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1 Uvod

Spotieba 1éCiv ve sveété neustale roste a jednou z hojné¢ konzumovanych skupin jsou
léCiva s obsahem syntetickych (anti-)progestini. Tyto latky se vyuzivaji zejména
V hormondlni antikoncepci, ale i1 v potratovych pilulkdch a pifi 1é¢bé nékterych
patologickych stavl. Syntetické (anti-)progestiny jsou vedle ptirodniho progesteronu
pravdépodobné nejvétsimi prispévateli (anti-)progestagenni aktivity odpadnich a
povrchovych vod, jelikoz se ve formé splaskt dostavaji na Cistirny odpadnich vod, které
je nedokazi pln¢ odbourat a skrze né€ pak pronikaji do vod povrchovych. Latky s (anti-
)progestagenni aktivitou mohou negativné ovliviiovat endokrinni systém jimi
vystavenych organismu, fadi se proto mezi tzv. endokrinni disruptory.

Cilem této prace bylo detekovat za pomoci PR-CALUX in vitro biotestu (anti-)
progestagenni aktivitu odpadnich vod z pfitoku a odtoku Sesti jihoceskych Ccistiren
odpadnich vod. Na zikladé¢ vysledki byla odhadnuta Wc¢innost odstranéni

(anti-)progestagenné aktivnich latek na téchto Cistirnach.



2 Literarni prehled

2.1 In vitro testy pouZivané k testovani toxicity

Nazev in vitro pochazi z latiny a v ptekladu znamena ,,ve skle“. Testy in vitro jsou
provadény v laboratornich podminkach, zpravidla v bankach, Petriho miskach,
zkumavkach, mikrotitra¢nich destickach a podobné. Z tohoto diivodu jsou oznaovany
také jako testy ,,ve zkumavce* (Bhanushali a kol., 2010).

Celosvétove se pristupuje k nahrazovani in vivo testl provadénych na zvitatech, aby
nedochazelo k jejich utrpeni. Jednou z alternativ jsou testy in vitro, K jejichz testovani
nejsou vyuzivany celé organismy, ale pouze jejich ¢asti, napt: tkan€, buiiky nebo organy.
Jedné se o tzv. princip replacement, patfici do principi 3R (replacement (nahrazeni),
refinement (zmirnovani), reduction (snizovani)) (Russel a Burch, 1959). Tato skute¢nost
piedstavuje nespornou etickou vyhodu oproti testim in vivo, ve kterych je vyuZito,
ptipadné zabito, podstatné vice zivych organismi. Pocet usmrcenych zvifat pro ucely in
Vvivo testll je odhadovan na 50-100 milioni za rok, to ma za nasledek rostouci tlak na
snizovani poctu téchto testli (Bhanushali a kol., 2010). In vitro testy jsou relativné rychlé,
citlivé a jednoduché na provedeni. Charakterizuje je vysoka reprodukovatelnost a
¢astecnd automatizace vyhodnocovéani. Finanéni ndkladnost je pokladana za nizkou
vzhledem Kk velkému poctu vzorkti (Pampaloni a kol., 2007). Nevyhodou in vitro testt je
naopak to, ze neposkytuji informace o absorpci, distribuci, metabolismu a exkreci
(ADME) cizorodych latek v organismu (Sonneveld a kol., 2006).

2.2 Detekce hormonalni aktivity pomoci in vitro testu

V soucasné dob¢ existuje mnoho in vitro biotestt, které jsou pouzivany k detekci
hormonalni aktivity. VétSina z nich byla dosud zamétena na (anti-)estrogenni aktivitu,
vV menSi mife pak na (anti-)androgenni, (anti-)progestagenni, (anti-)glukokortikoidni,
(anti-)thyroidni atd. aktivitu. Mezi tyto testy patii napiiklad test vazby ligandu na
receptor, test proliferace bungk ¢i testy s reportérovymi geny (Murk a kol.,2002; Schriks
a kol., 2009; Blair a kol., 2000; Soto a kol., 1995). Hormonalni aktivita je udavana v

ekvivalentnich koncentracich vztahujicich se kreferencni latce (ng/l urcitych
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ekvivalentli; napf. progesteronovych, mifepristonovych, levonorgestreolovych, 17-f

estradiolovych, dihydrotestosteronovych atd.).

2.3 In vitro testy zaloZené na expresi reportérového genu

In vitro testy zaloZzené na expresi reportérového genu piedstavuji relativné
jednoduchou a rychlou metodu pro detekci slouéenin, které jsou schopné se vazat na
hormondlni receptory a stimuluji ¢i inhibuji jejich transkripéni aktivitu (Svobodova a
Cajthaml, 2010).

Testovani probiha s geneticky modifikovanymi buitkami (sav¢imi nadorovymi ¢i
kvasinkovymi), které jsou transfekované vektorem obsahujicim DNA sekvenci pro
receptor, reportérovy gen a specifické useky DNA, které vyvolavaji expresi
reportérového genu po pfipojeni receptorového komplexu. K expresi reportérového genu
(napf. gen pro enzym luciferazu ¢i B-galaktosidazu) az na reportérovy protein dochazi po
aktivaci receptoru. Hormonalni aktivita je zjiStovana bud’ podle mnozstvi vzniklého

proteinu ¢i stanovenim enzymové aktivity (Lovecka a kol., 2013).

2.4 In vitro testy pro detekci (anti-)progestagenni aktivity

2.4.1 CALUX (Chemically Activated LUciferase gene eXpression)

CALUXYy jsou biotesty zalozené na expresi luciferdzového genu. Pouzivaji se
k detekci specifickych chemickych latek ve vzorcich. CALUX se sklada z geneticky
modifikované bunécné linie, kterd obsahuje genovy konstrukt s luciferdzovym
reportérovym genem ve spojeni s TATA boxem a hormon responzivnimi elementy, které
mohou, V ptitomnosti jaderného receptoru, indukovat transkripci vlozeného genu
kédujiciho enzym (luciferdzu), kterd je schopnd pfemenovat (oxidovat) substrat
(luciferin). Béhem tohoto procesu se uvoliiuje energie ve formé svétla. Specifické
responzivni elementy jsou schopné vazby na specifické receptory, proto se tyto elementy
li§i v riiznych typech CALUXG. CALUX testy podéavaji informaci o celkovém ucinku
ligandti (ze vzorku) na urcity receptor (Murk a kol., 1996).

CALUXy jsou vysoce citlivé in vitro biotesty, které detekuji rizné ekologicky
Skodlivé chemické latky napt. dioxiny (DR-CALUX) nebo polycyklické aromatické
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uhlovodiky (PAH-CALUX) (BioDetection Systems, b.v.). Pomoci téchto testd je také
stanovovana hormonalni aktivita ve vzorcich odpadnich ¢i povrchovych vod (Brand a
kol., 2013).

CALUXYy pro detekci hormonalni aktivity lze rozdélit podle hormonélnich receptora,
které obsahuji: androgenni (AR-CALUX), estrogenni (ER-CALUX), glukokortikoidni
(GR-CALUX), progesteronovy (PR-CALUX) nebo mineralokortikoidni (MR-CALUX)
receptor a jsou vnimavé k latkam, které se na tyto receptory vazou (Schriks a kol., 2009).
Dalsimi typy CALUX testt jsou napi. RAR-CALUX, PPAR-CALUX, TR-CALUX atd.
(BioDetection Sytems, b.v.).

Princip vSech téchto biotestll je pomérné jednotny (Obr. 1). Provadi se na lidské
geneticky modifikované bunééné linii U2-OS nddoru kostni dfené. Tato linie neobsahuje
vyznamné mnozstvi receptortl, je pro ni typicky rychly rist, relativné snadnd manipulace
a je vysoce citliva i k nizkym koncentracim detekovanych latek (Sonneveld a kol., 2011).
V ptipadé CALUXU pro detekci hormondlni aktivity jsou do bun¢k vneseny vektory
obsahujici sekvence komplementarni DNA (cDNA) pro lidské hormonalni receptory a
sekvence tzv. hormon responsivnich element (HREs), kter¢ jsou spojené s reportérovym
genem luc (koduje luciferazu) a TATA boxem (Sonneveld a kol., 2005). Hormony nebo
hormontim podobné latky vstoupi do cilovych bun¢k a navazou se na receptory v
cytosolu, po dimerizaci migruje komplex ligandl s receptory do jadra. V jadru se navaze
komplex hormon-receptor na ¢ast DNA. Za normalnich fyziologickych podminek se
Vv lidském téle zahdji transkripce genl (tj. syntéza mRNA) a translace (produkce
proteint). V transgennich CALUX biotestech se komplex navaze na HRE-luc gen, dojde
k syntéze proteinu (enzym luciferaza), ktery po pfidani substratu luciferinu produkuje
méfitelnou luminiscencni aktivitu. Intenzita luminiscence je méfitkem pro silu
hormonalni aktivity zkoumaného vzorku (Schriks a kol., 2009).

V piipadé¢ testovani agonistické aktivity je métfena aktivita latek (agonisti), které se
navazou na receptor a mohou ho aktivovat, u antagonistické aktivity je méfena aktivita
latek (antagonistll), které se sice na receptor navazou, ale pouze ho blokuji (Kinnberg,

2003).
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CALUX BUNECNA LINIE

A Navazani na DNA
A -
Endokrinni
disruptory

Transkripce

Translace

Cytosolové

Lreceptory

Luciferaza + Luciferin = svételna aktivita

Obr. 1: Schématické znazornéni CALLUX biotestu (upraveno podle Schriks a kol., 2009)

Vyhodnocovani CALUX testu

Pti kazdém méfeni testované¢ho vzorku je métena i kalibracni fada referencni latky,
pro kterou je vzdy vynesena tzv. kiivka davka-odpoveéd’ (dose-response curve), ktera ma
sigmoidni (esoity) tvar (Obr. 2). Jako referen¢ni latky pro agonismus progesteronového
receptoru se pozivaji: ORG2058, levonorgestrel, progesteron, promegeston a
medroxyprogesteron acetat. Pro antagonismus je to RU-486. Ktivka pro kalibra¢ni fadu
referencni latky musi spliiovat nésledujici kritéria, ktera jsou urcena poskytovatelem
licence, aby mohla byt naméfend data dale vyhodnocovéana:

- Z faktor: mira statistické velikosti G¢inku véetné smérodatnych odchylek

- indukéni faktor: pomér rozsahu relativni indukce luciferazy

- koeficient determinace: mira celkové variability vysvétlend regresnim modelem
- ECso: efektivni koncentrace latky, kterda vyvold 50% ucinek v porovnani
s maximalnim u¢inkem (BioDetection Systems, b.v.).
Informaci o tom, zda tato kritéria kiivka spliiuje, podavd protokol vytvofeny
poskytovatelem licence v programu Excel (Microsoft). Pokud tato kritéria nejsou
splnéna, tak se dany experiment oznaci za nevalidni a dale se s daty z tohoto experimentu
nepracuje.
Zjisténa hormonalni aktivita zahrnuje vSechny latky, které jsou v daném testovaném

vzorku pfitomny a maji dany typ hormonalni aktivity, a tudiz stejny mechanismus ucinku.
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Intenzita luminiscence testovanych vzorkl je vyjadiena v relativnich svételnych
jednotkéach (RLU). Pro vypocet (anti-)progestagenni aktivity je od RLU testovanych latek
odec¢tena hodnota RLU zji$téna u pozitivni kontroly s 0,1% DMSO. Tyto jednotky jsou
piepocitany na ng/l ORG2058 eq (v ptipad¢ testovani agonistické aktivity) nebo RU-486
eq (v prfipadé testovani antagonistické aktivity) a udavaji ekvivalentni koncentraci

referencni latky.

Maximalni Géinnost

125+

‘ UPLNY AGONISTA
100-

maximalni

indukce
vaéi

referencni
latce

(%) 50

CASTECNY AGONISTA

ANTAGONISTA V PRITOMNOSTI

/ AGONISTY

25

! L) | ' 1 |} '
14 13 12 -11-10 9 -8 -7 -6 -5 -4

log (ligand) M

Obr. 2: Schématické znazornéni sigmoidnich kiivek pro agonismus a antagonismus (upraveno
podle Africander a kol., 2011)

24.11. PR-CALUX

PR-CALUX je stabilné transfekovana linie lidskych rakovinnych bunék kostni dien¢.
Do této linie byl vnesen lidsky progesteronovy receptor, reportérovy gen pro luciferdzu a
progesteron responzivni elementy (z angl. progesterone response elements; PREs)
(Sonneveld a kol., 2011).

PR-CALUX in vitro biotest je zalozeny na expresi reportérového genu. Detekuje
slouceniny, které maji podobny mechanismus u¢inku jako progesteron a ptisobi primarné
skrze progesteronovy receptor (Sonneveld a kol., 2011).

Vyhodou PR-CALUX biotestu je vysoka citlivost 1 k velmi nizkym koncentracim

riznych progestinii (Sonneveld a kol., 2011). Dosud byl tento test vyuzit predevsim
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k detekci anti-progestagenni aktivity bromovanych samozhasecich ptisad, syntetickych
analogt pizma a UV filtra (Schreurs a kol., 2005; Hamers a kol., 2006), progestagenni a
anti-progestagenni aktivity odpadnich a povrchovych vod (van der Linden a kol., 2008)
a progestagenni aktivity anabolickych androgennich steroidii pouzivanych jako doping

pfi sportu (Houtman a kol., 2009).

2.4.2 Yeast progesteron screen (YPS)

YPS je jednim zin vitro testd, které jsou pouzivany ke sledovani (anti-)
progestagenni aktivity. V tomto testu jsou vyuzivany geneticky modifikované kvasinky
druhu Saccharomyces cerevisiae. Do téchto kvasinek jsou vneseny vektory obsahujici
sekvence DNA pro lidsky progesteronovy receptor a sekvence tzv. PREs, které jsou
spojené s reportérovym genem LacZ (koduje B-galaktosidazu) (Chatterjee a kol., 2008).

Do média se pfidava chromogenni substrat ONPG (2-nitrofenyl-p-D-
galaktopyranosid) nebo CPRG (chlorofenol-p-D-galaktopyranosid). Tento substrat je
Stépen enzymem [-galaktosidazou na odpovidajici produkty Zluté ¢i Cervené barvy,
jejichz absorbance je méfena (Obr. 3). B-galaktosidazova aktivita je poté vyhodnocovana
Vv tzv. Millerovych jednotkach (Gaido a kol., 1997).

Za nevyhodu kvasinkovych in vitro testt 1ze v porovnani se savéimi bunéénymi in
vitro testy pokladat mensi citlivost. Tato skute¢nost je pravdépodobné zplsobena
Spatnym transportem hormonalné aktivnich latek skrz bunéénou membranu kvasinek
(Murk a kol., 2002). Testy s kvasinkami jsou méné finan¢né naro¢né a k jejich pouzivani
neni nutné zakoupeni licence, jako je tomu u CALUX testli se sav¢imi buitkami (Leusch
akol., 2010). Kvasinkové testy se také lisi tim, Ze tyto buiiky vylucuji reportérovy protein
pfimo do kultivacniho média, a proto u téchto testli neni potfeba lyza bunck, jako u
savCich (Blankvoort et al., 2001; Legler et al., 2002). Limit kvantifikace je u testl
S kvasinkami vy$$i, proto nemusi byt Uplné¢ vhodné pro analyzu environmentalnich

vzorkd s nizkymi koncentracemi hormonalné aktivnich latek (Leusch a kol., 2010).
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Plazmid

Obr. 3: Schématické znazornéni kvasinkového testu (upraveno podle Murk a kol., 2002).

2.5 Sledovani progestagenni aktivity ve vodach

Predpoklada se, Ze k progestagenni aktivité ve vodach piispiva primarné progesteron
a syntetické progestiny (viz. kapitola 2.6.2.). Pfirodnimi progestagenné aktivnimi latkami
ve vodnim prostiedi jsou progesteron a jeho metabolity (Shore a Shemesh, 2003; Creusot
2014). Progestagenni aktivitu maji také nékteré flavonoidy nachazejici se v ovoci a
zelening, napt. apigenin ¢i kaempherol (Scippo a kol., 2004; Willemsen a kol., 2004). Je
mozZné, Ze by tyto progestagenni flavonoidy mohly byt pfitomny v komunalnich
odpadnich vodach ¢i v odpadnich vodach z potravinarského primyslu.

Dosud nebylo provedeno mnoho studii, kde by se zkoumalo, jaké latky pfispivaji
k progestagenni aktivité. Ve Francii byly potvrzeny ¢tyfi progestagenné aktivni latky
piispivajici K progestagenni aktivité povrchovych vod. Jednalo se o pfirodni progestin
progesteron, synteticky progestin levonorgestrel, antagonistu mineralokortikoidniho
receptoru spironolakton a jeho metabolit karnenon. Tyto latky v jednotlivych mésicich
dohromady pftispivaly k progestagenni aktivit¢ od 0,2 do 57,1 %, pfiCemz nejvétSim
prispévatelem byl levonorgestrel (Creusot a kol., 2014).

Vétsina dosud publikovanych studii se zaméfovala pouze na detekci progestagenni

aktivity bez toho, aby se zkoumalo, jaké latky k této aktivité ptispivaji. V Australii, kde
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byla méfena progestagenni aktivita na piitoku a odtoku t¥i COV, se koncentrace viech
progestagenné aktivnich slou¢enin pohybovaly na ptitoku v rozsahu hodnot pod limitem
kvantifikace az do 20 ng/l progesteronovych ekvivalenttl (P4 eq). Na odtoku z COV pak
v rozsahu pod limitem kvantifikace az do 17 ng/l P4 eq. Mira odstranéni progestagennich
sloucenin byla znaén¢ rozdilna a pohybovala se od 11,8 do 100 % (Bain a kol., 2014).
Progestagenni aktivita byla zaznamenana i na daliich australskych COV. Na piitoku
dosahovala vice nez 5,4 ng/l levonorgestrelovych ekvivalenti (LEVO eq), na odtoku
vétsiny COV nebyla nalezena aktivita Zadni. Na jedné ¢&istirné bylo ultrafiltraci a
chlorovanim odstranéno 54 % progestagenni aktivity. Je pravdépodobné, ze hlavnim
mechanismem odstranéni bylo, vzhledem k velikosti sloucenin, které vykazuji
progestagenni aktivitu, chlorovani (Leusch a kol., 2014). Progestagenni aktivita byla na
pritoku dalsi australské COV ve viednich dnech 8,35+2,67 ng/l ekvivalenti ORG2058
(ORG2058 eq) a o vikendech 10,3+2,1 ng/l ORG2058 eq. Na odtoku tato COV
vykazovala piiblizné Ctyfnasobné vyssi aktivitu, a to 33,8+4,5 ng/l ORG2058 eq ve
vSednich dnech, o vikendech 45+11,1 ng/l ORG2058 eq. Povrchova voda, do které ustil
odtok z této COV byla i po &tyfech kilometrech progestagenné aktivni (Roberts a kol.,
2015). Na ptitomnost progestagenné aktivnich latek byly v Australii testovany také
vzorky dalsich typti vod: napft. srazkové nebo pitné vody (Escher a kol., 2014). Byla zde
stanovena hodnota ECio a vzorky, které tuto prahovou hodnotu nepiekrocily, byly
vyhodnoceny jako vzorky snegativnim nalezem progestagenni aktivity. V zadném
ztestovanych vzorkl vSak tento 10% prahovy tcinek prekroen nebyl.

V Nizozemsku byla naméfena progestagenni aktivita 0,78-0,86 ng/l ORG2058 eq na
odtocich z méstskych COV a 2,2+0,4 ng/l ORG2058 eq na odtocich z primyslovych
COV (van der Linden a kol., 2008). Méfena progestagenni aktivita povrchové vody
v Nizozemsku byla pod limitem detekce, ¢i dosahovala velmi nizkych koncentraci: 0,02-
0,09 ng/l ORG2058 eq (Schriks a kol., 2009).

Na indickych Cdistirnach odpadnich vod se naméfend progestagenni aktivita
pohybovala na ptitoku od 5,97 do 11,93 ng/l P4 eq a na odtoku od 4,08 do 7,23 ng/l P4
eq (Viswanath a kol., 2008). Progestagenni aktivita byla v Indii detekovana také ve
vzorcich odpadnich vod z kozed€lného priimyslu (Chatterjee a kol., 2008).

Také chov hospodaiskych zvifat vyznamné piispiva k mnozstvi progestagenné
aktivnich latek ve vodnim prostfedi. Celkova emise piirodnich steroidnich latek,
zahrnujici androgeny, estrogeny, kortizol a progesteron, vyprodukovand dohromady

zvitaty i lidmi byla v Ciné 2486 t/rok. Exkrece téchto latek zvifaty byla 2x vétsi nez u
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lidi. 80 % z tohoto mnozstvi se dostalo do vodniho prostiedi, kde byly nejvice zastoupeny
steroidni hormony estriol (pfirodni estrogen), androsteron (pfirodni androgen) a
progesteron (pfirodni progestin). Velké mnozstvi steroidii se dostane do pudy vykaly
aplikovanymi jako hnojiva, ¢ast se akumuluje a Cast je zejména atmosférickymi splachy

dale sifena do vodniho prostfedi (Zhang a kol. 2014) (Tab. 1).

Tab. 1: Progestagenni aktivita ve vodach

Stat Misto odbéru | Typtestu | Progestagenni aktivita Zdroj
Pfitok COV PR-CALUX LOQ-20 ng/l P4 eq (Bain a kol., 2014)
Odtok COV PR-CALUX LOQ-17 ng/l P4 eq (Bain a kol., 2014)
Ptitok COV PR-CALUX >5,4 ng/ll LEVO eq (Leusch a kol., 2014)
Australie Pfitok COV PR-CALUX | 8,35%2,67 ng/l ORG2058 eq (Roberts a kol., 2015)
Pfitok COV PR-CALUX | 10,3+2,1 ng/l ORG2058 eq (Roberts a kol., 2015)
Odtok COV PR-CALUX | 33,8+4,5 ng/l ORG2058 eq (Roberts a kol., 2015)
Odtok COV PR-CALUX | 45+11,1 ng/l ORG2058 eq (Roberts a kol., 2015)
. Ptitok COV HEK 293 5,97-11,93 ng/l P4 eq (Viswanath a kol., 2008)
inde Odtok COV HEK 293 4,08-7,23 ng/l P4 eq (Viswanath a kol., 2008)
Povrchova voda | PR-CALUX | 0,02-0,09 ng/l ORG2058 eq (Schriks a kol., 2009)
Nizozemsko Odtok COVV PR-CALUX | 0,78-0,86 ng/l ORG2058 eq | (van der Linden a kol., 2008)
Prdmyslové COV | PR-CALUX | 2,240,4 ng/l ORG2058 eq | (van der Linden a kol., 2008)

Vysvétlivky: LOQ = limit kvantifikace

2.6 Latky s progestagenni aktivitou

2.6.1 Progesteron

Progesteron je steroidni hormon (odvozeny od cholesterolu), ktery je syntetizovan
z cirkulujiciho cholesterolu ve vaje€nicich, varlatech a nadledvinach. Velkd mnoZstvi
jsou také syntetizovdna a uvolilovdna béhem téhotenstvi placentou (Katzung, 1994). Ve
vajeénicich je progesteron produkovan zlutym téliskem (corpus luteum) v lutealni fazi
menstruacniho cyklu pod vlivem luteinizacniho hormonu (Martinkova a kol., 2007).
Progesteron funguje také jako prekurzor androgentl, estrogentl a steroidli kiiry nadledvin.
Spolecné s estrogeny a androgeny je vyznamnym reproduk¢énim hormonem (Katzung,
1994). Receptory pro progesteron se nachazeji na bunéénych membranach (Kittnar a kol.,

2011) a v bunécném cytosolu (Trojan a kol., 2003).
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Hlavni biologickou funkci progesteronu je piiprava a udrzeni tchotenstvi, sniZeni
kontrakci gravidni délohy, zvySeni viskozity hlenu délozniho hrdla, stimulace mlécné
zlazy a vyvolani jeji sekrece, stimulace gonadotropinii ¢i zvyseni bazalni teploty (Trojan
a kol., 2003).

Progesteron je odbouravan v jatrech a jeho metabolity jsou vyluCovany primarné
moci (Trojan a kol., 2003). Progesteron je vylu¢ovan i v nezménéné formé, a to jak lidmi,
tak zvifaty, pficemz vylou¢ené mnozstvi zavisi na pohlavi a véku (Tab. 2). Nejvétsi

mnozstvi progesteronu za den vylucuji prasata (prasnice) a skot (Zhang a kol. 2014).

Tab. 2: Denni exkrece progesteronu u riznych skupin zivo¢icht (Zhang a kol., 2014)

5 Mnozstvi vylouéeného
Zivocich produkujici progesteron progesteronu (pg/den)
Prepubertalni vék 14,5
Obdobi menstruace 127
5 Zeny Obdobi menopauzy 37,5
Clovék
Obdobi téhotenstvi 260
Prepubertalni vék 2,16
MuzZi Dospélost 16,1
Prasnice 10 684
Prasata Ostatni 1956
Skot chovany pro maso 379
Skot
Skot chovany pro miéko 379
Ovce Nespecifikovano 0,303
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2.6.2 Syntetické progestiny

V dnes$ni dobé je uzivano okolo 20 syntetickych progestini (nazyvanych také
gestageny, progestogeny nebo progestageny). Syntetické progestiny jsou latky navrzené
tak, aby se vazaly na progesteronovy receptor a napodobovaly tak piirodni hormon
progesteron (Africander a kol., 2011).

Syntetické progestiny maji Siroké spektrum uziti, pfedstavuji nedilnou a dilezitou
soucast fady 1éCiv. Pouzivaji se predev§im v hormonalni antikoncepci, jejiz jsou soucasti
od roku 1960, kdy byla v USA uvedena na trh prvni antikoncepéni pilulka pod nazvem
Enovid. Tato antikoncepce obsahovala progestin norethynodrel a estrogen mestranol
(Junod a Marks, 2002). Od té doby se objevila na svétovém trhu fada progestind, které
jsou spolecné s estrogenem (nejcastéji 17a ethinyl-estradiolem) mnohdy uzivany jako
aktivni slozky oralni hormonalni antikoncepce. Obsah progestinti je obvykle vyssi (az
stonasobné) nez u estrogenu (Roztocil, 2011). Pro klinické pouziti je k dispozici velké
mnozstvi peroralnich kontraceptiv, které obsahuji bud’ estrogeny, progestiny nebo oba
typy téchto hormont (Kaztung, 1994).

Progestiny se pouzivaji také k 1é¢b¢ rakoviny délozni sliznice a délozniho krvaceni
(Weiss a kol., 2010), k 1é¢b¢ fady reprodukénich poruch, jako je endometridza ¢i d€lozni
adenomyoza (Spitz a Chwalisz, 2000) nebo k 1é¢bé hirsutismu (nadmérného ochlupenti)
(Becker a kol., 2001) ¢i rakoviny prostaty (Green a kol., 2002). Progestiny tlumi ovulaci
a menstruani cyklus a také meéni vlastnosti cervikdlniho hlenu. Podporuji vyvoj
sekre¢nich zl4z v prsu a zrani endometria (Martinkova a kol., 2007). N¢které syntetické
progestiny (megestrol acetat a medroxyprogesteron acetat) jsou vyuZzivany napiiklad pfi
1é€be syndromu nadorové anorexie a kachexie, ktery zplisobuje velké hmotnostni ztraty
onkologicky nemocnych pacientli. Progestiny u téchto pacienti podporuji chut’ k jidlu a
narist télesné hmotnosti (Maltoni a kol., 2011).

Syntetické progestiny maji také fadu neZadoucich ucinkd, které jsou zplisobeny
schopnosti vazby i na jiné receptory nez jen progesteronovy (Besse a Garric, 2009). Tyto
latky se mohou vazat napiiklad i na androgenni, glukokortikoidni ¢i mineralokortikoidni
receptor (Kumar a kol., 2015).

Syntetické progestiny se déli na progestiny odvozené od progesteronu (Obr. 4) nebo
testosteronu (Obr. 5) a derivat spironolaktonu (Obr. 6). Progesteronové derivaty zahrnuji

derivaty 17-a-hydroxyprogesteronu a derivaty 19-norprogesteronu. Testosteronové
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derivaty jsou derivaty 19-nortestosteronu (nandrolonu) a déli se na estrany a gonany
(Kumar a kol., 2015) (Tab. 3).

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

Obr. 6: Strukturni vzorec spironolaktonu

21



Tab. 3 : Rozd¢leni progestini

Strukturalni odvozeni Progestin Molekulovy CAS
vzorec

Progesteron Ca1H3002 57-83-0

Medroxyprogesteron acetat |  CosH3sOs 71-58-9

Megestrol acetat C24H320,4 595-33-5

17a-Hydroxyprogesteron Medroxyprogesteron C22H3203 520-85-4
Melengestrol acetat CosHz204 | 2919-66-6
Retroprogesteron Ca21Hs002 | 2755-10-4
Chlormadinon C21HClO; | 1961-77-9

Progesteron Chlormadinon acetéat CasH29ClOs | 302-22-7
Cyproteron C22H27Cl0s | 2098-66-0

Cyproteron acetat CosHaoClO4 | 427-51-0
Proligeston Co4H2404 | 23873-85-0

Dydrogesteron C21H3002 152-62-5
19-Norprogesteron Nomegestrol acetat CasHa0s | 58652-20-3
Nestoron CasH3004 | 7759-35-5
Trimegeston CooHz003 | 74513-62-5

Ethisteron C21H2s0; 434-03-7

Norethisteron CaoH2602 68-22-4

Estrany Norethisteron acetat C22Has03 51-98-9

Ethynodiol diacetat CasH3204 297-76-7
Dienogest Ca0oHasNO, | 65928-58-7

Lynestrenol CaoH260 52-76-6

Testosteron | 19-Nortestosteron Altrenogest Ca1H2602 850-52-2

Gonany Levonorgestrel Ca1H2502 797-63-7
Etonogestrel CooHas02 | 54048-10-1
Norelgestromin Ca1HaoNO2 | 53016-31-2
Desogestrel CoH300 | 54024-22-5
Norgestimat CaoH30O | 35189-28-7
Gestoden CoiH2602 | 60282-87-3

Spironolakton

Drospirenon CasH3003 | 67392-87-4

Vysvétlivky: CAS je mezinarodni Ciselny kod uZivany pro chemickeé latky

22




Vazba progestinii na progesteronovy receptor

Afinitu progestinii k progesteronovému receptoru charakterizuje tzv. relativni
vazebna afinita (RBA z angl.: relative binding affinity) vztazena k referen¢ni latce. Sila
progestagenni aktivity jednotlivych syntetickych progestini je podle rtiznych studii
rozdilna. Nejsilnéjsi progestagenni aktivitu ze syntetickych progestini ma gestoden,
(Philibert a kol., 1999), alternogest (McRobb a kol., 2008) a norgestimat (Sonneveld a
kol., 2011). Naopak nejslabsi afinitu k progesteronovému receptoru maji, z téch
progestinl, které jsou momentalné na trhu, dienogest (McRobb a kol., 2008) a
drospirenon (Kumar a kol., 2015; Africander a kol., 2011), (Tab. 4).

Pro vypocet RBA je potieba znat ECx (efektivni koncentrace latky, kterd vyvola x %
maximalniho G¢inku) referencni a testované latky (Heikinheimo a kol., 2003).

RBA = (ECxreferenéni latky / ECx testované latky) * 100 [%]

Tab. 4: Relativni vazebna afinita vybranych syntetickych progestini K lidskému
progesteronovému receptoru

Progestin RBA (%) Zdroj
Progesteron 100 (Krattenmacher, 2000)
Alternogest 1300* (McRobb a kol., 2008)

Dienogest 1,2 (McRobb a kol., 2008)
Drospirenon 19 (Krattenmacher, 2000)

Dydrogesteron 53* (McRobb a kol., 2008)
Gestoden 864 (Philibert a kol., 1999)
Levonorgestrel 323 (Philibert a kol., 1999)
Medroxyprogesteron acetat 298 (Philibert a kol., 1999)
Megestrol acetat 81* (McRobb a kol., 2008)
Norelgestromin 18 (Kuhnz a kol., 1995)
Norethisteron 134 (Philibert a kol., 1999)
Norgestimat 1720 (Sonneveld a kol., 2011)
Trimegeston 588 (Philibert a kol., 1999)

Pozn.: Uvedené hodnoty RBA byly ziskany na savc¢ich buiikach, s vyjimkou hodnot oznacenych *, které
byly ziskany na kvasinkach
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2.7 Koncentrace progestinii ve vodach

Koncentrace v odpadnich vodach jsou v soucasné dob¢ znadmé pouze pro nékolik
syntetickych ~ progestini  (drospirenon,  levonorgestrel, = medroxyprogesteron,
medroxyprogesteron acetat, megestrol acetat, norethisteron) a pro piirodni hormon
progesteron.

Na ptitoku COV byly naméfeny koncentrace progestini v rozsahu od desetin po
stovky ng/l. Nejvyssi koncentrace byly detekovany v Kanadé u norethisteronu (205 a 70
ng/l) a levonorgestrelu (150 a 170 ng/l). Takto vysoké koncentrace mohou mit spojitost
s mnozstvim piedepisovanych 16¢iv obsahujicich tyto latky. Na odtoku COV dosahovaly
naméfené koncentrace progestinii prevazné desetin az desitek ng/l. Vyjimkou byl
norethisteron v Malajsii, u kterého byla zaznamenana koncentrace dosahujici az 188 ng/I.
V povrchovych vodach se progestiny vyskytuji zpravidla v koncentracich dosahujicich
desetin az desitek ng/l. Vyjimku tvoii progesteron, jehoz nejvyssi naméiena koncentrace

dosahla 100 ng/l, a to v USA (Tab. 5).

Tab. 5: Koncentrace progesteronu a syntetickych progestinti v odpadnich a povrchovych vodach

Progestiny PFito(I;l ;Z)COV g() Etcl():\;; ‘F,’g;;c(I; (;‘;8 Stat Zdroj
Drospirenon - 9 0,26-4,3 Madarsko (Avar a kol., 2016)
- - 38 Malajsie (Todo a kol., 2000)
28,6; 59 6,7;9,2 3.7;22,2 (Liu a kol., 2011)
74,3 8,1 75 Cina (Hanna a kol., 2010)
5,6 11 - (Lutz a kol., 1999)
150; 170 30 - Kanada (Kastner a kol., 1990)
Levonorgestrel - - 3,6 (Bayaa a kol., 2000)
B 0,9-17,9 Francie (Liu a kol., 2005)
- - 5,3;7 (Tian a kol., 2000)
- 1 - Svédsko | (Africander a kol., 2011)
<0,2-16,1 <0,2-4 Spanélsko | (Ikeuchi a kol., 2002)
- - 0,85-3,4 | Madarsko (Avar a kol., 2016)
Medroxyprogesteron ° i i (Tian 2 kol 2000)
- 14,9 - Kanada (Ellestad a kol, 2014)

24




Tab. 5: Koncentrace progesteronu a syntetickych progestinii v odpadnich a povrchovych vodach-

pokracovani
. AR |- L Povrchové . .
Progestiny cov zCov Stat Zdroj
(ng/l) (ng/l) vody (ng/l)
Medroxyprogesteron | 0,21-2,42 | 0,03; 0,42 - Japonsko | (Runnalls a kol., 2010)
acetat <0,4-15 - Francie (Kolodziej a kol., 2003)
Megestrol acetat 1910 01201~ - Gina (Chang a kol., 2011)
9,3+3,3 0,7+0,7
188 - Malajsie (Todo a kol., 2000)
205;70 53 - Kanada (Kastner a kol., 1990)
2 (Bayaa a kol., 2000)
Norethisteron 5,2-41 - Francie (Liu a kol., 2005)
2,7;28 (Tian a kol., 2000)
48 USA (Chen a kol., 2010)
6,5+3,3 - Cina (Chen a kol., 2011)
<0,2-8,9 | <0,2-174 - Spanélsko (Ikeuchi a kol., 2002)
10; 3,1 0,37;0,31 | 0,06-0,09 Japonsko (Runnalls a kol., 2010)
<0,2-1,9 <0,2-1,5 - Spanélsko (Ikeuchi a kol., 2002)
54, 6,1 0,5;2,5 (Liu a kol., 2011)
66+36 2,3 - (Chen a kol., 2011)
35+14- | 0,840,1- - Cina (Chang a kol., 2011)
108+89 | 2,3+0,5
Progesteron 9,4 (Birkett a lester, 2002)
110 USA (Chen a kol., 2010)
3 Kanada (Kastner a kol.,1990)
1,6 (Bayaa a kol., 2000)
8-16,9 - Francie (Liu a kol., 2005)
1,7;3,5 (Tian a kol., 2000)
0,23-13,67 | Madarsko (Avar a kol., 2016)
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2.8 Sledovani antiprogestagenni aktivity ve vodach

V soucasné dobé neni k dispozici mnoho studii, které by identifikovaly latky, které
jsou ve vodach zodpovédné za antiprogestagenni aktivitu. Predpoklada se, ze
k antiprogestagenni  aktivit¢ ve vodnim prostiedi mohou pfispivat syntetické
antiprogestiny. Pravdépodobné velky podil na antiprogestagenni aktivit¢ mohou mit i UV
filtry, musk slouceniny a bromované retardanty hofeni. Antiprogestagenné piisobi
vV mensi mife ve vodnim prostfedi i androgeny. Androgeny, konkrétn¢ androstany se
podilely na antiprogestagenni aktivité u testovanych vzorkli odpadnich vod z méné nez
0,1 % (Bellet a kol., 2012).

Za pomoci CALUX biotestl byly v Australii testovany povrchové vody na vyskyt
endokrinnich disruptorti. Antiprogestagenni aktivita byla detekovana v 16 % vzorku (ve
45 z 285). Limit kvantifikace byl 8 ng/l mifepristonovych ekvivalent (MIF eq). 50 %
vzorkl s antiprogestagenni aktivitou pochdzelo z primyslovych zén. V jedné ftece
Z primyslové oblasti bylo naméfeno 32 pg/l MIF eq (Scott a kol., 2014). Podobna
koncentrace latek s antiprogestagennim ucinkem byla zjisténa na odtoku z jedné ¢inské
COV (29 pg/l MIF eq) (Liu a kol., 2011). Antiprogestagenni aktivita se pohybovala ve
vzorcich z riiznych druhil &istirenskych procesti na COV v Cin& od 31,5 do 270 pg/l MIF
eq. Tyto Cistirenské procesy zahrnujici sekundarni CiSténi, koagulaci a piskové filtry
dokazaly odstranit az 88,4 % vSech antiprogestagennich kontaminantt (Rao a kol., 2014)
(Tab. 6).

Tab. 6: Antiprogestagenni aktivita ve vodach

Stat Misto odbéru Typ testu Antlproggs.tagennl Zdroj
aktivita
Australie | Reka v primyslové oblasti | PR-CALUX 32 ug/l MIF eq (Scott a kol., 2014)
& Odtok COV YPS 29 ug/l MIF eq (Liu a kol., 2011)
ina . .
Cistirenské procesy COV YPS 31,5-270 yg/IMIFeq | (Raoakol., 2014)
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2.9 Latky s antiprogestagenni aktivitou

2.9.1 Syntetické antiprogestiny

Antiprogestiny (nazyvané také antigestageny ¢i antiprogesterony) jsou receptorové
blokatory progestint, jedna se tedy o antagonisty progesteronového receptoru. Primarné
pusobi jako tzv. abortiva (latky, které vyvolaji potrat), vyuzivaji se v postkoitalnich
kontraceptivech. Tyto latky maji velky klinicky potencial, ovSem jeho plnému uplatnéni
bréani eticko-ideologické problémy (Roztocil, 2011). Antiprogestiny jsou také pouzivany
k1écbé déloznich myomu, pii endometridoze, rakoviné¢ endometria a inhibuji nebo
zpozd'uji ovulaci (Tang, 2006). Tyto latky se vyuzivaji i pti 1€cbé rakoviny prsu €i fibroze
mocového méchyie (Attardi a kol., 2003; Knutson a Lange, 2014).

Prototypem antiprogestinii je Mifepriston (oznacovan taktéz jako RU-486), ktery
jako prvni z této tidy 1é¢iv vykazoval vysokou afinitu k progesteronovému receptoru,
ktera byla ve vztahu k progesteronu vice jak dvojnasobna (Heikinheimo a kol., 2013).
Schopnost vazby 1 na jiné receptory, hlavné na glukokortikoidovy receptor zplisobuje
vedlej$i nezadouci ucinky (Attardi a kol., 2014).

Mifepriston je schvalen v USA, Izraeli, Ciné a zemich Evropské unie. Zakazan je
naptiklad v Japonsku, kam je ovSem i pies varovani vlady nelegalné dovazen a uzivan
(Ishii akol., 2015).

Existuji 1 dalsi syntetické progestiny, ovSem jejich aktivita je vyrazné nizs$i nez u
Mifepristonu. Mezi tyto latky patii napt.: Ulipristal acetat, Lonaprisan ¢i Telapriston
(Knutson a Lange, 2014). (Tab. 7)
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Tab. 7: Zastupci syntetickych antiprogestint a jejich 1écebné vyuziti

Antiprogestiny S el CAS LeceP.n'e Zdroj
vzorec vyuziti
Fibréza
Asoprisnil (J867) C2sH3sNO;4 mocgového (Chwalisz a kol., 2007)
199396-76-4 Lo
méchyre
Lonaprisan
(ZK230211, BAY86- | CasHoFs05 | 211254-73-8 (Jonat a kol., 2013)
5044)
o (Romieu a kol., 1987;
Mifepriston (RU- .
Ca9H3sNO; 84371-65-3 Rakovina prsu Perrault a kol., 1996; Klijn a
486, RU38486)
kol., 1989)
Onapriston (Robertson a kol., 1999;
CaoHzNOs | 96346-61-1
(ZK98299) Helle a kol., 1998)
Org31710 CaoH3gNO, | 118968-41-5 (Klijn a kol., 2000)
Endometridza,
Telapriston
fibréza
(Proellex, CDB- Cst1H39NOs (loffe a kol., 2009)
198414-31-2 mocového
4124) oo
méchyfe
Fibréza
Ulipristal acetat
CaoH7NOs | 126784-99-4 mocCového (Levens a kol., 2008)
(CDB-2914)
méchyfe
WAY-255348 CisH14FN3O | 872141-23-6 | Rakovina prsu (Yudt a kol., 2011)

2.10 Koncentrace antiprogestinii ve vodach

Koncentrace antiprogestinli v odpadnich vodach jsou momentdlné¢ v odborné
literatufe dostupné pouze pro antiprogestin mifepriston v Cing. Na ptitoku COV se tento
antiprogestin vyskytoval ve vSech tfech vzorcich, které byly analyzovany, a dosahoval
hodnot od desetin ng/I do dvou ng/l. Na odtoku z COV se vyskytoval v obou testovanych
vzorcich a jeho hodnota nepiekrocila jeden ng/l. Pro tuto latku jsou dostupné i hodnoty
z OV pochazejicich z ¢inskych nemocnic. Mifepriston se vyskytoval témér ve treting (17)
testovanych vzorka (63) a zaroven vykazoval nejvyssi hodnoty ze vSech testovanych

latek (antagonisté androgenniho, progesteronového a estrogenniho receptoru), a to az 195
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ng/l. Tato skute¢nost ukazuje na velkou spotiebu této latky v nemocnicich (Liu a kol.,
2010). Vysoké koncentrace mifepristonu v OV z nemocnic mohou ukazovat na mnozstvi
provadénych potrata s piihlédnutim k tomu, Ze se jedna o nejlidnatéjsi stat svéta, ktery
v dob¢ provadéni této studie prosazoval politiku planovani porodnosti (politiku jednoho
ditéte) (Tab. 8).

Tab. 8: Koncentrace antiprogestinti v odpadnich vodach

Ovz
Antiprogestin | Pfitok na COV (ng/l) | Odtok z COV (ng/l) | nemocnice Stat Zdroj
(ng/l)
Mifepriston 0,4-1,62 0,7;0,75 0,64-195 Cina (Liu a kol., 2010)

2.11 Dalsi latky s antiprogestagenni aktivitou

K antiprogestagenni aktivité pravdépodobné pftispivaji také UV filtry (organické
slouceniny schopné absorpce UV-A a UV-B zareni pouzivané v opalovacich krémech a
dalsich kosmetickych ptipravcich), musk slouceniny (vonné latky pouZzivané v Cisticich
a pracich prostfedcich, kosmetice a parfémech) (Schreurs a kol., 2005) a bromované
retardanty hoteni (slouceniny pouzivané ke sniZeni hotlavosti vyrobku napt. z plastu,
elektroniky a obleceni) (Hamers a kol., 2006). Jako latky s nejsilngj$i antiprogestagenni
aktivitou se jevi UV filtr 3-benzyliden camphor; musk slouceniny Phantolid a Tonalid a

bromované retardanty hoteni ozna¢ované jako BDE-19 a BDE-183. (Tab. 9)
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Tab. 9: Antiprogestagenni aktivita jednotlivych vybranych slouc¢enin v PR-CALUX

Sloucenina Zkratka (PR Zdroj
[umolll]
3-benzyliden camphor 3-BC 0,4
Octyl-methoxycinamat OoMC 0,5
OV filty 4-methylbenzyliden camphor 4-MBC 0,9
Homosalat HMS 3
Benzofenon-3 BP-3 52
Phantolid AHMI 0,02 (Schreurs a kol., 2005)
Tonalid AHTN 0,02
Musk Galaxolid HHCB 0,2
slouéeniny Versalid AETT 0,3
Celestolid ADBI 4,7
BDE-19 08+04
BDE-183 2,6
BDE-100 34124
BDE-181 36114
Bromované BDE-185 36+0,2
retardanty BDE-155 38124 (Hamers a kol., 2006)
hofeni BDE-190 4,8
BDE-153 57+18
BDE-49 6,1
BDE-28;38;39 >15

Vysvétlivky: ICs je stiedni inhibi¢ni koncentrace

2.11.1 Koncentrace UV filtri, musk slouc¢enin a bromovanych retardanti
ho¥eni na COV

Koncentrace UV filtri se pohybuji na ptitocich COV od desitek ng/l po setiny mg/I.
Na odtocich COV se koncentrace bézné pohybujive stovkach ng/l. Musk slougeniny byly
nalezeny na piitocich COV vétsinou v jednotkach pg/l a na odtocich COV ve stovkach
ng/l. Bromované retardaty hofeni se na piitoku COV objevuji v koncentracich

dosahujicich jednotek pg/l (Tab. 10). Vzhledem k vysokym koncentracim téchto latek,
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které jsou piitomny na COV, miZeme piedpokladat jejich velky podil na

antiprogestagenni aktivité odpadnich vod.

Tab. 10: Koncentrace UV filtrii, musk slougenin a bromovanych retardanti hoteni na COV

L Pritok na Odtok z . .
Sloucenina GOV gl | GOV [ng/l] Stat Zdroj
Octyl- 20070 - (Kupper a kol., 2006)
methoxycinamat
4 960 : Svycarsko ™ hoer a kol., 2006)
methylbenzyliden
camphor 600-6500 200-2300 (Balmer a kol., 2005)
75-127 <L0Q Spanélsko (Pedrouzo a kol., 2010)
81-598 Norsko (Langford a kol., 2015)
UV filtry Benzofenon-3
3245-551+10 | 5+15-21%3 Italie (Magi a kol., 2012)
700-7800 10-700 Svycarsko (Balmer a kol., 2005)
129 <L0Q Spanélsko (Pedrouzo a kol., 2010)
1680 - Svycarsko (Kupper a kol., 2006)
Octocrylene
181-538 Norsko (Langford a kol., 2015)
28+3-46316 1343 Italie (Magi a kol., 2012)
4420 - Svycarsko (Kupper a kol., 2006)
3500 1800 (Klaschka a kol., 2013)
Némecko
) 730 (Ternes a kol., 2003)
Galaxolid
43-7032 28-98 USA (Horii a kol., 2007)
Musk
slouceniny (Yang a Metcalfe,
390 173 Kanada 2006)
1430 - Svycarsko (Kupper a kol., 2006)
Tonalid 100 Némecko (Ternes a kol., 2003)
112-5396 13-225 USA (Horii a kol., 2007)
Bromované Polybromované
retardanty ,y 13-2496 0,9-4,4 Cina (Peng a kol., 2009)
hofent difenylethery
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3 Material a metodika

3.1 Chemikalie

Byly pouzity nasledujici chemikalie: illuminate mix (roztok obsahujici D-luciferin,
ktery se pfidava k buitkkdm, aby emitovaly luminiscenci), lysis mix (roztok, kterym se
rozvoliuji bunééné membrany, aby mohla byt luminiscence vyzafovana ven z bungk,
obsahuje uc¢innou latku Triton-X100), referencni latka pro agonistickou aktivitu -
synteticky progestin ORG2058 (vSe od BioDetection Systems b.v.), referen¢ni latka pro
antagonistickou aktivitu mifepriston (RU-486), dimethylsulfoxid (DMSO), roztok
penicilinu-streptomycinu (Pen-Strep), Dulbecctv fosfaty pufrovany fyziologicky roztok
bez Mg?* a Ca?* (D-PBSA), 99% kyselina octova, aktivni uhli a dextran z Leuconostoc
ssp. (vSe od Sigma-Aldrich), Dulbeccem modifikované Eaglovo médium s fenolovou
cerveni a obohacené o Hamovo F12 médium (DMEM - rastové médium), Dulbeccem
modifikované Eaglovo médium bez fenolové cerveni obohacené o Hamovo F12 médium
(DMEM - testovaci médium), trypsin, EDTA 0,5% bez fenolové Cerveni, neesencialni
aminokyseliny (NEAA 100x) (vSe od Life-Technologies), fetalni bovinni sérum (FBS)
(Biosera 2014).

3.20dbér a prevoz vzorkii a charakteristika sledovanych cistiren

odpadnich vod
Vzorky odpadni vody byly odebrany bodovym odbé&rem, nebo, pokud to bylo mozné,

pomoci kompozitniho vzorkovace v pribéhu 24 hodin z pfitoku a odtoku Sesti
jihoeskych &istiren odpadnich vod (COV) provozovanych firmou CEVAK a.s. (Tab. 11).
Béhem pievozu z COV do laboratofe byly vzorky uloZeny na ledu a vtemnu. Po
pfivezeni byly uskladnény v lednici pfi 4°C a do 24 hodin byly analyzovany (PR-
CALUX).
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Tab. 11: Specifikace testovanych COV

. . Zpusob odbéru BSKs 9na
Aal ELSiE el odpadni vody | pritoku/odtoku
omerace? ; ictyi i 3
g obyvateléb Primysl a zdravotnictvi v aglomeraci (pFitoklodtok)c cov
cov (mgll)
Kovozpracujici primysl, vyroba a montaz
Milevsko 14 500 vzduchotechniky, mensi zdravotnicka kompozitni 197 /6,4
zafizeni vzorkovac
Drlbezarensky zavod, potravinafsky primysl,
Vodiany 28 500 Vyzkumny Ustav rybarsky a hydrobiologicky, 2935/3,54
” e bodovy odbér
mensi zdravotnicka zafizeni
Pivovar, men3i zdravotnickd zafizeni,
Protivin 33000 _ 728,7/6,84
autoservisy bodovy odbér
kompozitni
. Automobilovy a elektrotechnicky pramysl, .
Prachatice 49 200 hosoi . vzorkovac / 451/15,6
ospic, nemocnice, bodov{ odbér
Strojirensky a elektrotechnicky pramysl, kompozitni
Pisek 62 833 . 244710
nemocnice vzorkova¢
Ceské Automobilovy, potravinarsky, zdravotnicky, kompozitni
o 375000 . o . . . 306/3,8
Budéjovice strojirensky pramysl, pivovar, nemocnice vzorkovac
Vysvétlivky:

a- Aglomerace, ze které pfitékaji odpadni vody (OV) na danou COV

b-  Ekvivalentni obyvatel je jednotka pfedstavujici primérného obyvatele, ktery vyprodukuje za den 150 1OV a 60 g
BSKs (Pitter, 2009).

c- Vpfipadé uvedeni pouze jednoho zplisobu odbéru byl tento odbér shodny na pfitoku i odtoku

d-  BSKS5 je biochemicka spotfeba kysliku za 5 dni. Ukazatel celkového obsahu organickych biologicky rozloZitelnych
latek ve vodé.(Pitter, 2009).
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3.3 Extrakce vzorkii odpadni vody

Jako extrakéni metoda byla pouzita extrakce na pevné fazi (SPE — z angl.- Solid
Phase Extraction). Extrakce byla provedena pomoci automatického extraktoru SPE-DEX
4790 (Horizon Technology). Jako sorbent byly pouzity Atlantic C-18 SPE disky (Horizon
Technology). Predfiltry a SPE disky byly proplachnuty demineralizovanou vodou a
nakondicionovany methanolem. Vzorky (1 1) byly pfefiltrovany nejprve pies filtr o
velikosti portt 5 um a poté pies filtr o velikosti pérti 1 um. Nasledné byly analyty ((anti-
)progestagenné aktivni latky) zachyceny na SPE disku. Zachycené latky byly eluovany
(promyty) z SPE disku rozpoustédlem (methanol) do sklenénych sbérnikii na eluaty.

3.4 Evaporace eluati

Eluované vzorky odpadni vody byly ze sbérné zkumavky pfemistény do zkumavek
S konickym dnem a odpatfeny na odparce (Thermovap TV10+, ECOM) za pouziti
mirného proudu dusiku. Nasledn¢ byly rozpustény ve 30 pul DMSO, uskladnény
v mrazicim boxu pii -20 °C a nasazeny do PR-CALUX testu nejpozdé&ji 1 tyden po

evaporaci.

3.5 Kultivace bunéénych kultur

Buiiky byly kultivovany v médiu v kultiva¢ni lahvi. Zivé buiiky se po ur¢ité dobé
prichytily ke dnu kultivaéni lahve. Cast tdchto bunék byla 2x tydn& piemisténa
(pasazovana neboli subkultivovana) do novych lahvi s ¢erstvym médiem, ve kterych mély

vice prostoru k ristu. Béhem tohoto procesu byly zaroveil odstranovany buniky odumielé.

Pti kultivaci bunék byly dodrZzovany zasady sterilni prace. Pasazovani probihalo
V laminarnim kabinetu (flowboxu) a bylo provadéno za pomoci serologickych pipet a 15
ml kénickych zkumavek (KRD). Buiiky kultivované v 75cm? kultivaénich lahvich (Jet
Biofil) byly nejprve prohlédnuty pod inverznim mikroskopem (Olympus), ¢imz byla
vylouc¢ena potencialni kontaminace a bylo zjiS§téno procentualni pokryti povrchu dna
kultivacni lahve (pfichyceni) témito bunkami. Pokud buniky pokryvaly 90-100 % dna
kultivac¢ni lahve, tak byly dale vyuzity k pasdzovani. PasaZovani probihalo podle
protokolu BioDetection Systems b.v. Buiky byly po pasazovani inkubovany v CO>
inkubatoru pti 37 °C, 5% CO2 a 100 % vlhkosti (Sonneveld et al., 2005).
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3.6 PR-CALUX in vitro biotest

K detekci (anti-)progestagenni aktivity byl pouzit in vitro biotest PR-CALUX.

Test probihal nasledovné: Bunky PR-CALUX byly nasazeny na 96-jamkovou
mikrotitra¢ni desti¢ku v hustoté¢ 10 000 bunék na jamku v médiu bez fenolové Cerveni a
inkubovéany po dobu 24 hodin. Nasledné byly bunky po dobu 24 hodin exponovany
kalibracni fad¢ referen¢ni latky (ORG2058 ¢i RU-486) a fad¢ fedénych extrakti odpadni
vody (viz. nésledujici podkapitola). Poté bylo ptistoupeno k detekci luminiscence bunék.
Pted detekci luminiscence byly buitkdm rozvolnény bunééné membrany pomoci lysis
mixu, aby mohla byt luminiscence emitovana i vn¢ bunék.

Luminiscence byla méfena pomoci spektrofotometru s luminiscenénim modulem
(Infinite M200 Plus,Tecan). Nejprve byl do kazdé jamky injikovan illuminate mix,
vzapéti byla méfena luminiscence a nasledné byla injikovana 25% kyselina octova, kterou
byla luminiscence zhaSena. Tento postup byl opakovan u vSech méfenych jamek na
desticce. Data z luminometru byla automaticky pfendSena do pocitace a nasledné
vyhodnocovana v programu Excel (Microsoft).

Cely PR-CALUX test se vzorky odpadni vody z 1 COV trval 3 dny.

3.7 Nasazeni extrakti odpadni vody na 96-jamkovou mikrotitracni
desticku

(zacatek 24 hodinové expozice bunék testovanym extraktiim odpadni vody)

3.7.1 Progestagenni aktivita

1) Byl pfipraven jeden nefedény (Cisty) extrakt a fedéné extrakty odpadni vody z pfitoku

i odtoku COV v DMSO (fedéni 2x, 4x, 8x a 16x).
2) Byla provedena homogenizace vzorkl pomoci vortexu (IKA MS3 digital).

3) Na 24-jamkovou mikrotitraéni desti¢ku (Obr. 7) byl napipetovan 1 ml testovaciho
média a do tohoto objemu byl napipetovan 1 pl nasledujicich chemikalii/extrakti: DMSO
(kontrolni skupina), kalibra¢ni fada ORG2058 (Tab. 12) a testované extrakty odpadni
vody.
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Tab 12: Koncentrace kalibra¢ni fady ORG2058

koncentrace v jamce ¢ (M) | koncentrace v jamce p (ng/L)

1 3.10-12 1

2 1.10M 3

3 3.10M 10

4 6.10-1 21

5 1.10-10 34

6 2.1010 69

7 3.10-10 103

8 1.10¢ 344

9 1.10°8 3444

1 2 3 4 5 6
A :I‘! J’I‘ OOOOO HRONTROLA
— KATTBRA CNT RADA
B ORG2058
EXTRAKTY OV Z PRITOKU
OOQOO éov

Obr. 7: Schéma nasazeni 24-jamkové mikrotitracni destiky pro testovani progestagenni aktivity

4) Na 96-jamkovou mikrotitracni desticku byly nasazeny chemikalie za tGcelem 24
hodinové expozice bun¢k témto extraktim (vzdy s kalibra¢ni fadou referencni latky —
ORG2058). Z jednotlivych jamek 24-jamkové mikrotitracni desticky bylo postupné
odpipetovano celkem 600 pl a rozdéleno do tiech jamek (pfedstavujicich tii replikaty,
kazdy po 200 ul na jamku) na 96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku (Obr. 8). Nasledné
byly buiiky inkubovany po dobu 24 hodin.
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Obr. 8: Schéma nasazeni 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky pro testovani progestagenni aktivity

3.7.2 Antiprogestagenni aktivita

1) Byl pfipraven jeden nefedény (Cisty) extrakt a fedéné extrakty odpadni vody z ptitoku

i odtoku COV v DMSO (fedéni 2x, 4x, 8x a 16Xx).

D-PBSA

KONTROLA
KALIBRACNI RADA
ORG2058

EXTRAKTY OV
Z PRiTOKU Cov

REDENI{

2) Byla provedena homogenizace vzork pomoci vortexu (IKA MS3 digital).

3) Na 24-jamkovou mikrotitracni desti¢ku (Obr. 9) byl napipetovan 1 ml testovaciho
média a do tohoto objemu byl napipetovan 1 pl nasledujicich chemikalii/extraktii: DMSO
(kontrolni skupina), ECso ORG2058 a kalibra¢ni fada RU-486 (Tab. 13) a testované

extrakty odpadni vody.

Tab 13: Koncentrace kalibraéni fady RU-486

koncentrace v jamce ¢ (M)

koncentrace v jamce p (ng/L)

1.10-1

0,04

1.1012

0,4

3.10-12

1

1.10M

4

3.10M

13

1.10-10

43

3.1010

129

1.10°

430

©| | N| O af | W N —

1.108

4296
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KALIBRACNI RADA RU-486
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cov
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Obr. 9: Schéma nasazeni 24-jamkové mikrotitracni desticky pro testovani antiprogestagenni
aktivity

4) Na 96-jamkovou mikrotitracni desticku byly nasazeny chemikalie za tGcelem 24
hodinové expozice bunck témto extraktim (vzdy s kalibra¢ni fadou referenéni latky —
RU-486). Z jednotlivych jamek 24-jamkové mikrotitracni desticky bylo postupné
odpipetovano celkem 600 pl a rozdéleno do tiech jamek (pfedstavujicich tfi replikaty,
kazdy po 200 ul na jamku) na 96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku (Obr. 10). Nasledné
byly bunky inkubovany po dobu 24 hodin.
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ECs ORG2058
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¢ov
EXTRAKTY
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Obr. 10: Schéma nasazeni 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky pro testovani antiprogestagenni
aktivity
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3.8 Testovani cytotoxicity

Vzorky odpadni vody byly testovany na cytotoxicitu pro bunécnou linii PR-CALUX
pomoci testu redukce resazurinu (O’Brien a kol., 2000). Resazurin je modré indikatorové
barvivo, které je zivymi bunkami metabolizovano na rizovy fluorescentni resorufin.
Tento in vitro test byl zvolen, protoZe se jedna o citlivou, pfesnou a reprodukovatelnou
metodu detekce cytotoxicity (Borra a kol., 2009; O’Brien a kol., 2000). Buiiky byly
Vv pribéhu testu v testovacim médiu, do kterého byl pfidan roztok resazurinu v 10%
objemu vici pivodnimu celkovému objemu testovaciho média.

Fluorescence byla detekovana ve spektrofotometru s fluorescenénim modulem (Infinite
M200 Plus, Tecan), pii vinové délce 590 nm, excitacni zareni mélo vinovou délku 560
nm.

Testovani cytotoxicity probihalo nésledujicim zptisobem:

1) Na 96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku byla nasazena suspenze bunék (o hustoté
10 000 bun¢k na jamku) ve 100 pl testovaciho média ve tiech opakovénich na skupinu.
Nasledné byly bunky inkubovany po dobu 24 hodin.

2) Kontrolni skupina (testovaci médium + DMSO) a extrakty odpadni vody byly fedény
ve 24-jamkové mikrotitracni desticce (Obr. 11), stejné jako pii testovani (anti-

)progestagenni aktivity.

KONTROLA

EXTRAKTY OV Z PRITOKU
cov

@
@@\

()

O

Obr. 11: Schéma nasazeni 24-jamkové mikrotitracni desticky pro testovani cytotoxicity

39



3) Po 24 hodinach bylo odstranéno testovaci médium z jamek 96-jamkové mikrotitracni
desticky. Do téchto jamek bylo nasledné napipetovano 200 pl testovaciho média
v ptipad¢ kontrolni (neexponované) skupiny anebo 200 pul testovaciho média
obsahujiciho extrakty odpadni vody v fedénich odpovidajicich fedénim pouzitym
k detekci progestagenni aktivity v PR-CALUX testu (Obr. 12).

Vsechny buiiky byly vystaveny 20 pl resazurinu po dobu 3 hodin (podle doporuceni
vyrobce Sigma-Aldrich).

Po inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence konvertovaného barviva.

Vysledky testu redukce resazurinu byly pfeneseny ze spektrofotometru do programu

Excel (Microsoft) a statisticky vyhodnoceny v programu STATISTICA 12 (StatSoft).

D-PBSA
KONTROLA

EXTRAKTY OV
Z PRITOKU CoV
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Obr. 12: Schéma nasazeni 96-jamkové mikrotitracni desticky pro testovani cytotoxicity

3.9 Vyhodnocovani dat

3.9.1 Vyhodnoceni dat pro detekci hormonalni aktivity v programu Excel

Luciferazova aktivita kalibracnich tad (agonistické nebo antagonistické) a
testovanych extraktl odpadni vody byla zméfena v relativnich luminiscen¢nich
jednotkach (RLU). Tato data byla vyhodnocena v programu Excel (Microsoft) a byla pro
n¢ vynesena sigmoidni kfivka pomoci nelinearniho regresniho modelu se Ctyfmi

parametry (sklon, ECso, minimalni a maximalni indukce ORG2058). Tato kiivka byla
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posuzovana podle 4 kritérii, pokud je spliiovala, tak byla shleddna za validni a data byla
dale pouzita k vyhodnocovani hormonalni aktivity v odpadnich vodach.

Zminéna 4 kritéria byla nastavena poskytovatelem licence (BioDetection Systems
b.v.) na zadklad¢ priméru z dlouhodobého sledovani referen¢nich latek (>100 méfeni).
Jednalo se o nésledujici kritéria: 1) R2< 0.98 ; 2) ECsp referenéni latky (ORG2058 nebo
RU-486) zjisténa v daném experimentu se pohybovala v rozmezi hodnot, v némz byla
nachazena ECsp této latky béhem vice nez 100 zminénych méfeni (vyjma odlehlych
hodnot). Rozmezi pro ORG2058 bylo 0,1 — 1 nM a rozmezi pro RU-486 bylo nastaveno
na 0,031-0,31 nM; 3) minimalni indukéni faktor > 300 pro agonistickou a > 50 pro
antagonistickou aktivitu; 4) Z-faktor >0,6.

Hormonalni aktivita byla pfepoc¢tena na ng/l ekvivalentniho hormonu (EQs), kterym byl
Vv pripad¢ agonistické aktivity synteticky progestin ORG2058 a v piipad¢ antagonistické
aktivity mifeprieston (RU-486).

3.9.2 Vyhodnoceni vysledkii testu cytotoxicity v programu STATISTICA
12

K testovani normality dat byl pouzit Shapirtiv-Wilkav test. Homoskedasticita byla
ovétena pomoci Cochran-Hartley-Bartlettova testu. Nasledné¢ byla data vyhodnocena
pomoci jednocestné analyzy variance (ANOVA) pro zjiSténi statisticky signifikantniho
rozdilu nastaveného na hladinu a = 0,05. Poté byl proveden Dunnettiv post-hoc test za
ucelem zjistit rozdil mezi intenzitou fluorescence (jamky s neexponovanymi butikami) a
v exponovanych jamkach. Rozdily byly zjiStovany mezi priméry kontrolni skupiny a
exponovanych skupin. Pokud byla intenzita fluorescence v exponovanych jamkach
statisticky signifikantné odlisna (p<0,05) od intenzity v kontrole, byly tyto jamky
(extrakty odpadni vody) oznaceny za cytotoxické. Cytotoxické vzorky byly vyfazeny
z analyzy PR-CALUX (Pfiloha ¢. 1).
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3.10 Vypodet odstranéni (anti-)progestagenni aktivity na COV

Mira odstranéni (anti-)progestagenni aktivity na testovanych COV byla vypoéitana
podle vzorce (Roberts a kol., 2015):

% odstranéni aktivity — [(C(pfitok) - C(odtok)) / C(pfitok)] *100

Kde: Cpritok) je koncentrace analytu v odpadni vodé z ptitoku COV

Clodtok) je koncentrace analytu ve vodé z odtoku COV
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4 Vysledky

4.1 Progestagenni aktivita zjiSténa na pritoku a odtoku

jednotlivych COV

Nejprve byla vynesena sigmoidni kiivka referen¢ni latky ORG2058 (Obr. 13). Pokud
splnila vechna kritéria (R?< 0.98 ; ECso ORG2058 se pohybovala v rozmezi 0,1 - 1 nM;
minimalni indukéni faktor > 300; Z-faktor > 0,6) byla vyhodnocovana hormonalni
aktivita v odpadnich vodach jednotlivych COV.
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Obr. 13: Sigmoidni kiivka referen¢ni latky ORG2058
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4.1.1 COV Milevsko
Na piitoku COV Milevsko byla zji§téna progestagenni aktivita 0,5+0,25 ng/l ORG2058

eq, na odtoku byla pod limitem kvantifikace (0,05 ng/l ORG2058 eq) (Obr. 14). Mira

odstranéni progestagenni aktivity na této COV dosahovala 100 %.

4.1.2 COV Vodiiany
Na piitoku COV Vodiany byla zjisténa progestagenni aktivita 0,5+0,06ng/l ORG2058

eq, na odtoku byla pod limitem kvantifikace (0,05 ng/l ORG2058 eq) (Obr. 14). Mira

odstranéni progestagenni aktivity na této COV dosahovala 100 %.

4.1.3 COV Protivin
Na piitoku COV Protivin byla zji§téna progestagenni aktivita 0,1+0,009 ng/l ORG2058

eq a na odtoku 0,07+0,001 ng/l ORG2058 eq (Obr. 14). Mira odstranéni progestagenni
aktivity na této COV dosahovala 30 %.

4.1.4 COV Prachatice
Na ptitoku COV Prachatice byla zji§téna progestagenni aktivita 0,08+0,03 ng/l ORG2058

eq a na odtoku 0,1+0,03 ng/l ORG2058 eq (Obr. 14). Mira odstranéni progestagenni
aktivity na této COV byla zaporna a dosahovala -25 %.

4.15 COV Pisek
Na piitoku i odtoku COV Pisek byla progestagenni aktivita pod limitem kvantifikace

(0,05 ng/l ORG2058 eq) (Obr. 14).

4.1.6 COV Ceské Budé&jovice
Na piitoku COV Ceské Budé&jovice byla zjisténa progestagenni aktivita 1,8+0,23 ng/l

ORG2058 eq, na odtoku byla pod limitem kvantifikace (0,1 ng/l ORG2058 eq) (Obr. 14).

Mira odstranéni progestagenni aktivity na této COV dosahovala 100 %.
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Obr. 14: Progestagenni aktivita v ng/l ORG2058 eq na COV v jiznich Cechach
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4.2 Antiprogestagenni aktivita zjiSténa na pritoku a odtoku

jednotlivych COV

Nejprve byla vynesena sigmoidni kiivka referen¢ni latky RU-486 (Obr. 15). Pokud
splnila vechna kritéria (R?< 0.98 ; ECso RU-486 se pohybovala v rozmezi hodnot 0,031
- 0,31 nM,; minimdlni indukéni faktor > 50; Z-faktor > 0,6) byla vyhodnocovana

hormonalni aktivita v odpadnich vodach jednotlivych COV.
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Obr. 15: Sigmoidni kiivka referen¢ni latky RU-486
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4.2.1 COV Milevsko
Na piitoku COV Milevsko byla zjisténa antiprogestagenni aktivita 0,4+0,004 ng/l RU-

486 eq a na odtoku 0,6:£0,03 ng/l RU-486 eq (Obr. 16). Mira odstranéni antiprogestagenni
aktivity na této COV byla zaporna a dosahovala -50 %.

4.2.2 COV Vodiiany
Na ptitoku COV Vodhany byla zjiiténa antiprogestagenni aktivita 1+0,16 ng/l RU-486

eq, na odtoku byla pod limitem kvantifikace (0,2 ng/l RU-486 eq) (Obr. 16). Mira

odstranéni antiprogestagenni aktivity na této COV doahovala 100 %.

4.2.3 COV Protivin
Na piitoku COV Protivin byla antiprogestagenni aktivita pod limitem kvantifikace (0,4

ng/l RU-486 eq), na odtoku byla 4,7+0,3 ng/l RU-486 eq (Obr. 16). Mira odstranéni

antiprogestagenni aktivity na této COV byla zaporna.

4.2.4 COV Prachatice
Na piitoku COV Prachatice byla antiprogestagenni aktivita pod limitem kvantifikace (1,2

ng/l RU-486 eq), na odtoku byla 9,7+0,5 ng/l RU-486 eq (Obr. 16). Mira odstranéni

antiprogestagenni aktivity na této COV byla zaporna.

4.25 COV Pisek
Na ptitoku COV Pisek byla zjisténa antiprogestagenni aktivita 0,2+0,03 ng/l RU-486 eq,

na odtoku byla pod limitem kvantifikace (0,07 ng/l RU-486 eq) (Obr. 16). Mira odstranéni
antiprogestagenni aktivity na této COV dosahovala 100 %.

4.2.6 COV Ceské Budéjovice
Na piitoku i odtoku COV Ceské Budéjovice byla antiprogestagenni aktivita pod limitem

kvantifikace (0,6 ng/l RU-486 eq) (Obr. 16).
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Obr. 16: Antiprogestagenni aktivita v ng/l RU-486 eq na COV v jiznich Cechach
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5 Diskuze

Dosud bylo publikovano pouze n€kolik mélo ¢lankd, které se zabyvaji progestagenni
aktivitou na piitoku a odtoku z COV. V odborné literatuie byla dokumentovéna tato
aktivita v Australii (Bain a kol., 2014; Leusch a kol., 2014; Roberts a kol., 2015), v Indii
(Viswanath a kol., 2008) a v Nizozemsku (van der Linden a kol., 2008). Na ptitoku dosud
studovanych COV se progestagenni aktivita pohybovala v koncentracich pod limitem
kvantifikace aZ po nékolik desitek ng/l (P4; LEVO; ORG2058) eq. Na odtoku z COV se
progestagenni aktivita pohybovala pod limitem kvantifikace az po desitky ng/l (P4;
ORG2058) eq. Progestagenni aktivita byva tedy na COV &asteéné &i zcela odstranéna.
Oviem na odtoku jedné australské COV byla aktivita dokonce piiblizné Gtyinasobna
oproti pritoku.

V mé praci byla naméfena aktivita na p¥itoku COV pod limitem kvantifikace &
dosahovala desetin nebo jednotek ng/l ORG2058 eq. Nejvyssi koncentrace byly
naméfeny na COV Milevsko, Vodiiany a Ceské Budgjovice. Tyto vysledky by mohly
ukazovat na vysoky podet zen uZivajicich antikoncepci. Podle tudajii z Ceského
statistického ufadu (www.czso.cz) vSak ptredstavuji, ve vSech méstech zminénych v této
praci, Zzeny v reprodukénim véku (tzn. od 15 do 49 let) z celkového poctu obyvatel 21-23
%. Navic nejvice déti se rodi mezi 25.-34. rokem véku zeny. V tomto vékovém rozmezi
reprezentuji zeny, z celkového poctu reprodukéné aktivnich, v jednotlivych méstech 25-
30 %. Nejvétsi podil téchto Zen je v Milevsku a Ceskych Bud&jovicich, néasleduji
Prachatice, Pisek, Protivin a Vodnany (Www.czs0.cz). Gravidni Zeny vyloué¢i denné
nemalé mnozstvi progesteronu (Zhang a kol., 2014), mohly by tak mit pravdépodobné
podil na progestagenni aktivité v odpadnich vodach. V Ceskych Budg&jovicich se také
nachazi nejvétsi nemocnice v JihoCeském kraji, jejiz soucdasti je napt. gynekologicko-
porodnické nebo onkologické oddéleni. Je znamo, ze nekteré 1€ky proti rakoviné napf.
d€lozni sliznice ¢i prostaty, obsahuji syntetické progestiny, které¢ jsou progestagenné
aktivni (Weiss akol., 2010; Green a kol., 2002). V§echny tyto aspekty mohou vysvétlovat
vysi koncentrace progestagenni aktivity na piitocich COV. Na odtoku vétsiny COV byla
aktivita ¢asteéné &i zcela odstranéna. V jednom piipadé, na COV Prachatice, aktivita o
&tvrtinu vzrostla oproti piitoku. Odpadni voda na ptitoku této COV byla ziskdna pomoci
kompozitniho vzorkovace a na odtoku bodovym odbérem. Bodovy vzorek neni tak

reprezentativni, rozdil mezi ptitokem a odtokem tedy mohl byt zpisoben typem odbéru.
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Roberts a kol. (2015) ve své studii zminuji, ze ackoli jsou k dispozici pouze omezené
informace o chovani a osudu progestagennich 1é¢iv béhem ¢isténi odpadnich vod, existuje
mnoho piipadi, kdy se i ostatni farmaka vyskytovala na odtoku COV ve vyssich
koncentracich nez v surové odpadni vod¢ na ptitoku. Jednd se predevsim o tyto skupiny
1é¢iv: kardiovaskularni, antibiotika, antidepresiva ¢i neurologicka a psychoaktivni
farmaka. Tento dobfe znamy jev byva vysvétlovan ¢asteCnou degradaci metabolitt
v riznych stupnich &isténi na COV. Roberts a kol. (2015) zaroven uvadi ptiklad dvou
nejCastéji piedepisovanych progestinti v Australii — levonorgestrelu a norethisteronu.
Tyto dva progestiny jsou Vv lidském téle témét uplné absorbovany a z velké Casti
metabolizovany zejména na glukuronové konjugaty, které odchazeji z t€la moci a vykaly.
Glukuronové konjugaty mohou byt obvykle snadno dekonjugovany aktivovanym kalem.
To znamena, Ze v piipadé, kdy bude velka &ast progestint piitékat na COV ve formé
konjugatti, je pravdépodobné, ze budou biologicky aktivni matetfské slouceniny
regenerovany béhem ¢&isténi odpadnich vod. Pokud bude navic na COV relativné nizka
hydraulicka doba zdrzeni, znamena to, Ze zde miiZze byt omezena pfilezitost k odstranéni
téchto matecnych sloucenin. MZzeme se tedy domnivat, Ze zvySena aktivita na odtocich
COV souvisi s druhem a formou latek, ve které se na COV dostavaji. Vysledkem je poté
zaporna (negativni) u¢innost &isténi na COV, v literatufe oznacovana jako ,,negative
removal efficiancy®. Ta muze byt zplisobena pravé vyse zminénymi konjugaty, které se
dekonjuguji az béhem procesu ¢isténi (Vieno a kol., 2007; Radjenovic a kol., 2009; Sui a
kol. 2010). Daldim divodem zaporné uginnosti ¢&isténi na COV muZze byt
biotransformace, tzn. nékteré latky, které (anti-)progestagenni aktivitu nevykazuji se
pisobenim mikroorganismti mohou pfeménit v jiné latky (Peng a kol., 2014; Sripalakit a

kol., 2006), které tuto aktivitu jiz mohou vykazovat

Antiprogestagenni aktivitou se v odpadnich vodich zabyvad nepomérné méné
védeckych ¢lankl nez aktivitou progestagenni. V soucasné dob¢ jsou navic zaméfené
spiSe na aktivitu vod povrchovych, zejména pak v Australii. Vzhledem k tomu, Ze vice
nez Sestina testovanych vzorkl australskych povrchovych vod byla antiprogestagenné
aktivni (Scott a kol., 2014)., Ize usuzovat na vyskyt antiprogestagennich latek, a to
v nezménéné formé, & ve formé& metaboliti, na COV a zaroveit na nedostate¢nou
schopnost Cistiren tyto latky odbourat. Tuto skutecnost potvrzuji i Liu a kol. (2006), ktefi
na odtoku COV v Ciné naméfili téméf tii destiky pg/l MIF eq a Rao a kol. (2014), ktefi

se zabyvali analyzou antiprogestagenni aktivity odpadnich vod z riznych Cistirenskych
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procestl, a ta se pohybovala od tii desitek po téméf tii stovky pg/l MIF eq. Zadny ze
studovanych dCistirenskych procest tedy nebyl schopen antiprogestagenni aktivitu zcela
odstranit.

Nedostate¢na uéinnost odbourani antiprogestagennich latek na nékterych COV byla

dokézana i v mé praci. Na odtoku COV Milevsko antiprogestagenni aktivita stoupla o
polovinu oproti p¥itoku. Na COV Protivin i COV Prachatice byla na piitoku aktivita pod
limitem kvantifikace, zatimco na odtoku vyznamné stoupla a dosahla jednotek ng/l MIF
eq. Je tedy mozné, ze na tyto Cistirny pfitékaly antiprogestagenni latky v konjugované
formé¢, ve které nebyly na ptitoku detekovany, v procesu ¢isténi byly pak dekonjugovany
a na odtoku jiz mohla byt zméfena jejich aktivita. Tato skutecnost by se mohla tykat
syntetickych antiprogestint, av§ak 0 osudu UV filtrti, musk slouc¢enin a bromovanych
retardantti hofeni, které rovnéz vykazuji antiprogestagenni aktivitu, na COV neni
Vv dostupné literatuie dostatek informaci. Mlzeme se ale domnivat, ze se na vysi
antiprogestagenni aktivity mohly na viech testovanych COV podilet UV filtry, a to proto,
ze vzorky vody byly odebirany v 1ét€, kdy se naptiklad kosmetické ptipravky obsahujici
UV filtry pouzivaji v Ceské republice v daleko vétsi mife nez v jiném obdobi roku.
VY3i antiprogestagenni aktivity na COV Prachatice by mohl ovlivnit i fakt, ze do
prachatické nemocnice jezdi zeny s diagndézou rakoviny prsu a byvaji zde |
hospitalizovany. Zenam s touto diagnézou jsou podavany syntetické antiprogestiny, napf.
Mifepriston, Onapriston nebo Lonaprisan (Jonat a kol., 2013; Romieu a kol., 1987;
Perrault a kol., 1996; Klijn a kol., 1989; Robertson a kol., 1999; Helle a kol., 1998). Na
dalsich tiech testovanych COV byla zméfena antiprogestagenni aktivita na piitoku
Vv koncentracich do 1 ng/l MIF eq a na odtoku pod limitem kvantifikace. Domnivam se
tedy, Ze ne na kazdé COV je s antiprogestagenni aktivitou problém.

Vzhledem k vysokym koncentracim na odtoku, v porovnani s progestagenni
aktivitou, vsak mize zpusobovat antiprogestagenni aktivita problémy ve vodach
povrchovych, a to negativnim pilisobenim na organismy v této vod¢ zijici. Nicméné riziko
agonistické aktivity miize byt obecné podcenovano z diivodu tzv. ,,masking effect. Aby
bylo dosazeno spolehlivych vysledkd pro posouzeni rizika, méla by byt vzdy testovana
aktivita agonistickd (progestagenni) 1 antagonistickd (antiprogestagenni), protoze
Vv piipad¢ métfeni pouze agonistické aktivity miiZe dojit k jejimu ,,zamaskovani* aktivitou

antagonistickou (Weiss a kol., 2009).
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6 Zavéer

Za pomoci PR-CALUX in vitro biotestu byla potvrzena (anti-)progestagenni aktivita
V odpadnich vodach.

Progestagenni aktivita se na p¥itoku testovanych ¢istiren odpadnich vod (COV)
pohybovala nejéastéji v koncentracich desetin nebo setin ng/l ORG2058 eq. Vétiina COV
také dokézala tuto aktivitu zcela ¢i ¢astecné odbourat.

Antiprogestagenni aktivita se na piitoku testovanych COV pohybovala nejéast&ji v
koncentracich pod limitem kvantifikace &i v desetinach ng/l RU-486 eq. Pouze dvé COV
dokézaly tuto aktivitu zcela odbourat. Na poloviné testovanych COV antiprogestagenni
aktivita na odtoku stoupla. Timto byla prokazana zaporna u¢innost ¢isténi na nékterych
COV, ktera mohla byt zptisobena biotransformaci nebo dekonjugaci metaboliti u¢innych
latek.

Na odtoku n&kterych COV byla zjiiténa pomérné vysoké antiprogestagenni aktivita
oproti aktivité progestagenni. Tyto odpadni vody by proto mohly zptisobit vétsi zatizeni
vod povrchovych a antiprogestagenni aktivita by tak mohla pfedstavovat potencionalné
vétsi riziko pro organismy zijici ve vodnim prostiedi nez aktivita progestagenni. Avsak
ani tato aktivita by neméla byt obecné podcenovana, a to z divodu tzv. ,,masking effect®,

kdy mtize byt ,,zamaskovana“ aktivitou antiprogestagenni.
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8 Prilohy

Ptiloha €. 1: Testovani extraktii odpadni vody na cytotoxicitu pro bunécnou linii PR-
CALUX

Testované extrakty z piitoku a odtoku jednotlivyjch COV (Obr. P1-1 — P1-6)
nevykazovaly toxicky vliv na Zivotnost bun¢k, vyjimkou byl nefedény extrakt odpadni
vody z ptitoku COV Protivin (Obr. P1-5) a nefedény extrakt z odtoku COV Vodiiany
(Obr. P1-6). Oba tyto vzorky byly cytotoxické a byly vylouceny z analyzy PR-CALUX.

Viabilita bunék exponovanych extraktdm OV z OV Ceské Budgjovice
F(DF=8, 18)=0,47101, p=0.86074
Vertikalni sloupce oznauji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obr. P1-1: Testovani cytotoxicity extrakti odpadni vody z p¥itoku (I) a odtoku (E) COV Ceské
Budéjovice
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Viabilita bunék exponovanych extraktdm OV z OV Milevsko
F(DF=10, 22)=0,61423, p=0,78561
Vertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obr. P1-2: Testovani cytotoxicity extraktii odpadni vody z ptitoku (I) a odtoku (E) COV Milevsko

iabilita bunék exponovanych extraktim OV z COV Pisek
F(DF=8. 18)=2,0041, p=0,10519
Vertikaini sloupce oznafuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obr. P1-3: Testovani cytotoxicity extrakti odpadni vody z ptitoku (I) a odtoku (E) COV Pisek
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Viabilita bun&k exponovanych extraktim OV z COV Prachatice
F(DF=10, 22)=1,4210, p=0,23532
Vertikalni sloupce oznatuji 0,95 intervaly spolehlivosti
2600

2400 |
2200 | a
2000 | a a

a T a
1800 //' \ s .
a T —

1600

2 AT

1200

Viabilita (Relative Fluorescent Units)

1000 ¢

500 1

600

Kontrola E16  ES E4 E2 E1 115 18 14 12 11
Skupina

Obr. P1-4: Testovani cytotoxicity extraktd odpadni vody z piitoku (I) a odtoku (E) COV
Prachatice

Viabilita bun&k exponovanych extraktim OV z COV Protivin
F(DF=10, 22)=3,7874, p=0,001
Wertikalni sloupce oznaguji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obr. P1-5: Testovani cytotoxicity extraktii odpadni vody z p¥itoku (I) a odtoku (E) COV Protivin
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Viabilita bunék exponovanych extraktim OV z COV Vodiany
F(DF=8, 18)=11,014, p<0,00001
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Obr. P1-6: Testovani cytotoxicity extrakt odpadni vody z piitoku (I) a odtoku (E) COV Vodiany
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9 Abstrakt

Cilem prace bylo detekovat (anti-)progestagenni aktivitu ve vzorcich vody z pfitoku
a odtoku Sesti Cistiren odpadnich vod (COV) nachazejicich se v jihoteském kraji.
Nasledné byla posouzena téinnost procesu ¢isténi danych COV z tohoto hlediska.

Odebrand odpadni voda byla ptfevezena do laboratofe a extrahovadna technikou
extrakce na pevné fazi. Zachycené latky byly promyty, odpateny a rozpustény v DMSO.
Vlastni detekce (anti-)progestagenni aktivity byla provedena za pomoci PR-CALUX in
vitro biotestu. Bunky byly nasazeny na mikrotitraéni desticku a po inkubaci byly
vystaveny referencni latce ORG2058 v pripadé detekce progestagenni aktivity Cci
referenéni latce RU-486 pro detekci aktivity antiprogestagenni a také fadé fedénych
extraktl odpadni vody. Poté byla méfena luminiscence bunck, kterd byla vyjadiena
v relativnich svételnych jednotkach a predstavovala métitko pro (anti-)progestagenni
aktivitu.

(Anti-)progestagenni  aktivita byla udavana v ekvivalentnich koncentracich
vztahujicich se k referenéni latce Progestagenni aktivita se na ptitoku COV pohybovala
v koncentracich pod LOQ az po 1,8 ng/l ORG2058 eq. Na odtoku byla tato aktivita
naméfena v koncentracich pod LOQ az po 0,5 ng/l ORG2058 eq. Mira odstranéni
progestagenni aktivity se pohybovala v rozmezi od -25 % do 100 %. Antiprogestagenni
aktivita se na p¥itoku COV pohybovala v koncentracich pod LOQ aZ po 1 ng/l RU-486
eq. Na odtoku byla tato aktivita namétena v koncentracich pod LOQ az po 9,7 ng/l RU-
486 eq. Mira odstranéni antiprogestagenni aktivity se pohybovala v rozmezi od -50 % do
100 %.

Za pomoci PR-CALUX in vitro biotestu byla prokazana (anti-)progestagenni aktivita
V odpadnich vodach. Zaroven byla prokdzana zaporna ucinnost ¢iSténi na nékterych
COV, kterd by mohla byt zplisobena pravdépodobné biotransformaci nékterych latek,
které¢ nemaji (anti-)progestagenni aktivitu, na latky, které tuto aktivitu naopak vykazuji
nebo dekonjugaci metaboliti t¢innych latek s (anti-)progestagenni aktivitou.

Antiprogestagenni aktivita by se mohla jevit, z divodu koncentraci na odtoku z
COV, jako rizikov&jsi pro organismy zijici ve vodnim prostfedi nez aktivita

progestagenni. AvSak ani tato aktivita by neméla byt podceniovana.

Kli¢ova slova: antiprogestagenni latky, CALUX, COV, in vitro, koncentrace, LOQ,
progesteron, progestagenni latky
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10 Abstract

The aim of this diploma thesis was to detect (anti-)progestagenic activity in
wastewater samples from the influent and effluent of six wastewater treatment plants
(WWTPs) located in South Bohemia. Subsequently, the efficiency of the treatment
process of this WWTPs was assessed from this point of view.

The wastewater from WWTPs was transported to the laboratory and extracted oby
solid phase extraction. The eluates were washed, evaporated and dissolved in DMSO.
Detection of (anti-)progestagenic activity was performed by using the PR-CALUX in
vitro bioassay. Transgenic cells were seeded on well plates and were exposed to
ORG2058, reference substance for progestagenic activity, or RU-486, reference
substance for antiprogestagenic activity, as well as a number of diluted wastewater
extracts. After that, luminiscence of the cells was measured and it was was expressed in
relative light units which were a measure of (anti-)progestagenic activity.

(Anti-)progestagenic activity was reported in equivalent concentrations of the
reference substance. Progestagenic activity in WWTPs influent ranged from below LOQ
up to 1.8 ng/l ORG2058 eq. In effluent this activity ranged from below LOQ up to 0.5
ng/l ORG2058 eg. The elimination rate of progestagenic activity ranged from -25% to
100%. Antiprogestagenic activity in WWTPs inffluent was below the LOQ up to 1 ng/I
RU-486 eq. In effluent this activity was below LOQ up to 9.7 ng/l RU-486 eq. The
elimination rate of antiprogestagenic activity ranged from -50% to 100%.

(Anti-)progestagenic activity in waste water has been demonstrated by using the PR-
CALUX in vitro bioassay. Negative removal efficiency of some WWTPs was also
documented. This is probably caused by biotransformation of some substances which
don’t have (anti-)progestagenic activity to substances which have this activity or it is
caused by deconjugation of metabolits of compounds with (anti-)progestagenic activity.

Antiprogestagenic activity may be more hazardous for organisms living in the
aquatic environment than progestagenic activity because of concentrations in WWTPs

effluent. However this activity should not be underestimated.

Keywords: antiprogestagenic compounds, CALUX, WWTPs, in vitro, concentration,

LOQ, progesterone, progestagenic compunds
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