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1 Uvod

V poslednich letech je predmétem intenzivniho vyzkumu znecis§tovani vodniho
prostfedi chemickymi latkami. Vzniklé znecisténi mize ohrozovat vodni ekosystém a

také cloveka jako vrchol potravniho fetézce.

Jedny z mnoha chemickych latek, které se dostavaji do vodniho prostiedi jsou latky
slouzici k ochrané proti ultrafialovému zafeni (UV) a jsou znamé také jako UV filtry. UV
filtry jsou celosvétové produkovany ve velkém mnozstvi diky jejich Sirokému spektru
vyuziti. Pouzivaji se v prostifedcich denni péce (naptiklad opalovaci krémy, Sampony a
dalsi), ale jsou také rozsahle vyuzivany v prumyslu, coz vede k jejich piitomnosti
v mnoha ruznych vyrobcich jako jsou napfiklad plasty, hracky a nabytek. Studie
z ruznych Casti svéta ukazuji, ze se UV filtry v dusledku jejich vyuzivani dostavaji do
vodniho prostiedi nékdy 1 ve vysokych koncentracich. Do vodniho prostfedi se mohou
tyto latky dostavat se splachy z méstskych oblasti, z méstskych a primyslovych Cistiren

odpadnich vod a z venkovnich plovaren.

Nekteré z téchto UV filtri mohou predstavovat riziko pro vodni organismy, diky
jejich potencidlu negativné narusovat endokrinni systém. U nékterych organickych UV
filtrd byla prokazana anti-progestagenni aktivita, tzn. blokace progesteronového
receptoru. Tato anti-progestagenni aktivita byla detekovana v povrchovych vodach
v ruznych zemich svéta, ale doposud nebyly identifikovany latky zodpoveédné za tuto
aktivitu, coz indikuje, ze by UV filtry mohly patfit mezi vyznamné piispévatele k této

aktivite.

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat potencial environmentalné relevantnich

organickych UV filtrd zptisobovat anti-progestagenni aktivitu ve vodnim prostiedi.



2 Literarni prehled

2.1 ZnedisSténi vodniho prostredi biologicky aktivnimi
mikropolutanty

Jednim z klicovych environmentalnich problému, kterému lidstvo v dnesni dobé celi,
je rostouci celosvétova kontaminace sladkovodnich i slanovodnich systému tisici
prumyslovych a pfirodnich chemickych latek (Schwarzenbach a kol., 2006). Tyto
slouCeniny mohou pusobit jako endokrinni disruptory, tedy latky s potencialem narusit
endokrinni systém. Pfedpoklada se, ze endokrinni systém dokaze narusit Siroka Skala
latek, jak prirodniho, tak antropogenniho puvodu. Patii mezi né napfiiklad pfirodni a
syntetické hormony, 1é€iva, dioxiny, polychlorované bifenyly, pesticidy, latky pfitomné
v plastech a mnoho dalSich latek (Schug a kol., 2011; Tabb a Blumberg, 2006). Do
skupiny endokrinnich disruptort se fadi i pfirodni chemikalie, prirozené se vyskytujici
v zivotnim prostiedi, které se mohou nachazet naptiklad v lidské i zvifeci potravé

(naptiklad fytoestrogeny) (Kuiper a kol., 1998; Dickerson a Gore, 2007).

Endokrinni disruptory mohou pisobit na riznych urovnich endokrinniho systému
naptiklad prostfednictvim jadernych receptorti, nejadernych receptori steroidnich
hormont, nesteroidnich receptort (mezi které patii naptiklad receptory neurotransmiterd
— serotoninovy a dopaminovy receptor), dale to mohou byt drahy zapojené do biosyntézy
nebo metabolismu steroidii a mnoho dalSich mechanismu, které plisobi na endokrinni a

reprodukéni systém (Diamanti-Kandarakis a kol., 2009).

Neékteré latky z kategorie endokrinnich disruptori byly navrzeny tak, aby mély
dlouhé polocasy rozpadu, coz je prospesné pro jejich prumyslové vyuziti, ale je to
nezadouci, pokud se dostanou do Zivotniho prostiedi a mohou negativné pusobit na
exponované zivocCichy. Tyto latky se v prostfedi nerozkladaji snadno a mize dochazet
k jejich rozkladu na metabolity, které mohou byt toxictéjsi néz byla ptivodni matetska

slouCenina (Calafat a Needham, 2007).

Jednim ze zpuisobu naruseni endokrinniho systému muiize byt napodobeni hormont a
jejich vazba na receptor (agonisticka aktivita) nebo zablokovani receptoru (antagonisticka

aktivita) a tim muaze dojit k naruseni normalni funkce hormont v téle. Endokrinni



disruptory mohou pusobit prostfednictvim jadernych hormonalnich receptort, jakymi
jsou: estrogenni receptory (ER), androgenni receptory (AR), thyroidni receptory (TR),
progesteronové receptory (PR) a dalsi receptory (Diamanti-Kandarakis a kol., 2009).

2.1.1 Latky s progestagenni aktivitou
Pritomnost progestagennich latek v povrchovych vodach miize snizovat celkovou
anti-progestagenni aktivitu smeési, pokud neni méfena ve frakcich v ramci efektem fizené

analyzy (Sauer a kol., 2018a).

Prirodni progestagenni latky

Do kategorie prirodnich latek s progestagenni aktivitou se na prvni misto radi
progesteron a jeho metabolity. Progesteron (Obr. ¢. 1) je lipofilni steroidni hormon
(Graham a Clarke, 1997). U lidi reguluje zrani oocytd, menstruacni cyklus a uplatiiuje se
pfi udrzeni te€hotenstvi prostfednictvim vazby a aktivace na progesteronovém receptoru
(Elger a kol., 2003; Mangelsdorf a kol., 1995). Progesteron je produkovan zejména ve
vajecnicich, ale také v urcité mife v kire nadledvin Ci ve varlatech (Spitz a Chwalisz,
2000). U ryb se misto progesteronu uplatiuje jako hlavni pfirodni ligand
progesteronového receptoru piedevsim hormon 170,20B-dihydroxy progesteron (DHP)
(Obr. €. 2). Tento hormon u ryb reguluje spermiaci, zvySuje pohyblivost spermii a ptsobi

jako feromon u samct kaprovitych ryb (Scott a kol., 2010).

Obr. ¢. 1 Strukturni vzorec progesteronu (zdroj: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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Obr. ¢. 2 Strukturni vzorec 17a,20B-dihydroxy progesteronu (zdroj: www.sigmaaldrich.com)

Syntetické progestagenni latky

Syntetické progestiny byly navrzeny tak, aby napodobovaly funkci pfirozeného
progesteronu a funguji jako agonisté progesteronového receptoru (Stanczyk a kol., 2013).
Pouzivaji se v antikoncepCnich pfipravcich, protoze jsou schopny inhibovat ovulaci a
proliferaci endometria, dale také nachazeji vyuziti v jinych hormonalnich pfipravcich
(Elger a kol., 2003; Sitruk-Ware, 2008, Zeilinger a kol., 2009). Syntetické progestiny
maji schopnost inhibovat ovulaci a proliferaci endometria. Syntetické progestiny jsou
strukturalné odvozené bud od progesteronu, testosteronu nebo sprionolaktonu
(Africander a kol., 2011; Kumar a kol., 2015), ale vétSina syntetickych progestinii muze
svou silou konkurovat pfirozenym progestagennim latkam a nékteré z nich jsou i vyrazné

siln€j8i agonisté progesteronového receptoru (Besse a Garric, 2009).

2.1.2 Anti-progestageny

Anti-progestageny jsou latky schopné se navazat a poté blokovat progesteronovy
receptor, a tudiz mit anti-progestagenni aktivitu. Na rozdil od progestagenti nedochazi po
vazbé téchto latek na progesteronovy receptor k iniciaci genové exprese, ale vazebna
mista na tomto receptoru jsou blokovana a muze dochazet k naruseni funkce pfirodnich
progestagennich hormon, jako jsou progesteron a pregnenolon. U nékterych chemickych

latek se v medicin€ vyuziva jejich anti-progestagenni aktivity (Knutson a Lange, 2014).
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Prikladem muze byt nejsilnéjsi anti-progestagenni latka mifepriston (znacen také
jako RU-486) (Cadepond a kol., 1997). Urcité latky vykazuji v nékterych tkanich
progestagenni aktivitu, ale v jinych tkanich zase anti-progestagenni aktivitu a nazyvaji se
selektivni modulatory progesteronového receptoru (SPRM). Nejznaméjsim SPRM je
ulipristal acetat, ktery ma na bunécné linit PR-CALUX téméf stejnou relativni silu v testu

na antagonismus progesteronového receptoru, jako ma mifepriston (Sauer a kol., 2018a).

Rada réiznych latek ma anti-progestagenni aktivitu, ale nebyly vyvijeny s cilem ji
vykazovat. Jedna se pfevazné o ruzné syntetické latky (napfiklad bromované retardanty
hoteni, UV filtry, polycyklické moSusové slouceniny) (Schreurs a kol., 2005; Hamers a
kol., 2006), které se dostavaji do vodniho prostiedi a také nékteré latky pfirodniho pivodu

(steroidni latky) a dochazi tak k expozici vodnim organismum.

2.1.2.1 UV filtry

UV filtry jsou chemické latky, které své uplatnéni nalezly v kosmetice, pfipravcich
denni potfeby a jsou také obsazeny v Siroké Skale produkti jako jsou plasty, lepidla,
barvy. Jejich funkce je zpomaleni Ci zabranéni degradace zpusobované UV zafenim
(Brooke a kol., 2008; Gackowska a kol., 2014). UV filtry je mozno rozdélit na zaklade
jejich mechanismu uc¢inku na anorganické (fyzikalni ucinek — odraz a rozptyl zafeni) a
organické (chemicky ucinek — absorpce, zejména UV-B zafeni) (Stiefel a Schwack,

2015).

Organické UV filtry mohou byt fazené do riznych skupin podle jejich chemické
struktury. Jednd se o derivaty benzofenonu, salicylaty, cinnamaty, derivaty kafru,
kyselina p-aminobenzoova a jeji derivaty. Vlastnosti organickych UV filtri je absorpce
specifické vinové délky (Giokas a kol., 2007). Organické UV filtry nejsou fotostabilni,
pusobenim UV zareni dochazi k jejich inaktivaci (Maier a kol., 2001), a tim ztraceji své
ochranné vlastnosti (Diffey a kol., 2000). Jejich fotostabilitu 1ze zvysit kombinaci dvou a
vice organickych UV filtrG (Nash a Tanner, 2014). Ve vyzkumech probihajicich na
pokusnych zvifatech bylo prokazano, ze nékteré organické UV filtry (4-MBC,
benzofenon-3, homosalat, ethylhexyl methoxycinnamat, octyl-dimetyl-PABA) maji
estrogenni (Schlumpf a kol.,, 2001; Tinwell a kol., 2002) a anti-thyroidni aktivitu
(Schmutzler a kol., 2004).
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Anorganické UV filtry existuji pouze dva, oxid titaniCity (TiO2) a oxid zineCnaty
(ZnO) (Osterwalder a kol., 2014). Vlastnosti anorganickych UV filtra je poskytnuti
ochrany Sirokého spektra, diky jejich vlastnostem jako jsou odrazet, rozptylovat a
absorbovat UV zafeni (Manaia a kol., 2013). Desitky let probihajici vyzkumy ukazaly, ze
jsou tyto anorganické UV filtry bezpecné pro jejich pouziti a G¢inné pii odrazeni UV
zafeni (Smijs a Pavel, 2011). Nicméné chemické UV filtry absorbuji malé spektrum UV
zafeni a preménuji UV zafeni na tepelnou energii prostfednictvim chemické reakce,
z tohoto diivodu musi byt rizné chemické UV filtry kombinovany, aby byla zajisténa

dostateCna ochrana proti slunecnimu zateni (Siller a kol., 2018).

Dal§i mozné déleni téchto latek je na zakladé toho, které UV zafeni jsou schopné
absorbovat. Existuje cela fada organickych i anorganickych UV filtrt, které pii jejich
kombinaci umoziiuji vyvazenou ochranu proti UV-A a UV-B zafeni. Dllezité vlastnosti

UV filtra jsou tepelna stabilita i fotostabilita a vodéodolnost (Stiefel a Schwack, 2015).

2.1.2.2 UV filtry v kosmetice

Skodlivé utinky UV zafeni na kizi jsou obecné znamé. Hlavnim rizikovym faktorem
je zvySena pravdépodobnost vyskytu karcinomu kize. Proti tomuto zafeni je mozné
pouziti piipravka s UV filtry (Miletin, 2011). Kromé opalovacich krému se UV filtry
vyskytuji i v fade€ dalSich produkti denni péce. Patii mezi né produkty pro péci o plet
(jako jsou licidla a krémy, vody po holeni), péCe o rty a krémy na ruce. Toto jsou
ptipravky, které se pouzivaji vétSinou soucasné€ a pravidelné (Manova a kol., 2013).
Vznika tak riziko dlouhodobych ucinka téchto latek, které mohou byt uzivany rfadove

v desitkach let a jejich ucinky se mohou projevit az po chronické expozici témto latkam.

Nejdulezit€jsi slozkou opalovacich krémi jsou UV filtry s rozsahem absorpce svétla
pro UV-A (400-320 nm) a pro UV-B (320-280 nm) (Diaz-Cruz a Barcelo, 2009). Tyto
vlnové délky jsou totiz dostatecné silné na to, aby poSkodily DNA a pfispivaly tim

k predispozici rakoviny lidské kize (Osterwalder a kol., 2014).

2.1.2.3 UV filtry v pramyslu

V prumyslovém odvétvi se pouzivaji UV stabilizatory a absorbéry, které zpomaluji

fotodegradaci a prodluzuji zivotnost produktu. Vzhledem k jejich velmi podobné funkci
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(s UV filtry pouzivanymi v kosmetice) se pro tyto latky pouziva souhrnny nazev UV filtry
(Carve a kol., 2021). UV filtry obsahuji heterogenni skupinu molekul charakterizovanou
konjugovanymi aromatickymi systémy, které mohou absorbovat UV-A a UV-B zafeni.
Diky této vlastnosti jsou vhodné jako prisady do polymera a pigmentt pouzivanych pfi
vyrobé mnoha prumyslovych produkti. Pouzivaji se napfiklad pfi vyrobé obalovych
materiala, barev, skel, lepidel a dalSich produktt, které potfebuji ochranu pred UV

svétlem (Gago-Ferrero a kol., 2012).

Nejrozsitenéjsimi UV filtry pouzivanymi v pramyslovém odvétvi jsou
benzofenolové UV filtry, pouzivajici se jako piisady do plastovych materialt, aby doslo

k zabranéni degradace jejich plastového polymeru fotooxidaci (Runde a kol., 2022).

2.1.2.4 UV filtry ve vodnim prostredi

UV filtry jsou produkovany ve velkém mnozstvi (vice nez 100 000 tun rocné)
(Shaath, 2005). Bylo zjisténo, ze dochazi k uvolfiovani téchto latek z pouzivanych
produktt a v disledku toho se dostavaji do vodniho prostiedi. Tyto chemikalie mohou
mit potencial bioakumulace a biomagnifikace ve vodnich ekosystémech i v potravnich
sitich (Diaz-Cruz a kol., 2008). V roce 2007 byly tyto latky uznané organy EU jako
dulezité organické kontaminanty vodniho prostiedi (European Parliament, 2007) a
nekteré z nich (butyl methoxydibenzoylmetan znam také jako avobenzon, oktokrylen,
benzofenon-3) byly v roce 2022 zafazeny na tzv. watch list latek, (budou v budoucnu
pravidelné sledovany ve vodnim prostiedi v ramci EU Water Framework) (Water News

Europe — online).

UV filtry se mohou do vodniho prostiedi dostavat prostiednictvim ruznych zdroju.
Jednim z moznych zpisobu kontaminace vodniho prostiedi je jejich smyvani pii koupani
ve vefejnych koupalistich (UV filtry obsazené v kosmetice), dale pak vypousténi
¢isténych odpadnich vod a z odtoka z Cistiren odpadnich vod, které obsahuji primyslové
odpadni vody (vyroba a pouziti UV filtri) (Daughton a Ternes, 1999; Poiger a kol., 2004)
a komunalni odpadni vody (napf. z prani pradla, smyvani z pokozky béhem sprchovani)
(Balmer a kol., 2005; Poiger a kol., 2004). V povrchovych vodach dochazi k rozdé€leni
mezi vodnim sloupcem a sedimentem (Obr. €. 3) v zavislosti na jejich hydrofobicite, ktera
se odhaduje pomoci hodnoty rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (log Kow). Vétsina

UV filtra je pouze mirné az stfedné rozpustnych ve vodé a kvili tomu maji tendenci se
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kumulovat v sedimentech a v organismech (Ramos a kol., 2015; Fent a kol., 2010, Gago-
Ferrero a kol., 2012). Tyto latky jsou zaroveni schopny se bioakumulovat v zivych
organismech a biomagnifikovat do vyssich trofickych trovni v ramci potravniho fetézce

(Sanchez-Quiles a Tovar-Sanchez, 2015).

Obr. ¢. 3 UV filtry ve vodnim prostiedi (autor: Ing. Milan Zavorka)

UV filtry organického i anorganického ptvodu mohou byt slunecnim zafenim
pfeménény do excitovaného stavu. Vlivem excitace dochazi ke vzniku zvysené
koncentrace reaktivnich forem kysliku, které mohou mit toxické ucinky na fytoplankton

(Sanchez-Quiles a Tovar-Sanchez, 2015).

Piitomnost UV filtri byla zjisténa i ve vodnich organismech. Ve Svycarsku byly na
ptitomnost UV filtra testovany druhy jako: jelec (Coregonus sp.), plotice obecna (Rutilus
rutilus), okoun obecny (Perca fluviatilis). Koncentrace UV filtrii v té€chto rybach byly
nizké, ale presto detekovatelné, zejména 4-methylbenzyliden kafr v koncentraci 166 ng
x g’ tuku (Balmer a kol., 2005). O rok pozdéji probihalo testovani na pstruzich obecnych

(Salmo trutta). V jejich svaloviné byl naméfen 4-methylbenzyliden kafr v koncentraci

15



1800 ng x ¢! a oktokrylen v koncentraci 2 400 ng x g™ (Buser a kol., 2006). Akumulace
téchto latek v rybach je znepokojiva, bylo prokéazano, ze organické UV filtry a jejich
metabolity ovliviiuji endokrinni systém, prevazné maji vliv na estrogeny (Schlumpf a
kol., 2001, Kunz a Fent, 2006) u kterych bylo prokazano, ze zptsobuji zvySeny vyskyt
intersexu nebo feminizaci samct ryb (Jobling a kol., 2009; Kidd a kol., 2007).

2.1.2.5 Odstranéni UV filtri z vodniho prostiedi

UV filtry jsou z hlediska vyroby a pouzivani relativné nové, to znamena, ze biota a
zejména mikroorganismy zatim nepfizpusobily své metabolické drahy tak, aby tyto latky
zmetabolizovaly a snizily tak jejich koncentrace v prostredi, nicméné mohou vznikat i
toxiCtéjsi metabolity (Janssen a kol., 2005). UV filtry podléhaji degradaci zpusobené
vystavenim slunenimu zafeni a reakci s dezinfekénimi pfipravky jako je naptiklad chlor,
ale vznikaji tim chlorované vedlejsi produkty, které jsou Casto toxictéjsi nez pivodni UV

filtry (Santos a kol., 2012).

2.1.2.6 UV filtry s anti-progestagenni aktivitou

Doposud byla zjisténa anti-progestagenni aktivita UV filtrd uvedenych v tabulce
Tab. €. 2. V této diplomové praci bylo testovano, zda mohou 1 dalsi latky ze skupiny UV

filtrd vykazovat anti-progestagenni aktivitu a jednalo se o UV filtry uvedené v Tab. ¢. 1.

Charakterizace jednotlivvch UV filtru:

Benzofenon-3

Benzofenon-3, také znamy jako oxybenzon, je pevna latka pouzivana v kosmetice.
Jedna se o latku dobfe rozpustnou ve vétSiné organickych rozpoustédel
(www.encyklopedie.biooo.cz). Pouziva se i jako svételny stabilizator v plastech, natérech
(Pfaendner, 2006) a v obalech na potraviny (Suzuki a kol., 2005). Nékolik studii
prokazalo, ze tento UV filtr vykazuje tendenci pronikat lidskou kizi a byl nalezen v moc¢i,
a dokonce i v matefském mléce (Gonzalez a kol., 2006; Janjua a kol., 2008). U
benzofenonu-3 bylo prokazano, ze muze mit potencial narusovat endokrinni systém

(Schlumpf a kol., 2001; Kunz a kol., 2006; Krause a kol., 2012). Nafizenim Evropského
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parlamentu a rady ¢. 1223/2009 Sb. je povolena koncentrace v ptipravcich denni péce 10

%.
Benzofenon-8

Benzofenon-8 je derivat benzofenonu a pouziva se v opalovacich pfipravcich proti
UV-B a UV-A zafeni (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). U benzofennonu-8 byla
prokazana extrémni reaktivita pfi vystaveni volnému aktivnimu chloru a byla dokézana
jeho fotostabilita pfi vystaveni umélému slunecnimu zafeni (Santos a Esteves da Silva,
2019). Nejvyssi povolena koncentrace v opalovacich piipravcich ¢ini 3 %

(www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Benzyl salicylat

Benzyl salicylat je latka synteticky vyrobena esterifikaci benzyl alkoholu a kyseliny
salicylové. Je to bezbarva latka charakteristicka sladkou bylinnou az kvétinovou vini. Na
pokoZzce muze vyvolat alergickou reakci, silné podrazdéni pokozky i o¢i a mize prispivat
k tvorbé pigmentovych skvrn (www.encyklopedie.biooo.cz). Celosvétové vyuzivani této

latky je vetsi néz 1 000 tun za rok (Lapczynski a kol, 2007).

Ethylhexyl salicylat

Ethylhexyl salicylat je latka, ktera se vyrabi kondenzaci kyseliny salicylové s 2-
ethylhexanolem. Pouziva se v pfipravcich urCenych na ochranu proti UV-B zafeni,
zarovetl je vyuzivana jako stabilizator avobenzonu. V piipravcich na ochranu prott UV
zafeni je pouzivana v nizkych koncentracich, pfiblizné¢ 5 % z celkového objemu

ptipravku (www.encyklopedie.biooo.cz).

Homosalat

Homosalat je sloucenina salicylatu neboli kyseliny salicylové, pouziva se
v pfipravcich na ochranu proti slune€nimu zareni, konkrétné proti UV-B zéfeni (Serpone
a kol., 2007; Shaath, 2010). Maximalni povolena koncentrace této latky v ptipravcich je
15 % (Caswell, 2001).
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Ethyhexyl methoxycinamat

Ethylhexyl methoxycinamat je derivat kyseliny skoficové, pouzivany za tcelem
zvySeni ochranného faktoru pied slunenim zafenim a vod€odolnosti v opalovacich
krémech, dale se pouziva v lacich na vlasy a nehty, pfipravcich na vlasy, parfémech a
dalsich pripravcich. Tento UV filtr poskytuje ochranu prott UV-B zafeni, proti UV-A
zateni je neucinny (www.encyklopedie.biooo.cz). Studie ukazaly, ze tento UV filtr mize

mit negativni vliv na endokrinni systém organismt (Ramos a kol., 2015).

Isoamyl methoxycinamat

Isoamyl methoxycinamat je slouCenina vytvorena z kyseliny skoficové, vyskytuje se
i v pfirodé v kofenech indické rostliny Galangal (www.encyklopedie.biooo.cz). Do
kosmetickych pripravkt se muze pridavat v 10% koncentraci (Stiefel a Schwack, 2015;
www.pubchem.ncbi.nih.gov). U citlivéjsich jedinct muaze tato latka vyvolavat alergickou

a fotoalergickou reakci (Heurung a kol., 2014).

Oktokrylen (OCT)

Oktokrylen je UV filtr fazeny do skupiny derivata kyseliny skoficové. Po pouziti
muze pronikat do kiize a pasobit v ni jako fotosenzibilator, coz mize vyvolavat zvySenou
produkci volnych radikalt, které mohou napadat zdravé buriky, tim vyvolat poskozeni
DNA a prispivat k vyskytu melanomu (www.encyklopedie.biooo.cz). Nejvyssi piipustna

koncentrace v produktech denni péce ¢ini 10 % (Natizeni vlady ¢. 174/1998).

4-methylbenzyliden kafr (4-MBC)

4-methylbenzyliden kafr je organicky derivat kafru, ktery se pouziva v kosmetice
prevazné proti UV-B zafeni. Disponuje dobrou rozpustnosti v olejich a tucich. Podle
Natizeni Evropského parlamentu a rady ¢. 1223/2009 Sb. je povolend koncentrace
v kosmetickych ptipravcich kolem 4 %. (Kratochvil — online; Nafizeni Evropského

parlamentu a rady €. 1223/2009 Sb.; Sanchez-Quiles a Tovar-Sanchez, 2015).
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Tab. €. 1 Fyzikalné-chemické charakteristiky testovanych UV filtra

Molarni :
Sumarni Strukturni vzorec
Nazev UV filtru Zkratka | hmotnost (zdroj:
vzorec
(g x mol") www.pubchem.ncbi.nim.nih.gov)
e
Benzofenon-3 BP-3 228,2 C14H1203 L
:
Benzofenon-8 BP-8 244,3 C12H1404 ” O )
Benzyl salicylat BZS 2082 C1aH120s e
Ethylhexyl salicylat EHS 250,3 Ci15H2203 ”é J
\/
BN
Homosalat HMS 262,3 Ci6Hz203 o~ A
|
Ethyhexyl
methoxycinnamit EHMC 290,4 C1sH2603
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Tab. €. 1 — pokracovani: Fyzikalné-chemické charakteristiky testovanych UV filtra

Strukturni vzorec

Molarni Sumarni
Nazev UV filtru Zkratka | hmotnost (zdroj:
a vzorec ) .
(g x mol™) www.pubchem.ncbi.nim.nih.gov)
Isoamyl H o
methoxycinnamt IAMC 248.3 C15H2003
Oktokrylen ocT 361,5 CosHa7NO2 r @
27
d-methylbenzyliden | 4 mBc | 2544 CisHz20
afr H
(8]
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Tab. €. 2 Fyzikalné-chemické vlastnosti UV filtru s anti-progestagenni aktivitou uvadéné v literatute

Molarni
Lo
Nazev UV filtru Zkratka | hmotnost | Sumarni vzorec K g In vitro biotest ICs0 (pM) Citace
ow
(g x mol)
. Schreurs a kol. (2005
3-Benzyliden kafr 3-BC 240,4 C17H200 537 Anti-PR-CALUX 0,4 ( )
4-Methylbenzyliden
Kafr 4-MBC 2544 CisHz20 5,92 Anti-PR-CALUX 0,9 Schreurs a kol. (2005)
Ethylhexyl Schreurs a kol. (2005)
EHMC 290,4 i.PR-
methoxycinnamat C1sH2603 6,1 Anti-PR-CALUX 0,5
. Schreurs a kol. (2005
Homosalat HMS 262,3 C16H2203 6,16 Anti-PR-CALUX 3,0 (2005)
) Schreurs a kol. (2005)
Anti-PR-CALUX 52
Benzofenon-3 BP-3 228,2 Ci14H1203 3,79
Thia a kol. (2020)
YPS 11,8
Benzofenon-8 BP-8 2443 C12H1404 3,82 YPS 15,9 Thia a kol. (2020)

YPS = Yeast progesterone screen (reportérovy test na kvasinkach)
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2.2 Invitro testy

V roce 1959 byly Russelem a Burchem navrzeny zasady principti 3R do nichz se tyto
in vitro testy tadi. Principy jsou Siroce piijimany a brany jako nejlepsi zptsob k dosazeni
kvalitnich védeckych vysledka. Principy 3R v sobé zahrnuji skupiny Replacement,
Refinement a Reduction (Russel a Burch, 1959).

Replacement je princip, ktery ma za cil pouzivani metod, kterymi se nahrazuji testy
na zvitatech. Do této skupiny testd patii jiz zminéné in vitro testy, které pouZzivaji pouze
Casti zivych organismi jako jsou napf.: bilé krvinky, tkafiové kultury, jaterni buriky a
testy na niz§ich organismech (bakterie, houby, prvoci, semena rostlin). Refinement je
skupina testd pracujici na takovém principu, aby nedochazelo k utrpeni zvifat ¢i bylo
snizeno na nejniz§i moznou uroveil. Reduction je princip podle kterého, ma byt pfi

pokusech pouzit co nejnizsi mozny pocet laboratornich zvitrat (Russel a Burch, 1959).

Opakem in vitro testi jsou in vivo testy. In vivo testy jsou provadéné piimo na
zvitatech, v pfevazné vét§iné v nich je zvife usmrceno. In vitro testy jsou v porovnani s in
vivo testy rychlejsi, jednodussi na provedeni a z finan¢niho hlediska jsou vyhodnéjsi pro
jejich nizsi naklady a potrebé laboratorniho vybaveni, vzhledem k vysokému poctu
zanalyzovanych vzorkd a v neposledni fadé pii nich nedochazi k utrpeni zvirat (Kirkland

a kol., 2005; Pampaloni a kol., 2007).

2.3 Invitro testy pro detekci anti-progestagenni aktivity

2.3.1 CALUX

CALUX z anglického Chemically Activated LUciferase gene eXpression jsou
druhem biotestd, které jsou zaloZené na expresi luciferazového genu. Tyto testy jsou
pouzivany ve vyzkumu pro charakterizaci biologické aktivity chemickych kontaminantt
v environmentalnich vzorcich (Sonneveld a kol., 2005). Analyzy pomoci CALUX
biotesti poskytuji informace o specifické biologické odpoveédi latek vazajicich se na

testovany receptor.
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CALUX testy lze rozdélit podle steroidnich receptord, které obsahuji: estrogenni
(ER-CALUX), androgenni (AR-CALUX), progesteronovy (PR-CALUX), glukortikoidni
(GR-CALUX), mineralokortikoidni (MR-CALUX) a thyroidni (TR-CALUX). Tyto
CALUX in vitro biotesty jsou dostupné pod licenci poskytovanou spolecnosti

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

CALUX biotesty vyuzivaji lidské geneticky modifikované linie U2-OS (rakovinné
bunky kostni diené). Vyhodou U2-OS bunék pro pouziti vin vitro testech je, ze
neobsahuji vyznamné mnozstvi steroidnich receptori a je pro né typicka snadna
manipulace a rychly rust (Sonneveld a kol., 2011; Suzuki a kol., 2013). Do U2-OS bunék
je vlozen vektor obsahujici sekvence komplementarni DNA (cDNA), ktera odpovida
danému lidskému receptoru (naptiklad progesteronovému v testu PR-CALUX), dale pak
je vlozen vektor nesouci hormon responzivni elementy (specifické pro dany receptor,
napiiklad progesteron responzivni elementy v testu PR-CALUX), TATA box agen
kodujict enzym luciferazu a takto byly vyvinuty testy CALUX (Sonneveld a kol., 2005).
Pfi testovani jsou buriky exponovany latkam, a pokud jsou tyto latky ligandy daného
receptoru, tak se navazou na receptor v cytosolu bunék. Tento vznikly komplex ligand-
receptor migruje do jadra bunky, v némz dochézi k interakci hormon responzivnich
elementd s vniklym komplexem, timto dojde k iniciaci exprese genu pro luciferazu.
Aktivita luciferazy je nasledné méfena po reakci s D-luciferinem (pridava se k buitkam
spolu s adenosintrifosfatem) a vysledkem je emitace svétla, ktera je kvantifikovana

v luminometru (Schriks a kol., 2009).

2.3.1.1 (Anti-)PR-CALUX

Tyto testy jsou schopny detekovat aktivaci nebo blokaci progesteronového receptoru,
to znamena, ze mohou byt pouzité v agonistickém (PR-CALUX biotest) nebo
antagonistickém modu (anti-PR-CALUX). Pro (anti-)PR-CALUX byly U2-OS buiiky
transfekovany plazmidem, ktery nese progesteronovy receptor a také plazmidem
S progesteronovymi responzivnimi elementy a genem koédujicim luciferazu (Sonneveld a
kol., 2011). Pro tyto in vitro biotesty se pouzivaji referencni latky, které odpovidaji dané

aktivité v agonismu progesteronového receptoru (ORG 2058 — Obr. €. 4, progesteron —
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Obr. ¢. 1, promegeston, medroxyprogesteron acetat, levonorgestrel) a antagonismu

progesteronového receptoru (mifepriston — Obr. €. 5).

Obr. ¢. 4 Strukturni vzorec ORG 2058 (zdroj: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Obr. ¢. 5 Strukturni vzorec mifepristonu (zdroj: www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)
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2.4 Chemické analyzy pro detekei UV filtri

Analytické metody pouzivané pro identifikaci a kvantifikaci organickych UV jsou
nezbytnym nastrojem pro pruzkumy v nichz je sledovan environmentalni vyskyt UV
filtrd v komplexnich matricich. Nejpouzivanéjsi metodou je kapalinova chromatografie
(Giokas a kol., 2004; Oliveira a kol., 2010) kombinovana s hmotnostni spektrometrii

(Diaz-Cruz a Barcel0, 2009).

Pfi vybéru analytické metody je nutné brat v uvahu fyzikalné-chemické vlastnosti
analytt. Ve studiich zabyvajici se detekci organickych UV filtrii ve vodnim prostiedi jsou
pouzivané ruzné metody analyz. Napiiklad muze jit o kapalinovou chromatografickou-
elektroionizacni-tandemovou hmotnostni spektrometriit (HPLC-ESI-MS/MS) (Tsui a
kol., 2014), kapalinovou chromatograficko-ultrafialovou spektrometrii (LC/UV) (Vidal a
kol., 2010), dvourozmérnou kapalinovou chromatografii spojenou s tandemovou

hmotnostni spektrometrii (LC/LC-MS/MS) (Grabicova a kol., 2013) a dalsi metody.
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3 Material a metodika

3.1 Chemikalie a material

Pro testovani (anti-)progestagenni aktivity ve vodnim prostfedi a testovani Cistych
latek byly pouzity nasledujici chemikalie: lyzni roztok (k rozvolnéni bunééné membrany,
jehoZz pomoci muze byt intenzita vyzafovana s vét§i intenzitou), iluminacni roztok
(obsahujici D-luciferin a adenositrifosfat), synteticky progestin (ORG 2058) — pro
progestagenni aktivitu (od BioDetection Systems b.v., Amsterdam, Nizozemi);
dimethylsulfoxid (DMSO), penicilin-streptomycin, Dulbeccovo fosfatem pufrovany
fyziologicky roztok (PBS), kyselina octova (99,99%), mifepriston — pro anti-
progestagenni aktivitu (od Sigma-Aldrich); Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
(DMEM), Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium obohacené o fenolovou Cerven
(DMEM - jako ristové médium), trypsin, smes neesencialnich aminokyselin (od Life-

Technologies); fetalni bovinni sérum (od Biosera).

Pro testovani anti-progestagenni aktivity u Cistych latek (UV filtrti) byly pouzity
nasledujici standarty, které mély analytickou cCistotu: mifepriston (RU-486; >98%),
ethylhexyl methoxycinnamat, oktokrylen, 4-methylbenzyliden kafr, homosalat,
ethylhexyl salicylat, benzofenon, benzofenon-1, benzofenon-12 (>99%; Sigma-Aldrich),
benzofenon-2 (>97%; Sigma-Aldrich), benzofenon-3, benzofenon-4, benzofenon-8,
benzofenon-12 (Merck, Ceska republika), isoamyl methoxycinnamat (>99%; Tokyo
Chemical Industry), UV-P (>99%,; Tokyo Chemical Industry), UV-320 (>99%; Chem-
Cruz), UV-327, UV-328, (>98%,; Sigma-Aldrich), benzyl salicylat (>98%; Sigma-
Aldrich), UV-350 (100%; AccuStandard).

3.2 Odbér a prevoz vzorki

Vzorky odpadni a povrchové vody o objemu 1 litr byly odebrany v zafi 2022 na
vybranych lokalitach v Jiznich Cechach (detailni popis je uveden v kapitolach 3.3.1 a
3.3.2). Vzorkovani bylo provedeno pomoci odbérové tyce (Obr. €. 6), ktera byla mezi

odbéry na jinych lokalitach vzdy proplachnuta na nové lokalité danou vodou. Vzorky
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byly po pfevozu umistény do lednice pii teploté 4 °C. Nasledné byla u vzorkt do 48 hodin

provedena extrakce na pevné fazi (kapitola 3.4).

Obr. ¢. 6 Odbér vzorka odbérnou ty¢i (vlevo: vefejné koupalisté, vpravo: Cistirna odpadnich vod)

(foto: Tereza SmésSna)

3.3 Popis vzorkovanych lokalit

3.3.1 Odbér vzorku povrchové vody z rybniku

Vzorky povrchové vody byly odebrany na vetrejnych koupalistich slouzicich téz jako
rybniky urcené k rybolovu a jako kontrolni lokalita byla vybrana sadka. Konkrétné se
jednalo o nasledujici lokality: rybnik Stilec (GPS: 48.8866775N, 14.4362672E),
Mydlovarsky rybnik (GPS: 49.0736475N, 14.3593922E), rybnik Podrouzek (GPS:
49.0356753N, 14.1851611E) a sadka ¢. 65 na Experimentalnim rybochovném pracovisti
a pokusnictvi ve Vodianech (GPS: 49.1548536N, 14.1666467E) (Obr. €. 7).
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Obr. ¢. 7 Mapa odbémych mist (zdroj: mapy.cz) (upraveno: malovani)

3.3.2 Odbér vzorki odpadnich a povrchovych vod na C¢istirné

odpadnich vod v Tabore

Vzorky odpadni vody byly odebrany z Arealové &istirny odpadnich vod (ACOV) v
Tabore. Dle kanalizaéniho fadu (zvefejnéného na www.cevak.cz) na ACOV Tabor
pfitékaji odpadni vody primyslovym pfivadéCem z potravinaiského, textilniho,
strojirenského a ostatniho primyslu a komunalni odpadni vody ze aglomerace mésta

Sezimovo Usti a sidli§té Luznice (Tabor).

Vzorky byly odebrany z piitoku a odtoku z COV a z feky LuZnice (z recipientu 50

m nad a pod zausténim odtok z téchto COV) viz Obr. &. 8.
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Obr. & 8 Schéma odbémych mist na COV (1 — piitok na COV., 2 — odtok zCOV, 3 — nad
zausténim, 4 — pod zatisténim)

3.4 Extrakce vzorku

Pro extrakci vzorkl byla pouzita metoda extrakce na pevné fazi — SPE (z anglického
solid-phase extraction). Extrakce byla provedena za pomoci automatického extraktoru
SPE-DEX 4790 (od Horizon Technology, USA) (Obr. €. 9) a detailni popis metody je
uveden v Golovko a kol. (2018). Odebrany objem vzorku (1 litr) byl nejprve prefiltrovan
pfes 5 um a nasledné pfes 1 um filtry Fast Flow (Biotage, Sweden). Poté byl vzorek
prefiltrovan pres Atlantic C18 SPE disk (Bioatge, Sweden), ktery sorbuje zejména
lipofilni latky. Z tohoto SPE disku byly zachycené latky eluovany (vymyty)

rozpoustédlem (acetonitrilem) do sklenénych zkumavek na sbér eluatu.
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Obr. ¢. 9 Automaticky extraktor SPE-DEX 4790 (Horizon Technology, USA) (foto: Ing. Pavel
Sauer, Ph.D.)

Dalsim krokem byla evaporace eluati. Z lahvicek byly eluaty prepipetovany do
tlustosténnych sklenénych zkumavek, které mély konické dno a poté byly odpareny na
koncentratoru vzorka (Termovap TV 10+, ECOM) (Obr. €. 10) za pomoci mirného proudu
dusiku téméf do sucha pti 37 °C. Vzorky byly rozpustény v 50 uLL DMSO pro biologickou
analyzu, a ve 2x30 uL acetonitrilu a 2x30 puL. demineralizované vody pro chemickou

analyzu nasledné byly uskladnény v mrazicim boxu pii -20 °C.
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Obr. ¢. 10 Koncentrator vzorka (Termovap TV10+, ECOM) (Foto: Tereza Smésna)

3.5 Pasazovani bunécnych kultur

Pasazovani znamena obmeénéni starého rustového média za Cerstvé, bohaté na
nutrienty, které jsou dulezité pro rust buné€k a obvykle jsou pfi ném bunky premistovany
do novych kultivacnich lahvi. Pro pasazovani bylo pouzito médium s fenolovou cerveni.
Pravidelné byla provadéna kontrola bunek pod mikroskopem (CKXS53, Olympus). U
bunék bylo kontrolovano jejich procentualni pokryti, vzhled a rast a také bylo sledovano,

zda kultury nevykazuji znamky kontaminace.

S postupem Casu, jak buriky rostou a mnozi se, tak pottebuji dostateCny prostor a také
je nutné odstranit nezivé bunky a odpadni latky z jejich metabolismu. Proto je dilezité po
Case (zpravidla 2x tydné€) prenést zivé bunky do nového média a novych kultivac¢nich
lahvi. Tato metoda se nazyva pasazovani bunek a pristupuje se k ni v pripade, ze bylo
dosazeno 70-80% pokryti dna kultivaéni lahve buiikami. Pasazovani bylo provadéno ve

sterilnich podminkach v laminarnim kabinetu (flowboxu) (Obr. €. 11), jehoz povrch bylo
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nutné pravidelné oSetfovat 70% roztokem ethanolu a jednou tydné dochazelo

k vysvécovani flowboxu vnitini UV lampou.

Obr. &. 11 Laminarni kabinet — flowbox (Foto: Tereza Smésna)

Pasazovani bunék bylo provadéno na zakladé protokolu od BioDetection Systems

b.v. (Nizozemi) nasledujicim postupem.
Postup pasazovani:

1) Z lahve urcené ke kultivaci bylo odstranéno médium, které v sobé obsahovalo
Ziviny pro rust bunék (s fenolovou Cerventi), tento odebirany objem byl pfiblizné
10 ml.

2) Bunky byly oplachnuty 10 ml PBS (2 x 5 ml).

3) Nasledné byl pouzit trypsin, coz je latka, kterd je pouzivana k rozvolnéni
peptidové vazby mezi buiikami a jejich uvolnéni ode dna lahve. Bylo pouZito

pfiblizné 3 ml trypsinu a po 25 sekundach byl odstranén.
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4) Po odsati trypsinu byla uzaviena lahev umisténa dnem vzhiru do inkubatoru na
1-3 minuty. Po odebrani lahve z inkubatoru bylo zkontrolovano, zda se buiiky
uvolfiyji ode dna a zaroveri od sebe.

5) Po kontrole byly buriky splachnuty 10 ml Cerstvého riistového média s fenolovou
cerveni.

6) Vznikla bunécna suspenze byla rozdélena do novych lahvi a doplnéna na objem
10 ml a navracena zpét do inkubatoru.

Bunky, u kterych probéhlo pasazovani byly inkubovany v kultivacnich lahvich

v CO; inkubatoru pti stalé teploté, ktera byla 37 °C, s 5% COz a se 100% vlhkosti
(Sonneveld a kol., 2005).

3.6 In vitro testy

3.6.1 (Anti-)PR-CALUX in vitro biotest

Pti pouziti in vitro reportérovych testi je mozno zméfit pouze celkovou biologickou
aktivitu vSech latek, které jsou obsazené ve vzorku. Pro detekci anti-progestagenni
aktivity u testovanych UV filtrt a pro detekci (anti-)progestagenni aktivity u testovanych
lokalit byl pouzit in vitro biotest (Anti-)PR-CALUX.

CALUX in vitro biotest je zaloZzen na expresi reportérového genu. Pro testovani
aktivit byly pouzity rakovinotvorné buiiky U2-OS. Do bun¢k byly vneseny dva plazmidy.
Prvni pro luciferazu a pro progestagenni responzivni elementy a druhy pro

progesteronovy receptor (Sonneveld a kol., 2011).

CALUX biotesty trvaji 3 dny. Den €. 1 byly (anti-)PR-CALUX buiiky nasazeny na
mikrotitracni desticky (96 jamek). Po uplynuti 24 hodin inkubace (den €. 2) byly buiky
vystaveny po dobu 24 hodin testovanym latkam (testovani jednotlivych UV filtri na
pfipadnou anti-progestagenni aktivitu) nebo referencnim latce (pro progestagenni aktivitu
byl pouzit ORG 2058 a pro anti-progestagenni aktivitu byl pouzit mifepriston RU-486) a
extraktim testovanych lokalit v sérii fedéni. Den €. 3 byly buiikam rozvolnény bunécné
membrany pfidanim lyzniho mixu. Nasledné byla provedena detekce luminiscence za

pomoci spektrofotometru s luminiscen¢nim modulem. Ve spektrofotometru byl do kazdé
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jamky na destiCce nainjikovan illuminate mix. Souhrnné schéma CALUX biotestu

znazornéno na Obr. &. 12.
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Obr. ¢. 12 Schéma metodického postupu CALUX biotestu

3.7 Nasazovani bunék na mikrotitra¢ni desticku

Nasazovani bunék na desticku s 96 jamkami bylo provadéno ve chvili, kdy buriky
pokryvaly prevazné celé dno kultivacni ldhve (90-100 %). Postup nasazovani bunék na

mikrotitracni desticku byl nasledujici:

Postup 1) az 4) shodny s postupem uvedenym v kapitole 3.5 Pasazovani
bunécnych kultur.

5) Po kontrole byly buiiky splachnuty 10 ml ¢erstvého DMEM média bez fenolové
cervené. U bunék bylo nutné spocitat hustotu v Birkerové komurce.

6) Po spocitani hustoty byla bunétna suspenze naredéna s patficnym mnozstvim
testovaciho média, tak aby vysledna hustota v kazdé jamce odpovidala 10 000
bunék na jamku.

7) Do 96jamkové mikrotitrani desticky bylo na jeji okraje piidano 200 pl PBS,
aby doslo k vytvoreni stejného teplotniho prostfedi. Do ostatnich jamek na
desticce bylo pfidano 100 ul bunécné suspenze poté byla desticka vlozena do

inkubatoru na 24hodinovou inkubaci.
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3.8 M¢éreni (anti-)progestagennich aktivit

Méreni anti-progestagenni aktivity u Cistych latek (UV filtra)

1)

2)
3)

4)

5)

Pro pfipravu expozi¢niho média byly pouzity mikrotitraéni desticky s 24-mi
jamkami. Do kazdé jamky byl ptfidan 1 ml transparentniho DMEM média. Do
média byl nasledné napipetovan 1 pl chemikalii po sobé jdoucich.: DMSO
(rozpoustédlova kontrola), kalibracni fada mifepristonu RU-486, fedici fada
jednotlivych testovanych UV filtra.

Nasledné byla desti¢ka vlozena na 10 minut do tfepacky na 350 otacek za minutu.
Po 10 minutach bylo z desti¢ek (96jamkové), které obsahovaly buiiky odebrano
100 pl média, tak aby nedoslo k poSkozeni bunék prichycenych na dné jamek a
zarovenl se odebralo veskeré médium (potencidlné obsahujici nepfichycené
bunky). Nasledné bylo do kazdé jamky pfidano 200 ul expozi¢niho média
z desticky s 24-mi jamkami.

Po dokonceni byly desticky navraceny do inkubatoru a exponovany testovanym
latkam po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinach bylo z kazdé jamky odebrano 200 pl expozi¢niho média a ptidano
30 ul lyzni smési (na bazi Tritonu X100; BioDetection Systems, b.v.,
Amsterdam, Nizozemi) pro rozvolnéni bunéénych membran. Nasledné byla
meéfena intenzita luminiscence spektrofotometrem s luminiscenénim modulem a
injektory pro davkovani na desti¢ku (M200 Infinite PRO, Tecan, Svycarsko)
(Obr. ¢. 13).
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Obr. &. 13 Spektrofotometr s luminiscenénim modulem (M200, Infinite PRO, Tecan, Svycarsko)

(Foto: Tereza Smésna)

Méreni (anti-)progestagenni aktivity u testovanych lokalit (verejna koupalisté a
Cov)

1) Do mikrotitracnich desticek s 24-mi jamkami bylo napipetovano 1 ml média a
nasledné byl do tohoto objemu napipetovan 1 ul DMSO (rozpoustédlova
kontrola), kalibracni fada ORG 2058 (progestagenni aktivita) nebo mifepristonu
(anti-progestagenni aktivita) extraktd z testovanych lokalit v sérii fedéni (16 x, 8
X, 4 x,2x%x,1x).

2) Dale postup stejny jako u méfeni anti-progestagenni aktivity u ¢istych latek (UV

filtrei) zminény vyse.
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3.9 Testovani cytotoxicity

Pracovnici laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie, aja v ramci mé diplomové

prace, jsme pravidelné kontrolovali vzhled bunécnych kultur, jejich hustotu a zda

nevykazuji znamky kontaminace pod inverznim mikroskopem (Olympus CKX53).

Pro zjisténi cytotoxickych G¢inkt u testovanych vzorkti a pro presnéjsi stanoveni

zivotnosti bunék byl pouzit test redukce resazurinu podle protokolu od O’Brien a kol.,

2000.

Tento test byl vyuzit k méfeni metabolické aktivity jako indikatoru zivotaschopnosti,

proliferace a cytotoxicity. Test je zalozen na pfeméné modrého fluorescencniho barviva

resazurinu na ruzovy produkt resorufin za pomoci metabolicky aktivnich bunék. Po

tithodinové expozici doslo k detekci intenzity fluorescence, ktera byla méfena

spektrofotometrem (M200 Infinite PRO, Tecan, évycarsko).

Postup testovani:

1.

Prvni den: Buiiky byly nasazeny na 96-ti jamkovou desti¢ku se shodnou hustotou,
ktera byla pouzita v CALUXu. Tato desticka byla vlozena do inkubéatoru.

Druhy den: Do 24jamkové desticky byl pfidan 1 ml média do 16-ti jamek. Do
tohoto objemu byl nésledné napipetovan 1 pl (prvni jamka DMSO, zbylé jamky
3 lokality v sérii fedéni 16 x, 8 x, 4 x, 2 x, 1 x). Nasledné byla desticka vlozena
do tifepacky na 350 otaCek za minutu na 10 minut.

Z 96jamkové desticky inkubované 24 hodin v inkubétoru bylo odebrano 100 pl
testovaciho média a nasledné bylo napipetovano 200 pl testovaciho média
s DMSO a sextrakty z24 jamkové desticky. Desticky byly vlozeny do
inkubatoru na 24 hodin.

Treti den: Po uplynuti 24 hodin bylo ve flowboxu bez zapnutého osvétleni
pfidano 10 pl resazurinu do kazdé jamky. Dle doporuceni od vyrobce testu
redukce resazurinu (Sigma-Aldrich) byla dodrzena doba expozice (zminéna

vyse) v inkubéatoru, po které byla zméfena intenzita fluorescence barviva.
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3.10Analyza dat

3.10.1 Vyhodnocovani dat pro detekci hormonalni aktivity

Mira intenzity luminiscence byla u testovanych vzorkii a latek vyjadiena
v relativnich svételnych jednotkach neboli RLU. Pro zjisténi hodnoty anti-progestagenni
aktivity byla od RLU u testovanych vzorkii odectena hodnota RLU naméfena u
rozpoustédlové kontroly, ktera obsahovala 0,1% DMSO. Naméfena data byla
vyhodnocena v programu Excel (Microsoft) a v ptipadé Cistych latek (UV filtra) byly
vyneseny kiivky koncentrace-odpoveéd v programu Prism 7 (GraphPad, USA).

Zmétené hodnoty luminiscence luminometrem (M200 Infinite PRO, TECAN,
Svycarsko) byly pieneseny do potitate a zaznamenany jako tzv. relativni svételné
jednotky. Tyto relativni svételné jednotky byly pfevedeny na relativni indukei (RI), coz
je procentualni vyjadieni biologické odpovédi vici standardni referencni latce (ORG
2058 pro progestagenni aktivitu a mifepriston pro anti-progestagenni aktivitu). Data
odpovedi referencnich latek byly prolozeny kiivkou koncentrace-odpovéd nelinearnim
regresnim modelem se Ctyfmi parametry (ICso, sklon kfivky, maximalni a minimalni
indukce ORGu 2058 a mifepristonu). Vysledné hodnoty anti-progestagennich aktivit
testovanych extraktti odpadni a povrchové vody byly mezi sebou porovnany v programu
Minitab za pomoci neparametrického Kruskal-Wallisovo testu. Rozdily mezi skupinami

byly vyhodnoceny za statisticky signifikantné odlisné na hladiné a = 0,05.

3.10.2Vyhodnocovani vysledkii testu cytotoxicity

Potencialni cytotoxicky ucinek testovanych cistych chemickych latek a také
environmentalnich extraktd byl méfen pomoci testu redukce resazurinu. Bylo sledovano,
zda zivotnost bun€k exponovanych Cistym latkam (UV filtrim) ¢i environmentalnim
extraktim klesne pod 80 % v porovnani zivotnosti pozorované v rozpoustédlové kontrole
(DMSO) a v takovém pfipadé byl tento efekt vyhodnocen jako snizeni zivotnosti bunék.
Jednotlivé fedici body environmentalnich vzorka a Cistych latek, které zpusobovaly

snizeni zivotnosti bunék nebyly zahrnuty do testovani anti-progestagenni aktivity.
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3.10.3 Prispéni UV filtri k anti-progestagenni aktivité ve vodnim

prostredi

Pro vypocet prispéni UV filtrd k anti-progestagenni aktivité bylo nutné nejdiive
vypocitat anti-progestagenni aktivitu (Rovnice ¢. 1), relativni efektivni silu latky
(Rovnice ¢. 2) a predikovanou anti-progestagenni aktivitu (Rovnice €. 3), z téchto udaju
bylo vypocitano jiz zminéné prispéni UV filtra k anti-progestagenni aktivité (Rovnice €.

4).

Anti-progestagenni aktivita byla vypoctena pomoci rovnice ¢. 1 jako podil inhibi¢ni

koncentrace referen¢ni latky a testované latky i na stejné arovni odpovédi (a€innosti).

_1Cy (referencni latka) . «
BEQbiO_T (Rovnice €. 1)

Dale byla vypoctena relativni efektivni sila latky jako podil inhibi¢nich koncentraci

referenéni latky a testované latky v jednotkach ng x 1'! (Rovnice ¢&. 2.).

1Cyp(referencni latky)
PCa0(i)

Relativni efektivni sila;= (Rovnice €. 2)

kde relativni sila latky i se rovna podilu koncentrace referencni latky zptsobujici 20-
procentni inhibici (IC2) a koncentrace latky i zpusobujici inhibici odpovidajici 20-

procentni inhibici zptisobované referencni latkou (PCao).

Predikovana anti-progestagenni aktivita (BEQcwem) je odhadnuta anti-progestagenni
aktivita, kterou by zpusobovaly latky ve smésném vzorku (naptiklad environmentalnim
vzorku vody), jenz byly detekovany a vykazuji tuto aktivitu. Anti-progestagenni BEQchem

byla vypoctena pomoci rovnice €. 3.

BEQ I relativni efektivni sila; X koncentrace latky; (ng x I'") (Rovnice &. 3)

chem
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Prispéni latek k celkové anti-progestagenni aktivité v procentech bylo ve vzorcich

odpadnich nebo povrchovych vod vypocteno pomoci rovnice €. 4.

SRRy . , c ey BE .y
Ptispéni latek k anti-progestagenni aktivité (%)= % %100 (Rovnice ¢. 4)

bio

Kde BEQchem je predikovana anti-progestagenni aktivita vng x I ekvivalenti
mifepristonu a BEQyi, je méfena anti-progestagenni aktivita vng x I ekvivalentl

mifepristonu.

40



4 Vysledky

4.1 Testovani cytotoxicity

Vyhodnoceni testu redukce resazurinu bylo provedeno zpisobem, ktery je uveden
v kapitole 3.10.2. Testovano bylo 20 Cistych latek (UV filtr) a 8 lokalit (viz kapitola 3.3).
Testovani probihalo v antagonistickém modu. U zadné z testovanych Cistych latek ani
extraktl odpadni ¢i povrchové vody nebyla prokazana snizena zivotaschopnost bunék

(Priloha €. 1 pro cisté latky a Ptiloha €. 2 pro extrakty odpadni a povrchové vody).

4.2 Anti-progestagenni aktivita UV filtru

Bylo testovano 20 UV filtrGi na anti-progestagenni aktivitu v anti-PR-CALUX in
vitro testu. Devét latek vykazovalo tuto aktivitu (Obrazek 14). Z kiivek koncentrace-
odpovéd’ byly vypocteny rizné toxikologické parametry (ICso, PCoo, relativni sila; Tab.
¢. 3). Tremi nejsilngj$imi latkami ze skupiny UV filtr(, méfenych, v ramci analyz a
experimenti v této diplomové praci byly ethylhexyl methoxycinamat, 4-

methylbenzyliden kafr a oktokrylen (Tab. €. 3, Obr. €. 14).
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Obr. ¢. 14 Anti-progestagenni aktivita UV filtri v anti-PR-CALUX in vitro testu. Zkratky
chemickych latek: RU-486 = mifepriston, 4-MBC = 4-methylbenzyliden kafr, BP-3 =
benzofenon-3, BP-8 = benzofenon-8, BZS = benzyl salicylat, EHMC = -ethyhexyl
methoxycinamat, EHS = ethylhexyl salicylat, IAMC = izoamyl methoxycinamat, HMS =
homosalat, OCT = oktokrylen.

Tab. ¢. 3 Anti-progestagenni aktivita UV filtrd v anti-PR-CALUX in vitro testu. ICsy =
koncentrace zpusobujici SOprocentni inhibici (vzhledem k minimu a maximu kfivky koncentrace-
odpovéd’ jednotlivych latek) v méfeni anti-progestagenni aktivity. PCy = koncentrace latky
zpusobujici inhibici odpovidajici 20procentni inhibici zpusobenou referenéni latkou. Relativni
efektivni sila latek (REP-PCy) vii¢i mifepristonu byla vypocitana z hodnot PCy v jednotkach
umol x I, Latky jsou sefazeny sestupné od nejsilngjsi po nejslabsi podle hodnoty jejich REP-
PCZO.

Latka Molarni PC2o (ugx I'") | REP-PC20 | ICso
hmotnost (ng x I)
(g x mol)
mifepriston (referencni 429,60 0,02 1.0 0,04
latka)
ethyhexyl 290,40 20 8.5x10+ 60
methoxycinamat
4-methylbenzyliden kafr 254,37 121 1.4x104 390
ethylhexyl salicylat 250,33 157 1.1x104 726
oktokrylen 361,48 250 6.7x10% 636
homosalat 262,34 252 6.6x10° 753
benzofenon-8 244,24 1217 1.4x10° 1169
benzofenon-3 228,24 1456 1.1x10° 9010915
benzyl salicylat 228,24 1576 1.1x10° 1613
isoamyl methoxycinaméat 248,32 1947 8.6x10% 2101
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4.3 (Anti-)progestagenni aktivita v odpadnich a povrchovych
vodach

Progestagenni aktivita nebyla detekovana v odpadni ani v povrchové vodé na zadné
ze sledovanych lokalit. Anti-progestagenni aktivita (Graf €. 1) se vyskytovala v pfiblizné
60-ti % vzorkd. Nejvyssi hodnoty anti-progestagenni aktivity (4,5 ng x 1" ekvivalenti
mifepristonu) byly zjiStény nad zatsténim odtoku z Arealové Cistirny odpadnich vod
v Tabote (ACOV Tabor). Dal§i dominantni hodnoty byly naméfené pod zausténim
odtoku z ACOV (4,0 ng x 1" ekvivalentti mifepristonu), u rybniku Podrouzek (3,2 ng x I
! ekvivalentd mifepristonu) a na pfitoku na distirnu odpadnich vod (3,1 ng x 1!
ekvivalentd mifepristonu). Anti-progestagenni aktivita byla nalezena v rybnice Stilec (2,6
ng x I'! ekvivalentsi mifepristonu). Na zbylych tfech lokalitach (odtok z arealové &istirny
odpadnich vod, Mydlovarsky rybnik a rybnik ¢. 65 na Experimentalnim rybochovném

pracovisti a pokusnictvi ve Vodinanech) nebyla anti-progestagenni aktivita detekovana.

Anti-progestagenni aktivita v odpadni a povrchoveé vodé

5,00

4,00
b
3,00
2,00
1,00
0,00

pritok na ACOV  odtokna ACOV  nad zaisténim pod zadsténim  rybnik &. 85 na rybnik Podmouiek “j'l:“c":'arsk‘j rybnik Etilec
Tibor Tabor pokusnictyi
Model

koncentrace ng = ' ekvivalentu mifepristonu

lokality

Graf ¢. 1 Anti-progestagenni aktivita v odpadni a povrchové vodé. Data jsou prezentovana jako
prumér + smérodatna odchylka. Pismena (a, ab, b, ¢) indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi
lokalitami (p<0,05) dle neparametrického Kruskal-Wallisovo testu.
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4.4 Chemicka analyza UV filtri v odpadnich a povrchovych
vodach

V odpadnich a povrchovych vodach bylo analyzovano celkem tfinact latek
pouzivanych k ochrané¢ proti UV zafeni. Jejich kumulativni koncentrace se na

vzorkovacich lokalitach v povrchovych vodach pohybovaly v rozmezi 27-474 ng x 1.

V surové odpadni vodé piitékajici na ACOV Tabor bylo detekovano devét ze tinacti
sledovanych UV filtrd (Tab. & 4). Koncentrace UV filtrd se v pfitoku na COV
pohybovaly v rozmezi 4100 — 4,1 ng x 1''. Tfemi dominantnimi UV filtry na pfitoku na
ACOV Tabor byly oktokrylen (4100 ng x 1""), ethylhexyl methoxycinamat (1200 ng x I
') a benzofenon-3 (870 ng x I'"). Dvé latky (benzofenon a benzofenon-2) byly tplné
odstranény b&hem procesu &isténi odpadnich vod. Pét latek bylo na ACOV Tabor do
urCité miry odstranéno a jejich mira odstranéni byla nasledujici: ethylhexyl
methoxycinamat (99,7 %), oktokrylen (98,1 %), benzofenon-3 (73,6 %), fenol
benzimidazol kyselina sulfonova (50,8 %) a UV-P (30 %). Dva UV filtry (benzofenon-1
a benzofenon-4) vykazovaly tzv. negativni miru odstranéni, coz znamena, ze se jejich
koncentrace na odtoku z ACOV Tabor zvysily v porovnani s jejich koncentracemi na
pfitoku. Negativni mira odstranéni benzofenonu-1 byla -20,3 % a u benzofenonu-4

dokonce -660,0 %. Na odtoku z ACOV Tabor bylo detekovano sedm ze tfinacti
analyzovanych UV filtrd v rozmezi koncentraci od 0,2 do 230 ng x I'' (Tab. &. 4).

Tab. & 4. Koncentrace UV filtri v odpadni a povrchové vodé. ACOV = arealova Gistima
odpadnich vod v Tabore.

Koncentrace (ng x I')

Odpadni voda Povrchova voda
latka ACOV- [ ACOV- | ACOV- ACOV- Rybnik &. | Mydlovarsky | rybnik rybnik

pritok | odtok nad pod 65 na rybnik Podrouzek | Stilec

zausténim | zadsténim | pokusnictvi
Model

4-MBC | <1.1 <0,37 | <0,21 3,8 0,22 1,2 1,2 <1,1
BP-1 7,9 9,5 0,48 3,9 <3,1 4,9 6,5 16
BP-2 41 <0,94 <14 <2,7 <6,7 <7,6 <10 <23
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Tab. ¢. 4. — pokra¢ovani: Koncentrace UV filtri v odpadni a povrchové vodé

BP-3 870 230 1,2 24 1,3 1,8 8,5 28
BP-4 25 190 2,5 9,3 20 2,7 13 41
BP-12 | 67 <0,9 <0,61 1,7 2 1,2 14 47
BZP 47 <4 <2,8 <5,7 2,3 <3,7 4,7 <16
EHMC | 1200 3,6 2 7,1 <1,4 <2,6 6,8 12
OoCT 4100 78 13 <26 <16 <27 23 190
PBSA | 63 31 3,9 6,4 1,2 19 2,0 120
UV-320 | <0,21 <0,22 | <0,23 <0,32 <0,14 <0,37 1,2 <0,93
Uv-328 | 0,77 <9,4 <4,5 <9,2 <1,2 <11 1 8,9
uv-P 10 7 <2,6 5,1 <1,1 <3,8 1,5 11

V povrchové vode bylo kvantifikovano celkem deset ze tfinacti analyzovanych UV

filtra (Tab. ¢. 4). Koncentrace UV filtrd v povrchové vodé se pohybovaly v rozmezi 0,22-
190 ng x 1", coz bylo priimérné 21krat méné nez v odpadni vodé. Oktokrylen byl UV
filtrem s nejvy$§i naméfenou koncentraci v povrchové vodg, a to v rybniku Stilec, v némz

se vyskytoval v koncentraci 190 ng x 1'! (Tab. &. 4).

UV filtry byly analyzovany v povrchovych vodach ve Ctyfech rybnicich a dvou
lokalitach v fece Luznici. Cilem této prace nebylo pifimé porovnavani koncentraci a
vyskytu UV filtri mezi rybniky a fekami, ale jedna se doposud o jednu z prvnich studii,
v niz byly tyto latky analyzovany v obou téchto typech vod (rybniky a feky). Nicméné,
obecné lze shrnout, ze koncentrace UV filtra v fekach (median kumulativni koncentrace
byl 39 ng x I'") a rybnicich (median kumulativni koncentrace byl 48 ng x 1) jsou
porovnatelné. Nejvétsi pramémy podil na kumulativni koncentraci UV filtri
v povrchovych vodach méli tyto latky: oktokrylen (41 %), benzofenon-4 (22 %) a fenol
benzimidazol kyselina sulfonova (20 %) (Obr. €. 15).
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Podil na kumulativni koncentraci (%)
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zausténim zausténim  pokusnictvi
Model

m 4-MBC m BP-1 BP-2 BP-3 mBP-4 mBZP m EHMC
mOCT ®PBSA mUV-320mBP-12 mUV-328 = UV-P

Obr. ¢. 15 Procentualni podil jednotlivych UV filtri na jejich kumulativni koncentraci na
vzorkovacich lokalitaich. 4-MBC = 4-methylbenzyliden kafr, BP-1 = benzofenon-1, BP-2 =
benzofenon-2, BP-3 = benzofenon-3, BP-4 = benzofenon-4, BZP = benzofenon, EHMC =
ethyhexyl methoxycinamat, OCT = oktokrylen, PBSA = fenol benzimidazol kyselina sulfonova,
BP-12 = benzofenon-12, UV-320 = 2-(2'-hydroxy-3',5'-di-tert-butylfenyl) benzotriazol, UV-328
= 2-(2H-Benzotriazol-2-yl)-4,6-ditertpentylphenol, Uv-p = 2-(2-hydroxy-5-
methylfenyl)benzotriazol

4.5 Prispéni UV filtru k anti-progestagenni aktivité ve
vodnim prostredi

Prispéni UV filtrh k anti-progestagenni aktivité bylo vypocitano na zakladé rovnic

uvedenych v kapitole 3.10 a tidaja uvedenych v kapitolach 4.2, 4.3 a 4.4.

Celkové prispéni vSech UV filtri vykazujicich anti-progestagenni aktivitu a
ptitomnych na piitoku na ACOV Tabor bylo 49,3 %. Nejvétsim piispévatelem k anti-
progestagenni aktivité byl mezi sledovanymi latkami UV filtr ethyhexyl methoxycinamat,
jenz se na ni podilel z 38,7 %. Dale piispél k anti-progestagenni aktivité na pritoku UV
filtr oktokrylen (10,6 %). Na odtoku z této COV jiz nebyla anti-progestagenni aktivita

detekovana.
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V povrchovych vodach bylo prispéni UV filtri k anti-progestagenni aktivité velmi
nizké, konkrétné se na ni podilely z 0,07 — 1,08 %. Nejvétsi prispévek k celkové anti-
progestagenni aktivité v povrchovych vodach méla mezi UV filtry latka oktokrylen na
lokalit& rybnik Stilec, aviak jeji pfispéni bylo zanedbatelné (0,6 %).
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5 Diskuse

Anti-progestagenni aktivita UV filtra

V poslednich desitkdch let se stava pfedmétem stale intenzivnéjsiho vyzkumu
sledovani vyskytu hormonalnich aktivit ve vodnim prostedi a identifikace latek za né
zodpovédnych. Jednou ztéchto aktivit je anti-progestagenni aktivita, jejiz konkrétni
dopad na exponované organismy doposud nebyl zcela objasnén, ale takovéto latky maji
potencial narusit rozmnozovani zivo€ich (Kocour Kroupova a kol., 2023). Nejsilné&jsi
latkou vykazujici anti-progestagenni aktivitu je mifepriston, ktery je obsazen v potratové
pilulce (DeHart a Morehead, 2001). Je to latka, ktera byla vytvotrena s cilem vykazovat
anti-progestagenni aktivitu. Tuto aktivitu mize zpusobovat fada raznych latek, které
nebyly vytvoreny s cilem tuto aktivitu vykazovat. Jedna se napfiklad o bromované
retardanty hoteni, polycyklické mosusové slouceniny, UV filtry a dalsi latky, které se

dostavaji do vodniho prostiedi (Schreurs a kol., 2005; Hamers a kol., 2006).

V této diplomové praci doslo k potvrzeni anti-progestagenni aktivity péti
organickych UV filtra (ethylhexyl methoxycinamat, 4-methylbenzyliden kafr, homosalat,
benzofenon-3, benzofenon-8), ktera byla jiz uvedena v literatufe (Schreurs a kol., 2005;
Thia a kol., 2020). Nove¢ byla v této studii identifikovana anti-progestagenni aktivita Ctyt
UV filtra (ethylhexyl salicylat, oktokrylen, benzyl salicylat a isoamyl methoxycinamat).
V porovnani s referenc¢ni latkou pro anti-progestagenni aktivitu (mifepriston) se obecné
o skuping€ UV filtra da fici, ze vykazuji slabou anti-progestagenni aktivitu (Obr. ¢. 14).
Nejsilngjsimi anti-progestageny byly ve skupiné UV filtri ethylhexyl metoxycinamat, 4-
methylbenzyliden kafr a oktokrylen.

Ve studii, kterou provedli Schreus a kol. vroce 2005 byla testovana anti-
progestagenni aktivita organickych UV filtri (benzofenon-3, 3-benzyliden kafr, 4-
methylbenzyliden kafr, homosalat, ethylhexyl methoxycinamat) anti-PR-CALUX in vitro
biotestem. U UV filtra se tato aktivita vyskytovala v rozmezi koncentraci ICsp od 96 do
1186,6 ug x I''. Nejvyssi ICso byla naméfena u benzofenonu-3 (1186,6 pg x I'). V této
diplomové praci byla zjisténa ICso benzofenonu-3 v koncentraci 9 010 915 pg x I, coz
je hodnota mnohonasobn¢ vyssi. DalSim dominantnim UV filtrem ve studii Schreus a kol.

(2015) byl homosalat, jehoz ICsy dosahovala koncentrace 787 g x 1", coz je hodnota
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ICso porovnatelna s hodnotou pro homosalat zjisténou v této diplomové praci, ktera ¢inila
753 pg x I'l. Dalsim UV filtrem, u kterého byla zjisténa anti-progestagenni aktivita ve
studii Schreus a kol. (2005) byl 4-methylbenzyliden kafr jehoZ ICso byla 228,9 pg x 1.
V mé diplomové praci byla nameétena koncentrace ICso pro 4-methylbenzyliden kafr 390
ug x I'', coz je hodnota 1,7krat vy3§i ne ve studii Schreus a kol. (2005). Dalgimi UV
filtry, u kterych byla prokdzana anti-progestagenni aktivita byl ethylhexyl
methoxycinamat u néhoz byla zjisténa ICso v koncentraci 145,2 ug x I''. V této diplomové
praci byla koncentrace ICso 60 pg x I'', coZ je piiblizné 2 4krat mensi koncentrace nez
pro ethylhexyl methoxycinamat zjisténou ve studii Schreus a kol. (2005). UV filtr
s nejniz§i namerenou hodnotou ICso ve studii Schreus a kol. (2005) byl 3-benzyliden kafr,
u kterého byla zjisténa ICso v koncentraci 96 pg x 1! (Schreus a kol., 2005). Ve studii
Thia a kol. (2020) byl proveden reportérovy test na kvasinkach, ve kterém doslo
k detekovani anti-progestagenni aktivity u benzofenonu-3 a bezofenonu-8. Jejich 1Cso
byla pro benzofenon-3 2693 pg x 1" a pro benzofenon-8 3883 ug x I''. V. mé diplomové
praci byla zji§téna ICso pro benzofenon-3 nékolika-fadoveé vyssi nez ve studii Thia a kol.
(2020) naopak ICso pro benzofenon-8 byla 3krat nizsi nez ve studii Thia a kol. (2020).
Obecné lze fict, ze dané vysledky testovani anti-progestagenni aktivity UV filtrd jsou
mezi danymi studiemi a touto diplomovou praci vétSinou porovnatelné. Novée
identifikované anti-progestagenni aktivity u nékterych UV filtr v této studii mohou
v budoucnu pfispét k feSeni problematiky ekologickych dopadd UV filtri na vodni

prostfedi a také pro vyhodnocovani jejich rizik pro ¢lovéka.

Anti-progestagenni aktivita ve vodnim prostredi

Podle informaci z literatury, byla anti-progestagenni aktivita ve vodnim prostredi
Ceské republiky analyzovana za pomoci in vitro biotestu anti-PR-CALUX s lidskym
progesteronovym receptorem (Beranova, 2017; Krulova, 2021; Kocour Kroupova a kol.,
2023; Sauer a kol., 2018a,b) a také testem U20S-zfPR s progesteronovym receptorem
z dania pruhovaného (Danio rerio) (Kocour Kroupova a kol., 2023). Jednalo se o
sledovani této aktivity v povrchovych vodach (Krulova, 2021; Kocour Kroupova a kol.,
2023; Sauer a kol., 2018a,b) a odpadnich vodach na ¢istirnach odpadnich vod (Beranova,
2017; Sauer a kol., 2018a,b; Kocour Kroupova a kol., 2023). V této diplomové praci byla

anti-progestagenni aktivita detekovéana v fece Luznici, ve dvou rybnicich a na pfitoku
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odpadni vody na Cistirnu odpadnich vod. Tato prace piinasi nové informace o vyskytu
anti-progestagenni aktivity 1 v dalSich vodnich télesech, konkrétné v rybnich, které slouzi
jako venkovni koupali§té a zaroven jako produkéni rybniky pro chov ryb (rybniky
Podrouzek, Stilec a Mydlovarsky). Vysledky této prace (viz kapitola 4.2) a informace
z literatury ukazuji, ze ptfitomnost latek schopnych se vazat na progesteronovy receptor a
blokovat jej pravdépodobné neni ojedinélym jevem omezujicim se pouze na tekouci vody

a jejich zdroj ziejmé nejsou pouze méstské COV.

V této studii probihalo odebirani vzorki aktivnim (bodovym) odbérem, stejné jako
tomu bylo na nékterych lokalitach ve studii Sauer a kol. (2018b), v niz byla detekovana
anti-progestagenni aktivita vyskytujici se v odpadni vodé v rozmezi koncentraci 0,26-2,1
ng x 1" ekvivalentd mifepristonu (Sauer a kol., 2018b). Detekci anti-progestagenni
aktivity na pfitoku surové odpadni vody na Cistirnu odpadnich vod a na odtoku odpadni
vody z &istirny se zabyvaly studie Beranova (2017), Sauer a kol. (2018a), Kocour
Kroupova a kol. (2023). V diplomové praci Beranova (2017) se anti-progestagenni
aktivita na pfitoku pohybovala v rozmezi hodnot 0,2-1 ng x 1" ekvivalenti mifepristonu
(Beranova, 2017). Ve studii Sauer a kol. (2018a) byla anti-progestagenni aktivita
detekovana u Sesti pritokd na Cistirnu odpadnich vod v koncentracich od 2,63 do 83 ng x
1" ekvivalentd mifepristonu (Sauer a kol., 2018a). Ve studii Kocour Kroupové a kol.
(2023) byla anti-progestagenni aktivita zjisténa na pfitocich odpadni vody na Cistirny
v koncentracich od 5 do 18 ng x 1'! ekvivalenti mifepristonu (Kocour Kroupova a kol.,
2023). V. mé diplomové praci byla naméfena anti-progestagenni aktivita v koncentraci
3,1 ng x I'' ekvivalentd mifepristonu. V diplomové praci Beranova (2017) se anti-
progestagenni aktivita na odtoku vody z Cistirny odpadnich vod vyskytovala v rozmezi
koncentraci 0,2-9,7 ng x I'' ekvivalent mifepristonu (Beranova, 2017). Ve studii Sauer
a kol. (2018a) byla detekovana anti-progestagenni aktivita u tfi odtokd z Cistirny
odpadnich vod v koncentracich od 0,77 do 1 ng x I'' ekvivalentl mifepristonu (Sauer a
kol., 2018a). Ve studii Kocour Kroupova a kol. (2023) byla anti-progestagenni aktivita
naméfena v rozmezi koncentraci 0,55-1,4 ng x I'' ekvivalentd mifepristonu (Kocour
Kroupova a kol., 2023). V mé diplomové praci nebyla anti-progestagenni aktivita na
odtoku z Cistirny odpadnich vod detekovana. V bakalafské praci Krulova (2021) byl
proveden rozsahly monitoring anti-progestagennich aktivit v povrchovych vodach Ceské
republiky z pasivnich vzorkovaci typu POCIS. Testovalo se 21 lokalit, anti-

progestagenni aktivita byla naméfena na 6-ti lokalitach v rozmezi hodnot 12-33 ng x I'!
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ekvivalentti mifepristonu (Krulova, 2021). Ve studii Kocour Kroupova a kol. (2023) byla
detekovana anti-progestagenni aktivita v recipientu nad a pod zausténim vody z Cistirny
odpadnich vod v Brné v koncentraci 1,1 (nad zausténim) a 3,8 (pod zausténim) ng x 1"
ekvivalentth mifepristonu (Kocour Kroupova a kol., 2023). V mé diplomové praci byla
naméfena koncentrace anti-progestagenni aktivity v recipientu nad zatusténim 4,5 ng x I

! ekvivalenti mifepristonu a pod zausténim 4 ng x 1" ekvivalentd mifepristonu.

Detekce anti-progestagenni aktivity v odpadni vodé probihala ve Francii (Bellet a
kol., 2012), Australii (Scott a kol., 2014), Cin& (Rao a kol., 2014) a v povrchové vodé
probihala v Australii (Scott a kol., 2014) a Nizozemi (De Baat a kol., 2020).

Ve Francii vroce 2012 byla provedena studie vénovana vyskytu hormonalnich
aktivit v odpadni vodé€, mimo jiné zde byla nalezena i anti-progestagenni aktivita (Bellet
a kol., 2012). V Cing byla v roce 2014 provedena studie zabyvajici se sledovanim
hormonalnich aktivit v odpadnich vodach z Cistiren odpadnich vod. Testovani bylo
provadéno za pomoci in vitro biotesti na kvasinkach. Anti-progestagenni aktivita
dosahovala koncentrace v rozmezi hodnot 31500 — 271000 ng x 1! ekvivalentii
mifepristonu (Rao a kol., 2014). V Australii byla anti-progestagenni aktivita detekovana
v odpadni vodé&. Nejvyssi koncentrace této aktivity dosahovala hodnoty 32 ng x 1!
ekvivalenti mifepristonu (Scott a kol.,, 2014). Ve studii Scott a kol. (2014) byla
detekovana anti-progestagenni aktivita i v povrchové vodé. Nejvyssi koncentrace této
aktivity byla nalezena v povrchové vodé ze zastavéné oblasti a dosahovala hodnoty
pfiblizn& 64 ng x I ekvivalentd mifepristonu (Scott a kol., 2014). Ve studii De Baat a
kol. (2020) probihajici v Nizozemsku v povrchovych vodach byla meéfena anti-
progestagenni aktivita ve vzorcich z pasivnich vzorkovacu, které byly na lokalitach
umistény 46 dni. Nejvyss§i namefena koncentrace anti-progestagenni aktivity Cinila 13 ng

x Il ekvivalenti mifepristonu (De Baat a kol., 2020).

Anti-progestagenni aktivita mize byt zplisobovana i latkami z emisi ze spalovani ve
vozidlech majicich naftovy pohon a ze spalovani v uhelnych kamnech. Jedna se o
polycyklické aromatické uhlovodiky, ty se mohou ve formeé imisi dostdvat do vodniho
prostiedi (Wang a kol., 2005). Dale by anti-progestagenni aktivitu mohly zpusobovat
latky, které byly Casto nalézany v odpadnich vodach vykazujicich tuto aktivitu, jsou to
latky jako dichlordifenyltrichlormetan (znam pod zkratkou DDT), pentachlorfenol (Li a
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kol., 2008; Li a kol., 2010) a bisfenoly (Sauer a kol., 2021). Anti-progestagenni polutanty

mohou pfispivat 1 k estrogenni aktivité (Rao a kol., 2014).

Vyskyt UV filtru v odpadni a povrchové vodé

Analyzy vyskytu organickych UV filtrd ve vodnim prostiedi jsou provadény ve
velkém mnozstvi v zemich jako je naptiklad: Ceska republika (Grabicova a kol., 2013),
Némecko (Fisch a kol., 2017), §Vycarsko (Balmer a kol., 2005), Italie (Magi a kol.,
2012), Norsko (Langford a kol., 2015), §panélsko (Benedé a kol., 2016; Vidal a kol.,
2010), Katalansko (Pedrouzo a kol., 2010), Cina (Tsui a kol., 2014) a dalsi.

V Ceské republice byly vzorky odebrany vroce 2011 v poloving &ervence z
venkovnich bazénd, pfirodnich koupalist a fek. Ve venkovnich bazénech byly obsazeny
nasledujici UV filtry: PBSA v koncentraci 240-13000 ng x 1!, BP-4 v koncentraci 3,3-35
ng x I'!, BP-3 v koncentraci 26-620 ng x 1"!. Vzorkovani ptirodnich koupalist probihalo
napiiklad na lokalitach rybnik Podrouzek, Stilec a Mydlovarsky rybnik. Koncentrace
zjisténych UV filtrG byly v rozmezi koncentraci 24-930 ng x 1"' PBSA, 21-550 ng x I'!
BP-3, 4-46 ng x I'' BP-4 (Grabicova a kol., 2013). V porovnani vysledk(i rozsahti
koncentraci, které byly u vySe zminénych UV filtra zjistény v této diplomové praci,
muzeme fici, ze koncentrace UV filtri analyzovanych ve studii Grabicova a kol. (2013)
byly nékolikanasobné vy$s§i nez v této diplomové praci, kromé& benzofenonu-4, ktery
dosahoval velice podobnych vysledkl jako ve studii Grabicova a kol. (2013). Nizsi
koncentrace analyzovanych UV filtra (PBSA a BP-3) v porovnani se studii Grabicova a
kol. (2013) mohly byt zpiisobené rozdilnym obdobim odbéru. Ve studii Grabicova a kol.
(2013) byl proveden odbér vzorki v obdobi vrcholné letni sezony (Cervenec), kdezto
v této diplomové praci az po této sezoné (zaii). Ve vrcholné letni sezoné jsou v intenzivné
pouzivany pripravky na ochranu proti slunecnimu zareni, a to je divod pro¢ se mohly
tyto UV filtry vyskytovat ve studii Grabicova a kol. (2013) ve vySssich koncentracich nez

v této diplomové praci, pro kterou byly vzorky odebirany az po letni sezoné.

V Némecku byla v roce 2017 provedena studie zabyvajici se vyskytem UV filtra
v fekach. Detekovany byly ¢tyfi UV filtry (benzofenon-1, benzofenon-3, PBSA a
oktokrylen). UV filtr s nejvyss§i nameétenou koncentraci byl PBSA, jehoz koncentrace
dosahovala hodnoty 836,3 ng x I''. Nejvy$§i naméfené koncentrace oktokrylenu 30,8 ng
x I'!, benzofenonu-3 11,4 ng x 1! a benzofenonu-1 2,8 ng x 1'! (Fisch a kol., 2017). Ve
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Svycarsku byly za pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
analyzovany Ctyfi organické UV filtry (benzofenon-3, 4-methylbenzyliden kafr,
ethylhexyl methoxycinamat, oktokrylen) v surové odpadni vodé. Nejvétsi koncentraci
mél ethylhexyl methoxycinamat 19 ug x I'' (Balmer a kol., 2005), jehoZ koncentrace byla
pfiblizné€ 15krat vyssi nez v surové vodé v této diplomové praci. Ve studii Balmer a kol.
(2005) prokazali i jistou sezonnost vyskytu UV filtrt, ktera stoupa s ptichodem teplejsiho
obdobi (Balmer a kol., 2005). V Italii v roce 2012 probihalo analyzovani vyskytu UV
filtrd v fece a v odpadni vodé. Mezi analyzovanymi UV filtry se vyskytl benzofenon-3 a
oktokrylen, jejichz koncentrace byla spiSe na nizké urovni (Magi a kol., 2012). V Norsku
Langford a kol. (2015) testovali pfitoky a odtoky vody z Cistiren odpadnich vod. Na
ptitocich surové odpadni vody na COV byly nalezeny tii UV filtry: benzofenon-3
v rozmezi koncentraci <10-2116 ng x 1", ethylhexyl methoxycinamat 551-4689 ng x I'!
a oktokrylen 3448-41610 ng x I"'. Na odtocich z &istiren odpadnich vod byly detekovany
UV filtry zminéné vy3e: benzofenon-3 v rozmezi koncentraci 10-1915 ng x I'!, ethylhexyl
methoxycinamat 4,3-37 ng x 1" a oktokrylen 181-538 ng x I"'. Z namé&fenych koncentraci
je patrné, ze Cistirny odpadnich vod byly do jisté miry schopny koncentrace UV filtra
snizit (Langford a kol., 2015). Ve Spané&lsku bylo testovano 8 UV filtrd u nichZ se
predpokladal mozny vyskyt vficni vod€, avSak u 50 % UV filtrd byla hodnota
koncentrace pod limitem detekce. U zbylych ¢ty UV filtri byla nejvyssi zjisténa
koncentrace u ethylhexyl methoxycinamatu 220 ng x I a dalsim dominantnim UV
filtrem byl homosalat v koncentraci 219 ng x 1! (Benedé a kol., 2016). Dalsi studii
probihajici ve Spanélku byla studie Vidal a kol. (2010), v niz byl analyzovan vyskyt
organickych UV filtrii na vefejném koupalisti a v fece. UV filtry byly nalezeny ve vodé
z verejného koupalisté. Nalezen byl isoamyl methoxycinaméat v koncentraci 700 £ 300 ng
x I'" a methylbenzyliden kafr, jehoZ koncentrace byla na hranici kvantifikace (Vidal a
kol., 2010). Ve studii Tsui a kol. (2014) byla provedena rozsahla analyza vyskytu UV
filtrd (4-methylbenzyliden kafr, ethylhexyl methoxycinamat, isoamyl methoxycinamat,
oktokrylen, benzofenon-3, ethylhexyl salicylat, benzofenon-8, benzofenon-4,
benzofenon-1) na lokalitach v Cing (Hongkong, Shantou a Chaozhou), Japonsku
(Tokijsky zaliv), Thajsku (Bangkok) a ve Spojenych statech (New York a Los Angeles).
Vzorky byly odebirany z motské vody s vyjimkou Bangkoku, tam byla odebrana fi¢ni
voda. Analyzovani vyskytu UV filtri probihalo vysoce-ucinnou kapalinovou

chromatografickou tandemovou hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci

53



(HPLC-ESI-MS/MS). V Hongkongu se UV filtry vyskytovaly v nejvys§ich namétenych
koncentraci z testovanych lokalit. 4-MBC se zde vyskytoval v koncentracich od 173 do
379 ng x g, koncentrace ethylhexyl methoxycinamatu byla naméfena v rozmezi hodnot
89-4043 ng x g, isoamyl methoxycinamat v koncentracich od 63 do 173 ng x g,
oktokrylen v rozmezi koncentraci 103-6812 ng x g'!, benzofenon-3 v koncentracich od
61 do 1030 ng x g'' a homosalat v rozmezi koncentraci 66-2812 ng x g'. Na ostatnich
lokalitach se UV filtry vyskytovali v minimalné 10krat nizsich koncentracich (Tsui a kol.,
2014). V Japonsku doslo k analyzovani 22 vzorka z fek a 3 vzorky z jezer. Vzorky byly
analyzovany za pomoci plynového chromatografu propojeného s hmotnostnim
spektrometrem. V povrchové vodé bylo detekovano 13 z 18 UV filtrd. Nejvice
zastoupeny byl UV-328, ktery se vyskytoval v rozmezi koncentraci 149-4780 ng x 1.
Dal§im dominantnim UV filterm byl ethylhexyl methoxycinamat, jehoz koncentrace byla
v rozmezi 125-1040 ng x 1! (Kameda a kol., 2011). V Katalansku byl testovan vyskyt
UV filtrG v fi¢ni a odpadni vodé. V ficni vode byl nalezen benzofenon-3 v koncentraci 6-
28 ng x I'" a v odpadni vodé se vyskytoval v koncentraci 75-127 ng x I'! (Pedrouzo a kol.,
2010).

Nejvétsi pocet naméfenych UV filtrd v mé diplomové praci byl na rybnice Stilec, u
kterého bylo detekovano devét UV filtrii v koncentracich vétsich nez 10 ng x 1", Limitaci
bodového odbéru, provedeného v ramci této diplomové prace, je nizsi reprezentativnost
odbéru, naptiklad v porovnani sodbéry kompozitnimi vzorkovaci ¢i pasivnim
vzorkovanim. Tyto typy odbéru by bylo vhodné pouzit v budoucim vyzkumu zaméreném
na podobné téma, aby bylo vyhodnoceno, zda jsou vysledky této prace dostatecné
reprezentativni. Dale by bylo pfinosné zjistit, zda se UV filtry mohou kumulovat
v tkanich Zivocichd, zejména ryb v danych rybnicich, na nichz byla detekovana anti-
progestagenni aktivita. Nejvhodnéjsi by bylo sledovani UV filtra v rybach, které se do
rybniku nevysazuji v lovnych velikostech. U nich existuje vyssi pravdépodobnost, ze by

v sobé mohly mit naakumulované vétsi mnozstvi UV filtra.

Vyskyt organickych UV filtri ve vodnim prostiedi mize mit negativni vliv na
endokrinni systém zivoCichi. U benzofenonu-3 a ethylhexyl methoxycinamatu bylo
v experimentalnich modelech in vitro a in vivo prokazano, ze mohou narusovat funkci
estrogennich receptorti a ovliviiovat tak regulacni zmény v ose hypotalamus-hypofyza-

gonada (Carve a kol., 2021). Zmény ve fyziologickém fungovani endokrinniho systému
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mohou mit za néasledek napfiklad snizeni reprodukcni schopnosti zivocicht a tim ovlivnit
udrzitelnost celého vodniho ekosystému. Z tohoto diivodu je zapotiebi vénovat vyskytu
biologicky aktivnich polutanti ve vodnim prostfedi nalezitou pozornost a mélo by se
pfistoupit k intenzivnéj§imu hodnoceni rizik vyskytu té€chto polutantii a omezeni jejich

pfisunu do vodniho prostiedi.

Prispéni UV filtru k anti-progestagenni aktivité

Anti-progestagenni aktivita byla detekovana na piitoku na ACOV Tabor a ve étyfech
povrchovych vodach (kapitola 4.3). Simultanné byl na téchto lokalitach sledovan vyskyt
a byla méfena koncentrace fady UV filtra (kapitola 4.4). Nasledn€ bylo testovano, zda
tyto UV filtry vykazuji anti-progestagenni aktivitu (kapitola 4.2). Na zaklad¢ téchto tfi
informaci (celkova anti-progestagenni aktivita v environmentalnim vzorku, koncentrace
UV filtri a anti-progestagenni aktivita UV filtrd) bylo mozné odhadnout miru pfispéni

UV filtra k celkové anti-progestagenni aktivité na sledovanych lokalitach.

Vysledky této studie (kapitola 4.5) indukuji, ze UV filtry jsou zodpoveédné za témér
polovinu celkové anti-progestagenni aktivity (49,3 %) na ptitoku na ACOV Tabor. Tato
aktivita vSak byla na studované Cistirné odstranéna a na odtoku jiz nebyla detekovana.
Jedna se viak pouze o jednu COV a jak je znamo, rtizné COV v Ceské republice, a i jinde
ve svete€ vyuzivaji razné technologie a mira odstranéni UV filtri se muze vyrazné lisit.
Pokud by proces ¢isténi odpadnich na danych COV fungoval tak odlisng, ze by UV filtry
nebyly odstranény v podobném mnozstvi jako na ACOV Tabor nebo pokud by
nefungoval proces &isténi na uréité COV vibec (napiiklad v disledku havarie),
predstavovaly by pravdépodobné UV filtry vyznamného prispévatele k anti-

progestagenni aktivité¢ v povrchové vodé a tato aktivita by zfejmée vyznamné vzrostla.

Anti-progestagenni aktivita se vyskytovala v recipientu odpadnich vod z ACOV
Tabor, kterym je feka Luznice, a to nad 1 pod zatsténim odtoku. Toto zjisténi ukazuje na
vyskyt anti-progestagennich latek, jejichz zdrojem nejsou odpadni vody. Na rozdil od
odpadnich vod bylo pfispéni UV filtri k celkové anti-progestagenni aktivité v fece
Luznici pouze velmi nizké, konkrétné 0,14 — 0,20 %. Anti-progestagenni aktivita byla
v ramci této diplomové prace sledovana také v dalSich povrchovych vodach, kterymi byly
rybniky v Jiznich Cechach. Anti-progestagenni aktivita byla detekovana ve dvou ze &tyf

rybnik® (Podrouzek a Stilec). UV filtry byly podobné& jako v fece Luznici zodpovédné
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pouze za zanedbatelnou Cast celkové anti-progestagenni aktivity 0,01 — 1,1 %. Z téchto
vysledkti dohromady vyplyva, Ze anti-progestagenni aktivita v ¢eskych povrchovych
vodach je zptisobovana do zna¢né miry jinymi latkami, nez tomu bylo v surové odpadni
vodé na ACOV v Tabore, kde tato aktivita byla do vysoké miry zptisobovana UV filtry.
Jelikoz podle mych informaci nejsou do danych rybnik(i vypoustény odpadni vody
(alespori ne v takové mife, jako je pfijimaji povrchové vody pod Cistirnami odpadnich
vod), lze detekci anti-progestagenni aktivity v rybnicich povazovat za vysledek
potvrzujici hypotézu, Ze tato aktivita v povrchovych vodach neni vyznamné zptisobovana

latkami z odpadnich vod.

Prestoze byla vyznamna Cast anti-progestagenni aktivity v odpadnich vodach
vysvétlena pritomnosti UV filtri, latky zodpovédné za tuto aktivitu v povrchovych
vodach a jejich zdroj zGstavaji nejasné. Nicméné, v této studii byla testovana pouze jedna
COV a dal§i vyzkum zahrnujici vétsi mnozstvi odpadnich vod a z riiznych zemi by mél
roz§ifit dané znalosti v problematice identifikace latek zodpoveédnych za anti-
progestagenni aktivitu. Doposud existuje pouze jedna studie Houtman a kol. (2021), v niz
byly identifikovany latky zptsobujici vétSinu detekované anti-progestagenni aktivity
v povrchovych vodach. Jednalo se o pesticidy metolachlor a cyazofamid (Houtman a kol.,
2021). V riznych zemich, a i na riznych lokalitach mohou byt odlisné zdroje latek
zpusobujicich anti-progestagenni aktivitu. Zatim neni jasné a mélo by byt predmétem
budouciho vyzkumu zjistovani, jaké latky jsou zodpovédné za anti-progestagenni

aktivity vyskytujici se v povrchovych vodach v riznych zemich, véetné Ceské republiky.
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6 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat potencidl environmentalné
relevantnich organickych UV filtri zptsobovat anti-progestagenni aktivitu ve vodnim
prostiedi. V této praci bylo analyzovano 20 organickych UV filtrd pomoci anti-PR-
CALUX in vitro biotestu. Podafilo se nam prokazat anti-progestagenni aktivitu u 9
organickych UV filtri, avSak v porovnani s nejsilnéjsi latkou vykazujici anti-
progestagenni aktivitu se ukazalo, ze sila této aktivity u testovanych UV filtri je
mnohonasobné& slab$i nez u referencni latky mifepristonu. Tfemi nejsilnéjsi latkami ze
skupiny organickych UV filtrd byly ethylhexyl methoxycinamat, 4-methylbenzyliden
kafr a oktokrylen.

Dale byly v této praci analyzovany (anti-)progestagenni aktivity ve vzorcich odpadni
a povrchové vody. Progestagenni aktivita nebyla v testovanych vzorcich detekovana.
Anti-progestagenni aktivita byla nalezena v 60-ti % vzorkd. Koncentrace anti-
progestagenni aktivity v odpadni vod& byla 3,1 ng x 1! ekvivalenti mifepristonu a
v povrchové vodé se pohybovala vrozmezi od 2,6 do 4,5 ng x I ekvivalentd
mifepristonu. Anti-progestagenni aktivita byla detekovana v surové odpadni vodé
pfitékajici na Cistirnu odpadnich vod, v fece Luznici a v rybnicich, které slouzi pro chov
ryb, ale také jako pfirodni vefejna koupalisté. U téchto rybnika se predpoklada, ze by
nemély byt zatizené komunalnimi odpadnimi vodami, z ¢ehoz lze usuzovat, ze Cistirny
odpadnich vod nebudou jedinym zdrojem zneciSténi vodniho prostiedi anti-

progestagennimi latkami.

Pro posouzeni prispéni organickych UV filtri k anti-progestagenni aktivité ve
vodnim prostfedi jsme dostali k dispozici vysledky chemické analyzy, pfi které bylo
detekovano tfinact latek pozivanych k ochrané proti UV zétfeni. UV filtry byly nalezeny
na vSech lokalitach (odpadni i povrchové vody). Kumulativni koncentrace UV filtra se
na vzorkovacich lokalitich pohybovaly v rozmezi 27-474 ng x I''. Nejvice zatizena
vyskytem organickych UV filtra byla surova odpadni voda v pfitoku na arealovou Cistirnu
odpadnich vod Tabor. Koncentrace UV filtrii na pfitoku odpadni vody se pohybovaly
vrozmezi 4,1-4100 ng x 1" s nejvétsim zastoupenim okrokrylenu (4100 ng x 1) a
ethylhexyl methoxycinamatu (1200 ng x 1""). V povrchové vodé bylo kvantifikovano

deset UV filtr(, jejichz koncentrace se pohybovaly v rozmezi hodnot 0,22-190 ng x 1'%,
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Celkové pfispéni organickych UV filtri (u kterych byla prokazana anti-
progestagenni aktivita) k anti-progestagenni aktivité na testovanych lokalitach bylo
nejvyssi na piitoku na ACOV Tabor, kde UV filtry piispély k aktivité z49,3 % a
nejvetsim piispévatelem byl ethylhexyl methoxycinamat, jenz se podilel na aktivité
2 38,7 %. Ve vzorcich z feky Luznice a vefejnych koupali§t' se UV filtry na aktivité
podilely pouze z ptiblizn€ 1 %, coz znaci, ze UV filtry nejsou hlavnimi latkami vykazujici
anti-progestagenni aktivitu ve vodnim prostiedi verejnych koupalist’ a latky zpusobujici
tuto aktivitu nam zastavaji stale neznamé. Z tohoto duvodu by bylo vhodné se
v budoucim vyzkumu zaméfit na identifikaci latek zplsobujicich anti-progestagenni
aktivitu v povrchové vodé a jejich dopad na vodni organismy, u kterych mize dochazet
k naruSeni  endokrinniho systému a akumulaci téchto latek s rizikem

nasledné biomagnifikace do vysSich trofickych trovni.
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8 Piilohy
Priloha €. 1: Testovani organickych UV filtri na cytotoxicitu pro anti-

progestagenni aktivitu
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Benzofenon-3
160

DMSO ST1

RFU (%)

Graf ¢. 5 Viabilita bun¢k exponovanych benzofenonu-3

70



Benzofenon-4
160

DMSO ST1

RFU (%)

Graf ¢. 6 Viabilita bun¢k exponovanych benzofenonu-4

Benzofenon-8

DMSO ST1

160

RFU (%)
3

o

Graf ¢. 7 Viabilita bun¢k exponovanych benzofenonu-8

71



Benzofenon-12
160

DMSO ST1

RFU (%)

Graf ¢. 8 Viabilita bunc¢k exponovanych benzofenonu-12

Benzyl salicylat
160

DMSO ST1

RFU (%)

Graf ¢. 9 Viabilita bun¢k exponovanych benzyl salicylatu

72



Ethylhexyl salicylat

’\"I,‘b'b“?b
Q@fofo/\é\é\é\fo«%@fo

160

RFU (%)
3

o

Graf ¢. 10 Viabilita bun¢k exponovanych ethylhexyl salicylatu

Homosalat

240

160
S
- |
L
o

80 I ' i I i I ' I
0

DMSO ST1

Graf ¢. 11 Viabilita bun¢k exponovanych homosalatu

73



Ethylhexyl methoxycinamat

ST2 ST3  ST4 SIS STe  ST7  ST8

DMSO ST1
Graf ¢. 12 Viabilita bun¢k exponovanych ethylhexyl methoxycinamatu

320

240

RFU (%)
2

8

o

o

ST9

Isoamyl methoxycinamat

ST1 ST2 ST3 ST4 STS 5T6 ST7 5T8

Graf ¢. 13 Viabilita bun¢k exponovanych isoamyl methoxycinamatu

160

O ‘

DMSO

8

RFU (%)

ST9

74



Oktokrylen
240

160

DMSO ST1 ST9

RFU (%)

o

o

Graf ¢. 14 Viabilita bun¢k exponovanych oktokrylenu

Kyselina fenylbenzensulfonova

DMSO ST1 ST9

160

RFU (%)
3

o

Graf ¢. 15 Viabilita bun¢k exponovanych kyselin¢ fenylbenzensulfonové

75



4-methybenzyliden kafr

DMSO ST1

240

160

RFU (%)

8

o

o

Graf ¢. 16 Viabilita bun¢k exponovanych 4-methylbenzyliden kafru

UV-320
160

DMSO ST1

RFU (%)

Graf ¢. 17 Viabilita bun¢k exponovanych UV-320

76



Uv-327

240

- 160
=
-]
[T
(14

80

0

DMSO ST1 ST5S STe ST/ ST8  ST9

Graf ¢. 18 Viabilita bunck exponovanych UV-327

UV-328

240

160
S
-
L
74

80 i I I
0

DMSO ST1

Graf ¢. 19 Viabilita bun¢k exponovanych UV-328

77



UV-350

240

- 160
=
-]
[T
(14

80

0

DMSO ST1 ST5 STe  ST7  ST8  ST19

Graf ¢. 20 Viabilita bun¢k exponovanych UV-350

Uv-P
160

DMSO ST1

RFU (%)

Graf ¢. 21 Viabilita bun¢k exponovanych UV-P

78



Priloha ¢. 2: Testovani extrakta z Cistirny odpadnich vod

z povrchovych vod na cytotoxicitu pro anti-progestagenni aktivitu
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Graf ¢. 23 Viabilita bundk exponovanych extraktim z ACOV — pod zausténim
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ACOV - pritok
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Graf ¢. 24 Viabilita bundk exponovanych extraktim z ACOV — piitok
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Graf ¢. 25 Viabilita bungk exponovanych extraktim z ACOV — odtok
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Podrouzek
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Graf ¢. 26 Viabilita bun¢k exponovanych extraktiim z rybniku Podrouzek

Stilec
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Graf ¢. 27 Viabilita bundk exponovanych extraktim z rybniku Stilec
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Mydlovarsky
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Graf ¢. 29 Viabilita bunck exponovanych extraktiim z Mydlovarského rybniku

sadka C€. 65
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Graf ¢. 30 Viabilita bun¢k exponovanych extraktim ze sadek ¢. 65 na rybochovném pracovisti
Model na pokusnictvi ve Vodnanech
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9 Abstrakt

Nazev prace: Zjistovani potencidlu chemickych latek pouzivanych k ochrané proti
ultrafialovému zafeni (UV filtrl) zpisobovat anti-progestagenni aktivitu ve vodnim

prostiedi

Latky pouzivané k ochrané proti UV zafeni (UV filtry) jsou Siroce vyuzivany
v prumyslu a také v produktech denni potieby. V mnoha zemich po celém svété bylo
zaznamenano, Ze se dostavaji do vodniho prostiedi. Pfitomnost UV filtri v povrchovych
vodach muze predstavovat riziko pro vodni organismy. Cilem této diplomové prace bylo
otestovat fadu latek, ze skupiny UV filtrii na anti-progestagenni aktivitu, detekovat tuto
aktivitu ve vodnim prostfedi, detekovat UV filtry ve vodnim prostiedi a na zakladé téchto
informaci vyhodnotit potencial organickych UV filtri zptusobovat anti-progestagenni

aktivitu ve vodnim prostredi.

V této diplomové praci bylo testovano 20 organickych UV filtrd in vitro biotestem
anti-PR-CALUX. V tomto biotestu byly buiky vystaveny Cistym latkam (UV filtrim) a
referencni latce mifepristonu. Dale byly odebrany bodovym (aktivnim) odbérem vzorky
z arealové Cistirny odpadnich vod v Tabote a z povrchovych vod (vetfejna koupalisté a
feka Luznice). Vzorky byly extrahovany pomoci extrakce na pevné fazi. Tyto extrakty
odpadni a povrchové vody byly testovany na progestagenni a anti-progestagenni aktivitu
biotesty (anti-)PR-CALUX a také v nich byla méfena koncentrace UV filtri hmotnostni

spektrometrii. Vzorky byly také testovany na cytotoxicitu testem redukce resazurinu.

Anti-progestagenni aktivitu vykazovalo 9 organickych UV filtr, ale v porovnani
s referen¢ni latkou byly aktivity vykazované UV filtry fadove nizsi. Nejsilnéjsi aktivitu
zjisténou u UV filtrd vykazovaly ethylhexyl methoxycinamat, benzofenon-3 a
oktokrylen. Progestagenni aktivita nebyla nalezena na zadné z lokalit. Anti-progestagenni
aktivita byla nalezena u 60 % vzorkd a naméfené koncentrace se pohybovaly v rozmezi
od 2,6 do 4,5 ng x I'" ekvivalentd mifepristonu. Anti-progestagenni aktivita byla
detekovana na pritoku odpadni vody na Cdistirnu, v recipientu feky Luznice a na
rybochovnych rybnicich slouzicich téz jako vefejna koupalisté. Chemickou analyzou
bylo identifikovano tfinact organickych UV filtri vyskytujicich se na testovanych
lokalitach. V nejvyssich koncentracich se vyskytovaly UV filtry oktokrylen a ethylhexyl
methoxycinamat, zaroven tyto dva UV filtry nejvice pfispély k celkové anti-
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progestagenni aktivité. Na pfitoku vody na Cistirnu odpadnich vod pftispély UV filtry
k celkové anti-progestagenni aktiviteé ze 49 %. V recipientu feky Luznice a vefejnych
koupalist’ bylo prispéni UV filtri k této aktivité¢ velmi malé coz znaci, Ze tato aktivita
bude zpusobovana vyskytem jinych latek. U rybnika 1ze predpokladat, ze zdrojem téchto

latek nebudou Cistirny odpadnich vod.

Dalsi vyzkum by mél byt zaméfeny na detekci dopadu vyskytu organickych UV filtrt
ve vodnim prostiedi na organismy, ale také na identifikaci latek zpusobujicich anti-

progestagenni aktivitu ve vodnim prostiedi.

Kli¢ova slova: UV filtry, anti-progestagenni aktivita, in vitro, biotest, CALUX,
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10 Abstract

Name of thesis: Determination of the potential of chemical substances used for the
protection from ultraviolet rays (UV filters) to cause anti-progestagenic activity in the

aquatic environment

The substances used for protection against UV radiation (UV filters) are widely used
in industry and also in personal care products. It has been reported from many countries
around the world that they enter the aquatic environment. The presence of UV filters in
surface waters can pose a risk to aquatic organisms. The aim of this thesis was to test a
range of substances from the group of UV filters for anti-progestagenic activity, detect
this activity in the aquatic environment, detect UV filters in the aquatic environment, and
based on this information, evaluate the potential of organic UV filters to cause anti-

progestagenic activity in the aquatic environment.

In this thesis, 20 organic UV filters were tested with in vitro bioassay anti-PR-
CALUX. In this bioassay cells were exposed to pure substances (UV filters) and reference
substance mifepristone. Samples were taken by grab (active) sampling from wastewater
treatment plant in Tabor and from surface waters (outdoor swimming pools and Luznice
River). Samples were extracted using solid phase extraction. These extracts from waste
and surface waters were tested for progestagenic and anti-progestagenic activity with the
(anti-)PR-CALUX bioassay and the concentrations of UV filters were measured using
mass spectrometry in the extracts. Samples were also tested for cytotoxicity with the

resazurin reduction assay.

Nine organic UV filters have shown anti-progestagenic activity, but compared to the
reference substance, the activities exhibited by UV filters were several orders of
magnitude lower. Ethylhexyl methoxycinnamate, benzophenone-3, and octocrylene were
the most potent anti-progestagens. Progestagenic activity was not found at any of the
sites. Anti-progestagenic activity was found in 60% of the environmental extracts, and
the concentrations ranged from 2.6 to 4.5 ng x L' equivalents of mifepristone. Anti-
progestagenic activity was detected in the influent of wastewater into the treatment plant,
in the recipient of the Luznice River, and in ponds used for fish farming and also as
outdoor swimming pools, namely the Podrouzek and Stilec ponds. Thirteen organic UV
filters were identified by chemical analysis at the tested sites. The UV filters octocrylene
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and ethylhexyl methoxycinnamate were found in the highest concentrations, these two
UV filters contributed the most to the overall anti-progestagenic activity. At the
wastewater treatment plant influent, UV filters contributed 49% to the total anti-
progestagenic activity. In the recipient of the Luznice River and outdoor swimming pools,
the contribution of UV filters to this activity was very small, which means that this
activity in surface waters will be caused by the occurrence of other substances than in
wastewater. In ponds, it can be assumed that wastewater treatment plants will not be the

source of these substances.

Further research should be aimed at detecting the impact of the occurrence of organic
UV filters in the aquatic environment on organisms, but also at identifying substances

causing anti-progestagenic activity in the aquatic environment.

Keywords: UV filters, anti-progestagenic activity, in vitro, bioassay, CALUX
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