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Artyku³ przegl¹dowy Review

Zaniepokojenie opinii publicznej obecno�ci¹ w �ro-
dowisku zwi¹zków chemicznych, które mog¹ zak³ó-
caæ funkcjonowanie uk³adu hormonalnego (endocrine
disruptors, EDs) wynika z udokumentowanych przy-
k³adów oddzia³ywania wielu zwi¹zków na zwierzêta
dzikie oraz z wyników badañ eksperymentalnych i epi-
demiologicznych. Ze wzglêdu na swoj¹ okre�lon¹
aktywno�æ biologiczn¹ s¹ one szeroko stosowane jako
leki, �rodki ochrony ro�lin, dodatki do ¿ywno�ci, wcho-
dz¹ w sk³ad kosmetyków, �rodków czysto�ci etc. (40).
EDs mog¹ dzia³aæ na drodze wielu mechanizmów:
poprzez aktywacjê lub blokadê w³a�ciwych dla hor-
monów receptorów mog¹ odpowiednio na�ladowaæ lub
hamowaæ dzia³anie naturalnych (endogennych) hormo-
nów; wp³ywaj¹c na aktywno�æ enzymów zaanga¿o-
wanych w steroidogenezê lub wi¹¿¹c siê z bia³kami
no�nikowymi mog¹ mieæ wp³yw na syntezê, transport,
metabolizm lub wydalanie hormonów (35, 43). W re-
zultacie takie wielokierunkowe oddzia³ywanie mo¿e
prowadziæ do szeregu schorzeñ, stanowi¹c du¿e za-
gro¿enie dla zdrowia publicznego.

Mo¿liwo�ci i ograniczenia badañ
Wykrywanie i monitorowanie obecno�ci ró¿nych

grup zwi¹zków w �rodowisku oraz w ¿ywno�ci jest
mo¿liwe dziêki ogromnemu postêpowi, jaki dokona³
siê w zakresie rozwoju metod analitycznych (30). Na-
tomiast ci¹gle odczuwa siê brak metod dla jednoznacz-
nej oceny ich aktywno�ci biologicznej (9, 50). Poci¹-

ga to za sob¹ problemy z ocen¹ ryzyka dla zdrowia
cz³owieka (28, 38, 39). Istniej¹ce metody in vitro/in
vivo, jakie opracowano na przestrzeni szeregu lat (16,
19, 42), obok okre�lonych mo¿liwo�ci maj¹ tak¿e
swoje ograniczenia (tab. 1). Ich znajomo�æ jest nie-
zbêdna do racjonalnego wykorzystania tych metod
(18, 42, 45, 49). W ostatniej dekadzie uwaga �wiata
naukowego i ró¿nych organizacji miêdzynarodowych
skupia³a siê na weryfikacji, udoskonaleniu i walidacji
wybranych metod celem w³¹czenia ich do programów
badañ nad zwi¹zkami hormonalnie aktywnymi (9, 10,
22, 32). Mimo pewnych ró¿nic, zarówno w USA, jak
i w krajach UE, uda³o siê wypracowaæ kilkupozio-
mowy schemat postêpowania obejmuj¹cy kolejno me-
tody o wzrastaj¹cej warto�ci predyktywnej uzyskiwa-
nych z ich udzia³em wyników (22, 24). W ogólnym
zarysie koncepcja badania wed³ug OECD obejmuje:
ocenê wstêpn¹ � poziom 1, badania skryningowe in
vitro � poziom 2 i badania in vivo � poziom 3, 4 i 5
(tab. 2).

Ocena wstêpna jest etapem przygotowawczym i ma
na celu okre�lenie zakresu nara¿enia na dany zwi¹zek
chemiczny, zgromadzenie (na podstawie dostêpnego
pi�miennictwa) danych na temat jego w³a�ciwo�ci fi-
zykochemicznych i toksykologicznych.

Badania skryningowe in vitro dostarczaj¹ informacji
odno�nie do mechanizmu dzia³ania badanej substancji.

Do wykrywania substancji estrogennych najbardziej
popularne sta³y siê ustalone linie ludzkie raka piersi
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MCF-7 i T47D (10) oraz raka jajnika BG-1 (11). Jed-
nym z pierwszych modeli do badañ substancji o dzia-
³aniu androgennym by³a ludzka linia LNCaP, wyizo-
lowana z przerzutów raka gruczo³u krokowego (31).

Ilo�ciow¹ ocenê powinowactwa substancji do wy-
izolowanych z komórek i tkanek receptorów dla estro-
genów (ER) lub androgenów (AR) umo¿liwiaj¹ testy
wi¹zania receptora. Nowe rozwi¹zania, polegaj¹ce na
zast¹pieniu technik radiometrycznych polaryzacj¹ fluo-
rescencyjn¹ umo¿liwiaj¹ wprowadzenie znaczników
fluorescencyjnych w miejsce izotopowych. Dziêki
temu testy wi¹zania receptora sta³y siê dostêpne tak¿e
dla laboratoriów, w których techniki izotopowe nie
mog¹ byæ stosowane (42).

Bogatszych informacji w porównaniu z testami wi¹-
zania receptora dostarczaj¹ testy aktywacji transkryp-
cyjnej. Pozwalaj¹ one oceniæ nie tylko zdolno�æ sub-
stancji do wi¹zania z receptorami dla hormonów, ale
tak¿e wskazuj¹ na biologiczne konsekwencje tego
wi¹zania (16). Ich zastosowanie daje mo¿liwo�æ od-

ró¿nienia agonistów od antago-
nistów. Testy te wykorzystuj¹
dobrze poznany, genomowy
mechanizm dzia³ania hormo-
nów steroidowych, zgodnie
z którym aktywacja receptora
j¹drowego przez hormon regu-
luje procesy transkrypcyjne,
zale¿ne od rodzaju i stê¿enia
liganda oraz czasu i miejsca
jego dzia³ania (44). Modelem
do badañ s¹ zmodyfikowane
genetycznie komórki eukario-
tyczne, do których wprowadzo-
no plazmid ekspresji recepto-
ra dla hormonu oraz gen repor-
terowy (42, 44). W obecno�ci
zwi¹zków hormonalnie aktyw-
nych dochodzi do ekspresji
genu reporterowego, koduj¹-
cego bia³ko, które mo¿e byæ
³atwo wykrywane i oznaczane

za pomoc¹ metod spektrofotometrycznych, pomiarów
fluorescencji lub luminescencji. W roli genów repor-
terowych wykorzystywane s¹ geny â-galaktozydazy,
lucyferazy oraz bia³ka zielonej fluorescencji (green
fluorescent protein, GFP) (15, 46, 53). Chocia¿ pod-
jêto prace nad walidacj¹ kilku spo�ród wielu dostêp-
nych testów aktywacji transkrypcyjnej, dotychczas tyl-
ko jeden, oparty na modyfikowanych genetycznie ludz-
kich komórkach raka szyjki macicy hERá-HeLa-9903,
zosta³ w³¹czony w 2009 r. do katalogu metod OECD
(8). Na uwagê zas³uguje fakt, ¿e testy aktywacji trans-
krypcyjnej posiadaj¹ du¿y potencja³, je�li chodzi o wy-
korzystanie w badaniach aktywno�ci hormonalnej mie-
szanin (44). W tym zakresie wykorzystywane s¹ m.in.
testy oparte na transformowanych szczepach dro¿d¿y.
O wyborze dro¿d¿y jako modelu do badania miesza-
nin decyduj¹ nie tylko niskie koszty, ³atwo�æ hodowli
i podatno�æ na manipulacje genetyczne, ale przede
wszystkim niewielka wra¿liwo�æ na obecne w prób-
kach zanieczyszczenia (53).

Tab. 1. Mo¿liwo�ci i ograniczenia metod in vitro/in vivo

Obja�nienia: * � QSAR, quantity structure activity relationship (charakterystyka ilo�ciowa zale¿no�ci struktura�powinowactwo);
** � ADME, absorption, distribution, metabolism, excretion (absorpcja, rozmieszczenie, metabolizm, wydalanie)
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Unikalnym modelem in vitro badania wp³ywu kse-
nobiotyków na produkcjê hormonów p³ciowych jest
linia NCI-H295R, wyprowadzona z komórek raka kory
nadnerczy cz³owieka (21). Linia ta posiada fizjologicz-
ne cechy strefowo niezró¿nicowanych komórek nad-
nerczy p³odu i zdolno�æ do produkcji hormonów, jak¹
wykazuj¹ trzy fenotypowo zró¿nicowane strefy kory
nadnerczy doros³ych, produkuj¹ce mineralokortyko-
steroidy, glukokortykosteroidy i androgeny. Komórki
NCI-H295R posiadaj¹ ponadto zdolno�æ ekspresji aro-
matazy, kluczowego enzymu biosyntezy hormonów
steroidowych pozwalaj¹cego na konwersjê androge-
nów w estrogeny.

Dla identyfikacji zwi¹zków interferuj¹cych z meta-
bolizmem steroidów u¿ywane s¹ testy wi¹zania recep-
tora Ah. Receptor Ah jest bia³kiem regulatorowym,
które wp³ywa na ekspresjê wielu genów, m.in. dla
enzymów zaanga¿owanych w metabolizm steroidów
i wielu ksenobiotyków. W�ród najczê�ciej stosowanych
metod wykrywania agonistów AhR s¹ testy in vitro
wi¹zania receptora Ah oraz testy aktywacji transkryp-
cyjnej AhR. Badania aktywacji transkrypcyjnej recep-
tora Ah najczê�ciej prowadzi siê z u¿yciem modeli in
vitro opartych na hodowli komórek hepatomy ludzkiej
(HepG2), mysiej (Hepa1c1c7) lub szczurzej (H4IIE).
Aktywacja transkrypcyjna AhR mierzona jest po�red-
nio przez pomiar indukcji enzymów endogennych (np.
etoksyrezorufiny-o-deetylazy, EROD) lub produktów
ekspresji genów reporterowych (np. lucyferaza, GFP)
wprowadzonych do DNA komórkowego na drodze
transfekcji trwa³ej lub przej�ciowej, znajduj¹cych siê
pod kontrol¹ promotora zale¿nego od AhR (13, 23).

W�ród dodatkowych metod wykorzystywanych na
tym etapie badañ s¹ modele in silico (quantitative struc-
ture activity relationship, QSAR) pozwalaj¹ce okre�-
liæ korelacjê pomiêdzy molekularn¹ struktur¹ zwi¹z-
ku i skutkami biologicznymi w organizmie cz³owieka
i/lub odpowiednich gatunków ekosystemu (34, 51).
Modele takie znajduj¹ zastosowanie najczê�ciej w oce-
nie nowych zwi¹zków, które nie przesz³y badañ tok-
syczno�ci i okaza³y siê bardzo wa¿n¹ metod¹ w ocenie
ryzyka.

Badania in vivo wykonywane s¹ w testach krótko-
terminowych, które dostarczaj¹ danych odno�nie do
ukierunkowanego dzia³ania endokrynnego � (anty)es-
trogennego lub (anty)androgennego oraz w badaniach
d³ugoterminowych umo¿liwiaj¹cych kompleksow¹
ocenê efektów endokrynnych i towarzysz¹cych (25).

Do oceny efektów (anty) estrogennych u¿ywany jest
test wzrostu macicy (uterotrophic assay) (6), który
uznawany jest czasem za z³oty standard. Badanie wy-
konuje siê na niedojrza³ych lub poddanych owariek-
tomii, dojrza³ych p³ciowo samicach. Gatunkiem pre-
ferowanym jest szczur. Zwierzêta otrzymuj¹ (p.o. lub
s.c.) przez 3 kolejne dni badany zwi¹zek (minimum
2 poziomy dawkowania). Podstawowym efektem mie-
rzonym jest zmiana masy macicy (�wie¿ej i wysuszo-
nej). Zwi¹zki estrogenne powoduj¹ zwiêkszenie, anty-

estrogenne � zmniejszenie masy macicy, w porówna-
niu z odpowiednimi grupami kontrolnymi.

Do wykrywania substancji dzia³aj¹cych (anty) an-
drogennie przeznaczony jest test Hershbergera (Hersh-
berger assay) (7). Celem wyeliminowania dzia³ania
endogennych hormonów, badanie wykonuje siê na nie-
dojrza³ych lub poddanych kastracji dojrza³ych samcach
szczura. Zwierzêta otrzymuj¹ (p.o. lub s.c.) przez 10
kolejnych dni badany zwi¹zek (minimum 2 poziomy
dawkowania). Po up³ywie 24 godzin od ostatniego
podania ustala siê masê narz¹dów docelowych dla an-
drogenów: gruczo³u krokowego, pêcherzyków nasien-
nych, gruczo³u opuszkowo-cewkowego, miê�nia opusz-
kowo-g¹bczastego i ¿o³êdzi pr¹cia. Zwi¹zki o dzia³a-
niu androgennym zwiêkszaj¹, natomiast antyandro-
geny � zmniejszaj¹ masê wymienionych narz¹dów.
Wynik uznaje siê za pozytywny przy istotnej zmianie
masy przynajmniej 2 narz¹dów.

Ze wzglêdu na fakt, ¿e wyniki uzyskiwane na zwie-
rzêtach m³odych i dojrza³ych poddawanych kastracji
s¹ porównywalne, coraz czê�ciej rezygnuje siê z wer-
sji badania na zwierzêtach kastrowanych. Pozwala
to na unikniêcie zabiegów przysparzaj¹cych bólu, co
pozostaje w zgodzie z d¹¿eniem do humanitarnego
traktowania zwierz¹t do�wiadczalnych. Nale¿y jednak
pamiêtaæ, ¿e wykonanie badania z u¿yciem m³odych
(niedojrza³ych) zwierz¹t wymaga du¿o wiêkszych
umiejêtno�ci i precyzji przy wykonywaniu zabiegów.
Nadmieniæ przy tym trzeba, ¿e zgodnie z wytycznymi
OECD oba testy wykonywane s¹ najczê�ciej na szczu-
rach, ale istniej¹ powa¿ne dowody naukowe, ¿e do-
skona³ym modelem do badañ nad zwi¹zkami endo-
krynnie czynnymi jest chomik z³ocisty (Mesocricetus
auratus) (29). Zwierzê to posiada unikatowe cechy
reprodukcyjne, takie jak: szybko osi¹gan¹ dojrza³o�æ
p³ciow¹ (6 tygodni), krótki okres ci¹¿y (16 dni), du¿¹
liczebno�æ miotu, rzadko wystêpuj¹ce wady sponta-
niczne u p³odów oraz du¿¹ wra¿liwo�æ uk³adu rozrod-
czego na czynniki toksyczne.

Do wykrywania zwi¹zków oddzia³uj¹cych na go-
nady i tarczycê przeznaczony jest 28-dniowy test tok-
syczno�ci, którego udoskonalona wersja zosta³a roz-
szerzona o ocenê dodatkowych wska�ników uzyski-
wanych w badaniach histopatologicznych wybranych
narz¹dów docelowych, badanie plemników i cyklu ru-
jowego oraz pomiary poziomu hormonów tarczycy (3).

Badaniem maj¹cym na celu m.in. wykrycie zwi¹z-
ków oddzia³uj¹cych na hormony tarczycy jest 20-dnio-
wy test dojrzewania p³ciowego samic i 21-dniowy test
dojrzewania samców (18). Wa¿nymi wska�nikami pod-
legaj¹cymi ocenie s¹ w nich: ustalenie terminu otwar-
cia pochwy i pojawienia siê pierwszej rui u samic oraz
wiek, w którym ma miejsce oddzielenie napletka.
U samców okre�la siê dodatkowo poziom hormonów
(T4 i TSH) w surowicy oraz masê pêcherzyków na-
siennych z gruczo³ami koaguluj¹cymi, gruczo³u kro-
kowego, j¹der, naj¹drzy, tarczycy, przysadki, w¹troby,
nerek i nadnerczy. Wybrane narz¹dy (w tym m.in. tar-
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czyca, przysadka, j¹dra) poddawane s¹ ocenie histo-
patologicznej.

Najwiêcej informacji dostarczaj¹ badania d³ugoter-
minowe na gryzoniach (1, 2, 4, 5). Ze wzglêdu na fakt,
¿e ekspozycja na badany czynnik obejmuje wszystkie
etapy cyklu reprodukcyjnego (badania jedno- i wielo-
pokoleniowe), mo¿liwa jest ocena wp³ywu na ooge-
nezê i spermatogenezê, zap³odnienie, �miertelno�æ pre-
i postnataln¹, p³odno�æ i plenno�æ, rozwój prenatalny
(w tym dzia³anie teratogenne), zaburzenia behawio-
ralne u potomstwa, wiek osi¹gniêcia dojrza³o�ci p³cio-
wej, cykliczno�æ pojawiania siê rui i zachowania sek-
sualne, okres starzenia siê uk³adu rozrodczego oraz
zmiany histopatologiczne w obrêbie narz¹dów p³cio-
wych, zarówno u osobników ¿eñskich, jak i mêskich.

Znaczenie badañ eksperymentalnych
w ocenie ryzyka dla zdrowia

Badania in vitro umo¿liwiaj¹ poznanie mechanizmu
dzia³ania badanej substancji i mog¹ byæ przydatne na
etapie identyfikacji i charakterystyki zagro¿enia (14).

Badania in vivo posiadaj¹ dwa aspekty: ilo�ciowy,
który ma na celu ustalenie, w jakim stopniu uzyskane
na zwierzêtach wyniki badañ toksyczno�ci pozwalaj¹
na wyliczenie bezpiecznej dawki dla cz³owieka; ja-
ko�ciowy, który jest prób¹ udzielenia odpowiedzi na
pytanie, w jakim stopniu stwierdzone u zwierz¹t reak-
cje niepo¿¹dane mog¹ wyst¹piæ u ludzi.

W ocenie ilo�ciowej d¹¿y siê do ustalenia najwy¿-
szej dawki, po której nie obserwuje siê objawów szkod-
liwego oddzia³ywania badanej substancji (no observed
adverse effect level, NOAEL) i dawki najni¿szej powo-
duj¹cej daj¹ce siê zauwa¿yæ efekty toksyczne (lowest
observed adverse effect level, LOAEL). Po zastoso-
waniu odpowiednich wspó³czynników bezpieczeñ-
stwa, podyktowanych ró¿nicami gatunkowymi, rodza-
jem i czasem nara¿enia, niepewno�ci¹ wynikaj¹c¹
z ekstrapolacji wyników ze zwierz¹t na cz³owieka etc.
s³u¿¹ one do wyznaczenia dopuszczalnych warto�ci
dziennego pobrania dla cz³owieka. Jednak w przypad-
ku zwi¹zków hormonalnie aktywnych (podobnie jak
w odniesieniu do zwi¹zków mutagennych) przydatno�æ
wspomnianych wska�ników budzi wiele kontrower-
sji. Amerykañsk¹ alternatyw¹ dla NOAEL/LOAEL jest
zaproponowana w 1984 r. tzw. dawka wyznaczaj¹ca
(benchmark dose, BMD), w której punkt wyj�cia
(point of departure, POD) oparty jest na krzywych
dawka�odpowied� wyznaczonych dla najbardziej
wra¿liwych wska�ników (endpoints) istotnych w oce-
nie ryzyka dla zdrowia cz³owieka (47).

W ocenie jako�ciowej wa¿n¹ rolê spe³niaj¹ biomar-
kery (26). Biomarkery s¹ to mierzalne zmiany w orga-
nizmie i zachodz¹cych w nim procesach biochemicz-
nych wywo³ane przez wch³oniêty ksenobiotyk. Na ich
podstawie mo¿na uzyskaæ odpowiedzi na trzy podsta-
wowe pytania:

� czy organizm by³ nara¿ony na dzia³anie czynnika
szkodliwego (biomarkery ekspozycji);

� czy nara¿enie spowodowa³o skutki zdrowotne
(biomarkery efektu);

� czy osobnik jest wra¿liwy na dzia³anie danego
zwi¹zku (biomarkery wra¿liwo�ci).

Przyk³adowym biomarkerem ekspozycji na estro-
geny jest indukowanie witellogeniny u samców ryb
(bia³ko to w normalnych warunkach jest obecne tylko
u samic) (36). Z kolei zmiana aktywno�ci enzymu mi-
krosomalnego, etoksyrezorufiny (ethoxyresorufin-O-
-deethylase, EROD), jest wska�nikiem nara¿enia na
zwi¹zki halogenowe wêglowodorów aromatycznych
(WWA) i zwi¹zki dioksynopodobne (52). W badaniach
tych modelowymi gatunkami ryb s¹: karp, zêbacz ka-
na³owy i p³otka, a ocenie podlegaj¹ najczê�ciej próbki
�rodowiskowe, takie jak woda i �cieki (33).

Do markerów efektu dzia³ania EDs zaliczyæ mo¿na
m.in. wska�niki oceniane we wspomnianych wcze�niej
badaniach na zwierzêtach np. zmiana masy macicy pod
wp³ywem (anty)estrogenów. U ludzi najbardziej praw-
dopodobnym objawem nara¿enia na EDs wydaj¹ siê
zaburzenia mêskiego uk³adu rozrodczego (testicular
dysgenesis syndrome, TDS) obejmuj¹ce nieprawid³o-
we uj�cie zewnêtrzne cewki moczowej (hypospadia-
sis), wnêtrostwo (cryptorchismus), oligo-(azo)-spermiê
i/lub nowotwory j¹der (12).

Podsumowanie
Ze wzglêdu na fakt, ¿e badania pojedynczych zwi¹z-

ków nie odzwierciedlaj¹ sytuacji rzeczywistego nara-
¿enia cz³owieka, coraz czê�ciej zwraca siê uwagê na
potrzebê badania mieszanin (20, 27, 41). Eksperymen-
talnie wykazano, ¿e kombinacja EDs mo¿e powodo-
waæ istotne zmiany, nawet wówczas gdy poszczegól-
ne zwi¹zki wystêpuj¹ w niewielkich stê¿eniach, indy-
widualnie nie wykazuj¹cych zauwa¿alnych efektów
(37, 48). Dotyczy to zw³aszcza mieszanin charaktery-
zuj¹cych siê wspólnym mechanizmem dzia³ania (mode
of action, MOA).

Wydaje siê zatem, ¿e z punktu widzenia ochrony
zdrowia publicznego nowym wyzwaniem przy szaco-
waniu ryzyka jest ocena skumulowanego nara¿enia na
zwi¹zki biologicznie aktywne obecne w �rodkach
spo¿ywczych (17). Dobrym rozwi¹zaniem okazuj¹
siê biotesty, w których dokonuje siê pomiaru aktyw-
no�ci biologicznej wyra¿aj¹cej sumaryczne obci¹¿e-
nie próbki.
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