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Predkladany soubor specializovanych map s odbornym obsahem je jednim z vystup( projektu
“Emergentni polutanty ve slozkach zivotniho prostfedi ”, ¢. TBO30MZP00O1 podpofeného
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programem BETA Technologické agentury Ceské republiky.

Pri sledovani environmentalnich smési zahrnujicich fadu emergentnich polutantl je velmi
vhodné doplnit chemickou analyzu, tedy kvantitativni stanoveni vybranych polutantl, také
toxikologickymi analyzami charakterizujicimi toxicky potencial pritomnych polutantl. Hlavnim
cilem tohoto souboru map je vizualizovat informace o potencialnich biologickych efektech smési
latek ve vybranych sloZkach prostredi. V pribéhu reseni projektu byly zpracovany soubory map,
které prezentuji pilotni data o kontaminaci prostredi hodnocené pomoci toxikologickych metod.
Byly pfipraveny mapy ze studii vyskytu specifického toxického potencialu ve vodnim prostfedi, v
ovzdusi a ve vnitfnim prostrfedi budov. Vzorky pro toxikologické analyzy byly odebrany, zpracovany
a extrahovany vzdy paralelné se vzorky pro chemické analyzy, ovsem bez pridavku internich
standardd, které by mohly interferovat se sledovanymi biologickymi aktivitami. Podrobnosti k
odbéru a zpracovani vzorkl jsou uvedeny u jednotlivych studii.

Zobrazovana data o potencialnich biologickych efektech smési polutantl v odebranych vzorcich
v jednotlivych studiich zahrnuji vzdy sadu vybranych toxickych potenciall relevantnich pro dany
typ prostredi. Naruseni signalovani bunécnych receptord, na néz se zaméruje tento soubor map
(estrogenni, androgenni, aryl-hydrokarbonovy, thyroidni), hraje zasadni roli v celé fadé skodlivych
Uc¢ink( emergentnich polutantd, zejména v endokrinni disrupci (Janosek et al., 2006; Kortenkamp
et al., 2012). K charakterizaci specifického toxického potencidlu byly vyuzity zejména biotesty
zameérené na estrogenni a antiestrogenni aktivitu, androgenni a antiandrogenni aktivitu a toxicitu
dioxinového typu zprostredkovanou aryl-hydrokarbonovym receptorem. Tyto biotesty byly vybrany
z toho dlvodu, Ze detekuji polutanty s ¢asto diskutovanymi mechanismy Gc¢inku (Janosek et al.,
2006; Kortenkamp et al., 2012). S ohledem na rostouci po¢et emergentnich polutantd, které
mohou pdsobit i jinymi mechanismy G¢inku, byla sada biotestl pro studie zatiZzeni vnitfniho
prostredi rozsirena o biotesty pro hodnoceni thyroidni aktivity a biotest pro hodnoceni cytotoxicity
vzork{ na bunkach dychaci soustavy.

Detekce uvedenych potencialnich biologickych efektl probiha s vyuzitim biotestd zaloZzenych na
luminometrickém stanoveni reportérového genu luciferazy exprimované po aktivaci prislusného
receptoru v transgennich bunécénych liniich. Prvnim krokem hodnoceni G¢inkd vzorkl je test
cytotoxicity a stanoveni netoxické koncentrace pro bunécné modely (Brack et al., 2016) k
testovani specifickych Gc¢inkd. Hodnoceni toxicity dioxinového typu je provadéno za vyuziti
bunécné linie AZ-AHR pripravené z lidské bunécné linie jaterniho karcinomu HepG2 transfekci
genem pro luciferazu pod kontrolou aryl-hydrokarbonového receptoru (Novotna et al., 2011).
Alternativné je také pouzivana bunécna linie H4lIE-luc, coz je bunécna linie pfipravena z linie
potkaniho hepatomu H4IIE transfekci genem pro luciferazu (Ersekova et al., 2014). Tento gen je
pod kontrolou arylhydrokarbonového receptoru (AhR), méfime tedy aktivitu latek
zprostfedkovanou timto receptorem, také nazyvanou toxicita dioxinového typu. Hodnoceni
estrogenni a antiestrogenni aktivity vzorkd je provadéno za vyuziti bunécné linie HeLa9903
pripravené z lidské bunécné linie karcinomu délozniho Cipku Hela transfekci genem pro luciferazu
pod kontrolou estrogenniho receptoru (OECD, 2012). Alternativné je také pouzivana bunécna linie
MVLN pfipravena z lidské bunécné linie prsniho karcinomu MCF-7 transfekci genem pro luciferdzu
(Ersekova et al., 2014). Hodnoceni androgenni a antiandrogenni aktivity vzorkd je provadéno za
vyuziti bunécné linie MDA-kb2 pfipravené z lidské bunécné linie prsniho karcinomu MDA-MB-453
transfekci genem pro luciferdzu pod kontrolou androgenniho a glukokortikoidniho receptoru (Neale
et al., 2015). Pro odliSeni androgenni aktivity od mozné glukokortikoidni aktivity je potencialni
androgenni aktivita potlacena pridanim antiandrogenni latky flutamidu. Vhodné je i vyuziti
transgenniho kvasinkového modelu Saccharomyces cerevisiae, kde gen pro luciferdzu je pod
kontrolou androgenniho receptoru (Leskinen et al., 2005). Hodnoceni thyroidni aktivity vzorkl je
provadéno za vyuziti bunécné linie PZ-TR pripravené z lidské bunécné linie jaterniho karcinomu
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HepG2 transfekci genem pro luciferazu, jehoz exprese je fizena thyroidnim receptorem (lliés et al.,
2015). Ve studiich zamérenych na akvatické prostrfedi byla cytotoxicita podrobné hodnocena
pomoci luminometrického stanoveni zivotaschopnosti bunék rekombinantnich kvasinek
Saccharomyces cerevisiae po expozici testovanym vzorkdm (Leskinen et al., 2005). Pro detailni
hodnoceni cytotoxického potenciadlu vzork( z vnitfniho prostredi byla vyuZzita bunécna linie
lidského bronchialniho epitelu BEAS-2B (Ovrevik et al., 2010).

Principem biodetekce za pouziti uvedenych transgennich bunécnych linii je stanoveni aktivity
reportérové luciferazy po aktivaci prislusSného receptoru. Kvantifikace celkového potencialu smési
pritomnych polutantl plsobit sledovanym mechanismem Gcinku se provadi vyjadrenim v
ekvivalentech koncentrace modelové latky. Napriklad pfi hodnoceni estrogenity (linie HeLa9903
nebo MVLN) je modelovym estrogenem 17B-estradiol a mnozstvi latek ve vzorku plsobicich
estrogennim mechanismem Ucinku se vyjadfuje v ekvivalentech koncentrace této latky, napf. v
ng/| EEQ (EEQ - 17B-estradiol ekvivalent), ktera by zplsobila stejny ucinek jako testovany vzorek.
Analogicky to plati i pro ostatni typy mechanism( ucinku. Androgenita vzorku se vyjadfuje v
ekvivalentech koncentrace modelového androgenu dihydrotestosteronu (linie MDA-kb2). Toxicita
dioxinového typu vzorku se vyjadfuje v ekvivalentech koncentrace modelové latky
2,3,7,8tetrachlordibenzo-p-dioxinu (TCDD), tedy v tzv. toxickych ekvivalentech (BIOTEQ). Thyroidni
aktivita vzorku se vyjadruje v ekvivalentech koncentrace modelového thyroidniho hormonu
trijodtyroninu (T3).

Antagonistické ucinky vzork( se stanovuji tak, ze spolecné s testovanym vzorkem jsou bunky
ko-exponovany i stfedni efektivni koncentraci (EC,,, tedy koncentrace latky vyvolavajici 50%
Ucinek) modelové latky prislusné pro dany typ mechanismu ucinku. Napfiklad pfi stanovovani
antiestrogenni aktivity vzorku je modelovym estrogenem jiz zminény 17B-estradiol, ktery se
pridava k testovanému vzorku v koncentraci odpovidajici hodnoté EC,,. Antiestrogenni efekt je pak
vyjadren jako index antiestrogenity, coz je inverzni hodnota koncentrace vzorku vyvolavajici
specifickou miru poklesu aktivity oproti tomuto pfidanému modelovému estrogenu. Optimalni je
vyjadrovat tyto koncentrace na drovni stfedni antagonistické koncentrace (IC,, pro antagonisticky
ucinek). Bohuzel komplexni environmentalni vzorky Casto vykazuji vyznamnou odpovéd v
biotestech, ktera ale nedosahuje Urovné 50% odpoveédi proti standardni modelové latce. V pfipadé,
Ze Ucinky byly statisticky vyznamné, ale antagonisticky Gc¢inek vétsiny vzorkd nedosahl hodnoty
ICs,, by UCinky u vétsiny vzorkd nebyly kvantifikovany. V tomto pripadé se pro kvantifikaci
antagonistickych Gc¢inkd zpravidla pouziva koncentrace zpUsobujici 20 nebo 25% ucinek (IC,, Ci
IC,s), kterého dosahla velkd ¢ast vzorkl, a tudiz umoznuje dobrou kvantifikaci biologickych
potenciall a jejich srovnani mezi rliznymi lokalitami. Stejny pristup se vyuziva i pfi hodnoceni
antiandrogenity a cytotoxicity, kde hodnotime index antiandrogenity a index cytotoxicity. Vyssi
hodnoty téchto index( tedy indikuji vyssi specificky toxicky potencidl. Pripadné Ize screeningova
data pro relativni srovnani mezi lokalitami vyjadrit jako velikost antagonistického Gc¢inku urcité
koncentrace vzorku v procentech. Tohoto pfistupu bylo vyuzito v prvni uvedené studii, kde
antiandrogenni aktivita vzork( sedimentu byla vyjadrena jako procentualni inhibice odpovédi
standardniho androgenu. V pripadé studie se vzorky vzduchu a prachu z vnitfniho prostredi byly
antiestrogenita a antiandrogenita vyjadreny v ekvivalentech koncentrace specifickych inhibitord
dané signalni drahy, standardniho antiestrogenu fulvestrantu a standardniho antiandrogenu
flutamidu.

U map jsou specifikovany limity kvantifikace (LOQ) zobrazovaného potencialniho biologického
efektu. Hodnoty pod limitem kvantifikace jsou v grafech vykresleny Sedou barvou na Urovni LOQ/2.
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2 MAPOVE LISTY

Predkladany soubor map obsahuje série studii zamérenych na rlizné slozky prostredi. Celkové
jsou zahrnuty vysledky ze sedmi studii, Ctyrfi z nich jsou zaméreny na akvatické prostredi, dvé na
vneéjsi ovzdusi a jedna na vnitrni prostredi budov.

Ctyfi studie pfindseji data o potenciélnich biologickych efektech latek v environmentélnich
smésich z rlznych typl akvatickych ekosystémuU. V mapach jsou prezentovana data ohledné
kontaminace vody (vzorkované i pomoci pasivnich vzorkovacl) a sedimentl jako dllezitych
sledovanych matric z hlediska vyskytu emergentnich polutantd.

Uzivatelem téchto vysledkd je nejen odborna verejnost, ale také statni a regionalni sprava
véetné odbord MZP, které mohou vysledky uplatnit k pInéni povinnosti CR v rémci mezinarodnich
Umluv. Dalsi cilovou skupinou uzivatell jsou i firmy a instituce zabyvajici se kvalitou a znecisténim
vnitiniho a vnéjsiho prostfedi a vodniho ekosystému. V podminkach CR jsou to zejména zdravotni
Ustavy, mistni samospravy, hygienické stanice a spole¢nosti zodpovédné za kvalitu a hygienicky
stav uzivanych staveb, déle pak statni podniky Povodi a Cesky hydrometeorologicky Ustav.

2.1 PROSTOROVA A CASOVA VARIABILITA POTENCIALNICH BIOLOGICKYCH EFEKTU V DNOVYCH SEDIMENTECH REKY
MORAVY A JEJIHO PRITOKU DREVNICE NA ZLINSKU

Tato studie podrobné charakterizuje specifické toxické potencialy kontaminantl fi¢nich
sedimentl. Popisuje sezdnni a prostorovou variabilitu kontaminace sedimentl latkami s
dioxinovym a endokrinné-disruptivnim potencidlem v reprezentativni primyslové oblasti.
Sedimenty byly vzorkovany v mési¢nim intervalu (28 dni) od ¢ervence 2007 do Cervence 2008 na
péti lokalitadch v jihovychodni ¢asti Ceské republiky. Vybréna byla feka Morava a jeji pFitok
Drevnice, jejichz voda i sediment jsou historicky zatizené okolni intenzivni hospodarskou a
primyslovou c¢innosti. Lokalita Bélov (BE) lezi na rfece Moravé nad soutokem s rekou Drevnici.
Lokalita Malenovice (MA) lezi na fece Drevnici a je zatizena primyslovymi a komunalnimi
odpadnimi vodami z aglomerace Zlina a Otrokovic. Profil Spytihnév (SP) je lokalizovan pod
soutokem feky Moravy s fekou Drfevnice. Lokality Certak (CE) a Certak - mrtvé rameno (CR) lezi
dale po toku rfeky Moravy a byly vybrany tak, aby na nich bylo mozné provést srovnani znecisténi v
ficnim korytu aktivniho toku a jeho slepych ramenech. Lokality MA, SP, CE a CR jsou po proudu od
komunalnich Cistiren odpadnich vod. Oproti tomu lokalita BE se nachazi po proudu od malych mést
a vesnic bez Cistiren odpadnich vod.

Vzorkovaci tyCi byl odebran vzdy jen povrchovy sediment (max. 10 cm) ve vzdalenosti cca 1 az
2 m od brehu reky. Reprezentativni vzorky fi¢nich sedimentl z kazdé lokality byly pripraveny
smichanim péti az osmi dil¢ich vzorkd odebranych na rozloze cca 4 m®. Po pfevezeni vzork( do
laboratore byly ze sedimentl odebrany kusy materiald vét$i nez 1 cm a sedimenty byly
lyofilizovany. Suché vzorky sedimentl byly nasledné homogenizovany, pomlety, prosety (2mm
sito) a uskladnény pfi -20 °C. Pro testovani vzork( sediment( v biotestech bylo pouzito 20 g
lyofilizovaného sedimentu, ktery byl extrahovan 1 hodinu dichlormethanem (DCM) pomoci
automatizovaného Soxhletova extraktoru (B-811 Biichi, Svycarsko). Extrakty byly o$etfeny
praskovou aktivni médi pro odstranéni siry a zkoncentrovany pomoci proudu dusiku. Cast extraktu
byla prevedena do ethanolu (EtOH) a dimethylsulfoxidu (DMSO). Pro testovani pripravenych vzork{
byly v této studii pouZity tfi linie savcich bunék s transfekovanym luciferdzovym genem. Toxicita
dioxinového typu byla stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc. Estrogenita
byla stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MVLN. Androgenita a antiandrogenita byly
stanoveny pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MDA-kb2. Vysledky této studie jsou

prezentovany v mapach 1 - 5.
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2.2 SEZONALITA POTENCIALNICH BIOLOGICKYCH EFEKTU V POVRCHOVE A KOMUNALNI ODPADNIi VODE A V
SEDIMENTECH V AGLOMERACI MESTA BRNA

Tato dvouleta studie charakterizuje trendy a variabilitu znecisténi v povodi dvou fek v oblasti s
fadou prdmyslovych ¢innosti. Vzorky byly odebirdny v druhé nejvétsi méstské aglomeraci (Brno) v
Ceské republice. M&sto Brno s 400 000 obyvateli se rozklada v povodi fek Svratky a Svitavy.
Cistirna odpadnich vod (COV) v Brné-Modficich slouzi k ¢isténi odpadnich vod pfivadénych
systémem kanalizacnich stok z mésta Brna a ve stale vétsi mife prostfednictvim soustavy
Cerpacich stanic i z Sirokého okoli Brna. Bylo vybrano 9 vzorkovacich lokalit na tfech rekach
Svratka, Svitava a Bobrava. Vzorkovaci mista na fece Svratce byla nad Brnem v méstské Casti
Knini¢ky pod prehradou (lokalita 1) a pod Brnem pred soutokem s fekou Svitavou (lokalita 2). Na
fece Svitavé byla vzorkovaci mista Bilovice nad Svitavou (malé mésto nad Brnem, lokalita 3), pod
Brnem pak pred soutokem s rekou Svratkou (lokalita 4). DalsSi odbérova mista byla na pfitoku
(lokalita 5) a odtoku (lokalita 6) odpadnich vod na COV Modfice, kterd se nachazi pod soutokem
Feky Svratky a Svitavy. Sedimenty nebyly na lokalité 5 (pfitok odpadnich vod na COV) vzorkovany,
lokalita 6 byla v pripadé odbéru sedimentl umisténa v rece Svratce pod vypusti odpadnich vod.
Treti vzorkovanou rekou byla Bobrava (lokalita 9), ktera se vlévad do Svratky pod cistirnou
odpadnich vod. DalSi dvé odbérova mista byla dale po proudu na fece Svratce pod soutokem s
Fekou Bobravou v blizkosti mensich mést Rajhradice (lokalita 7) a Zidlochovice (lokalita 8).

Vzorkovani probihalo v letech 2007 - 2008, vzdy na jare a na podzim. Pro hodnoceni Grovné
znecisténi byly odebirany dva typy vzorkd: voda a sediment. Sediment se odebiral vzorkovaci tyci.
Pouzit byl jen povrchovy sediment (5-10 cm) odebrany ve vzdalenosti cca 1 az 2 m od brehu feky.
Ze sedimentd byly odebrany vétsi kusy materiall jako drevo, listi, kameny vétsi nez 1cm a
sedimenty byly lyofilizovény. Suché vzorky sedimentl byly nasledné homogenizovany, pomlety a
prosety (2mm sito). Pro testovani vzorkd sedimentl v biotestech bylo pouZzito 5 g lyofilizovaného
sedimentu, ktery byl extrahovan hexan: acetonem (3:1) automatickym Soxhletovym extraktorem
(B-811 Biichi, Svycarsko). Na ziskani vzorkd vody byly pouzity dva typy pasivnich vzorkovacd: s
polopropustnou membranou (SPMD) pro hydrofobni kontaminanty a vzorkovace POCIS pro polarni
a hydrofilni slouceniny. Vzorkovani probihalo dle metody Grabic et al. (2010). Vzorkovace byly
umistény v hloubce 0,5-1 m po dobu 21-28 dni. Po ukonceni vzorkovaci doby byly membrany az do
analyzy skladovany v uzavrfenych nadobach v mrazni¢ce pfi teploté -18 °C. K eluci latek ze
vzorkovace SPMD byl pouzit hexan a z POCIS kombinace rozpoustédel
dichlormethan:methanol:toluen (8:1:1). Extrakty byly zkoncentrovany pomoci proudu dusiku. Cast
kazdého extraktu byla prevedena do DMSO pro testovani in vitro. Toxicita dioxinového typu byla
stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc, antiestrogenita na bunécné linii
MVLN, antiandrogenita na bunécné linii MDA-kb2. Cytotoxicita byla podrobné hodnocena pomoci
luminometrického stanoveni zivotaschopnosti bunék rekombinantnich kvasinek Saccharomyces
cerevisiae exponovanych testovanym vzorkim (Leskinen et al., 2005). Vzorkovaci rychlosti SPMD
pro vypocet navzorkovaného mnozstvi vody byly vypocitany pomoci 4 provoznich referencnich
latek (d,,-acenaften, d,,-fluoren, d,,-fenantren, d,,-chrysen). Potfebné hodnoty rozdélovacich
koeficientl latek v systému vzorkova¢ SPMD-voda byly odhadnuty z hodnot rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda metodou podle Huckins a kol. (2006). Na zdakladé kvalifikovaného
predpokladu, ze akumulace latek se sledovanymi Gcinky do vzorkovace POCIS je béhem celé doby
jejich expozice ¢asoveé integrativni (tj. v pripadé konstantni koncentrace ve vodé roste koncentrace
ve vzorkovaci linearné v Case) (Alvarez et al., 2007), jsou vysledky normalizovany a vyjadreny jako
potencialni biologické efekty latek akumulovanych za 21 dni expozice. Normalizace byla provedena
s cilem zjednodusit srovnatelnost vysledkl mezi rGznymi lokalitami. Vysledky hodnoceni
potencidlnich biologickych efektl z této studie jsou prezentovany v mapach ¢. 6 - 18.
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2.3 TOXICITA DIOXINOVEHO TYPU A ESTROGENITA V POVRCHOVE VODE V PRAMENNYCH OBLASTECH (HORNICH TOCICH)
REK

Pro zhodnoceni specifickych toxickych potencialll v povrchové vodé v pramennych oblastech
fek bylo vybrano sedm hornich tokd (Ticha Orlice, Jizerka, Bobersky potok, Mze, Volyrka, Volarsky
potok, Zivny potok). Na nich byl sledovan vliv prvnich obci s &istirnami odpadnich vod (Kraliky,
Jilemnice, Cvikov, Tachov, Vimperk, Volary a Prachatice). VSechny vybrané lokality se nachazeji v
relativné Cistych oblastech bez primyslového zatizeni. Sledované obce maji cca 1900 - 13000
obyvatel a objem vody vypousténé z Cistiren odpadnich vod predstavoval na jednotlivych hornich
tocich v prdméru 4 - 30 % objemu vody v recipientu. Na ziskani vzorkl vody byly pouzity pasivni
vzorkovace POCIS pro polarni a hydrofilni slou¢eniny. Jeden vzorkova¢ POCIS-Pest a jeden POCIS-
Pharm (Exposmeter AB, Svédsko) byl umisté&n vzdy 2 - 5 km proti proudu toku (zalesné&nd &&st bez
antropogenniho znecisténi) od prvniho sidla a komunalni ¢istirny odpadnich vod (COV) a druha
sada vzorkovac( byla umisténa 150 - 250 m pod COV. Véechny vzorkované oblasti byly v prostfedi
lesCi, pastvin nebo pfirozenych ¢&i polopfirozenych stanovist. Vétsina COV pracovala na principu
biologického cisténi odpadnich vod za pomoci aktivovaného kalu. Vzorkovaci zafizeni bylo ve
vodnim toku umisténo 16 - 23 dni béhem ledna nebo ¢ervna 2008. Na pripravu extraktd z
pasivnich vzorkovacl typu POCIS-Pharm byl pouzit methanol a pro POCIS-Pest smés
dichlormethan:methanol:toluen (8:1:1). Extrakty byly pro testovani zakoncentrovany pomoci
proudu dusiku.

Estrogenita v extraktech obou typl pasivnich vzorkovacl vod POCIS (Pharm, Pest) z hornich
tokd rek byla stanovena pomoci in vitro biotestu na bunécné linii MVLN a toxicita dioxinového typu
byla stanovend pomoci in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc. Na zakladé kvalifikovaného
predpokladu, ze akumulace latek se sledovanymi Ucinky do vzorkovace POCIS je béhem celé doby
jejich expozice Casoveé integrativni (tj. v pripadé konstantni koncentrace ve vodé roste koncentrace
ve vzorkovaci linearné v Case) (Alvarez et al., 2007), jsou vysledky normalizovany a vyjadreny jako
potencialni biologické efekty latek akumulovanych za 20 dni expozice. Normalizace byla provedena
s cilem zjednodusit srovnatelnost vysledkd mezi rlznymi lokalitami. Vysledky této studie
zobrazené v mapach ¢. 19 - 21 uvadéji srovnani koncentraci estrogenniho a dioxinového
ekvivalentu v POCIS vzorkovacich exponovanych v hornich tocich rfek vzdy nad obci a pod obci a
Cistirnou odpadnich vod.

2.4 ESTROGENITA VE STOJATYCH VODACH S MASOVYM ROZVOJEM VODNIHO KVETU SINIC

Tato dvouletd studie charakterizuje estrogenni aktivitu ve stojatych povrchovych vodach,
zahrnujicich rybniky, pfehrady i mensi nadrze. Vzorky vody byly odebrany celkem z 20 lokalit s
masovym rozvojem vodniho kvétu sinic. Z toho 16 lokalit bylo v Ceské republice, pét lokalit v
Jihomoravském kraji (lokality 1-5) a jedendct v JihoZeském kraji (lokality 6 a 11-20). Ctyfi vodni
nadrze/rybniky byly vzorkovany v Madarsku (lokality 7-10). Kazda odbérova lokalita reprezentovala
samostatné vodni téleso - nadrz, prehradu i rybnik. Jejich ndzvy a umisténi jsou uvedeny v mapé
C. 22. Odbéry byly realizovany v letnich mésicich (konec Cervence - zafi) roku 2013 a 2014. Na
kazdé lokalité bylo odebrano 2,5 litru vody do tmavych sklenénych lahvi, které byly transportovany
v chladicim boxu do laboratore, uloZzeny ve tmé pfi 4 °C a zpracovany do 24 hod. Vzorky byly
centrifugovany pfi 3900 g a filtrovany pres 0,6um papirové filtry k odstranéni ¢astic a bunék
vodniho kvétu. Vzorky byly zpracovany prostrednictvim extrakce na tuhou fazi (SPE). Byly pouzity
C18 Oasis HLB kolony (1g, Waters, Milford, USA) prekondiciované 10 ml methanolu a 10 ml vody.
Na kolonu byly aplikovany 2 litry vody, eluce byla provedena 20 ml methanolu a eludty z kolony
zakoncentrovany pro analyzy. V téchto vzorcich byla analyzovana estrogenita pomoci in vitro
transgenniho buné¢ného modelu HelLa9903. Studie poukazuje na velmi ¢astou pfitomnost latek s
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estrogenni aktivitou ve stojatych povrchovych vodach.

Mapy €. 22 - 23

Tri studie pfinaseji data o potencialnich biologickych efektech latek v environmentalnich
smésich z vnéjsiho ovzdusi a z vnitfniho prostfedi budov. V mapach jsou prezentovana data
popisujici kontaminaci plynné a ¢asticové frakce ovzdusi a také prachu jako dlleZitych
sledovanych matric z hlediska vyskytu emergentnich polutantd.

2.5 POTENCIALNI BIOLOGICKE EFEKTY VE VDECHNUTELNE FRAKCI VZDUSNEHO AEROSOLU (PM10) A PLYNNE FRAKCI
VOLNEHO OVZDUSI Z OBLASTI S RUZNYMI ZDROJI ZNECISTENI

Studie se zaméfila na vdechnutelnou frakci vzduSného aerosolu (PM10) a plynnou frakci
volného ovzdusi odebrané na osmi lokalitdch v okoli Uherského Hradisté a Sesti lokalitach v
Neratovicich. Jako referencni lokalita slouzila observatof v KoSeticich. Zajmové regiony byly
vybréany tak, aby zahrnovaly rdznorodé zdroje znecisténi ovzdusi. Hlavnim zdrojem znecisténi na
observatofi KosSetice bylo pravdépodobné zemédélstvi. Lokality v okoli Uherského Hradisté byly
prevazné zatizeny zdroji znecisténi z dopravy a Castecné téz z chemického primyslu (produkce
barviv). V Neratovicich byl predpoklddanym hlavnim zdrojem znecisténi chemicky prdmysl. Vzorky
byly odebrany v letnich mésicich roku 2005 velkoobjemovymi ¢erpadly s kfemicitym filtrem (quartz
filtr) a sorbentem PUF (polyuretanova péna) pro odbér plynné a ¢asticové frakce ovzdusi po dobu
4-7 dnl. Odbér dvou typl matrice vyznamné rozsSifuje spektrum navzorkovanych latek. Frakce
PM10 obsahovala méné volatilni latky, které se mohou dostat do dychaci soustavy Cloveéka spolu s
vdechnutym aerosolem. Plynna frakce obsahovala pfevazné semivolatilni polutanty, které pronikaji
do dychaci soustavy pfimo s vdechnutym vzduchem. Filtry s odebranymi vzorky byly extrahovany
dichlormethanem pomoci automatizovaného Soxhletova extraktoru (B-811 Biichi, Svycarsko). Pro
analyzu pomoci biotestd byly vzorky prevedeny z dichlormethanu do dimethylsulfoxidu. Potencialni
biologické efekty vzork( byly stanoveny s pouzitim sady tri biotestd. Antiandrogenita vzork( byla
detekovana pomoci transgenniho kvasinkového modelu Saccharomyces cerevisiae (Leskinen et al.,
2005), antiestrogenni potencial pomoci lidské bunééné linie MVLN a toxicita dioxinového typu za
pouziti in vitro biotestu na bunécné linii H4lIE-luc. Vysledky hodnoceni potencialnich biologickych
efektl z této studie jsou prezentovany v mapach ¢. 24-27.

2.6 POTENCIALNI BIOLOGICKE EFEKTY VE VELIKOSTNICH FRAKCICH VZDUSNEHQ AEROSOLU NA LOKALITACH V
JIHOMORAVSKEM KRAJI S RUZNYMI ZDROJI ZNECISTENI

Céstice vzdu$ného aerosolu mensi nez 10 um jsou sice schopny proniknout do dychaciho traktu,
ale hloubka jejich prlniku Gzce souvisi s jejich aerodynamickym primérem. Hrubé castice (2,5-10
um) jsou zachyceny hlavné v hornich cestach dychacich a jsou nasledné z téla vylouceny. Jemnégjsi
¢astice pronikaji hloubéji az do oblasti vymény plyn(, kde mohou do organizmu uvolnit potencialné
toxické latky. Velikost ¢astic také Gzce souvisi s procesem jejich vzniku a typem polutant(, které
jsou s Casticemi asociovany. Hrubé Castice sestavaji z velké Casti z mineradlnich komponent,
naopak jemné obsahuji velké mnozstvi uhliku a ¢asto obsahuji relativné velké mnozstvi
organickych polutantd.

V rozmezi ¢ervence 2007 az Unora 2008 byl na Sesti lokalitach v Jihomoravském kraji po dobu
¢tyr tydnl/lokalitu postupné proveden odbér vzorkd vzdusného aerosolu kaskadovym impaktorem
a plynné frakce stfedné-objemovym vzorkovacem na sorbent PUF (polyuretanova péna). Umisténi
odbérovych lokalit je vykresleno na mapé Cislo 28. Lokality byly zvoleny tak, aby se lisily hlavnimi
zdroji znecisténi a aby zahrnovaly Siroké spektrum moznych vlastnosti vzdusného aerosolu.
Lokalita cementarna byla znecisténa produkci cementu a spojenymi spalovacimi procesy. Hlavnim
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zdrojem znecisténi na lokalité kamenolom byla pravdépodobné tézka technika, na letisti v
Tufanech zemédélstvi a doprava, na méstské lokalité v Brné doprava a lokalni topenisté, v Kyjové
primysl a na vesnici lokalni topenisté. Na kazdé lokalité byl odebran aerosol v Sesti velikostnich
frakcich (7,2-10 ym; 3-7,2 ym; 1,5-3 ym; 0,95-1,5 um a 0,49-0,95 um) a latky pfitomné v plynné
fazi. Filtry s odebranymi vzorky byly extrahovany dichlormethanem pomoci automatizovaného
Soxhletova extraktoru (B-811 Biichi, Svycarsko). Pro analyzu pomoci biotestd byly vzorky
prevedeny z dichlormethanu do dimethylsulfoxidu. U vzorkd byly zjistény a v mapach jsou
vykresleny toxicita dioxinového typu stanovena pomoci in vitro modelu H4lIE-luc, antiestrogenita
(bunécna linie MVLN) a antiandrogenita (bunécna linie MDA-kb2). Vysledky ukazuji vyrazny vliv
zdroje znecisténi na distribuci polutantd mezi velikostni frakce vzdusného aerosolu.

Mapy €. 28 - 31

2.7 POTENCIALN{ BIOLOGICKE EFEKTY VZORKU VNITRNiIHO PROSTREDI

Tato studie byla zamérena na vnitfni prostfedi budov, kde travi clovek vétSinu Casu. Pro
vzorkovani vnitfniho prostredi bylo vybrano osm lokalit. Vzorkované lokality zahrnuji pfednaskové
mistnosti (lokalita 1, 2) a kancelarské prostory (lokalita 3, 4, 5) v arealu Univerzitniho kampusu
Masarykovy univerzity v Brné, pro charakterizaci expozice pracujiciho ¢lovéka, ktery v téchto
prostorach travi vyznamnou ¢ast dne. Dale pak bylo vzorkovano domaci prostredi v Brné (lokalita
7) a malych obcich Breziné (u Krtin, lokalita 6) a Ivani (lokalita 8), odrazejici expozici prfevazné zen
na materské dovolené, déti a dale pracujicich lidi, ktefi v domacim prostfedi travi znacnou cast
Casu béhem dne. Do kazdé mistnosti byly umistény 2 nizko-objemové aktivni vzorkovace s
kfemicitym filtrem (quartz filtr) a sorbentem PUF (polyuretanova péna) pro odbér plynné a
Casticové frakce ovzdusi pro naslednou toxikologickou a chemickou analyzu. V zavéru kampané
byly odebrany prachové Castice pomoci vysavace se specialnim filtrem. Jedna se o metodu, kdy
prachové cCastice jsou zachytavany na vlozeném kfemenném filtru umisténém v hadici vysavace
pri vyvinuti podtlaku. Filtry byly extrahovany pomoci dichlormethanu a upraveny pro chemickou a
toxikologickou analyzu. Vzorky pro toxikologickou analyzu byly pfevedeny do methanolu a pouzity
do baterie toxikologickych testl. V rdmci této studie byla na osmi lokalitach sledovana toxicita
dioxinového typu, estrogenni aktivita, thyroidni aktivita, antiandrogenni a antiestrogenni aktivita a
cytotoxicita v bronchialnich bunkach. Zjisténim potencialnich biologickych efektl odebranych
matric ve vnitfnim prostredi a propojenim této informace s kvantitativnim stanovenim polutantd je
mozné docilit komplexniho pohledu na expozici ¢lovéka. Pro detailni hodnoceni cytotoxického
potencialu vzorkd z vnitfniho prostredi byla vyuZita bunéc¢na linie lidského bronchidiniho epitelu
BEAS-2B (Ovrevik et al., 2010). Principem hodnoceni cytotoxicity v téchto bunkach je
fluorimetrické stanoveni Zivotaschopnosti bunék exponovanych testovanym vzorkdim (Brack et al.,
2016). Pro kvantifikaci detekované antiandrogenity a antiestrogenity byly v této studii nové vyuzity
modelové standardni latky se znamym inhibiCnim/antagonistickym Gcinkem na signalni drahu
androgenniho resp. estrogenniho receptoru. Antagonisticky Ucinek vzorkl tak bylo mozné vyjadrit
jako ekvivalentni koncentraci znamého inhibitoru (antiestrogenu ¢i antiandrogenu), ktera ma
stejné Ucinky jako smés latek ve studovaném vzorku. Antiestrogenni potencidl byl vyjadren v
ekvivalentni koncentraci standardniho antiestrogenu fulvestrantu (ICI-182,780) a antiandrogenita v
ekvivalentni koncentraci standardniho antiandrogenu flutamidu. Tento pfistup je stale castéji
vyuzivan v odborné literature, protoze poskytuje radu prednosti. Na rozdil od index{
antagonistickych Gcinkd pouzitych v predchozich studiich umoznuje vyjadreni Gcinkd v
ekvivalentech koncentraci standardnich latek jednodussi porovnani absolutnich hodnot Gcinku,
protoze dvojnasobna koncentrace ekvivalentu inhibitoru jednoznacné vyjadruje dvojnasobny
inhibi¢ni Ucinek. Vyjadreni inhibi¢niho (antagonistického) Ucinku jako koncentrace standardniho
inhibitoru (antagonistické latky) tak umoznuje lepsi porovnatelnost dat mezi studiemi vyuzivajicimi
rlzné typy biotestl. Vyjadreni Gc¢inku jako ekvivalentni koncentrace zndmého inhibitoru totiz mdze
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do urcité miry eliminovat rozdily v citlivosti biotestd.

Mapy €. 32 - 44
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