€i estrogenovému receptoru o a androgenovému receptoru. Ostatni
vzorky vykazovaly negativni odpoved..

Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u kosmetickych pripravki rizného sloZeni

Vzorky kosmetickych ptipravkil rizného slozeni vykazovaly antagonistickou aktivitu vaci
estrogenovému receptoru o a androgenovému receptoru. Slaba agonistickd aktivita v jedné koncentraci
byla zjisténa u vzorku 6 (parfémovana voda) vici estrogenovému receptoru o (viz tabulka 3.)

Oznaceni vzorku Agonista ERa |  Antagonista ERa Agonista AR Antagonista AR
v grafech Typ vzorku (metoda YES) | (metoda anti YES) (metoda YAS) (metoda anti YAS)
Kolinska Kolinska voda N ++ N ++
Hemp elixir Elixir s konopim olejové konzistence +++ N ++
Byl. krém Bylinny krém N ++ N +
Krém séja Krém anti-age s obsahem sgji N ++ N +
Argan oil Arganovy olej N N N ++
1 Parfémovana voda 1 N N N ++
2 Parfémovana voda 2 N ++ N +Ht
3 Parfém 3 N N N +
4 Parfémovana voda 4 N N N N
5 Parfém deodorant pansky 5 N ++ N +++
6 Parfémovana voda 6 + N N ++
7 -woman Parfém pro Zeny s deklarovanym N N +++
8-man gmfg N N N +H+
9 _?_E.:.%ﬁ.%tg.mnu.ﬁnﬂml&nﬂng) N N N ++
Tabulka 3. Potencialni endokrinni aktivita vzorkii kosmetickych pfipravki —  shrnuti.
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Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u dopliiku stravy

Vzorky 3 a 6 vykazovaly silnou agonistickou aktivitu vii€i estrogenovému receptoru a,
u vzorku 5 byla zjisténa velmi slabé agonisticka aktivita (viz tabulka 4.)

Davkovani o .
. . . T Potencialni endokrinni
Cislo vzorku uvedené Deklarovany obsah Deklarované slozeni .
aktivita
na obalu
Dospéli 19 vyroben z 5g bylin: Broskvor obecnd — semeno,
4 tagletg/ 3x denné Déhel Cinsky — kofen, Svétlice barvifska — kvét,
o ) ' 100 tablet Achyrant dvojzuby — kofen, Rehmanie lepkava — kofen,
1 Détiod 3 let: . o o P A > NS
. z koncentrovanych bylin 1:5 Pivorika bélokvéta — Cerveny kofen, Bigaradie — plod,
2 tablety 3 x denné. o L o
Koprni¢ek Walichtiv — oddenek, Platykodon velkokvéty i
LS N NEGATIVNI
— kofen, Lékofice — uprav. kofen.
— 1 g vyroben z 5 g bylin: Rehmanie lepkava — kofen
petl . vafeny ve viné, Morinda Iékar'ska — kofen, Déhel Cinsky
4 tablety 3x denné. M [ . o o
. ) 100 tablet - kofen, Gumojilm jilmovy - kira kmene a vétvi, ;
2 Déti od 3 let: . . S T L o NEGATIVNI
2 tablety 3 x denné z koncentrovanych bylin 1:5 K}Jstlovnlce“cmslfa —lplod,"Skc?nccv)vnllk ¢insky — kgra
) vétvi, Jam &insky — hliza, Dfin Iékarsky — plod, Kokotice
¢inské — semena.
1 g vyroben z 5 g bylin: Svétlice barvifska — kvet;
P — Broskvor obecna - semeno; Salvéj ¢ervenokofenna —
4 tagl et{/ 3x denné kofen; Kurkuma citvarovd - oddenek; Kridlatka ANTAGONISTA
3 Dasti od 3 let: ' 100 tablet japonska — kofen a oddenek; Pivorika bélokvéta — Androgenového receptoru
2 tablety 3 x' denné z koncentrovanych bylin 1:5 cerveny kofen; Toulec lalo¢ny — kofen, stonek; Zimolez
' japonsky — stonek; Zevar vybézkaty — oddenek; AGONISTA
Karbinec leskly — nat; Déhel Cinsky — koncova €ast | Estrogenového receptoru a
kofene.
Dospéli: 1 g vyroben z 5 g bylin: Rehmanie lepkava — kofen
4 tablety 3x denné. 100 tablet vafeny ve ving; Skoficovnik Cinsky — klra vétvi; )
4 Déti od 3 let: 2 koncentrovanich bylin 1:5 Pornatka kokosova — plodnice houby; Pivorika kiovita — NEGATIVNI
2 tablety 3 x denné. yeh bylin - kura kofene; Jam Cinsky — hliza; Dfin Iékafsky — plod;
Zabnik vychodni — oddenek.
Dospéli: 1 g vyroben z 5 g bylin: Pivorika bélokvéta — kofen,
4 tablety 3 x denné. 100 tablet Koprnigek Walichiv — oddenek, Zabnik vychodni —
5 Déti od 3 let: , o kofen, Pornatka kokosova — plodnice houby, Bodlak
. z koncentrovanych bylin 1:5 } . P " AGONISTA
2 tablety 3 x denné. velkoUborovy — oddenek, Déhel ¢insky — kofen. .
Estrogenového receptoru a
Dospéli: 1 g vyroben z 5 g bylin: Housenice €inska — plodnice
6 1 0dm. 2 x denné. 30 g prasku z koncentrovanych | houby. Obsah polysacharidd v extraktu je minimainé AGONISTA
Détiod 3 let: bylin 1:5 30 % (200 mg/g). Estrogenového receptoru a
1 0odm. 1 x denné. 9 P
Dospéli: Jam &insky (hliza), Skoficovnik ¢insky (klra vétvi).
7 Dgporgcena vdenm 1099 Koncentrovany bylinny NEGATIVNI
davka je 1 x denné prasek 1:5
4 odmérky.
Dospéli: 30 g prasku z koncentrovanych | Drmek obecny — kofen, Déhel Cinsky — kofen, Déhel n
8 . . N PRI o Ly NEGATIVNI
4 odmérky 1 xdenné. | bylin 1:5 Cinsky — koncova Cast kofene.
Dospéli: o it . . 6 lety korejsky Cerveny zenSen ’
9 1 Izicka (soucst 100 % Cisty extrakt, 30 g; Voda, véehoj Zendenovy. NEGATIVNI

baleni) za den.

80 mg/g ginsenoidu.

Tabulka 4. Potencialni endokrinni aktivita vzorkt doplnkd stravy — shrnuti.
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Stanoveni prediktivnich indikatori expozice bisfenoliim

Analyzou 96 vzorkli ranni moci byly zjiStény koncentrace BPA, BPF,
BPS (ug/g kreatininu). Ojedinéle byly zjistény nizké koncentrace u BPF (3 vzorky) a BPS
(1 wvzorek). Nejvyssi Cetnost pozitivnich vzorkd i nejvyssi koncentrace byly zjistény u BPA
(27 vzorki). Ve vzorcich 1 — 69 byly koncentrace bisfenol nizsi nez byl limit kvantifikace analytické
metody (<LOQ). Jako prediktivni indikator expozice bisfenoliim je mozno vyuzit BPA, vzhledem k
ojedin¢lym naleziim BPF a BPS je vSak vhodné monitorovat i tyto analyty, z diivodu jejich mozného
vyuzivani jako ndhrad BPA.

BPA, BPF, BPS detekované ve vzorcich ranni moci
120

110
100

90

=—rr=—BPS

e BPF

—e—BPA

N | NN NN i NN NN NN NN | N N N ey
404142434445464]’4849 5051 51535455 56 57 58 5960616163646566676869]’0 7172737475 7677 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 9192 93 94 95 96

Vzorky moci

Graf 3. Zjisténé koncentrace (ug/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA), bisfenolu S (BPS) a bisfenolu F
(BPF) v 96 vzorcich ranni moci.
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Stanoveni prediktivnich indikatori expozice ftalatiim

Analyzou 96 vzorkih ranni moci byly zjisteny koncentrace metaboliti ftalatl
(ng/g kreatininu). Byla zjisténa vysoka Cetnost pozitivnich vzorkti. Velmi vysoké hodnoty byly zjistény u
MEP. Jako prediktivni indikatory expozice ftalatim je mozno vyuzit monoethyl ftalat (MEP), mono
butyl ftalat (MnBP) a mono isobutyl ftalat (MiBP).

Metabolity ftalati detekované ve vzorcich ranni moci
3500
3400 —
3300 T
3200
3100
3000
2900
2800 —
2700

2600
2500

—k—MEP
—<—MIiBP
—&—MnBP
—H-5-ox0
MEHP

—o—5-0OH-
MEHP

Vzorky modéi

Graf 4. Zjisténé koncentrace (pg/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono isobutyl ftalatu (MiBP),
monobutyl ftalditu (MnBP), 5-oxo-monoethyl hexyl ftalatu (5-oxo MEHP) a 5-hydroxy-monoethyl hexyl
ftalatu (5-OH MEHP) v 96 vzorcich ranni mo¢i.
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Detail grafu 4 (graf 5.): analyzou 96 vzorkli ranni moci byly zjiStény koncentrace metabolitl
ftalatd (ug/g kreatininu). Nejvyssi Cetnost byla zjisténa u MEP, MnBP a MiBP. Velmi vysoké hodnoty
byly zjistény u MEP.

Metabolity ftalati detekované ve vzorcich ranni moci

250

200

-+ MEP
=<MiBP

150

-o-MnBP

Hg/gCr

-#5-0%x0

MEHP
100

——5-0OH-
MEHP

==MBzP

==MEHP
50

]

LHOHORONOHOS

13 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 81 83 85 87 89 91 93 95

Vzorky moci

Graf 5. Detail zjisténych koncentraci 0 - 250 (pg/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono
isobutylftalatu (MiBP), monobutyl ftalatu (MnBP), 5-oxo-monoethyl hexyl ftalatu (5-oxo MEHP)
a 5-hydroxy monoethylhexylftalatu (5-OH MEHP) v 96 vzorcich ranni moc¢i. Jako prediktivni indikatory
expozice ftalatim lze vyuzit MEP, MnBP a MiBP, které se vyskytovaly témét ve vSech vzorcich.
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Sledovani efektivity interven¢nich opati‘eni pro potencialni sniZeni expozice ftalatim a bisfenolim

Ve dvou Fazich studie (FAZE I, FAZE 1I) byly zjistovany koncentrace metabolitd ftalata, BPA, BPF a BPS v mo¢i (ug/g kreatininu). V tabulkach 6. a 7. jsou
shrnuty vysledky analyzy mo¢i ve dvou Fazich studie (FAZE I, FAZE II) zamé&fené na efektivitu intervenénich opatfeni pro potencialni sniZeni expozice ftalatim

a bisfenolum.

Zakladni statistické ukazatele MEP MiBP MnBP 5-ox0-MEHP |5-OH-MEHP MBzP MEHP | Celkovy pocet hodnot Bisfenol S Bisfenol F Bisfenol A Celkovy pocet hodnot
N 60 60 60 60 60 60 60 420 60 60 60 180
CETNOST negativnich hodnot (<LOQ) 11 10 5 39 26 53 27 171 60 55 48 163
CETNOST pozitivnich hodnot (>LOQ) 49 50 55 21 34 7 33 249 0 5 12 17
Primeér vSech hodnot 37,96 16,82 31,22 2,94 6,50 0,32 1,79 nedostatek hodnot 2,56 2,28
Pramér pozitivnich hodnot 46,48 20,18 34,05 8,41 11,47 2,70 3,24 nedostatek hodnot 30,72 11,40
Nejvyssi hodnota 274,04 76,01 129,39 20,56 43,09 5,87 18,26 nedostatek hodnot 100,79 24,16
Geometricky primér 27,15 14,63 28,12 6,45 8,26 2,44 2,08 nedostatek hodnot 11,92 9,92
Median 19,27 10,01 22,80 nedostatek hodnot 3,76 nedostatek hodnot 1,02 nedostatek hodnot nedostatek hodnot | nedostatek hodnot
Tabulka 5. Zakladni statistické ukazatele hodnot (FAZE I).
Zakladni statistické ukazatele MEP MiBP MnBP 5-ox0-MEHP |5-OH-MEHP MBzP MEHP | Celkovy poéet hodnot Bisfenol S Bisfenol F Bisfenol A Celkovy poéet hodnot
N 60 60 60 60 60 60 60 420 60 60 60 180
CETNOST negativnich hodnot (<LOQ) 4 0 0 14 6 60 0 84 59 60 56 175
CETNOST pozitivnich hodnot (>LOQ) 56 60 60 46 54 0 60 336 1 0 4 5
Priimér viech hodnot 65,49 57,34 95,83 18,02 36,76 nedostatek hodnot 13,32 nedostatek hodnot nedostatek hodnot 0,58
Primér pOZitian’Ch hodnot 70,17 57,34 95,83 23,50 40,84 nedostatek hodnot 13,32 nedostatek hodnot nedostatek hodnot 8,72
Nejvy§§i hodnota 513,72 354,38 542,73 112,63 250,41 nedostatek hodnot 95,40 5,94 nedostatek hodnot 14,30
Geometricky’ prﬁmér 41,65 28,51 62,54 13,78 22,40 nedostatek hodnot 7,51 nedostatek hodnot nedostatek hodnot 8,04
Median 44,37 26,62 54,35 8,22 17,38 nedostatek hodnot 7,42 nedostatek hodnot nedostatek hodnot | nedostatek hodnot

Tabulka 6. Zakladni statistické ukazatele hodnot (FAZE 1I).

Shrnuti vysledkii:

U ftalati byla celkova Cetnost negativnich hodnot (<LOQ) ve Fazi 1 (40,7 %) vyssi nez ve Fazi Il (20 %). Celkovy pocet negativnich hodnot byl niz§i nez u
bisfenolt. Zaroven byly zjistény ve Fazi Il cca min. 2 x vyssi hodnoty (primér vSech hodnot, primér pozitivnich hodnot, geometricky primér, median). Hodnoty
se fadove neliSily mezi obéma Fazemi (desitky az stovky ug/g kreatininu).

U bisfenolu byla celkova ¢etnost negativnich hodnot (<LOQ) ve Fazi 1 (90,5 %) nizsi nez ve Fazi Il (97,2 %). Celkovy pocet negativnich hodnot byl vyssi nez u

ftalatd. Nejzajimavéj$i rozdily v Getnosti detekce mezi obéma Fazemi byly zjistény u bisfenolu A. Cetnost negativnich hodnot
u BPA ve Fazi I byla 80 %, pti¢emz ve Fazi II (4j. pfi vylouceni konzervovanych potravin a napoju v plechovkach) vzrostla na 93,3 %. Zaroven byly zjistény ve
Fézi Il niz8i hodnoty (primér vSech hodnot, primér pozitivnich hodnot, geometricky primér, median, nejvyssi hodnota).
Hodnoty u BPA se radove nelisily mezi obéma Féazemi (jednotky az desitky ug/ g kreatininu).
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Navrh informac¢niho materialu, vhodného pro edukaci odborné verejnosti a preventivni
9
poradenstvi ohledné potencialniho sniZovani expozice ED

S ohledem na rtznorodost expozi¢nich cest a rozSifeni chemickych latek s potencidlem interagovat s
endokrinnim systémem byl informacni materidl pfipraven jako srozumitelny navod 10 rad, jak
potencidln¢ snizovat expozici ED v bézném zivoté. Byl pfipraven navrh rozsifené verze s moznosti
vydani jako brozura (obsahujici podrobnéjsi popis preventivnich opatfeni) a zkracend jednostrankova
verze 10 rad, obsahujici ndzornou informativni grafiku a minimum textu, s cilem podnitit zdjem S§irsi
vetejnosti o téma endokrinni disrupce. Nékteré z preventivnich piistupt jsou také obsahem prevence napi-.
kardiovaskularnich onemocnéni, onkologickych onemocnéni nebo obezity (napf. vyvazena strava z
cerstvych surovin, nekufactvi a udrzovani zdravé télesné vahy a hladiny cholesterolu). Z védeckych a
odbornych informaci z vice nez 200 literarnich zdroja vyplyva, Ze i tato opatfeni mohou mit vliv na
snizeni expozice mnoha chemickym latkam z prostedi, mezi kterymi se mohou vyskytovat také latky s
endokrinni aktivitou. Nazev informa¢niho materidlu je “Endokrinni disruptory, 10 rad jak se pted nimi
chranit” a uvadi téchto 10 rad:

- vybirejte spotebni vyrobky a potraviny s rozumem

- dodrzujte pestrou stravu a vhodnou domaci piipravu cerstvého jidla

- omezte spotfebu konzervovanych potravin a napoju v plechovkach

- vzdy konzultujte uzivani dopliki stravy s Iékafem

- vybirejte zodpoveédné kosmetické piipravky a Cistici prostiedky

- myjte si ruce a pouzivejte ochranné prostiedky

- zbavujte domacnost prachu a vétrejte

- nekuite

- preferujte pohyb na Cerstvém vzduchu a omezte pobyt v mistnostech nebo automobilech

- udrzujte si zdravou vahu a snaZzte se snizovat hladinu cholesterolu

Ucelem bylo shrnout preventivni doporuceni, kterd mohou byt aplikovatelna v bézném zivoté a mohou
dle dosavadnich védecky podlozenych informaci ve svém souhrnu pfispét ke snizovani expozice nejen
ED, ale i ostatnim kontaminujicim chemickym latkam.

5. Diskuse

Predikce potencialnich ligandi estrogenového receptoru in silico

Nami dosazené vysledky metodou in silico predikovaly vSechny latky typu ftalatd jako
neinteragujici s estrogenovym receptorem, pficemz vSechny latky ze skupiny bisfenoli byly
predikovany jako velmi silné ligandy. Je tfeba zdiraznit, Ze v soucasné dobé neexistuje
zavazny postup, jak hodnotit potenci latek v in  vitro studiich detekujicich potencial
endokrinni disrupce a uvedend kategorizace endokrinni aktivity v tabulce 10. (+, ++, +++)
byla  provedena pouze pro  zpfesnéni  experimentalnich  vysledki v  této  préaci.

In silico predikce tedy nekoreluje zcela ptesn€ s in vitro vysledky, kdyz u n€kterych ftalatt byla
zjiSténa agonisticka aktivita vici estrogenovému receptoru (benzyl butyl ftalat (BBP), dibutyl ftalat
(DBP), diisobutyl ftalat (DIBP)) a u bisfenolu FL (BPFL) naopak velmi nizk4 az negativni agonisticka
aktivita. Dtvodu, pro€ se in silico predikce nemusi vzdy zcela ptesné shodovat s laboratornimi vysledky
je nekolik. In silico predikce mtze byt ovlivnéna piedevsim obsahem dat z databazi, které dany in silico
nastroj vyuziva, a také specifikaci u¢inka v algoritmu predikce. Expertni systém rtER ver.1 - profilator
USEPA, jehoz data vyuziva OECD QSAR Toolbox, mize zajistovat predikci za ucelem kategorizace a
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seskupovani, a nikoli pro zcela presnou predikci relativni vazebné afinity konkrétni latky k
estrogenovému receptoru (OECD 2017). Dal§im divodem je specificita toxického uc¢inku. OECD QSAR
Project byl zahajen za i¢elem identifikace vlastnosti chemickych latek a jejich seskupovani (OECD 2007)
a obsahuje data o rlznych typech toxicity. OECD QSAR Toolbox nerozliSuje, na ktery typ
estrogenového receptoru (napf. a nebo B) je predikce specificka. In vitro biologicky systém, odvozeny z
lidskych bun¢k (napt. bunééné linie uvedené v OECD TG 455), napt. exprimuje jak estrogenovy receptor
o, tak v men$i mife estrogenovy receptor . Vazba konkrétni chemické latky mize byt specifickd pro
konkrétni typ receptoru, proto mize dochazet pii porovnani in silico predikce s vysledky specifického in
vitro systému nebo dat in vivo k odchylkdm u konkrétnich latek. OECD QSAR Toolbox nicméné jako
jeden z mala vefejné dostupnych a pokrocile validovanych in silico néstroju in silico predikci interakce s
estrogenovym receptorem umoziuje a nova verze OECD QSAR Toolboxu (v.4 z roku 2017) nabizi i dalsi
moznosti predikce, napt. interakce s proteiny nebo s receptorem kyseliny retinové, které mohou byt taktéz
vyuzity v kombinaci s vhodnymi in vitro metodami pro rozsifeni predikce endokrinni aktivity. Bohuzel,
vetejné dostupny in silico nastroj, ktery by umozioval predikci interakce s androgenovym receptorem
nebyl do soucCasné doby validovan, proto takova predikce v ramci této prace nebyla provedena.

Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u vybranych litek se zdravotnim rizikem,
pouzivanych ve spotifebnich vyrobcich

S pomoci péti in vitro metod byl v ramci experimentalni prace stanoven endokrinni potencial
latek ze skupiny bisfenoli a ftalath, ktery indikuje mozné naruSeni steroidni signalizace.
U latek ze skupiny bisfenoli byla zjisténa Casta estrogenni, anti-estrogenni a anti-androgenni aktivita (viz
tabulka 2. Mezi jednotlivymi in vitro metodami se ve vysledcich mohou objevit rozdily, zejména u latek
s nizkou aktivitou, kdy za pouziti metody OECD TG 455 vykazovaly nékteré latky velmi slabou aktivitu,
pricemz za pouziti metody YES bylo dosazeno negativnich vysledkt (napt. v pripadé dibutyl ftalatu DBP,
diisobutyl ftalatu DIBP). Odchylky ve stanoveni v ramci jedné metody nebo i mezi jednotlivymi typy
metod se mohou vyskytnout zejména v sile odezvy. Mohou byt zptisobeny vice faktory (napt. rozpustnost
latky, prostupnost skrze membranu do buiky, uroven exprese endogennich receptord, rozdily v
konkrétnich exprimovanych genech (napf. pro vice typd nebo isoforem receptort), zkiizené ovlivnéni
signalnich drah u lidskych bunék, mirny typ cytotoxicity, ovlivnéni aktivity enzymu sekretovaného do
média vzorkem, atd.). Vzhledem k odliSnym biologickym systémim (napf. odlisnd exprese genll pro
endogenni receptory u bunék VM7Luc4E2 exprimujicich estrogenovy receptor o i f a u kvasinkového
kmene exprimujictho pouze estrogenovy receptor o nebo variabilita v  transportnich
mechanismech ¢i pritomnost bunééné stény u kvasinek) mize dochazet k drobnym odchylkam, nicméné
z vysledkt (uvedenych v tabulce 2.) vyplyva, Ze v ramci skupiny latek jsou nové zavedené in vitro
metody spolehlivym nastrojem pro stanoveni (ne)bezpecnosti za laboratornich podminek.
Potvrdilo se, ze je vhodné vyuzivat vice biologickych systémt a kombinovat in vitro zkousky sledujici
vice mechanismii ucinku (napf. agonismus, antagonismus nebo 1 aditivni, potencujici
¢i synergické ucinky), prestoze jejich vysledky se u konkrétnich latek nemusi zcela shodovat (zejména v
pripad¢ slabych interakci). Kombinaci vice vysledku ziskanych in vitro lze zvysit spolehlivost stanoveni
celkového potencialu endokrinni disrupce. Predpoklada se, ze nové vyvijené analogické chemicke latky,
které se stavaji snadno dostupnymi na trhu, mohou slouzit jako nahrady jiz latek regulovanych - napt.
pravé BPA v termotiskovém papiru (Goldinger et al. 2015, Liao et al. 2012). Nase vysledky se shoduji s
podobné zaméfenymi studiemi, sledujicimi mechanismy ucinku napf. u rGznych bisfenolti (analogi
bisfenolu A) na vice typt receptord. Uginky strukturnich analogi na lidské receptory,
podobné ucinkiim bisfenolu A, byly popsany v nedavnych studiich s tim, Zze analogické latky ze skupiny
bisfenolli nemusi byt vhodnymi nahradami BPA (Roelofs et al. 2015; Eladak et al. 2015, Molina-Molina
et al. 2013, Liao et al. 2012; Liao & Kannan 2013; Liao & Kannan 2014).

Néami zavedené in vitro metody zalozené na S. cerevisiae byly vyuzity i k testovani ftalatd
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a ziskana data jsou rovnéz v korelaci s in vitro studiemi sledujicimi endokrinni aktivitu ftalat, kdy

nejsilné€jsi interakce s estrogennim receptorem byly pozorovany u benzyl butyl ftalatu (BBP), nasledné u
dibutyl ftalatu (DBP), diisobutyl ftalatu (DIBP), diethyl ftalatu a diisononyl ftalatu (Harris et al. 1997).

Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u extraktii spotiebnich vyrobkii na bazi papiru,
plastu, kosmetickych pripravki a dopliiku stravy

Noveé zavedené metody zalozené na kvasinkach S. cerevisiae se osvédCily pii testovani
chemickych latek. Buiky S. cerevisiae vykazuji dobrou toleranci napf. vic¢i vys$Sim koncentracim
ethylalkoholu, olejim, solim a zménam osmotického prosttedi i pH, proto lze predpokladat,
ze budou vhodnym biologickym systémem pro testovani komplexnich smési o neznamém slozeni.
S ohledem na vysSe uveden¢ vlastnosti S. cerevisiae byly noveé zavedené in vitro metody (YES, anti YES,
YAS, anti YAS) optimalizovany pro S§ir$i vyuziti, a to pro detekci endokrinniho potencidlu extrakti
spotebnich vyrobkli na bazi papiru, plastu a dale extrakti kosmetickych piipravkd a doplnkl stravy.
U mnoha extraktt spotfebnich vyrobkl rozpusténych v DMSO byl v laboratornich podminkéch zjistén
potencial endokrinni aktivity, a to v tomto pofadi: anti-androgenni a anti-estrogenni aktivita u nejvice
typt vzorkli (vzorky na bazi papiru, plastd, kosmetické piipravky, dopliiky stravy), silnd estrogenni
aktivita (2 vzorky dopliikil stravy ze sortimentu tradi¢ni ¢inské mediciny), androgenni aktivita (1 vzorek
na bazi papiru s ¢ernym potiskem). Zajimavym vysledkem byla androgenni aktivita zjisténa u vzorku
ubrousku s Cernym potiskem (materidlu prichdzejiciho do styku s potravinami), kdy pii nasledné
identifikaci pomoci chemické analyzy byly zjistény i zvySené koncentrace nékterych chemickych latek
(Kejlova et al. 2019). Zajimavym také bylo zjisténi, ze dopliiky stravy ze sortimentu tradi¢ni ¢inské
mediciny mohou vykazovat zna¢né variabilni vysledky — a to zcela negativni endokrinni aktivitu, nebo
naopak silné pozitivni agonistickou aktivitu vi¢i estrogenovému receptoru o, dosahujici az
farmakologickych hodnot (viz graf 1.). Piikladem, ktery potvrdil dobrou specificitu metod, byl vysledek
testovani dvou typa parfémd, u nichz byl deklarovan obsah feromond, a které vykazovaly zcela shodnou
anti-androgenni aktivitu, prestoZze jeden typ parfému byl deklarovan jako damsky (s obsahem latky
Androstenol) a druhy jako pansky (s obsahem latky Androstenone). Zajimavé vysledky také ptinesly
experimenty se spotfebnimi vyrobky na bazi plastu s predpokladanou dlouhodobou expozici a kontaktem
se sliznici (Venusiny kulicky) a dal§imi erotickymi pomtickami. Erotické pomicky vyrobené ze 100%
silikonu nevykazovaly endokrinni aktivitu. V pfipad¢ jednoho vzorku (Venusiny kulicky Cervené barvy,
vyrobené z plastu ABS) byla zjiSténa antagonistickd aktivita vii¢i estrogenovému receptoru o a
androgenovému receptoru. Vsechny vyrobky byly vyrobeny z barevného plastu, avsak v jejich slozeni
nebyla deklarovana zadna barviva. To zduraznuje vyhodu zavedenych in vitro metod, které jsou schopny
odhalit biologicky ucinek finalniho spotfebniho vyrobku, ptestoze v deklarovaném slozeni nemusi byt
uvedeny vSechny slozky. Na zakladé predbézného stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u spotiebnich
vyrobkl mtize byt zvolen dalsi typ analyzy, sméfujici k identifikaci latek, které se mohou podilet na
biologickém ucinku. Nemén¢ zajimavymi byly vysledky ze sledovani potencidlu endokrinni disrupce
kosmetickych ptipravki rizného slozeni. Experimenty se spotiebnimi vyrobky byly vedeny tak, aby bylo
mozno dosadhnout standardniho postupu pro co nejsirsi skalu vzorkt, a zaroven aby bylo mozno ziskavat a
porovnavat vysledky ve srovnatelnych koncentracich extraktlh mezi jednotlivymi skupinami spotiebnich
vyrobkd. U vyrobku “Hemp elixir” olejové konzistence s obsahem konopi byl extrakt pfipraven jako
nejkoncentrovangj$i  (fedénim ptvodniho vyrobku 9:1 v DMSO na pracovni extrakt).
Tento vzorek nasledné vykazoval nejsilngjsi antagonistickou aktivitu vici
estrogenovému receptoru o 1 androgenovému receptoru. Taktéz ostatni kosmetické piipravky v
laboratornich ~ podminkdch  vykazovaly  stejny typ  aktivity, avSak  slabs§i  odezvu.

Pokud jde o testovani komplexnich smési o neznamém slozeni, metody zalozené na S. cerevisiae
se v nasich experimentech osvéd¢ily. Bunky S. cerevisiae jsou schopny dobie ptezivat nejen rychlé
zmény osmotického tlaku, ale 1 vy$si koncentrace latek vyuZzivanych jako pfisady kosmetickych ptipravki

20



— napf. ethanolu (letalni davka predstavuje zhruba 12—14 % objemu), acetaldehydu, kyseliny octové, oleyl
alkoholu, glycerolu, methylesterti, mastnych kyselin, oleji, nekterych stopovych prvki (napf. siry,
hotciku, zinku, médi). Bohuzel, vzhledem k tomu, Ze testovani endokrinniho potencialu u komplexnich
smesi je novym aktudlnim vyzkumnym tématem, publikaci takto zamétenych teprve zacina pfibyvat a
neni k dispozici dostatek publikaci podobn¢ zamétenych. Nekteré studie vSak potvrzuji, Ze nove vyvinuté
in vitro metody lze vyuzit pro testovani nejen chemickych latek, ale i jejich definovanych smési, nebo
smési 0 nezndmém slozeni, napt. biologickych vzorkd (Sonneveld et al. 2005). In vitro studie jsou také
doporucovany jako vhodné pti studiu aditivnich G¢inkli smési, napt. anti-androgennich fungicidnich latek
(Seeger et al. 2016). Obecné se predpoklada, ze latky s pozitivnimi vysledky v systémech in vitro maji
potencial vyvolat neptiznivé GcCinky taktéz in vivo. Citlivé lidské populace by mély byt instruovany jak
potencialné snizovat expozici témto znecistujicim latkam, protoze fadu z nich lze nalézt v mnoha
spotiebnich vyrobcich a v zivotnim prostiedi (Liao et al. 2012; Liao & Kannan 2013; Chen et al. 2016,
Dodson et al. 2012, Meeker JD 2012, Pirard et al. 2018, Bae et al. 2015, Brouwers et al. 2009, Brophy et
al. 2012, Den Hond et al. 2015, Harley et al. 2016). Klicovym ukolem primarni prevence a ochrany
vetejného zdravi je vypracovani vhodnych strategii pro sledovani endokrinni aktivity nejen chemickych
latek, ale taktéz finalnich spotiebnich vyrobkd, napt. pomoci monitoringu konkrétnich prioritnich latek
vyskytujicich se ve spotfebnich vyrobcich (chemické analyzy) nebo i detekei biologickych tc¢inki ptimo
finalnich spotfebnich vyrobkl (napi. materialti prichazejicich do styku s potravinami nebo spotfebnich
vyrobki prichazejicich do styku se sliznici). Nami noveé zavedené metody bude mozné v budoucnu s
vyhodou vyuzit pro stanoveni potencialu endokrinni disrupce. a pfispét tak k definovani preventivnich
opatfeni s cilem chranit zdravi zejména citlivych populaci.

Stanoveni prediktivnich indikatori expozice bisfenoliim a ftalatiim

Vzhledem k rozsiteni latek s endokrinni aktivitou v prostiedi je klicovou aktivitou obord
preventivni mediciny sledovat expozici bézné populace t€émto latkdm. Proto jsme se zaméfili na detekci
prediktivnich indikatorti expozice bisfenoliim a ftalatim. Z analyzy 96 vzorkdi moci, archivovanych v
roce 2015 v SZU, Centru toxikologie a zdravotni bezpecnosti byly nejéast&ji a v nejvyssich koncentracich
detekovany latky ze skupiny ftalatt: monoethyl ftalat (MEP), monobutyl ftalat (MnBP), monoisobutyl
ftalat (MiBP). Jako nejCastéji detekovana latka ze skupiny bisfenold byl, jak jsme ptedpokladali,
detekovan bisfenol A (BPA), a to v koncentracich jednotek az stovek ug/g kreatininu (nejvyssi hodnota
byla 107,5 pg/g Cr), a pouze ve 27 vzorcich z celkem 96. To naznacuje, ze béznéd populace mize byt
exponovana bisfenolu A cca z 30 % v nizkych koncentracich. Jako prediktivni indikatory expozice
MiBP a BPA. Zajimavym vysledkem jsou vsak i ojedin€lé nalezy v nizkych koncentracich i dalSich
analogl ze skupiny bisfenold (bisfenol S (BPS) — 1 x detekce, bisfenol F (BPF) — 3x detekce), které
potvrzuji, ze tyto latky jsou ojedinéle pritomné v prostfedi. Divodem mtize byt pocatek jejich vyuzivani
jako nahrady v ruznych aplikacich namisto regulovaného bisfenolu A. Nami dosazené vysledky ohledné
aktivity analogl bisfenolu A se shoduji s vysledky i dal§ich podobné zaméfenych studii, tj. Ze bisfenol F i
bisfenol S vykazuji podobnou endokrinni aktivitu jako bisfenol A, proto nemohou byt povazovany za
bezpe¢né nahrady (Le Fol et al. 2017, Roelofs et al. 2015; Eladak et al. 2015). Bisfenol S i bisfenol F, ale
i dalsi analogické slouceniny (dle technologického vyvoje a jejich vyuziti ve spotiebnich vyrobcich) by
proto také nemély chybét pii monitorovani expozice bisfenolim a ftalatim na vét$im vzorku populace.
Vysledky nasi studie jsou udavany v hodnotach 1 pg stanovované latky na 1g kreatininu (pug/g Cr), nebot’
koncentraci latek v mo¢i mulze ovlivnit to, jak je samotnd odebrana moc¢ koncentrovana.

Stézejni udaje o zatézi populace CR ftality byly ziskiny v mezinarodnim projektu
DEMOCOPHES, ktery porovnaval expozici ftalatim v nékolika zemich (Cerna et al. 2015). Nase
vysledky podporuji zjisténi, ze vyskyt ftalath v moci bézné populace je signifikantni a mize byt spojen s
rozdily v zivotnim stylu — napf. stravovacimi navyky ¢i pouzivanim spotfebnich vyrobkl (napf.
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kosmetickych piipravkd v pripadé vyskytu MEP v mod¢i). Zjistili jsme taktéz, Zze bézna populace je
exponovana ftalatim ve vysoké mite. Cetnost negativnich hodnot (<LOQ) byla velmi nizka a pohybovala
se v jednotkach. U MEP byly zjistény pouze 2 negativni vzorky z 96, a v piipadé¢ MiBP a MnBP bylo
vSech 96 vzorki pozitivnich. Nejvyssi dosazené hodnoty se pohybovaly ve stovkach (u MiBP, MnBP) az
tisicich (u MEP) pg/g Cr. Nase vysledky podporuji nedavné zavéry, ze latky ze skupiny bisfenolil a
ftalat by mély byt prioritizovany a zahrnuty do opakovaného sledovani v ramci biomonitoringu (Cerna
et al. 2015). Monitorovani vyskytu chemickych latek v biologickych tekutinach ¢loveéka je preventivnim
pristupem, kdy snahou je ziskani podkladl pro pfipadna preventivni opatfeni vedouci ke snizeni vlivu
rizikovych faktord (snizeni expozice chemickym latkdm) a ke zvySeni protektivnich faktori (napf.
regulacni opatfeni cilena na ochranu spotiebitele). Zakladni aktivitou je biologické monitorovani na
zakladé koncentraci analytd v biologickych tekutinach cloveka. Pro tento tcel je moc¢ Casto vyznamnym
biologickym vzorkem, umoznujicim neinvazivni odbér a celou fadu analyz, coz se potvrdilo i v rdmci
nasi studie. Dulezitym aspektem biologického monitorovani je pomér nakladd na tyto aktivity a celkovy
pfinos, kdy za idedlnich podminek by mélo byt dosazeno efektivniho vynalozeni nakladt na ziskani
takovych vysledkt, které umozni poskytnout relevantni podklady pro rozhodovaci procesy v oblasti
preventivnich opatfeni. Pro preventivni aktivity typu biologického monitorovani by bylo zadouci ziskat
siln€j8i vefejnou podporu, a to na zakladé¢ odborné argumentace podlozené daty z pilotnich studii
biomedicinského vyzkumu. Vysledky z biomedicinského vyzkumu a biologického monitorovani jsou
velmi cennymi a casto unikdtnimi daty, na jejichz zdkladé Ize navrhovat fadu preventivnich aktivit, napf.
opakované biologické monitorovani konkrétnich latek v ramci statniho dozoru a piipadné zavedeni
zdravotnich limitt s cilem chranit vefejné zdravi a predchazet rozvoji negativnich zdravotnich ucinka.
Bohuzel, minimum studii je zamétfeno na sledovani efektivity intervencnich opatfeni nebo kontinudlni
expozice, proto jsme se s ohledem na dosud dosazené vysledky rozhodli provést dopliikovou pilotni studii
na omezeném souboru dobrovolnikl sledujici efektivitu intervencnich opatfeni pro potencidlni snizeni
expozice bisfenolim a ftalatim.

Sledovani efektivity intervencnich opatieni pro potencialni sniZeni expozice bisfenoliim a
ftalatiim

S ohledem na védecky vyvoj a na zaklad¢ zjisténych vysokych hodnot ftalati a bisfenolu A ve
studii 96 vzorkti moci jsme se v dalsi doplitkové studii pokusili o ovéieni vysledki z hlediska kontinualni
expozice, studium cest expozice a ovéieni efektivity intervencnich opatfeni. Hypotézou bylo, Ze dietarni
expozice je relevantnim faktorem ovliviiujicim celkovou expozici c¢lovéka, a proto vhodnymi
stravovacimi navyky lze potencialné snizit expozici. Sledovali jsme expozici bisfenolim a ftalatim po
dobu 4 dnt. Studie byla navrzena jako dvouFazova, kdy v prvni Fazi (Faze I) byla provedena intervence
ke zvySeni expozice a v druhé Fazi (Faze 1) ke snizeni expozice. Jako zdroj bisfenoli a ftalath ve stravé
byly predpokladany zejména konzervované potraviny a napoje v plechovkach, a to proto, ze bisfenol A
nebo jeho analogy mohou byt pfitomny v tenké plastové vrstveé na vnitinim povrchu konzerv a plechovek
zabranujici korozi a kontaktu obsahu konzervy nebo plechovky s kovovym obalem (Tateoka 2015, Geens
et al. 2011). Piitomnost ftalati ve stravé byla spojovana se skladovanim, migraci z obald nebo
kontaminaci pfi produkci, pfi¢emz na zakladé informaci z nékterych studii, ze ftalaty byly detekovany v
olejich a tu¢nych potravinach (Kappenstein et al. 2012), predpokladali jsme jejich mozny obsah v
Vzhledem k tomu, ze konzervované vyrobky obsahuji ¢asto olej a tu¢né potraviny (napf. ryby a maso),
bylo u ftalatd taktéz uvazovano, ze omezeni pfijmu vysoce zpracovanych konzervovanych potravin a
napoju v plechovkach by mohl byt pozorovan pokles jejich koncentraci v moci nebo by mohla byt
ovlivnéna Cetnost detekce pozitivnich ¢i negativnich hodnot, jak naznacuji i nékteré studie (Ji et al. 2010).

Nami dosazené vysledky indikuji, Ze zvolena intervencni opatfeni (vylouceni konzervovanych
potravin a napoju v plechovkach) by mohla pfispivat ke snizeni expozice bisfenolu A. Koncentrace
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bisfenolli detekované v moci ve Fazi II studie byly niz$i nez ve Fazi I, kdy byla pozadovana konzumace
zvySena. Celkova absolutni ¢etnost negativnich hodnot u vSech bisfenolt (<KLOQ) ve Fazi I (163; 90,5 %)
byla nizsi nez ve Fazi Il (175; 97,2 %), tj. po intervenci se zvysil pocet negativnich nalezti o 12; tj. 6,7 %.
Celkovy pocet negativnich hodnot u bisfenolil byl vyssi nez u ftalatt (163 ze 180 ve Fazi I, 175 ze 180 ve
Fazi 11 oproti 171 ze 420 ve Fazi I, 84 ze 420 ve Fazi II). Vysledky indikuji, Ze bisfenolim je
exponovano mén¢ osob nez ftalatim (coz se potvrdilo i v piedchozi studii na 96 vzorcich mo¢i, kdy
nalezy BPF a BPS byly ojedin€lé a pouze 27 vzorkli z 96 bylo pozitivnich na BPA oproti ftalatim, kde
byly negativni hodnoty nulové u MiBP a MnBP a byly zjistény pouze 2 negativni vzorky u MEP).
Koncentrace bisfenolti v moci jsou obvykle minimalné€ o jeden fad niz8i nez u ftalath (jednotky az desitky
ug/g Cr u bisfenolll oproti desitkdm az stovkam pg/g Cr u ftalatl). Nejzajimavéjsi rozdily v Cetnosti
detekce mezi obéma Fazemi byly zjistény u BPA. Absolutni ¢etnost negativnich hodnot (<LOQ) u BPA
ve Fazi I byla 48 z 60, tj. 80 %, pficemz ve Fazi Il (tj. pfi vylou€eni konzervovanych potravin a napoji v
plechovkach) vzrostla absolutni ¢etnost negativnich hodnot na 56 negativnich nalezti z celkového poctu
60 vzorki (na 93,3 %), tj. 0 13 %. Zaroven byly zjiStény ve Fazi II niz§i hodnoty (primér vSech hodnot,
pramér pozitivnich hodnot, geometricky primeér, median, nejvyssi hodnota) oproti Fazi I (viz tabulka 5.,
6.). Hodnoty u bisfenolu A se vsak nelisily fadové mezi obéma Fazemi. Pohybovaly se stale v fadech
jednotek az desitek pg/g Cr. Ojedinélou vysokou hodnotu u bisfenolu F - 100,79 pg / g Cr Ize vysveétlit
kontaminaci z pracovniho prostiedi (GcCastnik pracuje v chemické laboratofi). Dal§im zajimavym
vysledkem byla korelace hodnot u ucastnikd studie, ktefi uzivali stejnou domdacnost. To zdiraziuje
vyznam prostiedi i stravy pfi snizovani expozice. Prestoze nasSe studie byla pilotni a provedend na
omezeném souboru dobrovolnikid, lze na zakladé téchto predbéznych vysledkii predpokladat, ze
intervencni opatfeni (snizeni konzumace konzervovanych potravin a népoji v plechovkach ve Fazi II)
mize byt specifickym  pfistupem, pfispivajicim ke  snizovani  expozice  bisfenolt.
To potvrzuji i dalsi, avSak nepfilis Cetné studie, zaméfené rovnéz na sledovani efektivity intervencnich
opatreni v  ramci ovlivnéni  stravy (Hartle et al. 2016, Rudel et al. 2011).

Bohuzel, intervenéni opatfeni (snizeni konzumace konzervovanych potravin a napoji
v plechovkach ve Fazi II) se ukazala jako nespecifickd v ptipadé ftalatt, kdyz koncentrace ftalatii se po
intervenci nesnizily, ale naopak byly vys$i nez ve Fazi I, kdy byla pozadovana konzumace zvySena.
Celkova absolutni ¢etnost (<LOQ) negativnich hodnot byla u ftalati nizs$i nez u bisfenolt (171 ze 420 ve
Fazi 1., 84 ze 420 ve Fazi Il). Zaroven byly zjistény ve Fazi Il cca 2 x vyssi hodnoty (pramér vsech
hodnot, primér pozitivnich hodnot, geometricky primér, median). Hodnoty se fadové neliily mezi
obéma Féazemi (desitky az stovky pg/g Cr). Vyssi koncentrace metabolitd di-ethylhexyl ftalatu (DEHP),
tj. 5-oxo-MEHP, 5-OH-MEHP, MEHP a dale vyssi koncentrace MiBP a BPA byly zjistény u ucastnikt
studie uzivajicich stejnou domacnost. Nami zjisténé vysledky jsou v souladu i s jinymi (sporadickymi)
studiemi, zamétenymi na efektivitu intervencnich opatfeni (Sathyanarayana et al. 2013, Barret et al.
2016), kdy se taktéz nepodatilo ovéfit uspésnost intervence a autofi dospéli k zavéru, ze vyskyt ftalatd v
prostedi je natolik rozsifeny, ze snizeni expozice nelze dosahnout pouze omezenim jedné z expozicnich
cest. Intervence zaméfena na snizeni expozice ftalatim se jevi jako problematickd, nebot’ tato skupina
latek je v prostfedi zna¢né rozsifena a strava ziejmé neni rozhodujicim zdrojem expozice. Navic, je
mozné, ze koncentrace ftalat v prostiedi se vyznacuji variabilitou zavislou na teplote, vzdusné vlhkosti a
hustoté prachovych ¢astic. To zdirazituje vyznam preventivnich opatfeni na regula¢ni trovni a poukazuje
na nutnost smérovat vyzkum na vice expozi¢nich cest. Prach, ovzdusi z vnitinitho prostfedi budov,
stavebni materialy, plasty, textil a pouzivani spotfebnich vyrobkl (vcetné kosmetickych ptipravki) byly
uvedeny jako vyznamné zdroje latek ze skupiny ftalati (Koch et al. 2013, Harley et al. 2016, Cerna
2015).
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Informacni material, vhodny pro edukaci odborné verejnosti a preventivni poradenstvi
ohledné potencidlniho sniZovani expozice ED

Informacni material, navrzeny ve dvou variantach (verze A3 — letdk s nazornou grafikou a
prehledem preventivnich pfistupii (10 rad) a verze A4 — nckolikastrankovd informativni brozura
s vysvétlenim problematiky a s ndzornou grafikou) byl pfipraven s ohledem na mnohostrannou problematiku
expozice ED u ¢lovéka a obsahuje preventivni doporuceni, kterd mohou byt aplikovatelna v bézném zivot¢ a
mohou dle dosavadnich védecky podlozenych informaci ve svém souhrnu pfispét ke snizovani expozice
nejen ED, ale i ostatnim kontaminujicim chemickym latkdm. Organismus ¢loveka je v realnych podminkach
vystaven smési mnoha chemickych latek, z nichz fada mtize fungovat jako potencialni ligandy receptori s
proménlivou dobou uc€innosti a afinitou a skrze receptorovou signalizaci interagovat s endokrinnim
systémem (Diamanti-Kandarakis et al. 2009; Sifakis et al., 2017). Fyziologické ti¢inky mohou byt ovlivnény
mnoha riznymi faktory, jako je vyvojové stadium, biologickd dostupnost, distribuce, metabolicka
transformace, dispozice ve tkanich a stupen eliminace (Bruning et al. 2016; Kato et al. 2006). Expozice
¢loveka mize byt ovlivnéna individudlnimi fyziologickymi, zdravotnimi, socialnimi a ekologickymi faktory,
které ovliviyji jak pfisun ED, tak jejich eliminaci (napf. zdravotni stav, uzivani 1ékli, zdravotni poruchy,
biorytmus, starnuti, individualni variabilita metabolismu, genetické mutace a polymorfismy, vyziva, Zivotni
prostfedi, koufeni, stres), které mohou modulovat pocet receptorti, kinetiku, bioakumulaci (Galvez et al.
2018, Maney DL 2017, Engel & Wolff 2014, Hochberg et al. 2011, Darbre 2018, Gore et al. 2015, Kunicka
et al. 2014). Vzhledem k vySe uvedenym biomechanismiim a faktorim je obtizné ptisoudit klinicky
pozorované negativni u€inky konkrétni chemické latce, protoze asociace hladin ED s vybranymi biomarkery
ucinku (napf. hladiny hormont, enzymu nebo proteind) nemusi specificky potvrzovat kauzalni vztah, nebot
u Cloveéka je expozice ED vzdy multifaktoridlni povahy (Vineis & Kriebel 2006). V ramci snizovani
expozice endokrinnim disruptorim by proto mohly byt efektivni kombinované preventivni pfistupy. Proto
informacni material doporucuje 10 pfistupil, které mohou potencialné snizit nejen expozici ED, ale také
dal$im kontaminantm. Poskytovani preventivniho poradenstvi ma vyznam jiz v dobé planovani t€¢hotenstvi
a dale v prib¢hu citlivych Fazi vyvoje (t€hotenstvi, détstvi, puberta), kdy je nutno co nejvice zamezit
zvySené expozici potencialné skodlivym latkam z prostiedi (Kasper-Sonnenberg et al. 2017, van den Hazel
et al. 2006). Védecké informace naznacuji, Zze Zivotni styl véetné zaméestnani (Brophy et al. 2012, Brouwers
et al. 2009, Hormann et al. 2014, Thayer et al. 2015), prace s chemickymi latkami - napf. rozpoustédly
(Ekenga et al. 2015, Labréche et al. 2010), Zivotni prostfedi, stravovaci navyky ¢i pouzivani spotiebnich
vyrobkti maji vliv na expozici ED. Mezi preventivni pfistupy pro sniZzeni expozice ED jsou fazeny volba
zaméstnani, dennich aktivit, pouzivani ochrannych pomticek, upravy zivotniho stylu, stravovacich navykda,
vhodny vybér a Uprava potravin, kojeni, nekutactvi. VEk, vysoky BMI a obezita maji taktéz vliv na vyskyt
ED v biologickych tekutinach ¢lovéka (Pirard et al. 2018, Oktar et al. 2017). Koncentrace nékterych ED v
moc¢i muze klesat napt. po vylouceni potravin v konzervach a napoji v plechovkach (Hartle et al. 2016,
Rudel et al. 2011), zvySené konzumaci rostlinné stravy (Ji et al. 2010), konzumaci oloupaného ovoce nebo
zeleniny (Yang et al. 2017), snizenim konzumace obilovin, mouky, suchych plodd, ryb, tu¢nych mléénych
vyrobki, tuktl, oleje, konzervované zeleniny a masa (Mervish et al. 2014), nekutactvim (Pirard et al. 2018),
omezenim pobytu ve vnitinim prostfedi budov, eliminaci prachu z prostfedi a vybérem spotiebnich vyrobkt
(Oziol et al. 2018, Veldzquez-Gomez et al. 2018, Koch et al. 2013, Harley et al. 2016). Preventivni pfistupy
na snizeni expozice napf. ftalathm mulze byt problematickda pro jejich znacné rozSifeni v prostiedi
(Sathyanarayana et al. 2013, Barret et al. 2016), proto lze predpokladat, ze efektivniho sniZeni expozice
ftalatim je mozno dosahnout kombinaci intervencnich opatieni a vice preventivnich piistupti. Kromé dalSich
opatfeni (uvedenych v informacnim materialu) lze zdiraznit tfi praktickd opatfeni snadno realizovatelna v
bézném zivoté, ktera mohou prispét ke snizeni expozice ftalatim: konzumace stravy z domdcich surovin,
mén¢ Casté pouzivani kosmetickych piipravki a produkt osobni péce a preferovani jinych typt dopravy nez
automobilové (Martina et al. 2012).
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6. Zavér

Primarni cil doktorského projektu, tj. zavedeni in vifro metod pro identifikaci endokrinni
disrupce chemickych latek, které by prokazaly v opakovanych experimentech vysokou robustnost,
transferabilitu, sensitivitu, specificitu a vyuzitelnost byl splnén. Na zakladé¢ t€chto metod bylo potvrzeno,
ze analogické latky ze skupiny bisfenolit a ftalatd vykazuji endokrinni aktivitu na estrogenové a
androgenové receptory, a to rizného typu (agonismus, antagonismus) a sriznou potenci.

Dalsi zcili prace bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy ¢. 2, tj. Ze extrakty spotiebnich
vyrobkd ptfedstavuji smés, ktera miize vykazovat endokrinni potencidl. Tento cil byl rovnéz splnén.
Vyuzitelnost zavedenych in vitro metod byla rozSifena i pro stanoveni nebezpe¢nych vlastnosti
(endokrinni disrupce) spotiebnich vyrobkii na bazi papiru, plastu, kosmetickych pfipravki a doplitki
stravy.

Dalsim cilem bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy €. 3, tj. ze latky s prokazanou endokrinni
toxicitou, pouzivané jako soucdast spotiebnich vyrobki, nebo jejich metabolity, mohou byt detekovany v
biologickych tekutinach Clovéka a na zakladé jejich koncentraci lze stanovit prediktivni indikatory
zvysené expozice endokrinnim disruptorim. Tento cil byl taktéz splnén, kdyz Dbyly
oveéfeny prediktivni indikatory bisfenoli a metabolitd ftalath vhodné pro sledovani expozice.

Byl splnén i doplitkovy cil, zvoleny s ohledem na védecky vyvoj v oblasti endokrinni disrupce, tj.
ovefeni hypotézy €. 4, ze endokrinni disruptory jsou eliminovany z organismu béhem né€kolika hodin,
nicmén¢ Clovek je vystaven jejich kontinualnimu nepfetrzitému ptisunu napt. ze stravy, piicemz dietarni
expozice je hlavnim faktorem ovlivilujicim celkovou expozici ¢lovéka endokrinnim disruptortim.

Bylo predpokladano, ze vhodnymi stravovacimi navyky, vybérem, pfipravou stravy a jejim
sloZzenim lze potencialné snizovat expozici endokrinnim disruptorim. Tato hypotéza vsak byla potvrzena
pouze Castecné€, nebot’ v piipade ftalathi se intervencni opatfeni (vylouceni konzervovanych potravin a
napojui v plechovkach) ukazalo jako nespecifické a nedostatecné ucinné. Divodem mize byt znacéné
roz§iteni i vyS$i koncentrace ftalath v prostfedi a vice expozicnich cest. K potvrzeni hypotézy vsak
prispiva vysledek ziskany v pripradé bisfenolt (zejména u bisfenolu A),
kdy se cetnost detekce negativnich hodnot zvysila po vylouCeni konzervovanych potravin
a napoji v plechovkich a detekované koncentrace v moci byly niz§i nez pii zafazeni dvou
konzervovanych jidel a dvou napoju v plechovkach do stravy.

Posledni z cil doktorského projektu, ktery byl splnén, byla ptiprava navrhu informacniho
materialu vyuzitelného v klinické praxi, na jehoz zdkladé by mohly byt informace o problematice
endokrinnich disruptord predavany jak odborné, tak laické vetejnosti.

Ptinosem doktorského projektu jsou nepochybné noveé zavedené metody, které v budoucnu
umozni detekci ED potencialu spotfebnich vyrobkd, ¢imz budou ziskdna cenna data, vhodna napfi. pro
edukaci odborné vefejnosti i planovani preventivnich aktivit. Zaroven diky zavedenym metodam a
zkuSenostem s testovanim chemickych latek i spotfebnich vyrobkti bude mozné odborné podpofit
intervencni piistup v ochrané vefejného zdravi ¢i preventivni opateni zaméfend na ochranu spotiebitele.
PrestoZze neni mozné vztahovat vysledky dosazené v laboratornich podminkach na realnou situaci pii
expozici Clovéka — to je naplni pfistupi pii hodnoceni rizika,  vyuzivani screeningovych
nastroju in silico a metod in vitro je ualinnym pfistupem pro sledovani vlastnosti
chemickych latek i spotfebnich vyrobkil v ramci primarni prevence cilené na ochranu spotiebitele a
poskytuje cennd data, se kterymi je vSak nutno dale pracovat a vyuzivat je i na regulatorni Grovni.

Informacni material, pfipraveny na zakladé dikladné reserSe aktudlnich odbornych zdroji, bude
mozno vyuzit pro pfedavani aktualnich informaci o problematice endokrinni disrupce odborné vetejnosti
a muze byt vyuzivan odborniky ve zdravotnictvi pii preventivnim poradenstvi ohledné sniZzovani
expozice ED. Cim vice budou nové pokroéilé in vitro metody vyuZzivany, tim vice bude dosaZeno
zptesnovani vysledkl na zaklad€ znalosti historickych dat. Pro ochranu vetejného zdravi a monitorovani
expozice bézné populace endokrinnim disruptoriim je vhodnym pfistupem v ramci prevence kombinace
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sledovani chemickych latek ve spotiebnich vyrobcich v ramci statniho dozoru (chemické analyzy),
detekce biologickych ucinka finalnich spotiebnich vyrobkli a biomonitorovani prediktivnich indikatori
expozice s vyuzitim vhodnych biologickych vzorkil, napf. moci. Kazdy z ptistupi poskytuje v ramci
monitorovani expozice ¢lovéka specifickou informaci. Endokrinni disrupce je natolik mnohovrstevnou
problematikou, Ze propojeni jednotlivych preventivnich obort, jako je toxikologie, epidemiologie, chemie
a biomedicina nutné vyzaduje.
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