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Hormonally active compounds -

identification and assessment

Summary

During the last two decades concerns have been raised regarding the possible harmful effects of exposure
to certain chemicals (natural and synthetic) that can modulate or disrupt the endocrine system (endocrine
disrupters, EDs). Their identification and assessment is complicated by a number of mechanisms on which
they act. As a result a variety of in silico/in vitro/in vivo methods are used. In this paper the most valuable
methods for initial assessment, screening and testing are reviewed. To protect public health, future risk assess-
ment of endocrine disrupters must take into account exposure to the mixtures in which different compounds
can interact. The development of fast and sensitive bioassays is crucial to the achievement of this goal.

Keywords: hormonally active compounds, methods in vitro, in vivo

Zaniepokojenie opinii publicznej obecnoscia w $ro-
dowisku zwiazkow chemicznych, ktére moga zakto-
ca¢ funkcjonowanie uktadu hormonalnego (endocrine
disruptors, EDs) wynika z udokumentowanych przy-
ktadow oddziatywania wielu zwiazkow na zwierzgta
dzikie oraz z wynikoéw badan eksperymentalnych i epi-
demiologicznych. Ze wzgledu na swoja okreslona
aktywnos$¢ biologiczna sa one szeroko stosowane jako
leki, $rodki ochrony roslin, dodatki do zywnosci, wcho-
dza w sktad kosmetykow, sSrodkdéw czystosci etc. (40).
EDs moga dziala¢ na drodze wielu mechanizmow:
poprzez aktywacj¢ lub blokade wtasciwych dla hor-
mondw receptorow moga odpowiednio nasladowac lub
hamowac¢ dziatanie naturalnych (endogennych) hormo-
now; wplywajac na aktywnos$¢ enzymow zaangazo-
wanych W stermdogenezq lub wiazac si¢ z biatkami
no$nikowymi moga mie¢ wptyw na syntezg, transport,
metabolizm lub wydalanie hormonéw (35, 43). W re-
zultacie takie wielokierunkowe oddzialywanie moze
prowadzi¢ do szeregu schorzen, stanowiac duze za-
grozenie dla zdrowia publicznego.

Mozliwosci i ograniczenia badai

Wykrywanie 1 monitorowanie obecnosci réznych
grup zwiazkéw w §rodowisku oraz w Zywnosci jest
mozliwe dzigki ogromnemu postgpowi, jaki dokonat
si¢ w zakresie rozwoju metod analitycznych (30). Na-
tomiast ciagle odczuwa si¢ brak metod dla jednoznacz-
nej oceny ich aktywnosci biologicznej (9, 50). Pocia-

ga to za soba problemy z ocena ryzyka dla zdrowia
cztowieka (28, 38, 39). Istniejace metody in vitro/in
vivo, jakie opracowano na przestrzeni szeregu lat (16,
19, 42), obok okreslonych mozliwo$ci maja takze
swoje ograniczenia (tab. 1). Ich znajomos$¢ jest nie-
zbg¢dna do racjonalnego wykorzystania tych metod
(18, 42, 45, 49). W ostatniej dekadzie uwaga $wiata
naukowego i r6znych organizacji migdzynarodowych
skupiala si¢ na weryfikacji, udoskonaleniu i walidacji
wybranych metod celem wtaczenia ich do programéw
badan nad zwiazkami hormonalnie aktywnymi (9, 10,
22, 32). Mimo pewnych réznic, zarbwno w USA, jak
i w krajach UE, udalo si¢ wypracowaé kilkupozio-
mowy schemat postgpowania obejmujacy kolejno me-
tody o wzrastajacej wartosci predyktywnej uzyskiwa-
nych z ich udziatem wynikoéw (22, 24). W ogo6lnym
zarysie koncepcja badania wedlug OECD obejmuje:
oceng wstgpna — poziom 1, badania skryningowe in
vitro — poziom 2 1 badania in vivo — poziom 3,415
(tab. 2).

Ocena wstgpna jest etapem przygotowawczym ima
na celu okreslenie zakresu narazenia na dany zwiazek
chemiczny, zgromadzenie (na podstawie dostgpnego
piSmiennictwa) danych na temat jego wtasciwosci fi-
zykochemicznych i toksykologicznych.

Badania skryningowe in vitro dostarczaja informacji
odnosnie do mechanizmu dziatania badanej substancji.

Do wykrywania substancji estrogennych najbardziej
popularne staty si¢ ustalone linie ludzkie raka piersi
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Tab. 1. Mozliwosci i ograniczenia metod in vitro/in vivo
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Metody Zalety

Wady i ograniczenia

e duza wrazliwo$¢ na mate stezenia (> wykrywalnos¢)
¢ duza specyficznos¢é odpowiedzi

o mozliwo$¢ wspotdziatania z modelami QSAR*

e mozliwo$¢ badania mieszanin (prébek biologicznych)
¢ metody zautomatyzowane (> obiektywno$¢ oceny)

o mozliwo$¢ prowadzenia badan przesiewowych

¢ mate ilo$ci substancji do badan (niskie koszty)

e ograniczenie uzycia zwierzat

In vitro

o hrak ADME**
o ryzyko wynikéw fatszywie pozytywnych/negatywnych
* mog3a by¢ jedynie wsparciem (drogowskazem) dla badan in vivo

.| e obejmuja szeroki zakres mechanizméow dziatani
n vivo jmuja a a atania

e oceniane wskazniki s3 (moga by¢?) przydatne w ocenie ryzyka

e uwzgledniaja ADME** co umozliwia oceng wptywu na caty organizm

e metody ugruntowane, akceptowane przez organizacje migdzynarodowe

Wyniki doSwiadczer moga byé modyfikowane przez:
o fitoestrogeny zawarte w paszach dla zwierzat laboratoryjnych
e endogenne estrogeny

Objasnienia: * —

QSAR, quantity structure activity relationship (charakterystyka iloSciowa zaleznosci struktura—powinowactwo);

— ADME, absorption, distribution, metabolism, excretion (absorpcja, rozmieszczenie, metabolizm, wydalanie)

Tab. 2. Koncepcja badania zwiazkéw hormonalnie aktywnych wg OECD

rdznienia agonistow od antago-
nistow. Testy te wykorzystuja

dobrze poznany, genomowy

uzyskanie informacji odno$nie do mechanizmu
dziatania - badania in vitro/in silico

Poziom 3*
uzyskanie informacji odno$nie do okreslonego efektu
endokrynnego - krdtkoterminowe testy in vivo

Poziom 4*
poznanie wptywu na tarczyce i narzady ptciowe
**metamorfoza zab

Poziom 5*
badania in vivo obejmujace kompleksowa ocene
efektdw endokrynnych, zaburzeri reprodukeyjnych etc.

Cel Zakres badan
Poziom 1 zgromadzenie informacji odno$nie do wtasciwosci
selekcja i wybor zwiazkéw na podstawie istniejacych | fizykochemicznych, zakresu narazenia, danych
danych toksykologicznych
Poziom 2 testy wiazania receptora ER, AR, TR,

testy aktywacji transkrypcyijnej,
wptyw na steroidogeneze i aktywno$¢ aromatazy,
modelowanie QSAR

test wzrostu macicy — aktywno$¢ (anty)estrogenna,
test Hershbergera - akiywno$¢ (anty)androgenna,
**test witellogeninowy na rybach

udoskonalony 28-dniowy test toksycznosci,
testy dojrzewania ptciowego — markery dojrzewania,
**zmiany histopatologiczne gonad ryb

badania 1-/2-pokoleniowe na ssakach
**testy reprodukcyjne na ptazach, rybach, ptakach

mechanizm dziatania hormo-
now steroidowych, zgodnie
z ktoérym aktywacja receptora
jadrowego przez hormon regu-
luje procesy transkrypcyjne,
zalezne od rodzaju i stezenia
liganda oraz czasu 1 miejsca
jego dzialania (44). Modelem
do badan sa zmodyfikowane
genetycznie komorki eukario-
tyczne, do ktérych wprowadzo-
no plazmid ekspresji recepto-
ra dla hormonu oraz gen repor-
terowy (42, 44). W obecnosci
zwiazkow hormonalnie aktyw-

Objasnienia: *
sykologiczne

MCF-71T47D (10) oraz raka jajnika BG-1 (11). Jed-
nym z pierwszych modeli do badan substancji o dzia-
faniu androgennym byta ludzka linia LNCaP, wyizo-
lowana z przerzutéw raka gruczotu krokowego (31).

Ilosciowa oceng powinowactwa substancji do wy-
izolowanych z komorek i tkanek receptoréw dla estro-
gendéw (ER) lub androgenow (AR) umozliwiaja testy
wigzania receptora. Nowe rozwiazania, polegajace na
zastapieniu technik radiometrycznych polaryzacja fluo-
rescencyjna umozliwiaja wprowadzenie znacznikdéw
fluorescencyjnych w miejsce izotopowych. Dzigki
temu testy wiazania receptora staly si¢ dostepne takze
dla laboratoriow, w ktorych techniki izotopowe nie
moga by¢ stosowane (42).

Bogatszych informacji w porownaniu z testami wia-
zania receptora dostarczaja testy aktywacji transkryp-
cyjnej. Pozwalaja one oceni¢ nie tylko zdolnos¢ sub-
stancji do wigzania z receptorami dla hormondw, ale
takze wskazuja na biologiczne konsekwencje tego
wigzania (16). Ich zastosowanie daje mozliwo$¢ od-

— badania z uzyciem zwierzat powinny by¢ wykonywane z przestrzeganiem
zasad dobrej praktyki laboratoryjnej i uzyskaniu zgody komisji etycznej; **

nych dochodzi do ekspresji
genu reporterowego, koduja-
cego biatko, ktore moze by¢
fatwo wykrywane 1 oznaczane
za pomoca metod spektrofotometrycznych, pomiaréw
fluorescencji lub luminescencji. W roli genéw repor-
terowych wykorzystywane sa geny [-galaktozydazy,
lucyferazy oraz biatka zielonej fluorescencji (green
fluorescent protein, GFP) (15, 46, 53). Chociaz pod-
jeto prace nad walidacja kilku sposrod wielu dostep-
nych testow aktywacji transkrypcyjnej, dotychczas tyl-
ko jeden, oparty na modyfikowanych genetycznie ludz-
kich komorkach raka szyjki macicy hERa-HeLa-9903,
zostal wlaczony w 2009 r. do katalogu metod OECD
(8). Na uwage zastuguje fakt, ze testy aktywacji trans-
krypcyjnej posiadaja duzy potencjat, jesli chodzi o wy-
korzystanie w badaniach aktywnosci hormonalnej mie-
szanin (44). W tym zakresie wykorzystywane sa m.in.
testy oparte na transformowanych szczepach drozdzy.
O wyborze drozdzy jako modelu do badania miesza-
nin decyduja nie tylko niskie koszty, fatwos¢ hodowli
1 podatno$¢ na manipulacje genetyczne, ale przede
wszystkim niewielka wrazliwo$¢ na obecne w prob-
kach zanieczyszczenia (53).

—badania ekotok-
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Unikalnym modelem in vitro badania wptywu kse-
nobiotykéw na produkcje hormonow pitciowych jest
linia NCI-H295R, wyprowadzona z komorek raka kory
nadnerczy cztowieka (21). Linia ta posiada fizjologicz-
ne cechy strefowo niezréznicowanych komorek nad-
nerczy ptodu i zdolno$¢ do produkcji hormonoéw, jaka
wykazuja trzy fenotypowo zrdéznicowane strefy kory
nadnerczy dorostych, produkujace mineralokortyko-
steroidy, glukokortykosteroidy 1 androgeny. Komorki
NCI-H295R posiadaja ponadto zdolnos¢ ekspresji aro-
matazy, kluczowego enzymu biosyntezy hormonow
steroidowych pozwalajacego na konwersje¢ androge-
noéw w estrogeny.

Dla identyfikacji zwiazkow interferujacych z meta-
bolizmem steroidow uzywane sa testy wiazania recep-
tora Ah. Receptor Ah jest biatkiem regulatorowym,
ktoére wptywa na ekspresj¢ wielu gendw, m.in. dla
enzymoOw zaangazowanych w metabolizm steroidéw
1 wielu ksenobiotykow. Wsrdd najczesciej stosowanych
metod wykrywania agonistow AhR sa testy in vitro
w1qzan1a receptora Ah oraz testy aktywacji transkryp-
cyjnej AhR. Badania aktywacji transkrypcyjnej recep-
tora Ah najcze¢$ciej prowadzi si¢ z uzyciem modeli in
vitro opartych na hodowli komorek hepatomy ludzkiej
(HepG2), mysiej (Hepalclc7) lub szczurzej (H4IIE).
Aktywacja transkrypcyjna AhR mierzona jest posred-
nio przez pomiar indukcji enzymow endogennych (np.
etoksyrezorufiny-o-deetylazy, EROD) lub produktéw
ekspresji genow reporterowych (np. lucyferaza, GFP)
wprowadzonych do DNA komdrkowego na drodze
transfekcji trwalej lub przejsciowej, znajdujacych sig
pod kontrola promotora zaleznego od AhR (13, 23).

Wsrod dodatkowych metod wykorzystywanych na
tym etapie badan sa modele in silico (quantitative struc-
ture activity relationship, QSAR) pozwalajace okres-
li¢ korelacje pomigdzy molekularng struktura zwiaz-
ku i skutkami biologicznymi w organizmie cztowieka
i/lub odpowiednich gatunkow ekosystemu (34, 51).
Modele takie znajduja zastosowanie najczesciej w oce-
nie nowych zwiazkow, ktore nie przeszty badan tok-
sycznosci 1 okazaly si¢ bardzo wazna metoda w ocenie
ryzyka.

Badania in vivo wykonywane sa w testach krotko-
terminowych, ktore dostarczaja danych odno$nie do
ukierunkowanego dziatania endokrynnego — (anty)es-
trogennego lub (anty)androgennego oraz w badaniach
dlugoterminowych umozliwiajacych kompleksowa
oceng efektow endokrynnych i towarzyszacych (25).

Do oceny efektéw (anty) estrogennych uzywany jest
test wzrostu macicy (uterotrophic assay) (6), ktory
uznawany jest czasem za ztoty standard. Badanie wy-
konuje si¢ na niedojrzatych lub poddanych owariek-
tomii, dojrzalych ptciowo samicach. Gatunkiem pre-
ferowanym jest szczur. Zwierzgta otrzymuja (p.o. lub
s.c.) przez 3 kolejne dni badany zwiazek (minimum
2 poziomy dawkowania). Podstawowym efektem mie-
rzonym jest zmiana masy macicy (§wiezej 1 wysuszo-
nej). Zwiazki estrogenne powoduja zwigkszenie, anty-
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estrogenne — zmniejszenie masy macicy, w porowna-
niu z odpowiednimi grupami kontrolnymi.

Do wykrywania substancji dzialajacych (anty) an-
drogennie przeznaczony jest test Hershbergera (Hersh-
berger assay) (7). Celem wyeliminowania dziatania
endogennych hormonow, badanie wykonuje si¢ na nie-
dojrzatych lub poddanych kastracji dojrzatych samcach
szczura. Zwierzgta otrzymuja (p.o. lub s.c.) przez 10
kolejnych dni badany zwiazek (minimum 2 poziomy
dawkowania). Po uptywie 24 godzin od ostatniego
podania ustala si¢ masg¢ narzadéw docelowych dla an-
drogenow: gruczotu krokowego, pecherzykéw nasien-
nych, gruczotu opuszkowo-cewkowego, migsnia opusz-
kowo-gabczastego i zotedzi pracia. Zwiazki o dziata-
niu androgennym zwigkszaja, natomiast antyandro-
geny — zmniejszaja masg wymienionych narzadow.
Wynik uznaje si¢ za pozytywny przy istotnej zmianie
masy przynajmniej 2 narzadow.

Ze wzgledu na fakt, ze wyniki uzyskiwane na zwie-
rz¢tach mtodych 1 dojrzatych poddawanych kastracji
sa porownywalne, coraz czgsciej rezygnuje si¢ Z wer-
sji badania na zwierzgtach kastrowanych. Pozwala
to na uniknigcie zabiegdw przysparzajacych bolu, co
pozostaje w zgodzie z dazeniem do humanitarnego
traktowania zwierzat do§wiadczalnych. Nalezy jednak
pamigta¢, ze wykonanie badania z uzyciem mtodych
(niedojrzatych) zwierzat wymaga duzo wigkszych
umiejetnosci 1 precyzji przy Wykonywaniu zabiegOw.
Nadmieni¢ przy tym trzeba, ze zgodnie z wytycznymi
OECD oba testy wykonywane sa najczesciej na szczu-
rach, ale istnieja powazne dowody naukowe, ze do-
skonalym modelem do badan nad zwiazkami endo-
krynnie czynnymi jest chomik ztocisty (Mesocricetus
auratus) (29). Zwierzg to posiada unikatowe cechy
reprodukcyjne, takie jak: szybko osiagana dojrzatos¢
ptciowa (6 tygodni), krotki okres ciazy (16 dni), duza
liczebnos$¢ miotu, rzadko wystepujace wady sponta-
niczne u ptodéw oraz duza wrazliwo$¢ uktadu rozrod-
czego na czynniki toksyczne.

Do wykrywania zwiazkéw oddziatujacych na go-
nady i tarczycg przeznaczony jest 28-dniowy test tok-
sycznosci, ktorego udoskonalona wersja zostata roz-
szerzona o ocen¢ dodatkowych wskaznikéw uzyski-
wanych w badaniach histopatologicznych wybranych
narzqdéw docelowych badanie plemnikoéw i cyklu ru-
jowego oraz pomiary poziomu hormonow tarczycy (3).

Badaniem majacym na celu m.in. wykrycie zwiaz-
kow oddziatujacych na hormony tarczycy jest 20-dnio-
wy test dojrzewania piciowego samic i 21-dniowy test
dojrzewania samcow (18). Waznymi wskaznikami pod-
legajacymi ocenie sa w nich: ustalenie terminu otwar-
cia pochwy 1 pojawienia si¢ pierwszej rui u samic oraz
wiek, w ktorym ma miejsce oddzielenie napletka.
U samcow okresla si¢ dodatkowo poziom hormondéw
(T4 1 TSH) w surowicy oraz masg pgcherzykow na-
siennych z gruczotami koagulujacymi, gruczotu kro-
kowego, jader, najadrzy, tarczycy, przysadki, watroby,
nerek i nadnerczy. Wybrane narzady (w tym m.in. tar-
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czyca, przysadka, jadra) poddawane sa ocenie histo-
patologiczne;j.

Na]WIQCGJ informacji dostarczaja badania dtugoter-
minowe na gryzoniach (1, 2, 4, 5). Ze wzgledu na fakt,
ze ekspozycja na badany czynmk obejmuje wszystkle
etapy cyklu reprodukcyjnego (badania jedno- i wielo-
pokoleniowe), mozliwa jest ocena wplywu na ooge-
nezg 1 spermatogenezg, zaptodnienie, $miertelnos¢ pre-
1 postnatalna, ptodno$¢ i plenno$¢, rozwdj prenatalny
(w tym dziatanie teratogenne) zaburzenia behawio-
ralne u potomstwa, wiek 0s1qgn1qc1a dojrzatosci ptcio-
wej, cyklicznos$¢ pojawiania sig rui i zachowania sek-
sualne, okres starzenia si¢ uktadu rozrodczego oraz
zmiany histopatologiczne w obrgbie narzadow pitcio-
wych, zarowno u osobnikow zenskich, jak 1 meskich.

Znaczenie badan eksperymentalnych
w ocenie ryzyka dla zdrowia

Badania in vitro umozliwiaja poznanie mechanizmu
dziatania badanej substancji i moga by¢ przydatne na
etapie identyfikacji i charakterystyki zagrozenia (14).

Badania in vivo posiadaja dwa aspekty: ilosciowy,
ktory ma na celu ustalenie, w jakim stopniu uzyskane
na zwierzetach wyniki badan toksycznos$ci pozwalaja
na wyliczenie bezpiecznej dawki dla cztowieka; ja-
kosciowy, ktory jest proba udzielenia odpowiedzi na
pytanie, w jakim stopniu stwierdzone u zwierzat reak-
cje niepozadane moga wystapic u ludzi.

W ocenie ilodciowej dazy si¢ do ustalenia najwyz-
szej dawki, po ktdrej nie obserwuje si¢ objawow szkod-
liwego oddziatywania badanej substancji (no observed
adverse effect level, NOAEL) i dawki najnizszej powo-
dujacej dajace si¢ zauwazy¢ efekty toksyczne (lowest
observed adverse effect level, LOAEL). Po zastoso-
waniu odpowiednich wspotczynnikow bezpieczen-
stwa, podyktowanych ré6znicami gatunkowymi, rodza-
jem i czasem narazenia, niepewnoscia wynikajaca
z ekstrapolacji wynikow ze zwierzat na cztowieka etc.
stuza one do wyznaczenia dopuszczalnych wartosci
dziennego pobrania dla cztowieka. Jednak w przypad-
ku zwiazkow hormonalnie aktywnych (podobnie jak
w odniesieniu do zwiazkow mutagennych) przydatno$¢
wspomnianych wskaznikéw budzi wiele kontrower-
sji. Amerykanska alternatywa dla NOAEL/LOAEL jest
zaproponowana w 1984 r. tzw. dawka wyznaczajaca
(benchmark dose, BMD), w ktorej punkt wyjscia
(point of departure, POD) oparty jest na krzywych
dawka—odpowiedz wyznaczonych dla najbardzie;j
wrazliwych wskaznikow (endpoints) istotnych w oce-
nie ryzyka dla zdrowia cztowieka (47).

W ocenie jakosciowej wazna rolg spetniaja biomar-
kery (26). Biomarkery sa to mierzalne zmiany w orga-
nizmie i zachodzacych w nim procesach biochemicz-
nych wywotane przez wchtonigty ksenobiotyk. Na ich
podstawie mozna uzyska¢ odpowiedzi na trzy podsta-
wowe pytania:

— czy organizm byl narazony na dzialanie czynnika
szkodliwego (biomarkery ekspozycji);
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— czy narazenie spowodowato skutki zdrowotne
(biomarkery efektu);

— czy osobnik jest wrazliwy na dziatanie danego
zwiazku (biomarkery wrazliwosci).

Przyktadowym biomarkerem ekspozycji na estro-
geny jest indukowanie witellogeniny u samcow ryb
(biatko to w normalnych warunkach jest obecne tylko
u samic) (36). Z kolei zmiana aktywnos$ci enzymu mi-
krosomalnego, etoksyrezorufiny (ethoxyresorufin-O-
-deethylase, EROD), jest wskaznikiem narazenia na
zwiazki halogenowe weglowodorow aromatycznych
(WWA) i zwiazki dioksynopodobne (52). W badaniach
tych modelowymi gatunkami ryb sa: karp, zgbacz ka-
natowy i ptotka, a ocenie podlegajqnaj czesciej probki
srodowiskowe, takie jak woda i $cieki (33).

Do markerow efektu dziatania EDs zaliczy¢ mozna
m.in. wskazniki oceniane we wspomnianych wezesniej
badaniach na zwierzgtach np. zmiana masy macicy pod
wplywem (anty)estrogenow. U ludzi najbardziej praw-
dopodobnym objawem narazenia na EDs wydaja si¢
zaburzenia meskiego uktadu rozrodczego (testicular
dysgenesis syndrome, TDS) obejmujace nieprawidto-
we ujécie zewnetrzne cewki moczowej (hypospadia-
sis), wnetrostwo (cryptorchismus), oligo-(azo)-spermig
i/lub nowotwory jader (12).

Podsumowanie

Ze wzgledu na fakt, Ze badania pojedynczych zwiaz-
kéw nie 0dzw1erc1edlajq sytuaCJl rzeczywistego nara-
zenia czlowieka, coraz czgéciej zwraca si¢ uwage na
potrzebe badania mieszanin (20, 27, 41). Eksperymen-
talnie wykazano, ze kombinacja EDs moze powodo-
wac istotne zmiany, nawet wowczas gdy poszczegol-
ne zwiazki wystepuja w niewielkich st¢zeniach, indy-
widualnie nie wykazujacych zauwazalnych efektow
(37, 48). Dotyczy to zwlaszcza mieszanin charaktery-
zujacych si¢ wspolnym mechanizmem dziatania (mode
of action, MOA).

Wydaje si¢ zatem, ze z punktu widzenia ochrony
zdrowia publicznego nowym wyzwaniem przy szaco-
waniu ryzyka jest ocena skumulowanego narazenia na
zwiazki biologicznie aktywne obecne w $rodkach
spozywczych (17). Dobrym rozwiazaniem okazuja
si¢ biotesty, w ktorych dokonuje si¢ pomiaru aktyw-
nos$ci biologicznej wyrazajacej sumaryczne obciaze-
nie probki.
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