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1.1.  Seznam pouzitych zkratek

5-OH MEHP - 5-hydroxy-monoethyl hexyl phthalate (metabolit diethyl hexyl ftalatu)
5-0xo-MEHP - 5-oxo-monoethyl hexyl , metabolit diethyl hexyl ftalatu

(h)AR - (human) androgen receptor (lidsky androgenovy receptor)

(h)ERa - (human) estrogen receptor o (lidsky estrogenovy receptor o)

ABS - Akrylonitrilbutadienstyrene (termoplasticky primyslovy kopolymer)

AF - activation function (aktivacni funkce)
AOP - Adverse Outcome Pathways (drahy skodlivého u¢inku)
AR - androgen receptor (androgenovy receptor)

ARE - androgen responsive elements (androgenovy responzivni element)
BBP - benzyl butyl phthalate (benzyl butyl ftalat)

BMI - Body Mass Index (index télesné hmotnosti)

BPA - bisphenol A (bisfenol A)

BPAF - bisphenol AF (bisfenol AF)

BPAP - bisphenol AP (bisfenol AP)

BPBP - bisphenol BP (bisfenol BP)

BPC - bisphenol C (bisfenol C)

BPE - bisphenol E (bisfenol E)

BPF - bisphenol F (bisfenol F)

BPFL - bisphenol FL (bisfenol FL)

BPG - bisphenol G (bisfenol G)

BPM - bisphenol M (bisfenol M)

BPP - bisphenol P (bisfenol P)

BPS - bisphenol S (bisfenol S)

BPTMC - bisphenol TMC (bisfenol TMC)

BPZ - bisphenol Z (bisfenol Z)

cAMP - cyclic adenosine monophosphate (cyklicky adenosine monofosfat)
cGMP - cyclic guanosine monophosphate (cyklicky guanosin monofosfat)
Cr - kreatinin

CYP - cytochrome (skupina enzymu cytochrom P450)

CIA - Cesky institut pro akreditaci, 0.p.s.

DBP - dibutyl phthalate (dibutyl ftalat)

DEHP - Bis(2-ethylhexyl) phthalate (dietylhexyl ftalat)

DIBP - diisobutyl phthalate (diisobutyl ftalat)

DMSO - dimethyl sulfoxide (rozpoustédlo)

DNA - deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

EC - European Commission (Evropska komise)

ECHA - European Chemicals Agency (Evropska agentura pro chemické latky)
ED - endocrine disruptors, disruption (endokrinni disruptory, endokrinni disrupce)

ER - estrogen receptor (estrogenovy receptor)



EU - European Union (Evropska unie)

GPER - G protein-coupled estrogen receptor (s G-proteiny spiazeny estrogenovy receptor)

HPG - Hypothalamic—Pituitary—Gonadal (axis) (osa hypothalamus — hypofyza — gonady)

KE - Key Events (klicové udalosti)

KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (Kyo6tské encyklopedie genti a genomi)

LOQ - Limit of Quantification (limit kvantifikace metody)

MEP - monoethyl phthalate (metabolit diethyl hexyl ftalatu)

MBzP - monobenzyl phthalate (metabolit benzyl butyl ftalatu)

MEHP - monoethyl hexyl phthalate (metabolit diethyl hexyl ftalatu)

MiBP — mono isobutyl phthalate (metabolit diisobutyl ftalatu)

MnBP — mono butyl phthalate (metabolit dibutyl ftalatu

MIE - Molecular Initiating Event (molekularni iniciacni udalost)

MOA - Mode of Action (zptsob ucinku)

MW - Molecular Weight (molekulova hmotnost)

nm - nanometer (nanometr)

OD - Optical Density (opticka densita)

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development (Organizace pro ekonomickou
spolupraci a rozvoj)

PBPK - Physiologically Based Pharmacokinetic Models (modely farmakokinetického modelovani zalozené
na fyziologii)

REACH - Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals (registrace, hodnocent,
povolovani a omezovani chemickych latek.

STR - Short Tandem Repeat (kratké repetitivni sekvence DNA, tandemova opakovani, mikrosatelity)
QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship (kvantitativni vypocetni modely vztahu struktury a
aktivity latky)

SHBG - Steroid Hormone Binding Globulin (steroidni hormony vazajici globulin)

TG - Test guideline (Pokyny ke zkouskam)

WHO - World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

YAS - Yeast Estrogen Screen (kvasinkovy test zaméfeny na zjisténi estrogenni aktivity)

YES - Yeast Androgen Screen (kvasinkovy test zaméfeny za zjisténi androgenni aktivity)
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2. Souhrn

Latky pfirodniho nebo syntetického plivodu, schopné aktivovat nebo inhibovat funkce
bunécnych receptort a tak piispivat k modulaci neuroendokrinniho systému skrze drahy hormonalni
signalizace (naruSovat, “disruptovat” endokrinni systém), jsou v odborné literatufe nazyvany
“endokrinni disruptory” (ED). Endokrinni disrupce jako forma mirné¢ systémové toxicity
chemickych latek a jejich smési je intenzivné feSena na védecké 1 legislativni urovni.
V roce 2018 bylo dosazeno pokroku ve vytvaieni uceleného legislativniho ramce Evropské unie pro
ED, kdyz se podafilo dosahnout konsensu ohledn¢ védeckych kritérii pro jejich posuzovani a
identifikaci. Evropska unie vyzkum ED podporuje jako vyznamny ukol preventivni mediciny.
V ramci riznych ramcovych programil pro vyzkum a inovace poskytla EU financovani desitkdm
projektd a v ramci programu Horizont 2020 podpoftila projekty tykajici se vyvoje metod vhodnych
pro testovani ED. Do pravnich predpisti naptf. o pesticidech a biocidech, chemickych latkach
(nafizeni REACH), zdravotnickych prostfedcich, kosmetickych ptipravcich, materidlech uréenych
pro styk s potravinami, vod¢, hrackach, a ochrané¢ zaméstnancli na pracovisti byla ustanoveni
tykajici se ED nové€ zatazena. Vzhledem k vyvoji legislativy je mozno ocekdvat i nové intervencni
¢i preventivni opatfeni zaméfena na ochranu spotiebitele, zejména u latek, které mohou tvofit
soucast spotiebnich vyrobkl nebo se dostavat do potravniho fetézce. Toxikologické metody in vitro
pro vcasné stanoveni potencidlu ED byly vyuzivany pievazné pro ziskani dat o toxicité chemickych
latek, mohou vSak mit potencial SirSiho vyuziti v preventivni medicin€ napt. pfi identifikaci zdroja
ED, testovani smési (resp. extraktli ze spotiebnich vyrobkll), biologickych vzorkl pfi prevenci a
monitoringu expozice ED, pfi ziskdvani mechanistickych dat prokazujicich potenci vzorkl v
konkrétnich koncentracich, ve srovndni s latkami se znamymi farmakokinetickymi parametry.
Bézna populace je vystavena smésim mnoha latek ve velmi nizkych koncentracich, pochazejicich
ze vsech slozek Zivotniho prostiedi, riznych odvétvi prumyslu, z potravin a spotiebnich vyrobk.
Stale se hledaji odpovédi na otazku, zda hlavné individudlni aktivita konkrétnich latek v urcité
koncentraci nebo 1 kombinované Uc¢inky vice latek v nizkych koncentracich jsou zodpovédné za
rozvoj Skodlivych ucinkt. Pristupy k posuzovani rizika pro €lov€ka se stile vyvijeji, zejména v
kontextu realistické Urovné expozice ED, biologické dostupnosti, metabolické (de)aktivace a
eliminace. Hlavnim trendem v oblasti legislativy a regulace v EU je princip pfedb&zné opatrnosti,
kdy expozice clovéka ED by se méla preventivné sniZzovat. Pro ten ucel by se mély vyuzivat
vSechny dostupné metody, které mohou poskytnout relevantni data, na jejichZ zakladé mohou byt
piijata preventivni a interven¢ni opateni. Vzhledem k Sirokému zabéru této problematiky vyvstava
naléhava potfeba uzsiho propojeni a zapojeni mnoha biomedicinskych oborti do preventivni
mediciny. Tato disertacni prace pfinasi data z vyuZiti nové zavedenych metod pro rychlou predikci
a identifikaci potencidlu ED (se zaméfenim na steroidni signalizaci) u chemickych latek a z
optimalizace téchto metod pro $ir§i vyuziti k identifikaci potencidlu ED u spotiebnich vyrobk.
Dale poskytuje experimentalni data o vyskytu nckterych ED v mo¢i bézné populace a data z
doplitkové studie na omezeném souboru dobrovolnikti, zamétené na mozna intervencni opatfeni pro
snizeni expozice ED. Na zdklad¢ experimentalnich vysledkt a dikladné reSerSe vice nez 200
odbornych literarnich zdroji byl pfipraven informacni materidl obsahujici doporuceni jak
potencialné preventivné snizovat expozici ED, vhodny pro preventivni poradenstvi v klinické praxi
s cilem oslovit jak  odbornou  vefejnost, tak citlivé  skupiny  populace.
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2.1. Summary

Substances of natural or synthetic origin, capable of activating or inhibiting the functions of
cellular receptors and thus contributing to the modulation of the neuroendocrine system through the
pathways of hormonal signaling ("disrupting" the endocrine system) are referred to in the literature
as "endocrine disruptors" (ED). Endocrine disruption as a form of mild systemic toxicity of
chemicals and their mixtures is intensively addressed at both scientific and legislative levels. In
2018, progress has been made towards the introduction of a comprehensive European Union
legislative framework for ED when a consensus was reached on the scientific criteria for their
assessment and identification. ED research is supported by the European Union as a significant task
of preventive medicine. Under the various Framework Programs for Research and Innovation, the
EU has provided funding to dozens of projects and has supported projects under Horizon 2020 to
develop appropriate methods for testing ED. The legislation on e.g. pesticides and biocides,
chemicals (REACH), medical devices, cosmetics, food contact materials, water, toys, and
workplace protection has been updated. Due to legislative developments, new intervention or
preventive measures aimed at consumer protection can be expected, especially for substances which
may be used or are present in consumer products or enter the food chain. In vitro toxicological
methods for early identification of ED potential have been used predominantly to obtain data on the
toxicity of chemicals, but may have potential for wider use in preventive medicine, e.g. in
identifying ED sources, testing mixtures (or extracts from consumer products), biological samples
for prevention and monitoring of ED exposure, in obtaining mechanistic data demonstrating
potency of samples at specific concentrations, as compared to substances with known
pharmacokinetic parameters. The general population is exposed to mixtures of many substances at
very low concentrations, coming from all environmental sectors, various industries, food and
consumer products. There are still unanswered questions whether the individual activity of
particular substances at a certain concentration or even the combined effects of multiple substances
at low concentrations are responsible for the development of adverse effects. Human risk
assessment approaches are still evolving, particularly in the context of realistic levels of ED
exposure, bioavailability, metabolic (de) activation and elimination. The main trend in EU
legislation and regulation is the precautionary principle, where human exposure to EDs should be
preventively reduced. For this purpose, all available methods that can provide relevant data on the
basis of which preventive and intervention measures can be taken should be used. Given the broad
scope of this issue, there is an urgent need for closer links of many biomedical disciplines to
preventive medicine.

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 informative 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.
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3. Literarni uvod a piehled dané problematiky

Nové poznatky ukazuji, ze sekrece hormonii a endokrinné aktivnich latek neni vazéna pouze
na zlazy s vnitini sekreci, ale ze k syntéze dochazi v fad¢ bun¢k, které jsou lokalizovany v mnoha
tkanich, propojenych v diftzni systém. Nervova soustava, rychle reagujici na okamzité zmény
vn¢jsiho 1 vnitiniho prostiedi a z1azy s vnitini sekreci, zajistujici déletrvajici reakce a dlouhodobéjsi
zmény, jsou uzce propojeny a oznacovany jako neuroendokrinni systém, regulujici funkce
jednotlivych tkani a organt tak, aby jejich koordinovanou ¢innosti bylo docileno homeostazy. V
situacich, kdy je homeostaza ohrozena, mize byt do koordinacni funkce zapojen i systém imunitni.
Mezi endokrinné aktivni se v posledni dobé tadi i napt. tukova tkan, ve které se mohou
kontaminujici latky kumulovat (Miillerova et al. 2007), nervova tkan, ktze, ktera efektivné
absorbuje a metabolizuje napt. bisfenol A (Zalko et al. 2011) a vlasové folikuly (Nikolakis et al.
2016), aktivované bunky imunitniho systému nebo bunky travici soustavy. Tradi¢ni endokrinologie,
pfesn¢ definujici patofyziologii endokrinnich onemocnéni, se méni v systémovy obor Sir§iho
zameéteni a prorasta do dalSich oborti (bio)mediciny a preventivni mediciny (Zamrazil 2010., 2010,
Frye et al. 2012, Fontana et al. 2015). Oblast endokrinni disrupce (ED), tj. narusovani endokrinni
signalizace, se v posledni dob¢ stala jednim z prednich védeckych témat, vyznacujicich se
komplexnosti a nesnadnym zpracovanim zejména z hlediska preventivni mediciny a toxikologie.
Vsudypfitomnd kontinudlni expozice mnoha latkdm v nizkych koncentracich, riiznorodost interaket,
soubézné pusobeni v organismu, jakoz i individudlni variabilita homeostatickych mechanismii,
genetickd variabilita populaci, regiondlni a etnické rozdily v prostiedi, stravovacich navycich a
zivotnim stylu komplikuji spolehlivou prukaznost rizika konkrétnich latek pro cloveka, zejména
pokud se uc¢inky 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). Paradoxn¢ i rychly vyvoj novych technologii a intenzivni primyslova vyroba, diky
které je do prostedi rychle uvadéno mnoho nové vyprodukovanych latek, materialt a vyrobk,
ptispiva ke zvysSené expozici, nebot’ legislativni a regulacni systémy nejsou schopny stejné rychle
reagovat na aktudlni situaci pomoci preventivnich a intervencnich opatfeni.

S ohledem na mnozZstvi latek a na fadu jejich moZnych interakci v organismu, Sirokou
dostupnost spotiebnich vyrobki rlzné 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 néslednou regulaci potencidlnich ED.
Mechanisticka data z in vitro studii prokazuji, Ze jednotlivé chemické latky obvykle vyvolavaji
bunécnou odpovéd’ v koncentracich o n€kolik fadl vyssich nez u pfirozenych hormoni. Soub&zné
plsobeni mnoha pfirozenych i exogennich latek a jejich metabolitll, nachazejicich se v organismu v
nizkych koncentracich, je vSak ¢im déal vice zdurazilovano jako relevantni rizikovy faktor,
potencialné pfispivajici k rozvoji patofyziologickych stavii. Identifikace nebezpecnosti smési o
neznamém sloZeni, ptipadné smési slozenych z latek ve velmi nizkych, individualné inaktivnich
koncentracich je proto doporuCovana jako nutnd, pro odhaleni kombinovanych ucinki latek
pritomnych ve smésich (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).
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Endokrinni disrupce se stava Sirokym tématem zasahujicim do mnoha biomedicinskych
disciplin, a to zejména preventivni mediciny, toxikologie, neinfek¢éni epidemiologie a farmakologie.
V ramci preventivni mediciny je kromé preventivniho poradenstvi a preventivnich intervencnich
opatfeni s cilem chranit zdravi spottebitele klicovou aktivitou pfenos vysledkli vyzkumu endokrinni
disrupce do klinické praxe a nasledny osviceny pfistup erudovanych praktickych 1ékaiti, odborné
zpusobilych poskytovat preventivni poradenstvi. Na zékladé¢ védecky podlozenych informaci z
vyzkumu o moznych projevech ED je mozno posoudit napt. pracovni a zivotni prostiedi, stravovaci
navyky a zivotni styl a vzit v ivahu mozny vliv expozice ED na rozvoj patofyziologii zejména u
citlivych populaci (za které jsou povazovany zejména téhotné zeny a déti v obdobich vyvoje).
Vzhledlem k moznym klinickym interakcim potentnich ED s nékterymi enzymy
(napt. CYP450) a proteiny (napt. ABC transportéry) (Némcova - Fiirstova et al. 2016) zapojenymi
do farmakokinetiky 1é¢iv 1ze v ptipad¢ neuspokojivé odpovédi na 1écbu (po vylouceni faktort jako
napf. nizkd kompliance) uvazovat zvySenou expozici potentnich ED a mozné interakce ED s
cilenou lécbou (Sliva & Patockova 2007, Wuttke et al. 2003, Vineis & Kriebel 2006, Pang et al.
2018, Hlavac et al. 2014, ). Ve snaze maximalizovat prospéch z lécby i preventivnich
nefarmakologickych postupll (napt. rezimovych opatieni) u vybranych onemocnéni se ED stala
aktudlnim tématem preventivni mediciny. Vysledky vyzkumu z oblasti endokrinni disrupce mohou
podpofit prevenci vyskytu patofyziologii a v celkovém vysledku piispét ke zvySeni efektivity
vyuzivani zdroji ve zdravotnictvi. Uplna eliminace ED z Zivotniho prostfedi neni relna, proto je v
ramci preventivni mediciny smysluplnd védecky podlozend a erudovana osvéta poskytovana
odbornou vefejnosti s cilem oslovit nejvice ohrozené a citlivé skupiny populace, zejména o
preventivnich upravach zivotniho stylu, které mohou pravdépodobnost expozice ED potencidlné
snizovat.

3.1. Signalizace a syntéza steroidnich hormonii

Neuroendokrinni regulace syntézy steroidnich hormont je zajiSténa signalnim systémem,
zahrnujicim hypothalamus, hypofyzu a gonady (osa HPG). Steroidni hormony jsou lipofilni a jejich
spole¢nym prekurzorem je cholesterol. Vychozi molekuly pro syntézu steroidnich hormont jsou
pfitomny ve vSech pfislusnych mistech produkce, kterymi jsou primarné Leydigovy buniky varlat a
nadledviny pro testosteron, pro estrogeny u Zeny folikuldrni bunky vajecnikli, Zluté télisko a
placenta. V mens$i mife jsou do steroidogeneze zapojeny i dalsi tkang, napt. piibyva poznatkli o
vlivu ED na procesy v kuzi a tukové tkani, ve kterych byla zjiSténa pfitomnost steroidogennich
enzymil (Ceruti et al. 2018, Slominski et al. 2013, Gérard & Brown 2018, Waraich RS & Mauvais-
Jarvis F 2013, Nikolakis et al. 2016). Syntéza je zpétnovazebné regulovdna pomoci receptoroveé
signalizace pro nadfazené signalizacni hormony i pro vysledné produkty (estrogenové, androgenové
receptory a jim ptislusné hormony) a zavisi téz napt. na aktivit€¢ enzymu (napt. 5 - alfa - reduktaza,
aromatdza). V krvi jsou steroidni hormony pfitomné pfevazné ve vazb¢ na transportni proteiny
(napt. steroidy vazajici protein SHBG). Syntéza transportnich proteinti je opét zpétnovazebné
regulovana (napf. hladinu SHBG zvySuji estrogeny a snizuje testosteron). Fyziologicky ucinek
navozuje cirkulujici biologicky aktivni volna frakce steroidnich hormonii (méné nez 10 %
celkového syntetizovaného mnozstvi), pronikajici do bun¢k v cilové tkani. Odbouravani steroidnich
hormontll a jim podobnych latek probihd primarné v jatrech, kde jsou konjugovany svymi OH-
skupinami na sulfaty nebo kyselinu glukuronovou a jako konjugaty jsou v ramci hodin vylouceny
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zlu¢i nebo moci (Rokyta a kol. 2015, Kittnar et al. 2011, Silbernagl & Despopoulos 2004, Fontana
et al. 2015, Sliva J 2010). ED mohou ovliviiovat steroidni signalizaci na stejnych urovnich, na
kterych ptisobi molekuly, jejichz funkce jsou ED schopny s riznou potenci mimikovat - napf. na
urovni saturace a (in)aktivace receptorii (kdy mnozstvi navdzaného ligandu je umeérné poctu
receptoril, koncentraci ligandu a afinité ligandu k receptoru), dostupnosti enzymovych substrati,
(in)aktivace enzymu, sekrece konecnych produktl, cirkulace signdlnich molekul, saturace
transportnich proteinti. V disledku miize dochazet napt. k ovlivnéni mnozstvi bunécnych receptorti
a mnozstvi produkujici cilové tkan¢ obsahujici endokrinné aktivni responzivni buiky. Kromeé
naruseni signalizace skrze jaderné receptory mtize dochazet k naruseni i1 skrze receptory
lokalizované v bunééné membrang, na Grovni napft. tvorby druhych posli (napt. cAMP), hladiny
intracelularnich iontl Ca?*, vodivosti kanalu, fosforylace proteinti. Dostupnost in vitro funkénich
test dokumentovala mechanismus tzv. signaliza¢niho bias - ,,biased signalizace®, tj. Ze agonisté
pro receptory, které pleiotropné anebo i nepiimo ovliviiuji vice signalnich drah v bunice, mohou
mnohé bunécné signaly zkiizené¢ vyznamné ovliviiovat. Takové vysledky, kromé terapeutického
potencialu, dokladaji i to, Ze (neuro)endokrinné aktivni latky mohou pfispivat k bias laboratornich
vysledkd, tj. k naruSovani jejich pravdivosti, kterd je kliCovym tématem laboratorni mediciny jako
jednoho z preventivnich oborli podilejiciho se na v€asné diagnostice (Melmed S 2016, Kenakin T
2017, Friedecky B 2009).

3.2. Receptory - cil endokrinnich disruptori

Diky vyzkumu molekularni biologie a proteomiky byla fada receptord jiz identifikovana,
izolovana, a biochemicky charakterizovana. Nékteré zdroje uvadéji, ze je znamo vice nez 50
zékladnich typi receptord. Geny pro receptory byly sekvenovany a klonovany, proto jsou zndmy
jejich sekvence, vcetn¢ nékterych typi mutaci, zodpovédnych naptf. za receptorova nebo
onkologicka onemocnéni. Uroven poznani interagujicich, regulujicich i regulovanych systémi a
jejich genl je diky neustdle pfibyvajicim novym poznatkim zpfestiovano, napf. ve smyslu, jak
receptory determinuji kvantitativni vztah mezi ddvkou 1éc¢iva a farmakologickym tcinkem i jak jsou
zodpovédné za selektivitu G€inku. Mnoho informaci ohledné regulaci a bunétné signalizace Ize
zjistit z vefejné piistupnych databazi zaméfenych na mapovani metabolickych a signaliza¢nich
drah, napt. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, https://www.genome.jp/kegg/)
(Goto et al. 2002). Databaze obsahuji rozsahlé datové sady generované sekvenovanim lidského
genomu a pokroCilymi experimentdlnimi technologiemi. KEGG je databdzovy zdroj pro
porozuméni funkcim biologického systému, které vychazeji z regulaci na molekularni urovni. V
této praci bylo vychazeno z dat uvedenych v databazi KEGG jak pro obecnéjsi popis mechanismi,
tak se zaméfenim na receptorovou signalizaci skrze jaderné receptory pro steroidni hormony
(estrogeny a androgeny).

Zatimco mezi enzymy ¢i regulacnimi proteiny nejsou vyznamné rozdily ve struktute,
struktura receptort je slozitd. Podle pozadavkl na rychlost reakce bunky syntetizuji konkrétni typ
receptorti (jaderné receptory regulujici transkripci, membranové receptory ionotropni spirazené
s iontovym kanalem, membranové receptory metabotropni spfazené s G-proteinem ¢i s enzymem,
piimo ¢i nepfimo pusobici membranové receptory). Odpoveéd’ na aktivaci receptoru trva od
milisekund po hodiny dle typu receptoru (Bultas 2014). Jaderné receptory funguji jako ligandem
regulované transkripéni faktory a maji kliCovou roli ve vyvoji a udrzovani homeostazy,
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reprodukcénich a metabolickych pochodech (Laudet & Gronemeyer 2002). Proto jsou jaderné
receptory povazovany za dilezité terapeutické cile. Jaderné receptory maji modularni strukturu a
obsahuji funk¢éni domény, napt. N-terminalni doménu (obvykle s transaktivaéni funkci ptrenasejici
konzervovanym sekvencim) a doménu vazajici ligandy, jejiz struktura se li$i napt. v hydrofobnich
aktivacnich funkénich mistech (AF site), u kterych jsou aminokyselinové sekvence silné¢
konzervovany pro jednotlivé konkrétni receptory (Axerio-Cilies et al. 2011). Rada jadernych
receptorti se vyskytuje v (dosud zjisténych) n€kolika subtypech, d€licich se na dalsi isoformy, které
jsou specifické pro konkrétni bunécnou populaci nebo tkan. Jako nejcastéjsi cile ED jsou
zminovany napf. estrogenovy, androgenovy, glukokortikoidovy, mineralokortikoidovy, retinoidovy,
progesteronovy, aryl-hydrokarbonovy receptor a receptory thyreoidnich hormont. (Rana et al.
2012, Goto et al. 2002, Balaguer et al. 2017).

Jako potencialni receptorové ligandy mohou ED interagovat s vice typy receptorli s
proménlivou afinitou a rliznym stupném aktivace (Balaguer et al. 2017). Pfi interakci ligandu s
receptorem (pfipadné enzymem, iontovym kandlem, apod.) je diilezita jak afinita, tak povaha vazby
na cilovou strukturu. Afinita je dadna silou vazby — pfi vysoké afinit¢ obsadi ligand pfi stejné
koncentraci vétsi pocet receptorti nez pii afinité nizké a tato vazba ma delsi disociacni polocas.

Vazbou ligandu na receptorovy protein se méni jeho konformace, urcujici jeho biologickou
funkci. Vazba mize byt vratna (reverzibilni) ¢i nevratnd (ireverzibilni), pii které je receptor vyrazen
z funkce. Délka efektu, kterého ligand dosdhne, zavisi na schopnosti a rychlosti tkdn¢ nefunkcni
receptory nahradit nové syntetizovanymi. VétSina tkani je schopna efektivni ndhrady syntézou
novych receptorti, nicméné napt. bezjaderné erytrocyty nebo trombocyty postradaji DNA k piepisu
informace, proto proteiny téchto bunék po vytazeni z funkce zlstavaji nefunkéni po celou dobu své
cirkulace (Bultas 2014). Nejcastéji dochazi k reverzibilnim vazbam mezi receptory a jejich ligandy
pomoci ,,slabych® molekulovych interakci (iontovych nebo vodikovych vazeb ¢i Van der
Waalsovych sil), které jsou fyziologicky regulovany. Fyziologické u€inky mohou byt ovlivnény
absorpci, metabolismem, dispozici tkan€ a poloCasem eliminace komplexu receptor-ligand. Nékteré
molekuly mohou pusobit tak, Ze svou vazbou na jiné nez ligand vazajici misto ovlivni poloCas
eliminace komplexu receptor-ligand, pfipadné ovlivni vazbu koaktivatorovych proteinti, a tim je
také ovlivnéna aktivace receptoru ptfirozenym nebo silnym ligandem. Pfirozené estrogeny nebo
androgeny se vaZou na piislusné receptory s vysokou afinitou (napf. s disocia¢nimi konstantami
(Kd) mezi 10 pM a 1 nM). Syntetické latky se v zavislosti na molekulové hmotnosti, struktufe a
fyzikalné-chemickych vlastnostech obvykle vaZou na receptory s afinitami o nékolik fad niz§imi,
napf. bisfenoly, ftalaty az od 10 nM (Balaguer et al. 2017, Farman & Rafestin - Oblin 2001).

Hydrofobni molekuly se stejné¢ jako lipofilni steroidni hormony po prostupu
cytoplazmatickou membranou mohou vézat na jaderné receptory ptitomné v cytosolu specifickych
bunék. Pro hydrofilni molekuly je cytoplazmaticka membrana nepropustnd, mohou se vSak ucastnit
signalizace pfes membranové receptory a signdl je pak transportovan do buiky skrze ,,druhé posly*
(cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP), guanosinmonofosfat (cGMP), inositol-1,4,5-trifosfat (IP3),
vapenaté¢ ionty Ca2+ nebo specifické proteinkindzy). Hydrofilni molekuly difunduji v buiice,
mohou reagovat s dal§imi signalnimi molekulami, ovliviiovat fosforylaci proteinli a ucastnit se sérii
kaskadovych biochemickych reakci smétujicich k vyvolani specifické bunééné odpovedi, kterou je
obvykle indukce/represe transkripce genli a syntéza konecnych produktli (proteinl, enzymd,
receptort, atd.) (Yang & Hinner 2015).
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Receptorova signalizace je ptfisné zpétnovazebné regulovana skrze vzajemné interagujici
molekuly, koaktivaéni a korepresorové proteiny. Jde o soucast komplexnich systémi organismu,
kde piirozen¢ dochazi ke kiizeni signalnich drah a uplatiiuje se vliv vnitinich i vnéjSich faktort -
napf. cirkadiannich rytmt a spankového rezimu, fyzické a psychické zatéze, Grovné stresu, kvality
vyzivy, pohybové aktivity, stavu metabolismu i aktudlni zdravotni (in)dispozice) (Sliva J 2010,
Bookout et al. 2006, Allegretti et al. 2016, Balaguer et al. 2017, Vrtacnik et al. 2014, Kuiper et al.
1997, Wagner et al. 2001, Yang et al. 2006). Regulacni kaskady receptorové signalizace jsou cilen¢
terapeuticky ovliviiovany za ucelem 1écby fady onemocnéni, jejichz terapie sméfuje ke kauzalnimu
ovlivnéni poruch na nejnizsi urovni, tj. jemnych vztahii v rdmci regulacnich drah v bunce. Cestou
ovlivnéni regulace (aktivaci ¢i inhibici) ptisobi mnoho 1é€iv, a to riznymi mechanismy, napt. skrze
regulacni receptory, metabolické systémy (zejména enzymy, eventudlné¢ kofaktory), iontové ¢i
transportni kandly, regulacni proteiny apod. Cilovou molekulou jsou obvykle proteiny jako soucast
receptoru, iontového kandlu ¢i piimo enzymu. Piistupy preventivni mediciny na vyzkumné
biomediciské urovni jsou nepostradatelné napi. pro identifikaci zdroji ED a monitoring expozice,
studium prediktivnich ¢i prognostickych biomarkerti riznych patofyziologickych stavli a detekci
vngjSich 1 vnitinich faktorti s potencidlem receptorovou signalizaci naruSovat. Na urovni klinické
jsou nepostradatelné preventivni pfistupy jako poradenstvi a intervencni doporuceni zdlraznujici
zdravy zivotni styl, snizovani expozice kontaminantim z prostfedi, diraz na kvalitni vyZivu a
vhodné stravovaci navyky, dostatek vhodného pohybu, omezovani stresu, ale také duslednost pfi
absolvovani preventivnich vySetfeni, zavedenych v ramci zdravotniho systému za Gcelem prevence
zavaznych onemocnéni.

3.2.1. Receptorové interakce

Vétsina ED ma4 relativni selektivitu chemické vazby, proto odpovéd’ ve vztahu receptor —
ligand miZe mit rizny charakter. ED mohou svou vazbou receptor Uplnég, castecné i soucasné
aktivovat / inhibovat nebo posilovat ¢i zeslabovat vazbu (odpovéd’) ptirozeného (silného) ligandu.
Tyto slozité receptorové interakce a vzajemné pusobeni latek (agonistl a antagonistll) mayji
vyzamny klinicky pfesah (napt. z hlediska vyuziti konkrétniho typu léciva, posouzeni interakci
latek, ale také pti identifikaci toxicity ED). Agonista se vaze na receptor a aktivuje ho, antagonista
blokuje vazebné misto receptoru, tim brani vazbé agonistii na receptor a jeho aktivaci. Upiny
agonista (resp. plnohodnotny, silny) méa vysokou ucinnost, efektivné stimuluje bunéénou odpovéd’
skrze vazbu na relativné maly podil receptorti a zvySuje pomér aktivovanych receptori vici
inaktivnim. Ur¢ité mnoZstvi receptori mize byt v bazalnim aktivnim stavu i1 bez pfitomnosti
agonisti, tyto receptory pak mohou byt ovlivnény antagonisty, ktefi jejich bazalni aktivitu mohou
inhibovat. Parcialni (castecny) agonista mé nizsi Gcinnost - vyvola pouze ¢asteCnou odpoveéd 1 v
saturované koncentraci, kdy obsadi maximalni pocet volnych receptorii (tj. zvySeni koncentrace
tohoto ligandu nevyvola vyss$i odezvu). Kompetitivni antagonista receptor neaktivuje, ale blokuje
jeho aktivaci tim, Ze soutézi s agonisty o stejné vazebné misto. Inverzni agonista v piipad€ vysoké
spontanni aktivity receptoru vyvola protichiidny ucinek, tj. po vazbé na receptor vyvola opacnou
odpovéd’, nez jakou by vyvolal plny agonista. Smiseny agonista/antagonista ptisobi stimulacné na
jeden typ receptoru, na druhy typ naopak inhibicné. Vicendsobny agonista / antagonista interaguje s
vice typy receptorti. Ligandy 1ze déle popisovat podle toho, do které €asti receptoru se vadzou a
jakou silu ma jejich chemicka vazba. Kompetitivni ligandy se vazou na specifické vazebné misto na
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ligand vazajici doméné. Nekompetitivni alosterické ligandy jsou schopny vytvofit vazbu na jinych
mistech receptoru a mohou napi. stérickou zdbranou ovlivnit vazbu agonistii ¢i koaktivatorovych
proteint a branit aktivaci receptoru. Nespecifické ligandy se mohou kromé¢ receptorti vazat na rizné
typy proteini ucastnicich se bunécné odpovédi. Reverzibilni agonisté nebo antagonisté snadno
a rychle disociuji z receptorového komplexu a maji kratky disociacni polocas. Ireverzibilni agonisté
nebo antagonisté tvoii s receptory stabilngjsi chemické vazby (napt. alkylaci), mohou tak
potencialné¢ snizovat pocet receptorti volnych pro vazbu silného agonisty. Pseudo-ireverzibilni
antagonisté pomaleji disociuji. Na receptor se miize vazat vice molekul souCasné, napt. pii
nekompetitivnim antagonismu, kdy miize byt vice ligandl soucasti receptorového komplexu, avSak
vazba antagonistll v nespecifickych mistech komplexu snizuje nebo znemoziuje aktivaci receptoru
agonistou. Pti reverzibilnim kompetitivnim antagonismu agonisté a antagonisté paraleln¢ vytvareji
kratkodobé vazby s receptorovym komplexem a mohou dosédhnout i ustalené¢ho stavu, ktery muze
byt pferusen zvysenim koncentrace silného agonisty (Brzozowski et al. 1997). Na Grovni organismu
nckteré latky mohou pusobit agonisticky v jednom typu tkdné€ a antagonisticky v typu jiném, nebot’
exprese genu pro jednotlivé subtypy receptort je tkdnove specificka (Kuiper et al. 1997, Rider et al.
2010, Vrtacnik et al. 2014, Schug et al. 2011, Luccio-Camelo & Prins 2011, Molina-Molina et al.
2013). Vysledny tucinek ligandu je ovliviiovan nejen afinitou k cilové struktufe (receptoru,
enzymu), ale také okolnostmi nezavislymi na vlastnostech ligandu nebo receptorovém proteinu,
napi. hustotou osazeni buné¢éné membrany receptory nebo Urovni syntézy jadernych receptort,
nachdazejicich se v cytosolu. Fyziologicka syntéza receptorti je Casové proménliva, zpétnovazebné
regulovana a zavisi mimo jiné i na pfitomnosti ligandd, z nichz nékteré syntézu receptort zvysuji,
jiné naopak snizuji. Obdobné vztahy existuji ve variabilni nabidce enzymt, nejen na podkladé
genetickém, ale i vlivem mnoha vné&j$ich faktort.

Celéa tada interakci komplikuje pfedevsim identifikaci individualni aktivity latek pfitomnych
ve smésich (napf. extraktech, biologickych vzorcich, atd.), jelikoz v celkovém vysledku napft. studii
in vivo mohou byt zahrnuty mnohé variabilni reakce. Pleiotropni vlastnosti fady latek byly dolozeny
studiemi zaméfenymi na ruzné typy receptori — estrogenovy, androgenovy, progesteronovy,
receptory pro thyroidni hormony, retinoidovy, glukokortikoidovy, aryl hydrokarbonovy, s
G-proteiny sptazeny estrogenovy receptor, atd. (Zhao et al. 2013, Zoeller et al. 2005, Prasanth et al.
2010, Boucher et al. 2016, Manolagas et al. 2013, Molina-Molina et al. 2013, Roelofs et al. 2015,
Luccio-Camelo & Prins 2011). Odhalovani toxikologickych vlastnosti smési a stanovovani rizika
pro clovéka je proto velmi aktualni vyzvou v toxikologii a v preventivni mediciné (SCHER, SCCS,
SCENIHR 2012, Ezechia§ & Cajthaml 2018, Vandenberg et al. 2012, Allegretti et al. 2016,
Hernéndez et al. 2017, Bruning et al. 2016, Marty et al. 2011, Salahudeen & Nishtala 2017, Orton et
al. 2014, Kortenkamp 2009, Rodgers et al. 2018, Dahl & Akerud. 2013).

Dusledkem nezadoucich interakci ED, napodobujicich aktivitu ligandG na trovni
receptorové signalizace mohou nastat zmény poctu receptori nebo zmény jejich citlivosti k
ligandim, a to ve smyslu sniZzeni citlivosti (desenzibilizace), nebo zvySeni citlivosti
(hypersenzibilizace), podobné jako u neuroreceptorti, které podléhaji ligandem indukované
desenzibilizaci, kdy po dlouhodobém vystaveni neurotransmiterim na jejich koncentrace
dlouhodobé nereaguji. Desenzibilizace receptorti je dana sniZzenim jejich citlivosti po opakovaném
nebo dlouhodobém plisobeni agonistli a zahrnuje napf. sniZeni aktivity komplexu ligand-receptor
nebo receptor-efektor, sniZzeni poctu receptorti nebo afinity pfirozenych liganda k vazebnym mistim
receptorti. Se snizenim citlivosti receptorii souvisi rozvoj tolerance, tj. stavu, u néhoz je vyZzadovana

18



stale vyS$i davka ligandu (hormonu, 1é¢iva) pro dosazeni zddouciho uc¢inku. Hypersensibilizace
receptort, tj. opacny stav desenzibilizace, je navozena dlouhodobym vyfazenim receptoru urcitého
typu z funkce, pficemz pii¢inou mize byt dlouhodobd piitomnost jeho antagonistli. Zndmym
ptikladem rozvoje tolerance je napi. kofein. Kofein jako neselektivni antagonista adenosinovych
receptortt prokazateln¢ svymi alosterickymi interakcemi kratkodob& zvysSuje dusSevni Cilost a
bd¢lost. Pocet adenosinovych receptorti se ale pii uzivani kofeinu zvysuje a k blokovani jejich
vazebnych mist pro adenosin je vyzadovana stale vyssi davka kofeinu. Po vysazeni kofeinu se siln¢
projevi ucinky adenosinu, napf. ospalost. Kofein lze pouzit 1 jako piiklad pleiotropnich ucinkd,
nebot’ je inhibitorem fosfodiesterazy (enzymu katalyzujiciho hydrolyzu cAMP), coz vede ke
zvySeni koncentrace cAMP v burice a tim k nepfimému ovlivnéni regulace metabolismu glykogenu,
cukrti a lipidd prostfednictvim cAMP-dependentnich proteinovych kindz; déle ma vliv napf. na
mobilizaci intracelularniho vapniku ze sarkoplazmatického retikula svalovych bun€k a interaguje s
receptory pro kyselinu y-aminomaselnou (GABAA) v nervové tkani.

3.2.2. Estrogenové receptory

Estrogenové receptory (ER) jsou obecné popisovany jako jaderné receptory aktivované
v cytosolu estrogennimi agonisty (estradiol, estriol, estron atd.), které¢ funguji jako transkripcni
faktory. ER jsou syntetizovany u zen hlavné v prsni zlaze, déloze, endometriu a vejcovodech,
u obou pohlavi v buiikach hladkého svalstva. Exprese genti pro ER byla identifikovana v niz$i miie
i v dalsich tkanich a buné¢nych typech u obou pohlavi, jak lze zjistit napt. z vystupt projektu ,,The
Human Protein Atlas* (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000091831-ESR1/tissue). ER tak
mohou byt zapojeny do mnoha fyziologickych d&i reprodukce a vyvoje, signalizace
v kardiovaskularnim a centrdlnim nervovém systému, metabolismu, udrzovani homeostazy vody
a iontll, remodelaci kosti, imunomodula¢nich procesech atd. U lidi byla zji$téna ptitomnost dvou
zakladnich subtypi ERa, ERP s dalSimi Cciselné oznacenymi isoformami. Byly rovnéz
identifikovany receptory ERR (estrogen related receptors) s isoformami a, 3, y, schopnymi véazat
fytoestrogeny nebo syntetické latky, ale teprve nedavno pro n¢ byly cetné ligandy dukladnéji
identifikovany (proto byly dosud oznaCovany jako sirotéi — ,,orphan* jaderné receptory) (Lynch et
al. 2018). Nedavno byla popsana lokalizace ER 1 v bunééné membrané a moznosti jejich
translokace do cytosolu. Dale byl identifikovan estrogenovy receptor GPER-1, vadzany na
membranu endoplazmatického retikula, spfazeny s G- proteiny, jehoZ ligandem je estradiol. Tyto
k hlubsimu porozuméni fyziologickych ucink estrogend a vlivu estrogenové signalizace
napf. na diferenciaci pluripotentnich bun€k nebo rozvoj hormonélné responzivnich onemocnéni u
zen 1 muzli (Molina et al. 2017, Bonkhoff H 2018, Saczko et al. 2017, Almey
et al. 2015, Marczell et al. 2018, Prabhushankar et al. 2014, Festuccia et al. 2018, Lynch et al. 2018,
Fietz et al. 2014, Gangkak et al. 2017).

Ptirozené i syntetické ligandy se 1iSi svou afinitou k alfa a beta izoformdm ER - napf.
estradiol se vaZe srovnatelné na ob& izoformy, estron se vaze prednostné na alfa receptor, estriol na
receptor beta. Rizné kombinace ER tak mohou reagovat na ligandy odlisné a jejich tkanova
distribuce je pak urcujici pro tkanovou odpovéd’. Koncepce selektivnich modulatorti ER, vyuzivana
k 1é¢bé hormonalné¢ responzivnich onemocnéni, je zaloZena na schopnosti podporovat interakce ER
s ruznymi proteiny typu koaktivatori nebo korepresorti, pficemz pomeér koaktivatoru
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ke korepresorovému proteinu je opét tkanoveé specificky. V disledku toho miize byt stejny ligand
agonistou ve tkani, kde ptevazuji koaktivatory, a antagonistou v jiném typu tkan¢, kde dominuji
korepresory. Napiiklad tamoxifen, selektivni modulator ER, funguje jako antagonista ER v prsni
tkani, jako agonista v kostech a ¢aste¢ny agonista v endometriu. Diky jeho vyuziti jako referencniho
materidlu v antagonistickych studiich pro sledovani endokrinni disrupce ER mohou pfibyvat data
o latkach, které vykazuji podobnou potenci jako napf. toto 1é¢ivo.

Ovarialni steroidni signalizace skrze jaderné a membranové estrogenové receptory
je znazornéna na obr. 1. Ze schématu vyplyva, Ze tato signalizace zahrnuje signalizani drahy
vyznamné pro regulaci bunécného cyklu (MAPK, PI3K-Akt ) a signalizaci skrze ionty véapniku.
Databaze KEGG na dalSich signaliza¢nich mapéach piehledné¢ popisuje i dalsi signalizacni
mechanismy, zprostiedkované estrogeny, napf. regulaci aktinového cytoskeletu, diferenciaci
osteoklastii, absorpci mineralnich latek, atd. Pro nékteré patofyziologie a onemocnéni (napf.
pfedcasné ovaridlni selhani, osteopordzu, syndrom estrogenové rezistence, karcinom endometria
a prsu) jsou zde popsany fyziologické molekuldrni mechanismy i konkrétni geny, u kterych dochdzi
k nadmérné expresi nebo u nichz byly identifikovany mutace.

V genech pro ER byly zjistény polymorfismy, jejichz vyskyt je spojovan s riznymi
patologickymi stavy a onemocnénimi (Pinkas et al. 2016). Genetické varianty mohou mit
diagnosticky, prognosticky a prediktivni potencidl v preventivni mediciné, jsou-li identifikovany
jejich kauzalni vztahy s konkrétnimi patologiemi (Maney DL 2017, Soucek et al. 2006,
Vymetalkova et al. 2015, Kunickd et al. 2014). Obvykle tyto polymorfismy méni citlivost na
endogenni 1 exogenni ligandy, jez se v dasledku miize klinicky projevit jako hyper- ¢i hypo-
stimulace. Do téchto molekuldrnich mechanismti mohou vstupovat vSechny latky, které maji
potencial fungovat jako ED. Problematika disrupce ER se diky dlouhodobému vyzkumu rozsituje
do vice oblasti preventivni mediciny, napt. o potenciadl ED ovliviiovat skrze bunécnou signalizaci
trankripci riznych genli, pasobit na endokrinni systém s ohledem na individudlni variabilitu a
vnimavost, interagovat s riiznymi typy polymorfnich nebo mutovanych proteinll a interagovat i s
1é¢ivy, coz zdlraziuje nutnost preventivni kontroly potencialni expozice potentnim ED zejména u
citlivych populaci (Casanova-Nakayama et al. 2018, Kim et al. 2014, Vrtatnik et al. 2014,
Revankar et al. 2005, Sliva J., 2010, Bondesson et al. 2015, Kuiper et al. 1997, Kuiper et al. 1998).
Sledovani komplexnich interakci, kterych se mohou ED ucastnit, vyzaduje propojeni vice obori
preventivni mediciny do multioborového védeckého pfistupu, vychazejicitho z (bio)medicinského
vyzkumu a pokrocilych metod analytické chemie a vedouciho k preventivnimu poradenstvi a
vyuzivani preventivnich screeningovych programil pro zachyceni Casnych stadii onemocnéni, s
jejichz vyskytem je expozice ED spojovana.
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Obr. 1. Steroidni signalizace skrze membranové a jaderné estrogenové receptory v ovariich. ED mohou nahrazovat E2

ve steroidni signalizaci a tak ovlivilovat celou fadu vzdjemné propojenych drah a v dusledku i expresi genti pro regulatory
bunééného cyklu, pro-apoptické proteiny, molekuly bunééné adheze. (KEGG database, 5/3/2019).
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3.2.3. Androgenovy receptor

Androgenovy receptor (AR) je pfitomen v mnoha tkénich lidského téla u obou pohlavi, jak
lze zjistit zintegrovanych databazi, napf. zprojektu ,The Human Protein Atlas*
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000169083-AR/tissue). Zakladnim typem je jaderny receptor
aktivovany v cytosolu vazbou androgennich agonistl (nejsilngj$im ligandem je dihydrotestosteron,
dale testosteron, androstendion, androstenediol, dehydroepiandrosteron, androsteron). AR je
receptorem reagujicim s DNA skrze zinkové prsty (proteinovou strukturu, v niz se nachéazi vazebné
misto pro zinek navazany na cysteinovy a histidinovy zbytek), coz poukazuje na potencial napf.
i nekterych kovl schopnych véazat se na aminokyseliny a SH-skupiny proteinti ¢i enzymut (napf.
kadmia (Richter et al. 2017) a ptsobit jako ED vici tomuto typu receptorii. AR ma stejné jako jiné
jaderné receptory modularni strukturu a skladd se z rizn€¢ homolognich funkénich domén. Diky
homolognim strukturdm mohou receptory v nékterych ptipadech sdilet spole¢né ligandy, které pak
vykazuji kombinované Uc¢inky na vice receptorti zaroven (napi. progestogeny mohou ve vyssich
davkach AR blokovat) (Raudrant & Rabe, 2003).

Jako ptiklad homologni konzervované struktury je mozné uvést DNA vézajici doménu,
u které existuje az 80% homologie napt. mezi androgenovymi a glukokortikoidovymi receptory.
Typické pro DNA vazebnou doménu AR jsou tzv. zinkové prsty, tvofené dvéma peptidovymi
smyCkami, fixovanymi ¢tyfmi cysteinovymi zbytky s centralnim atomem zinku. Prostfednictvim
téchto struktur se po navazani ligandu receptorovy komplex vaze na DNA v mistech tzv.
androgenovych responzivnich elementi (ARE) v promotorové oblasti regulovanych gend.
Pti regulaci transkripce spolupracuji dvé molekuly receptoru, dimerizované prostfednictvim DNA
vazajici domény, které se vazou na ARE.

V genové sekvenci AR byly identifikovany polymorfismy v N-terminalni transaktivaéni
trinukleotidovych sekvenci CAG) a byly téz popsany (pivodné dvé, pozdéji vice) isoformy AR
(Wilson & McPhaul, 1994, Belej & Kaplan 2007). V disledku individuélni variability N-terminalni
doménu velmi dobfe rozpoznavaji protilatky pifi imunitni reakci. VySe uvedené molekuldrni
charakteristiky mohou byt jednim z piikladi, jak se problematika systémové toxicity ED rozsituje o
moznost ED ovliviiovat i pfidruzené imunitni reakce, a Ze ED mohou byt schopny interagovat jak s
konzervovanymi strukturami receptorl, tak s riznymi jejich isoformami. Toxicita ED miZe byt
ovlivnéna individudlni variabilitou v disledku polymorfismii v genech pro receptory, které
ovlivilyji afinitu ligandii. (Heracek et al. 2005, Sakkiah et al. 2016, Belej & Kaplan 2007).

Podle nedavnych vysledki AR vykazuje mechanismy regulace bunééné odpovédi
1 nezavisle na interakci s DNA, napt. skrze cytoplazmatické proteiny ucastnici se signalni
transdukce. Vazba androgenti na AR v cytoplazmé¢ muze zpusobit rychlé zmény nezavislé na
zménach genové transkripce, napt. zmeény iontového transportu. Regulace signalnich transduk¢énich
cest pomoci AR v cytoplazmé, pied translokaci do jadra, mize nepiimo vést ke zménam v genové
transkripci, napiiklad skrze fosforylaci dalSich transkripénich faktorti (Leung & Sadar, 2017).
Nedavno byl popsan téz membranovy androgenovy receptor ZIP9, Siroce distribuovany v tkanich,
fungujici jako zinkem aktivovany transportni protein spfazeny s G-proteiny. Bylo popsano jeho
zapojeni do androgenni signalizace jedine¢nymi mechanismy zahrnujicimi nékolik signéalnich
transduk¢nich cest a rizné koregulatory (Pascal & Wang 2014, Thomas et al. 2018, Thomas et al.
2017).
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Androgenové receptory sdili syntetické ligandy s dal§imi receptory, jejichz vazebnéd mista
interakci umoznuji. Pfi vyzkumu molekularnich mechanisma souvisejicich s rozvojem karcinomu
prostaty bylo zjiSténo, Ze napft. bisfenol A je tzv. ,,antiandrogen N-termindlni domény*, protoze se
vaze na AR taktéz skrze N-termindlni doménu namisto ligand vézajici domény, pies kterou se vaze
vétSina antiandrogennich latek. Jak bylo zminéno vySe, v sekvenci AR, konkrétné v N-terminalni
doméné, exonu 1, byly identifikovany polymorfismy v repetitivnich  sekvencich.
Tyto polymorfismy mohou ovliviiovat afinitu ligandii (tj. 1 bisfenolu A) na zaklad¢ individualni
variability (vnimavosti). Vyuziti latek s podobnym ucinkem, tzv. ,,antiandrogenti nového typu‘
(napt. diglycidyl ether, ralaniten, ralaniten acetat) je v soucasné dobé predmétem vyzkumu
zaméteného na 1écbu karcinomu prostaty (Monaghan et al. 2016).

Stejné jako napt. u ER byly identifikovany ¢etné ligandy pfirodniho ptivodu (fytoestrogeny),
zacinaji byt popisovany latky casto rostlinného ptivodu, které obvykle funguji jako inhibitory
androgennich enzymt, jako antagonisté AR nebo maji pleiotropni ucinek. VétSina sloucenin
odvozenych z rostlin vykazuje slabou antiandrogenni aktivitu, napf. inhibici konverze testosteronu
na ucinngj$i dihydrotestosteron, podporou konverze androgent na estrogeny nebo ovliviiovdnim
hladin signalnich molekul zapojenych do produkce testosteronu v Sertoliho buiikach varlat (Kampa
et al. 2017). Léciva ze skupiny nesteroidnich antiandrogent (napi. flutamid) jsou vyuzivany jako
referencni materiadly v antagonistickych studiich anti-androgenni aktivity. Ukazuje se, Ze nékteré
chemické latky nebo extrakty ze spotiebnich vyrobkli mohou mit potenci blizici se hormontim
(agonistické) nebo 1é¢ivim (antagonistické) - napf. nékteré pesticidy nebo latky ze skupiny
bisfenolt (Orton et al. 2011, Orton et al. 2014, Luccio-Camelo & Prins 2011, Prasanth et al. 2010,
Paris et al.2002 ).

Androgenni signalizace je schématicky zndzornéna na piikladu naruseni molekulérnich
mechanismi vedoucich k malignimu zvratu v prostatické tkdni — viz obr. 2. Identifikace klic¢ovych
molekularnich zmén v bunkach karcinomu prostaty zahrnuje detoxikani enzymy (GSTPI,
glutathion-S-transferazy), signaliza¢ni cesty rastovych faktorG regulujicich proliferaci a preZiti
buné¢k (NKX3.1, PTEN a p27) a AR jako determinanty bunécného fenotypu. Nedostatecné hladiny
PTEN a NKX3.1 vedou ke snizeni hladiny p27, zvySeni bunécné proliferace a snizeni apoptoézy. AR
je transkripéni faktor, ktery je normdalné aktivovan androgennimi ligandy. Pfi nepfitomnosti
androgenti mtiize byt androgenni signalizace aktivovana i jinymi ligandy (other ligands), amplifikaci
(nadmérnym prepisem) AR genu, mutacemi AR genu nebo zménou aktivity koaktivatori AR.
Rozsahly vyzkum v poslednich desetiletich identifikoval molekuldrni mechanismy a objasnil vztahy
steroidni signalizace a jeji vliv na rozvoj hormonalné responzivnich onkologickych onemocnéni.

Molekularni regulacni mechanismy v prostatické tkdni demonstruji, Ze k naruSeni bunécné
signalizace mize dochdzet na mnoha urovnich. Tyto mechanismy programové reguluji expresi
specifickych gentl, a pokud jsou naruseny, mize dojit k ovlivnéni exprese (zesileni nebo utlumeni)
takovych gent, jejichz produkty v disledku prispivaji k rezistenci terapie a k progresi onemocnéni.
Nové piibyvajici poznatky o komplexnich interakcich latek zdaraziiuji nutnost propojeni
multioborovych pristupit preventivni mediciny, mezi které jiz patii preventivni screeningové
programy pro zachyceni ¢asnych stadii karcinomu prsu a prostaty (napf. stanoveni antigenu PSA,
vySetfeni prsni tkan€, geneticka vysSetfeni), s jejichz rozvojem je expozice ED spojovéna.
Vyznamnym pifinosem a rozSifenim mnohostranného oboru preventivni mediciny je téz
biomedicinsky vyzkum, napt. studium biomarkerid perspektivnich pro progndzu ¢i G€innost cilené
terapie (Matéju et al. 2010).
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Obr. 2. Steroidni signalizace skrze androgenovy receptor v prostaté. ED mohou nahrazovat ,, Testosterone,
Dihydrotestosterone* ve steroidni signalizaci a tak ovlivitovat bunécnou proliferaci a piezivani.
(KEGG database, 5/3/2019).




3.3. Vyznamné zdroje endokrinnich disruptori

Realna expozice z prostiedi predstavuje styk organismu s komplexnimi smésmi, Casto o
neznamém slozeni. Chemické latky, individualné pfitomné v tak nizkych koncentracich, Ze by samy
o sob¢ nevyvolaly biologicky u¢inek, mohou ve smésich interagovat s dal§imi jejimi slozkami nebo
kontaminanty. Smés pak mize vykazovat celkovou aktivitu, vychazejici z aditivnich, synergickych
nebo potencujicich interakci latek ve smési pfitomnych. Identifikace slozek, které jsou za
biologicky tuc¢inek smési zodpovédné, je znaéné obtizna (SCHER, SCCS, SCENIHR 2012,
Kortenkamp et al. 2009, Rajapakse et al. 2002, Rodgers et al. 2018, Silva et al. 2002). Zjisténi, ze v
zivotnim prostfedi, potravnim fetézci 1 biologickych vzorcich lidi 1 zvifat se nachdzi fada
chemickych latek (Mervish et al. 2014), poukazuji na potfebu hloubkové analyzy jejich endokrinni
aktivity. Kauzalni vztah mezi identifikovanou latkou a biologickym ucinkem a nasledn¢ riziko pro
Clovéka vsak neni snadné hodnotit, zejména z environmentalnich, individudlnich, ale i napf.
regionalnich ¢i socioekonomickych ditvodt (Varshavsky et al. 2018 Lakind & Naiman 2011).

Vysledky z dostupné literatury naznacuji, ze nejvice relevantni pro béznou populaci je
dietarni expozice ED (Mervish et al. 2014), pficemz expozice dermalni a respiracni (za predpokladu
vylouceni koufeni a imyslného uzivani toxickych latek) jsou povazovany za faktory k dietarni
expozici prispivajici. Krom¢ zivotniho prostfedi tak mohou byt zdrojem ED napi. spotiebni
vyrobky, potraviny nebo dopliiky stravy.

ED byly nejcastéji identifikovany ve vyrobcich na bazi plastli nebo papiru, ve stavebnich
materialech, ve spotfebnich vyrobcich, pfipravcich domaci chemie a v kosmetickych ptipravcich.
Mezi latky, u nichz byla zjiSténa endokrinni aktivita, a které jsou pfitomny ve spotiebnich
vyrobcich nebo ve vnitinim prostiedi budov, patii napt. polychlorované bifenyly (napft. aroclor,
pfitomny v barvach a plastech), bisfenoly (napt. bisfenol A, pfitomny napt. v ochrannych vrstvach
konzerv, plastech, termopapiru, epoxidovych pryskyticich, polykarbonatu), ftalaty (pfitomné napft.
ve vyrobcich z polyvinylchloridu, vyrobcich doméci chemie), zpomalovace hoteni (pfitomné napf.
v textilnich latkach pouZivanych jako potahy nabytku), fotoiniciatory (pfitomné v barvivech),
fungicidy, insekticidy, methylestery mastnych kyselin, UV filtry, atd. (ECHA 2015, Hormann et al.
2014, Goldinger et al. 2015, Schlumpf et al. 2008; Dodson et al. 2012; Liao & Kannan 2014; Liao
et al. 2012, Liao & Kannan 2013, Molina-Molina et al. 2013, Mraz et al. 2016, Jiménez-Diaz et al.
2013, Orton et al. 2014, Ozéez et al. 2016).

Potraviny a dopliky stravy mohou obsahovat endokrinné aktivni latky pfirodniho ptivodu -
napf. fytoestrogeny (Pang et al. 2018, Kuiper et al. 1998), mykotoxiny rodii Fusarium a Alternaria,
u kterych byly zjiStény estrogenni interakce (Vejdovszky et al. 2017) nebo syntetické chemickeé
latky jako kontaminanty ze zemé&délské ¢i primyslové cCinnosti. Byly popsany slabé (anti-
androgenni) u¢inky i n€kterych konzervantl a potravinovych aditiv (Pop et al. 2016). Latky uzivané
v zeméd¢lstvi na ochranu rostlin (napf. karbamatové, organochlorinové, pyrethroidové, triazinové a
dalsi pesticidy) vykazuji krom¢ karcinogennich vlastnosti i endokrinni aktivitu (Park et al. 2016,
Brander et al. 2016, Pirard et al. 2018, Orton et al. 2011). Do potravin se mohou chemické latky
dostavat 1 migraci z oballi (napf. vnitini ochranna vrstva konzerv obsahuje latky ze skupiny
bisfenoltl) (Tateoka 2015) nebo béhem vyrobniho procesu, skladovani ¢i dopravy (napt. ftalaty).
V rozsahl¢ kanadské studii potravin byly zjiStény vysoké koncentrace bisfenolu A
u konzervovanych potravin (desitky az stovky ng/g), a to u ryb, kukufice, polévky, pecenych bobi,
hrachu, a masovych konzerv. V nizsich koncentracich byl bisfenol A detekovan v nékterych
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nekonzervovanych potravinach (syrech, chlebu, obilovinach, produktech rychlého obdcerstveni)
(Cao et al. 2011). Konzumace potravin s obsahem fytoaktivnich latek, napt. s6ji, n€kterych bylin
a koteni (Patisaul HB 2017, Bartonikkova & Dvotdk 2018, Pang et al. 2018) a doplika stravy nebo
produktt tradi¢niho 1écitelstvi miize téz pfispivat k expozici ED. Genistein, daidzein (napf. ze soji
¢i Cerveného jetele), floretin (napft. z jablek), kyselina elaidova, kyselina ursolova (napft. z jablecné
slupky), epigalokatechin-3-galat (napt. ze zelené¢ho Caje), kaempferol (pfitomny napt. v jablkach,
porku, citrusech, hroznech, ginkgo biloba nebo tfezalce) a naringin (napf. z grapefruiti
a pomerancll) vykazovaly rGzné stupné antiestrogenni aktivity (Pang et al. 2018). Interakce
s androgenovym receptorem byly zjistény u epigalokatechinti (Siddiqui et al. 2011), ¢i u extraktu
z houby reishi, zejména frakce obsahujici triterpenoidy (Fujita et al. 2005). Paeoniflorin,
glycyrrhizin a kyselina glycyrrhizova, slouceniny extrahované napi. z kotene pivonky (Paeonia
lactiflora) inhibovaly produkci testosteronu a zvysily aktivitu aromatazy (Takeuchi et al. 1991).
Glycyrrhizova kyselina, pfitomna téz napt. v lékofici nebo zvykacim tabdku, je latka blokujici
11B-hydroxysteroidni dehydrogenazu ménici v tkdnich kortisol na kortison. Silnou blokadou této
pfemény se uplatiluje plsobeni vysSich koncentraci kortisolu na mineralokortikoidové receptory
(pseudohyperaldosteronismus, projevujici se hypokalémii, hypervolémii a zvySenym krevnim
tlakem). Resveratrol (3,5,4'-trihydroxy-stilbene), fytoalexin obsazeny v Cervenych hroznech,
ovliviiuje steroidni signalizaci a jsou zjiStovany jeho chemoprotektivni G€inky (De Amicis et al.
2019). Diindolylmethan rostlinného ptivodu fungoval jako silny antagonista androgenového
receptoru v lidskych bunkach karcinomu prostaty (Le et al. 2003). Steviol, glykosid pfitomny
v rostling Stevia rebaudiana, vyuzivany jako pfirodni sladidlo, snizil progestagenni odpovéd’,
vyznamné zvysil produkci progesteronu a indukoval agonistickou odpovéd u progesteronového
receptoru CatSper (exprimovaného spermiemi) (Shannon et al. 2016). Diarylheptanoid, katechol
izolovany z kurkumy (Curcuma comosa) vykazoval estrogenni U¢inky v nizkych koncentracich
a antiestrogenni ucinky v koncentracich vysokych (Thongon et al. 2017). Konzumace ovoce
a zeleniny je doporucovana jako stravovaci navyky podporujici zdravi. Fytoaktivni latky, obsazené
pfirozené v rostlinach, jsou propagovany pro své chemoprotektivni G€inky. Pfi nadmérném piisunu
téchto latek vSak muze dochazet az k inhibici né€kterych enzymi (stfevnich, jaternich)
a k interakcim s 1é¢ivy, jak bylo prokdzano napf. u naringeninu (z grapefruitu a dalSich citrusi)
nebo hypericinu a hyperforinu (z tfezalky), allicinu (z ¢esneku), vytazk z tfapatky (rod Echinacea),
ginsenoidl (ze ZenSenu), atd. (Sliva & Patockova 2007).

Dal8im zdrojem ED je spotfeba vyrobkd, jejichZ uzivéani je prokazano jako Skodlivé (napf.
cigaret, alkoholu nebo nelegalnich toxickych latek), ptipadné nadmérné uzivani volné prodejnych
1kt ze skupiny analgetik, nebot latky v nich obsazené mohou taktéZz fungovat jako ED.
Kanabinoidy inhibovaly akumulaci cAMP a stimulovaly MAPK signalizaéni drdhu skrze
kanabinoidové receptory (Grotenhermen F 2004) Paracetamol a aspirin v nizkych koncentracich
(10° M) vykazovaly riiznorodé endokrinni i¢inky na Sertoliho a Leydigovy buriky varlat in vitro
(Albert et al. 2013). Chronické davky ethanolu naruSovaly kognitivni funkce skrze disrupci
dopaminovych receptori bunék prefrontdlniho kortexu (Trantham-Davidson et al. 2014). Kofein
naruSoval embryonalni srde¢ni funkci a normalni srde¢ni odezvu na hypoxii blokddou ucinku
adenosinovych receptort (Buscariollo et al. 2011). Extrakt z cigaretového koute narusil transkripéni
aktivitu zprostfedkovanou thyroidnimi hormony (Hayashi et al. 2018).

V databazi KEGG jsou jako endokrinni disruptory, u nichz byla zjiSténa interakce
s molekularnimi mechanismy signalni transdukce, uvedeny pesticidy a herbicidy, ftalaty, bisfenoly,
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alkylfenoly, styreny, zpomalovace hoieni, dioxiny a jsou zde také uvedeny nckteré mechanismy
jejich mikrobidlni degradace, béhem niz mize dochazet k tvorbé aktivnich metabolitl
(https://www.genome.jp/kegg-bin/get htext?br08006.keg). V databazi Evropské agentury pro
chemické latky (ECHA) bylo v bfeznu 2019 celkem 67 zaznamt v seznamu ,,Endocrine disruptor
assessment®, obsahujiciho chemické latky navrhované k posouzeni jako endokrinni disruptory. Tyto
latky prochazeji hodnocenim nebezpecnosti pro vlastnosti narusujici funkce endokrinniho systému
podle nafizeni REACH nebo natfizeni o biocidnich piipravcich. U kazdé latky mé byt v tabulce
uveden posuzujici nebo hodnotici ¢lensky stat (zadavatel), vysledek, navrhované nasledné kroky
a datum posledni aktualizace zapisu do seznamu. Dusledkem regulace latek je snaha vyrobci
regulované¢ latky nahrazovat analogickymi slouceninami s ptfedpokladanymi bezpecnymi
toxikologickymi vlastnostmi, napt. bisfenol A v termopapiru jeho analogem bisfenolem S (Molina-
Molina et al 2019). Uginky strukturnich analogil je nutno opét identifikovat, pfi¢emz ¢asto dochazi
ke zjisténim, ze nekteré jejich toxikologické vlastnosti mohou byt stejné nebo i horsi, jak se ukazalo
napi. u strukturnich analogti bisfenolu A (Ji et al. 2013, Roelofs et al. 2015; Eladak et al. 2015,
Chen et al. 2016, Molina-Molina et al. 2013, Molina-Molina et al. 2019).

3.4. Preventivni sniZovani expozice endokrinnim disruptorim jako jeden
z ukoli preventivni mediciny

Preventivni medicina se zabyva problematikou endokrinni disrupce dlouhodobé. Jiz pied
vice nez desetiletim byla formulovana prvni preventivni doporuceni pro potencialni sniZeni
Skodlivych ucinkit ED, jako napi. podpora kojeni, prevence obezity v téhotenstvi, vylouceni
koufeni, omezeni pouzivani domaci chemie, vyhybani se zne¢isténému ovzdusi zejména v obdobich
koncepce, v téhotenstvi a v prvnich letech zivota. Bylo doporucovano poskytovat preventivni
poradenstvi zejména v dob¢ planovani t€hotenstvi, aby se zamezilo zvysené expozici potencidlné
Skodlivym latkam, a bylo poukazovdno na nutnost zavést opatfeni ke sniZzovani hladin napft.
polychlorovanych bifenylil, olova a methylrtuti (van den Hazel et al. 2006). Vzhledem k Siroké,
komplexni problematice endokrinni disrupce byla pozornost odborné vetejnosti v rdmci preventivni
mediciny v oborech pracovniho lékafstvi, neinfekéni epidemiologie a toxikologie upiena na
zjistovani tohoto typu mirné toxicity u riiznych skupin chemickych latek, identifikaci zdroji ED
a expoziénich cest (Cerna 2015). V posledni dob& piibyva studii popisujicich vliv aplikovanych
preventivnich a intervencnich ptistupli na pokles koncentraci vybranych ED v lidskych tekutinach.
Zajimavé zavéry prinesly studie sledujici vliv Zivotniho stylu, zaméstnani, Zivotniho prostiedi,
stravovacich navyka atd., které naznacuji, ze expozici ED je mozné snizit ipravou zivotniho stylu,
stravovacich navykd, vybérem a Gpravou potravin, kojenim a edukacni intervenci. Jako vyznamné
determinanty zvySené expozice ED jsou uvadény vek, vysoky BMI a aktudlni zdravotni stav (Pirard
et al. 2018, Oktar et al. 2017). Koncentrace DEHP a bisfenolu A, metabolitl ftalati nebo vybranych
antibiotik v mo¢i klesla po vylou€eni potravin a ndpoji v konzervach a plechovkach (Hartle et al.
2016, Rudel et al. 2011). Konzumace vegetarianské stravy po 5 dni souvisela s poklesem
koncentrace metabolitl ftalati a antibiotik v moci (Ji et al. 2010). Obsah pesticidii v ovoci/zeleniné
se snizil oSetfenim alkalickym roztokem jedlé¢ sody (namisto standardniho poskliziiového 2 min.
oplachu roztokem chloru) nebo oloupanim slupky (Yang et al. 2017). Konzumace obilovin, mouky,
suchych plodl, ryb, tuénych mléénych vyrobkd, tuki, oleje, konzervované zeleniny a masa byly
pozitivné asociovany s vyssimi koncentracemi metaboliti BPA a DEHP v moci déti (Mervish et al.
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2014). Vyssi koncentrace rtuti byly zjiStény u osob s vice nez 3 amalgamovymi zubnimi vyplnémi,
u osob konzumujicich ryby vice nez jednou tydné a koncentrace kadmia v moci byla vyrazné vyssi
u aktivnich kurdki (Pirard et al. 2018). Vyssi endokrinni aktivita byla zjisténa u vzorkid vzduchu
z vnitiniho prostiedi budov v zimni sezoéné (v porovnani se vzorky vzduchu z venkovniho ovzdusi
v centru mésta), coz zdiraziiuje nutnost ventilace vnitinich prostor a eliminace prachu napft.
mokrym uklidem povrchiit v domécnosti, nebot’ ED rozptylené ve vzduchu se vazou na prachové
castice a jako soucast prachu jsou vdechovany (Oziol et al. 2018, Velazquez-Gomez et al. 2018).

Nastroje preventivni mediciny jako intervenéni a preventivni opatieni, doporuceni
nepochazi z vysokého mnozstvi zdroju. Jako problematicka se ukazala napf. intervence zamétena
na snizeni expozice ftalatim, nebot’ pravé tato skupina latek je v prostfedi znacné rozsifena a zda
se, Ze strava neni rozhodujicim zdrojem expozice. Koncentrace ftalatli v biologickych tekutinach
¢loveka jsou velmi Casto detekovany i po zavedeni intervence. Z nékterych studii vyplyva, ze pouze
upravou stravovacich navykl se nepodafii snizit koncentrace ftalatii (napt. DEHP) u béZzné populace
(Sathyanarayana et al. 2013, Barret et al. 2016), pfitom zvySend hladina DEHP v moci byla spojena
s vy$$imi hladinami steroidd u dospélych muzi (Meeker et al. 20019). Prach, ovzdusi z vnitiniho
prostfedi budov a pouZzivani spotiebnich vyrobki byly uvedeny jako dal$i vyznamné zdroje téchto
latek (Koch et al. 2013, Harley et al. 2016). Zajimavé jsou zavéry americké studie provedené na
téhotnych Zenach z mennonitské komunity. V této komunité existuje nizsi geneticka variabilita a
jeji Clenové konzumuji méné¢ komeréné zpracovanych vyrobkii a polotovard, preferuji domaci
stravu z vlastnich surovin, nepouzivaji ve zvySené mite pripravky domaci chemie nebo kosmetické
pfipravky a obecné Zziji mén¢ materialistickym a konzumnim zptisobem zivota. Martina et al.
porovnavali vzorky moci od deseti té¢hotnych Zen ztéto komunity se vzorky téhotnych Zen
zafazenych do studie Narodniho prizkumu zdravi a vyzivy NHANES 2007-2008. PfestoZe Zeny
z mennonitské komunity uvadély pouzivani plastovych a vonnych vyrobkli pro domadcnost,
koncentrace metabolitd ftalath a bisfenolu A v jejich vzorcich moci byly niZsi neZ u Zen ze studie
NHANES 2007-2008. Jako tfi prakticka opatieni v béZném Zivoté, ktera mohou ptispét ke snizeni
expozice endokrinnim disruptorim tato studie uvadéla napt. konzumaci doma pfipravené stravy z
domadcich surovin, méné¢ casté pouzivani kosmetickych piipravki a produktli osobni péce a
preferovani jinych typt dopravy nez automobilové (Martina et al. 2012).

Né&kolik studii poukdzalo na vyznam preventivni mediciny, zejména pracovniho lékatstvi
a profesni epidemiologie, v souvislosti se zjiSt€nimi, Ze konkrétni profese jsou spojeny s vyssi
expozici ED nebo i s rozvojem zdvaznych onemocnéni, jez jsou s expozici ED spojovéana. Vyssi
koncentrace bisfenold v moci a krvi byly zjistény u pokladnich (Thayer et al. 2015) ziejmé
v dusledku prace s uctenkami z termopapiru, pro jehoz vyrobu se pouziva i bisfenol A. Profese
pokladnich 1 dalSich profesi, ve kterych dochdzi k nadmérnému styku s termopapirem, se tyka
studie, ve které pouzivani termopapiru a naslednd konzumace potravin po pouZiti desinfekéniho
prostiedku zvysilo koncentraci bisfenolu A v séru a moc¢i. (Hormann et al. 2014). Pracovni expozice
ED byla stanovena jako mozna u 102 (29%) studovanych pracovnich pozic. Jako chemické latky, u
kterych je pracovni expozice nejpravdépodobnéjsi, byly stanoveny polyaromatické uhlovodiky,
pesticidy, ftalaty, organicka rozpoustddla, alkylfenoly a kovy (Brouwers et al. 2009). Zeny s
vysokou expozici karcinogenim a ED mély zvySené riziko karcinomu prsu, pfi¢emz exprese
estrogenovych receptortt v karcinomech se lisila dle profese. ZvySené riziko zahrnovaly sektory
jako zemédé€lstvi, bary, herny, vyroba automobilovych plast, konzervovani potravin,
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kovoobrabéni. Nejvyssi riziko premenopauzalniho karcinomu prsu bylo u sektoru vyroby
automobilovych plasti a konzervovani potravin (Brophy et al. 2012). Expozice organickym
rozpoustédlim, akrylovym a nylonovym vldkniim a polycyklickym aromatickym uhlovodikiim byla
rovnéz asociovana s vyssim rizikem karcinomu prsu (Ekenga et al. 2015, Labreche et al. 2010)

Vysledky ze studii z riznych obort preventivni mediciny, dokladajici vSudyptfitomnost
a akumulaci chemickych latek, pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich a detekovanych v zivotnim
prostiedi, potravnim fetézci 1 biologickych vzorcich lidi 1 zvifat poukazuji na potfebu hloubkové
analyzy jejich endokrinni aktivity pomoci biologickych testovacich systému relevantnich k ¢lovéku.
Realna expozice z prostiedi vSak predstavuje komplexni smés endokrinné aktivnich latek. Piestoze
expozici a kauzélni vztah mezi detekovanou latkou a biologickym uc¢inkem neni snadné hodnotit
z jiz vySe popsanych individudlnich, ale i napt. socioekonomickych ¢i regionalnich davodi (Tyrrell
et al. 2013), zavéry Cetnych studii naznacuji, Ze koncentrace ED v biologickych vzorcich (napf.
moci, krvi, slinach, semindlni plazmé, vlasech) maji souvislost se zvySenym rizikem vyskytu
hormonalnich poruch, poruch plodnosti, rozvojem metabolického syndromu, obezity, diabetu II.
typu, neurologickych a psychiatrickych poruch, onkologickych onemocnéni; déle jsou spojovany
s nizkou porodni hmotnosti, pted€asnym porodem, anomaliemi reprodukénich organti, ptfedcasnou
nebo opozdénou pubertou, i rozvojem kardiovaskularnich onemocnéni, atd. (Kasper-Sonnenberg et
al. 2017, Hampl et al. 2013, Ranciere et al. 2015; Meeker JD 2012; Meeker et al. 2009, Den Hond
et al. 2015; Wolff et al. 2015, Trasande et al. 2012; Orton et al. 2014, Bae & Hong 2015). Cetné
studie uvadéeji, ze expozice ED miize mit epigeneticky presah, tj. ¢inky se mohou objevit az
v dalSich generacich (Bernal & Jirtle 2010, Greally et al. 2013, Kundakovic et al. 2013, Prusinski et
al. 2016, Skinner 2014, Tzatzarakis et al. 2015).

Mnozici se védecké vysledky z vice oborl preventivni mediciny naznacuji zdsadni vyznam
preventivnich opatieni, naptf. edukaci zodpovédnych vedoucich pracovniki a piimo dotéenych
zaméstnancli v oblasti dodrzovani bezpecnostnich ptedpisti, zavadéni preventivnich provoznich
opatfeni, vyuzivani ochrannych pomicek a vyuZzivani pfipadnych preventivnich lékatrskych
prohlidek. Oborim preventivni mediciny, napt. profesni epidemiologii se minimaln¢ v posledni
dekdd¢ vénovalo ¢im dal méné pozornosti a podpory, ¢imZ doSlo k relativnimu zanedbavani
v oblasti pracovniho I¢katstvi, zejména vzhledem k expozici smésim latek. Je zodpoveédnosti organti
tvoficich narodni politiku ochrany vetejného zdravi, aby v dialogu s primyslovymi podniky,
na priumysl napojenymi institucemi a organizacemi z dalSich dotcenych odvétvi dospély
ke spole¢nému konsensu s takovym vysledkem, Ze na zdklad€ posouzeni védeckych ditkazii o vlivu
prostiedi na rozvoj zavaznych onemocnéni budou zavadéna preventivni opatfeni, mimo jiné
1 v oblasti endokrinni disrupce. Je Zadouci, aby preventivni opatfeni byla vnimana pozitivné, byla
ekonomicky akceptovatelnd, podporovana zameéstnavateli a existovala pro né legislativni opora.
Ptikladem takovych opatfeni bylo napf. vydani ,protikufdckého zakona®, diky kterému je
vyznamn¢ omezena expozice mnoha karcinogenim i ED ve vnitinim prostfedi. DalSim chystanym
opatfenim na mezinarodni urovni je napf. navrh Smérnice Evropského parlamentu a Rady
o omezeni dopadu nékterych plastovych vyrobkii na Zivotni prostiedi, na jejimz zékladé by meélo
makroplastil pouZivanych pro vyrobu spotiebnich vyrobki jako jsou napt. vatové tyCinky, piibory,
talife, br¢ka, boxy na jidlo a piti z polystyrenu, vyrobky z tzv. oxo plastli, michatka, tycky
k balonktim, plastové nadoby na potraviny, ndpojové a potravinové plastové obaly, kelimky, sacky,
tabakové vyrobky s filtry, vlhéené ubrousky, balonky a lehké plastové tasky. Nékteré produkty
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budou muset mit jasné a standardizované oznaceni, které bude obsahovat ndvod, jak se ma odpad
odstraniovat, a informace o negativnim dopadu vyrobkii na zivotni prostiedi a o pfitomnosti plasti
v nich (napt. hygienické vlozky, vlhéené ubrousky ¢i balonky). Hlavnim cilem Smérnice je
pfedchazeni zneciStovani moii plastovymi vyrobky na jedno pouziti a lovnymi zafizenimi
obsahujicimi plasty. Evropska strategie pro omezeni plastii zahrnuje téz specifickd opatieni pro
mikroplasty, které tvofi vyznamny podil plastovych odpadki v moftich: napf. omezeni
prostiednictvim natfizeni REACH 3 tykajici se imysIné ptidavanych mikroplastii do vyrobkii a oxo-
plastli 1 opatieni pro mikroplasty z jinych zdroji (pneumatiky, textil a plastové pelety). Piestoze
Evropska unie neni hlavnim znecistovatelem zivotniho prosttedi plasty, diky podobnym iniciativim
pfijatym postupné i v dalSich zemich muize dojit k vyznamnému snizeni pfechodu kontaminantt do
potravniho fetézce a tim 1 snizeni expozice kontaminujicimi latkami u ¢loveka.

Mezi hlavni ukoly preventivni mediciny v problematice endokrinni disrupce vsak stale
patii edukacni pfistup, cileny piedev§im na odbornou vefejnost (napt. pediatry, praktické lékare,
gynekology, endokrinology), ktefi, pokud disponuji relevantnimi informacemi a znalostmi, mohou
ptedavat informace v rdmci preventivniho poradenstvi citlivym populacim (napf. t€hotnym zenam
a rodicim déti). V prifezové studii provedené ve Francii bylo zjiSténo, ze pouze 17 % zdravotniki
se citilo schopno poskytnout téhotnym Zendm odpovédi ohledné snizeni expozice ftalatim.
Ti zdravotnici, ktefi by byli schopni poskytnout poradenstvi, by nejcastéji (ze 75 %) poskytli
informace ohledné stravovacich navykt (napft. preferovat domaci stravu), mén¢ Casto (ze 42 %) by
informovali o pouzivani kosmetickych pfipravkli a nejméné casto (méné nez z 25 %) by
informovali o pouzivani spotiebnich vyrobkd. Vnimani expozice ftalatim jako vysoce rizikové
nebylo spojeno s poskytovanim preventivnich doporuceni. Z této studie vyplynuly zavéry pro praxi
v preventivni medicing, Ze zdravotnici ve Francii nedisponuji dostate¢nymi znalostmi o ftalatech,
nejsou si jisti, jak poskytovat preventivni poradenstvi, a pokud maji pfevzit preventivni tlohu, musi
byt 1épe informovani a vyskoleni (Marie et al. 2019). Zadna podobna studie z oboru preventivni
mediciny provedena v Ceské republice nebyla b&hem zpracovani disertaéni prace nalezena,
nicméné 1ze pfedpokladat, Ze situace v rdmci naSeho zdravotnického systému je obdobna.

3.5. Invitro metody vhodné pro sledovani endokrinniho potencialu

Tak, jak pfibyvaji informace o problematice ED, zesiluje 1 tlak na rozvoj modernich metod
efektivniho odstraiiovani ED z prosttedi, snizovani expozice ¢loveéka a také na dostupnost metod
testovani (Hecker & Hollert 2011, Routledge et al. 1998, OECD 2018). Byly jiz vyvinuty efektivni
in vitro metody, zaloZzené na biologickych testovacich systémech relevantnich k ¢lovéku (odvozené
od lidskych bungk a tkani nebo vyuZivajici geneticky modifikované organismy, exprimujici lidské
geny), a nékteré z nich jsou jiz zahrnuty do koncepce validovanych testt OECD i ISO (OECD
2018, ISO 2018). Kromé identifikace toxicity ED u jednotlivych chemickych latek je také nezbytné
sledovat ucinky smési, aby bylo mozné plné¢ hodnotit bezpecnost spotfebnich vyrobki (Klopcic &
Dolenc 2017, Kortenkamp et al. 2009, Silva et al. 2002). V experimentalni ¢asti disertacni prace je
popsano, jak byly metody zavedené pro identifikaci nebezpeCnosti latek s piedpokladanym
zdravotnim rizikem optimalizovany pro $irSi vyuZiti, zejména pro identifikaci nebezpecnosti smési,
napf. vyluhll doplikd stravy, spotfebnich vyrobkli na bazi papiru, plastu nebo kosmetickych
ptipravki.
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Jako prvni krok pii identifikaci potencidlu ED chemickych latek o znamé struktute lze
vyuzit rizné databdzové a vypocetni nastroje (metody in silico), které na zaklad¢ strukturnich
charakteristik a fyzikalné chemickych vlastnosti poskytnou predikci o predpoklddaném mozném
ucinku. Nepostradatelné pro vcasnou a efektivni identifikaci ED potence jsou in vitro metody,
zalozené na lidskych bunécnych liniich. Prakticky kazda predikéni nebo zkuSebni metoda ma své
vyhody, nevyhody a limitace. Metody in silico jsou zavislé napt. na rozsahu a aktualizaci datovych
sad. Piestoze in vitro metody postradaji plnou metabolickou aktivitu a homeostatické mechanismy,
maji vyhodu v tom, Ze funguji v kontrolovaném, standardnim prostfedi a poskytuji tak kvantitativni
data vzdy pro jeden sledovany ucinek, na zéklad¢ srovnéani s negativnimi, pozitivnimi kontrolami a
referenénimi materidly v nékolika koncentracich. S ohledem na etické aspekty u mnoha chemickych
latek nelze stanovit zakladni kinetické parametry definujici prabéh latek lidskym organismem, jako
distribuc¢ni objem, clearance, elimina¢ni polocas, biologickou dostupnost, procento latky vyloucené
do moci, procento latky vézané na bilkoviny, rezidencni cas, atd. Napf. u BPA byly diky
dobrovolnikiim provedeny individuélni farmakokinetické studie teprve nedavno (Teeguarden et al.
2015). V reélnych situacich dochézi k oscilacim a proménlivosti hladin latek v organismu (Fromme
et al. 2007). Vyhoda biologickych metod in vitro je, ze jsou schopny podat informaci o aktivité
vzorku ve srovndni s pozitivni kontrolou, u které jsou vySe uvedené parametry znamy. Na zakladé
in vitro dat lze pokracovat ve sledovani potence, podobné jako napt. u hodnoceni u€innosti 1éc¢iv.
Potence je vsoucasné dobé jednim zhlavnich prediktivnich indikatord uUspéSnosti 1é¢by
u hodnoceni uc¢innosti 1é¢iv, a mohla by byt vyuzivana i v toxikologii (Folmer RHA 2018).

Metody in silico a in vitro nemohou byt vyuzivany jednotlivé, vzhledem k tomu, ze

podavaji informaci o konkrétnim mechanismu na chemické, bunééné nebo tkanové trovni — sleduji
udalost*
(KE, key event). Pro testovani biologickych u¢inki byly proto KE sestaveny do tzv. drah
Skodlivého uc¢inku (AOP, Adverse Outcome Pathways), kde na sebe jednotlivé KE navazuji a tvoti
fetézec, vedouci k celkové biologické odezvé organismu. Teprve nedavno bylo dosazeno
mezinarodniho konsensu ohledné posuzovani ED 1 ve stanoveni drah Skodlivého uc¢inku (EC 2018a,
EC 2018b, OECD 2018, ECHA, EFSA, JRC 2018). AZ v poslednich letech pak zacalo ptibyvat
studii, které klicové udalosti (KE) ndvazné propojuji do AOP (Yang et al. 2016, Lorenzetti et al.
2015). Dochazi také k postupné validaci biologickych in vitro metod, které ve své kombinaci
mohou pfispét k odhaleni pleiotropnich U¢inkdi ED, napf. na vice receptorii zarovei. Piikladem
ziskani vice toxikologickych dat pomoci kombinace in vitro metod miZe byt napt. studie, ve které
se sledovaly uc¢inky 7 chemickych latek v nizkych koncentracich ve vice bunécénych liniich
soucasné, a u vSech byla zjiS§téna zvySena transkripce mRNA pro enzym aromatdzu, zvySena
aktivita aromatazy, zvySeni aromatdzou indukované syntézy estradiolu a zvyseni proliferace bun¢k
exprimujicich estrogenovy receptor (Williams & Darbre 2019).

Validované zkuSebni metody OECD (TG, Test Guidelines) jsou uvedeny v novém pokynu
OECD ¢. 150 (OECD, 2018). Tento dokument rozdé€luje zkuSebni metody do 5 Grovni (Groven 1-5)
koncepéniho ramce (CF, Conceptual Framework). Metody in silico, napt. QSAR a dalsi predikéni
nastroje mohou byt vyuZzity v urovni 1, kde bude vzorek hodnocen z hlediska fyzikalné-chemickych
vlastnosti (napf. molekulové hmotnosti, reaktivity, volatility, biologické rozlozitelnosti) (Coleman
et al. 2003). Ziskand data mohou naznacit, které latky jsou vhodné pro dalsi testovani a maji
vyuzitelnost napt. 1 pii vyvoji analogickych sloucenin s nizsi toxicitou. In vitro metody poskytuji
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informace na arovni 2, tj. o konkrétnim mechanismu nebo signalizacni draze, a jsou zalozeny na
buné&énych a tkafiovych systémech odvozenych ze savéich bundk i bundk jinych organismi. Urovné
3-5 zahrnuji pouze testy in vivo s vyuzitim raznych biologickych modelovych organismt (hmyz,
korysi, plzi, obojzivelnici, ryby, hlodavci, ptaci). Vysledky studii in vivo jsou vzdy ovlivnény
prostorové a casoveé unikatni ptitomnosti molekul v organismu v dobé odbéru vzorku.
Mechanistické in vitro studie maji vyhodu v tom, ze vySe uvedené faktory mohou do zna¢né miry
eliminovat a sleduji vzdy jen jeden z molekularnich cildi, napt. aktivaci receptoru. Za ucelem
zpiesnéni a zvyseni spolehlivosti se v in vitro studiich pouziva vice koncentraci vzorkl, referencni
materidly (napt. jako slaba pozitivni kontrola), endogenni ligandy (jako silnd pozitivni kontrola),
rozpoustédlové kontroly, atd. Validace dalSich alternativnich in vitro metod pokracuje a v
budoucnu lze ocekéavat rozsiteni o dalsi kli¢ové udélosti, které bude mozné testovat bez pouziti
zvitat. Slibné vypada vyvoj napf. na tkailové nebo embryondlni urovni, kdy nékteré bunécéné linie,
rekonstruované modely lidskych tkédni nebo embrya v nizsich stadiich vyvoje (napt. embrya Danio
rerio) vykazuji imunoresponzivni aktivitu (napf. produkuji konkrétni druhy cytokinll), ptipadné
sekretuji enzymy Ci proteiny (napf. vitellogenin), jejichz snizend ¢i zvySend aktivita po expozici
testované latce, ve srovnani s kontrolou, mlize naznacovat endokrinni ucinek testované latky na
urovni tkané€ nebo organismu (OECD 2018).

In vitro metody, uvedené v dokumentu OECD ¢&. 150 pro Uroven 2, obsahuji zatim pouze
tyto validované metodiky (TG, test guidelines) (OECD 2018):

OECD TG 493: In vitro rekombinantni test detekujici chemické latky s afinitou k lidskému
estrogenovému receptoru (detekuje dislokaci ligandu, nerozliSuje mezi
agonistickou nebo antagonistickou aktivitou);

OECD TG 455: In vitro test detekujici agonisty a antagonisty estrogenového receptoru
s vyuzitim stabiln¢ transfekované lidské bunécné linie (detekuje aktivaci
exprese reportérového genu; aktivatory aryl hydrokarbonového receptoru
mohou interferovat a inhibovat aktivaci reportérového genu);

OECD TG 458: In vitro test detekujici agonisty a antagonisty androgenového receptoru
s vyuzitim stabiln€¢ transfekované lidské bunécné linie (detekuje aktivaci
exprese reportérového genu);

OECD TG 456: In vitro test steroidogeneze (detekuje inhibici/indukci syntézy estradiolu
a testosteronu);

US EPA OPPTS 890.1150: In vitro test detekujici vazbu na androgenovy receptor (detekuje
dislokaci ligandu z receptoru, nerozliSuje mezi agonistickou nebo
antagonistickou aktivitou);

US EPA OPPTS 890.1200: In vitro test aktivity enzymu aromatazy (detekuje inhibici aktivity
enzymu aromatazy — CYP 19).

Dokument OECD ¢. 150 také uvadi metody zalozené na kvasinkovych liniich jako
perspektivni pro budouci zaclenéni do konceptu OECD, vzhledem ktomu, Ze jsou jiz
standardizovany v systému ISO (OECD 2018, ISO 2018).
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Jak je doporucovano v dokumentu OECD GD ¢. 150, in vitro metody je nezbytné vyuZzivat

pfi pocatenim hodnoceni nebezpec¢nosti, tj. pro odhaleni schopnosti vzorku interagovat
s endokrinnim systémem in vitro . M¢€ly by byt provadény zkousky zahrnujici vice mechanismu
a vysledky by mély byt hodnoceny spolecné, aby poskytly co nejvice informaci o celkové
endokrinni aktivité.
V této praci, zaméiené na nastaveni testovaciho systému pro vcasnou identifikaci a stanoveni
potencialu endokrinni disrupce vybranych latek se zdravotnim rizikem, pouzivanych ve spotiebnich
vyrobcich, byly jako modelové skupiny chemickych latek vyuzity nékteré ftalaty, bisfenol A a jeho
vybrané analogy. Jako modelové vzorky smeési byly pouzity vzorky moci, extrakty spotiebnich
vyrobkili na bazi papiru s moznosti styku s potravinami, spotiebni vyrobky na bdazi plastl
s predpokladanou dlouhodobou expozici, dopliky stravy s pfedpokladanym obsahem fytoaktivnich
latek a vybrané kosmetické ptipravky rizného slozeni. Z dostupnych metod byly vyuzity metody:
OECD QSAR Toolbox pro in silico predikci estrogenniho potencidlu, OECD TG 455 pro potvrzeni
in silico predikce, metoda YES dle ISO 19040-1 pro detekci agonistické i1 antagonistické aktivity
vzorkll na estrogenovy receptor a metoda YAS optimalizovana dle ISO 19040-1 pro detekci
agonistické 1 antagonistické aktivity vzorkli na androgenovy receptor (Dvordkova et al. 2016,
Dvorékova et al. 2018, ISO 2018, OECD 2018). Z biologickych metod byly vSechny metody nové
zavedeny a optimalizovany pro $ir$i vyuZiti.

3.5.1. Endokrinni disrupce u spotiebnich vyrobku a kosmetickych pripravki

Spotfebni vyrobky nebo kosmetické pripravky predstavuji smési mnoha slozek, proto je
latek. Pro slozky kosmetickych ptipravktl i pro findlni vyrobky plati v Evropské unii zdkaz
testovani na zvitatech. Je zakazano kosmetické ptipravky nebo jejich slozky testované na zviratech
do EU prodavat i dovazet (EU 2009, EU 2010, SCCS 2018). Jedinymi piistupy pro ovérovani
bezpecnosti kosmetickych piipravkl i jejich ingredienci jsou metody in vitro nebo studie na
dobrovolnicich. Nové doporuceni Védeckého vyboru pro bezpecnost spotiebitele (SCCS 2018)
vychdzi z mezindrodnich doporuceni pro testovani ED (OECD 2018, EC 2018a, EC 2018b) také v
pfipadé kosmetickych ptipravkd. Podle nazoru SCCS by se s latkami tvoficimi soucést
kosmetickych ptipravkii mélo zachazet jako s jinymi latkami, které se tykaji lidského zdravi, a proto
by mély podléhat posouzeni rizika, a nikoli pouze stanoveni nebezpecnych vlastnosti. To je v
souladu s minulymi i soucasnymi hodnocenimi SCCS, pokud jde o hodnoceni bezpe€nosti
kosmetickych ingredienci s podezienim na ED toxicitu, napf. parabeny, triclosan, homosalat,
benzofenony, 4-methylbenzyliden-kafr a 3-benzyliden-kafr, melatonin, resorcinol, cyklomethikon,
cyklopentasiloxan.

I kdyz vysledky metod z koncep¢nich tirovni CF 1 a 2 mohou indikovat endokrinni disrupci
jednotlivych slozek, nemohou informovat s kone¢nou platnosti o tom, zda latka zptisobi neptiznivé
ucinky v intaktnim organismu. Proto by mély byt vSechny dikazy o fyzikalné-chemickych
a toxikologickych vlastnostech latek systematicky integrovany. Bylo by tak mozné vytvofit
dostatecnou vahu dikazii (WoE, Weight of Evidence) k vylou€eni potencidlni endokrinni toxicity.
V piipadé kosmetickych piipravki, ale i1 spotfebnich vyrobkl je tfeba posoudit biologicky
relevantni expozici v podminkéach redlného pouziti, tj. zda mize napft. pii lokdlni aplikaci dojit k
systémoveé expozici. Toxikokinetické studie a farmakokinetické modelovani (PBPK modeling,
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physiologically-based pharmacokinetic models) by mohly pomoci pieklenout mezeru mezi in vivo
a in vitro metodami a doplnit udaje o vztahu koncentraci aktivnich v in vitro testech a systémovou
expozici. Data o pfitomnosti a ti€incich ED na Zivotni prostfedi mohou byt uzitecnd pro odhalovani
toxikologickych vlastnosti ED, nemohou vSak podat diikazy o Gi¢innosti ED na endokrinni systém
cloveka (SCCS 2018). Vzhledem k tomu, jak slozita je situace u latek typu smési, zdd se vhodné
zavést metody vhodné pro detekci endokrinniho potencidlu u findlnich spottebnich vyrobki.

Nekteré chemické latky, pritomné ve spotiebnich vyrobcich jsou jiz identifikovany
v nafizeni REACH jako latky vzbuzujici velmi vysoké obavy (,,SVHC*, Substances of Very High
Concern) v dasledku endokrinni disrupce ovliviiujici lidské zdravi (napi. BPA a ftalaty jako BBP,
DBP, DEHP a DiBP) nebo vlivu na zivotni prostiedi (napt. 4-terc-oktylfenol a jeho ethoxylaty, 4-
nonylfenol a jeho ethoxylaty). U bisfenolu A, jiz klasifikovaného jako reprotoxicka latka, byla jeho
estrogenni a antiandrogenni aktivita jiz doloZzena mnoha in vitro 1 in vivo studiemi. Opakovan¢ byly
koncentrace BPA detekovany v biologickych vzorcich u lidi (Luccio-Camelo & Prins 2011; Rubin
BS 2011; Paris et al. 2002, Kundakovic et al. 2013, Ranci¢re et al. 2015, Richter et al. 2007,
Goldstone et al. 2015, Piecha et al. 2016, Mraz et al. 2016, Vandenberg et al. 2010, Vandenberg et
al. 2012, Vandenberg et al. 2013, Vandenberg 2014). Teprve nedavno se zacala endokrinni disrupce
uvadeét jako divod k zarazeni na seznam latek vzbuzujicich obavy (ECHA 2015) a na webovych
strankach , stale vSak neni k dispozici Zadny oficialni seznam prokazanych ED, ze kterého by se
dalo pii posuzovani rizika spotebnich vyrobkii nebo kosmetickych piipravkii vychézet. Zadna latka
vsak dosud nebyla klasifikovana jako ED.

3.5.2. Nahrazovani testovani in vivo alternativnimi in virro metodami

In vitro systémy relevantni k ¢lovéku jsou vyuzivany v fad¢ vyzkumnych oborti zejména
v pocatedni fazi testovani (napf. toxikologii, biomedicing nebo farmakologii). Cast&j§i vyuzivani in
vitro metod odvozenych od lidskych bunék a tkani se rozSifuje napf. i do oblasti preklinickych
studii vyvoje nékterych 1é€iv, nebot’ pifi vyuziti in vivo model (napf. hlodavcl) zpocatku slibné
vysledky nemusi byt uspokojivé potvrzeny v dalSich fazich klinickych studii pro mezidruhové
rozdily (Beken et al. 2016, Schutte et al. 2017, Beilmann et al. 2018).

Nahrazovani in vivo testovani metodami in vitro bylo zahajeno se zavadénim koncepce 3R.
Ukazuje se, ze metody in vitro vyuzivajici buiiky a tkdné lidského ptivodu maji pro ¢lovéka vyssi
vypovidajici schopnost nez pokusy na zvifatech s druhovymi rozdily. Koncepce 3R byla zavedena
jiz v roce 1959, aby se béhem védeckych experimentl zabranilo zbyte¢nému utrpeni pokusnych
zvitat. Sestava ze tfi bodiu (,,tfi R*): ,,Replacement™ (ndhrada), kdy by ziva zvifata méla byt v
experimentu v co nejveétSim mozném rozsahu nahrazena alternativnimi in vitfro metodami
zalozenymi na tkanovych kulturdch, mikroorganismech, imunologickymi technikami,
matermatickym modelovanim, apod.; ,,Reduction” (snizeni poctu), kdy do pokusu by mél byt
zahrnut co nejmens$i mozny pocet zvifat, na kterém je mozno dosdhnout validnich vysledki; a
»Refinement* (zjemnéni), kdy experiment by mél probihat tak, aby zvifata zbytecné netrpéla, tj.
mély by byt vylou€eny zbytecné stresové faktory a bolestivé techniky (Jennings 2015, Liebsch et al.
2011, EU 2010).

In vitro studie vyuzité v toxikologickém vyzkumu jiz poskytly fadu mechanistickych dat,
dokladajicich ED vlastnosti mnoha latek pouzivanych jako neregulovana soucast spotiebnich
vyrobkd, latek vice ¢i méné regulovanych (napf. na zéklad¢ dfive stanovenych limith z divodu
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jejich klasifikace jako reprotoxické nebo karcinogenni) ¢i se vyskytujicich ve spotfebnich vyrobcich
jako nezadouci kontaminanty, ale i latek navrhovanych jako nahrady s deklarovanymi méné
negativnimi toxickymi vlastnostmi. Bylo napft. zjiSténo, ze nékteré ftalaty (BBP, DBP, DEHP) v
nizkych koncentracich (108-10° mol/l) vyznamné zvysily proliferaci skrze signaliza¢ni drahu
PI3K/AKT a expresi estrogenového receptoru u bunék MCF-7 (Chen & Chien, 2014). Ftalaty BBP,
DBP, DIPB pisobily jako (Castecni) agonisté ER a (Castecni) antagonisté AR (Dvotdkova et al.
2018). Pomoci modelu embryi (Danio rerio) byla prokdzana estrogenni aktivita dalSich latek ze
skupiny bisfenolti, z nichz nékteré byly jiz vyuzivany jako nahrady bisfenolu A (BPF, BPS) (Le Fol
et al. 2017, Cano-Nicolau et al. 2016, Trasande et al. 2012, Rochester & Bolden 2015). Nékteré z
bisfenolii fungovaly jako (silni) agonisté ER (napi. BPC, BPTMC) i antagonist¢ AR (Dvotakova et
al. 2018, Dvorakova et al. 2016).

4. Hypotézy

Obsahem doktorského projektu bylo sledovani potencialu endokrinni disrupce vybranych
latek, které¢ se pouzivaji ve vyrobnich procesech, tvoii soucast spotiebnich vyrobki, piipadné se
mohou ve spotiebnich vyrobcich nachazet jako kontaminanty. Soucasti zadani bylo rovnéz
posouzeni moznosti sledovani expozice latkdm s predpokladanym zdravotnim rizikem a doporuceni
preventivnich opatfeni ke snizeni expozice.

Byly stanoveny tyto hypotézy:

1. Analogické slouceniny ze stejné chemické skupiny, z nichz nékteré jsou vyuzivany jako
nahrady latek s endokrinni toxicitou, mohou mit podobné vlastnosti a interagovat
s endokrinnim systémem.

2. Extrakty spotfebnich vyrobkil ptedstavuji smés, kterd mulze vykazovat endokrinni
potencidl. 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 v€asnou identifikaci potencidlu endokrinni disrupce chemickych latek,
pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich. Zavedené metody bude mozné optimalizovat i
pro stanoveni celkového potencialu endokrinni disrupce u findlnich spottebnich vyrobki.

3. Latky s prokazanou endokrinni toxicitou, pouzivané jako soucast spotfebnich vyrobki,
nebo jejich metabolity, mohou byt detekovany v biologickych tekutinach
Cloveka a na zdklad¢ jejich koncentraci lze stanovit prediktivni indikdtory zvySené
expozice endokrinnim disruptortim.

4. Endokrinni disruptory jsou eliminovany z organismu béhem nékolika hodin, nicméné
clovek je vystaven jejich  kontinudlnimu nepfetrZitému  pfisunu.  Dietarni
expozice je hlavnim faktorem ovliviiujicim celkovou expozici ¢lovéka endokrinnim
disruptorim. Vhodnymi stravovacimi navyky, vybérem, pfipravou stravy a jejim
sloZzenim lze potencialné snizovat expozici endokrinnim disruptorim.
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5. Cile prace

Naplni disertatni prace bylo sledovani potencidlu endokrinni disrupce u vybranych
chemickych latek, které se pouzivaji ve vyrobnich procesech nebo tvofi soucast spotfebnich
vyrobku. Cile prace byly zamétfeny na potvrzeni nebo vyvraceni stanovenych hypotéz. V pribéhu
zpracovani doktorského projektu byly ptivodni cile prace doplnény o souvisejici studie.

Byly stanoveny tyto cile:

1. Primérnim cilem bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy €. 1. Pro jeho splnéni bylo
nutné nov¢ zavést efektivni in vitro metody pro identifikaci endokrinni disrupce
chemickych latek. Jako modelové chemické latky byly vybrany slouceniny ze skupiny
bisfenolti a ftalath, u nichz bylo nejprve nutné metodami in silico predikovat jejich
mozné ucinky a ziskana data ovétit pomoci nové zavedenych in vitro metod.

2. Dalsim cilem bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy ¢. 2. Pro splnéni tohoto cile bylo
nutné¢ experimentdln¢ ovéefit vyuzitelnost zavedenych metod 1 pro stanoveni
nebezpecnych vlastnosti (endokrinni disrupce) u vybranych spotiebnich vyrobkl a jejich
ingredienci a tim optimalizovat metody pro §ir§i vyuZiti.

3. Dalsim cilem bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy ¢. 3, tj. Ze koncentrace
endokrinnich disruptorii nebo jejich metabolitt mohou byt detekovany v biologickych
tekutindich béZzné populace, a proto je mozné stanovit prediktivni indikatory zvySené
expozice. Pro splnéni tohoto «cile bylo nutno provést vybér vhodného
vzorku biologické tekutiny a naslednou analyzu.

4. Dopliikovym minoritnim cilem, zvolenym s ohledem na védecky vyvoj v oblasti
endokrinni disrupce, bylo ovéfeni hypotézy, ze dietdrni expozice je relevantnim
faktorem ovliviiujicim celkovou expozici c¢lov€ka endokrinnim disruptorim, a proto
vhodnymi stravovacimi ndvyky lze potencidln€ sniZit expozici. Pro splnéni tohoto cile
bylo nutné provést doplikovou studii  sledujici expozici  bisfenolim a
ftalatim. Jako zdroj ED ve stravé byly pfedpokladany zejména konzervované potraviny a
napoje v plechovkach.

5. Zavérecnym cilem doktorského projektu bylo pfipravit informacni material, vhodny pro
edukaci odborné vefejnosti a preventivni poradenstvi ohledn€ potencidlniho snizovani
expozice ED. Za timto ucelem byl pfipraven navrh informacniho materidlu vyuZitelny v
klinické praxi, vychazejici z dusledné reserSe védeckych informaci, Citajici vice nez 200
literarnich zdroja.
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6. Metodika

Material, metody, vzorky pouzité v experimentech, piiprava vzorki, design experimentl
1 studii a dosazené vysledky jsou popsané v pracich, které jsou soucasti disertacni prace (Dvotrakova
et al. 2016, Dvotdkova et al. 2018, Kejlova et al. 2019). V této kapitole jsou vSechny metodické
postupy rekapitulovany a shrnuty.

6.1.  Predikce potencialnich ligandi estrogenového receptoru in silico

Pro in silico predikci potencialnich ligandt a vazebnou afinitu k estrogenovému receptoru o
na zaklad¢ chemické struktury, molekulové hmotnosti a rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda byl
vyuzit databazovy nastroj OECD QSAR Toolbox (verze Toolbox 3.3.2). Jde o otevieny in silico
nastroj pro odhady (predikce), ktery rozdéluje chemické latky do nékolika kategorii podle
schopnosti vdzat se na estrogenovy receptor. Tento pribézné aktualizovany databazovy ndstroj
seskupuje chemické latky do chemickych kategorii, jejichz fyzikalné-chemické a toxikologické
vlastnosti vychazeji ze strukturni podobnosti. Vyuziti OECD QSAR Toolbox zahrnuje napt. popis
chemické struktury sloucenin, dobrovolné poskytované vysledky z vypocetnich modeli, analyz
trendl, read-across analyz, experimentalni vysledky, vysledky hodnoceni a kategorizaci vcetné
pfipadného zahrnuti latek do rGznych (narodnich) seznami, vyhleddvani moZznych analogi,
seskupovani sloucenin podle mechanismu U¢inku nebo spole¢ného metabolitu, atd. Pro svou
Sirokou vyuzitelnost a pribéznou aktualizaci je OECD QSAR Toolbox doporucovan i vyuzivan pro
legislativni  posuzovani nezavadnosti chemickych ptipravki (Tichy M & Rucki M 2009,
OECD 2007, OECD 2017).

Pro predikci potencidlnich ligandi estrogenového receptoru jsou vyuzivany zakladni
strukturni charakteristiky: napt. chemické latky s molekulovou hmotnosti mezi 200 a 500 Da,
dvéma benzenovymi jadry s navdzanymi hydroxylovymi skupinami jsou predikovany jako velmi
silné ligandy; latky s molekulovou hmotnosti mezi 200 az 500 Da, 5- az 6Cetnym benzenovym
jaddrem s neomezenym poctem volnych hydroxylovych nebo amino- skupin jsou predikovéany 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 stredné 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 nespliuje zadkladni 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
Jjédra, atd.).

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

Pro verifikaci in silico predikce byla vyuzita noveé zavedend 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 In vitro
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Assays to Detect Estrogen Receptor Agonists and Antagonists). Rekombinantni lidska bunécna linie
VM7Luc4E2 (varianta MCF-7, bun¢k z karcinomu prsu) exprimuje lidské endogenni estrogenové
receptory hERa a v mensi mife hERP. Buiiky jsou stabilné transfekovany plasmidem pGudLuc7.0
obsahujicim gen pro rezistenci k antibiotiku G418 (tzv. “selektor” pro selekci pouze bunck
obsahujicich plazmid) a reportérovy gen (luc) pod kontrolou estrogenovych responzivnich elementi
(ARE) umisténych na silném promotoru odvozeného z MMTV (“Murine mammary tumor virus” —
retrovirus mysiho tumoru prsni zlazy), ktery dlouhodobé vykazuje nizkou zkiizenou aktivitu
s jinymi steroidy a nesteroidnimi hormony. Metoda je vhodnd pro detekci estrogenni aktivity
chemickych latek 1 smési o nezndmém slozeni. Zkouska je urcena k detekci transkripcné
zprosttedkované aktivity estrogenovych receptori a a [ a detekuje navazani ligandu na ER,
naslednou translokaci receptorového komplexu s ligandem do jddra, navazani na specifické
estrogenové responzivni elementy v jadre, transaktivaci reportérového genu (luc), produkci enzymu
luciferazy (jako produktu reportérového genu) a naslednou chemiluminiscenci, kterd mize byt
kvantifikovana za pouziti luminometru s injektorem. Pozitivni odpovéd’ pro stanoveni agonistické
aktivity je identifikovana kiivkou obsahujici alespon tii body (primér + SD), stejné jako zménou v
amplitudé RLU (normalizovana relativni svételnd jednotka) alesponl 20 % z maximdlni hodnoty pro
referencni latku (17B-estradiol [E2; CAS 50-28-2]), pouZzitou jako pozitivni kontrola. Zkouska byla
optimalizovadna pro testovani Sirokého rozsahu latek za pfedpokladu jejich rozpustnosti v DMSO,
EtOH (finalni koncentrace 1 %), vodé (findlni koncentrace 50 %) nebo kultivaénim médiu. Bunécna
kultura se 5 dni pted aplikaci vzorkt kultivuje v médiu a plastu s nizkou estrogenni aktivitou. Pro
test se pouziva bunééna kultura o konfluenci min. 80 % a min. po¢tu bunék 750 x 10° / ml. Jako
pozitivni kontrola se pouziva 17B-estradiol [E2; CAS 50-28-2] minimaln¢ v 7 koncentracich (v
rozsahu napt. 107!, 107°, 107, 108, 107, 10, 10, 10* mg/ml). Vzorky rozpusténé v DMEM se
aplikuji v minimalné 4 necytotoxickych koncentracich, napt. 10% 107, 10, 10 nebo 107, 10,
10 10* mg/ml. Negativni kontrola (kontrola reagencii) je médium s max. 1% DMSO. Bun&tna
kultura se inkubuje 24 hodin pti 37°C, 5% CO». Pied zacatkem inkubace a po jejim ukonceni se
provadi mikroskopickd kontrola viability bunék. Minimalni viabilita (konfluence) musi byt 70 %.
Indukce exprese reportérového genu se hodnoti jako chemiluminiscence pomoci detekéniho
systétmu pro stanoveni luciferazy (Promega Luciferase Assay System) a méfi se pomoci
luminometru s injektorem (Promega).

6.3. Identifikace estrogenniho potencialu metodou in vitro pomoci metody zaloZené
na Saccharomyces cerevisiae (YES)

Pro identifikaci a potvrzeni estrogenniho (agonistického) potencidlu byla vyuZita nové
zavedena in vitro zkouSka zaloZena na geneticky modifikovaném kmenu (YES) kvasinek
Saccharomyces cerevisiae. Metodu je mozné pouzit pro detekci agonistické aktivity riznych typt
vzorkli (koncentrovanych vzorkii vod, vodnych vyluhli, roztokti chemickych latek, extraktd,
kosmetickych ptipravkil, smesi o nezndmém slozeni). Zkouska sleduje estrogenni aktivitu vzorkt
na geneticky modifikovany kmen (YES) kvasinek S. cerevisiae, do jehoZ chromozomu byla stabilné
integrovana DNA sekvence genu pro lidsky estrogenovy receptor a (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). Po vazb¢ ligandu hERa
interaguje s responzivnim elementem na expresnim plazmidu a moduluje transkripci reportérového
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genu pro enzym [-galaktozidazu (lacZ). Enzym je sekretovdn do média, kde konvertuje zluty
substrat na cCerveny produkt, ktery je kvantifikovan pii 570 nm pomoci spektrofotometru.
Absorbance zméfena pii vinové délce 570 nm koreluje piimo s mnozstvim B-galaktozidazy a tim
také s estrogenni aktivitou vzorku. Metoda rovnéz detekuje cytotoxicky efekt, tj. zastaveni rlstu
nebo lyzu kvasinkovych bunék. Jako pozitivni kontrola ve variant¢ metody YES se pouziva 1703-
estradiol [E2; CAS 50-28-2] v 7 koncentracich (107!, 3.16 x 107!, 101°, 3.16 x 1071°, 107, 3.16 x
10, 10® mol/l). Vzorky rozpusténé ve 100% DMSO se aplikuji ve findlnich necytotoxickych 8
koncentracich (3.16 x 1078, 107, 3.16 x 107, 10, 3.16 x 10, 10, 3.16 x 10, 10* mg/ml, max.
findlni koncentrace DMSO 1 %).

Metodika je shodnéd pro vSechny varianty metody (YES, anti-YES, YAS, anti-YAS): mnozici se
kvasinkové buniky 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 prostiedi,
za kontroly vyrovnané vlhkosti a s ochranou proti evaporaci, v 96 jamkové mikrodesti¢ce po dobu
48 h pti 31 °C a jemném tfepani na orbitdlni tfepace v pfitomnosti substratu pro enzym
B-galaktozidazu. Pfed zacatkem inkubace a po jejim ukonceni je provedena spektrofotometricka
kontrola Zivotnosti bun€k. Pfed zacatkem inkubace se v pfipadé potieby provadi
spektrofotometrickd kontrola interference vzorku. Indukce exprese reportérového genu pro
B-galaktozidazu zplsobi sekreci enzymu [-galaktozidazy konvertujici zluty substrat CPRG
(chlorophenol red-B-galactopyranoside) na cerveny produkt. Zmeéna zbarveni se kvantifikuje
spektrofotometricky pii vlnové délce 570 nm (Xenometrix 2015). Viabilita kultury se méfi a
kvantifikuje pfi vinové délce 690 nm. Pro méteni byl vyuzit spektrofotometr Eon (BioTek) a
software GenS5.

6.4. Identifikace anti-estrogenniho potencialu in vitro pomoci metody zaloZené
na Saccharomyces cerevisiae (anti YES)

Pro identifikaci anti-estrogenniho (antagonistického) potencidlu byla vyuzita in vitro
metoda zaloZena na geneticky modifikovaném kmenu (YES) kvasinek Saccharomyces cerevisiae
(identickém jako u pfedchozi metody popsané v odstavci 6.3.). Pro detekci anti-estrogenni aktivity
je do média ptidan standardni ptidavek siln¢ho ligandu (17B-estradiol [E2; CAS 50-28-2 ] ve finalni
koncentraci 1 x 10° mol/l), pficemZ metoda detekuje kompetitivni inhibici vazby standardniho
pfidavku (zpisobenou vzorkem) na hERa (antagonismus) ve srovnani s negativni kontrolou
(médium s 1% DMSO) a pozitivni kontrolou, kterou je referen¢ni material s klinicky potvrzenou
anti-estrogenni aktivitou (4-hydroxytamosifen [HT; CAS 68392-35-8] v 7 koncentracich (10~, 3.16
x 10?,10%,3.16 x 108,107, 3.16 x 1077, 10°® mol/l). Metodika je shodna jak popsano v odstavci 6.3
v Casti Metodika.

6.5. Identifikace androgenniho potencialu in vitro pomoci metody zaloZené
na Saccharomyces cerevisiae (Y AS)

Pro identifikaci androgenniho (agonistického) potencidlu byla vyuzita nové zavedend in
vitro zkouska zaloZena na geneticky modifikovaném kmenu (YAS) kvasinek Saccharomyces
cerevisiae. Metodu je moZzné pouzit pro detekci agonistické aktivity riznych typd vzorki
(koncentrovanych vzorkl vod, vodnych vyluhi, roztoki chemickych latek, extraktd, kosmetickych
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piipravka, smési o neznamém slozeni). Zkouska sleduje androgenni aktivitu vzorkii na geneticky
modifikovany kmen (YAS) kvasinek S. cerevisiae, do jehoz chromozomu byla stabiln¢ integrovana
DNA sekvence genu pro lidsky estrogenovy receptor o (hAR). Inzertovany plazmid nese
reportérovy gen lacZ, kédujici enzym B-galaktozidazu a estrogenovy (YAS) responzivni element
(Routledge EJ & Sumpter JP 1996; Sohoni P. & Sumpter JP 1998). Po vazbé ligandu hAR
interaguje s responzivnim elementem na expresnim plazmidu a moduluje transkripci reportérového
genu pro enzym [-galaktozidazu (lacZ). Metodika je je popsana v odstavcei 6.3 v ¢asti Metodika.

Jako pozitivni kontrola byl pouzit Sa-dihydrotestosteron [DHT; CAS 521-18-6] v 7
koncentracich (10?, 3.16 x 10, 10, 3.16 x 1078, 107, 3.16 x 10”7, 10 mol/l). Vzorek rozpustény
vDMSO byl aplikovan v necytotoxickych 8 koncentracich (3.16 x 10% 107,
3.16 x 107, 10°, 3.16 x 10°, 10 x 107, 3.16 x 107, 10* mg/ml). Jako negativni kontrola bylo
pouzito médium s max. koncentraci 1 % DMSO.

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

Pro identifikaci anti-estrogenniho (antagonistického) potencialu byla vyuzita in vitro
metoda zalozena na geneticky modifikovaném kmenu (Y AS) kvasinek Saccharomyces cerevisiae
(identickém jako u pfedchozi metody popsané v odstavci 6.5.). Pro detekci anti-androgenni aktivity
je do média ptfidan standardni ptidavek silné¢ho ligandu (5a-dihydrotestosteron [DHT; CAS 521-
18-6] ve findlni koncentraci 3 x 10" mol/l), pfi¢emZ metoda detekuje kompetitivni inhibici vazby
standardniho piidavku (zpisobenou vzorkem) na hAR (antagonismus) ve srovnani s negativni
kontrolou (médium s 1% DMSO) a pozitivni kontrolou, kterou je referen¢ni materidl s klinicky
potvrzenou anti-androgenni aktivitou (flutamid [FL; CAS 13311-84-7] v 7 koncentracich
(107,3.16 x 107,10, 3.16 x 105, 10, 3.16 x 10, 10* mol/l). Metodika je popsana v odstavci 6.3
v Casti Metodika.

6.7. Modifikace metod zaloZenych na Saccharomyces cerevisiae (varianta XL)

Modifikovand metoda (XL YES, XL anti YES, XL YAS, XL anti YAS) vyuzivéa postup,
kdy se pfimo v testovaci 96 jamkové desce ptipravi fedéni vzorkl a nasledné se doplni médium a
fedénd kultura kvasinkovych bunék. Inkubace je zkracena na min. 18 hodin, coz urychli ziskani
vysledki. Po inkubaci se spektrofotometricky detekuje viabilita bunék. Cytotoxicita je métfena jako
redukce rozptylu svétla pii vlnové délce 690 nm pomoci spektrofotometru. Nésledné se pouzije
lyzacni smés, kterd usnadni sekreci intracelularné syntetizované [-galaktoziddzy do média
a zvysi sensitivitu metody. Koncentrace pozitivni kontroly a standardniho pfidavku se liSi od
nemodifikované verze YES, anti YES, YAS, anti YAS. Vé&tsi rozsah koncentraci pozitivni kontroly
(8) a vyuziti jejich nizsich koncentraci usnadni detekci vzorkl s nizkymi koncentracemi aktivnich
latek (Xenometrix 2017).

Findlni koncentrace standardniho ptidavku silné¢ho ligandu pro variantu XL anti YES (178-
estradiol [E2; CAS 50-28-2 ]) je 3.3 x 10'® mol/l). Finalni koncentrace standardniho ptidavku
silného ligandu pro variantu XL anti YAS (5a-dihydrotestosteron [DHT; CAS 521-18-6]) je 3.3 x
10 mol/l). Koncentrace pozitivni kontroly pro variantu XL YES (17p-estradiol [E2; CAS 50-28-2
) jsou 6.7 x 10°, 2.1 x 10°, 6.7 x 107, 2.1 x 101°, 6.7 x 10"}, 2.1 x 10!, 6.7 x 1072, 2.1 x 1072
mol/l). Koncentrace pozitivni kontroly pro variantu XL YAS (50-dihydrotestosteron [DHT; CAS
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521-18-6]) jsou 6.7 x 108,2.1 x 10® 6.7 x 10°,2.1x 10°,6.7x 101, 2.1 x 101, 6.7 x 107!, 2.1 x
10! mol/l). Koncentrace pozitivni kontroly pro variantu XL anti YES (4-hydroxytamosifen [HT;
CAS 68392-35-8]) jsou 6.7 x 10°,2.1 x 10, 6.7x 107, 2.1 x 107, 6.7x 10%,2.1 x 103, 6.7 x 107,
2.1 x 107 mol/l). Koncentrace pozitivni kontroly pro variantu XL anti YAS (flutamid
[FL; CAS 13311-84-7] jsou 6.7 x 10, 2.1 x 10, 6.7 x 10%,2.1 x 10%,6.7x 107, 2.1 x 107, 6.7 x
108, 2.1 x 10 mol/l) (Xenometrix 2017).

6.8. Stanoveni potencialu endokrinni disrupce u vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouZzivanych ve spotiebnich vyrobcich

Pro vcasnou identifikaci potencialu endokrinni disrupce vybranych latek se zdravotnim
rizikem, pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich, byly vybrany slouc¢eniny ze skupiny bisfenoli a
ftalath. Seznam vybranych chemickych latek, vcetné jejich identifikace (CAS), molekularni
hmotnosti (MW), sumarniho a strukturniho vzorce je uveden v tabulce 1. Pro stanoveni potencialu
endokrinni disrupce (agonistické i antagonistické aktivity vaci estrogenovému i androgenovému
receptoru) byly vyuzity vSechny metody popsané v bodech 6.1. az 6.6., tj. 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
bunécné linii (OECD TG 455) a metody in vitro , zalozené na dvou kmenech kvasinek S. cerevisiae
(Metoda YES a anti-YES, YAS a anti-YAS).
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Latka Zkratka || CAS MW Sumarni vzorec Strukturni vzorec
1 | Bisfenol A BPA 80-05-7 228.29 (CH3)2C(C6H40H)2 HyC CHy
= | =
HO = ="oH
2 | Bisfenol AF BPAF 1478-61-1 336.23 (CF3)2C(C6H40H)2 FiC, CFa
HOOH
3 | Bisfenol AP BPAP 1571-75-1 290.36 CH3C(C6H5)(C6H40H)2 £
HO CH?
4 | Bisfenol BP BPBP 1844-01-5 352.43 C25H2002
5 | Bisfenol C BPC 79-97-0 256.34 (CH3)2C[C6H3(CH3)OH]2
6 | Bisfenol E BPE 2081-08-5 214.26 CH3CH(C6H40H)2
7 | Bisfenol F BPF 620-92-8 200.23 CH2(C6H40H)2
8 | Bisfenol FL BPFL 3236-71-3 350.41 C25H1802
Ho ™~ ~Fom
9 | Bisfenol G BPG 127-54-8 31245 C21H2802 CHs HiG CHy  CHs
HsCA\ﬁM%CHs
HO S ow
10 | Bisfenol M BPM 13595-25-0 346.46 CBH4[C(CH3)2C6H40H]2 ,iJfXLiHj;:lJ%‘(CHJ;\
HO/[“:-.J L:,\/I ‘»/TI‘-OH
11 | Bisfenol P BPP 2167-51-3 346.46 C6H4[C(CH3)2C6H40H]2 PN o
jspeVe]
" H]CKCH:"‘
12 | Bisfenol S BPS 80-09-1 250.27 02S(C6H40H)2 7\ 9 7
HO S OH
OO
13 | Bisfenol TMC BPTMC | 129188-99-4 310.43 C21H2602 Hsch\fg;u
j)</\
B
Ho"[ # “‘V/j\OH
14 | Bisfenol Z BPZ 843-55-0 268.35 C6H10(C6H40H)2 [”j
Ho’l “uj L\/ll OH
15 || Diethyl ftalat DEP 84-66-2 222,24 C6H4-1,2-(CO2C2H5)2 (\,,DLA
=707 CH;
0. _CHy
Y
n T o] CH;
16 || Bis(2-ethylhexyl) ftalat | DEHP 117-81-7 390,56 C24H3804 N 0/\@\/\%
S O i~ CHs
o CHy
17 || Benzyl butyl ftalat BBP 85-68-7 312,36 2-[CH3(CH2)302C] o
d\OW\CH3
Chz
18 || Dibuty! ftalat DBP 84-74-2 278,34 C6H4C0O2CH2C6H5 )0\
D 07" CH,
A O~ _CHy
o
19 || Diisobutyl ftalat DIBP 84-69-5 278.34 C6H4-1,2-[CO2(CH2)3CH3]2 he g 0 o
k) o o) 3
20 | Diisononyl ftalat DINP 28553-12-0 418,61 C6H4-1,2-[CO2CH2CH(CH3)2]2 1 e
o-Ceftis
©¢0\0va9
Q
21 | Diisodecyl ftalat DIDP 26761-40-0 446,66 C6H4(CO2C9H19)2 ~ /\j\

Tabulka 1. Seznam chemickych latek pro identifikaci jejich endokrinniho potencidlu.




6.9.  Priprava extraktii spotfebnich vyrobkii na bazi papiru

Pro analyzu endokrinniho potencidlu za vyuziti in vitro metod zaloZzenych na geneticky
modifikovanych kmenech kvasinek S. cerevisiae (viz odst. 6.3. az 6.6.) byly vybrany vzorky
ubrouskul s barevnym potiskem (Cernd, zluta, modra, ¢ervend) a bez potisku, predstavujici modelové
vyrobky na bazi papiru, které mohou pfijit do styku s potravinami. Postup je mozné pouzit na
vyrobky z papiru a lepenky (napf. ubrousky, obaly, podtacky, krabicky, apod.). Postup extrakce
vyrobkll na bazi papiru a lepenky urcenych pro styk s potravinami byl podrobné popsan v ¢lanku
Vépenka et al. 2016 a Kejlova et al. 2019. Vzorky papiru (1 g) byly extrahovany ve 20 ml smési
acetonitril — ultracistd voda 1:1 (v/v) a sonifikovany po dobu 15 min v ultrazvukové lazni pfi
laboratorni teploté. Pfidanim 4 g MgS04 a 1 g NaCl bylo dosazeno oddéleni fazi. Po centrifugaci se
odebrala horni vrstva acetonitrilu pro nasledné chemické analyzy. Pro zkouSky endokrinniho
potencidlu in vitro metodami zalozenymi na geneticky modifikovanych kmenech kvasinek S.
cerevisiae (viz odst. 6.3. az 6.6.) je jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo doporucovan DMSO v
maximalni (necytotoxické) koncentraci 1 %. Vzorky rozpusténé ve 100% DMSO musi byt proto v
96 jamkové testovaci desce 100x fedény do finalni koncentrace 1% DMSO. Plvodni acetonitrilovy
extrakt se pouzil néasledovné: ze 3 ml acetonitrilového extraktu byl acetonitril odpafen pod
proudem dusiku. Odparek se rozpustil ve 300 pl 100 % DMSO (tj. pavodni 100% acetonitrilovy
extrakt se 10 x koncentroval ve 100% DMSO). V dal$im kroku se pfipravila zfted'ovaci desticka s
logaritmickymi koncentracemi ve 100% DMSO. Ze zied’'ovaci desticky bylo pfeneseno vzdy 2 pl
vzorku do testovacich desticek s findlnim objemem reakéni smési 200 pl, tj. logaritmické
koncentrace byly finaln¢ 100x fedény, ¢imz bylo dosazeno maximalni (necytotoxické) koncentrace
DMSO 1 %. Finalni testované koncentrace extraktu byly 0,316 % - 1 % - 3,16 % - 10 %. Nejvyssi
testovand koncentrace (10 %) ptedstavuje desetindsobné fedéni plivodniho acetonitrilového extraktu
analyzovaného metodami HPLC a GC. Seznam vzorki a jejich popis je uveden v tabulce 2.

Cislo vzorku Typ ubrousku Barva ubrousku Oznaceni vzorku v grafech
1 A bila A (no print)

2 A cerna A (black print)

3 B ervend B (red print)

4 B modra B (blue print)

5 B bila B (no print)

6 C Zluta C (yellow print)

Tabulka 2. Seznam vzorkt ubrouskii.

6.10. Priprava extrakti spotiebnich vyrobki na bazi plastu

Pro analyzu endokrinniho potencidlu za vyuZiti in vitro metod zaloZenych na geneticky
modifikovanych kmenech kvasinek S. cerevisiae (viz odst. 6.3. az 6.6.) byly vybrany vzorky
erotickych pomticek s predpokladanou dlouhodobou expozici (venusiny kuli¢ky - “Kegel balls”) i s
kratkodobou expozici (vibratory, uméld vagina) vyrobené z barevného plastu. Typ plastu byl
identifikovan v akreditované laboratoti SZU, Centru toxikologie a zdravotni bezpeénosti, Oddéleni
chemické bezpecnosti vyrobkt. Pred ptipravou extrakt byly vzorky 1 x omyty 70% ethanolem a 2
x destilovanou vodou pro prevenci kontaminace z pfedchozi manipulace pii vyrobé a distribuci.
Plastové cCasti ptichazejici do kontaktu se sliznici byly asepticky nastfihany na kousky max. 5 mm x
5 mm. 1 g vzorku byl extrahovan v 5 ml 100 % DMSO po dobu 24 hodin pii 37°C. Extrakt byl
pfipraven Cerstvy a pouzit do testu do 24 hodin po ukonceni extrakce. Pro zkousky endokrinniho
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potencialu in vitro metodami zaloZenymi na geneticky modifikovanych kmenech kvasinek S.
cerevisiae (viz odst. 6.3. az 6.6.) je jako nejvhodnéjsi rozpoustédlo doporucovan DMSO v
maximalni (necytotoxické) koncentraci 1 %. Plvodni extrakt ve 100% DMSO se proto pouzil
nasledovné: ptipravila se zted'ovaci desticka, ve které byly pfipraveny logaritmické koncentrace ve
100% DMSO. Ze ziedovaci desticky bylo pfeneseno vzdy 2 pl do testovacich 96 jamkovych
desti¢ek s finalnim objemem reakéni smési 200 pl, tj. logaritmické koncentrace byly findln¢ 100x
fedény, ¢imz bylo dosazeno maximalni (necytotoxické) koncentrace DMSO 1 %. Finalni testované
koncentrace extraktu byly 0,0316 % - 0,1 % - 0,316 % - 1 % pivodniho extraktu. Seznam vzorkl a
jejich popis je uveden v tabulce 3.

Cislo vzorku | Typ vyrobku Barva Typ plastu Oznaceni vzorku v grafech
1 Venusiny kulicky modra Cisty 100% silikon Kegel balls blue 1

2 Venusiny kulicky fialova Cisty 100% silikon Kegel balls violet 1
3 Venusiny kulicky ervend Cisty 100% silikon Kegel balls red 1

4 Venusiny kulicky fuchsiova Cisty 100% siilikon Venus balls purple 1
5 Vibrétor fialova Cisty 100% silikon + ABS Vibrator violet 1

6 Vibrator fuchsiova Cisty 100% silikon Twinhead purple

7 Uméla vagina rizova termoplasticky kaucuk Artificial vagina

8 Vibrétor transparentni fialovd | elastomer na bazi styrenu Vibrator violet

9 Venusiny kulicky Cervena ABS Kegel balls red

10 Venusiny kulicky fialova polyester tereftalat, ABS Kegel balls violet

Tabulka 3. Seznam spotiebnich vyrobkii na bazi plastu.

6.11. Priprava vzorki kosmetickych pripravki

Pro analyzu endokrinniho potencidlu za vyuziti in vitro metod zaloZzenych na geneticky
modifikovanych kmenech kvasinek S. cerevisiae byla vyuzita modifikovand metoda popsand v odst.
6.7. spocivajici v eliminaci preanalytického kroku ptipravy zifed'ovaci desticky, zkraceni inkubac¢ni
doby, zmén¢ koncentraci pozitivni kontroly a standardniho ptidavku a zatfazeni lyzacniho kroku pro
zvySeni sensitivity. Byly vybrany vzorky rGznych typl kosmetickych ptipravki: kolinskd voda,
bylinny elixir olejové konzistence s obsahem konopi “Hemp elixir”, bylinny krém pro normalni
plet, pletovy krém s “fyto kolagenem” a vytazky ze sdji, parfém deodorant, toaletni voda,
parfémovand voda, parfém. Vzhledem k riiznému sloZeni kosmetickych ptipravka byly vzorky
pfipravovany tak, aby finalni testovana koncentrace byla co mozné nejvyssi, avSak necytotoxicka,
jak je doporuceno i v metodickych instrukcich pro ptipravu vzorki (Xenometrix 2017). Pro odhad
cytotoxicity byla vyuzita data ze Zkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN ISO 10993-5: Cast 5,
clanky 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 8.5, 9, 10, Ptfiloha A), provedené ve zkuSebni laboratofi
akreditované CIA podle normy CSN EN ISO/IEC 17025 (Laboratofe toxikologie, Centrum
laboratornich &innosti, Statni zdravotni Gstav Praha, Srobarova 48, 100 42 Praha 10).

Z kosmetickych ptipravkl typu emulzi (krémy) byly pfipraveny extrakty (2:1) ve 100%
DMSO (2 ml vzorku byly extrahovany v 1 ml DMSO po dobu 24 hodin pii 37°C). Vzorek olejové
konzistence “Hemp elixir”, byl extrahovan v poméru 9:1 (9 ml vzorku v 1 ml DMSO po dobu 24
hodin pti 37°C). Vzorek typu “Kolinskd” byl pfipraven stejné jako vzorky parfémt, parfémovanych
vod a toaletnich vod. Pfipravené extrakty byly oznafeny jako 100% extrakt a pouzity jako pro
testovani. Vzorky 1 - 8 byly testovany in vitro metodami zalozenymi na geneticky modifikovanych
kmenech kvasinek S. cerevisiae (viz odst. 6.3. az 6.6.) a pro vzorky 9 - 13 byla pouzita metoda s
modifikaci pro zvySeni sensitivity, jak popsano v bod¢ 6.7.
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U vzorkl typu deodorantu, parféma, parfémovanych vod, toaletnich vod a kolinska voda
byla nejprve provedena orientaéni zkouska na cytotoxicitu in vitro (CSN EN ISO 10993-5: Cast 5,
clanky 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 8.5, 9, 10, Priloha A), provedena ve zkuSebni laboratofi
akreditované CIA podle normy CSN EN ISO/IEC 17025 (Laboratoie toxikologie, Centrum
laboratornich &innosti, Statni zdravotni Gstav Praha, Srobarova 48, 100 42 Praha 10).

Na zakladé vysledkii cytotoxicity byla navrzena necytotoxickd finalni koncentrace vhodna
pro testovani (100 pg/ml), kterd bude testovana jako nejvyssi, aby byla zajiSténa dostateCna
zivotnost buné€k, wurCujici validitu experimentu. Ze vzorkll typu deodorantu, parfémi,
parfémovanych vod, toaletnich vod a kolinskéd voda se proto nejprve piipravily pracovni roztoky ve
100% DMSO a byly oznaceny jako 100% vzorek. Za ptedpokladu, ze se 100% vzorky budou déle
100x fedit (nebot’ se bude aplikovat 2 ul 100% vzorku do findlniho objemu v jamce 200 ul), byly
100% vzorky ptipraveny v koncentraci 10 mg/ml. Po aplikaci 2 pl 100% vzorku do finélniho
objemu v jamce 200 pl bylo dosazeno finélni testované koncentrace 0,0316 % - 0,1 % - 0,316 % -
1 % pracovnich roztokit (100 % vzorkl), coz odpovida tomu, Ze nejvyssi testovand koncentrace
(1%) odpovida fedéni 10000x pivodnich vzorkil typu deodorantu, parfémd, parfémovanych vod,
toaletnich vod a kolinska voda (100x na koncentraci 10 mg/ml, ¢imZ vznikly pracovni roztoky
“100% vzorky” a nasledné znovu 100x na koncentraci 100 pg/ml pivodniho vzorku). Seznam
vzorkl s jejich popisem je uveden v tabulce 4.

Cislo vzorku Popis vzorku Oznaceni vzorku v grafech
1 Parfémovana voda 1 1

2 Parfémovana voda 2 2

3 Parfémovana voda 3 3

4 Parfémovana voda 4 4

5 Parfém deodorant pansky 5 5

6 Parfémovana voda 6 6

7 Parfém damsky s deklarovanym obsahem feromonu (Androstenol) 7 —woman
8 Parfém pansky s deklarovanym obsahem feromonu (Androstenone) 8 - man

9 Toaletni voda 9 9

10 Kolinska voda Kolinska

11 Smés rostlinnych oleju a lé¢ivého konopi Hemp elixir
12 Bylinny krém pro normélni plet Byl. krém
13 Pletovy krém s obsahem soji Krém séja

Tabulka 4. Seznam kosmetickych ptipravku.
6.12. Priprava extrakti vzorka dopliika stravy

Pro  identifikaci  endokrinniho  potencidlu  byly  vybrany vzorky  dopliki
stravy ze sortimentu vyrobku tradi¢ni ¢inské mediciny s deklarovanym obsahem bylinnych vytazka
a predpoklddanym obsahem fytoaktivnich latek. Vzorky byly zakoupeny prostfednictvim
internetového obchodu. Seznam vzorki s popisem jejich deklarovaného slozeni je uveden v tabulce
5. Pro zkousky endokrinniho potencialu in vitro metodami zaloZenymi na geneticky odifikovanych
kmenech kvasinek S§. cerevisiae je jako nejvhodnéj$i rozpoustédlo doporucovan DMSO v
maximalni (necytotoxické) koncentraci 1 %. 1 g vzorku (ve form& prasku nebo tablet) byl
extrahovan v 5 ml 100% DMSO po dobu 24 hodin pti 37°C. V dalSim kroku se ptipravila zied’ovaci
desticka, ve které byly pfipraveny logaritmické koncentrace. V tomto kroku bylo tfeba maximalni
opatrnosti a presnosti pfi pipetovani, nebot’ napt. extrakty z tablet po ochlazeni na laboratorni
teplotu ménily konzistenci na hustsi (zfejmé diky obsahu celulozy, vyuZivané jako pojivova latka
do koncentrace max. 1%). Pfed pfenesenim do zfedovaci desky byly proto vzorky extrakti
dikladné promichavany pomoci vortexu a pipety. Ziedéné logaritmické koncentrace bylo tieba

46



taktéz dukladné promichavat dynamickym pipetovanim. Po pfipravé logaritmickych koncentraci
byla zfed'ovaci deska tfepana na tfepacce po dobu 10 min pro zajisténi co nejvyssi homogenity
vzorkd. Ze zfed'ovaci 96 jamkové desky bylo pfeneseno vzdy 2 pl do 96 jamkovych desek s
findlnim objemem reak¢ni smési 200 pl, tj. logaritmické koncentrace byly findln¢ 100x fedény,

¢imz  bylo  dosazeno  maximalni  (necytotoxické)  koncentrace DMSO 1 %.

Finalni testované koncentrace plivodniho extraktu byly 0,0316 % - 0,1 % - 0,316 % - 1 %.

Cislo Davkovani uvedené Deklarovany obsah Deklarované slozeni
vzorku | naobalu

1 Dospéli: 100 tablet 1g vyroben z 5g bylin: Broskvori obecnd — semeno, Déhel Cinsky — kofen,
4 tablety 3x denné. z koncentrovanych bylin 1:5 Svétlice barvifska — kvét, Achyrant dvojzuby — kofen, Rehmanie lepkava —
Détiod 3 let: kofen, Pivofika bélokvéta — Cerveny kofen, Bigaradie — plod, Koprnicek
2 tablety 3 x denné. Walichtv — oddenek, Platykodon velkokvéty — kofen, Lékofice — uprav. kofen.

2 Dospéli: 100 tablet 1 g vyroben z 5 g bylin: Rehmanie lepkava - kofen vareny ve viné, Morinda
4 tablety 3x denné. z koncentrovanych bylin 1:5 lékafskd — kofen, Déhel ¢insky — kofen, Gumojilm jilmovy — kira kmene a
Déti od 3 let: vétvi, Kustovnice ¢€inské — plod, Skoficovnik &insky — kura vétvi, Jam Einsky —
2 tablety 3 x denné. hliza, Dfin Iékarsky — plod, Kokotice ¢inska — semena.

3 Dospéli: 100 tablet 19 vyroben z 5 g bylin: Svétlice barvifska — kvét; Broskvori obecna — semeno;
4 tablety 3x denné. z koncentrovanych bylin 1:5 Salvéj cervenokofennd — kofen; Kurkuma citvarovd — oddenek; Kfidlatka
Détiod 3 let: japonska — kofen a oddenek; Pivorika bélokvéta — &erveny kofen; Toulec
2 tablety 3 x denné. laloény - kofen, stonek; Zimolez japonsky - stonek; Zevar vybézkaty —

oddenek; Karbinec leskly — nat; Déhel €insky — koncova ¢ast kofene.

4 Dospéli: 100 tablet 1 g vyroben z 5 g bylin: Rehmanie lepkava — kofen vafeny ve ving;
4 tablety 3x denné. z koncentrovanych bylin 1:5 Skoficovnik Einsky — kira vétvi; Pornatka kokosova — plodnice houby; Pivorika
Déti od 3 let: kiovita — kira kofene; Jam ¢insky — hliza; Dfin Iékarsky — plod; Zabnik
2 tablety 3 x denné. vychodni — oddenek.

5 Dospéli: 100 tablet 1 g vyroben z 5 g bylin: Pivorika bélokvéta — kofen, Kopmicek Walichlv —
4 tablety 3 x denné. z koncentrovanych bylin 1:5 oddenek, Zabnik vychodni — kofen, Pornatka kokosova — plodnice houby,
Détiod 3 let: Bodlak velkouborovy — oddenek, Déhel &insky — kofen.
2 tablety 3 x denné.

6 Dospéli: 30 g prasku z koncentrovanych 1 g vyroben z 5 g bylin: Housenice &inskd - plodnice houby.
1 0dm. 2 x denné. bylin 1:5 Obsah polysacharidd v extraktu je minimainé 30 % (200 mg/g).
Déti od 3 let:
1 odm. 1 x denné.

7 Dospéli: 100g  koncentrovany  bylinny Jam €insky (hliza), Skoficovnik ¢insky (kdra vétvi).
Doporucena denni davka je 1 x prasek 1:5
denné 4 odmérky.

8 Dospéli: 30 g prasku z koncentrovanych Drmek obecny - kofen, Déhel Cinsky — kofen, Déhel ¢insky — koncova &ast
4 odmérky 1 x denné. bylin 1:5 kofene.

9 Dospéli: 100 % ¢isty extrakt; 30 g; 6 lety korejsky ¢erveny zenSen. Voda, vSehoj ZenSenovy.
1 1Zicka (soucast baleni) za den. | 80 mg/g ginsenoidu.

Tabulka 5. Seznam doplnkd stravy.
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6.13. Stanoveni prediktivnich indikatori expozice bisfenolim a ftalatim

Pro detekci vybranych chemickych latek a jejich metabolith v moci a pro stanoveni
potencidlnich prediktivnich indikdtorti zvySené expozice endokrinnim disruptorim byly vybrany
archivované anonymizované vzorky ranni moéi, odebrané v roce 2015 v SZU, Centru toxikologie a
zdravotni  bezpecnosti, dospélym tucastnikim, muzim 1 Zendm, pracujicim v Praze.
Pocet vzorki byl 96. Archivované vzorky byly zvoleny s ohledem na jejich dostupnost,
nutnost zajisténi dostatecného mnozstvi vzorku pro vSechny analyzy a shromazdéni dostatecného
poctu vzorkd.

Analyzy byly provedeny v akreditovanych laboratotich Statniho zdravotniho stavu, Centra
toxikologie a zdravotni bezpecnosti na Oddéleni chemické bezpecnosti (metabolity ftalati,
bisfenoly) a Centra hygieny prace a pracovniho Iékafstvi, Oddéleni pro hodnoceni expozice
chemickym latkdm na pracovisti (kreatinin).

Vsechny zjisténé koncentrace analytii byly pfepocitdny na gram kreatininu (pg/g Cr). Byly
stanoveny zakladni statistické ukazatele (Cetnost, aritmeticky primér, geometricky primér, median,
percentil 95, 75, 50, 25 a nejvyssi hodnota). Vysledky byly vyneseny do graf (viz grafy 14., 15.,
16.) a na zakladé zhodnoceni Cetnosti detekce byly stanoveny potencialni prediktivni indikatory
zvySené expozice endokrinnim disruptorim. Pro zdkladni statistické vyhodnoceni, poskytujici
zékladni statistické ukazatele, byl pouzit program Excel 2013 (Microsoft Office Standard 2013).
Vysledky byly rovnéz shrnuty do piehledné tabulky, interpretovany a diskutovany na zékladé
popisnych charakteristik a zékladnich statistickych parametrti. Seznam analytd stanovovanych ze
vzorkidl moci je uveden v tabulce 6.

Cislo analytu Nazev analytu Zkratka
(Oznaceni analytu v grafech)
1 Kreatinin Cr
2 Monoethyl ftalat MEP
3 Mono isobutyl ftalat MiBP
4 Monobutyl ftalat MnBP
5 Mono(2-ethyl-5-oxohexyl) ftalat 5-oxo-MEHP
6 Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) ftalat 5-OH-MEHP
7 Mono ethylhexyl ftalat MEHP
8 Mono benzyl ftalat MBzP
9 Bisfenol S BPS
10 Bisfenol F BPF
1" Bisfenol A BPA

Tabulka 6. Seznam analytt stanovenych v 96 vzorcich moci.

6.14. Porovnani efektivity interven¢nich opatifeni pro potencidlni sniZeni expozice
bisfenoliim a ftalatiim

Studie byla navrzena jako doplitkova a jeji potencidlni pfinos vyplynul z reSerSni Casti
sledujici vyvoj problematiky a z dosazenych vysledki experimentalni casti disertacni prace.
S ohledem na omezeny pocet ucastniki (n = 6) byla studie usporaddéna jako dvoufazova se dvéma
fazemi intervence s odliSnymi stravovacimi zvyklostmi (Faze I — zvySeni expozice: poZzadavek na
konzumaci konzervovanych potravin a ndpoji v plechovkach, Faze II — snizeni expozice:
pozadavek na vylouceni konzervovanych potravin a napoji v plechovkach), kdy se vSichni
dobrovolnici Gcastnili obou fazi studie. V obou fazich bylo nutné zajistit po dobu ctyf dnil
v definovanych casech odbéry moci a bylo téz vhodné, aby se co nejvice Gcastnikii nachazelo
v obou fazich studie co nejdelsi dobu ve shodném vnitinim prostfedi (domécnosti). Dle ¢asovych
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moznosti ucastnikli a za ucelem cCasového oddéleni jednotlivych fazi studie tak, aby vysledky
jednotlivych fazi nebyly vzajemné ovlivnény, bylo zvoleno dostatecné dlouhé obdobi bez
intervence (cca 4 mésice).

Casové schéma studie:

Zarazeni subjektii (10/2017) - Faze I: zvySeni expozice (11/2017) — Obdobi bez intervence (cca 4 mésice) - Faze I1: sniZeni expozice (04/2018) |

~

7

Kazda faze studie trvala 4 dny po sobé¢ (patek — pondé€li), pficemz v pondéli doslo
k odbéru pouze ranni moc¢i a doruceni vSech vzorkd koordinatorovi studie. Ucastnici odebirali
celkem 10 vzorkit moc¢i dle harmonogramu uvedeného v tabulce 7:

Cislo odbéru uvedené v | Den a doba odbéru Druh vzorku Cas odbéru

grafech (viz odst. 7.10.)
1 patek rano prvni ranni mo¢ po probuzeni
2 patek odpoledne odpoledni mo¢ 16:00 - 17:00
3 patek vecer posledni denni mo¢ 21:00 - 22:00
4 sobota rano prvni ranni mo¢ po probuzeni
5 sobota odpoledne odpoledni mo¢ 16:00 — 17:00
6 sobota vecer posledni denni mo¢ 21:00 - 22:00
7 nedéle réno prvni ranni mo¢ po probuzeni
8 nedéle odpoledne odpoledni mo¢ 16:00 - 17:00
9 nedéle vecer posledni denni mo¢ 21:00 - 22:00
10 pondéli rano prvni ranni mo¢ po probuzeni

Tabulka 7. Harmonogram, ¢as odbéru a oznaceni odbérti mo¢i.

Féze I probihala v listopadu 2017. Pozadovala stravu zamétfenou na konzervované potraviny
(min. 2 ks za den dle vlastniho vybéru), a ndpoje v plechovkach, nealkoholické i alkoholické —
napi. pivo (min. 2 ks za den dle vlastniho vybéru). Faze II probihala v dubnu 2018. Pozadovala
vylou€eni jakychkoliv konzervovanych potravin a nédpoji v plechovkdch ve stravé.
V obou studiich bylo pozadovano vynechani vybranych ¢innosti: zahradni¢eni, modelatstvi, prace s
barvami, lepidly, syntetickymi tmely, laky, natérovymi hmotami. Jako bazalni (neovlivnény zadnou
z fazi studie) byl zvolen vzdy prvni odbér moci. Ve vzorcich moci byly sledovany analyty uvedené

v tabulce 8.

Cislo analytu Nazev analytu Zkratka

1 Kreatinin Cr

2 Monoethyl ftalat MEP

3 Mono isobutyl ftalat MiBP

4 Monobutyl ftalat MnBP

5 Mono(2-ethyl-5-oxohexyl) ftalat 5-oxo-MEHP
6 Mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl) ftalat 5-OH-MEHP
7 Mono ethylhexyl ftalat MEHP

8 Mono benzyl ftalat MBzP

9 Bisfenol S BPS

10 Bisfenol F BPF

11 Bisfenol A BPA

Tabulka 8. Analyty sledované ve vzorcich moci.

Vsichni dobrovolnici, jejichz vzorky a data byly studovény, potvrdili podpisem
Informovaného souhlasu s Ucasti ve studii svoji ochotu tcastnit se studie. Studie byla schvalena
etickou komisi Statniho zdravotniho Ustavu v Praze.
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Utastnici obdrzeli odbérovou sadu pro odbér vzorkil, sestavajici z nitrilovych rukavic,
pfedem oznacenych sklenénych vialek se Sroubovacim uzavérem krytym TPFE septem pro odbér
moci, navod na odbér a zamrazeni vzorki, ZIP-LOCK sacky a polystyrenovy kontejner s mrazicimi
vlozkami pro ptepravu vzorkd. V rdmci informovaného souhlasu obdrzeli ucastnici pokyny pro
intervenci (konzumace min. 2 ks konzervovanych potravin a 2 ks napojt v plechovkach ve Fazi I,
vylouceni konzumace konzervovanych potravin a napojt v plechovkach ve Fazi II). Vzorky moci
v predem oznacenych vialkach ucastnici uskladnili ihned po odbéru do ZIP-LOCK sacku a vlozili
do mrazni¢ky do teploty -18° az -20°C. Posledni den studie v rannich hodindch byly vzorky
dorueny v zamrazeném stavu koordinatorovi studie a po vizualni kontrole jejich kvality byly
vzorky ulozeny do -20°C do dne provedeni chemické analyzy.

6.15. Priprava informa¢niho materiilu, vhodného pro predavani informaci Siroké verejnosti
jako nastroj pro obor preventivni mediciny pro vyuZiti nap¥. i v ramci klinické praxe.

Informacni materidl, vhodny pro edukaci odborné vefejnosti a preventivni poradenstvi
ohledné potencialniho snizovani expozice ED byl pfipraven jako navrh v PDF tak, aby v ptipade
z4jmu napf. organli ochrany vefejného zdravi, odborné vetejnosti, odbornikii z klinické praxe
(napt. gynekologt, praktickych 1€kaiti, pediatrii) mohl byt vyuzitelny pro preventivni poradenstvi
1 edukaci $iroké vetejnosti. S ohledem na riznorodost expozi¢nich cest a rozsifeni chemickych latek
s potencidlem interagovat s endokrinnim systémem byl informacni materidl pfipraven jako
srozumitelny navod 10 rad, jak potencidln€ snizovat expozici ED v bézném zivoté. Byl pfipraven
navrh jak zkracené popularizované verze, obsahujici minimum textu, s cilem podnitit zéjem Sir$i
vetejnosti o téma endokrinni disrupce, tak ndvrh upfesiiujiciho rozsifené¢ho textu, vhodné nazorné

doplnéného o grafiku, ktery by mohl byt vyuzit jako informativni brozura.
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7. Vysledky

Dosazené vysledky jsou popsané jak v této praci, tak v publikacich, které jsou jeji
soucasti (Dvorakova et al. 2016, Dvotakova et al. 2018, Kejlova et al. 2019). V této kapitole
jsou dosazené, i1 dosud nepublikované vysledky rekapitulovany, upiesnény a shrnuty.
Interpretaci a diskusi vysledka obsahuje kapitola 8. - Diskuse.

Nejprve byla provedena predikce potencidlnich ligandi estrogenového receptoru in silico, za
vyuziti vetejné dostupného nastroje OECD QSAR Toolbox u dvou skupin u vybranych chemickych
latek se zdravotnim rizikem, pouzivanych ve spotifebnich vyrobcich (ftalatt, bisfenoll). Nasledné
byla predikce in silico ovétena pomoci dvou nové zavedenych in vitro metod, a to metodou OECD
TG 455, zaloZzenou na lidské bunécné linii pfirozené exprimujici estrogenovy receptor a a B a v
ramci dalSich experimentd pozd¢ji i metodou YES, zalozenou na geneticky modifikovaném kmenu
kvasinek Saccharomyces cerevisiae se stabilné inkorporovanym genem pro lidsky estrogenovy
receptor a. Experimentalni prace pokracovala stanovenim potencidlu endokrinni disrupce u vsech
vybranych ftalati a bisfenoll, za vyuziti metod YES (viz vyse) a metody YAS, zalozené na
modifikovaném kmenu S. cerevisiae se stabilné inkorporovanym genem pro lidsky androgenovy
receptor a. Bohuzel, “Dohoda o pienosu technologii” na dobu urcitou 2 let mezi University of
Davis, California, USA a Statnim zdravotnim Ustavem, zajiSt'ujici bunécnou linii pro metodu dle
pokynu OECD TG 455/457, vyprSela v ¢ervnu 2017 a dosud se ji nepodafilo (pfes opakovanou
snahu) obnovit. Jesté pied vyprSenim dohody byla vefejné publikovana na strankdch NTS (National
Toxicology Program, aktivita U.S. Department of Health & Human Services - Ministerstvo
zdravotnictvi a socialnich sluzeb USA), informace, ze poskytnutd bunécna linie BG1Luc4E2,
uvedend v pivodnim pokynu TG OECD 457, popisovana jako bunky z karcinomu ovaria, byla
pomoci STR analyzy identifikovana jako varianta bunék MCF-7 2z karcinomu prsu
(https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/methods/endocrine/bg1luc/bglluc-vm7luc-june2016-508.pdf).
Buné¢na linie byla pfejmenovana na VM7Luc4E2 a byl téz aktualizovan pokyn OECD TG 457 -
buiky VM7Luc4E2 byly zahrnuty do pokynu OECD TG 455 s tim zavérem, Ze v ptipadé testovani
endokrinniho potencialu nema vysledek STR analyzy vliv na interpretaci vysledkii, nebot’ exprese
gentl pro lidsky estrogenovy receptor je v bunécéné linii VM7Luc4E2 dostate¢né prokdzana, ma byt
tudiz pro testovani endokrinniho potencialu nadéale vyuzivana. Metody YES a YAS se mezitim pii
praci s vybranymi chemickymi latkami osvéd¢ily jako vhodné pro rutinni testovani, proto byly
zvoleny pro optimalizaci k SirSimu vyuziti, resp. testovani endokrinniho potencialu spotiebnich
vyrobki. Experimentalni prace dale pokracovala testovanim extrakti spotfebnich vyrobkl na bazi
papiru, plastu, kosmetickych piipravki riizného sloZeni a doplikl stravy s vyuzitim metod YES,
YAS. Byla rovnéZ sledovana souvisejici legislativa a védecky vyvoj. Dilezitym aspektem
komplexniho sledovéani endokrinni disrupce jako systémového typu toxicity neni pouze stanoveni
(ne)bezpecnosti chemickych latek ¢i spotfebnich vyrobki, ale také sledovani cest expozice a
biologické monitorovani. Experimentalni prace pokracovala analyzou 96 archivovanych vzorki
moci s cilem ovéfit predpokladané prediktivni indikétory expozice ftalatim a bisfenolim. Z
odbornych zdroji bylo zjisténo, ze minimum praci je zaméfeno na sledovéani efektivity
intervencnich opatieni potencidlné snizujicich expozici. Proto experimentalni prace pokracovala
dopliikovou studii na omezeném souboru dobrovolnikili, sledujici potencialni snizeni expozice
ftalathm a bisfenolim po  vylouceni konzervovanych potravin a napoji v plechovkach.
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Na zédkladé¢ vSech dosazenych vysledki 1 informaci z odbornych zdroji byl pfipraven
informacni materidl, vhodny pro predavani informaci Siroké vefejnosti jako nastroj pro
obor preventivni mediciny pro vyuziti napt. i v ramci klinické praxe.

7.1.  Predikce potencialnich ligandi estrogenového receptoru in silico

Vsechny latky ze skupiny bisfenolt byly pomoci in silico nastroje OECD QSAR Toolbox
predikovany jako velmi silné ligandy estrogenového receptoru (“very strong binder”). VSechny
latky ze skupiny ftalati, které byly predikovany jako nevézajici se na estrogenovy receptor
(“non binder”). Vysledky jsou sumarizovany v tabulce 9.

C. | Latka Zkratka | CAS Mw Sumarni vzorec Vazba na ER
(QSAR)

i Bisfenol A BPA 80-05-7 22829 | (CH3)2C(C6H40H)2 Velmi silny ligand
, Bisfenol AF BPAF 1478-61-1 336.23 | (CF3)2C(C6H40H)2 Velmi silny ligand
. Bisfenol AP BPAP 1571-75-1 290.36 | CH3C(C6H5)(C6H40H)2 Velmi silny ligand
4 Bisfenol BP BPBP 1844-01-5 35243 | C25H2002 Velmi silny ligand
5 Bisfenol C BPC 79-97-0 256.34 | (CH3)2C[C6H3(CH3)OH]2 Velmi silny ligand
6 Bisfenol E BPE 2081-08-5 214.26 | CH3CH(C6H40H)2 Velmi silny ligand
. Bisfenol F BPF 620-92-8 200.23 | CH2(C6H40H)2 Velmi silny ligand
. Bisfenol FL BPFL 3236-71-3 350.41 | C25H1802 Velmi silny ligand
. Bisfenol G BPG 127-54-8 31245 | C21H2802 Velmi silny ligand
n Bisfenol M BPM 13595-25-0 346.46 | C6H4[C(CH3)2C6H40H]2 Velmi silny ligand
" Bisfenol P BPP 2167-51-3 346.46 | C6H4[C(CH3)2C6H40H]2 Velmi silny ligand
1 Bisfenol S BPS 80-09-1 250.27 | 02S(C6H40H)2 Velmi silny ligand
3 Bisfenol TMC BPTMC | 129188-99-4 31043 | C21H2602 Velmi silny ligand
1 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 | C6H4CO2CH2C6H5 Neni ligand

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

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

”1 Diisodecy! ftalat DIDP 26761-40-0 446,66 | C6H4(CO2C9H19)2 Neni ligand

Tabulka 9. Vysledky predikce estrogenni aktivity pomoci OECD QSAR Toolbox.
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7.2.  Verifikace in silico predikce metodou in vitro (OECD TG 455)

Vsechny latky typu bisfenolit s vyjimkou bisfenolu FL (BPFL) vykazovaly agonistickou
aktivitu vici estrogenovému receptoru o, s rozdilnou indukci reportérového genu (viz graf 1).
Nejsilnéjsi indukce reportérového genu vedouci k luciferdzové 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).
Negativni aktivita byla zjiSténa pouze u bisfenolu FL (BPFL). Z grafu vyplyva, Ze nékteré bisfenoly
(napt. BPA, BPC, BPP, BPTMC) mohou fungovat jako ligandy estrogenového receptoru ve velmi
nizkych koncentracich (od 10 mg/ml).

Agonisticka aktivita na estrogenovy receptor a
(Metoda dle OECD TG 455)
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Graf 1. Agonisticka aktivita na estrogenovy receptor a u latek ze skupiny bisfenolli vyjadiena kiivkou zavislosti
na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (17p-estradiol).
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Latky typu ftalata, a to bis(2-ethylhexyl) ftalat (DEHP), benzyl butyl ftalat (BBP), dibutyl
ftalat (DBP), diisobutyl ftalat (DIBP) vykazovaly agonistickou aktivitu viaci estrogenovému
receptoru o, s rozdilnou silou indukce reportérového genu. (viz graf 2). Nejsiln€j$i indukce
reportérového genu vedouci k luciferazové aktivité byla zjisténa u benzyl butyl ftalatu (BBP). Nizka
indukce, dosahujici vSak hodnot luciferazové aktivity indukované pozitivni kontrolou, byla zjisténa
u diisobutyl ftalatu (DIBP) a dibutyl ftalatu (DBP). Velmi nizké az negativni aktivita byla zjisténa u
diethyl hexyl ftalatu (DEHP). Z grafu vyplyva, ze benzyl butyl ftalat mize fungovat jako ligand
estrogenového receptoru (tj. indukuje transkripci reportérového genu, ktera vede k luciferazoveé
aktivit¢) v nizké koncentraci (10”7 mg/ml). Ostatni ftalaty indukovaly transkripci reportérového
genu v koncentraci 10> mg/ml.

Agonisticka aktivita na estrogenni receptor a
{Metoda in vitro dle OECD TG 455)
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Graf 2. Agonistickd aktivita na estrogenovy receptor o u latek ze skupiny ftalati vyjadiena kiivkou zavislosti
na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (17f-estradiol).
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7.3.  Stanoveni potenciilu endokrinni disrupce u vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouZzivanych ve spotiebnich vyrobcich

Pro stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouzivanych ve spotiebnich vyrobcich, byly vyuzity metody (in silico, in vitro ), popsané v ¢asti
6. Metodika. Dosazené vysledky byly publikovany v odbornych ¢lancich (Dvotdkova et al. 2016,
Dvorakova et al. 2018). V této ¢asti prace jsou vysledky dosazené vSemi metodami zpfesnény a
rekapitulovany v tabulce 10.

Kromé¢ agonistické aktivity vici estrogenovému receptoru zjisténé metodou dle OECD TG
455 (viz bod 7.2.), kdy u vSech bisfenolti s vyjimkou bisfenolu FL (BPFL) byla zjisténa rizn¢ silna
schopnost indukovat transkripci reportérového genu, vedouci k luciferazové aktivité, byla u
bisfenolti pomoci metody YES tato estrogenni aktivita potvrzena s vyjimkou bisfenolu BP (BPBP),
ktery pii testovani metodou YES nevykazoval pozitivni odpoveéd’. Slaba agonisticka aktivita vici
androgenovému receptoru byla zjisténa pomoci metody YAS u bisfenolu FL (BPFL) a bisfenolu Z
(BPZ). Pomoci metod anti YES, YAS, anti YAS byla déile pozorovana stfedni az slaba
antagonistickd aktivita vii¢i estrogenovému receptoru. U vSech bisfenolti byla zjisténa slaba, stiedni
az silna antagonisticka aktivita vii¢i androgenovému receptoru (viz tabulka 10.).

U latek ze skupiny ftalath byla pomoci metody YES potvrzena estrogenni aktivita u benzyl
butyl ftalatu (BBP). V metodé anti YES vykazoval antiestrogenni aktivitu dibutyl ftalat (DBP).
Pomoci metody anti YAS byla u ftalati DEHP, BBP, DBP, DIBP zjisténa slaba antagonisticka
aktivita vi&i androgenovému receptoru (AR). Zadna latka ze skupiny ftalatd nevykazovala
agonistickou aktivitu vic¢i androgenovému receptoru.

<1 Ligand ER Agonista Agonista Antagonista Agonista Antagonista
Testovand litka (OECD QgSAR Toolbox) E:a, ERB gERot EgRa gAR iR
(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 +
Diisononyl ftalat (DINP) N N N N N N
Diisodecyl ftalat (DIDP) N N N N N N
Bisfenol A (BPA) +++ +++ +++ + N ++
Bisfenol AF (BPAF) +++ +++ +++ + N +
Bisfenol AP (BPAP) +++ ++ + ++ N +
Bisfenol BP (BPBP) +++ + N + N ++
Bisfenol C (BPC) +++ ++ +++ N N 4+
Bisfenol E (BPE) +++ ++ + N N +
Bisfenol F (BPF) +++ +++ ++ + N +
Bisfenol FL (BPFL)* +++ N + + + +
Bisfenol G (BPG)* +H+ + ++ + N ++
Bisfenol M (BPM)* +H+ ++ + + N 44+
Bisfenol P (BPP) +++ + + ++ N ++
Bisfenol S (BPS) +++ ++ ++ + N ++
Bisfenol TMC (BPTMC)* +++ +++ +++ N N ++
Bisfenol Z (BPZ) +++ ++ +++ N + N

Tabulka 10. Potencial endokrinni disrupce latek ze skupiny bisfenolt a ftalati kategorizovany podle sily odezvy,
identifikované dle zavislosti hodnot RLU (relativni svételné jednotky) a ODs7o (optické density méfené jako redukce
rozptylu svétla pfi 570 nm) na koncentraci.
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Legenda k tabulce 10:

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

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

e +++ vysledek OECD QSAR Toolbox oznacuje velmi silny ligand, vysledek N oznacuje, zZe latka

neni predikovana jako ligand ptislusného receptoru.

+++ vysledek in vitro metod (OECD TG 455, YES a YAS) oznacuje, Ze testovana latka
vykazovala nejsilnéjsi pozitivni odpovéd’, indikujici agonistickou nebo antagonistickou aktivitu
vuci prislusnému receptoru (ER — estrogenovému receptoru , AR — androgenovému receptoru).
Tato pozitivni odpovéd’ byla identifikovana predevsim kiivkou zavislosti odezvy na koncentraci,
kdy kiivka obsahovala minimélné dva body (prumér = SD), pficemz hodnota (RLU — relativni
svételna jednotka pro metodu OECD TG 455, ODs7o — optickd densita métend jako redukce
rozptylu svétla pfi vinové délce 570 nm pro metody YES, YAS) zjisténa u nejvyssi koncentrace
testované latky dosahovala alespon 60 % hodnoty zjisténé u nejvyssi testované koncentrace
pozitivni kontroly.

++ vysledek in vitro metod (OECD TG 455, YES a YAS) oznacuje, Ze testovana latka
vykazovala stfedni pozitivni odpovéd’, indikujici agonistickou nebo antagonistickou aktivitu viici
ptislusnému receptoru (ER — estrogenovému receptoru, AR — androgenovému receptoru). Tato
pozitivni odpovéd’ byla identifikovana predevsim kiivkou zavislosti odezvy na koncentraci, kdy
kiivka obsahovala minimalné¢ dva body (primér + SD), pfi€emz hodnota (RLU — relativni
svételnd jednotka pro metodu OECD TG 455, ODs7 — optickd densita méfend jako redukce
rozptylu svétla pii vinové délce 570 nm pro metody YES, YAS) zjisténa u nejvyssi testované
koncentrace latky dosahovala alespont 30 % hodnoty zjisténé u nejvyssi tesované koncentrace
pozitivni kontroly.

+ vysledek in vitro metod (OECD TG 455, YES a YAS) oznacuje, ze testovana latka
vykazovala slabou pozitivni odpoveéd’, indikujici agonistickou nebo antagonistickou aktivitu vaci
ptislusnému receptoru (ER — estrogenovému receptoru, AR — androgenovému receptoru). Tato
pozitivni odpovéd’ byla identifikovana nejvyssi hodnotou (RLU — relativni svételnd jednotka pro
metodu OECD TG 455, ODs70 — opticka densita métend jako redukce rozptylu svétla pii vinové
délce 570 nm pro metody YES, YAS) zjisténou u testované latky, ktera dosahovala alesponi 10 %
hodnoty zjisténé u nejvyssi testované koncentrace pozitivni kontroly.

e N vysledek u in vitro metod oznacuje negativni odezvu, identifikovanou nejvyssi hodnotou

(RLU - relativni svételna jednotka pro metodu OECD TG 455, ODs70 — redukce rozptylu svétla
pii vlnové délce 570 nm pro metody YES, YAS) dosahujici u testované latky méné nez 10 % z
hodnoty nejvyssi testované koncentrace pozitivni kontroly.

Konfluence bunék zjisténa pii mikroskopické kontrole po inkubaci nesmi klesnout pod 60 %
(pro metodu OECD TG 455). Viabilita bun€k zjist€na pii spektrofotometrické kontrole po
inkubaci métend jako redukce rozptylu svétla pii vinové délce 690 nm musela vzdy vykazovat
hodnoty ODsoo (absorbance métena pti 690 nm) vyssi nez 0,5 u vSech hodnocenych koncentraci.
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7.4. Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u extrakti spotiebnich vyrobki na bazi
papiru

Za pouziti metod uvedenych v bodech 6.3. az 6.6. vykazovaly vzorky s bilym,
zlutym, cervenym a modrym potiskem negativni agonistickou aktivitu vii¢i estrogenovému
1 androgenovému receptoru. Vzorek papiru s Cernym potiskem A (black print) vykazoval
agonistickou aktivitu vii¢i androgenovému receptoru (AR) (viz graf 3).

Agonisticka aktivita vii€éi androgenovému receptoru
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Graf 3. Agonisticka aktivita extraktu spotfebniho vyrobku na bazi papiru vii¢i androgenovému receptoru, vyjadiena
kiivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (5a-dihydrotestosteron (DHT)).

V antagonistickych studiich (anti YES, anti YAS) bylo zjisténo zvySeni hodnot ODs70 a vySsi
induk¢éni pomér (tuén€ zvyraznéno v tabulce 11), indikujici mozné potencujici uinky vzorku
vedouci k zesileni vazby silnych liganda (standardniho ptidavku v definované koncentraci; viz odst.
6.4. a 6.5.) na ptisluSny receptor, ve srovnani s hodnotami negativni kontroly. Indukéni poméry
negativni kontroly (1% DMSO), pozitivni kontroly v definovanych koncentracich (mol/l) a extraktd
jsou uvedeny v tabulce 11, pfi¢emz zvysené hodnoty jsou oznaleny tuénym pismem. Sedym
podbarvenim jsou oznaceny vysledky zjisténé u vzorku papiru s cernym potiskem A (black print),
indikujici jak agonistickou, tak antagonistickou aktivitu vii¢i androgenovému receptoru.
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YES — agonisticka aktivita (ER - estrogenovy receptor)
Indukéni pomér

1% DMSO (kontrola rozpoustédia) 0.634 0.635 0.751 0.861
17-B estradiol [mol/L] 3.16 x 1010 1x10° 3.16 x 10° 1x108
(pozitivni kontrola)
4.091 4.455 4,944 5.099
Extrakty 0.316 % 1% 3.16 % 10 %
A (no print) 0.682 0.635 0.632 0.617
A (black print) 0.613 0.640 0.693 0,742
B (red print) 0.671 0.608 0.766 0.810
B (blue print) 0.563 0.600 0.542 0.870
B (no print) 0.636 0.625 0.600 0.602
C (yellow print) 0.577 0.665 0.648 0.697
YES — antagonisticka aktivita (ER — estrogenovy receptor)
Indukéni pomér
1% DMSO (kontrola rozpoustédia) 5.758 5.377 5.644 4.831
4-Hydroxytamoxifen [mol/L] 3.16 x 107 106 3.16 x 106 103
(pozitivni kontrola)
2.530 1.611 1.437 1.504
Extracts 0.316 % 1% 3.16 % 10%
A (no print) 4.651 4.612 4.762 4.150
A (black print) 4.851 4.729 5.333 5.272
B (red print) 3.797 4.506 5.973 8.141
B (blue print) 3.782 4.679 4728 7.270
B (no print) 4.271 4.537 4.500 4.399
C (yellow print) 4.525 4.078 4.519 6.083
YAS — agonisticka aktivita (AR — androgenovy receptor)
Indukéni pomér
1% DMSO (kontrola rozpoustédia) 0,993 0.997 0.940 0.894
5a-dihydrotestosteron [mol/L] 3.16x 108 107 3.16 x 107 106
(pozitivni kontrola)
3.857 3.665 3.316 3.119
Extracts 0.316 % 1% 3.16 % 10 %
A (no print) 1.018 0.997 0.940 0.894
A (black print) 0.771 1.071 1.454 2.219
B (red print) 0.679 0.888 1.270 1.166
B (blue print) 0.760 0.778 0.912 1.354
B (no print) 1.077 1.021 0.990 0.966
C (yellow print) 0.760 0.778 0.909 1.301
YAS - antagonisticka aktivita (AR — androgenovy receptor)
Indukéni pomér
1% DMSO (kontrola rozpoustédia) 3.825 3.765 3.810 3.456
Flutamide [mol/L] 3.16 x 10 10% 3.16 x 10 104
(pozitivni kontrola)
2.535 1.694 0.935 0.755
Extracts 0.316 % 1% 3.16 % 10%
A (no print) 3.825 3.765 3.810 3.456
A (black print) 3.794 2.914 2.698 2.340
B (red print) 2.436 2.917 4.518 3.677
B (blue print) 2.520 2.676 3.188 4.606
B (no print) 3.458 3.379 3.174 3.231
C (yellow print) 2.563 2.240 3.230 4.519

Tabulka 11. Potencial endokrinni disrupce u extrakti spotebnich vyrobkil na bazi papiru identifikovany na zakladé
indukéniho poméru (vypoéteného jako 1/rtstovy faktor x Cista absorbance ODs79 — ODgoo / Cista absorbance kontroly

rozpoustédla pfi 570 nm — 690 nm).
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7.5. Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u extrakti spotiebnich vyrobki na bazi
plastu

Za pouziti metod uvedenych v bodech 6.3. az 6.6. vykazoval vzorek vyrobeny z
plastu ABS cervené barvy (“Kegel balls red”; Venusiny kulicky - ¢ervend) antagonistickou
aktivitu vici estrogenovému receptoru a. V grafu 4. je prezentovana sada vzorki, ve které byl
identifikovan pozitivni vzorek (“Kegel balls red”, VenuSiny kulicky — cervend). Ostatni
vzorky vykazovaly negativni odpovéd'.

Antagonisticka aktivita viiéi estrogenovémureceptoru o
{(Mstoda YES)
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Graf 4. Antagonisticka aktivita extraktu spotfebniho vyrobku na bazi plastu vici estrogenovému receptoru a,
vyjaditend  kfivkou  zavislosti ~na  koncentraci, @ ve  srovnani s  pozitivni  kontrolou
(4-Hydroxytamoxifen).
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Za pouziti metod uvedenych v bodech 6.3. az 6.6. vykazoval vzorek vyrobeny
z plastu ABS cCervené barvy (“Kegel balls red”; Venusiny kuli¢ky - ¢ervend) antagonistickou
aktivitu vici androgenovému receptoru. V grafu 5. je prezentovana sada vzorkd, ve které byl
identifikovan pozitivni vzorek (“Kegel balls red”, VenuSiny kulicky — cervend). Ostatni

vzorky vykazovaly velmi slabou nebo negativni odpovéd'.

Antagonisticka aktivita vici androgenovémureceptoru
(Metoda YAS)
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Graf 5. Antagonistickd aktivita extraktu spotfebniho vyrobku na bazi plastu vic¢i androgenovému receptoru,

vyjadiena kiivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid).
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V tabulce 12. jsou shrnuty vysledky experimentl se spotfebnimi vyrobky na bazi
plastu. Vyrobky, u nichz byl zjiStén jako material Cisty 100% silikon vykazovaly negativni
odpovéd ve vSech zkouskdch. Vzorek “Kegel balls red”; VenuSiny kulicky — Cervena
vykazoval antagonistickou aktivitu vac¢i estrogenovému receptoru o i androgenovému

receptoru.
Cislo vzorku Oznaceni vzorku v grafu Typ vyrobku Vysledek Typ plastu
1 Kegel balls blue 1 Venusiny kulicky modra Negativni Cisty 100% silikon
2 Kegel balls violet 1 Venusiny kulicky rdzova Negativni Cisty 100% silikon
3 Kegel balls red 1 Venusiny kulicky purpurova | Negativni Cisty 100% silikon
4 Venus balls purple 1 Venusiny kulicky fuchsiovd | Negativni cisty 100% siilikon
5 Vibrator violet 1 Vibrator dvojity purpurovy Negativni Cisty 100% silikon + ABS
6 Twinhead purple Vibrator fuchsiova Negativni Cisty 100% silikon
7 Artificial vagina Uméla vagina Negativni termoplasticky kaucuk
8 Vibrator violet Vibrétor fialova Negativni elastomer na bézi styrenu
9 Kegel balls red Venusiny kulicky cervena Pozitivni (antagonista ERa, antagonista AR) | ABS
10 Kegel balls violet Venusiny kulicky fialova Negativni polyester tereftalat, ABS

Tabulka 12. Potencial endokrinni disrupce u extraktii spotfebnich vyrobkl na bazi plastu — shrnuti.
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7.6.  Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u kosmetickych pripravkiu rizného sloZeni

Vzorky kosmetickych piipravki rizného slozeni antagonistickou aktivitu vici

estrogenovému receptoru o. V grafu 6. je prezentovana sada vzorkid, ve které byly
identifikovany pozitivni vzorky.

Antagonisticka aktivita vici estrogenovému receptorua
(Metoda anti YES, varianta XL)
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Graf 6.  Antagonisticka  aktivita
receptoru o, vyjadiend kiivkou
(4-Hydroxytamoxifen).

extrakti  kosmetickych

pripravkd ~ vi¢i  estrogenovému
zavislostti na koncentraci, ve

srovnani s pozitivni  kontrolou
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Vzorky kosmetickych ptipravki rizného sloZeni vykazovaly antagonistickou aktivitu
viu¢i androgenovému receptoru. V grafu 7. je prezentovana sada vzorkl, ve které byly
identifikovany pozitivni vzorky (“Kolinskd, “Hemp elixir”, Byl. Krém”).

Antagonisticka aktivita viéi androgenovému receptoru {AR)
(Meatoda anti YAS, varianta XL)
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Graf 7. Antagonistickd aktivita extraktd kosmetickych pfipravki (Kolinskd, Hemp elixir, Byl. krém) vuéi
androgenovému receptoru v nejvyssi testované koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid).

63



Vzorky kosmetickych ptipravkl rizného slozeni obvykle nevykazovaly agonistickou
aktivitu. Slaba agonisticka aktivita v jedné koncentraci byla zjisténa u vzorku 6 (parfémovana
voda) vici estrogenovému receptoru a (viz graf 8.).

Agonisticka aktivita wiéi estrogenovému receptoru a (ERa)
(Metoda YES)
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Graf 8. Slaba agonisticka aktivita u nejvyssi testované koncentrace kosmetického ptipravku (parfémované vody,
vzorek €. 6) VicCi estrogenovému receptoru o, vyjadiend kiivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s

pozitivni kontrolou (17f-estradiol).
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Vzorky kosmetickych pfipravk typu parfémi, deodorantii a parfémovanych vod
vykazovaly v nékterych ptipadech antagonistickou aktivitu vii€i estrogenovému receptoru o.
V grafu 9. je prezentovana sada vzorki, ve které byla identifikovana antagonistickd odpovéd’
vzorku 2 (parfémované vody) a panského deodorantu (vzorek €. 5).
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Graf 9. Antagonisticka aktivita kosmetickych pfipravkd s vysokym obsahem vonnych slozek (parfémované vody
¢. 2 a panského deodorantu €. 5) viici estrogenovému receptoru o, vyjadiena kiivkou zavislosti na koncentraci,

ve srovnani s pozitivni kontrolou (4-Hydroxytamoxifen).
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Vzorky kosmetickych pfipravk typu parfémi, deodorantii a parfémovanych vod
vykazovaly antagonistickou aktivitu vici androgenovému receptoru. V grafu 10. je

prezentovana sada vzorkd, ve které byla identifikovana

parfémované vody €. 1, 2, 3, 5.

antagonistickd odpovéd’
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Graf 10. Antagonisticka aktivita kosmetickych pfipravkd s vysokym obsahem vonnych slozek (parfémované

vody ¢.

1, 2, 3, 5) vu¢i androgenovému receptoru, vyjadiena kiivkou zavislosti na koncentraci,

ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid); (vzorek parfémované vody €. 4 vykazoval negativni aktivitu a
vzorek 3 slabou antagonistickou aktivitu).
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8, 9 a vzorek arganového oleje).

Vzorky kosmetickych pfipravk typu parfémi, deodorantii a parfémovanych vod
vykazovaly antagonistickou aktivitu vici androgenovému receptoru. V grafu 11. je
prezentovana sada vzorkd, ve které byla identifikovana antagonisticka odpovéd’ (vzorek 6, 7,
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Graf 11. Antagonisticka aktivita kosmetickych pfipravkd s vysokym obsahem vonnych slozek (parfém pro Zeny
s deklarovanym obsahem feromonu ¢. 7, parfém pro muze s deklarovanym obsahem feromonu ¢&. 8) viaci
androgenovému receptoru, vyjadiené kiivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou
(Flutamid). Slabsi aktivitu (v nejvyssi testované koncentraci) vykazoval vzorek arganového oleje, vzorek toaletni
vody ¢. 9 a vzorek parfémované vody €. 6.
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V tabulce 13. jsou shrnuty vysledky experimentl se spotfebnimi vyrobky typu kosmetickych

piipravkd.
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 + N +Ht
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 +Ht
6 Parfémované voda 6 + N N ++
7 -woman Parfém pro zeny s deklarovanym obsahem N N N +
feromonu (Androstenol)
8 - man Parfém pro muze s deklarovanym obsahem N N N +Ht
feromonu (Androstenone)
9 Toaletni voda N N N ++

Tabulka 13. Potencialni endokrinni aktivita vzorkti kosmetickych pfipravkt — shrnuti. Kosmetické ptipravky nejcastéji
vykazovaly anti-androgenni aktivitu (antagonistickou aktivitu vi¢i androgenovému receptoru) nebo anti-estrogenni

aktivitu (antagonistickou aktivitu vici estrogenovému receptoru o).
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Stanoveni potencidlu endokrinni disrupce u vzorkii dopliiki stravy

7.7.
(produktu tradi¢ni ¢inské mediciny)

Vzorky 3 a 6 dopliikkl stravy vykazovaly silnou agonistickou aktivitu vici
estrogenovému receptoru o. V grafu 12. je prezentovana sada vzorki, ve které byla

identifikovana pozitivni odpovéd'.

Agonisticka aktivita vuci estrogencvému receptoru o {(ERa)
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Graf 12. Agonistickd aktivita doplikl stravy ze sortimentu vyrobkl tradicni ¢inské mediciny
s deklarovanym obsahem bylinnych slozek (vzorek 3, vzorek 6) viic¢i estrogenovému receptoru a,
vyjadiend kfivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (17p-estradiol).
Velmi slabou estrogenni aktivitu (v nejvyssi testované koncentraci) vykazoval vzorek 5.
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Vzorek 3 dopliikku stravy vykazoval antagonistickou aktivitu vaci
androgenovému receptoru. V grafu 13. je prezentovéna sada vzorki, ve které byla

identifikovana pozitivni odpovéd'.
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Graf 13. Antagonistickd aktivita dopliiku stravy ze sortimentu vyrobkl tradi¢ni ¢inské mediciny
s deklarovanym obsahem bylinnych slozek vaci androgenovému receptoru, vyjadfena kiivkou
zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid). Slabou aktivitu
vykazoval vzorek 1, siln¢jsi aktivitu (v nejvyssi testované koncentraci) vykazoval vzorek 3.
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V tabulce 14. jsou shrnuty vysledky experimentii se spotiebnimi vyrobky typu dopliki

stravy ze sortimentu tradi¢ni ¢inské mediciny.

Davkovani .y . {
. . . T Potencialni endokrinni
Cislo vzorku uvedené Deklarovany obsah Deklarované slozeni .
aktivita
na obalu
Dospéli 1g vyroben z 5g bylin: Broskvori obecnd — semeno,
4 taglet. 3x denné Déhel Cinsky — kofen, Svétlice barvifska — kvét,
janiely ) ' 100 tablet Achyrant dvojzuby — kofen, Rehmanie lepkava — kofen,
1 Déti od 3 let: . o o P A 2 AR
. 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
pel: Y vareny ve viné, Morinda Iékafska — kofen, Déhel &insky
4 tablety 3x denné. H [ . o P
- ) 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,wSkc?rlcc'Jvnllk Cinsky — kgra
) vétvi, Jam &insky — hliza, Dfin Iékarsky — plod, Kokotice
¢inské — semena.
1 g vyroben z 5 g bylin: Svétlice barvifska — kvet;
— Broskvon obecna - semeno; Salvéj ¢ervenokofenna —
4 tatr))let. 3y denné kofen; Kurkuma citvarovd - oddenek; Kridlatka ANTAGONISTA
3 Déti o dyslet' ' 100 tablet japonska — kofen a oddenek; Pivorika bélokvéta — Androgenového receptoru
2 tablety 3 x' denné z koncentrovanych bylin 1:5 gerveny kofen; Toulec lalo¢ny — kofen, stonek; Zimolez
' japonsky — stonek; Zevar vybézkaty — oddenek; AGONISTA
Karbinec leskly — nat; Déhel ¢insky — 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 Koprnicek Walichlv — 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 receptory a
1 0odm. 1 x denné. 9 P
Dospéli: Jam ¢insky (hliza), Skoficovnik ¢insky (kdra vétvi).
7 Dgporgcena vdennl 1099 k.oncentrovany 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 ¢
8 . . N PRI o Ly NEGATIVNI
4 odmérky 1 xdenné. | bylin 1:5 Cinsky — koncova Cast kofene.
Dospéli: 0 % . . 6 lety korejsky Cerveny ZzenSen ’
9 1 Izicka (soucst 100 % Cisty extrakt, 30 g; Voda, véehoj Zendenovy. NEGATIVNI
80 mg/g ginsenoidu.

baleni) za den.

Tabulka 14. Potencialni endokrinni aktivita vzorkt dopliiki stravy — shrnuti.
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7.8.  Stanoveni prediktivnich indikatori expozice bisfenoliim

Analyzou 96 vzorki ranni moci byly zjiStény koncentrace BPA, BPF,
BPS (ug/g kreatininu). Ojedinéle byly zjiStény nizké koncentrace u BPF (3 vzorky) a BPS
(1 vzorek). Nejvyssi Cetnost pozitivnich vzorkl i nejvyssi koncentrace byly zjiStény u BPA
(27 vzorkt).

BPA, BPF, BPS detekované ve vzorcich ranni moci
120

110+
100—
90—

80

- ——BPS
Q
oD 70
—
=] i
= BPF
60
—e—BPA

50

40—
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20—

10—

e e e e e e P P N S —

L v,
40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 6070 7172 73 7475 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 36 87 88 89 90 9192 93 94 95 96

Vzorky moci

Graf 14. Zjisténé koncentrace (ng/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA), bisfenolu S (BPS) a bisfenolu F
(BPF) v 96 vzorcich ranni mo¢i. Vzorky jsou sefazeny od nejniz$i do nejvyssi koncentrace. Prvni
pozitivni vzorek, ve kterém byl detekovan BPA ma ¢islo 70. Prvni pozitivni vzorek, ve kterém byl
detekovan BPF, ma cislo 94. BPS byl detekovan pouze v jediném vzorku moci €. 96. Ve vzorcich
1 — 69 byly koncentrace bisfenolti nizs$i nez byl limit kvantifikace analytické metody (<LOQ). Jako
prediktivni indikator expozice bisfenolim je mozno vyuzit BPA, vzhledem k ojedinélym naleziim
BPF a BPS je vsak vhodné monitorovat i tyto analyty, z dlivodu jejich mozného vyuzivani jako nahrad
BPA.
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7.9. Stanoveni prediktivnich indikatori expozice ftalatiim

Analyzou 96 vzorkli ranni moc¢i byly zjiStény koncentrace metabolitd ftalatt
(ng/g kreatininu). Byla zjisténa vysoka Cetnost pozitivnich vzorkli u vSech analyti. Velmi
vysoké hodnoty byly zjistény u MEP (viz graf 15.).

Metabolity ftalatl detekované ve vzorcich ranni moci

——MEP
—<—MiBP
—-&-MnBP
—H-5-0x0
MEHP

—e—5-0OH-
MEHP

Vzorky moci

Graf 15. Zjisténé koncentrace (pg/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono isobutyl ftalatu (MiBP),
monobutyl ftalaitu (MnBP), 5-oxo-monoethyl hexyl ftalatu (5-oxo MEHP) a 5-hydroxy-monoethyl hexyl
ftalatu (5-OH MEHP) v 96 vzorcich ranni moci. Vzorky jsou sefazeny od nejnizsi do nejvyssi koncentrace.
Jako prediktivni indikatory expozice ftalatim je mozno vyuzit monoethyl ftalat (MEP), mono butyl ftalat
(MnBP) a mono isobutyl ftalat (MiBP).
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Analyzou 96 vzorkii ranni moci byly zjiStény koncentrace metaboliti ftalatd
(ng/g kreatininu). Nejvyssi Cetnost byla zjist¢tna u MEP, MnBP a MiBP. Velmi vysoké
hodnoty byly zjistény u MEP (viz graf 16.).

Metabolity ftalat( detekované ve vzorcich ranni mogci

250

200

-4+ MEP
150 ~<MiBP

--MnBP

Hg/gCr

-#5-0x0

MEHP
100

o —~5-OH-
ot MEHP

-~-MBzP

o ==MEHP

50

VLY e
SO
SO0

SFOSOOOGOE
...........

1]

LUK

O, OO OO

7 S I
1 3 5 7 9 11131517 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 mocéi
Graf 16. Detail zjisténych koncentraci 0 - 250 (ug/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono
isobutylftalatu (MiBP), monobutyl ftalitu (MnBP), 5-oxo-monoethyl hexyl ftalaitu (5-oxo MEHP)
a 5-hydroxy monoethylhexylftalatu (5-OH MEHP) v 96 vzorcich ranni moc¢i. Vzorky jsou sefazeny od
nejnizsi do nejvyssi koncentrace. Ve vSech vzorcich moci byly identifikovany nékteré z metabolitd ftalatd.
Jako prediktivni indikatory expozice ftalatim lze vyuzit MEP, MnBP a MiBP, které se vyskytovaly témét ve
vsech vzorcich.
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V tabulce 15. jsou shrnuty vysledky analyzy 96 vzorkt moci.

Zakladni statistické ukazatele — hodnot [pug/g Cr] analytd z 96 vzorkt mocéi

Lo n=96
Statisticky
ukazatel 5 5-OH
. =-0XO- = -
MEP MiBP MnBP MEHP MEHP MBzP | MEHP BPS BPF BPA
Cetnost hodnot
94 96 96 74 85 55 81 1 3 27
>L0Q
Cetnost hodnot
2 0 0 22 11 41 15 95 96 69
<LOQ
Aritmeticky 21017 | 3054 | 87,60 | 1027 | 1581 | 960 | 338 | 682 | 1227 | 1574
pramér
(ng/g Cr)

Geometricky
primér 71,22 22,76 66,90 8,28 12,62 5,80 2,25 6,82 11,9 9,00
hodnot >LOQ
(ng/g Cr)

Median hodnot
>L0Q
(ng/g Cr)

56,9 20,54 | 72,26 7,98 12,34 5,63 2,28 6,82 11,75 6,4

PERCENTIL 95 8653 | 83,55 | 239,15 | 24,75 | 3580 | 21,61 | 865 | 6,82 15,76 | 58,51
(ng/g Cr)

PERCENTIL 75 127,92 | 38,67 102,90 10,54 18,18 6,23 3,36 6,82 13,97 9,82
(ng/g Cr)

PERCENTIL 50 56,56 20,54 72,26 6,37 10,71 1,50 1,77 6,82 11,75 6,37
(ng/g Cr)

PERCENTIL 25 2440 | 1369 | 373 | 250 | 683 0 088 | 682 103 | 531
(ng/g Cr)
Nejvyssi 33181 | 169,2 | 3786 | 453 752 | 663 | 271 | 682 162 | 1075
hodnota
(ng/g Cr)

Tabulka 15. Zakladni statistické ukazatele vyplyvajici ze zdkladniho statistického zhodnoceni vysledki analyzy 96
vzorkti moci. Nejvyssi hodnoty i Cetnost detekce u latek ze skupiny ftalatti byly zjistény u MEP, MiBP, MnBP.
Nejvyssi  hodnoty 1 Cetnost detekce wu latek ze skupiny bisfenoli byly zjistetny u BPA.
Z vysledkti vyplyva, Ze cetnost detekce i zjisténé koncentrace u bisfenoli jsou mnohem niz§i nez u ftalatd.
U BPS i BPF jde o ojedinélé nalezy. Vysoké hodnoty (u MEP, MnBP) naznacuji vysoké koncentrace diethyl ftalatu
(DEP) a dibutyl ftalatu (DBP) v prostfedi. Hodnoty Percentilu 75 a 95 naznacuji, Ze vysoké hodnoty ftalatt (stovky
pg/g Cr) mohou byt s vysokou pravdépodobnosti detekovany u min. 25 % vzorki moci.
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7.10. Sledovani efektivity interven¢nich opatieni pro potencidlni sniZeni expozice ftalatiim a bisfenoliim

Ve dvou fazich studie (FAZE I, FAZE II byly zji§tovany koncentrace metaboliti ftalatd, BPA, BPF a BPS v modi (ng/g kreatininu) (viz grafy 17. - 36.).

FAZE | FAZE Il
(konzumace konzervovanych potravin a napoju v plechovkach) (vylouéeni konzervovanych potravin a napoju v plechovkach)
MEP v modi - I. MEP v modi - Il
600,00 600,00
550,00 550,00 —o—1001
500,00 500,00
450,00 450,00 —9—1002
. 400,00 400,00
, 350,00 5 350,00 1003
& 300,00 %0 300,00
= 250,00 E 250,00 1004
200,00 200,00
150,00 150,00 == 1005
100,00 100,00
50,00 50,00 —e— 1006
0,00 0,00
Pocet odbérd Potet odbérl
Graf 17. Graf 18.
MiBP v moci - I. MiBP v modi - Il
400,00 1001 400 —8§— 1001
350,00 350 354,38 1002
—l—
300,00 —8—1002 300
5 250,00 1003 S 250 1003
B =o
5 200,00 3 200
= 150,00 1004 = 150 1004
76,01
100,00 —8— 1005 100 —8— 1005
oo m 1006 Y ——
—l—
0,00 0 1006
! ’ ? ¢ > pocet ddberd 8 ? 10 ! ? 3 4 > pocet ddbérd’ ? 10
Graf 19. Graf 20.

Graf 17., 18, 19., 20. Detail zjisténych koncentraci (pg/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono isobutyl ftalatu (MiBP) v kontinualné odebiranych vzorcich moci
(1-10) béhem 4 dnd. Identifikace ¢asi odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaceni odbérd moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny
popiskem. Ktivky dokladaji kontinualni expozici i efektivni eliminaci MEP a MiBP. Odbéry oznacené krivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji ze stejného
prostredi (celkem 2 domécnosti). Zajimavé je, ze ojedinélé vysoké hodnoty koreluji s prostfedim (domécnosti), napf. u MiBP v obou fazich studie.
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FAZE | FAZE Il

(konzumace konzervovanych potravin a napoju v plechovkach) (vylouéeni konzervovanych potravin a napoju v plechovkach)
MnBP v modi - I. MnBP v moéi - II.
600,00 600 —
550,00 —e=1001 550 542,73 1o
iggjgg —8—1002 zgg —— 1002
_ 400,00 . 400
G 350,00 —8—1003 o 350 33379 == 1003
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@ 250,00 199,39 1004 X 250 ’ 238,24 1004
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150,00 93,51 —8—1005 150 —— 1005
100,00 : ; : 2 100
50,00 —8— 1006 50
0,00 0 —8— 1006
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Q 4 e
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Graf 23. Graf 24.

Graf 21., 22., 23., 24. Detail zjisténych koncentraci (pg/g kreatininu) u monobutyl ftalatu (MnBP) a mono(2-ethyl-5-oxohexyl)ftalatu (5-oxo-MEHP) v kontinualné
odebiranych vzorcich mo¢i (1-10) béhem 4 dnut. Identifikace ¢asti odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaceni odbérti mo¢i). Nejvyssi
hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kfivky dokladaji kontinudlni expozici i efektivni eliminaci ftalati. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006
pochazeji ze stejného prostiedi (celkem 2 domacnosti). Zajimavé je, Ze ojedinélé vysoké hodnoty koreluji s prostfedim (domacnosti), napt. ve Fazi II — u 5-oxo-MEHP.
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FAZE |

(konzumace konzervovanych potravin a napojti v plechovkach)

5-OH MEHP v modi - I.
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5-OH MEHP v moéi - II.
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Graf 25., 26., 27., 28. Detail zjisténych koncentraci (ng/g kreatininu) u monobenzyl ftalatu (MBzP) a mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)ftalatu (5-OH-MEHP) v kontinualné
odebiranych vzorcich moc¢i (1-10) béhem 4 dni. Identifikace ¢asti odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaceni odbérd moci).
Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kfivky dokladaji kontinualni expozici i efektivni eliminaci ftalati. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004,
1005, 1006 pochazeji od tcastniki ze stejného prostiedi (celkem 2 domacnosti). Zajimavé je, Ze ojedinélé vysoké hodnoty koreluji s prostiedim (domacnosti), napt. ve Fazi

II —u 5-OH-MEHP (ktivka 1001, 1002).
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FAZE | FAZE Il
(konzumace konzervovanych potravin a napoju v plechovkach) (vylouéeni konzervovanych potravin a napoju v plechovkach)
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Graf 29., 30. Detail zjisténych koncentraci (ug/g kreatininu) u mono ethylhexyl ftalatu (MEHP) v kontinualné odebiranych vzorcich mo¢i (1-10) béhem 4 dnu. Identifikace
Cast odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaeni odbéri moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kiivky dokladaji
kontinualni expozici i efektivni eliminaci ftalatt. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji od ucastniki ze stejného prostiedi (celkem
2 domacnosti). Zajimavé je, ze ojedinélé vysoké hodnoty koreluji s prostiedim (domacnosti), napt. ve Fazi Il —u MEHP (ktivka 1001, 1002).

79



FAZE |
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Graf 31., 32., 33., 34. Detail zjisténych koncentraci (ng/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA) a bisfenolu F (BPF) v kontinualn¢ odebiranych vzorcich moci (1-10) béhem 4
dnt. Identifikace ¢asti odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace casu odbéru a oznaceni odbérti moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kfivky
dokladaji kontinualni expozici i efektivni eliminaci bisfenoli. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji od ucastnikli ze stejného
prostiedi (celkem 2 domdacnosti). Zajimavé je, ze ojedin€lé vysoké hodnoty koreluji s prostiedim (domacnosti), napt. ve Fazi I — u BPA (kfivky 1003, 1005) a ve Fazi 11

(krivky 1001, 1002). Vysoké hodnoty BPF (Faze I, kiivka 1001, odbér 1) naznacuji ojedinélou pfitomnost BPF v prostiedi.
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BPS v mo¢i - I. BPS v moéi - II.
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Graf 35., 36. Detail zjisténych koncentraci (ng/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA) a bisfenolu F (BPF) v kontinudlné odebiranych vzorcich moci (1-10) béhem 4 dnd. Identifikace
Casti odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaceni odbérti moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Ktivky dokladaji kontinualni
expozici i efektivni eliminaci bisfenolti. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji od Gcastnikl ze stejného prostiedi (celkem 2 domacnosti).
Jedina pozitivni hodnota ve Fazi II (kfivka 1002, odbér 5) naznacuje ojedinélou ptitomnost BPS v prostiedi.
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V tabulkéach 16. a 17. jsou shrnuty vysledky analyzy moéi ve dvou fazich studie (FAZE I, FAZE II) zamé&fené na efektivitu intervenénich opatieni pro

potencialni sniZzeni expozice ftalatim a bisfenoltim.

Zakladni statistické ukazatele MEP MiBP MnBP 5-oxo-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

Primér viech hodnot 37,96 16,82 31,22 2,94 6,50 0,32 1,79 nedostatek hodnot 2,56 2,28

Préimér pozitivnich hodnot 46,48 20,18 34,05 8,41 11,47 2,70 3,24 nedostatek hodnot 30,72 11,40

Nejvy3§i 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 16. Zékladni statistické ukazatele hodnot (FAZE I).
Zakladni statistické ukazatele MEP MiBP MnBP 5-0x0-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

Primér viech hodnot 65,49 57,34 95,83 18,02 36,76 nedostatek hodnot | 13,32 nedostatek hodnot | nedostatek hodnot 0,58

Pramér pozitivnl’ch hodnot 70,17 57,34 95,83 23,50 40,84 nedostatek hodnot 13,32 nedostatek hodnot nedostatek hodnot 8,72

Nejvy§§|' hodnota 513,72 354,38 542,73 112,63 250,41 nedostatek hodnot 95,40 5,94 nedostatek hodnot 14,30

Geometrick? 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 17. Zakladni statistické ukazatele hodnot (FAZE II).

Shrnuti vysledku (grafy 18. — 36., tabulka 16., 17.):

U ftalath byla celkova Cetnost negativnich hodnot (<LOQ) ve Fazi I (40,7 %) vyssi nez ve Fazi II (20 %). Celkovy pocet negativnich hodnot byl
nizsi nez u bisfenold. Zaroven byly zjistény ve Fazi Il cca min. 2 x vyssi hodnoty (pramér vSech hodnot, priimér pozitivnich hodnot, geometricky
primér, median). Hodnoty se fadové neliSily mezi obéma fazemi (desitky az stovky pg/g kreatininu). VySs$i koncentrace metabolit
di-ethylhexyl ftalatu (DEHP), tj. 5-oxo-MEHP, 5-OH-MEHP, MEHP a déle vyssi koncentrace MiBP a BPA byly zji$tény u ucastniki studie
uzivajicich stejnou domécnost (kiivka 1001, 1002, graf 19., 20., 24., 26., 30., 32.).

U bisfenoli byla celkova ¢etnost negativnich hodnot (<LOQ) ve Fazi I (90,5 %) nizsi nez ve Fazi Il (97,2 %). Celkovy pocet negativnich hodnot
byl vyssi nez u ftalati. Nejzajimavéjsi rozdily v Cetnosti detekce mezi obéma fazemi byly zjistény u bisfenolu A. Cetnost negativnich hodnot
u BPA ve Fazi I byla 80 %, pticemz ve Fazi Il (). pfi vylouceni konzervovanych potravin a népojit v plechovkach) vzrostla na 93,3 %. Zaroven
byly zjistény ve Fazi II niz§i hodnoty (primér vSech hodnot, primér pozitivnich hodnot, geometricky primér, median, nejvyssi hodnota).
Hodnoty u BPA se tadové neliSily mezi obéma fazemi (jednotky az desitky pg/ g kreatininu). Ojedinélou vysokou hodnotu u BPF (kiivka 1001,
Faze 1, graf 33.) - 100,79 pg/g kreatitinu Ize vysvétlit kontaminaci z pracovniho prostedi (G€astnik pracuje jako chemik). Vyssi koncentrace
MEP a BPA byly gzisttny u Uucastniki studie wuzivajicich stejnou domécnost (kiivka 1003, 1005, graf 18., 31.).
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7.11. Navrh informac¢niho materialu, vhodného pro edukaci odborné verejnosti
a preventivni poradenstvi ohledné potencialniho snizovani expozice ED

S ohledem na rtznorodost expozicnich cest a rozsifeni chemickych latek s potencidlem
interagovat s endokrinnim systémem byl informacni material pfipraven jako srozumitelny navod 10
rad, jak potencidlné snizovat expozici ED v bézném zivoté. Byl pfipraven navrh rozsifené verze s
moznosti vydani jako brozura (obsahujici podrobné&jsi popis preventivnich opatfeni) a zkracena
jednostrankova verze 10 rad, obsahujici ndzornou informativni grafiku a minimum textu, s cilem
podnitit zajem S$irSi vefejnosti o téma endokrinni disrupce. Nékteré z preventivnich piistupti jsou
také obsahem prevence napi. kardiovaskularnich onemocnéni, onkologickych onemocnéni nebo
obezity (napf. vyvazena strava z Cerstvych surovin, nekufdctvi a udrzovani zdravé télesné vahy a
hladiny cholesterolu). Z védeckych a odbornych informaci z vice nez 200 literarnich zdroju
vyplyva, ze 1 tato opatfeni mohou mit vliv na sniZzeni expozice mnoha chemickym latkdm z
prostfedi, mezi kterymi se mohou vyskytovat také latky s endokrinni aktivitou. Nazev informacniho
materidlu je “Endokrinni disruptory, 10 rad jak se pied nimi chranit” a uvadi téchto 10 rad:
- vybirejte spotiebni vyrobky a potraviny s rozumem

- dodrzujte pestrou stravu a vhodnou domaci ptipravu Cerstvého jidla

- omezte spotiebu konzervovanych potravin a plechovkovych napoji

- vzdy konzultujte uzivani doplnku stravy s Iékafem

- vybirejte zodpovédné kosmetické pripravky 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 véhu a snazte se sniZovat hladinu cholesterolu

Ucelem bylo shrnout preventivni doporuceni, kterda mohou byt aplikovatelnd v bézném
zivot¢ a mohou dle dosavadnich védecky podlozenych informaci ve svém souhrnu piispét ke
snizovani expozice nejen ED, ale 1 ostatnim kontaminujicim chemickym latkam.
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ENDOKRINNI

DISRUPTORY
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Endokrinni disruptory jsou latky syntetického nebo
i pfirodniho piavodu, kieré maji schopnost reago-
vat se systémem bunék, tkani a Zlaz s vnitini sekreci
produkujicimi hormony, ktery je fizen molekulami-
mi signaly (endokrinnim systémem). Mechanismem
Gcinku endokrinnich disruptord je napodobovani
funkci pfirozenych hormonid. Maji schopnost se
namisto nich vazat na jejich receptory. Mohou tak
naruovat (,disruptovat”) pfenos endokrinnich sig-
nald a piispivat k rozvoji zdravotnich poruch.

Chemicke skupiny, ve kterych byly jiz identifikovany
néktere latky s viSe popsanou aktivitou, jsou rizno-
rodé. Mnoho latek se pouZiva napf. pfi vyrobé plas-
ti, v zemédélstvi, stavebnictvi, elektrotechnice
a jsou piitomné v riiznych spotfebnich vyrobcich.
Jde napf. o latky ze skupiny bisfenolii (napf. bisfe-
nol &), ftalati (napi. benzyl butyl ftalat, dibutyl fta-
lat), nékteré antimikrobialni latky (jako parabeny,
fencly, ketoconazol, kyselina borita a jeji slouceni-
ny), dale napf. nékteré UV filtry, cyklické siloxany,
detergenty, zpomalovace hofeni, pesticidy, toxicke
kovy, fytoaktivni latky obsazené v rostlinach atd.

V kosmetice je fada takovych latek jiZ zakazanych
(napf. ftalaty kromé diethylftalatu, ktery je bezped-
ny, a nékteré parabeny). Problematika endokrinnich
disruptord se viak neustale vyviji a endokrinni akti-
vita je éasto nové identifikovana. Clovék je vystaven
denné mnoha chemickym latkam a je zranitelny ze-
jména béhem fazi zrychleného vyvoje — v téhoten-
stvi a v détstvi. V redlném Zivotd je velmi tézké se
chemickym latkam zcela vyhnout. Néktera opatfeni
viak mohou koncentrace chemickych latek, které
se dostanou do téla, G¢inné sniZovat.

JAK SE PRED NIMI CHRANIT

on & Damkala ARG
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Mezi tato opatfeni patfi:

VYBIREJTE SPOTREBNI VYROBKY A POTRAVINY
S ROZUMEM

Povinnost uvadét na trh bezpeéné wvyrobky je na strané wyrobce nebo dovoz-
ce, ale spotfebitel vyznamné ovliviiuje bezpednost jejich pouzivani, a to ji vy-
bérem spotiebniho vyrobku. Plasty, ve kterych byly dfive nalezeny endokrinni
disruptory (napf. polykarbonat, PVC), byly jiZ nahrazeny novéjsimi bezped-
néjsimi materialy. V bé&iném Zivoté se viak setkavame se spotiebnimi wyrob-
ky rizné kvality a stafi. V citlivych obdobich vyveje proto vybirejte vyrobky
5 minimalnim obsahem plastového materialu a potraviny balené ve skle.

plastovy wyrobek.

Ke skladovani, pripravé a ohfivani potravin, zejmeéna s vy35im obsahem tuku
nebo s vyisi teplotou, lze doporudit jako nejvhodnéjii material sklo nebo
nerezovou ocel. Pii nakupu novych odévi pied prvnim pouzitim odév vidy
vyperte. Informace o nebezpeinych nepotravinaiskych wyrobcich (napi. tex-
tilnich wjrobcich, odévech, hrafkach, kosmetickych pfipravcich apod.) miZete
nalézt v systému RAPEX, ktery upozoriuje spotfebitele na vyrobky, které mo-
hou ohrozit jejich bezpeénost a zdravi a zahrnuje i chemické riziko, tykajici se
i latek s endokrinni aktivitou.

DODRZUJTE PESTROU STRAVU
A VHODNOU DOMACI PRIPRAVU CERSTVEHO JIDLA

U mnoha potravin bylo zjisténo, Ze obsahuji fytoaktivni latky schopné reago-
vat s endokrinnim systémem — znamym pfikladem je napi. soja nebo grape-
fruitova $tava. Jednostranné zaméfena strava, napf. vegetarianska, mdze byt
zdrojem vyiiiho pfisunu fytoaktivnich latek. Konzultujte vybér mléénych na-
hrad pro kojence i vhodny typ stravovani s détskym lékafem.

Nékteré pesticidy, latky na ochranu rostlin — napi. insekticidy a antimikrobialni
latky, byly spojovany s naruiovanim endokrinniho systému. Zejména v citli-
vych fazich vyvoje (t8hotenstvi, détstvi) kontrolujte na etiketach wyrobki, které
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latky jsou uvedeny napi. jako konzervanty. VyuZivejte hlavné potraviny éers-
twé namisto zpracovanych (napf. ferstvé kufeci maso namisto mrazenych ku-
fecich nuget), potraviny domaciho pivedu (napf. ovoce, zelenina, vejce) nebo
z bioprodukce a dejte prednost domaci pripravé jidla.

PouzZivejte co nejméné plastd. Jako nejvhodnéjsi material pro pfipravu jid-
la Ize doporutit nerezovou ocel. Omezte smaZeni a peeni, pfi kterém mize
dochazet ke vzniku latek vykazujicich mimo jiné i endokrinni aktivitu. Omezte
stravovani v restauracich nebo obéerstvenich rychlého typu. V susenych potra-
vindch mohou byt obsaZzeny endokrinné aktivni mykotoxiny. Davejte pfednost
terstvému ovoci a zeleningé. Nékteré t&Zké kowvy (napf. kadmium) nebo latky
na ochranu rostlin kontaminuji nadzemni £asti rostlin ze vzduchu. Odstrafujte
slupku &i peclivé omyvejte ovoce i zeleninu, véetné zeleniny listove.

Informace o nebezpecnych potravinach mazet ziskat ze systému rychlého va-
rovani pro potraviny a krmiva RASFF.

OMEZTE SPOTREBU KONZERVOVANYCH POTRAVIN
A PLECHOVKOVYCH NAPOJU

Pro zabranéni korozi se pfi vyrobé konzerv a plechovek vyuZiva vnitini plas-
tova vrstva, ktera mize obsahovat potencidlni endokrinni disruptory (napf.
bisfenol A). Vyrobky oznacené ,bez BPA” mohou obsahovat podobné chemic-
ké latky ze skupiny bisfenoli jako nahradu. Tyto latky mohou za nékterych
okolnosti prechazet z obalu do potravin. Nahradou konzervovanych potravin
za potraviny cerstvé mdZete snifit pfisun téchto latek do swvého téla. Pokud se
nemiZete vyhnout pouzivani konzerv nebo napoji v plechovkach, vidy si wy-
hirejte pouze nepoikozené vyrobky na zacathu doby expirace.

Jako vhodnéjsi obaly potravin nebo napeji lze doporudit napf. tetrapak nebo
sklo.

VZDY KONZULTUJTE UZiVANI DOPLNKU STRAVY

S LEKAREM

Vzhledem k prudkému rozvoji prodeje doplfikd stravy prostfednictvim inter-
netu se objevuji | praktiky ohrozujici spotfebitele. Nékteré dopliky stravy (vy-
uZivané napf. v alternativni medicing) mohou obsahovat ai farmakologicke
koncentrace latek s endokrinni aktivitou — napf. diky obsahu koncentrova-
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nych bylinnych vytazkd. U néktenjch doplikid stravy pro sportovce byl zjistén
i obsah syntetickych steroidnich latek. Dopliky stravy mohou byt v rozporu
5 predpisy opatfeny neschvalenymi zdravotnimi nebo , lé¢ebnymi” twrzenimi.

Dobrym zdrojem informaci o rizikovych internetovych strankach je Statni
zemédélska a potravinaiska inspekce (SZPI) a jeji sluzba , Rizikové weby” Ci
.Potraviny na pranyfi” (dostupné i jako mobilni aplikace), a dale piirucky . Na-
kupovani na internetu” nebo ,Jak nakupovat potraviny na internetu”. Cilem
je varovat spotfebitele pied riziky nakupu na nékterych webowych strankach,
napf. pokud jejich provozovatel sidli mimo EU, kde maji dozorové organy velmi
omezenou moZnost vymahat dodriovani prava a kde miZe mit takovy nakup
pro spotiebitele negativni finanéni nebo dokonce zdravotni dopady.

VYBIREJTE ZODPOVEDNE KOSMETICKE PRIPRAVKY
A CISTICI PROSTREDKY

Na viech kosmetickych pfipravcich musi byt uvedeno slozeni vyrobku s vyttem
slozek v pofadi dle klesajici koncentrace. Pouzivani Cisticich pfipravkad, pracich
prostiedki a kosmetiky je pfijemné&jsi, pokud obsahuji vini. Vonné sloZky ob-
sahuji napf. svicky, pytle na odpad, plenky, damské viozky, papirové ubrousky.
Funkce vyrobku (Zistici, praci, kosmeticka) je obvykle na vonné slozce nezavisla,
proto nejsou vonné sloZky ve spotiebnich wyrobcich nezbytné.

Nejpravdépodobnéjsi reakci, kterou mohou slozky disticich a pracich pro-
stiedkd nebo kosmetickych pfipravki vyvolat, je alergicka reakce. U nékterych
vonnych nebo antimikrobidlnich latek viak byly zjistény riznorodé Gdinky, a to
i endokrinni aktivita.

Zejména v citlivych obdobich wvoje je vhodné vyhirat pfipravky s minimem
vonnych sloZek a vice se zaméfit na wyuZiti pfirodnich Cisticich prostiedkd, jako
je jedla soda, roztok octa apod. Na trhu je mnoZstvi kosmetickych pfipravkd
ur€enych pro déti.

Vybirejte vidy osvédéené znacky piipravki a Ctéte informace uvedené na oba-
lu. Oblibené je vyuZivani riznych typd pfipravki s obsahem (esencidlnich) olejd
pro masaze kojencd, které viak mohou obsahovat silné aktivni pfirodni nebo
syntetické slozky. Konzultujte pouZivani kosmetickych pfipravkd, zejména
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typu télova mléka, masti, krémy, cleje, opalovaci pfipravky apod. s détskym
lékafem.

Nepouzivejte kosmetiku ani distici pfipravky typu aerosoli nebo spreji v pri-
tomnosti malych déti.

MYITE SI RUCE A POUZIVEJTE OCHRANNE PROSTREDKY

W mnohawyrobcich, s nimiz jsme dennév kontaktu napf. vzaméstnani, pfidklidu,
zahradniceni, vytvarnych pracich nebo kutilstvi se nachazeji latky schopné pro-
stupovat skrze kizi nebo dyjchaci systém do krve a reagovat s endokrinnim
systémem. PouZivani ochrannych rukavic je naprostou nutnosti. Mutné je také
vétrat prostory, zejména pfi pouZivani napf. vonnych latek, aerosold, sprej,
lepidel, tmeld, barev, lakd, natérd apod.

Velky viznam ma také umyvani rukou. Napf. aétenky jsou vyrobeny z termo-
papiru, jehoZ povrch je potaien plastovou vrstvou obsahujici latky typu bis-
fenoli. Mytim rukou odstranime mnoho latek, které ulpély na kiizi a mohly by
kontaminovat napf. stravu.

V bé&zném Zivoté je vhodné pouZivat mydla s minimalnim obsahem vonnych
sloZek a bez antibakterialnich prisad. Mydlo samo o sobé ma v b&Zném Zivoté
dostateény Cistici Géinek. Antibakterialni slozky maji své opodstatnéni zejména
tam, kde dochazi ke zvy3ené moznosti kontaminace choroboplodnymi mikro-
organismy (napf. ve zdravotnictvi, potravinafskych provozech, zemédélstvi).

ZBAVUJTE DOMACNOST PRACHU A VETREJTE

Koncentrace chemickych latek ve wnitfim prostfedi budov (zejména zateple-
nych, utésnénych a nevétranych) jsou vy33i nez ve vnéjsim prostiedi. V mnoha
materialech nebo vyrobcich, pfitomnych v domacnostech, mohou byt obsa-
zeny latky narusujici endokrinni systém, napf. chemicke latky zpomalujici ho-
feni ze stavebnich materiald, tkanin, plastd &i elektroniky. Viyzkum naznacuje,
#e chemické latky ulpivaji na éasticich prachu. Uklid zaméfeny na mokré od-
strafiovani prachu z povrchd v domacnosti a G€inné vysavani s pouZitim HEPA
filtrd snizi v mnozstvi prachowvych ¢astic i chemickych latek na né navazanych.
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NEKURTE

Alkaloid nikotin, obsaZeny v tabaku, je psychoaktivni latka s povzbuzujicimi
uéinky, o niz je znamo, Ze rychle vyvolava silnou zavislost. Ovliviiuje taktéz
(neurc)jendokrinni systém. VaZe se na receptory ve vegetativnim nervovém
systému, &imZ vyvolava zvyienou aktivitu traviciho traktu, hladké svaloviny,
zvysuje krevni tlak, zrychluje éinnost srdce, stahuje céwy, zvy3uje obsah mast-
nych kyselin v krvi, blokuje syntézu estrogenu, zvyiuje produkci potu, ovliviiuje
staZeni zornic a posiluje syntézu endorfind. V cigaretovém koufi je obsaieno
tisice chemikalii, pficemz u desitek z nich je jiZ prokazano, Ze maji souvislost
s rozvojem onkologickych onemocnéni a maji schopnost reagovat i s endo-
krinnim systémem.

D

£S5 63

o PREFERUJTE POHYB NA CERSTVEM VZDUCHU

A OMEZTE POBYT V MISTNOSTECH NEBO
AUTOMOBILECH

Vyzkum naznaduje, Ze koncentrace nékterych latek s endokrinni aktivitou jsou
vyssi ve vnitfnim prostfedi zejména nové kolaudovanych nebo rekonstruova-
nych budov a uvniti automobild. Pobyt na Eerstvém vzduchu, dostatedné vét-
rani, omezovani pobytu ve vnitfnich nevétranych prostorach a dopravnich pro-
stfedcich miZe snizovat expozic nékterych latek s endokrinni aktivitou (napf.
formaldehydu, t&kavych latek, ftaldn).

A SNAZTE SE SNIZOVAT HLADINU CHOLESTEROLU

Mnoho latek s endokrinni aktivitou je t&7ce odbouratelnych a jsou rozpustné
v tucich. Mohou se kumulovat v tukowvych kapénkach, které jsou deponovany
v burikich tukové tkané nebo se zpétné uveliiovat. Udaje z vzkumu potvrzuji,
ze vyskyt chemickych latek v tukové tkani se zvySuje s vékem a trvanim obe-
zity. Pokud se tedy zbavujete obezity i nadvahy, mlZete se pravdépodobné
zbavovat 1éZ znedistujicich latek, dlouhodobé deponovanych ve vasi tukové
tkani. Hubnuti vétiiho poctu kilogrami vidy konzultujte s lékafem.

@ UDRZUJTE S| ZDRAVOU VAHU

Podpofeno v ramci  Mezinarodni konkurenceschopnost SZU ve vwzkumu, vwoiji a vzdélavani v alternativnich
toxikologickych metodach”, reg. £.: CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000860, financovaného z EFRA/ESE
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8. Diskuse

8.1. Predikce potencialnich ligandii estrogenového receptoru in silico

Nami dosazené vysledky metodou in silico predikovaly vSechny latky typu ftalati jako
neinteragujici s estrogenovym receptorem, pricemz vSechny latky ze skupiny bisfenold byly
predikovany jako velmi silné ligandy (metodika je popsana v Casti 6.). Je tfeba zdlraznit, ze v
soucasné dob¢ 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 zptesnéni experimentdlnich vysledki v této préci.

In silico predikce tedy nekoreluje zcela ptesné s in vitro vysledky, kdyz u nékterych ftalatt
byla zjisténa agonisticka aktivita vic¢i estrogenovému receptoru (benzyl butyl ftalat (BBP), dibutyl
ftalat (DBP), diisobutyl ftalat (DIBP)) a u bisfenolu FL (BPFL) naopak velmi nizka az negativni
agonistickd aktivita. Davodl, pro¢ se in silico predikce nemusi vzdy zcela ptresné shodovat s
laboratornimi vysledky je nékolik. /n silico predikce miize byt ovlivnéna predev§im obsahem dat z
databazi, které dany in silico nastroj vyuziva, a také specifikaci G€inkd v algoritmu predikce.
Specifikace ufinku pro vazbu na estrogenovy receptor byla pro OECD QSAR Toolbox ptivodné
vytvofena na zékladé nastroje “rtER Expert System ver.l — USEPA profiler”, ktery obsahoval
molekularni definice o strukturnich charakteristikaich chemickych skupin uvedenych jako
potencialni ligandy estrogenového receptoru systémem US EPA Estrogen Receptor Expert System
(ERES), coz je automaticky systém vyuzivany k predikci afinity latek k estrogenovému receptoru,
vyuzivajici data in vitro 1 in vivo. ERES byl piivodné navrzen pro regulacni ucely, zejména pro
prioritizaci chemickych latek (napf. pesticidy nebo antimikrobidlni latky typu pesticidi), tj.
nezahrnuje chemické latky s chemickou strukturou podobnou steroidiim. Tento systém byl vytvofen
na zaklad€ zkuSebni sady chemickych latek (soubor TrSet), v kombinaci s in vitro zkouSkami,
specificky optimalizovanymi pro zachyceni jakékoli indikace vazby, aby se co nejvice zvysila
spolehlivost negativnich vysledki. Ptistup zalozeny na chemickych skupindch byl navrzen tak, aby
umoznil extrapolaci dat z omezeného poctu dobie charakterizovanych chemickych latek (soubor
TrSet) na Sirokou nespecifickou mnoZinu, s vyuZzitim navrZzenych chemickych kategorii zaloZenych
na koncepci analogickych slouCenin. ERES je vlastné logicky rozhodovaci strom, zaloZeny na
pravidlech, kodujicich mechanistické uc¢inky, chemické a biologické aspekty. Latky, které
nespliovaly definované hranice pro moZnost predikce byly v rdmci vyvoje ERES povaZovany za
latky s ,nezndmym vazebnym potencidlem® (UnkBP). Automatizovana verze ERES
tedy umoziiuje porovnavat konkrétni chemickou latku se souborem latek (TrSet) v ramci chemické
skupiny (tj. uzlu rozhodovaciho stromu). Expertni syst¢ém rtER ver.l - profilator USEPA,
jehoz data vyuziva OECD QSAR Toolbox, muze tedy =zajistovat predikci za ucelem
kategorizace ~a  seskupovani, a nikoli pro zcela pfesnou predikci  relativni
vazebné¢  afinity  konkrétni latky k  estrogenovému  receptoru (OECD  2017).

DalSim divodem je specificita toxického ucinku. OECD QSAR Project byl zahdjen za
ucelem identifikace vlastnosti chemickych latek a jejich seskupovani (OECD 2007) a obsahuje data
o riznych typech toxicity. Do soucasné doby bylo u lidi popsano vice nez 50 jadernych receptorti a
fada dalSich neni popsana dostate¢né¢ - napi. z hlediska afinity latek, které jsou schopné s nimi
interagovat. OECD QSAR Toolbox nicméné nerozliSuje, na ktery typ estrogenového receptoru
(napt. a nebo P) je predikce specifickd. In vitro biologicky systém, odvozeny z lidskych bun¢k
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(napt. bunécné linie uvedené¢ v OECD TG 455), napt. exprimuje jak estrogenovy receptor o, tak v
mensi mife estrogenovy receptor . In vivo exprese ruznych typu estrogenovych receptort je vSak
tkanovée specifickd, a in vivo data mohou byt zaloZena na interakcich s rliznymi typy estrogenového
receptoru. Vazba konkrétni chemické latky mtize byt specifickd pro konkrétni typ receptoru, proto
muze dochazet pfi porovnani in silico predikce s vysledky specifického in vitro systému k
odchylkdm u konkrétnich latek. OECD QSAR Toolbox nicméné jako jeden z mala vefejné
dostupnych a pokrocile validovanych in silico nastroju in silico predikci interakce s estrogenovym
receptorem umoziuje a nova verze OECD QSAR Toolboxu (v.4 z roku 2017) nabizi i1 dalsi
moznosti predikce, napf. 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, vefejné dostupny in silico nastroj, ktery by umoznoval predikci
interakce s androgenovym receptorem nebyl do soucasné doby validovan, proto takovéa predikce v
ramci této prace nebyla provedena.

Na zéakladé¢ na$i zkuSenosti se nastroj OECD QSAR Toolbox jevi jako velmi vhodny
k vyuzivani pfi aktivitdch primarni prevence v oblasti toxikologie a farmakologie. Zjednodusené
feceno, informace poskytnutd pomoci néastroje OECD QSAR Toolbox napt. potvrdi, Ze urcitd
chemicka latka dle chemické struktury, molekuldrni hmotnosti a rozdélovaciho koeficientu oktanol
- voda “muze patfit do skupiny velmi silnych ligandi” ¢i do skupiny “nevazajicich se latek”.
Takovéa informace je velmi cennd pro smérovani dalSiho vyzkumu. Je tfeba vzdy posuzovat, zda
konkrétni strukturni charakteristiky nemohou zvySovat biologickou aktivitu molekuly. Dle
predchozich pozorovani vykazuji endokrinni aktivitu napft. latky obsahujici fenolické skupiny v
para orientaci, s navdzanymi silné reaktivnimi hydroxylovymi skupinami. Zaména vodikd v
methylové skupiné za halogeny (napt. v ptipadé BPAF) ¢i pocet a poloha reaktivnich substituentil
muze vSak ovlivnit elektronovou hustotu na aromatickém jadfe a tim 1 biologickou aktivitu. Na
zéklad¢ dlouhodobé sledovanych dat o souvislostech chemické struktury latek a jejich aktivity je
mozno vyvijet analogické slouceniny s zZadouci nizsi toxicitou (Coleman et al. 2003) nebo naopak
farmakologickymi U¢inky. Ob€ moznosti jsou klicové pro aktivity biomedicinského vyzkumu. In
silico nastroje v kombinaci s in vitro metodami se v budoucnu mohou stat efektivnimi
pfistupy pro identifikaci pficin  toxikologickych vlastnosti latek a predpokladl
jejich  biologického ucinku. Ziskana data mohou byt wvyuzita v oborech toxikologie,
chemie, biochemie, farmakologie, ale také v rdmci smérovani aktivit v oborech preventivni
mediciny s pfesashem do  primarni prevence a ochrany  vefejného  zdravi.

8.2. Stanoveni potencialu endokrinni disrupce u vybranych latek se zdravotnim rizikem,
pouZzivanych ve spotiebnich vyrobcich

S pomoci péti in vitro metod byl v rdmci experimentalni prace stanoven endokrinni
potencial latek ze skupiny bisfenoll a ftalatl, ktery indikuje moZzné naruSeni steroidni signalizace.

U latek ze skupiny bisfenoll byla zjiSténa Castd estrogenni, anti-estrogenni a anti-androgenni
aktivita. Androgenni aktivita byla zjiSténa jen jako velmi slaba, a to u latek bisfenol FL (BPFL)
a bisfenol Z (BPZ) (viz tabulka 10.) U latek ze skupiny ftalatt byla zjiSténa nejsilnéjsi estrogenni
aktivita u benzyl butyl ftalatu (BBP) a slabsi estrogenni aktivita u dibutyl ftalatu (DBP) a diisobutyl
ftalatu (DIBP). Anti-estrogenni aktivita byla zjisténa u dibutyl ftalatu (DBP) a slaba anti-androgenni
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aktivita u Bis-(2-ethylhexyl)ftalatu (DEHP), benzyl butyl ftalatu (BBP), dibutyl ftalatu (DBP)
a diisobutyl ftalatu (DIBP). Androgenni aktivita nebyla zjisténa u zadné latky ze skupiny ftalata.
Diethyl ftalat (DEP), diisononyl ftalatu (DINP) a diisodecyl ftalat (DIDP) vykazovaly negativni
aktivitu za vyuziti vSech in vitro metod.

Jak vyplyva z tabulky 10., 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, pficemz za pouziti metody YES bylo dosazeno
negativnich vysledkl (napt. v pfipad¢ 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 zplisobeny vice faktory (napf. rozpustnost latky, prostupnost
skrze membrdnu do bunky, urovenl exprese endogennich receptorti, rozdily v konkrétnich
exprimovanych genech (napf. pro vice typil nebo isoforem receptort), zkiizené ovlivnéni signdlnich
drah u lidskych bun€k, mirny typ cytotoxicity, ovlivnéni aktivity enzymu sekretované¢ho do média
vzorkem, atd.). Je vhodné pouZzivat vice koncentraci vzorku, referen¢ni materidly, negativni
kontrolu (napf. typu ¢istého ristového média s buitkami, ¢istého ristového média bez bunék, atd.)
a vhodna rozpoustédla (polarni ¢i nepolarni, idealné co nejblizs§i ocekdvanému zplsobu pouziti
testovaného materialu), kterd umozni ziskani maximalnich pozadovanych informaci o chovani latky
v praxi. Mezi zédkladni pfistupy patii zajiSténi sterility pfi experimentech a co nejspolehlivéjsi
postupy preanalytické faze — tj. pfipravy vzorku. VSechny metody (in vitro i in vivo)
maji rizné vyhody, ale i limitace. Vzhledem k odlisSnym biologickym systémtim (napf. odlisna
exprese genu pro endogenni receptory u bunék VM7Luc4E2 exprimujicich estrogenovy receptor o i
B a u kvasinkového kmene exprimujiciho pouze estrogenovy receptor o (Ikeda et al. 2002) nebo
variabilita v transportnich mechanismech ¢i pfitomnost bunééné stény u kvasinek) mize dochazet k
drobnym odchylkdm, nicméné z vysledki uvedenych v tabulce 10. vyplyva, ze v rdmci skupiny
latek jsou nové zavedené in vitro metody spolehlivym nastrojem pro stanoveni (ne)bezpecnosti za
laboratornich podminek. Metody zavedené v rdmci tohoto doktorského projektu prokazuji velmi
uspokojivou sensitivitu, kdy jsou schopny odhalit aktivitu i velmi nizkych koncentraci testovanych
latek a prokazuji 1 dobrou srovnatelnost vysledki. Potvrdilo se, ze je vhodné vyuzivat vice
biologickych systémt a kombinovat in vitro zkousky sledujici vice mechanismi ucinku (napf.
agonismus, antagonismus nebo 1 aditivni, potencujici ¢i synergické UC€inky), prestoZe jejich
vysledky se u konkrétnich latek nemusi zcela shodovat (zejména v ptipadé slabych interakci).
Kombinaci vice vysledkl ziskanych in vitro lze vSak zvysit spolehlivost stanoveni celkového
potencialu endokrinni disrupce. Metody zaloZené na bunéénych liniich odvozenych od lidskych
tkani maji vysokou relevanci pro ¢lovéka. Rovnéz metody zaloZzené na kvasinkach S. cerevisiae
monitorovat cytotoxické ucinky. Pfitomnost bunéfné stény sice zvySuje odolnost kvasinkovych
bunék a ma nepochybny vliv na transport (ptipadné exkreci) latek do / z intraceluldrniho prostoru,
avSak kvasinkové buniky mohou byt citliveéjsi vici latkam s fungicidni aktivitou, coz se prokazalo
napf. u bisfenolu G, M a FL, které bylo moZzné testovat metodami zalozenymi na S. cerevisiae
pouze do koncentrace 10 mol/l. Je zndmo, Ze kvasinkové bufiky produkuji amoniak jako signalni
molekulu signalizujici stres, avSak k tomu dochazi az pti dlouhodobé inkubaci a napf. pfi vyCerpani
zivin, proto vysledky kratkodobych experimentii u metod typu YES, YAS nemohou byt touto
vlastnosti ovlivnény, pokud se vzdy ke kazdému experimentu pouziva Cerstva a viabilni kultura.
Velkou vyhodou kvasinkovych bunék je absence pfirozenych komplexnich systéml genové
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regulace Cloveka, zajisStujici eliminaci zkiizenych signalnich interakci a umoziujici detekci pouze
jednoho typu receptorové signalizace (vazbu na receptor). Na misté¢ je doporuceni vyuzivat
kombinace in vitro metod pro stanoveni jakéhokoliv typu systémové toxicity, tedy i endokrinniho
potencidlu, napt. vice biologickych systémli a agonistickych 1 antagonistickych variant,
aby mohla byt posouzena celkova endokrinni aktivita vzorkli, zachycujici vice receptorii a
mechanismu ucinku, které potencial endokrinni disrupce zahrnuje.

Predpoklada se, ze nové vyvijené analogické chemické 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 zamétenymi studiemi, sledujicimi mechanismy ucinku napf. u riiznych bisfenold
(analogti bisfenolu A) na vice typt receptort. Uéinky strukturnich analogti na lidské receptory,
podobné ucinkiim bisfenolu A, byly popsany v nedavnych studiich (Roelofs et al. 2015; Eladak et
al. 2015). Molina-Molina et al. zjistili, Ze analogy bisfenolu A (BPS, BPF a BPA) vykazuji razné
silnou aktivitu vici riznym typlim estrogenového receptoru a jsou schopny interagovat i s
androgenovym receptorem nebo pregnanovym X receptorem. Jejich vysledky taktéz naznacuji, Ze
BPA kongenery a derivaty mohou naruSovat signalizaci u vice typl receptort a skrze receptorovou
signalizaci interferovat s endokrinnim systémem (Molina-Molina et al. 2013). Bisfenol A je
zakazan v kosmetickych ptipravcich, dale byl regulovan v materidlech pro styk s potravinami v
nékolika zemich EU a stale probihaji projekty piehodnocujici pfedchozi stanoveni zdravotnich
limitd. Vysledky naznacuji, Ze strukturni analogy bisfenolu A, a to latky bisfenol F a bisfenol S,
BPA, pokud jde o jejich endokrinni aktivitu. Bylo popsano, ze BPS je pouzivan jako
alternativa BPA, napf. v termotiskovém papiru ,,BPA-free BPF byl nalezen v nckterych
potravinach a BPS ve vzorcich moci (Liao et al. 2012; Liao & Kannan 2013; Liao & Kannan 2014).
Utinky réiznych analogickych latek, napf. ze skupiny bisfenold a ftalati, by mély
byt povazovany za relevantni z hlediska celkové expozice cloveka.

Nami zavedené in vitro metody zalozené na S. cerevisiae byly vyuZzity 1 k testovani ftalata a
ziskand data jsou rovnéz v korelaci s in vitro studiemi sledujicimi endokrinni aktivitu ftalata, kdy
nejsilngj$i interakce s estrogennim receptorem byly pozorovany u benzyl butyl ftalatu (BBP),
nasledn¢ u dibutyl ftalatu (DBP), diisobutyl ftalatu (DIBP), diethyl ftaldtu a diisononyl ftalatu
(Harris et al. 1997). V nasledné analyze 96 vzorkli moci jsme zjistili vysokou cetnost pozitivnich
vzorki i vysoké koncentrace metabolitt ftalatii. Rovnéz u metabolitt ftalatti bylo nedavno zjisténo,
ze vykazuji antagonistickou aktivitu vici estrogenovému receptoru o a androgenovému receptoru
(resp. mono ethylhexyl ftalat — MEHP) (Da-Hye et al. 2019). Vzhledem k tomu, Ze expozice
ftalatm je kontinualni, jak potvrdily i naSe vysledky ze sledovani efektivity intervencnich opatient,
kdy jsme odebrali celkem 10 vzorkii moci v definovanych casech v pribéhu 4 dnt (viz tabulka 7.
Harmonogram, ¢as odbéru a oznaceni odbéri moci), mohou ftalaty puisobit soucasné se svymi
metabolity. Nékteré ftalaty byly zakazany jako ptisady kosmetickych ptipravki a regulovany v
materidlech pro styk s potravinami. Chemické latky se ve spotiebnich vyrobcich vzdy vyskytuji ve
smésich a mohou vykazovat biologické cinky, které jsou vysledkem jejich spole¢ného ptlisobeni.
Diky nové zavedenym in vitro metoddam bude mozné sledovat biologicky ucinek napt.
definovanych smési chemickych latek a také komplexnich smési o nezndmém sloZeni, napf.
extraktli spotfebnich vyrobki. Sledovani toxicity komplexnich smési o neznamém sloZeni in vitro
metodami je v soucasné dobe v pocatcich, ale stava se velmi aktualnim tématem. Bohuzel zatim
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neni k dispozici dostatek dat ani ovéfenych postupt. Situace se vSak dynamicky vyviji a jsou
definovdna doporuceni, jak k hodnoceni bezpecnosti smési a predpoklddanych kombinovanych
ucinkl ptistupovat (Hernandez et al. 2017; SCHER, SCCS, SCENIHR 2012, Kortenkamp et al.
2009, Orton et al. 2011).

8.3. Stanoveni potenciilu endokrinni disrupce u extrakti spotfebnich vyrobki na bazi
papiru, plastu, kosmetickych pripravkii a dopliiki stravy

Nové zavedené metody zaloZené na kvasinkdch S. cerevisiae se osvédCily pfi testovani
chemickych latek. Buniky S. cerevisiae vykazuji dobrou toleranci napt. vi¢i vys$sim koncentracim
ethylalkoholu, olejim, solim a zméndm osmotického prostiedi i pH, proto lze predpokladat,
ze budou vhodnym biologickym systémem pro testovani komplexnich smési o nezndmém slozeni.
S ohledem na vyse uvedené vlastnosti S. cerevisiae byly nove
zavedené in vitro metody (YES, anti YES, YAS, anti YAS) optimalizovany pro Sirsi
vyuziti, a to pro detekci endokrinniho potencidlu extraktd spotfebnich vyrobku
na bazi papiru, plastu a déale extrakti kosmetickych piipravkl a doplikd stravy.
Vysledky experimentd jsou wuvedeny v cCasti 7. Vysledky, kapitola 7.4.- 7.7.

U mnoha extraktl spotfebnich vyrobkd rozpusténych v DMSO byl v laboratornich
podminkach zjistén potencial endokrinni aktivity, a to v tomto pofadi: anti-androgenni a anti-
estrogenni aktivita u nejvice typt vzorkl (vzorky na bazi papiru, plastii, kosmetické piipravky,
dopliiky stravy), silna estrogenni aktivita (2 vzorky doplnkl stravy ze sortimentu tradicni ¢inské
mediciny), androgenni aktivita (1 vzorek na bazi papiru s cernym potiskem). Zajimavym vysledkem
byla androgenni aktivita zjiS§t€na u vzorku ubrousku s ¢ernym potiskem (materidlu ptichazejiciho do
styku s potravinami), kdy pfi néasledné identifikaci pomoci chemické analyzy byly zjiStény
1 zvySené koncentrace nckterych chemickych latek (Kejlova et al. 2019). Zajimavym také bylo
zjisténi, ze doplnky stravy ze sortimentu tradicni ¢inské mediciny mohou vykazovat znacné
variabilni vysledky — a to zcela negativni endokrinni aktivitu, nebo naopak siln¢ pozitivni
agonistickou aktivitu vii¢i estrogenovému receptoru o, dosahujici az farmakologickych hodnot (viz
graf 12). Silnou estrogenni aktivitu vykazoval vzorek ¢. 6 extraktu z houby Housenice ¢inské
(Cordyceps sinensis), ktera je uvadéna jako bohaty zdroj fytoestrogenli (Zhang et al. 2014).
Vzorek ¢. 3 byla smés extrakti z vice bylin, proto silny estrogenni ucinek je vysledkem
kombinovanych u¢inkli neidentifikovanych latek v extraktu. V posledni dekad¢é roste obliba
dopliikli stravy ze sortimentu tradi¢ni ¢inské mediciny, zfejmé pro piesvédceni, ze jde o pfirodni,
ptirozenou a dlouhodobé osvédEenou 1écbu, kontrolovanou ze strany dozorovych organii. Z valné
vétsSiny jde vSak o dopliky stravy, které neprochdzeji klinickymi studiemi pro posouzeni indikace,
kontraindikace, kvality a davkovani pro jednotlivé skupiny obyvatelstva, ani schvalenim Statniho
ufadu pro kontrolu 1é¢iv. U doplnku stravy miize dochéazet k nedostatku informaci o slozeni, napt. o
ucinnych latkach. Organizovana kontrola, zda vyrobek neobsahuje jiné latky, neZ deklaruje, ¢i zda
obsahuje jejich deklarované mnoZstvi, neni v soucasné dobé provadéna. To zdiraziiuje vyznam
nové zavedenych metod pro sledovani potencidlu endokrinni disrupce, které by v budoucnu mohly
byt vyuzivdny pro sledovani endokrinniho potencidlu findlnich spotfebnich vyrobki.

Prikladem, ktery potvrdil dobrou specificitu metod, byl vysledek testovani dvou typl
parfémi, u nichz byl deklarovan obsah feromoni, a které vykazovaly zcela shodnou anti-
androgenni aktivitu, piestoze jeden typ parfému byl deklarovan jako damsky (s obsahem latky
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Androstenol) a druhy jako pansky (s obsahem latky Androstenone). Androstenol je steroidni
sloucenina nalezejici do skupiny vonnych 16-androstend (steroidnich uhlovodikll), pfitomna v
kancich slinach, a také nalezend u lidi, s vlastnostmi podobnymi feromontim, ale molekularni cile
jeho feromonalni aktivity nejsou zcela objasnény. Androstenone je
steroidni sloucenina, pfitomnd v kancich slindich a napf. lanyzich. Byl identifikovan
jako  prvni savéi  feromon. Je Glinnou latkou pfipravku  Boarmate (DuPont)
ur¢eného k  naCasovani um¢lé inseminace u  prasat. Pii  vdechovani  tohoto
feromonu samice zaujima postoj k pafeni. 2-(Androstenol (5a-androst-2-en-17-ol);
2-Androstenone (5a-androst-2-en-17-one) jsou uvedeny jako hormonalni a metabolické modulatory
a jsou na seznamu  zakdzanych  latek  Svétové  anti-dopingové  agentury
(https://www.wada-ama.org/sites/default/files/wada 2019 english_prohibited list.pdf).

Zajimavé vysledky také pfinesly experimenty se spotfebnimi vyrobky na bézi plastu s
predpokladanou dlouhodobou expozici a kontaktem se sliznici (Venu$iny kulicky) a dal§imi
erotickymi pomilckami. Erotické pomicky vyrobené ze 100% silikonu nevykazovaly endokrinni
aktivitu. V ptipad¢ jednoho vzorku (VenusSiny kuli¢ky Cervené barvy, vyrobené z plastu ABS) byla
zjiSténa antagonistickd aktivita viici estrogenovému receptoru o a androgenovému receptoru (graf 4,
graf 5). VSechny vyrobky byly vyrobeny z barevného plastu, avSak v jejich sloZeni nebyla
deklarovana zadna barviva. To zdaraziiuje vyhodu zavedenych in vitro metod, které jsou
schopny odhalit biologicky ucinek finalniho spotiebniho vyrobku, pfestoze v deklarovaném slozeni
nemusi byt uvedeny vSechny slozky. Na zdkladé predbézného stanoveni potencialu
endokrinni disrupce u spotiebnich vyrobkli mize byt zvolen dalsi typ analyzy, sméfujici k
identifikaci latek, které se mohou podilet na biologickém ucinku.

Neméné zajimavymi byly vysledky ze sledovani potencidlu endokrinni disrupce
kosmetickych  pfipravki  rGzného  sloZzeni. Byly vybrdny  kosmetick¢  pfipravky
s pfedpokladanym obsahem fytoaktivnich latek, z nichz byly pfipraveny extrakty (viz tabulka 13.).
U vyrobku “Hemp elixir” olejové konzistence s obsahem konopi byl extrakt pfipraven jako
nasledné¢ vykazoval nejsilngj§i antagonistickou aktivitu vii¢i estrogenovému receptoru o
1 androgenovému receptoru. Taktéz ostatni kosmetické ptfipravky v laboratornich
podminkach vykazovaly stejny typ aktivity, avSak slab$i odezvu (graf 6., graf 7.).

Experimenty se spotfebnimi vyrobky byly vedeny tak, aby bylo mozno dosahnout
standardniho postupu pro co nejSirsi skalu vzorki, a zaroven aby bylo moZno ziskavat a porovnavat
vysledky ve srovnatelnych koncentracich extrakti mezi jednotlivymi skupinami spotitebnich
vyrobkll. Velmi podstatnou casti experimentdlni prace byla piiprava extraktl, kdy bylo nutno
zajistit dostateCnou sterilitu bez poSkozeni vzorku, protoZe vzorky samy o sobé sterilni nebyly.
Zpocatku byly testovany rizné typy extraktantll (napt. fyziologicky roztok, ethanol, voda, médium,
DMSO) a sterilizani metody (oplach EtOH, sonifikace, autoklavovani, filtrace extraktu). Po téchto
pocateCnich experimentech se dimethylsulfoxid (DMSO) ukdzal byt nejvhodnéjSim typem
rozpoustédla, coz je téz v souladu s doporuc¢enimi uvedenymi v instrukcich pro provadéni metody
(Xenometrix 2015, Xenometrix 2017). Dimethylsulfoxid (DMSO) je organosirova sloucenina, ktera
jako aprotické polarni rozpoustédlo rozpousti polarni i nepolarni slou¢eniny a umoziuje dosdhnout
maximalni extrakce latek z testovaného materialu. Je také ucinnym kryoprotektantem a do urcité
miry ma samo-sterilizani ucinek, ktery, jak se ukazalo, umoziiuje testovat vzorky spottebnich
vyrobkil po dobu az 48 hod, aniz by doslo k mikrobidlni kontaminaci testovaciho systému. Dal§im
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aspektem, ktery je tfeba uvazovat, je variabilita biodostupnosti v experimentech sledujicich aktivitu
komplexnich smési mnoha nezndmych slozek, kterymi extrakty jsou. Nékteré ligandy receptort
jsou hydrofilni molekuly, které nemohou samostatné prochazet bunéénou membranou a vyuzivaji
proto napf. transportni membranové proteiny. Latky lipofilni mohou plazmatickou membranou
prostupovat. Informace, jak molekula DMSO moduluje strukturu a funkci membran jsou vyznamné
z hlediska moznosti zvySeni €i snizeni absorpce biologicky aktivnich molekul, zejména do ktze
nebo pfes kuzi. DMSO mize indukovat aquaporiny v dipalmitoyl-fosfatidylcholinovych
dvojvrstvach a zvySovat penetraci aktivnich latek ptes lipidové membrany. DMSO také zpiisobuje,
7ze se membrana stane poddajnéjsi, coz miize zvysit membranovou permeabilitu, usnadiuje
membranovou fuzi a umoziuje bunééné membrané ptizpusobit se osmotickému a mechanickému
stresu (napi. béhem kryokonzervace) (Notman et al. 2007). Vzdy je tfeba respektovat, Ze nejvyssi
necytotoxicka koncentrace tohoto rozpoustédla v médiu musi byt 1%. Rozhodnuti o vhodném typu
rozpoustédla samoziemé¢ ovlivnilo vysledky. Extrakt v DMSO obsahuje vys$§i mnozstvi
rozpusténych polarnich i nepolarnich slozek, nez by tomu bylo napt. u polarnich rozpoustédel typu
voda, fyziologicky roztok, ethanol, médium nebo za pfirozenych podminek. Pro stanoveni
bezpecnosti spotiebnich vyrobkt in vitro je ptinos vysledki za pouziti tohoto rozpoustédla hlavné
ve spolehlivosti negativnich vysledkl. Vysledky za pouziti DMSO poskytuji data o “pfehnaném
typu expozice” (tzv. ‘“exaggerated exposure”). Pii soucasném zhodnoceni dat o biologické
dostupnosti, migraci a absorpci je vSak i spolehlivost pozitivnich vysledki v souladu s aktualné
uplatiiovanym principem predbézné opatrnosti. U pozitivnich vysledkt je nutno uvazovat, ze jich je
dosazeno v laboratornich podminkach, v nejvyssi koncentraci napt. 1% extraktu v médiu, a dochazi
k interakci pfimo s bunéénou membranou. Navic, in vitro testovaci systémy postradaji pln¢ funkéni
metabolické a homeostatické mechanismy komplexniho organismu. Na druhou stranu je tfeba brat v
uvahu mechanismy na bunécné Grovni, které jsou soucasti homeostazy i na Grovni vyssi, organoveé
— napf. (mezi)bunéénou signalizaci a ji ovlivnéné mechanismy endomembranového systému,
transmembranovy transport a systém bunééného vezikuldrniho transportu, jako je bunéc¢na exkrece
a exocytoza. Vysledky ze sledovani potencialu endokrinni disrupce u chemickych latek 1 extrakti
spotfebnich vyrobkli v mnoha ptipadech potvrzuji vicendsobné interakce latek s receptory
a naznacuji, Ze identifikace potencidlu endokrinni disrupce je spolehlivéjsi, pokud jsou k dispozici
vysledky jak z agonistickych, tak antagonistickych studii. Je tak mozno zachytit paralelni interakce
latek s receptory estrogenli a androgenii a zjistit celkovy (anti)steroidni potencial vzorku.

Pokud jde o testovani komplexnich smési o nezndmém sloZeni, metody zaloZené¢ na
S. cerevisiae se v naSich experimentech osvédcCily. Buiiky S. cerevisiae jsou schopny dobfte piezivat
nejen rychlé zmény osmotického tlaku, ale i vysSi koncentrace latek vyuZivanych jako ptisady
kosmetickych pfipravkd — napf. ethanolu (letalni davka predstavuje zhruba 12-14 % objemu),
acetaldehydu, kyseliny octové, oleyl alkoholu, glycerolu, methylester, mastnych kyselin, oleji,
nekterych stopovych prvka (napft. siry, hot¢iku, zinku, médi). Diky témto vlastnostem se jevi
kvasinky S. cerevisiae jako velmi vhodny biologicky systém pro testovani napt. kosmetickych
pfipravkli nebo doplikl stravy. Varianty in vitro metod zaloZené na kvasinkovych bunkach
(Saccharomyces cerevisiae nebo Arxula adeninivorans) byly v posledni dob¢ validovany v ramci
systtmu ISO (ISO 2018) a metoda YES je jiz zahrnuta do koncep¢niho ramce OECD.
Obé¢ metody (YES, YAS) jsou povazovany za  obdobné¢  spolehlivé  jako
transaktivacni metody zalozené na savcCich bunkach (OECD 2018).

V antagonistickych studiich, kdy je v médiu pfitomna vZdy stabilni koncentrace
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standardniho piidavku silného ligandu (hormonu) je mozno pozorovat, zejména u vzorkl typu
komplexnich smési (extraktt), odpovéd’ indikujici zesileni vazby hormonu pfitomného v médiu
jako standardni ptidavek na receptor. Ve vysledcich se vSak nemusi vzdy objevit koncentracni
zavislost odpovédi, nebot’ jde o kompetitivni antagonismus, kdy do interakci s receptory vstupuje
mnoho neznamych slozek ptfitomnych ve smési. Ty se mohou vyznacovat riznou afinitou v riznych
koncentracich a vykazovat 1 vzajemné interakce v ramci komplexu receptor-ligand. Vysledky z
antagonistickych studii, zejména u komplexnich smési, je tieba hodnotit v kazdé koncentraci jako
unikatni Casové a prostorové zachycenou situaci. NaSe vysledky naznacuji, Ze komplexni smés
muze v dusledku 1 podporovat (zesilovat) endokrinni signalizaci. Tento typ reakci byl objasnén u
smési chemickych latek o zndmém slozeni a pozorovan jako aditivni, synergické, potencujici nebo
inhibujici Gcinky (Seeger et al. 2016, Vejdovszky et al. 2016). Bohuzel, vzhledem k tomu, Ze
testovani endokrinniho potencidlu u komplexnich smési je novym aktudlnim vyzkumnym tématem,
publikaci takto zamétenych teprve zacind ptibyvat a neni k dispozici dostatek publikaci podobné
zamétenych. Neékteré studie vSak potvrzuji, Ze nov€é vyvinuté in vitro  metody Ilze
vyuzit pro  testovani nejen  chemickych  latek, ale 1  jejich  definovanych
smési, nebo smési o neznamém slozeni, napf. biologickych vzorkd (Sonneveld et al. 2005).
In vitro studie jsou také doporucovany jako vhodné pii studiu aditivnich uCinkli smési,
napf. anti-androgennich fungicidnich latek (Seeger et al. 2016).

Obecné se predpoklada, ze latky s pozitivnimi vysledky v systémech in vitro maji potencial
vyvolat nepfiznivé GCinky taktéz in vivo. Citlivé lidské populace by mély byt instruovany, jak
potencidlné snizovat expozici témto znecistujicim latkam, protoze fadu z nich Ize nalézt v mnoha
spotiebnich vyrobcich a v Zivotnim prostfedi (Liao et al. 2012; Liao & Kannan 2013; Chen et al.
2016, Dodson et al. 2012, Meeker JD 2012, Pirard et al. 2018, Bae & Hong. 2015, Brouwers et al.
2009, Brophy et al. 2012, Den Hond et al. 2015, Harley et al. 2016). Klicovym tkolem primérni
prevence a ochrany vefejného zdravi je vypracovani vhodnych strategii pro sledovani endokrinni
aktivity nejen chemickych latek, ale taktéZ finalnich spotfebnich vyrobki, napf. pomoci
monitoringu konkrétnich prioritnich latek vyskytujicich se ve spotfebnich vyrobcich (chemické
analyzy) nebo 1 detekci biologickych 1uinkd pfimo findlnich spotfebnich vyrobkl
(napf. materiall ptichazejicich do styku s potravinami nebo spotfebnich vyrobkl ptichazejicich do
styku se sliznici). Nami nové zavedené¢ metody bude mozné v  budoucnu
s vyhodou vyuzit pro stanoveni potencidlu endokrinni disrupce. a prispet tak k definovéani
preventivnich opatfeni s cilem chrénit zdravi zejména citlivych populaci.

8.4. Stanoveni prediktivnich indikatori expozice bisfenolim a ftalatim

Vzhledem k rozsiteni latek s endokrinni aktivitou v prostiedi je klicovou aktivitou obori
preventivni mediciny sledovat expozici bézné populace témto latkdm. Proto jsme se zaméfili na
detekci prediktivnich indikatorti expozice bisfenoltim a ftalatim. Vysledky této studie jsou uvedeny
v Gasti 7.8. a shrnuty v tabulce 15. Z analyzy 96 vzorkli mo¢i, archivovanych v roce 2015 v SZU,
Centru toxikologie a zdravotni bezpecnosti byly nejcastéji a v nejvyssich koncentracich detekovany
latky ze skupiny ftalatd: monoethyl ftalat (MEP), monobutyl ftalat (MnBP), monoisobutyl ftalat
(MiBP). Jako nejCastéji detekovana latka ze skupiny bisfenoll byl, jak jsme ptedpokladali,
detekovan bisfenol A (BPA), a to v koncentracich jednotek aZ stovek pg/g kreatininu
(nejvyssi hodnota byla 107,5 pg/g Cr), a pouze ve 27 vzorcich z celkem 96. To naznacuje, ze
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desitky procent bézné populace mohou byt exponovany bisfenolu A v nizkych
koncentracich, ptficemz, jak naznacuji nase vysledky in vitro, mize bisfenol A interagovat
s estrogenovym nebo androgenovym receptorem v koncentracich od 10° mg/ml.

Jako prediktivni indikatory expozice bisfenolliim a ftalatim lze vyuzivat metabolity ftalat
s nejCastéjsi Cetnosti detekce, tj. MEP, MnBP, MiBP a BPA. Tyto i dal$i metabolity ftalati byly jiz
v nedavnych studiich analyzovany a byl rovnéz zjistén jejich znacné rozsifeny vyskyt u bézné
populace (Cerna et al. 2015. Zajimavym vysledkem jsou viak i ojedindlé nalezy v nizkych
koncentracich i dalSich analogli ze skupiny bisfenolt (bisfenol S (BPS) — 1 x detekce, bisfenol F
(BPF) — 3x detekce), které potvrzuji, Ze tyto latky jsou ojedin€le ptfitomné v prostiedi. Divodem
mize byt pocatek jejich vyuzivani jako ndhrady v rGznych aplikacich namisto regulovaného
bisfenolu A. Nami dosazené vysledky ohledné aktivity analogl bisfenolu A se shoduji s vysledky i
dal$ich podobn¢ zamétenych 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 1 bisfenol F, ale 1 dal$i analogické slouceniny
(dle technologického vyvoje a jejich vyuziti ve spotiebnich vyrobcich) by proto také nemély chybét
pifi monitorovani expozice bisfenoliim a ftalatim na vétSim vzorku populace. Vysledky nasi studie
jsou udavany v hodnotach 1 pg stanovované latky na 1 g kreatininu (pg/g Cr), nebot’ koncentraci
latek v moc¢i muze ovlivnit to, jak je samotnd odebrand mo¢ koncentrovand. Tvorba kreatininu v
organismu i jeho vylu¢ovani moci v priabéhu dne je pomérné konstantni a stanoveni koncentrace
kreatininu v moc¢i lze s vyhodou vyuzit pro standardizaci eliminace latek moci v pripad€, Ze mame
k dispozici jen jednorazovy vzorek moci a sbér za 24 hodin neni mozné provést (24 hodinovy odbér
u vétsiho vzorku populace nardzi na praktické problémy s logistikou, organizaci odbéri a
skladovanim). Stézejni Gdaje o expozici bézné populace bisfenolu A v Evropé ptfinesl mezinarodni
projekt DEMOCOPHES (Cerna et al. 2015), na ktery by se dalo v budoucnu navézat, protoze CR
se v ramci tohoto projektu ucastnila sledovani koncentraci ftalati v moci, nikoliv vSak sledovéani
BPA. Nase vysledky podporuji zavéry, ze latky ze skupiny ftalati a bisfenoli by mély byt
prioritizovany a zahrnuty do opakovaného sledovani v ramci biomonitoringu. Pro zobecnéni
vysledkli a extrapolaci dat na béZznou populaci, a za predpokladu zajmu ze strany regulacnich
organd, by bylo zadouci provést opakovany biomonitoring a navrh preventivnich opatfeni v podobé
aktualizace ¢i zavedeni zdravotné vyznamnych limitd. V teoretické roviné by bylo idedlni v ramci
sekundéarni prevence (kdy jde o zabranéni rozvoje negativnich faktorli pomoci v€asné diagnostiky)
dosdhnout napt. stavu, kdy na zékladé¢ velmi vysokych opakovan€ detekovanych hodnot u
individuélnich stanoveni (napf. ptesahujicich percentil 95), by bylo moZno navrhnout individualni
preventivni piistupy (i v preklinické fazi) — napt. doporucit preventivni endokrinologické vysSetreni.
Takovy pfistup, kdy by preventivni toxikologie ptechazela do aplikované mediciny, zlistane zfejmeé
nerealnou predstavou s ohledem na vysoké naklady, prestoze nevychazi z neredlné podstaty:
zajimavé a varovné v nasi studii byly vysoké ndlezy MEP (az 3318 png/ g Cr) a MnBP (az 378,6 pg
/ g Cr), které uz by v téchto koncentracich pravdépodobné mohly pii dlouhodobé€jsi expozici
zatézovat zejména elimina¢ni mechanismy. MEP je metabolitem diethyl ftalatu (DEP) a jako jediny
ze skupiny ftalatl je povolen jako pfisada kosmetickych pfipravki, které mohou byt jednim ze
zdroju této latky. Je vSak klasifikovan jako ftalat s nizkou toxicitou a i v naSich experimentech byla
jeho aktivita viici estrogenovému i androgenovému receptoru (pomoci metod OECD TG 455, YES
a YAS) detekovana jako negativni. Primarni a stéZejni Gidaje o zatézi populace CR ftalaty byly
ziskany taktéZ v mezinarodnim projektu DEMOCOPHES, ktery porovnaval expozici ftalatim v
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nékolika zemich (Cerna et al. 2015). Nase vysledky podporuji zjisténi, Ze vyskyt ftalatd v modi
bézné populace je signifikantni a mize byt spojen s rozdily v Zivotnim stylu — napf. stravovacimi
navyky nebo pouzivanim spotiebnich vyrobkt (napi. kosmetickych piipravkl v ptipadé vyskytu
MEP v moéi). Zjistili jsme, ze bé&zna populace je exponovéana ftalatim ve vysoké mife. Cetnost
negativnich hodnot (<LOQ) byla velmi nizkéd a pohybovala se v jednotkach. U MEP byly zjistény
pouze 2 negativni vzorky z 96, a v ptipad¢ MiBP a MnBP bylo vSech 96 vzorkli pozitivnich.
Nejvyssi dosazené hodnoty se pohybovaly ve stovkach (u MiBP, MnBP) az tisicich (u MEP) ug/g
Cr.

Monitorovani vyskytu chemickych latek v biologickych tekutinach ¢loveka je preventivnim
pristupem, kdy snahou je ziskani podkladii pro ptfipadna preventivni opatfeni vedouci ke snizeni
vlivu rizikovych faktor (snizeni expozice chemickym latkam) a ke zvySeni protektivnich faktort
(napt. regulac¢ni opatfeni cilend na ochranu spottebitele). Zakladni aktivitou je biologické
monitorovani na zakladé koncentraci analytd v biologickych tekutinich ¢lovéka. Pro tento tcel je
mo¢ ¢asto vyznamnym biologickym vzorkem, umoziujicim neinvazivni odbér a celou fadu analyz,
coz se potvrdilo i v rdmci nasi studie. Dilezitym predpokladem je ziskani dostate¢ného poctu
vzorki, na jejichz zdklad¢ lze zjistit statisticky vyznamny vysledek. Biologické monitorovani
souvisi vzdy s dostupnosti co nejvice reprezentativnich vzorkt, ale i analytickych metod. Casto se v
realné situaci pristupuje k monitorovani téch latek, pro jejichz detekci jsou jiz zavedené spolehlivé
analytické metody. Dtlezitym aspektem biologického monitorovani je pomér nédkladii na tyto
aktivity a celkovy piinos, kdy za idealnich podminek by mélo byt dosazeno efektivniho vynalozeni
nakladi na ziskani takovych vysledkii, které umozni poskytnout relevantni podklady pro
rozhodovaci procesy v oblasti preventivnich opatfeni. Pro preventivni aktivity typu biologického
monitorovani by bylo zadouci ziskat siln€j$i vefejnou podporu, a to na zdkladé odborné
argumentace podlozené daty z pilotnich studii biomedicinského vyzkumu. Vysledky z
biomedicinského vyzkumu a biologického monitorovani jsou velmi cennymi a Casto unikatnimi
daty, na jejichz zéklad€¢ lze navrhovat fadu preventivnich aktivit, napf. opakované biologické
monitorovani konkrétnich latek v ramci statniho dozoru a pfipadné zavedeni zdravotnich limitd s
cilem chranit vefejné zdravi a ptfedchazet rozvoji negativnich zdravotnich ucinkti. Bohuzel,
minimum studii je zaméfeno na sledovani efektivity intervenCnich opatifeni nebo kontinualni
expozice, proto jsme se s ohledem na dosud dosazené¢ vysledky rozhodli provést doplikovou studii
na omezeném souboru dobrovolnikt (viz niZze bod 8.5.).

8.5. Sledovani efektivity interven¢nich opatfeni pro potenciilni sniZeni expozice
bisfenoliim a ftalatiim

S ohledem na védecky vyvoj a na zaklad¢ zjisténych vysokych hodnot ftalati a bisfenolu A
ve studii 96 vzorki moci jsme se v dal§i doplikové studii pokusili o ovéfeni vysledkid
z hlediska kontinualni expozice, studium cest expozice a ovéteni efektivity intervencnich opatteni.
Hypotézou bylo, Ze dietarni expozice je relevantnim faktorem ovliviiujicim celkovou expozici
¢loveka, a proto vhodnymi stravovacimi navyky lze potencidlné snizit expozici. Sledovali jsme
expozici bisfenoliim a ftalatiim po dobu 4 dnt. Studie byla navrzena jako dvoufdzova, kdy v prvni
fazi (Faze I) byla provedena intervence ke zvySeni expozice a v druhé fazi (Faze II) ke sniZeni
expozice. Jako zdroj bisfenolll a ftalath ve stravé byly predpokladany zejména konzervované
potraviny a napoje v plechovkach (viz ¢ast metodika, bod 6.14.) a to proto, ze bisfenol A nebo jeho

100



analogy mohou byt pfitomny v tenké plastové vrstvé na vnitinim povrchu konzerv a plechovek
zabranujici korozi a kontaktu obsahu konzervy nebo plechovky s kovovym obalem (Tateoka 2015,
Geens et al. 2011, Geens et al. 2012, Bae & Hong 2015, Hartle et al. 2016). Pritomnost ftalatd ve
stravé byla spojovana se skladovanim, migraci z oball nebo kontaminaci pii produkci, pfi¢emz na
zéklad¢ informaci z nékterych studii, ze ftalaty (DnBP, DEHP) byly detekovany v tu¢nych
potravinach (mase, olejich, smetané, syrech) (Kappenstein et al. 2012, Serrano et al. 2014, Pereira
nebo veprové maso a olej. Vzhledem k tomu, Ze konzervované vyrobky obsahuji Casto olej,
tuné ryby a maso, bylo u ftalatt taktéz uvazovano, ze pfi omezeni pfijmu vysoce zpracovanych
konzervovanych potravin a napoji v plechovkdch by mohl byt pozorovan pokles
koncentraci ftalath v moc¢i nebo by mohla byt ovlivnéna Ccetnost detekce pozitivnich
¢i  negativnich  hodnot, jak naznacuji 1 nékteré studie (Ji et al. 2010).

Nami dosazené vysledky indikuji, ze =zvolend intervencni opatieni (vylouceni
konzervovanych potravin a napoji v plechovkach) by mohla pfispivat ke snizeni expozice
bisfenolu A. Koncentrace bisfenolli detekované v moci ve Fézi II studie byly niz$i nez ve Fazi I,
kdy byla pozadovana konzumace zvySena (viz ¢ast Vysledky, bod 7.10., grafy 31. — 36., tabulka
16., 17.). Celkovéa absolutni ¢etnost negativnich hodnot u vsech bisfenolt (<LOQ) ve Fazi I (163;
90,5 %) byla nizsi nez ve Fazi II (175; 97,2 %), tj. po intervenci se zvysil pocet negativnich nalezii
0 12; tj. 6,7 %. Celkovy pocet negativnich hodnot u bisfenolti byl vyssi nez u ftalata (163 ze 180 ve
Fazi I, 175 ze 180 ve Fazi Il oproti 171 ze 420 ve Fazi I, 84 ze 420 ve Fazi II). Vysledky indikuji,
ze bisfenolim je exponovano méné osob nez ftalatim (coz se potvrdilo i v pfedchozi studii na 96
vzorcich moci, kdy nalezy BPF a BPS byly ojedinélé a pouze 27 vzorkl z 96 bylo pozitivnich na
BPA oproti ftalatim, kde byly negativni hodnoty nulové u MiBP a MnBP a byly zjiStény pouze
2 negativni vzorky u MEP). Koncentrace bisfenolii v mo¢i jsou obvykle minimalné o jeden fad nizsi
nez u ftalatd (jednotky az desitky pg/g Cr u bisfenolt oproti desitkam azZ stovkam pg/g Cr u ftalath).
Nejzajimavéjsi rozdily v Cetnosti detekce mezi obéma fazemi byly zjiStény u BPA. Absolutni
¢etnost negativnich hodnot (<LOQ) u BPA ve Fazi | byla 48 z 60, tj. 80 %, pficemz ve Fazi II (4.
pfi vylouceni konzervovanych potravin a ndpoji v plechovkach) vzrostla absolutni Cetnost
negativnich hodnot na 56 negativnich nalezti z celkového poctu 60 vzorki (na 93,3 %), tj.
0 13 %. Zaroven byly zjistény ve Fazi Il nizs§i hodnoty (primér vSech hodnot, primér pozitivnich
hodnot, geometricky primeér, medidn, nejvyssi hodnota) oproti Fazi I (viz tabulka 16., 17.).
Hodnoty u bisfenolu A se vSak neliSily fadové mezi obéma fazemi. Pohybovaly se stile v fadech
jednotek az desitek pg/ g Cr. Ojedin€lou vysokou hodnotu u bisfenolu F (BPF, ktivka 1001, Faze I,
graf 33.) - 100,79 png/ g Cr lze vysvétlit kontaminaci z pracovniho prostfedi (dobrovolnik pracuje
jako chemik). Dal$im zajimavym vysledkem byla korelace hodnot u t¢astnikli studie, kteti uzivali
stejnou domacnost (napf. vyssi koncentrace BPA - kiivka 1003, 1005, graf 31.). To zdiraziuje
vyznam prostiedi 1 stravy pii sniZzovani expozice. Pfestoze naSe studie byla pilotni a provedena na
omezeném souboru dobrovolniki, 1ze na zakladé téchto predbéznych vysledkll pfedpokladat, ze
intervencni opatfeni (snizeni konzumace konzervovanych potravin a napoji v plechovkach
ve Fazi II) mize byt specifickym piistupem, pfispivajicim ke sniZovani expozice bisfenoliim.
To potvrzuji 1 dalsi, avSak nepfili§ Cetné studie, zaméfené rovnéz na sledovani efektivity
intervencnich opatfeni v ramci ovlivnéni stravy (Hartle et al. 2016, Rudel et al. 2011).

Bohuzel, interven¢ni opatfeni (snizeni konzumace konzervovanych potravin a népoji
v plechovkéch ve Fazi II) se uk4zala jako nespecificka v ptipad¢ ftalat, kdyz koncentrace ftalatl se
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po intervenci nesnizily, ale naopak byly vyssi nez ve Fazi I, kdy byla pozadovana konzumace
zvySena (viz cast Vysledky, bod 7.10., grafy 17. — 30., tabulka 16., 17.). Celkova absolutni ¢etnost
(<LOQ) negativnich hodnot byla u ftalatd nizsi nez u bisfenolti (171 ze 420 ve Fazi 1, 84 ze 420 ve
Fézi II). Zaroven byly zjistény ve Fazi II cca 2 x vyssi hodnoty (pramér vsech hodnot, primér
pozitivnich hodnot, geometricky pramér, medidn). Hodnoty se fddové neliSily mezi obéma fazemi
(desitky az stovky pg/g Cr). Vyssi koncentrace metabolitl di-ethylhexyl ftalatu (DEHP), tj. 5-oxo-
MEHP, 5-OH-MEHP, MEHP a dile vyssSi koncentrace MiBP a BPA byly zjistény
u ucastnikl studie uzivajicich stejnou domécnost (kiivka 1001, 1002, graf 20., 24., 26., 30., 32.).
Nami zjisténé vysledky jsou v souladu i1 s jinymi (sporadickymi) studiemi, zaméfenymi na
efektivitu interven¢nich opatieni (Sathyanarayana et al. 2013, Barret et al. 2016), kdy se taktéz
nepodafilo ovéfit GispéSnost intervence a autofi dospéli k zavéru, ze vyskyt ftalati v prostiedi
je natolik rozsiteny, ze snizeni expozice nelze dosdhnout pouze omezenim jedné z expozicnich cest.
Intervence zaméfena na snizeni expozice ftalatim se jevi jako problematicka, nebot’ tato skupina
latek je v prostiedi znacné€ rozsifena a strava zfejme neni rozhodujicim zdrojem expozice. U bézné
populace se proto pouhou TUpravou stravy nemusi podafit snizit expozici ftalatim.
Navic, je mozné Ze koncentrace ftalati v prostiedi se vyznacuji variabilitou zavislou na teploté,
vzdu$né vlhkosti a hustot¢ prachovych ¢&astic. To zdlraziiuje vyznam preventivnich
opatfeni na regula¢ni Urovni a poukazuje na nutnost smérovat vyzkum na vice expozi¢nich cest.
Prach, ovzduSi 2z vnitiniho prosttedi budov, stavebni materidly, plasty, textil
a pouzivani spotfebnich vyrobku (vcetné¢ kosmetickych pfipravkll) byly uvedeny jako
vyznamné zdroje latek ze skupiny ftalati (Wallner et al. 2016, Koch et al. 2013, Harley et al. 2016,
Cerna 2015). Zna¢né rozsifeni ftalatt v prostiedi bylo jiz dostate¢né prokazano. Ftalaty jsou
pouzivany jako zmékcovadla PVC a jinych plastd a jejich vyskyt v prostiedi je Siroky, napf. v
obalech, podlahovych krytinach, hadicich, kabelech, stavebnich materidlech (napt. tésnici tmely,
adhezivni materialy, natéry a materialy pro povrchovou upravu), vyuzivaji se jako slozky
rozpoustédel, barev a Cisticich prostfedkd, a jediny z ftalath (diethyl ftalat - DEP) je povolenou
piisadou kosmetickych piipravki. Dal§imi zdroji mohou byt kontaminované suroviny pro vyrobu
potravin, hracky, odévy (napf. plasténky, nepromokavé obleceni) a dalsi textilie (napt. Calounéni a
plasty v autech). Ftalaty ale mohou byt inhalovany i z ovzdusi (pfi vysSich teplotach) a mohou byt
soucasti prachu (Velazques-Gomez et al. 2018). Vykazuji nizkou akutni toxicitu, nejsou fazeny
mezi latky karcinogenni nebo mutagenni. VétsSina z nich vSak je schopna interagovat s endokrinnim
systémem clovéka (obvykle jako slabi antagonisté androgenniho receptoru), jak se potvrdilo i v
ramci této prace (viz bod 7.2.). Pfestoze potence ftalatl je udavana jako mnohem niZs§i nez u
endogennich hormontll nebo jinych xenobiotik (napt. bisfenolil), vzhledem k jejich detekovanym
vy$$im koncentracim v moci bé€Zné populace, a za piredpokladu kontinualni expozice, jde o latky
zna¢ného zdravotniho vyznamu. Jsou spojovany napi. s poruchami reprodukce a hormonalniho
systému. Eliminace ftalati probiha v rdmci hodin, proto nami zjisténé vykyvy v hodnotach v
prubéhu 4 dnli nejsou neocekavané. Metabolismus ftalati je ovlivnén délkou postranniho fetézce a
probihd dvoufazové. U ftalath s kratSim alkylovym fetézcem (napt. dethyl ftalatu — DEP, dibutyl
ftalatu — DBP) dochézi v prvni fazi k hydrolyze na monoestery a v druhé fazi ke konjugaci s
kyselinou glukuronovou a k vylouc¢eni moc¢i i stolici. Ftalaty s delSim uhlikovym fetézcem (8 a vice
C) podléhaji v druhé fazi oxidacni reakci a tvofi sekundarni metabolity. Primarni i sekundarni
metabolity ftalatl jsou biologicky aktivni molekuly a mohou konjugovat s kyselinou glukuronovou.
Glukuronidy i volné metabolity jsou vylu¢ovany moci. Prikaz metaboliti v moci se pouziva k
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odhadu expozice. Metabolity jsou detekovatelné i opakované v priibdhu 24 hodin (Cerna et al.
2015).

.6. ¢ni ial, v y ukaci ¢ verej i ventivni
8.6 Informaéni material, vhodn ro edukaci odborné verejnosti a preventivn
poradenstvi ohledné potencialniho sniZovani expozice ED

Informac¢ni material, navrzeny ve dvou variantach (verze A3 — letdk s nazornou grafikou a
pfehledem preventivnich pfistupt (10 rad) a verze A4 — nékolikastrankova informativni brozura
s vysvétlenim problematiky a s ndzornou grafikou) byl pfipraven s ohledem na mnohostrannou
problematiku expozice ED u clovéka a obsahuje preventivni doporuceni, kterd mohou byt
aplikovatelna v bézném zivoté a mohou dle dosavadnich védecky podlozenych informaci ve svém
souhrnu piispét ke snizovani expozice nejen ED, ale 1 ostatnim kontaminujicim chemickym latkam.
Organismus Clovéka je v redlnych podminkach vystaven smési mnoha chemickych latek, z nichz
fada miize fungovat jako potencialni ligandy receptori s proménlivou dobou tG¢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 rliznymi faktory, jako
je vyvojové stadium, biologickd dostupnost, distribuce, metabolickd transformace, dispozice ve
tkanich a stupenl eliminace (Bruning et al. 2016; Kato et al. 2006). Expozice ¢lovéka mulze byt
ovlivnéna také individudlnimi fyziologickymi, zdravotnimi, socialnimi a ekologickymi faktory,
které ovliviiuji jak pfisun ED, tak jejich eliminaci (napf. zdravotni stavléky, zdravotni poruchy,
biorytmus, starnuti, individudlni variabilita metabolismu, genetické mutace a polymorfismy, vyziva,
zivotni prostfedi, koufeni, stres), které mohou modulovat pocet receptort, kinetiku, bioakumulaci
(Galvez et al. 2018, Maney DL 2017, Engel & Wolff 2014, Hochberg et al. 2011, Darbre 2018,
Gore et al. 2015, Kunick4 et al. 2014). Vzhledem k vySe uvedenym biomechanismim a faktoriim je
obtizné ptisoudit klinicky pozorované negativni u¢inky konkrétni chemické latce, protoze asociace
hladin ED s vybranymi biomarkery t¢inku (napi. hladiny hormonti, enzymu nebo proteint) nemusi
specificky potvrzovat kauzalni vztah, nebot’ u lovéka je expozice ED vzdy multifaktorialni povahy
(Vineis & Kriebel 2006). Poskytovani preventivniho poradenstvi ma vyznam jiz v dob€ planovani
t€hotenstvi a déale v pribchu citlivych fazi vyvoje (t¢hotenstvi, détstvi, puberta), kdy je nutno co
nejvice zamezit zvySené expozici potencialné Skodlivym latkdm z prostfedi (Kasper-Sonnenberg et
al. 2017, van den Hazel et al. 2006). Védecké informace naznauji, Ze Zivotni styl vcetné
zaméstnani (Brophy et al. 2012, Brouwers et al. 2009, Hormann et al. 2014, Thayer et al. 2015),
prace s chemickymi latkami - napt. rozpoustédly (Ekenga et al. 2015, Labreche et al. 2010), zivotni
prostiedi, stravovaci navyky ¢i pouzivani spotiebnich vyrobkli maji vliv na expozici ED. Mezi
preventivni pfistupy pro sniZeni expozice ED jsou fazeny volba zaméstnani, dennich aktivit,
pouzivani ochrannych pomitcek, Gpravy Zivotniho stylu, stravovacich navykd, vhodny vybér a
uprava potravin, kojeni, nekufactvi. 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 ndpoji 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 plodi, ryb, tu¢nych mléénych vyrobkt, tukd, oleje, konzervované zeleniny a masa
(Mervish et al. 2014), nekufactvim (Pirard et al. 2018), omezenim pobytu ve vnitinim prostiedi
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budov, eliminaci prachu z prostiedi a vybérem spotitebnich vyrobkl (Oziol et al. 2018, Velazquez-
Gomez et al. 2018, Koch et al. 2013, Harley et al. 2016). Preventivni pfistupy mohou byt €inngjsi a
expozice napf. ftalatim mutze byt problematickd pro jejich znaéné rozsifeni v prostiedi
(Sathyanarayana et al. 2013, Barret et al. 2016), proto lze piedpokladat, ze efektivniho sniZeni
expozice ftaldtim je mozno dosdhnout kombinaci intervenCnich opatieni a vice preventivnich
pristupt. Kromé dalSich opatieni (uvedenych v informac¢nim materidlu) lze zdaraznit ti1 prakticka
opatfeni snadno realizovatelna v bézném zivot¢, ktera mohou pfispét ke snizeni expozice ftalattim:
konzumace stravy z domacich surovin, méné cCasté pouzivani kosmetickych piipravka a produkti
osobni péce a preferovani jinych typ dopravy nez automobilové (Martina et al. 2012).

9. ZAavér

Primarni cil doktorského projektu, kterym bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy €. 1, tj.
ze analogické slouceniny ze stejné chemické skupiny, z nichz nékteré jsou vyuzivany jako nahrady
latek s endokrinni toxicitou, mohou mit podobné vlastnosti a interagovat s endokrinnim systémem
byl splnén. K ovéteni této hypotézy byly zavedeny in vitro metody pro identifikaci endokrinni
disrupce chemickych latek, které prokazaly v opakovanych experimentech vysokou robustnost,
transferabilitu, sensitivitu, specificitu a vyuzitelnost. Na zdkladé téchto metod bylo potvrzeno,
ze analogické latky ze skupiny bisfenolii a ftalati vykazuji endokrinni aktivitu na estrogenové
a androgenové receptory, a to rtizného typu (agonismus, antagonismus) a s ruznou potenci.

Dalsi z cilii prace bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy €. 2, tj. ze extrakty spottebnich
vyrobkil ptedstavuji smeés, ktera miize vykazovat endokrinni potencidl. Tento cil byl
rovnéz splnén, kdyz vuzitelnost zavedenych in vitro metod byla rozSifena i pro stanoveni
nebezpecnych vlastnosti (endokrinni disrupce) spotiebnich vyrobku
na bazi papiru, plastu, kosmetickych ptipravki a doplnki stravy.

DalSim cilem bylo potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy ¢. 3, tj. Ze latky s prokdzanou
endokrinni toxicitou, pouzivané jako soucast spotiebnich vyrobkli, nebo jejich metabolity,
mohou byt detekovany v biologickych tekutinach c¢lovéka a na zékladé jejich koncentraci
lze stanovit prediktivni  indikdtory  zvySené expozice endokrinnim  disruptorim.
Tento cil byl taktéz splnén, kdyZz byly stanoveny koncentrace bisfenolidi a metaboliti ftalatd a
ovéteno, které =zanalytdl jsou vhodné jako prediktivni indikdtory zvySené expozice.

Byl splnén i doplitkovy cil, zvoleny s ohledem na védecky vyvoj v oblasti endokrinni
disrupce, tj. ovéfeni hypotézy €. 4, ze endokrinni disruptory jsou eliminovany z organismu béhem
nékolika hodin, nicméné ¢loveék je vystaven jejich kontinudlnimu nepfetrzitému piisunu, pfi¢emz
dietdrni expozice je hlavnim faktorem ovliviiyjicim celkovou expozici ¢lov€ka endokrinnim
disruptortim. Bylo pfedpokladano, Ze vhodnymi stravovacimi nadvyky, vybérem, pfipravou stravy a
jejim  slozenim Ize potencidlné snizovat expozici endokrinnim disruptoriim. Tato hypotéza vSak
byla potvrzena pouze castecné, nebot’ v piipadé ftalath se intervencni opatieni (vylouceni
konzervovanych potravin a napoji v plechovkach) ukéazalo jako nespecifické a nedostatecné ti€inné.
Diivodem muze byt znacné rozsiteni 1 vyssi koncentrace ftalat v prostfedi a vice expozicnich cest.
K potvrzeni  hypotézy  vSak  pfispiva  vysledek  ziskany  vpfipadé  bisfenoll
(zejména u bisfenolu A), kdy se cetnost detekce negativnich hodnot zvysila po vylouceni
konzervovanych potravin a ndpoju v plechovkach a detekované koncentrace BPA v moci byly
niz$i nez pii konzumaci min. dvou konzervovanych jidel a dvou napoji v plechovkéach za den.
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Posledni z cili doktorského projektu, ktery byl splnén, byla piiprava navrhu informacniho
materialu vyuzitelného v klinické praxi, na jehoz zadklad¢ by mohly byt informace o problematice
endokrinnich disruptort pfedavany jak odborné, tak laické vefejnosti. Informacni material,
pfipraveny na zéklad¢ dikladné reSerSe aktualnich odbornych zdroji, bude mozno vyuzit pro
predavani aktualnich informaci o problematice endokrinni disrupce odborné vefejnosti a mize byt
vyuzivan odborniky ve zdravotnictvi pii preventivnim poradenstvi ohledné snizovéani expozice ED.

Piinosem doktorského projektu jsou nepochybné nové zavedené metody, které v budoucnu
umozni detekci ED potencialu spotfebnich vyrobkt, ¢imz budou ziskdna cennéa data, vhodna napft.
pro edukaci odborné vefejnosti i planovani preventivnich aktivit. Zaroven diky zavedenym
metoddm a zkuSenostem s testovanim chemickych latek i spotfebnich vyrobkii bude mozné odborné
podpofit intervenéni pfistup v ochrané¢ vetejného zdravi ¢i preventivni opatfeni zaméfend na
ochranu spotfebitele. Preventivni opatfeni, preventivni poradenstvi nebo intervence
mohou byt odborné podpoieny diky dalSimu z vystupti doktorského projektu, kterym
je navrh informacni materialu 0 problematice endokrinnich disruptort.

Ptestoze neni mozné vztahovat vysledky dosazené v laboratornich podminkach na reélnou
situaci pfi expozici ¢loveéka — to je ndplni piistupii pfi hodnoceni rizika, vyuZivani screeningovych
nastrojil in silico a metod in vitro je u¢innym piistupem pro sledovani vlastnosti chemickych latek
1 spotiebnich vyrobkil v rdmci primarni prevence cilené na ochranu spotiebitele a poskytuje cenna
data, se kterymi je vSak nutno dale pracovat a vyuzivat je i na regulatorni irovni. Cim vice budou
nové pokrocilé in vitro metody vyuzivany, tim vice bude dosazeno zptesiiovani vysledkll na
zéklad€ znalosti historickych dat. Pro ochranu vetejného zdravi a monitorovani expozice b&zné
populace endokrinnim disruptorim je vhodnym pfistupem v rdmci prevence kombinace sledovani
chemickych latek ve spotiebnich vyrobcich v rdmci statniho dozoru (chemické analyzy), detekce
biologickych ucinkl findlnich spotfebnich vyrobkl a biomonitorovani prediktivnich indikatora
expozice s vyuzitim vhodnych biologickych vzorki, napt. moci. Kazdy z pfistupti poskytuje v
ramci monitorovani expozice ¢loveka specifickou informaci. Endokrinni disrupce je natolik
mnohovrstevnou problematikou, ze propojeni jednotlivych obori, v ramci Sirokého oboru
preventivni mediciny, jako je toxikologie, epidemiologie, chemie, biomedicina, nutné vyzaduje.
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Obr. 1. Steroidni signalizace skrze membranové a jaderné estrogenové receptory v ovariich.
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propojenych drah a v disledku i expresi geni pro regulatory bunécného cyklu, pro-apoptické
proteiny, molekuly bunécné adheze. (KEGG database, 5/3/2019).

Obr. 2. Steroidni signalizace skrze androgenovy receptor v prostaté. ED mohou nahrazovat
»lestosterone, Dihydrotestosterone® ve steroidni signalizaci a tak ovliviiovat bunécnou
proliferaci a ptezivani. (KEGG database, 5/3/2019).
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(parfémované vody ¢. 6) vici estrogenovému receptoru o, vyjadiend kiivkou zavislosti na
koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (17f-estradiol).

Graf 9. Antagonistickd aktivita kosmetickych pfipravkli s vysokym obsahem vonnych slozek
(parfémované vody ¢. 2 a panského deodorantu ¢. 5) vii¢i estrogenovému receptoru o, vyjadiena
kiivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou
(4-Hydroxytamoxifen).

Graf 10. Antagonisticka aktivita kosmetickych piipravki s vysokym obsahem vonnych slozek
(parfémované vody €. 1, 2, 3, 5) vii¢i androgenovému receptoru, vyjadiend kiivkou zavislosti na
koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid); (vzorek parfémované vody ¢. 4
vykazoval negativni aktivitu a vzorek 3 slabou antagonistickou aktivitu).

Graf 11. Antagonistickd aktivita kosmetickych ptipravkd s vysokym obsahem vonnych sloZzek
(parfém pro Zeny s deklarovanym obsahem feromonu ¢. 7, parfém pro muZe s deklarovanym
obsahem feromonu ¢. 8) vici androgenovému receptoru, vyjadiené kiivkou zavislosti na
koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid). Slabsi aktivitu (v nejvyssi testované
koncentraci) vykazoval vzorek arganového oleje, vzorek toaletni vody €. 9 a vzorek parfémované

vody €. 6.

Graf 12. Agonistickd aktivita doplnkii stravy ze sortimentu vyrobki tradi¢ni ¢inské mediciny
s deklarovanym obsahem bylinnych slozek (vzorek 3, vzorek 6) vici estrogenovému receptoru a,
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vyjadiené kiivkou zavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (17p-estradiol).
Velmi slabou estrogenni aktivitu (v nejvyssi testované koncentraci) vykazoval vzorek 5.

Graf 13. Antagonisticka aktivita doplitkku stravy ze sortimentu vyrobki tradi¢ni ¢inské mediciny s
deklarovanym obsahem bylinnych slozek vi¢i androgenovému receptoru, vyjadiena kiivkou
zéavislosti na koncentraci, ve srovnani s pozitivni kontrolou (Flutamid). Slabou aktivitu vykazoval
vzorek 1, silngjsi aktivitu (v nejvyssi testované koncentraci) vykazoval vzorek 3.

Graf 14. Zjisténé koncentrace (ug/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA), bisfenolu S (BPS) a bisfenolu

Cv v

pozitivni vzorek, ve kterém byl detekovan BPA ma ¢islo 70. Prvni pozitivni vzorek, ve kterém byl
detekovan BPF, ma ¢islo 94. BPS byl detekovan pouze v jediném vzorku moci €. 96. Ve vzorcich
1 — 69 byly koncentrace bisfenoli nizsi nez byl limit kvantifikace analytické metody (<LOQ). Jako
prediktivni indikéator expozice bisfenolim je mozno vyuzit BPA, vzhledem k ojedinélym naleziim
BPF a BPS je vSak vhodné monitorovat i tyto analyty, z divodu jejich mozného vyuzivani jako
nahrad BPA.

Graf 15. Zjisténé koncentrace (pug/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono isobutyl ftalatu
(MiBP), monobutyl ftaladtu (MnBP), 5-oxo-monoethyl hexyl ftalatu (5-oxo MEHP) a 5-hydroxy-
do nejvyssi koncentrace. Jako prediktivni indikatory expozice ftalatim je moZzno vyuzit monoethyl
ftalat (MEP), mono butyl ftalat (MnBP) a mono isobutyl ftalat (MiBP).

Graf 16. Detail zjisténych koncentraci 0 - 250 (ug/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP), mono
isobutylftalatu (MiBP), monobutyl ftaldtu (MnBP), 5-oxo-monoethyl hexyl ftalatu (5-oxo MEHP)
a 5-hydroxy monoethylhexylftalatu (5-OH MEHP) v 96 vzorcich ranni moc¢i. Vzorky jsou sefazeny
metaboliti ftalatd. Jako prediktivni indikatory expozice ftalatim lze vyuzit MEP, MnBP a MiBP,
které se vyskytovaly témét ve vSech vzorcich.

Graf 17., 18, 19., 20. Detail zjiSténych koncentraci (pg/g kreatininu) u monoethyl ftalatu (MEP),
mono  isobutyl  ftalatu (MiBP) v  kontinudlné¢  odebiranych  vzorcich  moci
(1-10) béhem 4 dnt. Identifikace casti odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace
Casu odbéru a oznaceni odbérti moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kiivky dokladaji
kontinudlni expozici i1 efektivni eliminaci MEP a MiBP. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a
dale 1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji ze stejného prostiedi (celkem 2 domécnosti). Zajimavé je,
ze ojedinélé vysoké hodnoty koreluji s prosttedim (domécnosti), napt. u MiBP v obou fazich studie.

Graf 21., 22., 23., 24. Detail zjiSténych koncentraci (pg/g kreatininu) u monobutyl ftalatu (MnBP) a
mono(2-ethyl-5-oxohexyl)ftalatu (5-oxo-MEHP) v kontinudlné odebiranych vzorcich mo¢i (1-10)
béhem 4 dnt. Identifikace ¢asli odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu
odbéru a oznafeni odbérti moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznafeny popiskem. Kiivky dokladaji
kontinudlni expozici i efektivni eliminaci ftalatl. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale
1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji ze stejného prostiedi (celkem 2 domécnosti). Zajimavé je, Ze
ojediné€lé vysoké hodnoty koreluji s prosttedim (domacnosti), napt. ve Fazi Il — u 5-oxo-MEHP.

Graf 25., 26., 27., 28. Detail zjisténych koncentraci (ng/g kreatininu) u monobenzyl ftalatu (MBzP)
a mono(2-ethyl-5-hydroxyhexyl)ftalatu (5-OH-MEHP) v kontinualn¢ odebiranych vzorcich moci
(1-10) béhem 4 dni. Identifikace Casii odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace
casu odbéru a oznaceni odbérit moci). Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kiivky dokladaji
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kontinudlni expozici i efektivni eliminaci ftalath. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale
1003, 1004, 1005, 1006 pochazeji od ucastnikii ze stejného prostiedi (celkem 2 domadcnosti).
Zajimaveé je, ze ojedinélé vysoké hodnoty koreluji s prostiedim (domdcnosti), napt. ve Fazi Il —u 5-
OH-MEHP (ktivka 1001, 1002).

Graf 29., 30. Detail zjisténych koncentraci (ug/g kreatininu) u mono ethylhexyl ftalatu (MEHP) v
kontinudln¢ odebiranych vzorcich moci (1-10) béhem 4 dni. Identifikace casti odbéru je uvedena v
tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaceni odbérii moci). Nejvyssi hodnoty jsou
oznaceny popiskem. Kiivky dokladaji kontinudlni expozici i efektivni eliminaci ftalati. Odbéry
oznacen¢ kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006 pochézeji od ucastnikii ze stejného
prostiedi (celkem 2 domécnosti). Zajimavé je, ze ojedin€lé vysoké hodnoty koreluji s prostredim
(domacnosti), napt. ve Fazi Il —u MEHP (kiivka 1001, 1002).

Graf 31., 32., 33., 34. Detail zjisténych koncentraci (ug/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA) a
bisfenolu F (BPF) v kontinudlné odebiranych vzorcich moci (1-10) béhem 4 dni. Identifikace cast
odbéru je uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace Casu odbéru a oznaceni odbérti moci).
Nejvyssi hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kiivky dokladaji kontinualni expozici 1 efektivni
eliminaci bisfenold. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a dale 1003, 1004, 1005, 1006
pochazeji od ucastnikii ze stejného prostiedi (celkem 2 domacnosti). Zajimavé je, ze ojedinélé
vysoké hodnoty koreluji s prostfedim (domdacnosti), napt. ve Fazi I — u BPA (kfivky 1003, 1005) a
ve Fazi Il (ktivky 1001, 1002). Vysoké hodnoty BPF (Féze I, kfivka 1001, odbér 1) naznacuji
ojediné€lou ptitomnost BPF v prostfedi.

Graf 35., 36. Detail zjiSténych koncentraci (pg/g kreatininu) u bisfenolu A (BPA) a bisfenolu F
(BPF) v kontinudlné odebiranych vzorcich moci (1-10) béhem 4 dni. Identifikace ¢asti odbéru je
uvedena v tabulce 7. (Harmonogram, identifikace ¢asu odbéru a oznaceni odbérli moci). Nejvyssi
hodnoty jsou oznaceny popiskem. Kitivky dokladaji kontinualni expozici i efektivni eliminaci
bisfenolti. Odbéry oznacené kiivkami 1001, 1002 a déale 1003, 1004, 1005, 1006 pochézeji od
ucastnikli ze stejného prostredi (celkem 2 domacnosti). Jedina pozitivni hodnota ve Fazi II (kfivka
1002, odbér 5) naznacuje ojedinélou ptitomnost BPS v prostiedi.
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Abstract

OBJECTIVES: The aim of this study was to compare in silico data with results
obtained in two alternative in vitro methods; and to investigate the potential endo-
crine activity of bisphenol A analogues. This article contributes to recent findings
and brings up-to-date information on development of EU legislation and in vitro
testing methods of endocrine disruption.

METHODS: In silico approach based on the OECD QSAR Toolbox was used for
prediction of potential ligands of human estrogen receptor a. Estrogen Recep-
tor Transactivation in vitro Assay to Detect Estrogen Receptor Agonists and
Antagonists (OECD TG 455/457) using the VM7Luc4E2 (formerly designated
BG1Luc4E2) cell line was performed for measurement of transactivation activity
of the tested substances. Commercially available yeast-based microplate assay
(XenoScreen YES/YAS, Xenometrix, Switzerland) for detection of compounds
with estrogenic and androgenic agonistic/antagonistic activity was used as a
comparative test to estrogen receptor transactivation assay (OECD TG 455/457)
and for screening of the agonistic/antagonistic potential of human estrogen recep-
tor and agonistic/antagonistic activity of tested compounds on human androgen
receptor.

RESULTS: The study showed good correlation between the two in vitro assays
and significant correlation with in silico data. All tested substances were identified
as agonists for human estrogen receptor a by methods in sifico and in vitro, four
substances showed a potentially higher estrogenic activity comparing to bisphenol
A, two substances were identified as very weak antagonists of human androgen
receptor and one compound showed a potential of agonistic activity to human
androgen receptor.

CONCLUSIONS: The study contributes to recent findings and brings new in sifico
and in vifro data of bisphenol A analogues, revealing that these analogous sub-
stances should be further tested as they may show similar or higher activity in vivo
comparing to bisphenol A, which has been recently legislatively regulated.

"o cite this article: Neuroendocrinol Lett 2016; 37(5uppl. 11123131
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household products, medical devices, packaging mate-
rials and other products used in industry or agriculture
(Schlumpf et al. 2008; Yang et al. 2011; Dodson ef al.
2012; Liao & Kannan 2014; Shannon et al. 2016; Wang
et al. 2011; Rossi et al. 2016; Isidori ef al. 2007; Orton et
al. 2014). Certain chemicals have already been identi-
fied as endocrine disruptors and have been legislatively
regulated (e.g. bisphenol A has been regulated in food
contact materials in several EU countries; or aminotri-
azole, use of which within the EU has been banned after
September 2017 on the grounds of potential ground-
water contamination and risks to aquatic life; there
have also been concerns about endocrine-disrupting
properties). Effects of structural analogues of already
known and legislatively regulated endocrine active
substances on human receptors have been described
in very recent studies (Roelofs et al. 2015; Eladak ef al.
2015), showing similar order of magnitude, indicating
that structural analogues of BPA, i.e. BPF and BPS, are
not safer alternatives compared to BPA regarding their
endocrine modulating capacity. The use of analogues
has not been regulated, however, it has been described
that BPS is used as a BPA alternative e.g. in “BPA-free”
thermal printing paper (Liao et al. 2012a), BPF was
found in foodstuff and BPS in urine samples (Liao ef
al. 2012a; Liao et al. 2012b; Liao & Kannan 2013; Liao
& Kannan 2014). Possible additive effects of various
analogous substances, e.g. bisphenols, should be con-
sidered as relevant regarding overall human exposure.
At the international level, the improvement of testing
strategies and new advanced testing methods is highly
required and has been discussed in the context of EU
and global legislation. Increasing pressure on testing
of endocrine disruption potential in the near future is
anticipated, along with efforts to reduce the potential
exposure of humans, particularly of sensitive popula-
tions. This article summarizes the current development
of international legislation for the evaluation of chemi-
cal substances in terms of endocrine disruption includ-
ing the available up-to-date in vitro testing methods. It
also brings in silico and in vitro data of a pilot study
of bisphenol A analogues, showing that analogous sub-
stances should be further tested as they may show simi-
lar or even higher activity as the compounds recently
legislatively regulated.

Regulatory concern and perspective for endocrine disrup-

Screening of endocrine disruptors

2015b, WHO 2002). According to REACH (Regulation
(EC) No 1907/2006 of the European Parliament and
of the Council of 18 December 2006 concerning the
Registration, Evaluation, Authorisation and Restric-
tion of Chemicals, establishing a European Chemicals
Agency), potential endocrine disruptors are considered
as substances of very high concern (SVHC). The Regu-
lation (EC) No 1223/2009 of the European Parliament
and of the Council of 30 November 2009 on cosmetic
products introduced an automatic ban on CMR (car-
cinogenic, mutagenic, reprotoxic) substances beside
exceptions with strict limitations. As a hazardous prop-
erty of a substance does not necessarily always repre-
sent a risk, there is a possibility to allow the use of the
substance classified as CMR where, in view of exposure
and concentration, it has been found safe for use in
cosmetic products by the SCCS (Scientific Committee
for Consumer Safety) and is regulated by the European
Commission in the Annexes to the Regulation. Valida-
tion of tests and test strategies for regulatory purposes
have already been performed and set up. In June 2016,
the European Commission published science-based
criteria for EDs which will have a substantial impact
on industrial chemicals, plant protection products and
biocides. Joint Research Centre (JRC), the scientific
service of the European Commission, presented the
developed methodology for the screening of chemi-
cals (Munn ef al. 2015). Approximately 700 chemical
substances have been screened against various ED cri-
teria. The lists of screened chemicals include almost
all EU approved pesticides (341 substances), biocides
(96 substances) and about 200 other substances regu-
lated by REACH, cosmetic regulations and the water
framework regulation. The formal adoption and entry
into force of final criteria is planned in 2017. The exist-
ing European Commission database of endocrine
disruptors and testing methods was published at the EU
Commission website. The database covered more than
400 substances with suspected potential of endocrine
disruption. 130 reproductive toxicants covering differ-
ent target cells and toxicological mechanisms, selected
according predefined criteria and independently peer
reviewed, which were used for the development of in
vitro tests of ReProTect projects, are listed in a specific
list: http://chelist.jrc.ec.europa.eu/?id=2&id_list=16.

OECD Test Guidelines programme

tion in the European Union

The most effective way to reduce risk of human expo-
sure to EDs is at the regulatory level. The regulatory
networks in the European Union have been criti-
cised to be ineffective. The WHO/IPCS (2002) scien-
tific definition of endocrine disruptors has reached
a consensus of EU public authorities: “An endocrine dis-
ruptor is an exogenous substance or mixture that alters
function(s) of endocrine system and consequently causes
adverse effects in an intact organism, or its progeny, or
(sub)populations.” (European Chemicals Agency 2015a,

Development of non-animal test methods for the
detection of endocrine disruptors has been confirmed
as a high priority for regulatory authorities in most
OECD countries. In 2012, the “Guidance Document
on Standardised Test Guidelines for Evaluating Chemi-
cals for Endocrine Disruption - Series on Testing and
Assessment, No. 150” was issued (OECD, 2012a). The
extensive document provides the background of each
standardised assay, its applicability domain and concep-
tual framework for testing strategy. In 2012, a “Detailed
review Paper on the State of the Science on Novel in

Neuroendocrinology Letters Vol. 37 Suppl. 1 2016 « Article available online: http://node.nel.edu
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vitro and in vivo screening and testing methods and
endpoints for evaluating endocrine disruptors, No. 178”
was published (OECD, 2012b). In 2012, the “Adverse
Outcome Pathway Development Programme” was
launched as a central concept in future work at OECD
on predictive toxicology, covered by the Advisory Group
on Molecular Screening and Toxicogenomics (Pro-
gramme on Chemical Safety). The OECD QSAR Project
was initiated for the identification of new methods/pro-
filers for grouping chemicals; with the aim to improve
future testing and assessment needs (OECD, 2007).

In vitro testing of endocrine disruption

Although in vitro models and assays lack full meta-
bolic and homeostatic relevance to human organism
in vivo, they are indispensable for directing further
testing and they are employed. Epigenetic assays using
approaches of molecular biology focused on histone
and cytosine methylation, transcriptional profiling of
mRNAs, microRNAs and mRNA levels of methyltrans-
ferases and chromatin immunoprecipitation-based
techniques seem suitable for testing complex effects of
endocrine disruption (De Felice ef al. 2015; Kundakovic
et al. 2013). Cell cultures from phenotypically-affected
organs (e.g. sperm, ovary, breast, prostate) are used as
suitable substrates for testing of phenotypic effects. In
accordance with the 3Rs principles, in vitro screening

Tab. 1. Chemical structure of BPA and analogues.

HsC CHy CHj
NepcWiNeneW
BPA BPE
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HO O oK HOOH
O BPAF
0
e OO
0
BPAP BPS
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HO OH
BPF BPZ
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studies should be preferably performed, in order to

allow future reduction of numbers of experimental ani-

mals used in in vivo studies. Available OECD test guide-
lines that could potentially be adapted for epigenomic

studies of endocrine disruption are e.g.:

« OECD TG 455/457 - Performance-Based Test
Guideline for Stably Transfected Transactivation In
vitro Assays to Detect Estrogen Receptor Agonists
and Antagonists,

» OECD TG 456 - H295R Steroidogenesis Assay,

« MCF-7 Cell proliferation Assay (agonistic/
antagonistic),

« OECD TG 236 - Fish Embryo Acute Toxicity (FET)
Test with adaptation to zebrafish embryo epigenetic
assay.

In v?tro bioassays, e.g. Yeast Estrogen Screen (YES),
Yeast Androgen Screen (YAS), Estrogen Receptor
Transactivation Assays (ER TA), Androgen Recep-
tor Transactivation Assays (AR TA), CALUX assays
(Chemical Activated LUciferase gene eXpression), e.g.
ER CALUX (Estrogen Receptor Chemical Activated
LUciferase gene eXpression), AR CALUX (Androgen
Receptor Chemical Activated LUciferase gene eXpres-
sion), are suitable for screening of endocrine activity. In
vitro assays focused on activity of CYP family enzymes
(e.g. CYP19), transferases (NAT, UGT, SULT, GST)
and aromatases, and the use of relevant cell lines (e.g.
H295R, a human steroid-producing cell line, isolated
from adrenocortical carcinoma, used for OECD TG
456 - H295R Steroidogenesis Assay, MA-10, a Leydig
cell line isolated from Mus musculus, CV-1 cell line
derived from Cercopithecus aethiops monkey kidneys)
are suitable for detecting the effects of xenobiotics on
metabolism (OECD 2008). Chromatographic analyses
(by GC-MS, HPLC-MS) are very reliable tools for
detection of EDs in various types of samples (e.g. bio-
logical fluids, extracts, water) or their migration from
e.g. packaging materials (Piecha ef al. 2016; Mraz et al.
2016; Grafnetterova ef al. 2015). Human relevant cell
cultures which could be potentially used for in vitro
screening of endocrine activity include e.g. MCF-7 cell
line derived from a human breast adenocarcinoma,
hERalpha-HeLa-9903 cell line derived from human
cervical tumor, yeast cells (e.g. S. cerevisiae) with stably
transfected human estrogen or androgen receptors
(Greally & Jacobs 2013), Leydig cells, ovarian carci-
noma cells. Reporter gene assays, H295R steroidogen-
esis assay and Ca(2+*) fluorimetry based assays using
human sperm cells, optional primary cell cultures and
organ explants, human embryonic stem cells as well
as 2D or 3D model systems, human mammospheres
and human microsomes may be promising (Zalko et
al. 2011; Calderon-Gierszal and Prins 2015; Shannon
et al. 2016). Biological fluids, e.g. urine, semen, serum,
breast milk, colostrum, saliva, blood, biological sam-
ples of hair and adipose tissue, and tissues and cells of
breast, ovaries, testes or skin have been used in studies
relevant to humans (Miillerova & Kopecky 2007; Hampl
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et al. 2013; Hampl et al. 2016; Boucher et al. 2016; Tee-
guarden et al. 2015; Tzatzarakis ef al. 2015; Thayer et al.
2015; Goldstone ef al. 2015; Den Hond et al. 2015; Mraz
et al. 2016; Hormann et al. 2014; Dekant & Volkel 2008;
Vandenberg et al. 2010; Trasande ef al. 2012).

MATERIAL AND METHODS

Tested chemicals

Chemicals analogous to bisphenol A (BPA), i.e. BPAF,
BPF, BPS, BPZ, BPE, BPAP (Sigma Aldrich) were tested
in a pilot study for endocrine activity, comparing to
BPA and relevant analytical standards (Methoxychlor,
17p-estradiol, Sigma Aldrich). Chemical structure of
the tested compounds is indicated in Table 1.

OECD QSAR Toolbox

In silico approach, using the OECD QSAR Toolbox
(Toolbox 3.3.2 Release Notes) was used for prediction
of potential ligands and their binding affinity to the
estrogen receptor a based on the chemical structure,
molecular weight and partition coefficient octanol-
water of the screened compounds. OECD QSAR Tool-
box, v. 3.3.2. database allows to categorize the screened
compounds according to their binding affinity into
groups, e.g. very strong binder, binder, non binder.

Estrogen Receptor Transactivation Assay (OECD TG
455/457)

A continuous human cell line VM7Luc4E2 (formerly
designated BG1Luc4E2) with endogenous ERa, suit-
able for luciferase reporter gene assay (OECD TG
455/457) was kindly provided by Prof. Michael Deni-
son, UC Davis, California, USA, for research purposes
(Figure 1). The functional assay is based on binding of
a tested substance to ERa. The culture and assay pro-
cedure was performed according to Rogers and Deni-
son, with minor modifications (Rogers & Denison,
2000). In brief, cells were cultured in MEMa medium

'\" WAV P ey

Fig. 1. VM7Luc4E2 (BG1Luc4E2) cell line, magnification 200x.

Screening of endocrine disruptors

(Gibco), containing 10% fetal bovine serum and 1%
penicilin/streptomycin. Five days prior analysis, cells
were cultured in Dulbecco’s modified eagle medium,
estrogen stripped and phenol red free (Sigma Aldrich)
with 8% charcoal stripped fetal bovine serum and 1.9%
supplement of L-glutamine with daily media change.
Cells were plated in 96-well plates (100 pl per well) at
a concentration of 500.000 cells/ml and incubated for
24h (37°C, 5% CO,). The next day the plated cells were
treated with tested compounds in triplicates in selected
concentrations (from 1.0*10E-07 to 1.0*10E-02 mg/ml)
for 24 h (37°C, 5% CO,). Luciferase Assay System (Pro-
mega) in combination with Promega Injector Lumi-
nometer was used for luminiscence measurement of
activation the ERa by the tested substances.

Yeast based reporter gene assay (XenoScreen YES/YAS)

A commercially available yeast based microplate assay
(XenoScreen YES/YAS, Xenometrix®, Switzerland)
designed for detection of compounds with estrogenic
and androgenic agonistic/antagonistic activities of
chemicals, water samples and biological fluids, using
recombinant Saccharomyces cerevisiae strains with
human estrogen (hERa) and androgen (hAR) receptors
was used as a comparative test to Estrogen Receptor
Transactivation Assay (OECD TG 455/457). The Yeast
based reporter gene assay was performed according to
the provided standard operating procedure, using the
supplied standardized material and chemicals (in con-
centrations from 3.16*10E-08 to 1.0*10E-04 mol/L).
The OD of the red product resulting from conversion
of the yellow substrate after secretion of p-galactosidase
was measured on Biotec Eon™ High Performance
Microplate Spectrophotometer at 570 nm. The ODs,
of the end product in comparison with controls pro-
vides direct correlation with the endocrine activity of
the tested substances.

RESULTS

In silico results obtained with the use of OECD QSAR
Toolbox predicted all the screened compounds as
very strong binders to ERa based on their chemical
structure, molecular weight and partition coefficient

Tab. 2. QSAR prediction of ERa binding affinity.

Compound CAS No. ERa binding affinity
BPA 80-05-7 Very strong
BPAF 1478-61-1 Very strong
BPAP 1571-75-1 Very strong
BPE 2081-08-5 Very strong
BPF 620-92-8 Very strong
BPS 80-09-1 Very strong
BPZ 843-55-0 Very strong
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octanol-water as indicated in Table 2. In two novel in
vitro bioanalytical tests — Estrogen Receptor Transac-
tivation Assay (ER TA, OECD TG 455/457), and the
Yeast based reporter gene assay (XenoScreen YES/
YAS), BPA and its analogues (BPA, BPF, BPAF, BPS,
BPZ, BPE, BPAP) showed similar estrogenic activity
comparing to 17p-estradiol (Figures 2, 6, 7). BPZ and
BPF showed a potential of even higher estrogenic activ-
ity comparing to BPA in both in vitro assays (Figures 2,
6). BPAF in low concentrations showed a potential of
even higher estrogenic activity comparing to BPA in ER
TA (OECD TG 455/457) reporter gene assay (Figure 6).
Significant antagonistic activity to human ERa was
not clearly confirmed for any of the tested compounds
in the Yeast based reporter gene assay (XenoScreen
YES/YAS) comparing to 4-hydroxytamoxifen used as
a positive control (Figure 3). BPZ showed a potential
of weak agonistic activity to human AR while BPA
and BPF were not identified as agonists of human AR
in the Yeast based reporter gene assay comparing to
5a-dihydrotestosterone as a positive control (Figure 4).
BPA and BPF showed a potential of antagonistic activity
to human AR comparing to flutamide as a positive con-
trol in the Yeast based reporter gene assay, and BPZ was
not detected as an antagonist of human AR (Figure 5).
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Fig. 5. Antagonistic activity to human androgen receptor in
XenoScreen® YES/YAS assay (B-Gal expression).

DISCUSSION

Using in silico approach and two novel in vitro toxi-
cological methods alternative to animal experiments
seven analogues of BPA (BPAP, BPAF, BPE, BPF, BPS,
BPZ) were tested. In this limited study all of the tested
analogous bisphenols showed similar dose-response
estrogenic activity curve as BPA and similar activity
as 17-P estradiol in very low concentrations. The data
support recent findings that BPS, BPAF and BPF may
display BPA-like activity in cell lines and tissues with
weaker, equal or higher potency than BPA, depending
on the employed in vitro model and selected endpoints
(Eladak et al. 2015; Rochester & Bolden 2015; Goldinger
et al. 2015; Molina-Molina et al. 2013; Cano-Nicolau, et
al. 2016). Previous studies have shown that BPA exhib-
its multiple effects, e.g. both estrogen receptor agonistic
activity and androgen receptor antagonistic activity in
vitro and in vivo (Luccio-Camelo & Prins 2011; Rubin
BS 2011; Paris et al. 2002). Results of this study indi-
cate that BPA and BPF are agonists of human estrogen
receptor a and to certain extent may antagonize human
androgen receptor. Using the OECD QSAR Toolbox the
tested BPA analogues, i.e. BPF, BPAF, BPS, BPZ, BPE,
BPAP, were classified as very strong binders of human
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Fig. 6. Estrogenic activity of BPA and analogues in ER TA assay,
OECD TG 455/457 (Luc gene expression).

estrogen receptor a, which is in accordance with pre-
vious observations that compounds with endocrine
activity contain phenolic groups in para orientation
with strongly reactive hydroxyl groups. Replacement
of hydrogens in the methyl group by halogens (e.g.
BPAF) may lead to enhancement of endocrine activity.
With the use of long term knowledge about chemical
structure activities it may be possible to develop useful
analogous monomers of BPA with reduced endo-
crine activity (Coleman et al. 2003). Further testing of
bisphenols containing multiple reactive alkyl substitu-
ents (e.g. bisphenol G, M, C, P, TMC) could contribute
to clarification of their mechanisms of action in the
endocrine system. Analogous chemicals, which are
produced and available on the market, are suspected
to be replacing those already regulated, e.g. BPA in
thermal paper (Goldinger et al. 2015, Liao ef al. 2012a),
and thus should be of considerable interest for testing
and evaluation. Chemicals with positive results in in
vilro systems are suspected to cause adverse effects in
vivo to living organisms in the environment and also
to humans. Sensitive human populations should be
instructed to avoid exposure to these pollutants, as
many of them may be found in consumer products and
in the environment (Liao ef al. 2012a; Liao & Kannan
2013; Chen ef al. 2016). Further testing of the presence
of endocrine active substances and their metabolites
with the use of human biological fluids should be per-
formed and suitable strategies to monitor human expo-
sure developed.
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Abstract OBJECTIVES: The aim of this study was to detect endocrine disruption potential
of selected bisphenols and phthalates, compare in silico prediction with results
from two in vitro methods and bring up-to-date information on development of
EU legislation, available in vitro methods and biomechanisms involved in endo-
crine disruption.

MATERIAL AND METHODS: In silico approach based on the OECD QSAR Toolbox
was used for prediction of estrogen receptor a binding. OECD TG 455 assay and
a yeast-based YES/YAS assay was used to determine the interactions with human
estrogen (ERa) and androgen receptors.

RESULTS: In silico results predicted the screened phthalates as non binders and
bisphenols as very strong binders of the ERa. In vitro results differed from in silico
prediction in several cases but exhibited concordance mainly for strong binders
of ERa. Most of the substances exhibited parallel activity (agonist-antagonist) on
both estrogen and androgen receptors. Agonistic studies showed the effective
concentration of 10% activity (EC,,) from 5.0E-07 for strong agonists (e.g. BPC,
BPTMC). Cytotoxicity was observed after 48 h exposure of S. cerevisiae to BPFL,
BPG, BPM, BPTMC in concentrations starting at 3.6E-05 mol/l.

CONCLUSION: Our results suggest multiple parallel interactions of tested com-
pounds and emphasize the importance of determination of an appropriate battery
of in vitro methods that will include more receptors and will be appropriate to
target specific molecular mechanisms involved in endocrine disruption. Results
in agonistic studies indicate agonistic potential and are supported by results of
antagonistic studies with consideration of possible multiple interactions.
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Abbreviations: BPM - bisphenol M

ADME - Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion BPP - bisphenol P

AR - androgen receptor BPTMC - bisphenol TMC

BBP - benzyl butyl phthalate CF - Conceptual Framework
BPBP - bisphenol BP DEP - diethyl phthalate

BPC - bisphenol C DEHP - bis(2-ethylhexyl) phthalate
BPFL - bisphenol FL DBP - dibutyl phthalate

BPG - bisphenol G DHT - 5a-dihydrotestosterone
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DIBP - diisobutyl phthalate

DINP - diisononyl phthalate

DIDP - diisodecyl phthalate

E2 - 17p-estradiol

EDs - endocrine disruptors

ER - estrogen receptor

GD - Guideline Document

MW - molecular weight

EFSA - European Food Safety Authority

ECHA - European Chemicals Agency

JRC - the Joint Research Centre

oD - optical density

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development
OPPTS - Office of Prevention, Pesticides & Toxic Substances
QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship

TG - Test Guideline

USEPA - United States Environmental Protection Agency
INTRODUCTION

Endocrine disruptors (EDs) are exogenous ligands
capable to bind to cellular receptors or serum trans-
port proteins, potentially contributing to signaling
pathways modulation, endocrine system disturbances
and consequent developmental, reproductive and
system disorders (Latchney et al. 2018; Frye et al.
2012; Marty et al. 2010; Skah ef al. 2017). Sources of
exposure come from industry or agriculture, includ-
ing consumer products, e.g. food packaging materials,
thermopaper, plastics, paintings, household products
or cosmetics. Interaction of ligands with receptors
is a molecular initiation event that leads to complex
effects. The physiological receptor mechanism may be
affected either by direct receptor binding, resulting in
activation (agonistic activity) or inhibition (antago-
nistic activity), or consequent modulation of associ-
ated signaling pathways ' regulation. Human receptors
may share ligands including endocrine disruptors
with varying selectivity, affinity and efficacy, of which
certain may be persistent, leading to bioaccumula-
tion, while others may be rapidly metabolised and
act for a limited time (Balaguer ef al. 2017; Farman
& Rafestin-Oblin 2001; Hothersall et al. 2016; Wang
et al. 2016; Wagner et al. 2001). Certain endogenous
ligands are hydrophilic molecules unable to pass
through the plasma membrane such as glycoproteins
(e.g., thyroid stimulating hormone, follicle-stimulat-
ing hormone, luteinizing hormone), catecholamines
(e.g., dopamine, adrenaline) and peptide hormones
(e.g., prolactin, somatotropin, adrenocorticotropic,
antidiuretic, parathyroid hormone, calcitonin, oxy-
tocin, insulin, glucagon) with target transmembrane
receptors. Receptors for lipophilic endogenous ligands
able to enter the cell via the plasma membrane such
as steroid (e.g., estrogen, testosterone, progesterone),
thyroid (triiodothyronine, thyroxine) and corticoste-
roid (cortisol, corticosterone, cortisone, aldosterone)
hormones are located in the cytoplasm, functioning
as transcription factors (Schweizer ef al. 2014; Yang et

al. 2015). The organism may be exposed to a mixture
of chemically diverse potential ligands with variable
affinity, efficacy and resistance time, e.g., bisphenols,
phthalates, parabens, alkylphenols, polyaromic hydro-
carbons, polychlorinated and polybrominated biphe-
nyls, perfluoralkyls, pesticides, organotins, synthetic
hormones etc., as well as natural compounds such as
mycotoxins or phytoestrogens (Diamanti-Kandarakis
et al. 2009; Sifakis et al., 2017). Physiological effects
in vivo may be influenced by various factors, such as
developmental stage, bioavailability, distribution, met-
abolic transformation, tissue disposition and elimina-
tion (Bruning ef al. 2016; Liu et al. 2015; Kato et al.
2006). Human exposure may be influenced also by
individual physiological, medical, social and ecologi-
cal factors (e.g., health condition, medication, health
disorders, biorhythm, aging, individual variability of
metabolism, genetic mutations and polymorphism,
nutrition, environment, smoking, stress), that may
modulate number of receptors, kinetics, bioaccumu-
lation, and cause synergic and additive interactions
(Lovallo et al. 2015, Brody ef al. 2014, Pivovarova et
al. 2012, Lambert et al. 2004, Folmer 2018; Dahl &
Akerud 2013). With regard to the above mentioned
biomechanisms and factors, it is difficult to attribute
identified endocrine disruption in vivo to a distinct
endocrine disruptor, as the associations of ED s levels
with selected biomarkers of action (e.g. hormone,
enzyme or protein levels) may not directly confirm
causal relationships in case of such multifactorial
exposure (Vineis & Kriebel 2006). Development and
use of in silico screening tools and in vitro methods
is therefore effective for first-level primary screening
and should be used more intensively for hazard identi-
fication. Numerous biological in vitro methods based
on transfected cell lines or yeast have been recently
developed. OECD Test Guidelines (TGs) and stan-
dardized test methods are listed in the OECD Guid-
ance document No. 150 (OECD, 2012) for evaluating
chemicals for endocrine disruption. The OECD GD
150 was updated (Update v3) in December 2017 and
describes new assays of all levels (Level 1-5) included
in the updated OECD Conceptual Framework (CF)
for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting
Chemicals. Read across, chemical categories, QSAR
and other in silico and ADME model predictions may
be used at Level 1. TGs provide data about physical
and chemical properties, e.g. MW, reactivity, volatility,
biodegradability. At Level 2, TGs provide in vitro data
about selected endocrine mechanisms and pathways,
covering mammalian and non mammalian test sys-
tems. For Level 3-5 only in vivo assays are available,
using various models (insects, crustaceans, gastro-
pods, amphibians, fish, rodents, avians) (OECD 2012).

Test Guidelines for in vitro determination of vari-
ous endpoints of endocrine disruption listed in OECD
GD 150, available for Level 2 of OECD CF, comprise
e.g. the following endpoints:
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« Estrogen or androgen receptor binding affinity

(OECD TG 493), (US EPA TG OPPTS 890.1150)

Estrogen receptor transactivation (OECD TG 455)

Androgen receptor transactivation (OECD TG 458)

Steroidogenesis in vitro (OECD TG 456)

Aromatase assay (US EPA TG OPPTS 890.1200)

Thyroid disruption assays (e.g. thyroperoxidase

inhibition, transthyretin binding)

« Retinoid receptor transactivation assays

+ Other hormone receptors assays as appropriate

+ High-throughput screens (OECD GD No. 211
Describing Non-Guideline In Vitro Test Methods)

In our continuous pilot study, selected bisphenols
and phthalates were tested using OECD QSAR Tool-
box for in silico prediction of estrogenic potential. Two
in vitro methods based on human cell line and yeast
were used in order to determine the interactions of the
tested chemicals with human estrogen and androgen
receptors.

MATERIAL AND METHODS

Selected phthalates and bisphenols, i.e. Diethyl phthal-
ate (DEP), Bis(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), Benzyl
butyl phthalate (BBP), Dibutyl phthalate (DBP), Diiso-
butyl phthalate (DIBP), Diisononyl phthalate (DINP),
Diisodecyl phthalate (DIDP), Bisphenol BP (BPBP),
Bisphenol C (BPC), Bisphenol FL (BPFL), Bisphenol
G (BPG), Bisphenol M (BPM), Bisphenol P (BPP),
Bisphenol TMC (BPTMC) (Sigma Aldrich) were tested
in a continuous pilot study for endocrine activity, com-
pared to relevant analytical standards (Methoxychlor,
17p-estradiol - E2, 4-Hydroxytamoxifen, 5a-dihydro-
testosterone — DHT, Flutamide). Chemical structures of
the tested compounds are indicated in Table 1.

OECD QSAR toolbox

QECD QSAR Toolbox (Toolbox 3.3.2 Release Notes)
was used for prediction of potential ligands and their
binding affinity to the estrogen receptor a based
on their chemical structure, molecular weight and
partition coefficient octanol-water. For ER binding
endpoint, OECD QSAR Toolbox contains categories
of ER binders and is relevant for reproductive toxic-
ity endpoints in fish and mammals. The ER-binding
profiler classifies chemicals as non binders or binders
depending on molecular weight (MW) and structural
characteristics of the chemicals: very strong binders
(chemicals with MW between 200 and 500 Da and
two rings with a hydroxyl group connected to each
of them), strong binders (chemicals with at least one
5- or 6-members carbon ring with an unhindered
hydroxyl or amino group and MW between 200 and
500 Da), moderate binders (chemicals with at least
one 5- or 6-members carbon ring with an unhindered
hydroxyl or amino group and MW between 170 and
200 Da), weak binders (chemicals with at least one 5-or

Endocrine disruption of selected chemicals

6-members carbon ring with an unhindered hydroxyl
or amino group and MW less than 170 Da). If the
chemical does not meet the structural and paramet-
ric requirements, it is classified as non binder, e.g. non
binder with impaired hydroxyl or amino group, non
binder with MW more than 500 Da, non binders with-
out hydroxyl or amino group; non-cyclic non binder.

Stably transfected transactivation in vitro assay to detect

estrogen receptor agonists (OECD TG 455)

A continuous human cell line VM7Luc4E2, graciously
provided by Prof. Michael Denison, UC Davis, Cali-
fornia, USA, for research purposes during the initial
part of the study, was used for confirmation of OECD
QSAR Toolbox prediction. The assay is based on bind-
ing of a tested substance to ERa. The culture and assay
was performed according to recommended procedure,
with minor modifications (Rogers & Denison 2000). In
brief, cells were cultured in MEMa medium (Gibco),
containing 10% fetal bovine serum and 1% penicillin/
streptomycin. Five days prior analysis, cells were cul-
tured in Dulbecco’s modified eagle medium, estrogen
stripped and phenol red free (Sigma Aldrich), with 8%
charcoal stripped fetal bovine serum and 1.9% supple-
ment of L-glutamine with daily media change. Cells
were plated in 96-well plates (100 pl per well) at a con-
centration of 500.000 cells/ml and incubated for 24h
(37°C, 5% CO,). The next day the plated cells were
treated with tested compounds in triplicates in selected
concentrations for 24h (37°C, 5% CO,). Luciferase
Assay System (Promega) in combination with Glomax
Multi Plus Injector Luminometer (Promega) was used
for luminiscence measurement of the ERa activation by
the test substance.

Yeast based reporter gene assay (Xenoscreen YES/YAS)

A commercially available yeast-based microplate assay
(Xenoscreen YES/YAS, Xenometrix®, Switzerland)
designed for detection of compounds with estrogenic
and androgenic agonistic/antagonistic activities of
chemicals, water samples and biological fluids, based
on recombinant Saccharomyces cerevisiae strains with
human estrogen (hERa) and androgen (hAR) recep-
tors was used as a comparative test to OECD TG 455
method and for determination of interactions of the
tested compounds with human androgen receptor.
The assay was performed according to the provided
standard operating procedure, using the supplied
standardized material and chemicals. Briefly, the pre-
cultured cell suspension was exposed to the tested
compounds for 48 hours on orbital shaker. The OD
of the red product resulting from conversion of the
yellow substrate after secretion of p-galactosidase was
measured on Biotec Eon™ High Performance Micro-
plate Spectrophotometer at 570 nm. The OD;, of the
end product in comparison with controls provides
direct correlation with the endocrine activity of the
tested substances.

Neuroendocrinology Letters Vol. 39 No.5 2018 - Article available online: www.nel.edu

411

140



412

Markéta Dvofdkovd, Kristina Kejlovd, Marian Rucki, Dagmar Jirovd

RESULTS

Structure and MW of the tested compounds are listed
in Table 1. In silico and in vitro results are presented in
Table 2. Using the OECD QSAR Toolbox, a compound
was categorized as a strong binder (+++) according to
MW (between 200 and 500 Da), chemical structure

Tab. 1. Chemical structures of tested phthalates and bisphenols.

(two rings with a hydroxyl group connected to each
of them) and partition coefficient octanol-water. If
the compound did not meet structural and paramet-
ric requirements, it was predicted as non binder (N)
(chemicals with impaired hydroxyl or amino group or
without hydroxyl or amino group). In silico results pre-
dicted all the screened phthalates as non binders and

Compound CAS No. M.W. Chemical formula Structural formula
[+]

, )
Dicthyl phthatate 84-66-2 2024 C6H4-1,2-(C02C2H5)2 oo
(DEP) D

‘I:: J:%
Bis(2-ethylhexyl) phthalate oo o,
(DEHP) 117-81-7 390.56 C24H3804 s e
O,
(n]
Benzyl butyl phthalate 2-{CH3(CH2)302C] N
(8BP) 85-68-7 31236 C6H4CO2CH2C6HS a: B
o]
Dibutyl phthalate 07 "eH,
pore 84742 27834 C6HA1,2-[CO2(CH23CH3)2 @ion
o]

.. (o] [+
Diisobutyl phthalate 84-69-5 27834 C6H4-1,2-[CO2CH2CH(CH3)212 D et
(DIBP) ow () CHs

£
Diisononyl phthalate . A g O
DINP) 28553-12-0 41861 C6H4{CO2C9H19)2 ( %an_

o
Diisodecyl phthalate AvlJ\(
oIDP) 26761-40-0 446.66 C28H4604 oy
Bisphenol BP (

ispheno i - -

8Pap) 1844-01-5 352.43 C25H2002 {1

o

) [+ B ]
f&;‘g‘em'c 79.97.0 25634 (CH3)2CICEH3(CH3)0H]2 e LA

Wo T oy

. o
Bisphenol FL i
@PFL) 3236-71-3 350,41 C25H1802 f‘,'}(ﬁﬁ,‘l
Bisphenol G
(B°6) 127-548 31245 C21H2802
?&;’a‘}e“"' M 13595-25-0 346.46 C6H4[C(CH3)2C6H40H]2
f;ls,%?e“"' P 2167-51-3 346.46 C6H4{C(CH3)2C6H40H]2
Bisphenol TMC
BPTMO) 129188-99-4 310.43 (21H2602
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all the screened bisphenols as very strong binders to
ERa, as indicated in Table 2. The results of agonistic
in vitro assays (indicated in Table 2) were categorized
as follows: the result categorized as +++ (strong) indi-
cates that the substance (BPC, BPTMC, BBP) showed
a strong concentration-dependent response with a
concentration response curve consisting of a baseline,
followed by a slope concluding in a plateau or peak,
while the difference between the baseline and peak of
the highest non-cytotoxic concentration was at least
70% of the maximal value for the positive control
(17p-estradiol in agonistic assay with the ERa recep-
tor, 5a-dihydrotestosterone in agonistic assay with the
AR receptor). The result categorized as ++ (moderate)
indicates that the substance (BBP, BPG, BPM, DBP)
showed a concentration-response curve consisting of
a baseline, followed by a slope concluding in a plateau
or peak, while the difference between the baseline and
peak of the highest non-cytotoxic concentration was at
least 40% of the maximal value for the positive control.
The result categorized as + (weak) indicates that the
substance (DBP, BPG, BPFL) showed a weak response,
consisting of a baseline, followed by a slope or peak,
and the difference between the baseline and peak of the
highest non-cytotoxic concentration was at least 20%
of the maximal value for the positive control. The result
categorized as N (negative) indicates that the substance
did not show a response consisting of a baseline, a slope
or peak in non-cytotoxic concentrations (DINP, DIDP,
DEP, DEHP, BPBP, BPFL) or showed a weaker response
than + (weak). The results of antagonistic in vitro assays
(indicated in Table 2) were categorized as follows: the
result categorized as +++ (strong) indicates that the

Tab. 2. Endocrine activity of tested compounds.

Endocrine disruption of selected chemicals

substance (BPP, BPC, BPM) showed a strong concen-
tration-dependent response with a declining curve
consisting of a baseline, followed by a decline, while the
lowest value in non-cytotoxic concentration was not
higher than 130% of the lowest value for the positive
control (4-hydroxytamoxifen in the antagonistic assay
with the ERa receptor, Flutamide in the antagonistic
assay with the AR receptor). The result categorized as
++ (moderate) indicates that the substance (BPBP, BPG,
BPP, BPTMC, DBP) showed a concentration-dependent
response with a declining curve consisting of a baseline,
followed by a decline, while the lowest value in non-
cytotoxic concentration was not higher than 200% of
the lowest value for the positive control. The result cat-
egorized as + (weak) indicates that the substance (BBP,
DBP, DEHP, DIBP, BPBP, BPFL, BPG, BPM) showed a
weak concentration-dependent response with a declin-
ing curve consisting of a baseline, followed by a decline,
while the lowest value of non-cytotoxic concentration
was not higher than 300% of the lowest value for the
positive control. The result categorized as N (negative)
indicates that the substance (DIDP, DINP, BPFL, BPC)
did not show a concentration-dependent response with
a declining curve consisting of a baseline, followed by a
decline, and the lowest value of non-cytotoxic concen-
tration was higher than 300% of the lowest value for the
positive control. Cytotoxicity was observed after 48 h
exposure of S. cerevisiae to BPFL, BPG, BPM, BPTMC
in concentrations starting at 3.6 x 10-5 mol/l, as indi-
cated in Table 2. Effective concentration EC,, (the con-
centration that causes the measured effect in 10% of
cells) of selected bisphenols achieved values of 5.0E-07
for strong agonists (e.g. BPC), as indicated in Table 3.

ER ER ER ER AR AR

Substance binding agonist agonist antagonist agonist antagonist
(QSAR) (OECD 455) (YES) (YES) (YAS) (YAS)

Diethyl phthalate (DEP) N N N N N N
Bis(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) N N N N N +
Benzyl butyl phthalate (BBP) N +4+ +- N N +
Dibutyl phthalate (DBP) N ++ N ++ N +
Diisobutyl phthalate (DIBP) N ++ N N N +
Diisononyl phthalate (DINP) N N N N N N
Diisodecyl phthalate (DIDP) N N N N N N
Bisphenol BP (BPBP) +++ N N + N ++
Bisphenol C (BPC) +++ +++ +++ N N +++
Bisphenol FL (BPFL)* +4+ N + + ++ N
Bisphenol G (BPG)* ++4 - - + N ++
Bisphenol M (BPM)* ++4 Eas + N 4+
Bisphenol P (BPP) +++ ++ +++ N ++
Bisphenol TMC (BPTMC)* +++ 4 R N N ++

*In the highest possible tested concentration: 10-3> mol/l; +++ - strong binder; ++ - moderate binder; + - weak binder; N - non binder
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Tab. 3. Effective concentration (EC,,) of selected bisphenols in YES/
YAS agonist assays.

YES Agonist Assay ECyp

BPC 5.0E-07
BPTMC 4.0E-06
BPFL 8.8E-06
BPG 1.9E-05
E2 (Positive control) 5.3E-11
YAS Agonist Assay ECyo

BPFL 4.9E-06
DHT (Positive control) 5.1E-10

DISCUSSION

Our in vitro results differed slightly from in silico pre-
diction and exhibited good concordance regarding the
estrogenic activity, mainly for strong binders. OECD
QSAR Toolbox prediction correlated with in vitro
results in negative prediction for DEP, DEHP, DIDP,
DINP, and differed in case of BBP, DBP and DIBP that
showed estrogenic potential in vifro. QSAR prediction
of categorization differed from in vitro results in case of
BPBP, BPFL, BPG, BPM, BPP, predicted as very strong
binders, while in vitro estrogenic potential was detected
as moderate or weak. Our results show that in silico pre-
diction should be confirmed by in vitro results in various
biological systems, however, the OECD QSAR Toolbox
turns out to be a promising starting point for prediction
of chemical groups with possible endocrine potential.
For the activity of compounds against the androgen
receptor (AR) the YAS method was used and the corre-
lation of results with an appropriate in silico tool would
be interesting study in the future. Unfortunately, there
are still few in silico models with AR binding endpoint
internationally validated and accepted. In antagonist
assays targeting the mechanism of inhibition of agonist
binding to the receptor, the binding of the agonist and
antagonist is generally presumed to be mutually exclu-
sive. However, several types of agonism and antagonism
have been described recently, providing information
about possible multiple activities of substances and
their interactions with the receptors. For example, ago-
nist-antagonists may show both agonist and antagonist
properties, which may be the case of most of the tested
substances. Specific molecular reactions may occur,
e.g. the substance may bind to non-specific recogni-
tion site on the receptor (allosteric agonist), dissociate
(reversible antagonist) or form stable chemical bonds
(irreversible antagonists), etc. In competitive antago-
nism, binding of an antagonist should prevent binding
of the agonist, but in case of noncompetitive antago-
nism, agonist and antagonist can be bound simultane-
ously, whereas the antagonist reduces the action of the

agonist. In case of reversible competitive antagonism,
agonist and antagonist form short-lasting bonds with
the receptor, reaching a steady state. In vivo, a substance
that acts as a (partial) agonist in one tissue may act
as a (full) agonist in another. Substances may be also
nonspecific binders and bind to molecular sites e.g. on
serum proteins (in blood in vivo or in media or reagents
used in vitro), preventing the transport of endogenous
hormones. Biochemical mechanisms should be con-
sidered when evaluating the results in vifro (and even
more in vivo), taking into account the precautionary
principle (Salahudeen & Nishtala 2017; Allegretti et
al. 2016; Bookout et al. 2006; Yang et al. 2006, Lam-
bert 2004). Our results confirm the above mentioned
multiple interactions of the substances with the recep-
tors and suggest agonistic studies to be more reliable
when supported by results from antagonistic studies,
in order to detect the overall parallel interactions of
the substances to the estrogen and androgen receptors.
Both agonistic and antagonistic studies should support
the overall evaluation of the substance as a binder or
non-binder, whereas variability of the results in various
biological systems may be observed beside the above
mentioned biochemical mechanisms, e.g. due to inhibi-
tion of cell wall transport to the yeast cell or cytotoxicity
in higher concentrations. It is advisable to monitor via-
bility, use multiple concentrations of positive controls
and samples and final non-cytotoxic concentration of
solvents (e.g. 1% DMSO), all of which was carefully
monitored in our study. The complexity in biological
mechanisms of endocrine disruption emphasizes the
importance of further development of an appropriate
battery of tests that will include more receptors (such
as thyroid, retinoid, aryl hydrocarbon, peroxisome
proliferator-activated receptor, liver X, vitamin D, preg-
nane X, growth hormone receptor, etc.), enabling the
detection of more specific endocrine activities, involved
in e.g. reproduction and development, steroidogen-
esis, metabolism, energy homeostasis, central nervous
system regulation, etc. (Bookout et al. 2006, Yang et al.
2006). Numerous in vitro methods have already proved
scientific relevance and have become publicly available
(OECD 2012). In vitro methods based on yeast have
already been included in ISO standards (ISO 2017) and
are used for (eco)toxicological purposes. With regard to
recent developments in the EU legislation, the onset of
increasing pressure in the near future can be expected
for testing chemicals mainly from the group of plant
protection products.

From 10 November 2018 (EC 2018b), a substance
shall be considered as having endocrine disrupting
properties, if (1) it shows an adverse effect in non-target
organisms, (2) it has an endocrine mode of action; (3)
the adverse effect is a consequence of the endocrine
mode of action. The identification of an active sub-
stance as having endocrine disrupting properties that
may cause adverse effect in humans shall be based on:
all available relevant scientific data (in vivo studies or

Copyright © 2018 Neuroendocrinology Letters ISSN0172-780X » www.nel.edu
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adequately validated alternative test systems predictive
of adverse effects in humans or animals; as well as in
vivo, in vitro, or, if applicable, in silico studies informing
about endocrine modes of action (EC 2018a). Guidance
on identifying endocrine disruptors was developed and
published by scientific staff from European Chemical
Agency (ECHA) and the European Food Safety Author-
ity (EFSA), with the support of the Joint Research
Centre (JRC) to ensure harmonised implementation of
the endocrine disruptor criteria throughout the EU for
the assessment of biocides and plant protection prod-
ucts. The Guideline advises applicants and assessors of
the competent regulatory authorities on how to iden-
tify endocrine disruptors in accordance with the crite-
ria. The criteria for biocides apply from 7 June 2018.
(ECHA & EFSA, 2018; EC, 2018a).
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The study was focused on assessment of potential health risks of paper-based food contact materials (FCMs) in a
Paper-based step-wise approach using three toxicological bioassays in vitro and chemical analyses of migrating contaminants,
Food contact material 3T3 NRU cytotoxicity test showed high sensitivity to detect basal toxicity of FCMs extracts and served as a first-
Cytotoxicity o line test for selection of samples for further testing. The reconstructed human intestine model Epilntestinal
lmﬁn:'::: intestine model showed more realistic tissue response than cell culture monolayer and higher resistance despite prolonged ex-

posure to the selected 6 samples, i.e. negligible decrease of viability and intestinal penetration, nevertheless an
increase of IL-8 after exposure to black printed sample extract. Yeast based assays identified weak agonistic/
antagonostic activity to human androgen receptor of the black printed sample. In accordance with the biological
effects, the targeted LC and GC analytical methods confirmed the presence of high amounts of phthalates,
photoinitiators and PAHs that could justify the hazard of the black printed sample. Heavily printed uncoated
FCM:s are recognized not to be suitable for direct contact with food. The selected bioassays and chemical analyses
might be useful tools to detect targeted biological effects of xenobiotics suspected to contribute to human ex-
posure from food.

Chemical analysis

1. Introduction of materials, while on the other hand, recycling might bring compo-

nents into food contact in amounts which might be problematic

Food contact materials (FCMs) used in food packaging are an im-
portant element in the worldwide effort to provide consumers with safe
and nutritious food and can be made from a variety of materials in-
cluding paper, plastics, rubber, glass, metals and alloys. Disposable
paper-based materials such as boxes, bags, plates, containers and nap-
kins have been used in food packaging for many years. Their greatest
benefit in comparison to plastic materials is their lower impact on the
environment. Moreover, paper recycling represents a significant ad-
vantage, as cellulosic fibers may be used repeatedly in the paper pro-
duction. However, recycling of paper and paperboard products for food
packaging materials represents an area of conflict: on the one hand, the
EU Packaging Directive No. 94/62 (EC, 1994) with its amendments
encourages recycling instead of incineration leading to si ble use

(Biedermann and Grob, 2010). Due to nonexistent harmonized legis-
lative requirements on recycled paper the input raw material for re-
cycling may be produced from used papers such as newspapers, ma-
gazines and cartons, which are initially pulped with water, cleaned and
deinked with surfactants. A number of chemicals, such as slimicides,
bleaching agents, photoinitiators and inks are used during the paper
production process, resulting in the content of a large number of sub-
stances present in the finished product (Ozaki et al., 2004; Karmaus
et al., 2018). These include intentionally added substances (IAS), which
generally have a technical effect and/or have a performance property,
and non-intentionally added substances (NIAS, a term introduced for
plastics in Commission Regulation (EU) No. 10/, 2011), i.e. chemicals

resulting from reaction and degradation processes or the presence of

Abbreviations: FCM, food contact material; IAS, intentionally added substances; NIAS, non-intentionally added substances; DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium; OD, optical density; G, growth factor; GIT, gastrointestinal tract; PAH, polycyclic aromatic hydrocarbons; ADI, acceptable daily intake; TDI, tolerable daily
intake; DHT, 5a - dihydrotestosterone; E2, 17 - estradiol; IR, induction ratio; ER, estrogen receptor; AR, androgen receptor
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impurities in the raw materials used for the packaging production
(Nerin et al., 2013).

In the EU, paper-based food packaging materials have to comply
with basic rules concerning safety, listed in Regulation (EC) No. 1935/
2004 on materials and articles intended to come in contact with food
(EC, 2004). Article 3 requires that food contact materials do not transfer
their constituents to food in quantities which could endanger human
health, bring about unacceptable changes in the composition of the
food or a deteriation in organoleptic characteristics. During the last few
years, several studies on the migration of chemicals from FCMs into
foodstuff and food simulants have been published, demonstrating that
the proportion of substances migrating to food is strongly dependent on
the nature of the paper product, fat content of the food, chemical nature
and volatility of the migrant, contact time and temperature
(Triantafyllou et al., 2007; SanchesSilva et al., 2009; Ziilch and
Piringer, 2010; Suciu et al., 2013). Well-known migrants from paper
and board include mineral oils, ink photoinitiators, dialkyl phthal
polyaromatic amines and per- and polyfluorinated substances
(Biedermann and Grob, 2010; Fierens et al., 2012; Bradley et al., 2013).
Van Bossuyt et al. (2016) have found, that more than 6000 unique
compounds can be used in printed paper and board FCMs; many of
them might migrate and become bioavailable but have not been eval-
uated yet. Moreover, 19 of them are present in ECHA lists with sub-
stances of concemn (https://echa.europa.eu/web/guest/candidate-list-
table, accessed 26.11.2018).

Discussions on how to evaluate the safety of FCM components is still
ongoing. Recently, the European Food Safety Authority (EFSA) published
a scientific opinion on developments in the risk assessment of chemicals
in food related to the safety assessment of substances used in FCMs, in
which assessment of NIAS is only briefly discussed. According to the EFSA
report, the same approach for the toxicological assessment has to be used
for NIAS as applied to the authorized substances in FCMs. However, by
contrast to [AS in a FCM, often the presence, identity and amount of NIAS
in a FCM are simply unknown or unpredictable (EFSA, 2016). As the
requirements on food packaging have increased significantly over recent
decades (e.g. Industry guideline for the Compliance of Paper & Board
Materials and Articles for Food Contact, issued by The Confederation of
European Paper Industries, 2012, or TUV SUD website https://www.tuv-
sud.com/home-com/resource-centre/publications/e-ssentials-newsletter/
food-health-e-ssentials/e-ssentials-3-2015/regulations-for-food-
packaging-products-and-materials, accessed 26.11.2018), the need for
robust analytical and toxicological methods for safety evaluation of food
contact products becomes more urgent. It is known that some of the
migrating substances are not always detected by analytical chemistry but
result in low but measurable human exposures. Testing FCM extracts with
bioassays mimics the biological response of cells and tissues to a combi-
nation of substances released from the finished materials. Recently, a
number of bioassays applied to assess hazard of FCM components were
described for toxicological endpoints able to be expressed at low levels,
such as cytotoxicity, genotoxicity, immunotoxicity and endocrine dis-
ruption potential (Binderup et al., 2002; Goulaouic et al., 2008; Groh and
Muncke, 2017; Hansen et al., 2015; Plé et al., 2015; Van Bossuyt et al.,
2018). Several studies show that combining both chemical and tox-
icological analyses (an effect-directed strategy) presents a very promising
tool for identifying not only IAS, but also new undesirable and not pre-
dicted NIAS which may represent a considerable part of the migrating
substances and/or “cocktail effect” (Severin et al., 2017; Rosenmai et al.,
2017).

The presented study was focused on a survey of paper-based FCMs
in the Czech Republic and their assessment employing a developed
effect-directed strategy using a battery of in vitro toxicological bioas-
says with state-of-the art analytical chemistry, The aim was to better
facilitate the identification of potential problematic paper and board
FCMs and to focus specifically on improving the identification of po-
tentially hazardous components and their possible impact on human
health. The toxicological endpoints included cytotoxicity of 3T3 Balb/c
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fibroblasts, intestinal penetration, toxicity and immunotoxicity using
reconstructed human tissue Epilntestinal FT (MatTek Corp., USA),
which mimics the human gastrointestinal tract, and endocrine disrup-
tion assessed by a yeast based microplate assay Xenoscreen YES/YAS
(Xenometrix AG, CH), designed for evaluation of agonistic/antagonistic
interactions with human estrogen and androgen receptors. More than
200 extracts of commercially available paper and paperboard samples
were tested in vitro using the 3T3 Balb/c NRU cytotoxicity test in order
to screen their basal toxicity. Samples with the highest cytotoxic re-
sponse foreseen to release the highest amount of potentially harmful
chemicals were subsequently subjected to a step-by-step procedure at-
tempting to identify biologically active constituents.

2. Material and methods

2.1. Paper and paperboard samples

A total of 231 samples of paper and paperboard (samples with dif-
ferent pulp percentage of recycled matter provided by local producers,
paper household and party products obtained on the market) were
tested for cytotoxicity in this study. Samples with heavy printing were
cut and tested separately for each colour. On the basis of cytotoxicity
results, parts of 3 coloured napkins with high cytotoxicity were sub-
jected to further toxicological and analytical testing: black and white
paper napkin A with black ink print designated as A (black print) and
without ink print A (no print), multicoloured paper napkin B with red
and blue print designated as B (red print), B (blue print), and white part
designated as B (no print), and unicoloured yellow napkin C designated
as C (yellow print).

2.2. Sample extraction

For the cytotoxicity test, the paper samples were extracted in ac-
cordance with ISO EN 10993:12 (ISO, 2012) in the ratio of 0.1 g of the
material per 1 ml of Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) without
serum in chemically inert closed containers by using aseptic techniques
(extraction time: 24 h, extraction temperature: 37 "C). The extract (100%)
was further diluted in DMEM without serum to 50% and 25%.

For application on tissue models and HPLC-TOF-MS analysis of the
overall content of extractable compounds, the paper samples were ex-
tracted under identical conditions in the ratio of 0.1 g of the material
per 1 ml of deionized water.

For the endocrine disruption screen test and the targeted analyses of
paper samples, the samples (1 g) were extracted in 20 ml of acetonitrile-
ultrapure water 1:1 (v/v) at laboratory temperature for 15min in an
ultrasound bath. By adding 4 g MgS0,4 and 1 g NaCl, phase separation
was achieved. After centrifugation, the supernatant (acetonitrile layer,
approx. 10ml) was taken for subsequent chemical analyses. For the
YES/YAS assay, 3 ml of the acetonitrile extract (100%) were evaporated
under nitrogen flow and the residue was dissolved in 300 pl of DMSO
(i.e.10 x concentrated, 1000%). In the next step, a dilution plate with
logaritmic dilutions was prepared in DMSO and 2 pl of the concentrated
extract and its dilutions were transfered into the assay plates with final
volume 200 pl of testing medium, resulting in concentrations 0.316% -
1% - 3.16% - 10% and ensuring identical non-cytotoxic concentration
of DMSO (1%) in all the wells in the assay plates. The procedure of
preparation of dilution and assay plates is described in detail in
XenoScreen YES/YAS Instructions for Use (Xenometrix, 2017). The
highest tested concentration (10%) represents 10-fold dilution of the
original acetonitrile extract analyzed by HPLC and GC methods.

2.3. Toxicological tests
2.3.1. 3T3 NRU cytotoxicity test

The Neutral Red Cytotoxicity Assay was performed according to
standard 1SO EN 10993-5:2009 (ISO, 2009). Balb/c 3T3 fibroblasts
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were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium supplemented
with newborn calf serum (10%), subcultured in 96-well plates and ex-
posed to the tested extracts (100%, 50% and 25%) for 24 h. The Neutral
Red uptake (i.e. cell viability) was determined by fluorescence-lumi-
niscence reader FLXBOOTBI (BioTek). The viability of cell cultures
treated with the experimental samples was expressed as percentage of
the viability of the baseline cell culture control (treated with culture
medium without serum). The cytotoxicity of the extracts was classified
as follows: viability 70-100% no cytotoxicity, 50-70% mild cytotoxi-
city, 30-50% moderate cytotoxicity, 0-30% severe cytotoxicity.

2.3.2. Tissue model Epilntestinal (SMI-100-FT™)

The newly developed, highly differentiated, metabolically active
reconstructed tissue model Epilntestinal (SMI-100-FT™) (full-thickness)
was obtained from MatTek Corp., USA. The human cell-based 3D model
incorporates enterocytes, paneth cells, M cells, tuft cells and intestinal
stem cells into a highly differentiated, polarized epithelium. The
Epilntestinal FT tissue includes an underlying lamina propria con-
taining normal human intestinal fibroblasts, functional tight junctions
and brush borders at the apical tissue surface (www.mattek.com), see
Fig. 1.

2.3.3. Reconstructed rissue test procedure

The preparation and maintenance of the tissues were performed
according to the protocol provided by the manufacturer (MatTek Corp.,
2017). After preincubation in fresh media following transportation, the
tissues were exposed for 24h to the selected tested samples (topical
application, 100% aqueous extracts, 50 pl per tissue). After exposure,
the culture medium beneath the tissues was recovered and analyzed for
the presence of inflammatory biomarkers by ELISA and penetrated
compounds by HPLC-TOF-MS. The viability of tissues was determined
using MTT assay, based on the enzymatic reduction of MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) to formazan
salt by living cells.The formazan concentration was determined by
measurement of optical density (OD) at 570 nm by Spectrophotometer
Varian UV-VIS CARY 1E. The OD values obtained for each test sample
were used to calculate the percentage of viability compared to un-
treated control, which is set at 1009.Viability decreased under 70% of
untreated control is considered to prove toxicity/irritation.

2.3.4. Immunochemical analysis of inflammatory biomarkers

The Quantikine™ ELISA method (RnDSystems.com) was used for
detection of natural human cytokines. Concentrations of human [L-1a,
TNF-a, IL-6 and IL-8 in the culture media beneath the tissues after 24 h
incubation with selected samples were analyzed using the microplate
solid-phase ELISA for each corresponding analyte, with colorimetric
quantification performed with the use of Biotec Eon™ High Performance
Microplate Spectrophotometer at 450 nm. The quantitative data for
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exposed tissues were compared to the cytokine concentrations for ne-
gative control (100%) and interpreted as relative values. Results with
two-fold increase and higher were considered to be significant.

2.3.5. XenoScreen YES/YAS test for evaluation of endocrine disruption
potential

Commercially available yeast based reporter gene microplate assay
XenoScreen YES/YAS (Xenometrix®, Switzerland), utilizing re-
combinant strains of S ontyces cef stably transfected with
human estrogen receptor (hERa) and androgen receptor (hAR), was
performed according to the supplied standard operating procedure
(Xenometrix, 2017). DMSO

(1%) was used as solvent control. Briefly, yeast strains were pre-
cultured at 31°C on orbital shaker, until the mean value of OD
(690 nm), measured by Biotec Eon™ High Performance Microplate
Spectrophotometer, reached at least 0.2 confirming adequate culture
density. Consequently, the extracts in DMSO (concentration range from
0.03% up to 1%, the highest nontoxic concentration of DMSO) and test
controls relevant to each assay (17p-estradiol, Sa-dihydrotestosterone,
hydroxytamoxifen, flutamide) were diluted and transferred to 96-well
test plates. Yeast culture was added in the amount of 100 ul per well.
During 48 h incubation, ligands present in the sample bind to the cor-
responding receptors. After the binding of a ligand, the hERa and hAR
interact with response elements on the lacZ expression plasmid and
modulate the transcription of the lacZ reporter gene, resulting in B-
galactosidase secretion into the medium and conversion of the yellow
substrate (chlorophenol red-B-p-galactopyranoside) into a red product,
quantified colorimetrically (Biotek Eon™) at 570 nm. The measured OD
(570 nm) correlates with the amount of secreted B-galactosidase, in-
dicating the interaction of the sample with the corresponding receptor.
Growth factor (G) for each sample was calculated as viability of
sample/solvent control (1% DMSO), represented by the OD value
measured at 690 nm. Induction ratio (IR), characterizing the induction
of endocrine activity, was calculated as 1/G x net absorbance of the
sample at 570 nm-690 nm/net absorbance of the solvent control at
570 nm-690 nm.

2.4. Chemical analyses

2.4.1. Non-targeted HPLC-TOF-MS screening of extractable compounds
and tissue culture media

250l of the extract or culture medium sample was mixed with
750 pl of acetone. The resulting solution was centrifuged at —10°C and
subsequently analyzed using HPLC Agilent 1290 coupled to TOF-MS
Agilent 6220. Chromatographic separation took place on Poroshell 120
EC-C18 (3.0 x 150 mm, 2.7 um particle size) column using a gradient
of (A) ultrapure water and (B) methanol delivered at flow 0.4 ml/min.
Full negative spectra in the range 100-1700 amu were acquired and on-

Fig. 1. Histological section of the full-thickness Epilntestinal tissue (SMI-100-FT) model. H&E staining showing the columnar epithelium forming villi-like structures
and underlying fibroblasts (A - membrane, B - fibroblasts, C - columnar epithelium, D - villi-like structures).
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Fig. 2. Cytotoxicity of selected sample extracts in the 3T3 NRU cytotoxicity assay (24 h exposure) expressed as mean = SD, n = 4. Samples were tested as undiluted

(100% extracts) and diluted in DMEM without serum (50% and 25% extracts).

line recalibrated by the mass reference solution (Agilent Technologies)
analyzed simultaneously with the samples. The data were subjected to
automated spectral deconvolution, monoisotopic mass extraction and
probable elemental composition generating by MassHunter 5.0. soft-
ware.

2.4.2. Targeted analyses of paper samples

The analyses were carried out according to Vavrous et al. (2016).
One portion of the extract described in the Sample extraction section
was diluted by ultrapure water 1:1 (v/v), centrifuged and analyzed by
HPLC Agilent 1290 coupled to MS/MS Agilent 6490. The analytes were
separated on the Poroshell 120 EC-C18 (3.0 x 150 mm, 2.7 ym particle
size) column using a gradient of (A) 2 mmol/l ammonium acetate in
ultrapure water and (B) methanol delivered at flow 0.4 ml/min. The
method scope was 15 polyfluoroalkylated compounds and 3 bisphenols.

The second portion of the extract was dried over MgSO,4 and ana-
lyzed by GC Trace 1310 coupled to MS/MS TSQ Quantum XLS Ultra.
Rxi-PAH column (30 m long, 0.25mm i.d., 0.10mm film thickness,
Restek), helium carrier gas (1 ml/min) and oven temperature program
from 50 °C to 325 °C were used for separation. The method scope was 4
ink photoinitiators, 6 dialkyl phthalates, and 18 polycyclic aromatic
hydrocarbons.

3. Results

3.1. 3T3 NRU cytotoxicity

Of the 231 tested samples, only 88 undiluted sample extracts were
non-cytotoxic (i.e. viability of the cell culture was higher than 70%),
which represents 38.0% of all the tested samples. Extracts of 43 samples
were mildly cytotoxic (18.6%), 24 samples moderately cytotoxic
(10.4%) and 76 samples severely cytotoxic (32.3%), with majority of
the cytotoxic samples being printed (115 samples, i.e. 80.4% of all the
cytotoxic samples). Three samples of extensively coloured napkins with
high cytotoxicity, with and without print, were selected for further
testing for each colour (in total 6 extracts). The viability of tested ex-
tracts, expressed as percentage of untreated control viability, is de-
picted in Fig. 2. Compared to non printed parts of the samples, the
printed parts exhibited significantly high cytotoxicity for red, blue and
yellow and substantial cytotoxicity for black colour.
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Fig. 3. Epilntestinal FT viability and cytokine release after 24 h exposure of
selected extracts, expressed as mean = SD, n = 3.

3.2, Reconstructed tissue model Epilntestinal FT

The results of Epilntestinal FT tissue viability and cytokine release
following application of the selected extracts (samples A, B, C) are
summarized in Fig. 3. After 24 h treatment with 100% extracts of the
selected samples, the viability of the treated tissues did not decrease
under 70% in comparison with the untreated control. The lowest via-
bility was recorded in case of samples B (blue print) - 76.3% and C
(yellow print) - 80.3% of control. After application of sample A (black
print), the release of cytokine IL-8 was significantly increased almost 4-
fold in comparison to the untreated control. The amounts of other re-
leased cytokines IL-1a, IL-6 and TNF-a were not significantly different
from the untreated control, they were either slightly lower or higher
than control, nevertheless never reaching at least a 2-fold increase.

3.3. Endocrine disruption screen XenoScreen YES/YAS

The experiments performed in order to evaluate agonistic/antag-
onistic interactions with human estrogen and androgen receptors
yielded very weak or negative results for all of the selected samples
with the exception of sample A (black print) which showed androgenic
response, Induction ratios of solvent control (1% DMSO0), positive
controls (at defined concentrations [mol/1]) and extracts (at con-
centrations representing the % of extract used for chemical analysis) are
indicated in Table 1,
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Table 1
Induction ratios obtained in agonist and antagonist assays (mean of duplicate
wells).

YES agonist assay: induction ratio

1% DMSO (solvent 0634 0.635 0.751 0.861
control)

17-§ estradiol [mol/1] 316x10°" 1x10" 316x10° 1x10®
4.091 4.455 4.944 5.099

Extracts 0.316% 1% 3.16% 10%

A (no print) 0.682 0.635 0.632 0,617

A (black print) 0613 0.640 0.693 0.742

B (red print) 0.671 0.608 0.766 0.810

B (blue print) 0.563 0.600 0.542 0.870

B (no print) 0.636 0.625 0.600 0.602

C (yellow print) 0577 0.665 0.648 0.697

YES antagonist assay: induction ratio

1% DMSO (solvent control) ~ 5.758 5377 5644 4.831

4-hydroxytamoxifen [mol/l] 316 x1077  10°% 316x10°% 10°%

2530 1611 1.437 1.504

Extracts 0.316% 1% 3.16% 10%

A (no print) 4.651 4612 4762 4.150

A (black print) 4,851 4729 5333 5.272

B (red print) 3797 4506 5973 8.141

B (blue print) 3.782 4679 4728 7.270

B (no print) 4.271 4537 4500 4.399

C (yellow print) 4525 4078 4519 6.083

YAS agonist assay: induction ratio

1% DMSO (solvent control) 0,993 0.997 0.940 0.894
Sa-dihydrotestosterone [mol/1] 316 x10°®* 107  316x107 10°¢
3,857 1665 1316 3119
Extracts 0.316% 1% 3.16% 10%
A (no print) 1.018 0.997  0.940 0.894
A (black print) 0.771 1.071 1.454 2219
B (red print) 0.679 0.888 1,270 1.166
B (blue print) 0.760 0.778 0912 1.354
B (no print) 1.077 1.021 0.990 0.966
C (yellow print) 0.760 0778  0.909 1.301

YAS antagonist assay: induction ratio

1% DMSO (solvent control) ~ 3.825 3765 3810 3.456
Flutamide [mol/1] 316x10°* 10° 316x10% 107
25535 1694 0935 0.755
Extracts 0.316% 1% 3.16% 10%
A (no print) 2825 1765 3810 3.456
A (black print) 3.794 2914 2698 2.340
B (red print) 2,436 2917 4518 3.677
B (blue print) 2520 2676 3188 4.606
B (no print) 3.458 3379 3174 3.231
C (yellow print) 2563 2240 3230 4519
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responses at low concentrations were identified in case of extracts B
(red print), B (blue print) and C (yellow print).

3.4. Chemical analyses

An example of HPLC-TOF-MS analysis of sample A (black print),
applied on Epilntestinal FT model, is shown in Fig. 4. The resulting
chromatograms and deconvoluted compound signals (data not shown)
revealed a number of chemical compounds detected in all of the eval-
uated samples (extract, medium with penetrated compounds from the
extract and control medium from tissues treated with deionized water).
While there were some extra signals in the black printed paper extract,
these signals were not detected in the medium collected from under-
neath the tissues after application of the extract. The chromatographic
profiles of the medium after application of extract A (black print) and
control medium after application of deionized water were practically
the same, meaning that no detectable compounds penetrated from the
extract through the model. Unfortunately, it was not possible to identify
any of the peaks because of the weak or no match between mono-
isotopic mass, probable elemental composition and/or chemical com-
pound.

In order to learn more about the composition of the printed napkins,
targeted chemical analyses were performed on the six selected extracts.
Total of 13 compounds were identified in the printed samples and are
listed in Table 2, while other target compounds were below the LOQs in
all samples. All the tested samples contained at least one phthalate and
photoinitiator. Sample A (black print) exhibited generally the highest
levels of the detected analytes. Polycyclic aromatic hydrocarbons in
significant concentrations were identified exclusively in this sample.

4. Discussion

Food contact materials are expected to be safe avoiding human
exposure to undesirable substances migrating from the packaging
during contact with food and inducing systemic effects via the GIT. This
study was aimed on the assessment of potential health risks of paper-
based FCMs with regard to released chemicals, implementing a step-
wise approach combining chemical and biological procedures.

The cytotoxicity assays are generally used as first-line tests for as-
sessment of basal toxicity of e.g. medical devices, consumer products
such as cosmetics, toys and articles for children under 3 years of age, or
other materials expected to come into direct contact with human body
cells and tissues (Tomankova et al., 2011; Vinken and Blaauboer, 2017;
Almeida et al., 2017). In our study, for the 3T3 NRU cytotoxicity assay
sample extraction in culture medium, a polar extractant, was used in
order to mimick relevant biological availability and realistic exposure
pathways, while avoiding the toxicity of other extract vehicles more

itable for chemical analyses. The results of the presented study ver-

In the YES agonist assay none of the extracts showed estrogenic
response indicated by increased IR comparing to 17-§ estradiol as po-
sitive control. In the YES antagonist assay only extracts B (red print)
and B (blue print) showed very weak anti-estrogenic response at con-
centration 0.316% comparing to 4-hydroxytamoxifen as positive con-
trol. Weak increase of agonistic activity of the internal standard (17p -
estradiol present in the media as a strong agonist at concentration
10~ mol/1) was identified in case of extracts B (red print), B (blue
print), C (yellow print) at 10% concentration.

In the YAS agonist assay, weak dose-dependent androgenic response
in case of extract A (black print) was identified comparing to Sa-di-
hydrotestosterone (DHT) as positive control, Extracts B (red print), B
(blue print), C (yellow print) showed also very weak agonistic re-
sponses. In the YAS antagonist assay, weak but dose-dependent anti-
androgenic response was identified in case of extract A (black print)
comparing to flutamide as positive control. Weak anti-androgenic

ified high sensitivity of the 3T3 NRU cytotoxicity test enabling to detect
minor differences in the toxicity potential of paper samples. From the
total of 231 samples, three samples of extensively coloured napkins
with high cytotoxicity were selected for further separate testing of each
colour resulting in 6 extracts. The aim was identification of their po-
tential biological effects and presence of selected chemicals with an
expected migration potential.

With the aim to evaluate the effects of the extracts (i.e. mixtures of
unknown composition, potentially consisting of undesirable chemicals
responsible for adverse effects) on GIT tissues, the study on re-
constructed human model Epilntestinal FT was performed. The 3D re-
constructed model of human intestine provides more realistic tissue
response in comparison with the isolated fibroblast cell monolayer 2D
culture. Three-dimensional models differ from standard 2D cultures
mainly in cell-cell interactions or cellular mechanics. Controlled in vitro
conditions and specific scaffolds allow the polarization of the cells,
enabling them to differentiate in an organized tissue complex with

appropriate morphologies, to migrate, communicate, mature, present
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Fig. 4. Total ion current chromatogram of the applied extract A (black print), culture medium containing components of the applied extract A (black print) which
have penetrated through the reconstructed tissue model Epilntestinal FT, and control culture medium from tissue models treated with deionized water.

more biochemical factors and tissue-specific functions, e.g. barrier
function, stress response, regeneration, advanced signaling or man-
agement of nutrients and waste due to the cell gradient, i.e. penetration,
absorption, excretion (Nam et al., 2014; Duval et al., 2017). Histolo-
gical cross-sections showed that Epilntestinal tissues closely resemble
native human small intestinal tissue, form brush borders, tight junc-
tions, mucous secretory granules, etc. Characterization of this in vitro
small intestinal tissue model showed interesting toxicological endpoints
to be further studied, e.g. induced upregulation of cytokines such as IL-
6, IL-8 and GRO-a, synthesis of tight-junctions or variations of epithe-
lial permeability (Ayehunie et al., 2017; Markus et al., 2017).

In our study the extracts severely cytotoxic in the 3T3 NRU assay
did not affect the viability of the complex human tissue despite pro-
longed exposure for 24h due to its barrier function affecting the

bioavailability of the extracted components in the tissue. The ELISA
immunoassay of the culture medium obtained after the 24 h exposure of
Epilntestinal to the 6 selected extracts revealed a significant increase of
the inflammatory cytokine IL-8 only for the sample A (black print). The
intestinal epithelial barrier is maintained by expression of tight junc-
tions that connect adjacent epithelial cells and seal the paracellular
space. Release of specific cytokines is critical for the maintenance of
intestinal barrier function through promoting antipathogen responses
and regeneration of epithelial tissues. Disruption or alterations of these
processes, including cytokine release, may result in alterations of epi-
thelial permeability or improper immune responses leading to in-
appropriate inflammatory reactions. Interleukin-8 has been found to
function as an attractant of polymorphonuclear inflammatory leukocyte
infiltrate, contributing in regulation of immune pathways, pro-

Table 2
Occurrence of analytes quantified in selected paper samples with concentrations expressed in ng/g.
Chemical group Compound Samples LOQ
A Black print A Noprimt  BRed print B Blue print No print  C Yellow print
Dialkyl phthalates Bis(2-ethylhexyl) phthalate 390 1200 < LOQ 150 120 230 100
Diethyl phthalate 520 73 220 180 70 120 31
Diisobutyl phthalate 1800 280 1000 530 < LOQ 680 110
Diisononyl phthalate < LOQ 230 < LOQ < LOQ < LOQ = LOQ 200
Di-n-butyl phthalate 2400 250 1200 400 < LOQ 350 190
Ink photoinitiators Benzophenone 1300 160 220 300 170 233 15
Ethyl-4-dimethylamino benzoate 6.0 = LOQ < LOQ < LOQ < LOQ = LOQ 4.0
Polycyclic ic hydrocarb < LOQ < LOQ 110 < LOQ < LOQ < L0Q 29
Acenaphthylene 130 < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ 16 7.2
Anthracene 150 < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ 19 5.7
Fluoranthene 70 < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ =< LOQ 56
Pyrene 1000 = LOQ < LOQ < LOQ < LOQ = LOQ 5.1
Other Anthraquinone kg < LOQ < LOQ < LOQ < LOQ 58 18

31
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inflammatory or tolerogenic responses, resulting in the maintenance of
intestinal homeostasis (Brenner et al., 2014; Elshaer and Begun, 2017;
Wang et al., 2017).

Our results showed that although the cytotoxicity of the black
printed paper extract in the 3T3 NRU assay was relatively lower in
comparison with red, blue and yellow paper samples and the viability
of Epilntestinal tissues was not affected, the elevated IL-8 suggests a
latent potential of innate immune reaction in response to the black
printed extract (i.e. a mixture of unknown composition, presumably
containing chemicals responsible for the effect). Exhaustive identifica-
tion of the extract composition was not the subject of this study,
however, the non-targeted HPLC-TOF-MS analysis of the 6 selected
extracts and the culture medium after exposure of Epilntestinal tissues
to the extracts was performed, in order to evaluate the penetration
potential of the extract components through the tissues. This method
distinguished between the chemical composition of the tested extract,
culture medium containing compounds after penetration through the
reconstructed tissue, and untreated culture medium, however, no sig-
nificant penetration of xenobiotics has been observed, indicating ap-
propriate barrier properties of the reconstructed tissues which mimic
the protective function of native gut mucosal intestinal barrier in vivo.
Aqueous extracts have been applied on the Epilntestinal tissues because
of initial considerations of biorelevance, bioavailability and the fore-
seen biological exposure scenario in the gut. Organic solvents as me-
thanol, ethanol, DMSO or acetonitrile, used for extraction of lipophilic
substances for chemical analyses are not relevant for testing bioavail-
ability to estimate possible exposure under biological conditions in the
GIT. Therefore, the applied aqueous extracts in our study may not
contain organic (lipophilic) substances in sufficient amounts to be de-
tected by targeted LC and GC methods and the above reported biolo-
gical effects in cytotoxicity and Epilntestinal tests are likely to be eli-
cited by combined effects of a cocktail of water-soluble chemicals at
very low concentrations, none of which could be identified by the non-
targeted HPLC-TOF-MS analysis. HPLC-TOF-MS did not prove to be an
effective tool for substance identification in this study, however, it may
be used as a screen metod to detect the total penetration potential of
samples of unknown composition. The results obtained with the aqu-
eous extracts, however, suggest in agreement with other studies
(Ayehunie et al., 2018) that the Epilntestinal tissue is capable of
modeling innate tissue responses, including immune reactions induced
by combined effects of substances at very low concentrations, and can
be a useful tool used to study the complex interactions of human in-
testinal epithelium with xenobiotics and samples of undefined compo-
sition. Current literature proposes further intensive research focused on
intestinal health, as it seems to be an underappreciated target in the
toxicity assessment. Results from recent studies suggest that not only
food contaminants, but also food additives or substances migrating
from food contact materials may adversely affect intestinal junction
leakage resulting in intestinal entry of foreign antigens which might
subsequently activate the autoimmune cascade (Lerner and Matthias,
2015; Groh et al., 2017).

A number of substances which are suspected of induction of sys-
temic effects such as endocrine disruption were recently identified in
paper FCMs, as a result of the manufacturing process (Vipenka et al.,
2016; ECHA et al., 2018; EU, 2018). The YES/YAS screens are widely
used in spite of limitations such as problems with materials that have
fungicidal activity or inhibit cell proliferation, solubility, permeability
or transport across the cell wall. Their advantage is the absence of
complex gene-regulating networks in the yeast cells ensuring that no
cross talk is possible between other hormonal pathways and only the
respective hormonal signaling (i.e. receptor binding) is captured. Var-
iants of the yeast-based assays (Saccharomyces cerevisize and Arxula
adeninivorans) carrying the human ERa-receptor have recently been
standardised within the International Organization for Standardization
in ISO 19040 series (IS0, 2018). The YES is already included in the
OECD Conceptual Framework. and both YES and YAS assays could be
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considered to be functionally similar to the ER and AR stably trans-
fected transactivation assays (OECD, 2018).

Our YES/YAS test results confirmed weak endocrine activity of
printed extracts, i.e. antiestrogenic, antiandrogenic and androgenic, the
most prominent being recorded for the sample A (black print). The
androgenic result is unexpected, as most of the contaminants detected
in FCMs have been previously reported as anti-androgenic. Many of the
contaminants expected to be released from food contact materials (e.g.
photoinitiators, phthalates, bisphenols, polyaromatic hydrocarbons)
have been previously reported to react with estrogen or androgen re-
ceptors (Vinggaard et al., 2000; Tarnow et al., 2016; Peijnenburg et al.,
2010; Cavanagh et al., 2018; Kharlyngdoh et al., 2018; Yost et al.,
2019). There is still very little data in the literature reporting con-
taminants with agonist activity to the androgen receptor, most of the
substances are widely recognized as anti-androgens. A few compounds
of the same classes as were detected in our study in the black-printed
sample (e.g. benzo(a)pyrene or some benzophenones) were described to
show unexpected very weak agonistic activity (Kawamura et al., 2005;
Villeneuve et al., 2019). As androgen agonists, some brominated flame
retardants (e.g. 1, 2-dibromo-4-(1, 2-dibromoethyl) cyclohexane),
photoinitiators, polychlorinated biphenyls, fatty acid methyl esters and
herbicides were identified very recently (Peijnenburg et al., 2010; Hao
et al., 2016; Lynch et al., 2017; Kharlyngdoh et al., 2018; Zhang et al.,
2018). Androgen receptor agonists were found to cause additive re-
sponses in a mixture (Blake et al., 2010). In our study, the results of YES
antagonistic assay indicated possible additive effects of (un)identified
components in the extracts, resulting in increased agonist activity of the
internal standard (17p - estradiol present in the media as a strong
agonist at concentration 10~ % mol/1).

The six extracts of the printed napkins were subjected to parallel
chemical analyses, focused on selected groups of chemicals previously
reported to migrate from FCMs and simultaneously exhibit endocrine or
immunomodulatory activity, in order to identify the most chemically
loaded samples. Quantification of selected contaminants using targeted
LC and GC methods after solvent extraction confirmed the content of
phthalates and photoinitiators at low concentrations in all samples,
including those with no print, confirming their regular presence in the
raw paper material used in the manufactunn,g process (see Table 2).
The highest content of phthal and several PAHs
including pyrene was found in the sample A (black print), a party
napkin with extensive black printing. This finding may explain the in-
crease of [L-8 in Epilntestinal tests as PAHs have been reported to have
immunomodulatory effects due to upregulating mRNA level and indu-
cing secretion of not only IL-8, but also several other cytokines (Pei
et al., 2002; Tamaki et al., 2004; Goulaouic et al., 2008; Plé et al.,
2015). Numerous studies confirmed, that phthalates may affect cell
differentiation and regenerative and inflammatory processes both in
vitro and in vivo (Hansen et al,, 2015; Robinson and Miller, 2015;
Kurohane et al., 2017). The presence of higher content of bis(2-ethyl-
hexyl)pthalate and diisonyl pthalate in sample A (no print) compared to
sample A (black print) was surprising. We speculate that the input raw
material quality and manufacture technology result in non-
homogenicity of the finished product and/or that the following printing
process may affect the release of these phthalates during extraction (e.g.
due to reaction with the ink components).

In our study, the black printed sample turned out to be the most
hazardous FCM with substantial cytotoxicity, eliciting IL-8 in re-
constructed human intestinal model and exhibiting also weak agonistic
and antagonistic activity to human androgen receptor. The extract of
this sample contained the highest levels of organic xenobiotics sus-
pected of reprotoxicity or other adverse toxicological effects. Heavily
printed uncoated FCMs are recognized not to be suitable for direct
contact with food in compliance with the Industry Guideline for the
Compliance of Paper & Board Materials and Articles for Food Contact
(2012). Particularly food with very high moisture content (for example
liquid food or wet chilled products) might cause disintegration of the
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material and extensive migration of xenobiotics into the food. For these
food types coated paper and board is commonly used, and in the great
majority of applications direct food contact is with a plastic layer,
paraffin or wax emulsion enhancing water vapour, water and oil re-
sistance (Nowacka et al., 2018).

Extracts of FCMs are mixtures containing unknown number and
volume of unidentified active substances presumably in low con-
centrations, however, with possible supportive combined interactions
resulting in overall biological effects. The mode of action has been es-
tablished only for a limited number of chemicals but the effects of
mixtures are becoming the focus of toxicology. Numerous studies on
mixtures showed that substances in very low concentrations may ex-
hibit combination biological effects, e.g. agonism, antagonism, ad-
ditivity, synergism or potentiation. Increase of agonistic activity of in-
ternal standards in antagonist assays indicates possible additive effects
of (un)identified substances present in the mixture (i.e., extract) at very
low concentrations. Pleiotropic combined interactions of various po-
tential ligands, present in the extract, must be considered, when eval-
uating samples representing mixtures. Current studies suggest novel
methods for mixture evaluation, criticising previous approaches, e.g.
additive models to be unable to represent the effects of partial agonists
due to lesser efficacies compared to native hormones (SCHER, SCCS,
SCENIHR, 2012; Brinkmann et al., 2018). Therefore, evaluation of
biological effects with consequent chemical analysis detecting the most
suspected compounds is a relevant approach for safety evaluation of
chronic exposure in low doses (Balaguer et al., 2017; Gross et al., 2017).

Since the chemical identity of the majority of the migrating com-
pounds from FCMs can not be established, the safety assessment based
on toxicological data on individual compounds and determination of
the respective ADI or TDI values is not feasible. This fact illustrates the
need for a global safety assessment of the total migrates from food
contact paper and effectivity of novel alternative methods able to
evaluate the overall effects of mixtures in extracts and consumer pro-
ducts. A screening strategy including chemical analyses of FCMs and
detection of their overall biological effects seems to be applicable to
obtain basic data for the weight-of -evidence approach in safety as-
sessment of consumer products.
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irritation assessment. The chemicals were tested in
two independent runs by MatTek In Vitro Life Science
Laboratories.

For the EpiOcular EIT (OECD TG 492), a sensitivity
of 96.9% and specificity of 86.7% with an accuracy of
95% was obtained overall and for both runs separately
(100% concordance). For the EpiOcular ET-50 method,
the overall accuracy of 74.5%, an FNR of 3.1% (Classified
versus Not classified) and FPR of 3.4% (Classified ver-
sus Not classified) were achieved. Furthermore, about
79% of the Cat 1 liquids and 69% of the Cat 1 solids
and 68% of the Cat 2 liquids and about 61% of the Cat
2 solids were identified correctly. The results of these
studies seem promising with regard to the evaluation of
inclusion of these test methods in an integrated testing
strategy (I'TS) for eye irritation assessment.

This research was funded by CEFIC-LRL. We
acknowledge Cosmetics Europe for their contribution
in chemical selection. The research has been recently
published in the special issue of Toxicology in Vitro,
CONS4EL Consortium for in vitro Eye Irritation testing
strategy, Edited by: An Van Rompay, Sandra Verstraelen.
Volume 49, Pages 1-116 (June 2018).
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SELECTED BISPHENOLS AND PHTHALATES
SCREENED FOR ESTROGEN AND ANDROGEN
DISRUPTION BY IN SILICO AND IN VITRO METHODS
Dvotakova M. 1.2, Kejlova K., Rucki M.!, Jirova D.1.2
INational Institute of Public Health, Srobdrova 48, 100 42 Prague
10, Czech Republic; 2Third Faculty of Medicine, Charles University
in Prague, Ruskd 87, 100 00 Prague 10, Czech Republic

Endocrine disruptors are substances capable to bind to
specific receptors similarly to endogenous hormones,
thus potentially contributing to endocrine system
disturbances and consequent system disorders. Sources
of exposure may come from industry or agriculture,
including consumer products, e.g. food packaging
materials, thermopaper, plastics, household products
or cosmetics. [nteraction of ligands with receptors is a
molecular initiation event that leads to complex effects.
The physiological receptor mechanism may be affected
either by direct receptor binding of the exogenous ligand
to the receptor, resulting in activation (agonistic activ-
ity) or inhibition (antagonistic activity), or consequent
modulation of associated signaling pathways regulation.
Human receptors may share ligands with variable affin-
ity and efficacy. Certain substances may be persistent,
resulting in bioaccumulation in the food chain as well as
in the organism. Others may be quickly metabolized and
act for a limited time. Therefore, exposure to endocrine
disruptors cannot be simply investigated in humans
since it is influenced also by individual environmental,
medical and social factors. These facts complicate the
detection of negative effects in vivo. Development and
use of in silico screening tools and in vitro methods is
therefore effective for first-level screening and should
be used more intensively. In our pilot study, selected

IS5N: 13376853 fprintwersion) | 1337-9569 felectronic version)
(print

bisphenols and phthalates were tested using OECD
QSAR Toolbox, Stably Transfected Transactivation
In Vitro Assay to Detect Estrogen Receptor Agonists
(OECD TG 455) and yeast-based microplate assay (in
compliance with Draft ISO/DIS 19040) in order to
determine the interactions of the tested chemicals with
human estrogen and androgen receptors. In vitro results
correlated well with in silico prediction for phthalates
predicted as non binders, while predictions for bisphe-
nols differed slightly. Both in vitro biological methods
exhibited good concordance of results regarding the
estrogenic activity. Minor discrepancies were detected
for certain bisphenols due to cytotoxicity elicited in
higher concentrations. Substances showing strong
estrogenic activity exhibited parallel activity on the
androgen receptor. The research article also summa-
rizes recent developments in legislation with reference
to in vitro methods suitable for screening of endocrine
disruption.

Supported by ERDF/ESF project " Insernatignal comperitveness of NIPH

m research, deveiopmen: and educarion i aiername toxirological
mathod: * (No. CZ.02.1.01/0.00.0016_019/0000560).
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FORMULATION OF APOFERRITIN NANOCARRIER
WITH ENCAPSULATED ELLIPTICINE

AND STUDY OF ITS PROPERTIES

Indra R.' Wilhelm M., Cerna T.", HegefZ 2, Dostalova S.2,
Adam V%, Eckschlager T.3, Stiborova M."

iDepartmenrof hochamstry Faculty of Science, Charles
University, Prague 2, Czech Republic; ZDepartment of
Chemistry and Biochemistry, Laboratory of Metallomics and
Nanotechnology, Mendel University in Brno, Bmo, Czech
Republic; IDepartment of Pediatric Hematology and Oncology,
2nd Faculty of Medicine, Charles University and University
Hospital Motol, Prague 5, Czech Republic

One of the approaches to decrease the adverse effects of
drugs is their encapsulation inside a suitable nanocar-
rier, allowing for a targeted delivery to tumour tissue
whereas avoiding healthy cells. Apoferritin is the iron-
free form of ferritin, a naturally occurring iron-storage
protein. Using apoferritin as a nanocarrier has the
potential to move undetected through the body without
inducing any resistance from the immune system of the
patient. Furthermore apoferritin can be modified with
recognition ligands to achieve tumor-specific targeting.
The simple-to-use encapsulation protocol (creating
ApokElli) was developed and the prepared nanocarrier
was characterized. The nanocarrier exhibits narrow
size distribution, which suggests being suitable for
entrapping of the hydrophobic molecule of ellipticine.
The release of ellipticine at acidic (6.5) and neutral (7.4)
pH was studied. Ellipticine is gradually released from
its ApoElli form into the water environment under
acidic pH; more than 80% ellipticine was released after
48 hrs incubation at pH 6.5. In contrast at pH 74 less
than 20% was released. ApoElli is also stable after its
storage at physiological pH (74) up to 1 month at 4 °C.
The presence of membrane particles accelerates release
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of ellipticine from Apo-Elli and makes it possible to be
transferred into microsomes even at pH 7.4. Microsomal
cytochromes P450 are capable of oxidizing free ellip-
ticine and/or its ApoElli form to its metabolites and
generating covalent ellipticine-derived DNA adducts,
both under pH 7.4 and 6.5. The form of ellipticine plays
essentially no role in these processes. The ApoElli is
toxic to UKF-NB-4 neuroblastoma cancer cells but
exhibits significantly lower toxicity for non-malignant
cells (non-malignant fibroblasts, HDFn cells).

The work was by GACR (I17-125165) and Charies University
(204025:2012).

06
APOFERRITIN NANOCAGE FOR ELLIPTICINE
DELIVERY TO NEUROBLASTOMA CELLS

Cernd T.).2, Hrabéta J.2, Indra R, Heger 2.3,

Adam V.3, Eckschlager T.2, Stiborova M.!

T Department of Biochemistry, Faculty of Science, Charfes
University, 128 43 Prague, Czech Republic; 2 Department of
Pediatric Hematology and Oncology, 2nd Medical Faculty,
Charies University and University Hospital Motol, 150 06 Prague,
Czech Republic; I Laboratory Metallomics and Nanotechnology,
Mendel University in Brno and Central European Institute of
Technology, Brno University of Technology, Brno, Czech Republic

Recently, nanoparticles have been widely investigated
for delivery of anticancer drugs. Apoferritin is a natural
nontoxic iron carrier and has a natural hollow struc-
ture that can be used to store small molecules such as
cytostatics. The aim of our study was to compare the
cytotoxic effects of anticancer drug ellipticine loaded
in apoferritin (APOELLI) and free ellipticine (ELLI)
on neuroblastoma cells UKF-NB-4, chemoresistant
sublines derived from this cell line, and normal human
fibroblasts (HDFn), as a model of non-malignant cells.
We show here that the cytotoxicity of APOELLI is
lower than cytotoxicity of free cytostatic, but APOELLI
induces more double strand breaks than free ELLI in
neuroblastoma cells. Moreover, cytotoxicity of drug
loaded apoferritin is significantly lower for HDFns.
Further, using fluorescence microscopy, we have shown
that apoferritin can deliver drugs inside cells and the
drug exerts their effect thereof. Fluorescence intensity
of ELLI/APOELLI in nuclei of neuroblastoma cells is
significantly higher than in those of HDFn, because
ELLI/JAPOELLI is more sequestrated in lysosomes
in fibroblasts. The extent of APOELLI enter into the
UKF-NB-4 cells correlated with formation of covalent
ELLI-derived DNA adducts in these cells; the levels of
ELLI-DNA adducts generated by APOELLI were 67%
of those formed by free ELLL The results found in this
study seem to be promising, because encapsulation
does not affect toxicity of cytostatic and improves drug
stability. We suppose that apoferritin with encapsulated
ELLI is targeted to the several cancer cells including
neuroblastoma through receptors TfR 1 and/or SCARA
5 which are expressed in many cancers.

Supparted by the grant GACR 17-128165 and GAUK 998217.

interdisciplinary Towicology. 2018 Vel 11(1)
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DNA ADDUCTS FORMATION BY PLANT
ARISTOLOCHIC ACID IS UNIQUE BIOMARKER
OF EXPOSURE AND EXPLAIN THE INITIATION
PHASE OF UPPER UROTHELIAL CANCER
Stiborova M., Arit V.M.2, Schmeiser H.H.3
IDepartment of Biochemistry, Faculty of Science, Charles
University, Albertov 2030, 128 40 Prague 2, Czech Repubiic;
2Analytical and Environmental Sciences Division, MRC-HPA
Centre for Environment and Health, King's College London,
London SET 9NH, United Kingdom; 3German Cancer Research
Center, 69120 Heidelberg, Germany

Aristolochic acid (AA) is an alkaloid causing aristolo-
chic acid nephropathy (AAN) and Balkan endemic
nephropathy (BEN) that are renal diseases often associ-
ated with upper urothelial cancer (UUC). The formation
of covalent DNA adducts by carcinogens is considered
to be one of the earliest steps in the initiation phase of
cancer development. Moreover, the covalent binding of
carcinogens to DNA, which is causally related to tumori-
genesis, is now considered as a central dogma of chemi-
cal carcinogenesis. This belief is supported by various
observations, such as the facts that: (i) the carcinogenic
properties of many carcinogens is dependent upon their
activation to reactive electrophilic derivatives, which
react with nucleophilic sites within DNA; (ii) the extent
of DNA adduct formation can frequently be correlated
with the magnitude of carcinogenic responses; and (iii)
mutations in certain tumour suppressor genes and the
activation of several proto-oncogenes can be mediated
by the interaction of carcinogens with DNA. However,
since humans are exposed not only to one but to a
complex mixture of carcinogens, direct proofs of an
association of exposure to the development of a specific
cancer type are rare. The plant carcinogen AA is one
of the rare examples where a distinct environmental
exposure is linked to tumour development in humans.
This study demonstrates the significance of AA-derived
DNA adducts in the aetiology of UUC leading to specific
AT to T:A transversion mutations (mutational signa-
ture) in AAN/BEN-associated tumours, which are oth-
erwise rare in individuals with UCC not exposed to AA.
Therefore, such DNA damage produced by AA-DNA
adducts is one rare example of the direct association of
exposure and cancer development (UUC) in humans,
confirming that the covalent binding of carcinogens to
DNA is causally related to tumourigenesis. Even though
aristolochic acid | (AAI), the major component of the
natural plant extract AA, might directly cause intersti-
tial nephropathy, enzymatic activation of AAl to reactive
intermediates capable of binding to DNA is a necessary
step leading to the formation of AA-DNA adducts and
subsequently AA-induced malignant transformation.
Therefore, AA-DNA adducts can not only be utilized
as biomarkers for the assessment of AA exposure and
markers of AA-induced UUC, but also be used for the
mechanistic evaluation of its enzymatic activation and
detoxification. Differences in AA metabolism might be

Copyright © 2018 SETOX & Insttute of Experimental Pharmacology and Towcology, (EM SASc
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Screening of endocrine disruptors and
their impact on human health

Marketa Dvorakova®™’, Kristina Ke_;fova Marian Rucki 1,, Hana Bendova’,
Pavel Kohout®, Jitka Tomesova® and Dagmar Jirova >

National Institute of Public Health . Prague, Czech Republic; *Third Faculty of Medicine, Prague, Czech Republic;

*Thomaver Hospital, Prague, Czech Republic

Endocnne disruptors are hormonally active substances, of natu-
served adverse developmental reproductive, neurological and
mmune effects. It is a specific group of compounds, which may
be the hgands of human estrogen or androgen receptors due to
their molecular weight and structwre, and thus, depending on
the degree and frequency of exposure, have the ability to af-
fect endocrine system erther by blocking or activating the recep-
tor. Growing evidence suggests that low concentrations under
chronic exposure dunng developmental peniods of the organ-
15m may result in adverse effects in later penods of life. Certamn
compounds with endocrine disrupting effects can be found m a
number of chemical groups, e.g. steroids, cyclic hydrocarbons,
phenols, flavonoids, phtalates, parabens, biocides, plasticizers,
toxic metals and other substances. They may be released from
products intended for consumers, e.g. cosmetics or toys, every-
day items. household products, medical devices and other prod-
ucts coming from industry or agnculture. Packaging matenals,
from which the hazardous substances may migrate mto fimished
products, may represent health nsk as well. Estrogenic endo-
crine-disrupting chemicals are found mn environmental and bio-
logical samples, commercial and consumer products, food. and
numerous other sources.

We have used in silico approach and two in vitre accessible
tools swmtable for detechon of estrogemic and anh-estrogemic
chemicals — ER TA assay (OECD TG 455) and the yeast based
Xenoscreen YES/YAS assay (Xenometrix®). Bisphenol A and
its analogues showed estrogenic actmaty, which may be simmlar
to 17p-estradiol and already legpslatively regulated Bisphenol

A All tested bisphenols showed agomstic and antagomistic ac-
tivity to the human estrogen receptor. Only BPZ showed weak
agomstic activity to the androgen receptor Analogous chenmu-
cals, which are produced and available on the market. are sus-
pected to be replacing those already evaluated and regulated
(e.z. Bisphenol A) and thus should be of considerable mterest
for testing and evaluation. Chemucals with positive results m the
in vitro systems are suspected to cause adverse effects in vivo.
At the international level, the improvement of testing strateges
and methods alternative to ammal testing 15 highly required and
has been discussed in the context of EU and global legislation.
Increasing pressure on testing of endocnine disruption potential
m the near futwre 15 very anticipated, along with efforts to re-
duce the potential exposure of humans, paricularly of sensitive
populations.

The research was supported by Mimstry of Health Czech Re-
public — conceptual development of research organizahon (“Na-
tional Institute of Pubkic Health - NIPH, IN: 750103307).
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SCREENING OF ENDOCRINE DISRUPTORS
AND THEIR IMPACT ON HUMAN HEALTH

Dvorakova M.%, Kejlova K.%, Bendova H.”, Rucki M.®, Kohout P.?, Tomesova J.%, Jirova D.%%
® National Institute of Public Health, Srobérova 48, 10042 Prague 10, Czech Republic
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INTRODUCTION

Endocrine disruptors are hormonally active substances of natutal of synthetic origin, affecting
the endocrine (hormonal) systems of humans. They have been associated with clinically
observed adverse developmental, reproductive, neurological and immune effects which
may appeat in later periods of life after early developmental exposure. Endocrine disruptors
comprise vatious chemicals, e.g. steroids, cyclic hydrocarbons, pheaoks, flavonoids, phtalates,
mmm-ﬁmhﬂm“wm
tosic metals and ether T A N i T

Table 1. Chemical structure of tested bisphenols

Table 2. Prediction of potential binding affinity on human ERa of selected
bisphenol

@ Third Faculty of Medicine, Charles University in Prague, Ruska 87, 100 00 Prague 10, Czech Republic; @ Thomayer Hospital, Videfiska 800, 140 59 Prague 4, Czech Republic
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and numerous othet sources.

A the owel, gies and methods is highly required
and has been discussed in the context of EU and global legislation. Analogues to already

two available in vitro methods sufable for detection of endocrine activity of these chemicals
on human estrogen and androgen receptors.

MATERIALS AND METHODS
W Chemicals analogous 1o bisphenol A (EPA), L. BPAF, EPF, BPS, BPZ, B, BAP (Sigma Aldrich)

standards (Methoxychlor, 17p-estradiol, Sigma Aldrich). Chemical structute of the tested
compounds is indicated in Table 1.

nsilico approach utiizing OECD QSAR Tool

reoepier
‘molecular weight and parttion toefficent octanol-water of the screencd compounds.
mqsnm:u: database allows 10 categorize the screened compounds
9roups, e.g. very strong bindet binder, non bindet,

of taciin

according to
luhlﬂﬂll
[ ] Ammuumuw&ﬂhm

Rssay (ER TA), OECD 16 457), was
Kindly provided by Prof. Michael Denison, UIC Davis, Caifornia, UISA, fot rescarch purposes
Fig. 1). binding ‘substance to ERa. Lucferase

as the measure of the ERax receptor activation by the tested substances (Fig. 2. 3).
A VESIYAS, ix®,

Switzerland) designed for detection of estiogenic and androgenic 3gonistIUANLAGoNIStC
activities of chemicals and water samples, using recombinant Saccharomyces cerevisise
ER:

105t 10 ER TA (OECD TG 457) method. The assay was performed according to the provided
standard procedure, using the supplied standardized material and chemicals.
The OD of the red product resulting from conversion of the yellow substrate after
searetion of [-galactosidase was measuied on Biotec Eon ™ High Performance Microplate
Spectrophotometer at 570 nm. The ODsy of the end product in comparkson with controls

[ «orelation with vity of the ig.4-7).

® Insilico results obtained with the use of DECD QSAR Toolbox predicted all the screened
compounds as very strong binders of estrogen receptor a.

W In both in vitro bioanalytical tests, BPA and all tested analogues showed similar
estrogenic activity comparing to 17§-estradiol (Fig. 2.3.4).

= B8P and BPF showed a potential of even higher estrogenic activity comparing to BPA
in both in vitro assays (Fig. 2. 4).

® Significant antagonistic activity to human ERa was not dearly confirmed for any
of the tested compounds comparing to &-hydroxytamaoxifen used as a positive control
(Fig.5).

B BPZ showed weak agonistic activity to human androgen receptor while BPA and BPF
were not identified as agonists of human androgen receptor in the yeast reporter
gene assay comparing to Sa-dibydrotestosterone as a positive control (Fig. 6).

= BPA and BPF y to human androgen feceptor

comparing ¥ porter gene assay (Fig. 7).
B New chemicals being developed as replacement of compounds already confirmed

and tegulated as endocrine distuptors (e.g. BPA) should be the subject of thorough
evaluation to avoid their contribution to adverse heaith effects caused by exposure
from multiple sources.
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A analogues using the OECD QSAR Toolbox
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validity of T3, T4 and TSH hormone
measurement and stepwise evaluation in @ Cmmhtaik
juvenile rats based on OECD TG's 422/421

Heike Marxfeld, Volker Strauss, Sibylle Groeters, Steffen
Schneider, Bennard van Ravenzwaay

BASF SE, Ludwigshafen, Germany

Introduction: With the release of the new OECD TG's 421/422 and
the OECD TG 443 the validity of thyroid hormone measurementsin
juvenile rats with commercially available test kits is re-discussed.

Material and methods: We validated ELISA kits for measure-
ment of T3 and T4 in rats and compared them regarding precision
and functional sensitivity with established radicimmunoassays
(RIA). We measured T3, T4 and TSH in PND4 and PND22 pups of
two mechanistic studies and the latter two hormones in pups of
the same age of additional four OECD TG 443 studies. T4 - and in
single studies additional TSH - were measured in PND4 and PND13
pups of 17 OECD TG 421/422 studies.

Results: Inter-individual variation of hormone values in con-
trol groups were assessed and the statistical power was calculated.
These parameters were compared with corresponding values
observed in adult rats, In pups until PND22 no sex-specific differ-
ences of the thyroid hormone levels occurred. ATy level decreasein
juvenile rats could hardly be detected with commercial ELISA and
RIA kits due to the assay sensitivity.

Conclusion: In consideration of the results, an algorithm for a
stepwise measurement of thyroid hormones in rats in the frame
of the OECD TG 421/422 including thyroid weight and histopatho-
logical findings was proposed in order to follow a scientific-based,
stepwise investigation of various cohorts in this study type.

http:/ /dx.doi.org/ 10.1016/j.toxlet. 2017.07 463

P-04-11-02
Identification of endocrine disruptors using
alternative methods @""""""‘

Markéta Dvorikovi %, Kristina Kejlovi ', Hana Bendova ',
Marian Rucki ', Adam Vavrous ', Dagmar Jirovi'

! Centre of Toxicology and Health Safety, National Institute of Public
Health, Prague, Czech Republic

2 Third Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech
Republic

0378-4274/

Endocrine disrupting substances are found in environmental sam-
ples(e.g surface water, sewage sludge, sediments, domestic waste,
outdoor and indoor air) and even in human biological samples
(e.g. blood, urine, adipose tissue). It is a specific group of com-
pounds, which may be ligands of human estrogen or androgen
receptors due to their molecular weight and structure, and thus,
depending on the degree and frequency of exposure, have the abil-
ity to affect endocrine system either by blocking or activating the
receptor, Certain compounds with endocrine disrupting effects can
be found in the chemical groups as steroids, cyclic hydrocarbons,
phenols, flavonoids, phtalates, parabens, biocides, plasticizers, sur-
factants, fire retardants, antimicrobials, UV filters, or toxic metals.
They have been associated with clinically observed adverse devel-
opmental, reproductive, neurological and immune effects. QSAR
and in vitro transactivation assays were used for screening of cer-
tain analogues of bisphenol A, phthalates and novel antimicrobials.
Presented results of the pilot study indicate a correlation of meth-
ods and detection of molecular interactions of certain compounds
with human estrogen and androgen receptors. Chemicals devel-
oped as replacement of compounds already regulated as endocrine
disruptors (e.g. bisphenol A) should be a subject of thorough eval-
uation to avoid their contribution to adverse health effects caused
by exposure from multiple sources, The research was supported
by Ministry of Health, Czech Republic-conceptual development of
research organization (National Institute of Public Health- NIPH, IN:
75010330) and by TEO2000006 Centre for alternative environment
friendly high effective polymer antimicrobial agents for industrial
applications (ALTERBIO),

http:{/dx.doi.org/ 10.1016/j.toxlet 201707 464

P-04-11-03

OECD 443 extended one generation

reproduction toxicity study: Some important Craart
considerations relating to study conduct

David Myers, Steven Renaut
Envigo, Eye, United Kingdom

In February 2015 Regulation (EU) 2015/282 amending Reach
annexes VIII, 1X and X was signed, incorporating the OECD 443
study as the preferred study for reproductive toxicology testing.
Compared to its predecessor, the OECD 416 Two-generation study,
the OECD 443 study evaluates a greater proportion of F1 offspring,
assesses endocrine disruptor related endpoints, and can result ina
reduction in animal use.
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IDENTIFICATION OF POTENTIAL ENDOCRINE DISRUPTORS
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THEME III, POSTER PRESENTATIONS

Innovative Models for Safety and Efficacy -
Models of Developmental and Reproductive Biclogy
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Identification of potential endocrine
disruptors using alternative
methods according to 3R principles

Marketa Dvorakova’?, Knistina Kejlova’, Hana Bendova’
Manan Rucki’, Adam Vavrous' and Dagmar Jirova’

'Centre of Toxicology and Health Safety, National Institute of
Public Health, Prague, Czech Republic; “Third Faculty of Medicine,
Charles University, Prague, Czech Republic

marketa dvorakova @szu.cz

Endocrine disrupting substances comprise various chemicals (eg.
cyclic bydrocarbons, phenols, flavoncids, phthalates, biocides, plastd-
cizers, surfactants, fire retardants, antimicrobials, UV filters, etc.) and
are found in biclogical samples, consumer products, food, plastics,
food contact materials, etc. /n silico and in vitro screening methods
were used for identification of endocrine disruption potential of cer-
taim analogues of bisphenol A, phthalates and novel antimicrobials.

Presented results indicate a comelation of methods and detection of
mhwlnmnmd’mm._, ds on buman zen and
androgs s. New chemicals being developed as replacement

subject of thorough evaluation to avoid their contribution to adverse
bealth effects. Alternative methods based on buman cells and tissues
are promising tools for identification of endocrine disruption in terms
of systenzic toxicity.

Supported by Ministry of Health, Czech Republic - conceptual devei-
apment of research organization (National Institute of Public Health
- NIPH, IN: 75010330).
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Quantitative image-based assessment
of morphological features

in zebrafish to improve developmental
toxicity assessment

Elisabet Teixido', Tobias Kicpling'* and Stefan Scholz!
"‘Department of Bioanalytical Ecotaxicology, Helmboltz-Zentrum
ir Umweltforschung GmbH — UFZ, Leipzig, Germany; *Scientific
Software Solutions, Leipzig, Germany

elisabet teixidoufz de

Developmental tomicological stadies are usually required in both a
rodent and a non-rodent species. Testing in a second species will not
be waived until it is demonstrated that other approaches would re-
veal the same level of information on potential developmental tox-

cluster responses and potentially derive diagnostic signatures. Some
of the substances displayed a high toxic ratio, suggesting a specific
interaction with embryonic development. In some cases, quantitative
endpoints were more sensitive than cumulative manual analysis. This
approach conmbutes to understand the predicove capacity of the ze-
brafish embryo assays and strategies to improve it.
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The role of ABCG2 in mouse
embryonic stem cell development

', Mitch Rosen’, Kelly Chandler*,
S. Charla’, Harrictte Nichols' and Edward S. Hunter IIT
'ORDVISTDVSBB, US EPA, Research Triangle Park, NC, United
States; *Office of Policy, Planning, and Evaluation, NIEHS,
Research Triangle Park, NC, United States
Hoopes Maria@epa gov

ABCG?2 is a commonly studied efflux tansporter. The role of AB-
CG?2 during early development, however, is not clear Previous studies
suggested that regpulation of ABCG?2 could be associated with altered
differentiation i mouse embryonic stem cells (mESC) via altered re-
d:ﬂ.m uoe*mmmeummmmmEsc

ton of ABCG2 in combination with chemicals predicted by ToxCast to
regulate ABCG?2 did not modify toxicity. Moreover, while inhibition of
2 increased the tomicity of certain chemotherapeutics, it did not
shift the toxicity of oxidative stressors. Hence, ABCG?2 serves a pro-
tective role durng development, although it's role in regulating redox
status is unclear. The hypothesis that regulation of ABCG2 by xenobi-
otics may be related to altered differentiation could not be supported.

This abstract does not reflect EPA policy.

ALTEX Proceedings B(f). 2017, Seasie 2017
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SLEDOVANI VLIVU ENDOKRINNICH DISRUPTORO NA ZDRAVI CLOVEKA

Mgr. Markeéeta Dvorakova, RNDr. Kristina Kejlova, Ph.D.,
RNDr. Marian Rucki, Ph.D., RNDr. Hana Bendova, Ph.D.

Vedouci prace: MUDr. Dagmar Jirova
Statni zdravotni ustav

Uvod:

Endokrinni disruptory (ED) jsou hormondlné aktivni latky, spojované s negativnimi
klinickymi ucinky, napf. na reprodukci a vyvoj. Mohou interagovat s mnoha bunéénymi
receptory a tak ovlivhovat endokrinni systém. DalSi reakce se mohou vyskytnout po
transformaci téchto litek na metabolity. Toxikologické studie doklddaji, Ze ED pdlsobi
nemonoténné, v nizkych koncentracich, jako endogenni hormony. Lidsky organismus muze
byt vystaven smésem ruznych latek, jejich synergickym, aditivnim Géinkdm a efektu
spoleéného plsobeni. Pfedpoklada se nardstajici expozice i narUst patofyziologickych
disledk( na lidské zdravi. Nejsou viak dostateéné objasnény cesty expozice a interakce s
lidskym organismem. Pomoci novych toxikologickych metod Ize véas identifikovat potencial
endokrinni disruptivity latek se zdravotnim rizikem.

Cil:

Sledovat potencial endokrinni disruptivity vybranych latek, pouzivanych ve vyrobnich
procesech nebo tvoficich souéast spotfebnich vyrobkd a obald.

Metodika:

Pomoci OECD QSAR Toolbox byly na zakladé strukturnich a vazebnych charakteristik
uréeny predpoklddané interakce bisfenolu A (BPA) a analogli BPAF, BPF, BPS, BPZ, BPE,
BPAP s estrogennim receptorem a (ERa). In silico data byla ovérovdna pomoci novych
toxikologickych metod in vitro zaloZenych na geneticky modifikovanych kmenech S.
cerevisiae a kolorimetrické detekci. Inhibice relativni odpovédi na referencni agonistickou
latku je znakem antagonistické aktivity. Metoda detekuje interakce s ERa, androgennim

receptorem (AR) | cytotoxicky efekt. Alternativou je zkouska s vyuZitim rekombinantni
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lidské bunécné linie karcinomu prsu VM7Luc4E2, exprimujici endogenni estrogenni

receptory a a v mensi mire B. Koncovym bodem je méreni chemiluminiscence.
Vysledky:

Analogy BPA byly vyhodnoceny in silico jako velmi silné ligandy ERa. V in vitro
zkouskdch vykazovaly vsSechny testované analogy podobnou estregenni aktivitu
v porovnani s 17-B estradiolem a BPA. Vyznamna antagonisticka aktivita na ERa nebyla
jednoznacné potvrzena. BPZ vykazoval slabou agonistickou aktivitu na AR. BPA a BPF
vykazovaly potencial antagonistickych Géink(d na AR.

Zaver:

Nové latky, vyvijené jako nahrada sloucenin, u nichZ byla potvrzena endokrinni aktivita
a jsou JiZ legislativné regulovany (napf. BPA), by mély byt pfedmétem toxikologickych
studii, aby bylo v&asnou identifikaci jejich vlastnosti sniZzeno zdravotni riziko v dlsledku

expozice z vice zdrojﬁ.

Podpora: Podpofeno MZCR - RVO (Stétni zdravotni dstav - SZU).
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