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Uvod

Endokrinni disruptor (ECD) je exogenni latka nebo
smés, ktera zasahuje do funkci endokrinniho systému
anasledné plsobi nepfiznivé na zdravi organismu, jeho
potomstva nebo (sub)populace'. Patii k nim jednak pfirod-
ni slouceniny jako hormony a fytohormony, ale také cela
fada syntetickych latek, jako jsou napt. latky pouzivané pti
vyrobé plastickych hmot ¢i jiné primyslové vyuzivané
latky a odpady® ™.

Mechanismus plisobeni exogennich latek na endo-
krinni systém muizeme v podstaté rozliSit na receptorovy
ana mechanismus nezavisly na receptoru. Receptorovy
mechanismus pusobeni vyZzaduje pfitomnost tzv. jadernych
receptortl. Po navazani specifického ligandu dojde ke zmé-
né konformace téchto receptorti nasledované transportem
do jadra, kde se navazi na specifické useky DNA, ¢imz
muze dojit ke zvySeni exprese urcitého genu.

Testy s reportérovymi geny jsou zalozeny na schop-
nosti testovanych latek stimulovat transkripci zavislou na
daném receptoru. K expresi reportérového genu tedy do-
chazi az po aktivaci receptoru. Endokrinné disruptivni
aktivita pak mtze byt zjiSténa pfimo stanovenim mnozstvi
vzniklého proteinu nebo stanovenim enzymové aktivity .
Testovani probihd na geneticky modifikovanych savcich
butikdch nebo kvasinkdch, transfekovanych (transfor-
movanych) vektorem, ktery obsahuje DNA sekvenci pro
receptor, reportérovy gen a specifické tiseky DNA, na
které se pripojuje receptorovy komplex, a které vyvolaji
expresi daného reportérového genu. NejvyuZivanéj$im
reportérovym genem pro savc¢i bunky je gen pro luciferasu,
u kvasinek je obvykle pouzivan gen PB-galaktosidasy®’.
Nejrozsifenéjsim takovym testem, vyuzivajicim rekombi-
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nantni kvasinkovy kmen Saccharomyces cerevisiae pro
zjisténi estrogenni aktivity latek, tzv. YES test, pouzivany
pro rychly screening riznorodych chemikalii®’.

Do skupiny benzonitrilovych herbicidd patii Ctyfi
strukturné si podobné latky — bromoxynil (3,5-dibrom-4-
-hydroxybenzonitril), dichlobenil (2,6-dichlorbenzonitril),
chloroxynil (3,5-dichlor-4-hydroxybenzonitril) a ioxynil
(3,5-dijod-4-hydroxybenzonitril). AZ na chloroxynil jsou
vSechny pomérn¢ S§iroce pouzivany v zemédelstvi
i vdomacnostech pro kontrolu ristu plevele. Mechanis-
mus, kterym pusobi toxicky pro cilovy organismus, byl
detailné¢ prostudovan u bromoxynilu, dichlobenilu
aioxynilu'’. Kromé& zakladnich latek na sebe v posledni
dob¢ strhavaji pozornost také jejich metabolity. Jde o latky
vznikajici v pid¢€ mikrobialni a abiotickou degradaci. Mezi
nejvyznamnéj§i metabolity  benzonitrilovych herbicidl
fadime benzamidy (2,6-dichlorbenzamid od dichlobenilu,
3,5-dibrom-4-hydroxybenzamid od bromoxynilu a 3,5-di-
jod-4-hydroxybenzamid od ioxynilu) a kyseliny odvozené
od téchto latek (2,6-dichlorbenzoova kyselina od dichlobe-
nilu, 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoova kyselina od bro-
moxynilu a 3,5-dijod-4-hydroxybenzoova kyselina od
ioxynilu). Zejména v piipad¢ benzamidl se jedna o velmi
perzistentni latky, u kterych bylo prokézano, Ze jsou velmi
obtizné odstrafiovany z Zivotniho prostredi'’.

Toxicitni projevy na prokaryontni i eukaryotni orga-
nismy jsou u jednotlivych herbicidi jiz popsany'. Cilem
prace je doplnit informace o endokrinné disruptivni aktivi-
té dichlobenilu, ostatnich herbicidi a hlavné jejich meta-
boliti, které prozatim v literatufe chybi.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Pro stanoveni estrogenni aktivity benzonitrilovych
herbicidl a jejich mikrobialnich metabolitl byl zvolen test
vyuzivajici luminiscen¢ni kvasinkovy kmen Saccharomy-
ces cerevisiae BMA64-1A (cit.'>'™). Test je zalozen na
expresi luciferasy, ke které dochazi po aktivaci estrogenni-
ho receptoru. Vtestu je kromé kmenu S. cerevisiae
BMAG64-1A vyuZivan je§t€ kmen S. cerevisiae BMA64/
Luc, u kterého je luciferasa exprimovana konstitutivné
a ktery slouzi jako kontrolni kmen pro zjiSténi toxicity
testovaného vzorku. Priprava kvasinkovych kment
S. cerevisiae BMAG64-1A a S. cerevisiae BMAG64/Luc.
Kmeny byly o¢kovany z misek do 10 ml tekutého SD mé-
dia s obsahem glukosy a aminokyselin'® a kultivovany pres
noc za stalého tfepani pii 28 °C. Narostla nocni kultura
byla nafedéna SD médiem na ODgy = 0,6 a dale kultivo-
vana na ODggp= 0,8.
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Pracovni postup

Do sklenénych kyvet bylo pipetovano 180 pl suspen-
ze kmene S. cerevisiae BMA64-1A a do druhé sady 180 pl
suspenze kmene S. cerevisiae BMA64/Luc. Nasledné bylo
do kazdé zkumavky ptidano 20 pl vzorku (testované latky,
17B-estradiolu nebo destilované vody). Kyvety byly inku-
bovany 2,5 hodiny pii 30 °C. Po uplynuti této doby bylo
stanoveno mnozstvi vzniklé luciferasy tak, ze do kazdé
kyvety bylo pfidano 200 ul 1mM roztoku D-luciferinu,
rychle byla promichana a okamzité proméfena na lumino-
metru FB 12 (Berthold Detection Systems, Némecko).
Meéfeni probihalo po dobu 1 minuty a data byla sbirdna po
1 sekundé. Kyvety byly méfeny vzdy po jedné, okamzité
po pfidani D-luciferinu.

Vyhodnoceni testu

Po proméfeni ziskdme 60 hodnot RLU (relativni své-
telné jednotky) pro kazdou kyvetu. Indukce exprese luci-
ferasy v kmeni S. cerevisiae BMA64-1A vlivem piisobeni
testované latky je vyjadrena hodnotou FI (indukéni faktor).
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#3L, (1)

kde XLg je suma, ziskana souctem vSech 60 hodnot RLU
pro 1 kazdou kyvetu s testovanou latkou, ¢XLg prameér ze
tii vypoctenych sum, ziskanych souctem hodnot RLU pro
negativni kontrolu (destilovanou vodu).

Pro zji§téni, jestli neni pfirdstek nebo ubytek luminis-
cence u kmene S. cerevisiae BMA64-1A zpisoben toxici-
tou testované latky ¢i pfitomnosti nutrietti se stimula¢nim
efektem, byl stanoven pro kazdou testovanou latku korekc-
ni faktor CF. Tento faktor byl vypocten z hodnot RLU
ziskanych pti méfeni s kmenem S. cerevisiae BMA64/Luc.

gL,
CF=¢E—LS )

kde ¢XLp je pramér ze tfi vypoctenych sum, ziskanych
souctem hodnot RLU pro negativni kontrolu (destilovanou
vodu), ¢XLg pramér ze tii vypoctenych sum, ziskanych
soutem hodnot RLU pro danou testovanou latku
(koncentraci).
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Obr. 1. Hodnoty Fic (vyjadiujici miru estrogenni aktivity latek) benzonitrilovych herbicidi a jejich mikrobialnich metabolita (pro
koncentaci 10 mg I'"); BRX — 3,5-dibrom-4-hydroxybenzonitril, BRAC — 3,5-dibrom-4-hydroxybenzoové kyselina, BRAM — 3,5-dibrom-4-
-hydroxybenzamid, DCB — 2,6-dichlorbenzonitril, DCBA — 2,6-dichlorbenzoova kyselina, BAM — 2,6-dichlorbenzamid, CHX — 3,5-di-
chlor-4-hydroxybenzonitril, CHXAC — 3,5-dichlor-4-hydroxybenzoova kyselina, CHXAM — 3,5-dichlor-4-hydroxybenzamid, I0X — 3,5-di-
jod-4-hydroxybenzonitril (v koncentraci 0,01 mg I-'), IOXAC — 3,5-dijod-4-hydroxybenzoova kyselina, IOXAM — 3,5-dijod-4-hydroxy-
benzamid
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Pokud je vypocteny korela¢ni faktor vzorku CF mezi
hodnotami 0,5 a 2, je induk¢ni faktor pfislusného vzorku
upraven podle nésledujiciho vzorce:

Fic = FI x CF 3)
Pokud je vypocteny korelacni faktor vzorku CF > 2,

vzorek je toxicky a méfeni musi byt provedeno s nizsi
koncentraci této latky.

Hodnoceni vysledk

Jednovybérovym jednostrannym t-testem byly porov-
nany ziskané hodnoty Fic (vyjadfujici miru estrogenni
aktivity latek) pro jednotlivé latky (koncentrace)
s hodnotou Fic = 1, kterou by mél vzorek s nulovou estro-
genni aktivitou.

Vysledky a diskuse

Mira estrogenni aktivity, kterd je pfimo Umérna
mnozstvi vznikajici luciferasy u kmene Saccharomyces
cerevisiae BMA64-1A, je vyjadfena pomoci koeficientu
Fic.

V8echny  sledované  latky  byly  testovany
v koncentraci 10 mg 1" ve tfech paralelach. P¥i prvnim
meéfeni samotnych herbicidi se ukazalo, ze u ioxynilu
(I0X) je tato koncentrace piilis toxicka, tudiz byla tato
latka testovana v koncentraci 0,01 mg 1. Testovan byl
v koncentraci 10 mg 1™ také bisfenol A. Jedna se o latku,
kterd je znamym endokrinnim disruptorem a interaguje
s estrogennim receptorem. Bisfenol A byl méfen proto,
aby bylo ziejmé, zda je mozné v této koncentraci (10 mg I'™")
detegovat estrogenni aktivitu u latky nehormonalniho cha-
rakteru. Dale byl testovan 17f-estradiol, pfirozeny ligand
lidského estrogenniho receptoru, v koncentraci 0,1 pM.

Vysledkem testu jsou Fic hodnoty pro jednotlivé latky
(obr. 1), které¢ byly statisticky zpracovany. Pomoci jedno-
stranného jednovybérového t-testu byly hledany ty hodno-
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Obr. 2. Hodnoty koeficientu Fic (vyjadfujici miru estrogenni
aktivity latek) pro rizné koncentrace herbicidu dichlobenilu
(DCB)
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ty Fic, které jsou statisticky vyznamné vyssi nez hodnota
Fic = 1 (hodnota pro vzorek s nulovou estrogenni aktivi-
tou). Koeficient Fic = 1,5 = 0,1 pro herbicid dichlobenil
(10 mg 1) byl na hlading pravdépodobnosti o = 0,01 roz-
poznan jako statisticky vyssi. Na zakladé téchto vysledkt
byla pro dichlobenil prométena koncentracni fada: 0,001;
0,01; 0,1; 1 a 10 mg I"!. Z hodnot ziskanych prométenim
vice koncentraci dichlobenilu (obr. 2) vyplyva, ze hodnoty
Fic pro tento herbicid jsou vyssi, nicméné v porovnani
s bisfenolem A, jehoZz Fic = 72,8 & 3,3, jsou zanedbatelné.
Navic se u dichlobenilu nenachazi zadna zavislost hodnoty
Fic (estrogenni aktivity) na koncentraci latky. Hodnota
koeficientu Fic ziskana pro 17B-estradiol je 103 + 3.

PiestoZe byla jiz testovana celd fada pesticidnich 14-
tek, komplexni data popisujici endokrinné disruptivni
vlastnosti benzonitrilovych herbicidd doposud chybi.
Z benzonitrilovych herbicidd byl na estrogenni aktivitu
testovan pouze dichlobenil. /n vitro studie na ovarialnich
CHO buikach, hepatocytech pstruha duhového a na re-
kombinantnich kvasinkidch'® neprokazaly tento herbicid
jako latku interferujici s estrogennim systémem. loxynil,
jako jediny z benzonitrilovych herbicidd, je zde zafazen,
ato jako antagonista thyroidnich hormonti a jako latka
ovlivitujici expresi gentt kodujicich jaderné receptory pro
thyroidni hormony'’. Do této chvile bylo na nékolika
in vitro systémech prokazano, ze kromé antagonistické
aktivity v&i trijodthyroninu'™ ma ioxynil také vysokou
afinitu k transthyretinu'>*. Pomoci in vivo testu na drapat-
ce vodni vSak schopnosti ioxynilu interferovat
s thyroidnim systémem potvrzeny nebyly'®.

S vysledky téchto studii se shoduji vysledky ziskané
meétenim s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae BMA64-
1A, pomoci které nebyla zadna estrogenni aktivita dichlo-
benilu, ostatnich benzonitrilovych herbicidii ani jejich
mikrobialnich metabolitl potvrzena. Existuji vSak i jiné
mechanismy, kterymi mohou tyto latky interferovat
s estrogennim systémem a které timto testem nejsou dete-
govatelné. Piikladem miize byt inhibice estrogenniho re-
ceptoru nebo ovlivnéni syntézy a metabolismu ptislusnych
hormont®.

Zavér

Organické pesticidy jsou nejveétsi skupinou xenobio-
tik, ktera je lidmi dobrovolné vnasena do Zivotniho pro-
stiedi. Je nutné zabyvat se nejen riziky, ktera pro ¢lovéka a
zivotni prostfedi vyplyvaji z pouzivani pesticidni latky
samotné, ale také nutnost intenzivné¢ zkoumat osud téchto
latek v zivotnim prostiedi. Prostfednictvim biodegradac-
nich  pokusi  Ize  vystopovat  mikroorganismy
s pozadovanymi degradacnimi schopnostmi a také urcit,
jaké latky z daného pesticidu vznikaji. Dilezité jsou také
informace o pohybu a perzistentnosti pesticidnich latek
ajejich metaboliti v zivotnim prostiedi. Pro posouzeni
takového biodegradacniho procesu jsou testy toxicity, mu-
tagenity a také endokrinni disrupce nezbytné.
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P. Lovecka, M. Thimova, and K. Demnerova
(Department of Biochemistry and Microbiology, Institute
of Chemical Technology, Prague): Potential Endocrine
Activity of Benzonitrile Herbicides

This review focuses on the estrogenic activity of the
benzonitrile herbicides — bromoxynil, chloroxynil, dichlo-
benil and ioxynil and their microbial metabolites — acids
(such as 3,5-dibromo-4-hydroxybenzoic acid and its amide).
Some of their metabolites are very persistent. The estro-
genic activity of the benzonitrile herbicides and their me-
tabolites were studied using the mutant strain of Saccharo-
myces cerevisiae BMA64-1A. However, their estrogenic
activity was not proved.



