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Co Je endokrinni disrupce (ED)?

naruSeni hormonalni rovhovahy organismu s potencialnimi
negativnimi nasledky pro celkovou homeostazu,
reprodukcni, vyvojove a behavioralnich funkce

Co jsou endokrinni disruptory(EDCs)?

e Definice Evropské komise (1999):
Exogenni latky nebo smesi, které maji potencialni schopnost
zpusobit endokrinni disrupci u zasazeného organismu, jeho potomku

nebo (sub)populaci

e Antropogenni i pfirodni latky, které primo nebo neprimo ovlivnuji
hormonalni systém a mohou pusobit na velmi nizkych koncentracich
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Endocrine System
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- gonadotropin, rustovy h. stannius

- estradiol, testosteron

- glukokortikoidy,
mineralokortikoidy, thyroidy

- melatonin, kalcitonin, insulin,
,oxytocin®...
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« / urophysis
intestinal mucosa

ultimobranchial body\
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Lo L W . - neuropeptidy (kladeni vajicek,
PD T ] i, | 5P tep, vyvoj, rust, metabolismus)
i " - ekdysteroidy ???
o i ol i X o

- pohlavni hormony (progesteron,
ve testosteron, estradiol) ???

- neuropeptidy (kladeni vajicek, tep, vyvoj, rust,
metabolismus)

o - ekdysteroidy (svlékani, vyvoj, diferenciace bunék sinic)

-Marsalek a kol. 1993 Bioscience 76
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Mechanismy ucinku EDCs

EDCs mohou pusobit
® primo
vazbou na receptory jako:
e agonisté — chovaji se jako prirozené hormony
(napfr. ethinylestradiol, nonylphenol)

e antagonisté — blokovani receptoru pro prirozené hormony
(napr. tamoxifen, PCB 77, p,p'-DDE)

® neprimo
ovlivnénim biosyntézy, metabolismu, vyluCovani a/nebo
biodostupnosti pfirozenych hormonu
Priklad:

e inhibice aromatazy — blokovani premény androgenu na

estrogeny
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« Estrogenni
* Antiestrogenni

* Androgenni
* Antiandrogenni

» Dalsi hormonalni receptory
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Nasledky disrupce

Neschopnost udrzet zivotni funkce
Naruseni rustu & vyvoje

Naruseni odpovedi na vnejsi impulsy
Zmeny chovani

Potlacena gametogeneze
Embryonalni malformace

Zvysena karcinogeneze

Ctmp vyzkum
k ltk

v pro
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Hormonalni regulace biologickych procesu je spole¢na
charakteristika zivoCiSného kmene — projevy ED u obratlovcu |
bezobratlych

« Abnormalni funkce a vzhled stitné zlazy
* Snizena plodnost

* Snizena lihnivost

* Demaskulinizace a feminizace samcu

* Defeminizace a maskulinizace samic

e Snizené prezivani mladat

« Zména funkce imunitniho systému

« Zmény chovani

» Poruchy svlékani a rustu

= vliv na populaci = vliv na ekosystem
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« Uginky se projevi po expozici i velmi malymi davkami latek

« Uginky se pravdépodobné&iji projevi v mladatech, nez v
dospelcich

. Uginky jsou velmi ovlivhovany naCasovanim expozice -
stupnem vyvoje, na kterem byl jedinec exponovan

- Uginky odlidné b&hem doby Zivota organismu (fetus vs.
embryo vs. dospelec)

4

« Ucinky Casto opozdene
— ke kompletnim projevum nemusi dojit az do dospélosti
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Imposex

e Zkratka pro ,superimposed sex":
dodatecna tvorba samcich pohlavnich znakd v samicich
gonochoristickych pfedozabrych plzu, ktera vede ke sterilité

Je indukovan pusobenim pfirodnich i syntetickych androgenu
Byl pozorovan u vice nez 160 druht na svété

Intersex
e Zména nebo nahrazeni sami€ich pohlavnich znaku u samic
samcimi znaky a naopak
e Postupna preména morfologie samicich pohlavnich znaku k
morfologické struktufe samcich znakl a naopak
e Je hodnocen jako Intersexovy Index (ISI) = prumérna hodnota
vSech stupniu intersexu ve vzorku

Superfemale

e Abnormalni velikost, po¢et nebo funkce samicich pohlavnich organu
e Je indukovan pusobenim pfirodnich i syntetickych estrogenu
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V zavislosti na latce:
— Feminizace samcu
— Maskulinizace samic

Zmeneny pomer pohlavi

Snizena plodnost, kvalita a kvantita
spermatu

Vymizeni populaci
— Jezerni pstruh v jezere Ontario
©)
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Naruseni endokrinniho systemu
obojzivelniku
U obojzivelniku pusobi ED s na nékolika urovnich:
* v embryonalnim a larvalnim obdobi
* pri metamorfoze
* v obdobi diferenciace gonad
* v obdobi sekundarni pohlavni diferenciace a
v dospéelosti (narusenim chovani)

Obojzivelnici maji vyssi citlivost k . |
znecisténi prostredi (transdermalni prenos) S
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Endokrinni disrupce u obojzivelniku

Ovlivnéni procesu metamorfézy

Nasledkem predCasné metamorfozy
vznikaji extrémné mali jedinci,
neschopni reagovat na zmeny
prirodnich podminek, zivit se vétsi
potravou a s nizkymi energetickymi
rezervami.

Mozny abnormalni vyvoj koncetin -
vyskyt malformaci koncetin.

Ovlivnéni sexualniho vyvoje

Nékteré EDCs ovlivnuji regulaéni systém pohlavnich steroidd. Pokud takové EDCs
pusobi na populaci larev v obdobi vyvoje gonad, dochazi ke zméné pomeéru
pohlavi, intersexu.

Ovlivnéni druhotnych pohlavnich znaku - velikost svalu m. dilatator laryngis. U samcu je
tento sval vyvinut mohutnéji. Pfi pusobeni xenoandrogenu se sval zvétsuje.
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Projevy intersexu u korysu

BlesSivec potocni
(Gammarus fossarum)

Intersex u prirodni populace
raka bahenniho (Pontastacus
leptodactylus)

Ostrava-Karvina
- zatopené poklesove plochy
- reflotace

- Chraneny druh
(©)| 55




vV povrchové vode

* Prirodni estrogeny:
e produkovaneé zivocichy

— Hmyzem (ekdysteron)

— Samice obratlovcu (desitky miligramu/den)
« produkovaneé rostlinami

— Tzv. fytoestrogeny (izoflavony, kumestany, nebo
lignany) obilniny, lusténiny..
 Mykoestrogeny- mykotoxin F-2 produkovany plisnemi
rodu Fusarium.- z pudy a kompostu do vody

 Fykoestrogeny — rasy a sinice - vodni kvety sinic!!!
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* Chystana substituce EE2 za 17-betaE2
* Farmaka

» Pesticidy

« Ftalaty

* Produkty horeni a vareni

* Néektereé kovy, PCB, TCDD...



Latky s predpokladanou estrogenni potenci

Insecticides
Carbaryl
Chlordan
DDT and DDE
Dicofol
Dieldrin
Endosulfan
Lindan
Methoxychlor
Mirex
Oxychlordan
Parathion
Toxaphen
Pyrethroide

Herbicides
Alachlor
Amitrol
Atrazin
2,4-Dichlorphenoxy-acetic acid
Metribuzin
Nitrofen
2,4,5-Trichlorphenoxy-acetid acid

Nematicides

Aldicarb
DBCP (1,2-Dibrom-3-chlorpropan)

Fungicides

Benomyl

Fenarimol

Mancozeb

Maneb

Tributyltin compounds (TBT)
Triphenyltin compounds (TPT)
Vinclozolin

Zineb

Industrial chemicals

Alkylphenols

Bisphenol A

Dioxine (2,3,7,8-TCDD)
Pentachlorphenol

Phthalate

Polybromated Biphenyls (PBB)
Polychlorinated Biphenyls (PCB)
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Detekce a kvantifikace estrogent

Chemicka - instrumentalni analyza
© Koncentrace latky (navaznost na legislativu)
@ Nakladnost, nékdy prilis nizké koncentrace v pfilis komplexnich matricich

© Stitna zlaza
i
7 T3
3. kaldtonin

@ Jen vybrané latky

® Z4dna informace o moznych interakcich

Pristitne
. © telieska

In vivo and in situ studie

© Environmentalni relevance

@ Etické otazky (snaha snizit pocty zvifat a miru utrpeni)
® Casové a finan¢né nakladné

In vitro testy

© Senzitivni, relativné rychlé a nenakladné (screening)
© ® Celkova aktivita smési

© ® Jeden mechanismus reakce
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Standardni testy OECD

* Androgenised Female Stickleback Screening Assay - anti-androgenni
aktivita u koljusky

« 21-day Fish Endocrine Screening Assay — ED u strevle a dania
* Repeat Dose 28-Day Oral Toxicity Study in Laboratory Rats - ED u potkanu

» Hershberger Assay — detekce androgenni agonistu, antagonistu a inhibitort
Sa-reduktazy u potkanu

« Stably Transfected Transcriptional Activation (TA) Assay — in vitro
estrogenni aktivita na receptoru lidskych rakovinnych bunék

» Uterotrophic Bioassay — estrogenni aktivita u potkanu

* Reprodukéni standardni in vivo testy — ryby, ptaci, hlodavci, krouzkovci,
hlisti, chvostoskok, dafnie
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Instrumentalni detekce a

Zavislost na analytu, slozeni matrice a preduprave vzorku

* Imunochemicke metody:

-ELISA (jednotky ng/L — bez zakoncentrovani)
-srovnatelné s instrumentalnimi technikami

* |Instrumentalni metody:

-HPLC-DAD (az desitky ng/L - zakoncentrovani)
-LC-MS/MS (az setiny ng/L - zakoncentrovani)

-GC-MS (az setiny ng/L - zakoncentrovani)
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In vitro metody

zjednoduseny ,organizmus”
+ rychlé, levné, citlivé
+ dobra interpretovatelnost vysledku
+ etické hledisko

- nedokazou plné nahradit metody in vivo

nezahrnuji napr. bioakumulaci,
biotransformaci, homeostatickou kontrolu, ...

Uziti:
Screeningoveé a mechanisticke
studie

Pred vyvozenim konecCnych zaveru
nutno ziskané poznatky potvrdit
IN VIVO
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S ——— » sleduji uCinky na nuklearni

e N e receptory a naslednou aktivaci
Prineio in vitro o5k S

> dulezité mechanismy toxicity,
Mechanizmus aktivace/inhibice velmi citlivy, i chronicka toxicita

reporteroveho genu > celkovy uginek smési latek
» estrogenni potencial

Estrogen
nebo xenoestrogen

vVvY

S, ERE s

‘\\ Vazha naDNA — » mRNA .~

CYTOSOL ““*«-.._ /[ o
------------- 'p'—

/ Luciferéza + /
» Estrogenni ufinek® «——— Exprese gemi pod
kontrolou ER
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toxickych latek Vysledek vyjadren jako estradiol ekvivalent (EEQ)
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Estrogenni potencial latek

173-Estradiol 1

» Jednotlivé polutanty se liSi svym
Ethynyl-estradiol 1.2

estrogennim potencialem (silou

ucinku). Estrone 1.6x10-2

» Lze ho vyjadrit pomoci EEF — Estriol 1.0
estradiol ekvivalentni faktor Genistin 2 6x104
Diadzein 1.3x104
= Ten se stanovuje vetsinou pomoci 0,p-DDT 9 1x10-6

standardnich in vitro testu (E-

SCREEN, kvasinkovy test...) Dictlly 2.4x107

4-nonylphenol (NP) 2.3x10-5
4-octylphenol (OP) 1.4x10-6

7w , - i -6
- Kliéovy faktor vlivu bisphenol A 7.8x10

Xxenoestrogenu na organismy! diethylphthalate 3.2x108

©)
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Hodnoceni estrogenniho potencialu environmentalnich vzorku

Chemicka analyza:

» analyza Sirokého spektra potencialnich endokrinnich
disruptoru

» metody pro kvantifikaci jen u nékterych latek

» narocné na vybaveni, Cas

» neposkytuje informace o biologickych efektech
komplexnich smési

» nezohlednuje mozné interakce mezi jednotlivymi latkami

Specifické biotesty:

» celkova biologicka aktivita latek ve smesi se
specifickymi mechanismy pusobeni

» mohou indikovat pritomnost toxikologicky vyznamnych
latek, které nebyly analyticky stanoveny

» zohlednuji mozné interakce latek ve smésich

» screening vétsiho mnozstvi vzorku, rychlé, citlivé,
relativné levné

RESE
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Problemy testovani ED

* Prokazani kauzality expozice — efekt
* Nelinearita krivky davka/odpoved

* Nedostatecne informace o mechanismech
ucCinku, zamereni pouze na efekty na
receptorech

 Problém environmentalnich vzorku, smési
* Nedostatecne informace o ED potencialu latek

 Velmi nizké ucinné koncentrace EDCs

©)

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostiedi




Estrogenni aktivita v COV

Le/MS/MS : O Estrone W 17 8=Fstradiol [ Estrlal
GO S B Nonylphenol [ Bisphenol A

Bicassay : M Estrogenic sctivity

Sewage influent
Theoretical activity
Bioassay
Biological treated sewage
Theoretical activity Odbouravani estrogenni
_ aktivity v COV Brno
Eloassay
140 -
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Sirsi souvislosti kontaminace estrogeny

ve vodnim prostredi

Kolaps populaci, omezena reprodukce,
malformace (mékf(YS"&, zoobentosu, ryb)

Zména struktury a aliundance ras a makrofyt

Velky rozvoj populaci vodnich rostlin, zarustani
vod{w’ch toku

Pokles populaci ryb

Takto je dramaticky ovlivnen cely akvaticky
ekosystem
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« ED predstavuji Sirokou skupinu latek, estrogeny jsou jen
jedna skupina ED

« Estrogeny ve vodach nejsou zdaleka pouze z hormonalni
antikoncepce, zahrnuiji prirodni i antropogenni latky

« Maji riznou chemickou strukturu a pusobi na velmi nizkych
koncentracich — obtizné chemicky stanovitelnée

* Mohou mit zavazné dusledky pro volné zijici organismy,
nebot’ pfimo narusuji reprodukci, rist a vyvoj

 |dealni detekce je kombinace in vitro biotestli pro
charakterizaci potencialniho vlivu estrogent v kombinaci s
LC-MS/MS a to jak pro hodnoceni povrchovych, tak
odpadnich vod.
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DEKUJI VAM ZA POZORNOST

....1za to, Ze vam neni lhostejné, kolik estrogenu poustite
do vodnich ekosystému..;-))

Vyzkum je podporovan z projektt MPO
Biostream a Nanoradi.
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