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Co Je endokrinni disrupce (ED)?

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

Co jsou endokrinni disruptory(EDCs)?

e Definice Evropské komise (1999):
Exogenni latky nebo smesi, které maji potencialni schopnost

zpusobit endokrinni disrupci u zasazeného organismu, jeho potomku
nebo (sub)populaci

e Antropogenni i prirodni latky, které primo nebo neprimo ovlivnuji
hormonalni systém a mohou pusobit na velmi nizkych koncentracich
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Endokrinni Funkce

Udrzovani vnitrni homeostazy

Podpora rustu bunék
Koordinace vyvoje

Koordinace reprodukce
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Endocrine System
Hypothalamus

Thyroid and
Farathyroids

Adrenal Gland
Heart “‘
( Kidney
Pancreas

Testis Ova
male v female

chromaffin tissue
hypothalamus s corpuscles of

- gonadotropin, rustovy h. stannius

- estradiol, testosteron

- glukokortikoidy,
mineralokortikoidy, thyroidy

- melatonin, kalcitonin, insulin,
,oXytocin®...
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ultimobranchial bod

intestinal mucos
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o T - neuropeptidy (kladeni vajicek,
o s tep, vyvoj, riist, metabolismus)
e | - ekdysteroidy ???
ZDM - pohlavni hormony (progesteron,

-ve' testosteron, estradiol) ???

Z PD

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

e - ekdysteroidy (svlékani, vyvoj)

- pohlavni hormony (androgenni h.;
estradiol, progesteron ?7?7?)

_= Brain

nervova
soustava

_~ Corpora cardiaca

mind - Corpora allata
Corpora allat
Juvenile Hormone

postkomisuralni
organ

vajeéniky

Prothoracic
gland

Perikardialni
organ

Ecdysone

androgenni Zlaza
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Mechanismy ucinku EDCs

EDCs mohou pusobit
® primo
vazbou na receptory jako:
e agoniste — chovaji se jako pfirozené hormony
(napr. ethinylestradiol, nonylphenaol)

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

® neprimo
ovlivnénim biosyntézy, metabolismu, vylu€ovani a/nebo
biodostupnosti pfirozenych hormonu
Priklad:

e inhibice aromatazy — blokovani premény androgenu na

estrogeny
©)
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Nasledky disrupce

Neschopnost udrzet homeostazu
Naruseni rustu & vyvoje

Naruseni odpovédi na vnéjsi impulsy
Zmeny chovani

Potlacena gametogeneze
Embryonalni malformace

Zvysena neoplasie nebo karcinogeneze
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Mezi endokrinni disruptory patri

Pesticidy (herbicidy, insecticidy, ...)
Zmeékcovace plasti

Rostlinné metabolity

Farmaceutika (antikoncepce, léky,...)
Produkty rozkladu detergentu
Chemikalie z vareni & horeni
Antibiotika

Kovy
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Potencialni EDCs (Category 1 in European Commission 2014)

Persistent organic pollutants 1,1,1-Trichloro-2,2-bis(4-chlorophenyl)ethane (DDT ) and derivates,
2,3,7,8-tetrabromodibenzo-p-dioxin, brominated diphenylether (BDE) 209, chlordane,
hexachlorobenzene, hexachlorocyclohexanes, mirex, PCBs, PCDDs/PCDFs, short and intermediate
chain chlorinated paraffins, toxaphene, trichlorobenzene

Pesticides 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 3,4-dichloroaniline, acetochlor, alachlor, amitrol, atrazine, bifenthrin,
boric acid, carbaryl, chlordimeform, cyhalothrin, deltamethrin, dibromochloropropane, dibromoethane,
fenarimol, fenitrothion, kepone (chlordecone), linuron (lorox), loxynil, mancozeb, maneb, metam natrium,
methoxychlor, metiram (complex), metribuzin, nitrofen, omethoate, picloram, quinalphos = chinalphos,
resmethrin, stannane, terbutryn, thiram, trifluralin, vinclozolin, zineb

Pharmaceuticals cyclophosphamide, ketoconazol, mestranol, mestranol

Personal care product ingredients 2,6-cis diphenyl hexamethylcyclotetrasiloxane, 2-ethyl-hexyl-4-methoxycinnamate,
3-(4-methylbenzylidene)camphor, 3-benzylidene camphor, cyclotetrasiloxane,
ethyl 4-hydroxybenzoate, methyl p-hydroxybenzoate

Plasticizers and other additives in 2,2'-bis(2-(2,3 epoxypropoxy)phenyl)-propane, 4-nitrotoluene, butylbenzylphthalate (BBP),

materials and goods di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), dicyclohexyl phthalate, diethyl phthalate (DEP),

di-n-butylphthalate (DBP), dipentylphthalate (DPP), epichlorohydrin (1-chloro-2,3-epoxypropane), methyl
tertiary butyl ether, mono 2 ethyl, hexylphthalate, mono-n-butylphthalate, resorcinol, styrene, tert.
butylhydroxyanisole

Polycyclic aromatic chemicals 3,9-dihydroxybenz(a)anthracene, 3-methylcholanthrene, ,6-cyclopento-1,2-benzanthracene,
7,12-dimethyl-1,2 benz(a)anthracene, benzo[a]pyrene

Halogenated phenolic chemicals 1,1-trichloro-2,2-bis(4-hydroxyphenyl)ethane, hydroxy - PCBs, pentachlorophenol

Non-halogenated phenolic 4,4'-biphenol, 4,4'-dihydroxybenzophenon, 4-cyclohexylphenol, 4-nonylphenol and nonylphenol (2
chemicals compounds), 4-isooctylphenol, 4-octyl-phenol, 4-phenylphenol

4-tert-octylphenol, benzophenone-2, bisphenol A (BPA), bisphenol B, n-butyl p-hydroxybenzoate,
nonylphenolethoxylate, n-propyl p-hydroxybenzoate, octylphenol, p-benzylphenol, phenolphthaleine,
resbenzophenone

Chemicals containing tin fentin acetate, methoxyetylacrylate tinbutyltin, copolymer, phenaol,

2-[[(tributylstannyl)oxy]carbony, stannanes (9 compounds), tetrabutyltin, tributyltincarboxylate, tributyltin
compounds, tributyltin hydride, tributyltinnaphthalate, tributyltin oxide = bis(tributyltin) oxide,
tributyltinpolyethoxylate, tri-n-propyltin, triphenyltin

Other chemicals 1,3-dichloro-2,2-bis(4-methoxy-3-methylphenyl)propane, ethylene thiourea, p-coumaric acid,
o,p'-DDA-glycinat = n-(2-chlorophenyl)(4-chlorophenyl), acetylglycin




Estrogenni potencial latek

173-Estradiol 1

» Jednotlivé polutanty se liSi svym
Ethynyl-estradiol 1.2

estrogennim potencialem (silou

ucinku). Estrone 1.6x10-2

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

standardnich in vitro testu (E-

. ;
SCREEN, kvasinkovy test...) Sl 2.4x10

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

rw , 0 i -6
- Kli¢ovy faktor vlivu bisphenol A 7.8x10

xenoestrogenu na organismy! diethylphthalate 3.2x10®
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Estrogenni aktivita v COV

Le/Ms/MS : [ Estrone B 17 8«Estradiol B Estrlel
GOC/MS B Nonyviphenol B Bisphenol &

Bioassay : [ Estrogenic activity

Sewage influent
Theoretical activity

Bioassay

Biological treated sewage

Odbouravani estrogenni

Theoretical activity
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Hormonalni regulace biologickych procesu je spole¢na
charakteristika ZivocCiSného kmene — projevy ED u obratlovcu |
bezobratlych

e Abnormalni funkce a vzhled stitne zlazy
e Snizena plodnost

e Snizena lihnivost

 Demaskulinizace a feminizace samcu
 Defeminizace a maskulinizace samic

e Shizené prezivani mladat

e Zména funkce imunitniho systému
 Zmeény chovani

e Poruchy svlékani a rustu

= Vvliv na populaci = vliv na ekosystem

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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e UCinky se projevi po expozici i velmi malymi davkami latek

« Uginky se pravd&podobné&iji projevi v mladatech, nez v
dospelcich

e Uginky jsou velmi ovlivhovany nacasovanim expozice -
stupnem vyvoje, na kterem byl jedinec exponovan

e Uginky odlisné b&hem doby Zivota organismu (fetus vs.
embryo vs. dospélec)

 Uginky &asto opozdéné
— ke kompletnim projevum nemusi dojit az do dospélosti

©)
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Projevy u vodnich obratlovcu

Malformace-zmény v pohlavnich organech. Priklady:

9. 0

e Hemi- a minipenis
u aligatoru na Floridé,

Jezero Apopka —
zpusobeno unikem DDT

e Feminizace samcu ryb (ovotestes) v povrchovych vodach
znecistenych odpadnimi vodami v severni Americe a v Evropée

e Maskulinizace

samic kapra
pod vypustmi

Z papiren

e Maskulinizace samic strevile potocni
v tocich pod farmami zivoCiSné vyroby

©)
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Endokrinni disrupce u plazu

e Samci aligatoru z jezera Apopka (Florida)
demaskulinizovani

* \Vyrazné zmensene sekundarni pohlavni znaky (1/3
az 1/2) proti normalnim zdravym samcum

* Nizkeé hladiny testosteronu i estrogenu, ale méli vice
estrogenu nez testosteronu

* \Vylihla mladata byla budto samice s normalnimi
vajecniky nebo samci s intersexem

(zadni normalni samci) a byla u
nich zvySena mortalita
e Byla snizena lihnivost v populaci

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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e \/ zavislosti na latce:
— Feminizace samcu
— Maskulinizace samic

¢ Zmeneny pomer pohlavi

e Snizena plodnost, kvalita a kvantita
spermatu

* VVymizeni populaci
— Jezerni pstruh v jezere Ontario
©)
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Duvod intersexuality v rybach?

e Samci ryb jsou ‘feminizovani’ estrogenimi

©) =

latkami.

Mnoho latek s estrogenni aktivitou je
pFitomno ve vypustich COV a tak uvolfiovano
do rek.

Steroidni estrogeny, jak pfirodni (napf.
estradiol, estrone) tak synteticke (napf.
ethynylestradiol) jsou pravdepodobne
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« Rada dikazi ED a naruseni reprodukce v rybach v
tocich pod vypustémi COV:

— Pomer pohlavi: velka prevaha samic

— Intersex: zvyseny vyskyt

— Neobvykly vyvoj ovarii

— Zvysené hladiny vitellogeninu (proteinu
vajecného zloutku) v dospivajicich samcich

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Produkce vitellogeninu v samcich ryb exponovanych

latkami z vypusti COV v prostiedi
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Estrogen (17a-ethynylestradiol) aplikovan
do jezera — cilova konc. 5 ng/L
(v povrchovych vodach v Evropé 0-23ng/L)

- poloCas zivota 12 dni
- aplikovan 3x tydné po 21 tydnu (jaro-podzim)

- 1. rok - nejvyznamnéjSi ucCinky u ryb s kratSi dobou Zivota, které se trou
jen 1x za sezonu (stfevle) — zvySeni hladin VTG 9000x u samcu,
zpozdeéni vyvoje gonad

- 2.,3. rok — vajiCka v samcich gonadach, pokles reprodukce, témér
zadna nova generace strevli — kolaps populace
- podobné, ale méné vyrazné ucinky u tloustu - vyskyt
intersexu (delSi doba Zivota, vice tfeni za sezonu)

- 3. rok pokles populaci a méneé mladych i u dravych ryb — pstruha
jezerniho — pfedevsim diky nedostatku potravy

= OVLIVNENI CELEHO EKOSYSTEMU

- Po ukonc€eni aplikace — za 2 roky — recovery — znovubudovani populaci
stfevli a tloustd, zvySeni populacnich hustot pstruha

(Kidd et al., 2006, 2007)
“ Centrum pro vyzkum
() toxickych latek
v prostredi




.
Neékteré kontaminanty mohou pusobit jako androgeny

(anti-estrogeny)
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Stabilizatory plastu

Biocidy: Fungicidy
Insekticidy
Bactericidy

Natéry proti zarlstani a nanosum na
trupech lodi (Anti-fouling paints)
TBT = tributylcin

©)
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Pomala biodegradace
Akumulace ve vodé a sedimentu

Bioakumulace

TBT pouzivan na lodé od 60. let
Prvni efekty na mékkysich - 70. léta
Zakaz pouzivani v EU - 2003

Image by M & T Chemicals Inc., Woodbridge, NJ.
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Endokrinni disrupce u dravych
ptaku

DDT a ztencovani skorapek v
dravych (i rybozravych) ptacich
 DDT bylo hojne pouzivano pres 30 let
* Biokoncentruje se v potravnim retézci
e V dravych ptacich zpusobilo zten€ovani skorapek

e To zpusobilo, Ze se mnoho vajicek rozbilo jeste pred
vylihnutim

e Populace nékterych dravych ptaku dramaticky poklesly
 Po zakazu DDT (70. leta) zase vzrostly




Mechanismus neni zcela znam
hypotéza: ovlivnéni prostaglandinu — transportu Ca a Na,CO,

zjisteno ztencCeni skorapek po expozici estradioly

= na urovni ED ?

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Peregrine population size
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Naruseni endokrinniho systému
obojzivelniku
U obojzivelniku pusobi ED s na nékolika urovnich:
e v embryonalnim a larvalnim obdobi
e pri metamorfoze
e v obdobi diferenciace gonad
e v obdobi sekundarni pohlavni diferenciace a
v dospelosti (narusenim chovani)

Obojzivelnici maji vyssi citlivost k
znecisteni prostredi (transdermalni prenos)

©)
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Endokrinni disrupce u obojzivelniku

Ovlivnéni procesu metamorfézy

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

Mozny abnormalni vyvoj koncetin -
vyskyt malformaci koncetin.

Ovlivnéni sexualniho vyvoje

Nékteré EDCs ovliviuji regulaéni systém pohlavnich steroidu. Pokud takové EDCs
pusobi na populaci larev v obdobi vyvoje gonad, dochazi ke zméné poméru
pohlavi, intersexu.

Ovlivnéni druhotnych pohlavnich znaku - velikost svalu m. dilatator laryngis. U samcu je
tento sval vyvinut mohutnéji. Pri pusobeni xenoandrogenu se sval zvétSuje.

©)
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% Centrum pro vyzkum
( @; tFEliil Samec - testes Kontrolni samice - ovaria



mala oblast se.
semennymi vacky

Samec —testes — oocyty v testes Samec —testes — ovaria

0.1 ppb atrazin (30 krat méné nez US limit na pitnou vodu a 2000 krat méné nez
standard pro kratkodobou lidskou expozici)

% Centrum pro vyzkum
a‘ toxickych latek
v prostredi
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Projevy ED u bezobratlych:

Naruseni reprodukce, rodivosti (fekundita)
Poruchy rustu, sexualniho dozravani (maturace)
ZvétSeni/zmenseni pohlavnich Zlaz
Naruseni sexualniho dimorfismu, Intersex, Imposex,
dalSi procesy rizené hormony: pigmentace,
regenerace koncetin, diapauza

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Imposex

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

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

Intersex

e Zména nebo nahrazeni samicich pohlavnich znaku u samic
samcimi znaky a naopak

e Postupna preména morfologie samicich pohlavnich znaku k
morfologické strukture samcich znaku a naopak

e Je hodnocen jako Intersexovy Index (ISI) = prumérna hodnota
vSech stupnu intersexu ve vzorku

Superfemale

e Abnormalni velikost, po¢et nebo funkce samicich pohlavnich organu
e Je indukovan pusobenim pfirodnich i syntetickych estrogenu

©)
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Projevy intersexu u korfl"

BlesSivec poto€ni
(Gammarus fossarum)

Intersex u prirodni populace
raka bahenniho (Pontastacus
leptodactylus)

Ostrava-Karvina
- zatopené poklesoveé plochy
- reflotace

- Chranény druh

©)
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Velka kobercova Skeble (Ruditapes decussatus)
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% Centrum pro vyzkum
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IMPOSEX u predozabrych plz

Nepfimy xeno-androgenni efekt organocinu
s (persistentni, pouzivany na natéry lodi)
& | - Tvorba penisu a chamovodu u samic
il - Maskulinizace samic
B - Efekt chronické expozice biocidu TBT u
AN necilovych organismu
" (EC50=0.72ug TPhT/kg u P. antipodarum)

Dusledek: lokalni vymizeni populaci mékkysu

©)
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Sirsi souvislosti kontaminace organociny

ve vodnim prostredi

Kolaps populace mékkysu
Snizeni spasani ras a makrofyt

Velky rozvoj populaci vodnich rostlin, zarustani
vodnich toku

Pokles populaci ryb

Takto je dramaticky ovlivnén cely akvaticky
ekosystém

Centrum pro vyzkum
toxickych latek
v prostredi
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Standardni testy OECD

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

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

» Hershberger Assay — detekce androgenni agonistu, antagonistl a inhibitort
S5a-reduktazy u potkanu

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

« Uterotrophic Bioassay — estrogenni aktivita u potkanu

* Reprodukéni standardni in vivo testy — ryby, ptaci, hlodavci, krouzkovci,
hlisti, chvostoskok, dafnie
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Problémy testovani ED

 Prokazani kauzality expozice — efekt
* Nelinearita krivky davka/odpoved

 NedostateCné informace o mechanismech
ucCinku, zameéreni pouze na efekty na
receptorech

* Problém environmentalnich vzorku, smeési
 Nedostatecné informace o ED potencialu latek

 Velmi nizké ucinné koncentrace EDCs
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e Endokrinni disruptory jsou rozSifeny v prostredi a
zahrnuji prirodni i antropogenni latky

* Maji ruznou chemickou strukturu a pusobi na velmi
nizkych koncentracich — obtizné chemicky stanovitelné

* Mohou mit zavazné dusledky pro volné Zijici organismy,
nebot’ pfimo narusuji reprodukci a tim i ,evolucni
kondici*

e Biologicke testy hraji vyznamnou roli v detekci,
charakterizaci potencialniho vlivu endokrinnich
disruptoru, a hodnoceni jejich odstranovani v
Cistirenskych procesech, coz je velmi aktualni
problematika
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. MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani
fond v CR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Inovace tohoto pfedmétu je spolufinancovana
Evropskym sociélrvn'm fondem a statnim rozpocCtem
Ceské republiky
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