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Steroidni estrogeni so organska onesnazila naravnega izvora, ki lahko z
vstopom v okolje povzrocijo negativne ucinke v ekosistemu. Zaradi njihovih
nizkih koncentracij v okolju (ng/L) pottebujemo za zaznavanje teh spojin
obcutljive kemijske oziroma bioloske metode. Ena izmed bioloskih metod je
tudi in vitro ER-Calux® test, ki za zaznavanje estrogenosti uporablja celi¢no
linijo. V nasi raziskavi smo s prilagoditvijo ER-Calux® testa razvili postopek, ki
omogoca zaznavanje estrogenega potenciala brez prehodne ekstrakcije
vzorcev. Metodo smo optimizirali na umetnih vzorcih pitne in odpadne vode,
kasneje pa se na realnih vzorcih iz cistilnih naprav in re¢nih vod. Rezultati ER-
Calux testa brez predhodne ekstrakcije vzorcev so pokazali, da je metoda
dovolj obcutljiva za dokazovanje prisotnosti nizkih vrednosti estrogenega
potenciala v vodnih vzorcih, kar smo potrdili tudi z realnimi vzorci. Postopek
nam omogoca testiranje vecjega Stevila vzorcev z nizjimi materialnimi stroski

in krajsim ¢asom analize.

Klju¢ne besede: steroidni estrogeni, odpadne vode, recne vode, ER-

Calux®

1 Uvod

Steroidni estrogeni (estron (E1), 17@-estradiol (E2), estriol (E3) in 17a-
etinilestradiol (EE2)) so organska onesnazila, ki so pogosto prisotna v odpadnih
vodah komunalnih cistilnih naprav in v vodnem ekosistemu, kamor se te vode
stekajo [1]. Ceprav so ve¢inoma naravnega izvora, so posledice njihove prisotnosti

v okolju opazne kot motnje v rasti in razvoju zivih organizmov (sesalci, ribe itd.),
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prav tako pa lahko vplivajo na razmnozevanje in posledicno na razvoj celotne
populacije [2]. Prisotnost steroidnih estrogenov v odpadnih vodah so dokazali Ze v
mnogih §tudijah. Koncentracije posameznih spojin, povzete po pregledni Studiji
Miege in sodelavcev [3], dosegajo do 670 ng/L (mediana 69 ng/L) v dotokih
cistilnih naprav in do 285 ng/L (10 ng/L) v iztokih ¢éistilnih naprav. V re¢nih vodah
so koncentracije tudi pod 1 ng/L, kar je ze dovolj, za povzrocanje negativnih
ucinkov na zive organizme, ki se zaradi kronicne izpostavitve le Se povecujejo.
Zaradi nizkih koncentracij so za ugotavljanje prisotnosti steroidnih estrogenov v
okoljskih vzorcih potrebne dolgotrajne priprave vzorcev, ekstrakcije Zzelenih spojin
ter obcutljive kemijske in bioloske metode zaznavanja teh spojin v vzorcih [4], [5].
Kemijske metode zaznavanja steroidnih estrogenov temeljijo na locbi analitov s
plinsko ali tekocinsko kromatografijo in detekcijo z masno spektrometrijo [4].
Analizne metode nam podajo koncentracije posameznih analitov, ne pa tudi
informacije o dejanski estrogeni aktivnosti vzorca. Le-to lahko doloc¢imo z 7 vivo ali
in vitro bioloskimi testi. Bioloske metode uporabljajo razli¢ne vrste organizmov, pri
cemer pa so, glede na podatke iz literature, zaradi enostavnega dela, hitrosti in nizje
cene, 7z wvitro testi na celicnih linijah ali kvasovkah med najbolj pogosto
uporabljenimi. [5]. Tako kemijske kot tudi bioloske metode zahtevajo dolgotrajno
pripravo in predhodno ekstrakcijo vzorca.

V nasi $tudiji smo uporabili ER-Calux® test [6], ki z uporabo celi¢ne linije omogoca
zaznavanje estrogenosti v vzorcih. Cilj raziskave je bil, z uporabo in prilagoditvijo
tega testa, razviti postopek, ki bo omogocal testiranje okoljskih vzorcev, predvsem
odpadnih vod, brez predhodne ekstrakcije spojin ter razvito metodo optimizirati in

uporabiti na realnih vzorcih.

2 Metode in materiali

1.1 Priprava vzorcev

Za optimizacijo postopka smo uporabili vzorce pitnih vod in odpadnih vod iz
komunalne cistilne naprave, ki smo jim dodali znane koli¢ine standardnih raztopin
stirih steroidnih estrogenov (estron (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) in 17a-
etinilestradiol (EE2)) v okoljsko relevantnih koncentracijah (0-50 ng/L). Po
dodatku standardov smo vzorce 30 minut stresali, nato pa po 10 mlL vsakega

vzorca shranili v zamrzovalniku (T=-20 °C). Preostanek, 200 ml. vzorca, smo



ekstrahirali na trdem nosilcu (SPE). Po ekstrakciji smo preiskovane spojine eluirali
z etil acetatom. Vzorce odpadne vode smo zaradi prisotnosti necisto¢ dodatno
cistili na silikagelski koloni. Neekstrahirane vzorce in njthove ujemajoce ekstrakte

smo hkrati testirali z ER-Calux® testom in primerjali rezultate.

1.2 ER-Calux® test

ER-Calux® test je in vitro test za zaznavanje estrogenega potenciala v vzorcih.
Temelji na celicni liniji T47D-EREtata-Luc, ki je posebej obcutljiva za zaznavanje

spojin, ki se vezejo na estrogenski receptor.

Test izvedemo tako, da celice pripravimo na plosci s 96 luknjicami, ki jih po 48
urah rasti izpostavimo vzorcem, ki jih Zelimo testirati. Vzorec (ekstrakt) razred¢imo
(1:1, 1:3, 1:10, 1:30, 1:100) in ga primesamo rastnemu mediju tako, da je
koncentracija topila 0,1 %. Na isto plos¢o vklju¢imo tudi umeritveno krivuljo s
standardnimi koncentracijami 178-estradiola (0,6-30 pM), ki sluZijo za kasnejSo

kvantifikacijo estrogenosti v vzorcu.

Za testiranje neekstrahiranih vzorcev pripravimo celice na enak nacin kot za
ekstrahirane vzorce. Postopka se razlikujeta v nacinu izpostavitve vzorca, saj v tem
primeru celice izpostavimo vzorcu, ki je v razmerju 1:5 dodan rastnemu mediju.
Vzorec pred uporabo steriliziramo z ANOTOP filtrom (velikost por 0,2 pum). Tudi
v tem primeru vklju¢imo umeritveno krivuljo, ki je pripravljena v testnem mediju
razredcenem s PBS (1:5).

Po 24 urah izpostavitve celicam dodamo SteadyLite plus® luminiscenc¢ni kit. Ta
celice lizira in sprosti luciferazo, ki je nastala kot posledica vezave spojin na
estrogenske receptorje. Luciferaza povzroci nastanek luminiscence, ki jo izmerimo

z luminimetrom. Intenziteta luminiscence je sorazmerna z estrogenostjo vzorca.

3 Rezultati in diskusija

Hitro in ucinkovito zaznavanje prisotnosti steroidnih estrogenov je kljuc¢no pri
oceni tveganja zaradi prisotnosti teh spojin v okoljskih vzorcih. V okviru nase
raziskave smo razvili postopek, s katerim lahko estrogenost vzorcev dolocamo brez

predhodne ekstrakcije in se tako izognemo zamudni pripravi vzorcev. Po nasih



podatkih smo prvi laboratorij, ki je je uspesno razvil in optimiziral tovrsten

postopek.
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Slika 1: Primerjava rezultatov ekstrahiranih in neekstrahiranih vzorcev

pitne in odpadne vode z dodanimi standardi
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Slika 2: Primerjava rezultatov ekstrahiranih in neekstrahiranih vzorcev
dotokov in iztokov z dveh komunalnih cistilnih naprav ter rek, v katere

se iztoka izlivata.

Preverjanje delovanja postopka in njegovo optimizacijo smo izvedli na vzorcih
pitne in odpadne vode z dodanimi znanimi koli¢inami steroidnih estrogenov (0-50
ng/L). Rezultati (Slika 1) kazejo, da so vrednosti estradiolskih ekvivalentov (EEQ)



v ekstrahiranih in neekstrahiranih vzorcih medsebojno primerljive, saj se tako v

ptimeru pitne, kot tudi odpadne vode, rezultati dobro ujemajo (+*>0,90).

Pri obeh uporabljenih metodah je faktor redcenja enak, zato pri postopku brez
ekstrakcije ohranimo obcutljivost testa in posledicno dosegamo dovolj nizke meje
zaznave (LOD) in kvantifikacije (LOQ) za proucevanje prisotnosti estrogenov v
okoljskih vzorcih.

Optimizirano metodo smo preizkusili na realnih rec¢nih in odpadnih vodah (Slika
2). Rezultati kazejo, da se dolocene vrednosti estrogenosti (estradiolskih
ekvivalentov - EEQ) medsebojno ujemajo, kar potrjuje uporabnost metode za
izvajanje presejalnih testov in nadzornih meritev.

Rezultati testiranja vzorcev brez predhodne ekstrakcije so primerljivi z obicajno
metodo, kjer je potrebno vzorce predhodno ekstrahirati. Prednost in uporabnost
postopka je predvsem v tem, da hitreje pridemo do zelenih rezultatov, kar omogoca
hitre presejalne teste in izvajanje nadzornih meritev ter istocasno prihrani tudi

porabljen material.
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Z.a Sirsi interes

V' Skupini za organsko analizo Odseka za znanosti o okolju se ukvarjamo z
raziskovanjem prisotnosti organskih onesnazil (npr. zdravila in hormoni) v
okoljskih vzorcih. Proucujemo njihov izvor (kje nastanejo), krozenje (kako
potujejo) in vpliv na ekosistem (kaksen je njihov dejanski ucinek). Zgoraj opisana
studija je del SirSega projekta (v sodelovanju z Nacionalnim institutom za biologijo),
ki proucuje steroidne estrogene (hormone) in druge spojine, ki povzrocajo motnje
cloveskega in zivalskega hormonskega sistema. Steroidni estrogeni so pogosto
prisotni v odpadnih vodah komunalnih cistilnih naprav in v povrsinskih vodah,
kamor se odpadne vode iztekajo. Ceprav so naravnega izvora, njthova prisotnost v
okolju povzroca negativne ucinke na zivih organizmih (motnje v rasti in razvoju
osebkov). Cilj te Studije je razviti metodo, ki bo omogocala hitro zaznavanje teh
spojin v okolju in zagotavljala ucinkovito proucevanje njihove (negativne) vloge v
ekosistemu. Ker so koncentracije steroidnih estrogenov v vzorcih zelo majhne
(ng/L) je potrebno spojine v vzorcih koncentrirati z zamudnimi postopki. V nasi

® test, ki smo ga prilagodili tako, da omogoca

studiji smo uporabili ER-Calux
neposredno testiranje vzorcev, brez predhodne obdelave, pri ¢emer postopek
skrajsamo iz nekaj ur na nekaj minut. Hkrati ohranimo zmoznost zaznavanja dovolj
nizkih koncentracij, ki so obicajne v okoljskih vzorcih. Ta test omogoca izvedbo
hitrih presejalnih testov in posledi¢no hitrejSo in cenejSo oceno tveganja, ki ga

povzrocajo estroidni estrogeni v okolju.




