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1 Uvod

V poslednich nékolika desetiletich byly shromazdény dikazy o tom, ze nékteré
kontaminanty zivotniho prostiedi mohou naruSovat endokrinni systém volné zijicich
zivocicht a lidi. Tyto latky byvaji souhrnné oznacovéany jako endokrinni disruptory.
Kromé piirodnich a syntetickych hormoni mutizeme do této kategorie latek zaradit i
nekteré pesticidy, 1é€iva, primysloveé chemikalie nebo slouceniny obsazené v ptipravcich
pro domacnost a osobni péci. Ve vodnim prostiedi byla dosud nejvétsi pozornost
veénovana latkam s estrogenni aktivitou tzv. (xeno)estrogentim, u kterych bylo prokazano,
ze zpusobuji feminizaci u exponovanych obratlovcid. Identifikovany byly i latky s anti-
estrogennimi a anti-androgennimi aktivitami. Ve vodnim prostfedi se vSak vyskytuji i
slouc¢eniny s jinymi hormonalnimi aktivitami, o kterych mame zatim velmi malo
informaci. Patfi knim latky s (anti-)progestagenni aktivitou, tj. aktivitou
zprosttedkovanou pies progesteronovy receptor (PR). (Anti-)progestagenni aktivitu
mohou vykazovat latky, které jsou obsazeny piedevSim v hormondlni antikoncepci,

potratovych pilulkach nebo se vyuzivaji pii 1écbé nekterych patologickych stavi.

Cilem této prace bylo zmapovat vyskyt latek s (anti-)progestagenni aktivitou

v povrchovych vodach Ceské republiky pomoci (anti-)PR-CALUX in vitro biotestu.



2 Literarni prehled

2.1 Testovani toxicity

Biologické testy toxicity (biotesty) se vyuzivaji zejména ke zkoumani G¢inku latek
(antropogenniho i pfirodniho ptivodu) na zivé organismy. Testy se provadi za predem
pfesné definovanych podminek a jsou navrzené tak, aby poskytovaly vhodna data o
sledované latce. Vysledkem testll je stanoveni miry vlivu testované latky na testovaci

organismus za danych expozi¢nich podminek (Koc¢i a Mocova, 2009).

K testovani toxicity ve vodnim prostfedi se pouZiva mnoho metod. Mezi ty nejcastéji
vyuZzivané patii:

a) Metody in silico = z lat. ,,v pocitaci®, odhaduji toxicitu a rizika chemickych
latek pomoci matematickych modelt (Cronin a Madden, 2010)

b) Metody in vitro = zlat. ,ve skle®, testy v laboratornich podminkach
vyuzivajici pouze ¢asti organismu jako jsou tkan€, organy nebo buiiky

c) Metody in vivo = z lat. ,,v zivém*, pro testovani se vyuzivaji celé organismy
(Russell a Burch, 1959)

d) Metody ex vivo = zlat. ,mimo zivé®“, testy provadéné v nebo na tkanich
v umélém prostfedi mimo organismus S minimalni zménou piirozenych

podminek (Gowing a kol., 2017)

2.2 Invitro biotesty

V poslednich letech je snaha vice vyuzivat testy in vitro misto testt in vivo. Pti
testovani in vitro se vyuzivaji pouze ¢asti organismu jako jsou tkané, buiiky nebo organy,
a ne celé organismy jako je tomu U in vivo testi. Ve 20. stoleti vznikl ve Velké Britanii
tzv. princip 3R — replacement (nahrazeni), refinement (zmirfiovani) a reduction
(snizovani). Hlavni myslenkou tohoto principu je humanni ptistup k experimentim na
zvitatech a jeho cilem je pfednostné vyuZzivat k testim toxicity niz$i organismy nebo je
uplné€ nahradit alternativnimi metodami, sniZit pocet zvifat vyuzivanych k testovani a
zmirnit utrpeni a minimalizovat jejich bolest. Testy in vitro spadaji do zasady replacement
(nahrazeni). Diky tomu je vyuZito, pfipadné zabito mnohem mén¢ zivych organismi nez

u in vivo testu (Russel a Burch, 1959).

In vitro biotesty se pouzivaji zejména pii teoretickém objasnovani mechanismu

ucinku toxické latky, pfi screeningovém testovani pred testy na zivych organismech, ¢imz
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se snizuje pocet pokusnych organismt a dale pak 1 Krutinnimu testovani toxicity

(Svobodova a kol., 1997).

Vyhodou in vitro biotesti je jejich vysoka citlivost, reprodukovatelnost a relativné
nizké finanéni i ¢asové naroky. Naopak jejich nevyhodou je to, ze nemohou zcela nahradit

enzymaticko-imunitni systém zivych organismt (Svobodova a kol., 1997).

K detekci hormonalni aktivity se vyuziva mnoho in vitro biotestt, patii mezi né
napiiklad testy vazby ligandu na receptor, testy proliferace bunc¢k nebo testy
s reportérovymi geny (Murk a kol.,2002; Schriks a kol., 2009; Blair a kol., 2000; Soto a
kol., 1995).

2.3 Invitro testy pro detekci (anti-)progestagenni aktivity
Pro detekci (anti-)progestagenni aktivity byly doposud pouzity nasledujici in vitro
biotesty:

2.3.1 YPS (Yeast progesterone screen)

Pfi YPS testovani se vyuzivaji geneticky modifikované kvasinky druhu
Saccharomyces cerevisiae, do kterych jsou vneseny vektory obsahujici sekvence DNA
pro lidsky progesteronovy receptor a sekvence progesteron responzivnich elementd, které
jsou spojené s reportérovym genem LacZ kodujicim B-galaktosidazu (Chatterjee a kol.,
2008). Chromogenni substrat 2-nitrofenyl-p-D-galaktopyranosid nebo chlorofenol-p-D-
galaktopyranosid, ktery se pfidava do média, je enzymem B-galaktosidazou Sté€pen na

odpovidajici Zluté ¢i cervené produkty, jejichz absorbance je méfena (Gaido a kol., 1997).

2.3.2 Test s buitkkami HEK 293
Sav¢i bunky HEK 293 byly transfekovany vektory obsahujici sekvence DNA pro

lidsky progesteronovy receptor a sekvence progesteron responsivnich elementt, které
jsou spojené s reportérovym genem luc. Po pfidani substratu luciferinu lze produkci
luciferazy méftit vzniklou svételnou aktivitou. Vysledna hormonalni aktivita je vyjadiena

v bioanalytické ekvivalentni koncentraci (ekv.) vztahujici se k ptislusné referenéni latce

(Viswanath a kol., 2008).
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2.3.3 Test s bunkami HELN-PR B

HELN-PR B je bunécna linie, ktera vznikla transfekovanim bunécné linie HelLa
s cilem detekovat ligandy progesteronového receptoru, izoformy beta (Balaguer a kol.,
1999). Do bunéénych linii byly transfekovany vektory obsahujici sekvenci DNA pro
lidsky progesteronovy receptor a sekvence progesteron responsivnich elementt, které
jsou spojené s reportérovym genem luc. PO pfidani substratu luciferinu lze produkci
luciferazy méfit vzniklou svételnou aktivitou. Vysledky se vyjadiuji jako procento

maximalni aktivity luciferazy vztazené k referencni latce (Bellet a kol., 2012).

2.3.4 PR-GeneBLAzer

Pro testovani GeneBLAzer se pouzivaji savéi bunééné linie HEK 293T, do kterych
jsou vneseny ligandy progesteronového receptoru a reportérovy gen f-laktamaza. Metoda
je zaloZzena na aktivit¢ [-laktamazy v bunéénych linii, ktera je detekovana
prostiednictvim substratu na bazi ptenosu fluorescencni rezonan¢ni energie. Substrat
obsahuje 2 fluorofory — kumarin a fluorescein. Substrat vytvaii pomérovou odezvu
reportéru s minimalnim experimentalnim Sumem. Reportérova odpoved’ je vyjadiena
jako pomér vzniklého modrého a zeleného svétla (Cathleen Salomo, Molecular Devices
[online]; Huang a kol., 2011).

2.3.5 (Anti-)PR-CALUX biotesty
O CALUX biotestech je zde pojednano podrobnéji, protoze tyto testy byly vyuzity

v mé bakalarské praci.

CALUX biotesty patii mezi in vitro testy zalozené na expresi reportérového genu.
Tyto testy jsou pomérné rychlou a jednoduchou metodou pouzivanou pro detekci ucinka
zpusobovanych slou¢eninami, které jsou schopné se navazat na urcité hormonalni
receptory a stimulovat ¢i inhibovat jejich transkrip¢ni aktivitu (Svobodova a Cajthaml,
2010). CALUX testy podavaji informaci o celkovém ucinku ligandd na urcity receptor

(Murk a kol., 1996).

Podle receptori, které CALUX testy obsahuji je miizeme rozdélit na: estrogenni (ER-
CALUX), androgenni (AR-CALUX), progestagenni (PR-CALUX), glukokortikoidni
(GR-CALUX), thyroidni (TR-CALUX), mineralokortikoidni (MR-CALUX) a mnoho
dalsich (Schriks a kol., 2009).
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Pro CALUX biotesty se pouzivaji geneticky modifikované U2-OS bunééné linie
(rakovinové bunky kostni dfené). Pro tuto linii je typicky rychly rast, vysoka citlivost i k
nizkym koncentracim detekovanych latek a relativné snadna manipulace (Sonneveld a
kol., 2011). Principem CALUX testu (Obr. 1) pro detekci hormonalnich aktivit je, ze jsou
nejprve do bunéénych linii transfekovany vektory obsahujici sekvence komplementarni
DNA pro lidské hormonalni receptory a sekvence hormon responsivnich elementd, které
jsou spojené s reportérovym genem luc a TATA boxem (Sonneveld a kol., 2005). Jakmile
hormony nebo slouc¢eniny podobné hormontim vstoupi do cilové bunky a navdzou se na
cytosolické receptory, dochazi po dimerizaci k pfemisténi komplexu ligand-receptor do
jadra. V jadre se navaze komplex ligand-receptor na isek DNA, na kterém jsou hormon
responzivni elementy. Pfi normalnich fyziologickych podminkéch jsou tyto hormonélné
responzivni elementy (HRE) schopné spustit transkripci gent, tzn. dojde k syntéze
MRNA a nasledné k translaci (produkci proteini). U transgennich CALUX bunék je za
hormonalné responzivnimi elementy umistén specialné vytvoreny gen luc. Po dosednuti
komplexu ligand-receptor na HRE pak dojde k syntéze proteinu luciferazy. Po ptidani
substratu luciferinu lze produkeci luciferazy méfit vzniklou svételnou aktivitou (Schriks a
kol., 2009). Vysledna hormonalni aktivita je vyjadfena v bioanalytické ekvivalentni
koncentraci (ekv.) vztahujici se k piislusné referen¢ni latce (ng-I* ekv. napf.

progesteronu, mifepristonu, levonorgestrelu, atd.).

Tyto testy dokazou detekovat aktivitu latek, které se vazou na dany receptor a aktivuji
ho (agonistil) a latek, které se vazou na receptor a blokuji jej (antagonistti) (Kinnberg,
2003). Vyhodou téchto testli je, Ze jsou velmi citlivé, to znamena, ze jsou schopné detekce
aktivity 1 pfi nizkych koncentracich a selektivné odpovidaji na ligandy daného receptoru

(Sonneveld a kol., 2011).
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Obr. 1: Schématické zobrazeni CALUX biotestu (upraveno podle Schriks a kol., 2009)

Translace

Pomoci (anti-)PR CALUX testu se méfi progestagenni a anti-progestagenni aktivita
(tj. aktivita zprosttedkovana skrze progesteronovy receptor), kterou vykazuji slouceniny
s podobnym mechanismem U¢inku jako ma progesteron, respektive mifepriston, coz je
modelovy anti-progestin (Sonneveld a kol., 2011). Do buné¢nych linii byly vneseny dva
plazmidy, prvni pro luciferdzu a progesteron responzivni elementy, a druhy pro
progesteronovy receptor (Sonneveld a kol., 2011). Poprvé byl (anti-)PR CALUX pouzit
pro detekci anti-progestagenni aktivity polycyklickych mosusovych sloué¢enin a UV filtrt
(Schreurs a kol., 2005).

Jako referenc¢ni latky pro progestagenni aktivitu se pouzivaji steroidni latky: ORG
2058 (Obr. 2), progesteron, levonorgestrel, promegeston a medroxyprogesteron acetat.

Jako referen¢ni latka pro anti-progestagenni aktivitu se pouziva mifepriston (Obr. 3).
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Obr. 2: Strukturni vzorec ORG2058

|
_N

O

Obr. 3: Strukturni vzorec mifepristonu

2.4 Latky s progestagenni aktivitou

2.4.1 Prirodni latky s progestagenni aktivitou

Mezi piirodni latky vykazujici progestagenni aktivitu se primarné fadi progesteron a
jeho metabolity (Shore a Shemesh, 2003; Creusot 2014). Progesteron (Obr. 4) je lipofilni
steroidni hormon, ktery je nezbytnym regulatorem ristu a vyvoje Zenskych pohlavnich
organii (Graham a Clarke, 1997). Spole¢né s androgeny a estrogeny se fadi mezi
vyznamné reprodukéni hormony (Katzung, 1994). Syntetizuje se hlavné ve vaje¢nicich,
ale také v kute nadledvin ¢i ve varlatech (Sonneveld a kol., 2011). Ve vajec¢nicich je
progesteron produkovéan primarné Zlutym téliskem. Velké mnoZstvi progesteronu je téZ
syntetizovano placentou béhem téhotenstvi (Katzung, 1994). Mezi jeho hlavni funkce
patfi pfiprava a udrZeni t€hotenstvi, sniZzeni kontrakci gravidni délohy, zvyseni viskozity
hlenu délozniho hrdla, stimulace a vyvolani sekrece mlééné 7Zlazy, stimulace

gonadotropinti nebo zvyseni bazalni teploty (Trojan a kol., 2003). Mimo vyS$e zminéné
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hormonalni G¢inky slouzi téz jako prekurzor pro estrogeny, androgeny a adrenokortikalni
steroidy (Katzung, 1994). Progesteron se odbourava v jatrech a jeho metabolity jsou
vylucovany primarné¢ moci (Trojan a kol., 2003). U savci, ptaki, obojzivelnikl a plazl
je progesteron hlavnim progestagennim hormonem (Shore a Shemesh, 2003). U ryb nema
progesteron pfili§ velky vyznam, u nich se uplatiuje piedev§im hormon 17a,20p3-
dihydroxy progesteron (DHP) (Obr. 5) (Scott a kol., 2010).

Progesteron se dostava do vodniho prostiedi S vycisténymi komunalnimi odpadnimi
vodami, protoze nedochazi k jeno kompletnimu odstranéni na COV a dale s odpadnimi

vodami z chovu hospodaiskych zvifat.

Déle miiZzeme mezi ptirodni latky s progestagenni aktivitou zatadit n€které flavonoidy
(apigenin ¢i kaempherol), které se nachézejici v ovoci a zeleniné (Scippo a kol., 2004;
Willemsen a kol., 2004) a kyselinu syringovou obsaZzenou v ¢aji a Cerveném viné
(Rosenberg a kol., 1998). Za pravdépodobny zdroj progestagennich flavonoidi ve vodach
by se mohly povazovat komunalni odpadni vody nebo odpadni vody z potravinaiského

prumyslu.

Q

O

Obr. 4: Strukturni vzorec progesteronu
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Obr. 5: Strukturni vzorec DHP

2.4.2 Syntetické progestiny

Syntetické progestiny jsou latky navrzené tak, aby se vazaly na progesteronovy

receptor a napodobovaly tak pfirodni hormon progesteron (Africander a kol., 2011).

Pouzivaji se zejména v zenské antikoncepci, pii hormonalni 1é€bé rakoviny, pii 1é¢bé
gynekologickych onemocnéni (Spitz a Chwalisz, 2000) ¢i kredukci nadmérného
ochlupeni (Becker a kol., 2001) a predstavuji tak nedilnou soucast fady 1€¢iv. Navic
megestrol acetat a medroxyprogesteron acetat jsou progestiny, které se vyuZzivaji

napiiklad pfi 1é¢bé syndromu nadorové anorexie a kachexie (Maltoni a kol., 2001).

Schopnost syntetickych progestini vazat se i na jiné receptory, nez jen na
progesteronovy ma za nasledek fadu nezadoucich uc¢inkt (Besse a Garric, 2009). Tyto
latky se mohou vazat naptiklad na estrogenni, androgenni, glukokortikoidni nebo

mineralokortikoidni receptor (Kumar a kol., 2015).

Syntetické progestiny mtizeme rozd¢€lit na progestiny odvozené od progesteronu Ci
testosteronu a derivat spirolaktonu (drospirenon). Progesteronové derivaty zahrnuji
derivaty  17-a-hydroxyprogesteronu  (napf.  progesteron,  megestrol  acetat,
medroxyprogesteron acetat) a derivaty 19-norprogesteronu (napf. trimegeston, nestoron,
nomegestrol acetat). Testosteronové derivaty jsou derivaty 19-nortestosteronu a mizeme
je rozdé@lit na estrany (napf. ethisteron, norethisteron, norethisteron acetat) a gonany

(napf. gestoden, levonorgestrel, desogestrel) (Kumar a kol., 2015).
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2.5 Progestagenni aktivita ve vodnim prostredi

Progestagenni aktivita byla zatim detekovana v povrchovych vodach a na odtoku
z COV v Nizozemi, v povrchovych vodach a v ¥iénim sedimentu ve Francii, na odtoku
z COV v Indii, na ptitoku a odtoku z COV v Australii, na odtoku z COV a Vv povrchovych
vodéach v Ceské republice a v povrchové vodé v Srbsku (Tab.1).

V dosud publikovanych studiich zaméfenych na progestagenni aktivitu byly pouzity

rizné referenéni latky a z tohoto diivodu nelze porovnavat vysledky studii mezi sebou.

V Ceské republice byla detekovana progestagenni aktivita pomoci PR-CALUX
biotestu na odtoku z COV v rozmezi 0,06-0,47 ng-1" ekv. ORG 2058 a v povrchovych
vodach v rozmezi 0,03-0,06 ng-1"t ekv. ORG 2058 (Sauer a kol., 2018).
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Tab. 1: Vyskyt progestagenni aktivity ve vodnim prostredi

ROdICOVSvkva/t’ra.n.sgenm Zemé Refe’rencnl ng-I ekv. Citace
bunééna linie latka
Pritok na Al Roberts a kal.,
cov U2-0S/PR-CALUX Australie progesteron 8,35-10,3 2015
U2-08/PR-CALUX Nizozemi | ORG 2058 078-0,86 | VanderLinden
a kol., 2008
HelLa/HELN-PR B Francie promegeston ND Be”gz)?zk()l”
U2-0S/PR-CALUX Austrélie | levonorgestrel | <0,01-5,4 Leuszcg M kol,
U2-0S/PR-CALUX Australie progesteron ~17 33'2031 EOL,
Odtok U2-0S/PR-CALUX Australie progesteron 33,8-45 Robezrg)s1 g kol.,
2Cov HeLa/HELN-PR B Austrélie | promegeston 1.8 Nea;%;‘()ko'-’
transgenni HEK 293 . Viswanath a
bunéén linie Indie progesteron | 4,08-7,23 ol 2008
HelLa/HGsLNGal4-PR Tunisko promegeston ND Mnif a kol., 2010
U2-OS/PR-CALUX Ceska 1 opgoose | 006047 | Saurakol
republika 2018
Saccharomyces ..
cerevisiael YPS Cina progesteron ND Rao a kol., 2014
U2-0S/PR-CALUX Nizozemi ORG 2058 45 van der Linden
a kol., 2008
U2-0S/PR-CALUX Australie | levonorgestrel ND 3002“0&11450'-,
HelLa/HELN-PR B Francie promegeston | 514 400 ng/g Creugggj kol.,
Povrchova Saccharomyces %
voda cerevisiae/ YPS Cina progesteron ND Rao a kol., 2014
U2-0S/PR-CALUX Ceskd | opgooss | 003006 | Suerakel,
republika 20183
HEK293T/PR-GeneBLAzer | Némecko | promegeston ND M“”;(r)fskd-’
HEK293T/PR-GeneBLAzer |  Srbsko promegeston 0,8-0,29 Hash2r8|23 kol.,
Riéni : Creusot a kol.,
Sediment HelLa/HELN-PR B Francie promegeston 0,4-3,5 nglg 2014

Vysvétlivky: ND — nebylo zjisténo; ekv. — ekvivalenty
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2.6 Latky s anti-progestagenni aktivitou

Latky s anti-progestagenni aktivitou (anti-progestiny) jsou receptorové inhibitory
progesteronu, jedna se tedy o antagonisty progesteronového receptoru. Mezi tyto latky
mizeme zafadit léCiva vykazujici afinitu k progesteronovému receptoru, jako je:
antagonista progesteronového receptoru mifepriston ¢i  selektivni  modulatory
progesteronového receptoru Ulipristal acetat, lonaprisan a telapriston (Knutson a Lange,
2014). Tyto anti-progestiny jsou nejvice obsazeny V postkoitalni antikoncepci
(vyvolavaji potrat), ale pouzivaji se i pri 1écbé déloznich myomt, pfi endometridze,
rakovin¢é endometria a jako latky inhibujici nebo zpozd'ujici ovulaci (Tang, 2006). Dale
se mohou vyuzit pti 1€cb¢ rakoviny prsu nebo fibréze mocového méchyie (Knutson a

Lange, 2014).

Mezi anti-progestiny se dale fadi naptiklad polycyklické moSusové slouceniny (vonné
piisady Vv domadcich Cdisticich prostiedcich, v pracich prostfedcich, parfémech a
kosmetice), UV filtry (organické slouceniny absorbujici UV-A a UV-B zafeni pouzivané
v opalovacich krémech a kosmetice) (Schreurs a kol., 2005) nebo nékteré bromované
zpomalovace hofeni (slouceniny snizujici hoflavost vyrobku) (Hamers a kol., 2006).
Dalsi latkou, ktera vykazuje anti-progestagenni aktivitu je dikarboximidovy fungicid
vinclozolin a jeho dva metabolity (Molina-Molina a kol., 2006). Anti-progestagenni
aktivitu ve slabsi mife mohou vykazovat i nékteré androgeny (androstany) (Bellet a kol.,
2012). Podle Sauer a kol. (2021) a Grimaldi a kol. (2019) vykazuji anti-progestagenni
aktivitu i nékteré bisfenoly naptiklad bisfenol TMC, bisfenol A, bisfenol AF, bisfenol Z,
bisfenol M, bisfenol AP, bisfenol B, bisfenol P a mnoho dal$ich.

Podle Rosenberg a kol. (1998) mohou anti-progestagenni aktivitu vykazovat i nékteré
fyto-anti-progestageny jako: B-caroten, kyselina chlorogenova, chlorofylin, kyselina

ferulova, kyselina m-kumarova, kyselina listova a dalsi.

2.7 Anti-progestagenni aktivita ve vodnim prostiredi

Doposud byla anti-progestagenni aktivita detekovana v odpadnich vodach na ptitoku
i odtoku z COV v Cing, na ptitoku na COV ve Francii, na odtoku z COV v Indii, na
odtoku z COV v povodi Dunaje, v povrchovych vodach v Australii, na p¥itoku i odtoku

z COV a v povrchovych vodach v Ceské republice (Tab. 2).
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Nejvyssi anti-progestagenni aktivita na COV byla naméfena v Ciné pomoci
kvasinkového biotestu. Na piitoku na COV byla detekovana aktivita 271 000 ng-I™* ekv.
mifepristonu a na odtoku z COV byla zméfena aktivita v rozmezi 31 500-207 000 ng-I*
ekv. mifepristonu (Rao a kol., 2014). Nejvyssi aktivita v povrchovych vodach, ktera
¢inila 121 000 ng-1* ekv. mifepristonu byla naméfena téz v Cin& pomoci kvasinkového

biotestu.

V Ceské republice byla detekovana anti-progestagenni aktivita pomoci PR-CALUX
biotestu. V odpadni vodé na p¥itoku na COV byla zméfena aktivita v rozmezi 2,6 — 83
ng-I* ekv. mifepristonu, na odtoku z COV byla zméfena aktivita s maximélni hodnotou

3,6 ng-1"! ekv. mifepristonu a v povrchovych vodach byla zméfena aktivita s maximalni

hodnotou 1,4 ng:I"* ekv. mifepristonu (Sauer a kol., 2018).

Tab. 2: Vyskyt anti-progestagenni aktivity ve vodnim prostiedi

Lokalita Test/bunééna line Antl-progestagenn! aktivita Citace
(ng-1"" ekv. mifepristonu)
Francie HELN-PR B 28-38 Bellet a kol., 2012
bunécéna linie
P’g‘(’)';"a Beska republika PR-CALUX 26-83 Sauer akol,, 2018a
Cina YPS 271000 Rao a kol., 2014
Ceska republika PR-CALUX <LOQ -0,89 Sauer akol., 2018a
Ceska republika PR-CALUX <LOQ-3,6 Sauer a kol., 2018b
Cina YPS 15200 - 81 600 Li a kol., 2011
Odtok z -
&ov Cina YPS 31500 — 207 000 Rao a kol., 2014
. transgenni bunééna Viswanath a kol.,
Indie linie HEK 293 8592000 2008
Povodi Dunaje PR-CALUX <L0Q - 17 Alygizalie alol.
Austrélie PR-CALUX <LOQ - 32000 Scott a kol., 2014
. | Ceska republika PR-CALUX <LOQ Sauer a kol., 2018a
Povrchova
voda Ceska republika PR-CALUX <LOQ-14 Sauer akol., 2018b
Cina YPS 121 000 Rao a kol., 2014

Vysvétlivky: ekv. — ekvivalenty, LOQ — limit kvantifikace
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3 Material a metodika

3.1 Odbér vzorkiu

Odbér vzorkt byl provadén pomoci pasivnich vzorkovaci POCIS (z angl. Polar
organic chemical integrative samplers) v roce 2017. POCIS vzorkovace byly umistény v
povrchovych vodach Ceské republiky (Obr. 6) v hloubce piiblizné 0,4 metru. Celkem
bylo sledovano 21 lokalit (Tab. 3) v 17-ti fekach. Jednalo se o tzv. uzavérové profily
(konec povodi) nebo vyznamna vzorkovaci mista podél profilu feky Labe. Dale byly
pouzity vzorky ze 3 lokalit (Luzicka Nisa — Hradek nad Nisou, Bilina — Usti nad Labem,
Vltava — Zel¢in) odebrané v roce 2016 pro porovnani. Cesky hydrometeorologicky tistav
(CHMU) viechny tyto lokality pravideln& monitoruje ohledng stavu kvality vody. POCIS
vzorkovace byly v povrchovych vodach umistény po dobu 3 tydnti a nasledné uskladnény

pii -20 °C do doby extrakce a analyzy.

Obr. 6: Mapa lokalit, kde byly umistény POCIS vzorkovace (upraveno podle Pavel Hrdlicka,
Wikipedia, [online])
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Tab. 3: Seznam sledovanych lokalit a potencialni zdroje znec€isténi v okoli (Mapy. cz, Fedorova
a kol. 2014)

Lokalita Potencialni zdroje zne€isténi
. KRPA PAPER, a.s. - vyroba nepromastitelnych, bariérovych a silikonovanych papir(
Labe — Vestrev Malé zdroje komunainiho znegisténi
Synthesia a.s. — chemicka firma zaméfena na vyrobu vybusnin, barviv a pesticidu;
Labe - Valy PARAMO a.s. - vyroba asfaltafskych vyrobkd, mazacich a procesnich oleju;

COV Pardubice

Labe — Lysa nad Labem Chemicka vyroba, olejova rafinérie; COV Lysa nad Labem

SPOLANA s.r.0. — Vyroba anorganickych a chemickych produktd na bazi ethylenu a

PVC,;
Labe — Obfistvi CzechiaChem s.r.0. — vyroba meziproduktd farmaceutickych latek;

Malé zdroje komunalniho znegisténi

Labe — Schmilka ZINKPOWER Promptus s.r.0. — zarové zinkovani kovéi; COV D&&in

Luzicka Nisa — Hradek

Severochema - vyroba podpalovacdl (PePo), fedidel a Gisticich prostredku
nad Nisou

Malé zdroje komunalniho znegisténi

Jizera - Pfedméfice Automobilka Skoda a.s. Mlada Boleslav; Malé zdroje komunélniho znegisténi

Vlysoce znecCiSténé feka z tézby a chemické vyroby:
Bilina — Usti nad Labem SPOLCHEMIE - vyroba syntetickych pryskyfic; Chempark Zaluzi — Unipetrol RPA;

OV z povrchové tézby hnédého uhli; Malé zdroje komunalniho znecisténi

Ohfe — Terezin Malé zdroje komunalniho znegisténi

Mésto Praha — chemicky primysl (napf. spolecnosti Durchema — vyroba Gisticich
Vitava — Zelgin prostfedku, autokosmetiky, tmelli a barev na textil; Flexfill - vyroba chemickych

vyrobk( na udrzbu a opravy, ESTER - vyroba mycich a isticich prostfedk;
MPOWER - vyroba armatur pro riizny primysl), Malé zdroje komunalniho znegisténi

COV Beroun

Berounka — Srbsko

Sazava - Nespeky Malé zdroje komunalniho znegisténi

Otava — Topélec OV z jaderné el. Temelin; COV Pisek

. . IMG BOHEMIA s.r.0. — Vyroba plastovych desek, folii, hadic, trubek a profil(i;
Luznice — Bechyné . ) o wew ks
Malé zdroje komunalniho znecisténi

Jihlava - Ivancice Malé zdroje komunalniho zne€isténi

Svratka - Zidlochovice Malé zdroje komunalniho zne€isténi

Dvie — Pohansko FOSA a.s. - zabyva se zpracovanim Zlutého fosforu, zaméfuje se na vyvoj a vyrobu
) ekologickych produktt; COV Bfeclav

Tepelna elektrarna Hodonin; malé zdroje komunélniho znecisténi

Morava - Lanzhot

Y Precheza a.s. — vyroba titanové béloby, Zelezitych pigmentd, kyseliny sirové a

BeCva - Troubky séydrovce; malé zdrojeykomunéI};iho zgne(:iéténiy !

BorsodChem — vyrobce fady vysoce Cisténych zakladnich chemickych latek, véetné

anilinu, cyklohexylaminu (CHA), dicyklohexylaminu (DCHA) a dietyloxalatu (DEOX);
COV Bohumin, COV Ostrava; OV z t&zby ¢erného uhli

Odra — Bohumin

. Moravskoslezské cukrovary — §tépny zavod Opava
Opava — Déhylov Malé zdroje komunalniho znegisténi
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3.2 Extrakce vzorki povrchovych vod

Postup extrakce byl proveden podle Alvareze a kol. (2004). Nejprve byla pfipravena
chromatograficka kolona (priumér 12 mm x délka 420 mm) do které byla vlozena asi
1 cm vrstva skelné silanizované vaty. Pied extrakci byla kolona promyta 10 ml methanolu
a nasledné pod ni byla umisténa nadobka, ve které byl extrakt odpafovan. O¢istény a
suchy POCIS byl pred vlastni extrakci rozsroubovan nad hlinikovou fo6lii a z néj byla
pinzetou prenesena membrana na folii. Sorbent byl z membrany pfeveden ptes nalevku
do extrakéni kolony splachnutim malym mnozstvim methanolu (pfiblizné 3x1 ml).
Extrakt byl poté odpaten v koncentratoru na objem 1 ml a kvantitativné pieveden do
piredem zvéazené vialky. Vialka se vzorkem byla zvazena a uchovéna pii -20 °C do doby

analyzy.

3.3 Chemikalie

Lysis mix (roztok slouZzici k rozvolnéni buné¢nych membran), illuminate mix (roztok,
ktery se pfidava k buiikdm, aby vyzatfovaly luminiscenci), synteticky progestin ORG
2058 (referencni latka pro progestagenni aktivitu) (vSe od BioDetection Systems b.v.),
mifepriston (referencni latka pro anti-progestagenni aktivitu), 99%ni kyselina octova,
dimethylsufoxid (DMSQO), Dulbectv fosfatem pufrovany roztok (PBS) (vSe od Sigma-
Aldrich), DMEM médium-rastové (Dulbecem modifikované Eaglovo médium s
fenolovou Cerveni obohacené o Hamovo F12 médium), DMEM médium-testovaci
(Dulbeccem modifikované Eaglovo médium bez fenolové Cerveni obohacené o Hamovo

F12 médium), trypsin (vSe od Life-Technologies), fetalni bovinni sérum (BioSera).

3.4 (Anti-)PR-CALUX in vitro testy

K detekci progestagenni a anti-progestagenni aktivity Cistych latek nebo extrakta z
POCIS vzorkovacu byly pouzity testy PR-CALUX a Anti-PR-CALUX (od BioDetection
Systems b.v., Amsterdam, Nizozemi). CALUX patii mezi in vitro biotesty zalozené na
expresi reportérového genu. Pomoci téchto biotestii se méti celkova specificka endokrinni
aktivita vSech latek piitomnych ve vzorku (Hilscherova a kol., 2001). VSechny postupy
piti CALUX testech byly provadény podle protokoli od poskytovatele licence

(BioDetection Systems b.v., Amsterdam, Nizozemi).

Pro (anti-) PR-CALUX se pouzivaji U-2 OS buriky (rakovinové buiiky kostni dien¢),

do kterych byly vneseny dva plazmidy, prvni pro luciferazu a progesteron responzivni
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elementy, a druhy pro progesteronovy receptor. Tyto testy dokazou detekovat aktivitu
agonistl (latek, které se vazou na receptor a aktivuji ho) a antagonistt (latek, které se
vazou na receptor a blokuji jej) progesteronového receptoru. Tyto testy jsou velmi citlivé,
to znamena, Ze jsou schopné detekce aktivity i pfi nizkych koncentracich a selektivné

odpovidaji na ligandy daného receptoru (Sonneveld a kol., 2011).

Nejprve byly bunky pro PR-CALUX nasazeny na 96-jamkovou desticku a
kultivovany v DMEM médiu po dobu 24 hodin v inkubatoru pti 37 °C a s 5 % CO2
(Schreurs a kol., 2005; Sonneveld a kol., 2005). Poté byly bunky vystaveny kalibra¢ni
fadé referencni latky (ORG 2058 nebo mifepristonu) a fad¢ fedénych extrakta (fedéni 1x,
2%, 4%, 8x, 16x) po dobu 24 hodin. Redéni extraktd se provadi z &istého extraktu pomoci
DMSO. Naésledné bylo odstranéno médium, rozvolnily se bunééné membrany pomoci
lysis mixu (Obr. 7), byl injikovan illuminate mix, a nakonec se kvantifikovala svételna

aktivita luciferazy pomoci luminometru (M200 Infinite PRO, Tecan, Svycarsko).

Obr. 7: Odstranovani expozi¢ni smési a pfidani lysis mixu v laminarnim kabinetu (flowboxu)

Cely CALUX test pro vzorek povrchové vody z jedné lokality trval tfi dny. Kazdy
vzorek byl testovan ve tfech nezavislych experimentech, pticemz kazdy tedici bod byl

méten v triplikatu.
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3.5 Kultivace bunéénych linii

Kultivace bunécnych linii neboli pasdzovani slouzi k podpote ristu bunéénych kultur.
Pasazovani bylo provadéno ve sterilnich podminkéch v laminarnim kabinetu (flowboxu)
(Obr. 7). Buiiky byly nasazeny do 75 c¢cm? kultiva¢nich lahvi s riistovym médiem a
inkubovany v inkubatoru pii 37 °C a 5 % COz. Po urcitém case se zivé burnky pfichyti
ke dnu kultivacni lahve. Pii pokryti povrchu dna kultiva¢ni lahve buiikami ze 70-80 % se
¢ast bun€k premisti do novych kultiva¢nich lahvi s ¢erstvym ristovym médiem (zpravidla
dvakrat tydné, kde maji vice prostoru pro svij rist. Béhem tohoto procesu dochazi i

Kk odstranéni odumtelych bunék.

3.6 Nasazeni bunék na 96-jamkovou mikrotitracni desticku

1) Bylo odsato 10 ml kultivaéniho média pipetou z kultivacni lahve. Bunky byly

oplachnuty 5 ml PBS roztoku, ktery se nasledn¢ odsal (ve dvou opakovéanich).

2) Poté byly buriky vystaveny 2-3 ml trypsinu, ktery byl po 25 sekundach odsat. Nasledné
byla kultivaéni lahev uzaviena, obracena dnem vzhiru a vlozena na 1-3 minuty do

inkubatoru.

3) Po vyndani z inkubatoru byly bunky ze dna kultiva¢ni lahve splachnuty 10 ml

testovaciho média bez fenolové Cervené a tato smés byla zhomogenizovana pipetovanim.

4) Vse z kultivacni lahve bylo pfeneseno do zkumavky. Bylo odpipetovano 17 pl na
pocitaci desticku, aby se zjistila hustota bun¢k. Nasledné bylo spocteno kolik se musi
odebrat bunééné suspenze a nafedit médiem, aby kone¢na hustota bunék byla 10 000

buné¢k na jamku.

5) Z nafedéné suspenze bylo pomoci multikanalové pipety odpipetovano 100 pl do
ptisluSnych jamek na 96-jamkové mikrotitracni desticce.
3.7 Expozice bunék testovanym extraktim povrchovych vod

3.7.1 Progestagenni aktivita

1) Nejprve byly piipraveny jednotlivé fedici body testovanych extrakti povrchovych vod
(1x, 2%, 4x, 8%, 16x) pomoci DMSO, které byly poté zhomogenizovany pomoci vortexu.

2) Na 24-jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku byl odpipetovan 1 ml testovaciho média, do

kterého byl ndsledné napipetovan 1 pl ptislusné chemikalie — DMSO (kontrolni skupina),
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kalibra¢ni fada ORG 2058 (Tab. 4) a jednotlivé testované extrakty povrchové vody (Obr.

8). Poté byla desticka dana na 10 minut tfepat pii 300 otackach za minutu.

Tab. 4: Koncentrace kalibracni fady ORG 2058.

Koncentrace v jamce ¢ (mol-1)
31012
1-10-1
3101
6-10-1
1-10-10
2.10-10
31010
1-10-00
1-10-08

-

©| O N| o o A~ O DN

ROZPOUSTEDLOVA KONTROLA

EXTRAKTY Z 1. LOKALITY
EXTRAKTY Z 2. LOKALITY
REDENI

Obr. 8 Schéma 24-jamkové mikrotitra¢ni desticky pro testovani progestagenni aktivity.

3) Z inkubatoru se vyndala 96-jamkova mikrotitra¢ni desticka, na kterou byly buiky
nasazeny piedesly den a z jednotlivych jamek byl postupné pipetou odsat obsah, ktery
byl nahrazen 200 pl ptislusSného média obohaceného o jednotlivé chemikalie z
24-jamkové desticky. Z kazdé jamky 24-jamkové mikrotitraéni desticky bylo
odpipetovano celkem 600 pl a rozdéleno po 200 pl do tfi jamek 96-jamkové mikrotitracni
desticky (ptedstavujici tii replikaty) (Obr. 9). Nasledné byly bunky vlozeny do inkubatoru
na 24 hodin.
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Obr. 9: Schéma 96-jamkové mikrotitra¢ni desticky pro méfeni progestagenni aktivity.

3.7.2 Anti-progestagenni aktivita

1) Nejprve byly pfipraveny jednotlivé fedici body testovanych extrakti povrchovych vod
(1x, 2%, 4%, 8%, 16x) pomoci DMSO, které byly poté zhomogenizovany pomoci vortexu.

2) Na 24-jamkovou mikrotitra¢ni desti¢ku byl odpipetovan 1 ml testovaciho média, do
kterého byl nésledné napipetovan 1 pl ptislusné chemikalie — DMSO (kontrolni skupina),
kalibra¢ni fada mifepristonu (Tab. 5) a jednotlivé testované extrakty povrchové vody

(Obr. 10). Poté byla desticka dana na 10 minut tfepat pii 300 rpm.

Tab. 5: Koncentrace kalibraéni fady mifepristonu

Koncentrace v jamce ¢ (mol-I)
1-10-13
1-10-12
31012
1-10-1
3101
1-10-10
310+
1-10-00

O N o g B~ O DD -
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Obr. 10: Schéma 24-jamkové mikrotitraéni desticky pro testovani anti-progestagenni aktivity.

3) Z inkubatoru se vyndala 96-jamkova mikrotitra¢ni desticka, na kterou byly buiky

nasazeny piedesly den a z jednotlivych jamek byl postupné pipetou odsat obsah, ktery

byl nahrazen 200 ul pfislusSného média obohacené¢ho o jednotlivé chemikalie z

24-jamkové desticky. Z kazdé jamky 24-jamkové mikrotitraéni desticky bylo

odpipetovano celkem 600 pl a rozdéleno po 200 pl do tii jamek 96-jamkové mikrotitrani

desti¢ky (pfedstavujici tii replikaty) (Obr. 11). Nasledné byly bunky vlozeny do

inkubatoru na 24 hodin.
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Obr. 11: Schéma 96-jamkovy mikrotitra¢ni desticky pro méfeni anti-progestagenni aktivity.
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3.8 Méreni (anti-)progestagenni aktivity
1) Z jednotlivych jamek bylo odstranéno médium, které bylo nahrazeno 30 pl lysis mixu

(na rozvolnéni bunécnych membran).

2) Desticka byla vloZzena do luminometru (Obr. 12). Do kazdé jamky byl nejprve
injikovan illuminate mix, poté byla zmétfena luminiscence a néasledné byla injikovana
25%ni kyselina octova, kterou byla luminiscence zhasena. Vysledna data byla pfenasena
z luminometru do pocitace, kde byla nasledn¢ vyhodnocovana v programu Excel

(Microsoft).

Obr. 12: Desticka pied zasunutim do luminometru.

3.9 Meéreni cytotoxicity

Bunééné kultury byly pravidelné kontrolovany pod mikroskopem (Olympus), zda
nevykazuji znamky kontaminace a poklesu viability (zivotnosti). Pro vylou€eni toxickych
ucinkl testovanych vzorkil vody na Zivotnost bun€k byl pouzit test redukce resazurinu
(Sigma-Aldrich, Ceska republika). Tento test spo¢iva v pfeméné modrého indikatorového
barviva resazurinu na razovy fluorescen¢ni produkt resorufin za pomoci metabolicky

aktivnich bunék.
Test redukce resazurinu probihal nésledujicim zptsobem:

1) Nejprve byla nasazena bunécna suspenze (o hustoté¢ 10 000 bunék na jamku) na
96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku a poté byly bunky vlozeny na 24 hodin do
inkubatoru. Stejny postup jako pii (Anti-)PR-CALUXu.
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2) Builky byly vystaveny kontrole (DMEM médium + DMSO) a fad¢ fedénych vzorkt

(fedeéni 1x, 2x, 4%, 8%, 16x) po dobu 24 hodin v inkubatoru. Stejny postup jako pfi (anti-

)PR-CALUXu (Obr. 13 a Obr. 14).
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Obr. 13: Schéma 24-jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky pro test redukce resazurinu

10 11 12

000000000000

(2] w >

o

OOOO@OOO
OOOO@OOO
OOO0000
Q0O0000®
O00000®
Q000000

Q00000

= @ m m

PBS roztok
ROZPOUSTEDLOVA KONTROLA

EXTRAKTY Z 2. LOKALITY

EXTRAKTY Z 3. LOKALITY
REDEN(

Obr. 14: Schéma 96-jamkové mikrotitraéni desticky pro test redukce resazurinu

3) Do jednotlivych jamek 96-jamkové desticky bylo pfidano 10 pl resazurinu. Nésledné

byly buniky vloZeny do inkubatoru na 3 hodiny.

4) Po uplynuti inkubacni doby byla zméfena fluorescence pieménéného barviva
luminometrem (M200 Infinite PRO, Tecan, Svycarsko). Vysledna data byla penasena z

luminometru do pocitaée a statisticky vyhodnocena v programu STATISTICA 12

(Statsoft).
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3.10 Analyza dat

3.10.1 Analyza dat (anti-)progestagenni aktivity

Intenzita luminiscence testovanych vzorkd byla méfena v relativnich svételnych
jednotkach (RLU). Pro vypocet (anti-)progestagenni aktivity byla od RLU testovanych
latek odectena hodnota RLU nameéfena u rozpoustédlové kontroly s 0,1 % DMSO.
Maximalni signal referen¢ni latky pro agonismus byl uréen jako 100% indukce. Pro
stanoveni meze kvantifikace byly pouzity takzvané matricové limity kvantifikace, které
jsou vypocteny z vysledkli odpovédi referencéni latky ve velkém poctu méteni (cca 100
nezavislych experimenti — provedeno poskytovatelem licence BioDetection Systems
b.v., Nizozemi) a zohlednuji také odpovéd’ referenéni latky v jednotlivych experimentech
(v daném meéfeni) a relativni faktor zakoncentrovani vzorku. Vysledné hodnoty limitt
kvantifikace byly v rozmezi 6-11 ng-I" ekv. latky ORG 2058 pro agonistickou aktivitu a
10-24 ng-I"* ekv. mifepristonu pro antagonistickou aktivitu. RLU testovanych latek a
enviromentalnich extraktl byly pfevedeny na relativni indukci (RI) tj. procentualni
odpovéd’. Jednotlivé kalibraéni body referencni latky byly proloZzeny kiivkou
koncentrace-odpovéd’. Na vyhodnoceni téchto dat byl pouzit program Excel (Microsoft)
a byla pro né vynesena sigmoidni kfivka pomoci nelinearniho regresniho modelu se 4
parametry (sklon, ECso, minimalni a maximalni indukce ORG 2058). Odpoveéd
testovanych vzorki byla poté porovnana s odpovédi referencni latky. Vysledna
hormonalni aktivita byla pfepoétena na ng-I? ekvivalentniho hormonu. V piipadé
progestagenni aktivity se jednalo o ORG 2058 a v piipad¢ anti-progestagenni aktivity o
mifepriston. Pro vypocet ekvivalentni koncentrace (anti-)progestagenni aktivity byla
pouzita vzorkovaci rychlost 0,1 litru za den podle doporuceni ze studie Grabic a Vrana (v
tisku). Bylo odhadnuto, Ze pii expozici POCIS vzorkovaci po dobu 3 tydnu byl

navzorkovany objem 2,1 litrti.

Nakonec byla vSechna data z roku 2017 analyzovana pomoci neparametrického
Kruskal-Wallisova testu v programu STATISTICA 12 s cilem zjistit, zda se od sebe
statisticky vyznamné lisi jednotlivé sledované lokality. Pro porovnani dat mezi lety 2016

a 2017 byl pouzit neparametricky Mann-Whitneytv U test.
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3.10.2 Analyza dat testu cytotoxicity

Data byla vyhodnocena v programu STATISTICA 12 pomoci jednofaktorové analyzy
variance pro zjisténi statisticky signifikantniho rozdilu nastaveného na hladinu o = 0,05.
Poté byl proveden Dunnettiiv post-hoc test za Gcelem porovnat intenzitu fluorescence u
jednotlivych fedénych vzorkl s kontrolni skupinou. Pokud byla intenzita fluorescence
Vv jamkach s fedénymi vzorky statisticky signifikantné odlisna (p < 0,05) oproti intenzité
v kontrolni skupiné a doslo k poklesu viability bun¢k, byly tyto jamky (vzorky povrchové
vody) oznaceny jako cytotoxické. Cytotoxické vzorky nebyly pouZity pfi analyze

(anti-)PR-CALUXu.
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4 Vysledky

4.1 Hodnoceni validity testii

Nejdiive byly vyneseny sigmoidni kiivky referen¢nich latek — ORG 2058 (pro
progestagenni aktivitu) (Graf 1) a mifepristonu (pro anti-progestagenni aktivitu) (Graf 2).
Pokud splnily viechna kritéria (R? > 0,98; ECso referencni latky pro ORG 2058 byla v
rozmezi 88,3 ng-I"! a 1Cso pro mifepriston v rozmezi 28 ng-I"; minimalni indukce > 300
pro progestagenni a > 150 pro anti-progestagenni aktivitu; Z-faktor > 0,6) ptistoupilo se
k vyhodnocovani pfislusné hormonalni aktivity ve vzorcich povrchovych vod

jednotlivych lokalit.
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Graf 1: Sigmoidni kiivka referen¢ni latky ORG 2058
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Graf 2: Sigmoidni kiivka referen¢ni latky mifepristonu

4.1.1 (Anti-)progestagenni aktivita ve vzorcich z roku 2017

Na vSech 21 sledovanych lokalitich byla progestagenni aktivita pod limitem
kvantifikace (<6-11 ng:I* ekvivalentt ORG 2058). Anti-progestagenni aktivita byla
detekovana na 6 lokalitach, a to v rozsahu od 12 do 33 ng-I? ekvivalent (ekv.)
mifepristonu. Nejvyssi aktivita 33 ng-I" ekv. mifepristonu byla zjisténa v fece Vltavé
Lysa nad Labem. Dale byla anti-progestagenni aktivita naméfena v fece Luznici
(Bechyng) 14 ng-It ekv. mifepristonu, viece Sazavé (Nespeky) 15 ng-I? ekv.
mifepristonu, v fece LuZické Nise (Hradek nad Nisou) 20 ng-1"* ekv. mifepristonu a v fece

Biling (Usti nad Labem) 23 ng-I"* ekv. mifepristonu (Graf 3).

U zbylych 15 lokalit (Labe-Obfistvi, Dyje-Pohansko, Jizera-Predméfice, Labe-
Schmilka, Berounka-Srbsko, Beéva-Troubky, Jihlava-Ivancice, Labe-Vestiev, Labe-
Valy, Otava-Topélec, Morava-Lanzhot, Opava-Déhylov, Svratka-Zidlochovice, Odra-
Bohumin, Ohfe-Terezin) byla anti-progestagenni aktivita pod limitem kvantifikace (<10-

24 ng-1"t ekv. mifepristonu).
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4.1.2 (Anti-)progestagenni aktivita ve vzorcich z roku 2016

Pro srovnani byly provedeny analyzy vzorki z roku 2016 ze trech lokalit (Graf 4). Na
vSech 3 lokalitach byla progestagenni aktivita pod limitem kvantifikace.
Anti-progestagenni aktivita byla detekovana vrozmezi od 14 do 48 ng-I?t ekv.
mifepristonu. V fece Luzické Nise (Hradek nad Nisou) byla detekovana aktivita 14
ng-I" ekv. mifepristonu. V fece Vltavé (Zel¢in) byla naméfena aktivita 25 ng-1" ekv.
mifepristonu. V fece Biling¢ (Usti nad Labem) byla zjisténa aktivita 48 ng-I" ekv.

mifepristonu. Statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi lety zjistény nebyly.

80
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50
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30
2
1 .

Luzicka Nisa Bilina Vitava

W Vzorky z roku 2016  ®mVzorky z roku 2017

(ng: It ekv. mifepristonu)
o

Anti-progestagenni aktivita

o O

Graf 4: Porovnani anti-progestagenni aktivity v ng-1"* ekv. mifepristonu na tiech lokalitach mezi
lety 2016 a 2017.

4.2 Test redukce resazurinu

U vSech extraktti z roku 2017 i u vSech extrakti z roku 2016 pro progestagenni i
anti-progestagenni aktivitu se vyloucilo cytotoxické puisobeni extrakti na bunky, protoze
nedoslo k poklesu viability bunék (Pfiloha ¢. 1 a Ptiloha ¢. 2). Pro ukazku jsou zde
uvedeny 2 grafy (Graf 5 a Graf 6) jak pro progestagenni, tak pro anti-progestagenni

aktivitu.
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Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovaca POCIS
F(5, 12)=0,19291, p=0,95945
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Graf 5: Viabilita bunék exponovanych extraktim pro progestagenni aktivitu

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaéi POCIS
F(5, 12)=,40199, p=0,83831

Anti-PR-CALUX Labe-Schmilka
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Graf 6: Viabilita bunék exponovanych extraktiim pro anti-progestagenni aktivitu
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5 Diskuze

V povrchovych vodach byla doposud progestagenni aktivita detekovana v Nizozemi
4,5ng-I"t ekv. ORG 2058 (van der Linden a kol., 2008), ve Francii v POCIS vzorkovaéich
514 400 ng-g™ ekv. promegestonu (Creusot a kol., 2014), v Ceské republice v rozsahu
0,03-0,06 ng-1* ekv. ORG 2058 (Sauer a kol., 2018) a v Srbsku v rozsahu 0,8-0,29 ng:I**
ekv. promegestonu (Hashmi a kol., 2020). Jednotlivé vysledky aktivit v§ak 1ze mezi sebou
obtizn¢ porovnavat, protoze v kazdé studii byly pouzity jiné referencni latky. Zatim neni
k dispozici zadna studie, kde by byly porovnavany referen¢ni latky promegeston a ORG
2058 v PR-CALUX biotestu.

Mezi nejcastéji se vyskytujici latky, které piispivaji k progestagenni aktivité ve
vodnim prostiedi se fadi progestiny, a to konkrétné¢ cyproteron acetat, dienogest,
drospirenon, megestrol acetat, medroxyprogesteron, medroxyprogesteron acetat a
progesteron, pii¢emz nejvyznamné&jsi jsou medroxyprogesteron acetat, megestrol acetat
a progesteron (Sauer a kol., 2018; Hashmi a kol., 2020). Creusot a kol. (2014) zjistili, ze
jediny progestin, levonorgestrel, miize piispivat k progestagennim aktivitdm v povrchové
vodé az z50 %. Podle Sauer a kol. (2018) se progestiny podilely z83 % na
progestagennich aktivitach v povrchovych vodach Ceské republiky. Podle Hashmi a kol.
(2020) se progestiny podilely az z 90 % na progestagenni aktivité v povrchovych vodach
Srbska. Podle Runnalls a kol. (2013) a Paulos a kol. (2010) bylo prokazano, ze nékteré
progestiny jako je levonorgestrel, norethisteron a gestoden snizuji produkci jiker a
zpusobuji vyvoj sekundarnich saméich pohlavnich znakt u samic jele¢ka velkohlavého
(Pimephales promelas). Ve vySe uvedenych studiich zaméfenych na sledovani
progestagenni aktivity ve vodnim prostfedi byla progestagenni aktivita méfena na
lidském progesteronovém receptoru, ale podle nedavné studie Garoche a kol. (2020) bylo
zjisténo, Ze nékteré progestiny (medroxyprogesteron, megestrol acetat, chlormadinon
acetat, desogestrel, levenogestrel, gestoden, a mnoho dal$ich) vykazuji anti-
progestagenni aktivitu na rybim progesteronovém receptoru. Diky tomu by se dalo
usuzovat, ze vySe popsané UCinky progestint (levonorgestrelu, norethisteronu a
gestodenu) mohou byt dusledkem anti-progestagenni aktivity zprostfedkované pres rybi
progesteronovy receptor. Detekce progestagenni aktivity zprostiedkované pres lidsky PR
je indikatorem vyskytu progestint a vyskyt progestinii ve vodnim prostiedi pfedstavuje

pro ryby i dalsi vodni organismy pomérné€ velké riziko.
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V mé praci byla progestagenni aktivita na viech 21 lokalitach Ceské republiky pod
limitem kvantifikace, coz by mohlo indikovat, ze se na sledovanych lokalitach
nevyskytovaly progestiny nebo jejich koncentrace nebyla tak vysoka, aby mohla byt
progestagenni aktivita prokazana. Vzorky nebyly odebirany pfimo pod zatsténim odtoku
z ¢istiren komunalnich odpadnich vod, které byvaji jejich zdrojem, ale az dale po proudu.
Tyto latky mohly byt tudiz odstranény v disledku samocistici schopnosti vody. Na
nékterych lokalitaich mohlo také dochazet K tzv. ,,masking effect” neboli k ,,zamaskovani‘

progestagenni aktivity vysokou anti-progestagenni aktivitou (Weiss a kol., 2009).

Dale mohla byt progestagenni aktivita pod limitem kvantifikace z toho divodu, ze
limit kvantifikace (<6-11 ng-1"! ekvivalentti ORG 2058) byl v mé praci mnohem vyssi nez
dosud zjisténé hodnoty progestagenni aktivity, které byly naméfeny v povrchové vodé
v Ceské republice (0,03-0,06 ng:I* ekv. ORG 2058; Sauer a kol., 2018). Dale napiiklad i
v Nizozemi byly naméfeny aktivity o néco nizsi, nez byl limit kvantifikace v této praci, a
to 4,5 ng-I* ekv. ORG 2058 (van der Linden a kol., 2008). V tivahu by se méla vzit i
moznost, Ze pasivni vzorkovace POCIS sorbuji prevazné polarné;si latky a progestagenni

aktivitu vykazuji spiSe nepolarni latky.

Anti-progestagenni aktivita v povrchovych vodach byla doposud detekovana v Cing
121 000 ng-1"t ekv. mifepristonu (Rao a kol., 2014), v Australii s maximalni hodnotou
32 000 ng:I* ekv. mifepristonu (Scott a kol., 2014) a v Ceské republice S maximalni

hodnotou 1,4 ng:I"* ekv. mifepristonu (Sauer a kol., 2018).

Anti-progestagenni aktivita byla vmé praci zjiSténa ve vzorcich z pasivnich
vzorkovaci na 6 z 21 lokalit, a to v rozsahu od 12 do 33 ng-I"! ekv. mifepristonu. Oproti
aktivité, ktera byla naméfena v Australii a Ciné v aktivnich vzorcich z povrchové vody je
aktivita zjisténa v mé praci vyrazné nizsi. AKktivita, ktera jiz byla diive detekovana
v Ceské republice (Sauer a kol., 2018), je v porovnani s aktivitou naméfenou v mé praci
o fad niz8i. Je mozné, ze diky jinému typu vzorkovani (aktivni vzorkovani — vzorky vody
odebirany kompozitnimi vzorkovaé¢i po dobu 24 hodin) u nékterych vzorkd mohly
aktivity ve studii Sauer a kol. (2018) zptisobovat jiné latky vykazujici anti-progestagenni

aktivitu, ale to je tfeba zjistit béhem dalSich vyzkumd.
Podle zjisténych potencialnich zdroji znecisténi v okoli lokalit, kde byly odebrany

vzorky, by se dalo wusuzovat, ze bude Kkvyskytu anti-progestagenni aktivity

v povrchovych vodach nejvice pfispivat chemicky primysl z divodu nedostatecné
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ucinnosti nékterych Cistiren primyslovych odpadnich vod. V okoli lokalit (Labe-Lysa
nad Labem, Luzicka Nisa-Hradek nad Nisou, Bilina-Usti nad Labem, Luznice-Bechyné
a Vltava-Zel¢in), kde byla anti-progestagenni aktivita detekovana, sidli spole¢nosti
zamé&fené na chemicky primysl. V okoli odbérového mista Labe-Lysa nad Labem sidli
spole¢nost Donauchem s.r.o., coZ je jeden z hlavnich distributort chemickych vyrobk
V oblasti potravinafstvi, bazénové chemie, krmivafstvi, galvanizovani, tiskafského
pramyslu, natérovych hmot, technickych chemikalii a stavebnictvi. V blizkosti lokality
Luzickda Nisa-Hradek nad Nisou sidli spole¢nost Severochema, ktera je vyrobcem
podpalovaci, fedidel a Cisticich prostiedki. Reka Bilina je povazovana za jednu
Z nejznecisteénéjSich lokalit, a to pfevazné z povrchové tézby hnédého uhli a chemické
vyroby (Cesky hydrometeorologicky ustav [online]; Fedorova a kol., 2014). Sidli zde
spolecnost Spolchemie zaméfend na vyrobu syntetickych pryskyfic a spolecnost
Chempark Zaluzi zaméfena na zpracovani ropy a vyrobu, distribuci a prodej pohonnych
hmot a petrochemickych produktl. V okoli lokality LuZnice-Bechyné sidli spole¢nost
IMG Bohemia a dal proti proudu spolec¢nost Silon. Ob¢ spolecnosti Se zabyvaji vyrobou
plastovych produktd. V blizkosti lokality Vltava-Zel¢in se nachazi mésto Praha, ve
kterém sidli mnoho primyslovych spolecnosti. Mezi tyto spoleCnosti patii napiiklad:
spole¢nost Druchema, ktera se zabyva vyrobou Cisticich prostfedkid, autokosmetiky,
tmeld a barev na textil nebo spole¢nost Flexfill zaméfena na vyvoj a vyrobu chemickych
vyrobkti na udrzbu a opravy jako jsou odmastovaci prostiedky, oleje a maziva,
prostiedky na udrzbu povrchu podlah, ochranné vrstvy a vyrobky pro uklid a hygienu.
Déle zde sidli spolecnost ESTER zabyvajici se vyrobou specidlnich stavebnich prvki,
mycich a C(isticich prosttedkii pro domécnost 1 primyslové vyuziti ¢i spolecnost
MPOWER Engineering, ktera se zabyva vyvojem, vyrobou a prodejem armatur pro

energeticky, chemicky, petrochemicky a hutni pramysl.

Ve spole¢nostech Donauchem, Severochema, Spolchemie, IMG Bohemia, Druchema,
Flexfill a ESTER by mohli byt pfi vyrobé jejich produktd vyuzivany nékteré latky
vykazujici anti-progestagenni aktivitu jako jsou napiiklad polycyklické moSusové
slou¢eniny, bromované zpomalovace hoteni nebo bisfenoly. Na lokalitach Luzicka Nisa-
Hradek nad Nisou a Vltava-Zel¢in by se mohly vyskytovat polycyklické mosusové
slouceniny, které jsou vyuZivany mimo jiné i v Cisticich a hygienickych prostredcich,
protoZe V okoli se tyto prostiedky vyrabi. Na lokalitich Luznice-Bechyné a Bilina-Usti

nad Labem, kde se v blizkosti vyrabé&ji plastové produkty a syntetické pryskyfice, by se
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mohly vyskytovat bisfenoly (Tab. 3). Bisfenoly se pouzivaji pii vyrobé
polykarbonatovych plastti a epoxidovych pryskyfic pouzivanych v mnoha spotiebnich
vyrobcich (Vandenberg a kol., 2007). Je ale zajimavé, ze v blizkosti odbérového mista
lokality Labe-Vestiev byla anti-progestagenni aktivita pod limitem kvantifikace. Zde se
predpokladalo, Zze bude anti-progestagenni aktivita detekovana, protoze podle zjisténych
potencialnich zdroji znecisténi zde sidli Krkonosské papirny zamétené mimo jiné i na
vyrobu termopapiru. Podle Bjornsdotter a kol. (2017) jsou v termopapiru obsazeny
nckteré bifenoly, které mohou vykazovat anti-progestagenni aktivitu. Podle téchto
informaci je tedy mozné¢, Ze zde byla anti-progestagenni aktivita pod limitem kvantifikace
z divodu vyssi ucinnosti mistni primyslové Cistirny odpadnich vod. Za ucelem splnéni
piedpisit pozarni bezpecnosti se na hotlavé materialy, pouzivané ve stavebnictvi, Vv
textilnim primyslu nebo v pocitatovém vybaveni, aplikuji zpomalovace hofteni.
Zpomalovace hoteni jsou latky pfidavané nebo nanaSené na material ke zvySeni pozarni
odolnosti tohoto produktu (WHO, 1997). Tyto latky by se tudiz mohly vyskytovat v okoli
lokality Labe-Lysa nad Labem, kde se vyrabi produkty pro stavebnictvi (tmely, natérové

hmoty, ptisady do betonu a stavebnich smési).

Mezi pozitivnimi lokalitami je vSak i Sazava-Nespeky, v jejimz okoli se podle mych
informaci nenachazi zadné podniky chemického primyslu. U této lokality by mohlo byt
zdrojem anti-progestagenni aktivity komunalni zneciSténi. Mezi latky vykazujici
anti-progestagenni aktivitu, které se vyskytuji v komunalnich odpadnich vodach se fadi
piedevsim nékteré fyto-anti-progestageny (kyselina chlorogenova, kyselina m-kumarova
a kyselina ferulova) obsazené v kaveé, Caji a Cerveném viné (Rosenberg a kol., 1998),
néktera 1é¢iva a polycyklické moSusové slouceniny. Ty se do vodniho prostiedi mohou
dostavat vlivem nedostate¢né schopnosti ¢istiren komunalnich odpadnich vod tyto latky
odbourat. Na ostatnich lokalitach potencialné ovlivnénych komunalnim zne¢isténim v§ak
anti-progestagenni aktivita detekovana nebyla, proto tento zdroj neni piili$
pravdépodobny. Dalsi ptfi¢inou vyskytu anti-progestagenni aktivity ve vodnim prostiedi
by mohla byt biotransformace v dusledku, které by vlivem mikroorganismi dochazelo
k pfeméné latek nevykazujicich anti-progestagenni aktivitu na latky tuto aktivitu

vykazujici (Peng a kol., 2014).

Mezi dalsi potencialni zdroj zne€isténi latkami s anti-progestagenni aktivitou by
mohlo patfit zemédélstvi, konkrétné ovocné a zeleninové farmy. Nékteré tyto farmy se

nachazeji v okoli lokalit Labe-Lysd nad Labem a Vltava-Zel¢in. Vyskyt
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anti-progestagenni aktivity na téchto lokalitich by mohl byt zpisoben fungicidem
vinclozolinem ¢i nékterymi fyto-anti-progestageny (chlorofylin a hesperetin) obsazenymi
v zeleniné (Rosenberg a kol., 1998). Vinclozolin je G¢inny proti plisni Sedé (Botrytis
cinerea) a hlizenkam (Schlerotinia sclerotiorum, Monilia spp.), které se vyskytuji na

ovoci, zelening a viné (Spencer, 1982; Mourkidou, 1991).

Vyskyt anti-progestagenni aktivity zprostifedkované pies lidsky progesteronovy
receptor ve vodnim prostiedi by mohl mit negativni vliv na vodni organismy, zejména na
obratlovce jako jsou vodni savci nebo obojZivelnici. Progesteronovy receptor
obojzivelnikii ma podobnou aminokyselinovou sekvenci jako lidsky progesteronovy
receptor (Bayaa a kol.,, 2000), a proto ucinky expozice anti-progestestinim u
obojzivelniki budou pravdépodobné podobné tc¢inkiim u vyssich obratlovcd veetné lidi
(Kvarnryd a kol., 2011; Satholm a kol., 2014). Rybi progesteronové receptory maji
V porovnani s lidskym progesteronovym receptorem odliSnou afinitu k riznym latkam,
napf. ptirodnim a syntetickym (anti-)progestinim (Garoche a kol., 2020), tudiz zpisob
pusobeni u ryb je pravdépodobné odlisny od toho, co zname u lidi (Kumar a kol., 2015).
Z davodu, Ze anti-progestagenni latky blokuji progesteronovy receptor a u lidi se
pouzivaji hlavné k vyvolani potratu a inhibici ¢i zpozdéni ovulace (Tang, 2006) se
domnivam, ze vystaveni vodnich organismut témto latkam by mohlo vést ke sniZzovani
plodnosti a porucham vyvoje pohlavnich organti. Pfi dlouhodobém plisobeni by mohlo
dojit az k GplIné ztraté schopnosti se rozmnoZzovat, a tudiz i k uplnému vymizeni populaci

nekterych vodnich zivocicht.

Pii porovnani 3 vybranych lokalit (LuZicka Nisa-Hradek nad Nisou, Bilina-Usti nad
Labem, Vltava-Zel¢in) mezi lety 2016 a 2017 nebyl zjistén Zadny statisticky vyznamny
rozdil, coz znamena, ze vysledné hodnoty jsou srovnatelné. Z toho by se dalo usuzovat,
ze zatizeni lokalit latkami s anti-progestagenni aktivitou je stabilni a ke kontaminaci
nejspiSe dochdzi soustavné a dlouhodobé. Z tohoto divodu by byl vhodny dalsi
podrobnéjsi vyzkum, ktery by mohl byt zaméfen na zjisténi konkrétnich zdrojl znecisténi
a diky tomu by se mohla ud¢lat opatieni, ktera by zamezila dalSimu znecistovani

piislusnych lokalit.

Zatim neni znamo, jaké chemické latky jsou zodpovédné za vyskyt anti-progestagenni

aktivity na sledovanych lokalitach, ale to by mohlo byt pfedmétem dal$iho vyzkumu.
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6 Zavér

Pomoci (Anti-)PR CALUX in vitro biotestu byla prokazana anti-progestagenni
aktivita ve vzorcich z roku 2017 na 6 z 21 lokalit v Ceské republice, tzn. na 28,6 %
sledovanych lokalit, a to v rozsahu od 12 do 33 ngI? ekv. mifepristonu.
Anti-progestagenni aktivita byla detekovana na lokalitich Labe-Lysd nad Labem,
Luzicka Nisa-Hradek nad Nisou, Bilina-Usti nad Labem, Luznice-Bechyné, Vltava-
Zel¢in a Sazava-Nespeky. Progestagenni aktivita byla na vSech 21 lokalitach pod limitem
kvantifikace, coz by mohlo indikovat schopnost ¢istiren odpadnich vod odbourat tyto
latky. Dale to mohlo byt zpuisobeno tim, ze limit kvantifikace byl v moji praci mnohem
vy$si nez hodnoty doposud naméfené v povrchovych vodach. Progestagenni aktivita vSak

mohla byt téz ,,zamaskovana“ aktivitou anti-progestagenni.

Pro srovnani se vzorky z roku 2017 byly analyzovany vzorky ze 3 vybranych lokalit
z roku 2016. Ve vzorcich z roku 2016 byla anti-progestagenni detekovana v rozsahu od
14 do 48 ng-1"t ekv. mifepristonu a ve vzorcich z roku 2017 v rozsahu od 20 do 33 ng-I*
ekv. mifepristonu. Pfi porovnani aktivit mezi jednotlivymi lety nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil, coz znamena, Ze vysledné hodnoty jsou srovnatelné. Z toho
by se dalo usuzovat, ze zatizeni lokalit latkami s anti-progestagenni aktivitou je stabilni a
ke kontaminaci nejspiSe dochazi soustavné a dlouhodobé¢. Progestagenni aktivita byla na

vSech 3 lokalitach téZ pod limitem kvantifikace.

Vyskyt anti-progestagenni aktivity byl prokazan pirevazné na lokalitdch, kde se
Vv okoli nachazi podniky chemického primyslu. To by mohlo indikovat nedostate¢nou
schopnost primyslovych cistiren odpadnich vod odbourat latky vykazujici
anti-progestagenni aktivitu. Vyskyt anti progestagenni aktivity v povrchovych vodach by
mohl mit negativni dopad na vodni organismy, zejména obratlovce. Expozice téchto
organismu latkam s anti-progestagenni aktivitou by mohla vést ke snizeni plodnosti a

poruchdm vyvoje pohlavnich organti.
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8 Prilohy

Priloha €. 1: Testovani extrakti povrchovych vod na cytotoxicitu pro progestagenni
aktivitu.

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovact POCIS
F(5, 12)=3,5218, p=0,03433
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Graf P1-1: Viabilita bunék exponovanych extraktiim z lokality Labe-Vestiev

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacu POCIS
F(5, 12)=2,9991, p=0,05525
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Graf P1-2: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Labe-Valy
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Graf P1-4:

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacéu POCIS
F(5, 12)=5,4169, p=0,00778
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Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Labe-Lysa nad Labem

Viabilita bun&k exponovanych extrakttim ze vzorkovac¢l POCIS
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Viabilita bunék exponovanych extraktiim z lokality Labe-Obfistvi
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovadu POCIS
F(5, 12)=0,06228, p=0,99673
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Graf P1-5: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Labe-Schmilka

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacét POCIS
F(5, 12)=1,2637, p=0,34062
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Graf P1-6: Viabilita bun&k exponovanych extraktim z lokality Luzicka Nisa
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Viabilita buné&k exponovanych extraktim ze vzorkovact POCIS
F(5, 12)=3,3890, p=0,03863
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Graf P1-7: Viabilita bun€k exponovanych extraktim z lokality Jizera

Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovaéi POCIS
F(5, 12)=2,5992, p=0,08135
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Graf P1-8: Viabilita bun&k exponovanych extraktim z lokality Bilina
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacl POCIS
F(5, 12)=0,51796, p=0,75823
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Graf P1-9: Viabilita bun€k exponovanych extraktim z lokality Ohie

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacu POCIS
F(5, 12)=1,4548, p=0,27468
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Graf P1-10: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Vltava
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovact POCIS
F(5, 12)=4,0990, p=0,02105
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Graf P1-11: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Sazava

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacu POCIS
F(5, 12)=2,5159, p=0,08840
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Graf P1-12: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Otava
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovac&l POCIS
F(5, 12)=2,0178, p=0,14808
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Graf P1-13: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality LuZnice

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacél POCIS

F(5, 12)=2,9338, p=0,05877
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Graf P1-14: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Jihlava
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacu POCIS
F(5, 12)=0,73092, p=0,61388
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Graf P1-15: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Svratka

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaét POCIS
F(5, 12)=1,7434, p=0,19933
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Graf P1-16: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Dyje
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=1,6111, p=0,23069
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Graf P1-17: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Morava

Viabilita buné&k exponovanych extraktim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=2,4140, p=0,09798
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Graf P1-18: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Be¢va
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovact POCIS
F(5, 12)=1,0396, p=0,43838
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Graf P1-19: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Odra

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacu POCIS
F(5, 12)=14,890, p=0,00009
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Graf P1-20: Viabilita bunék exponovanych extraktiim z lokality Opava
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacl POCIS
F(5, 12)=2,6227, p=0,07948
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Graf P1-21: Viabilita bunék exponovanych extraktim z roku 2016 pro lokalitu Luzicka Nisa

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaca POCIS
F(5, 12)=0,63453, p=0,67767
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Graf P1-22: Viabilita bunék exponovanych extraktim z roku 2016 pro lokalitu Bilina
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacu POCIS
F(5, 12)=3,1161, p=0,04953
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Graf P1-23: Viabilita bunék exponovanych extraktim z roku 2016 pro lokalitu Vltava

Priloha ¢. 2: Testovani extrakti povrchovych vod na cytotoxicitu pro

anti-progestagenni aktivitu.

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacéi POCIS

F(5, 12)=1,7161, p=0,20540
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Graf P2-1: Viabilita bun€k exponovanych extraktim z lokality Labe-Vestiev
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovacla POCIS
F(5, 12)=3,6269, p=0,03132
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Graf P2-2: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Labe-Valy

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaéi POCIS
F(5, 12)=5,1280, p=0,009355
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Graf P2-3: Viabilita bun&k exponovanych extraktim z lokality Labe-Lysa nad Labem
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Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovadéi POCIS
F(5, 12)=3,0030, p=0,05505
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Graf P2-4: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Labe-Obfistvi

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaél POCIS
F(5, 12)=,42168, p=0,82496
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Graf P2-5: Viabilita bun&k exponovanych extraktim z lokality Luzicka Nisa
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaéa POCIS

F(5, 12)=1,6710, p=0,21588
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Graf P2-6: Viabilita bun&k exponovanych extraktim z lokality Jizera

Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovaéi POCIS
F(5, 12)=1,5808, p=0,23861
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Graf P2-7: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Bilina
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Viabilita buné&k exponovanych extraktlim ze vzorkovacéiu POCIS
F(5, 12)=5,7131, p=0,00634
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Graf P2-8: Viabilita bun€k exponovanych extraktim z lokality Ohie

Viabilita bunék expanovanych extraktim ze vzorkovacéi POCIS
F(5, 12)=2,8321, p=0,06478
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Graf P2-9: Viabilita bun&k exponovanych extraktim z lokality Vltava
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Viabilita bun&k exponovanych extraktdim ze vzorkovaé POCIS
F(5, 12)=5,2126, p=0,00899
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Graf P2-10: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Berounka

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=2,9228, p=0,05939
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Graf P2-11: Viabilita bun€k exponovanych extraktiim z lokality Sazava
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Viabilita buné&k exponovanych extraktiim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=1,3792, p=0,29904
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Graf P2-12: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Otava

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=5,3437, p=0,00619
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Graf P2-13: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Luznice

69



Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovact POCIS
F(5, 12)=1,2992, p=0,32726
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Graf P2-14: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Jihlava

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkova&l POCIS
F(5, 12)=,89342, p=0,51553
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Graf P2-15: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Svratka
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Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovaéi POCIS
F(5, 12)=1,4855, p=0,26538
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Graf P2-16: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Dyje

Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovaéi POCIS
F(5, 12)=11,755, p=0,00028
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Graf P2-17: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Morava
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=,69172, p=0,63941
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Graf P2-18: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Be¢va

Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovacti POCIS

F(5, 12)=16,864, p=0,00005
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Graf P2-19: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Odra
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovaéu POCIS

F(5, 12)=2,8857, p=0,06153
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Graf P2-20: Viabilita bunék exponovanych extraktim z lokality Opava
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9 Abstrakt

Cilem bakalatské prace bylo zmapovat vyskyt latek s (anti-)progestagenni aktivitou
v povrchovych vodach Ceské republiky. Vzorky byly odebrany pomoci POCIS
vzorkovaci na 21 lokalitach a jednalo se o tzv. uzavérové profily (konec povodi) nebo
vyznamna vzorkovaci mista podél profilu feky Labe. Vzorky byly pievezeny do
laboratote, kde byly extrahovany. Pro detekci (anti-)progestagenni aktivity byl pouzit
(Anti-)PR-CALUX in vitro biotest. Nejprve byly bunky nasazeny na mikrotitra¢ni
desti¢ku a po 24 hodinové inkubaci byly vystaveny kalibra¢ni fadé referenéni latky ORG
2058 pro detekci progestagenni aktivity nebo referenéni latce mifepristonu pro testovani
anti-progestagenni aktivity a fadé fedénych extraktti povrchovych vod. Po 24 hodinové
expozici byla méfena luminiscence bunck V relativnich svételnych jednotkéch. Vysledna
hormonalni aktivita byla vyjadfena v ng-I* ekvivalentu referenéni latky (ORG 2058 ¢&i

mifepristonu).

Progestagenni aktivita byla ve vzorcich zroku 2017 na vsech 21 lokalitach pod
limitem kvantifikace (<6-11 ng-I"* ekvivalenti ORG 2058). Anti-progestagenni aktivita
byla detekovana na 6 lokalitach, a to v rozsahu od 12 do 33 ng:I"t ekv. mifepristonu. Pro
srovnani byly analyzovany 3 vzorky zroku 2016. Anti-progestagenni aktivita byla
detekovana v rozsahu od 14 do 48 ng-I"t ekv. mifepristonu. Progestagenni aktivita byla
na vSech 3 lokalitach pod limitem kvantifikace. Vyskyt anti-progestagenni aktivity byl
prokazan prevazné na lokalitach, kde se v okoli nachazi podniky chemického primyslu.
Sidli zde spolecnosti, které pii vyrobé svych produkti mohou pouzivat nékteré latky
vykazujici anti-progestagenni aktivitu jako jsou napiiklad polycyklické moSusové
slouc¢eniny, bromované zpomalovace hoteni ¢i bisfenoly. Vyskyt anti-progestagenni
aktivity na téchto lokalitach by mohl indikovat nedostate¢nou schopnost primyslovych

Cistiren odpadnich vod odbourat latky vykazujici anti-progestagenni aktivitu.

Vyskyt anti-progestagenni aktivity v povrchovych vodach by mohl mit negativni
dopad na vodni organismy, zejména obratlovce. Expozice téchto organismu latkam s anti-
progestagenni aktivitou by mohla vést ke sniZzeni plodnosti a poruchdm vyvoje

pohlavnich orgéni.

Kli¢ova slova: anti-progestagenni aktivita, in vitro testy, POCIS, povrchové vody,

progestagenni aktivita, progesteron
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10 Abstract

The aim of the bachelor thesis was to map the occurrence of substances with (anti-)
progestagenic activity in surface waters of the Czech Republic. Samples were taken at 21
localities using POCIS samplers. Localities included the so-called closure profiles (end
of the river basin) and significant sampling points along the profile of the river Elbe. The
samples were transported to the laboratory, where they were extracted. (Anti-)PR-
CALUX in vitro bioassay was used to detect (anti-)progestagenic activity. First, the cells
were plated on a microtiter plate and, after 24 hours of incubation, exposed to a calibration
series of the reference substance ORG 2058 for progestagenic activity or the reference
substance mifepristone for anti-progestagenic activity and a series of diluted surface
water extracts. After 24 hours of exposure, cell luminescence was measured in relative
light units. The resulting hormonal activity was expressed in ng-1" equivalents of the

reference substance (ORG 2058 or mifepristone).

Progestagenic activity was below the limit of quantification in the samples from all
21 sampling sites (<6-11 ng-I'* ORG 2058 equivalents) sampled in the year 2017.
Anti-progestagenic activity was detected at 6 localities, ranging from 12 to 33 ng-I*
mifepristone equivalents. For comparison, 3 samples from the year 2016 were analysed.
Anti-progestagenic activity was detected in the range from 14 to 48 ng-I"* mifepristone
equivalents. Progestagenic activity was below the limit of quantification at all 3 localities.
The occurrence of anti-progestagenic activity was detected mainly at localities where the
chemical industry is in the vicinity. There are companies that can use certain substances
with anti-progestagenic activity in the production of their products, such as polycyclic
musk compounds, brominated flame retardants or bisphenols. The occurrence of
anti-progestagenic activity in these localities could indicate the insufficient ability of
industrial wastewater treatment plants to degrade substances exhibiting anti-

progestagenic activity.

The occurrence of anti-progestagenic activity in surface waters may have a negative
impact on aquatic organisms, especially vertebrates. Exposure of these organisms to
substances with anti-progestagenic activity could lead to reduced fertility and impaired

gonad development.

Key words: anti-progestagenic activity, in vitro tests, POCIS, surface water,

progestagenic activity, progesterone
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