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Risks associated with exposure to estrogens and substances with estrogenic
activity and their elimination from water environment.

Estrogenic pollutants are a heterogeneous group of substances, contaminating the water
environment. This group includes endogenous estrogens, naturally producing by organisms,
exogenous estrogens that are contaminating the environment as a consequence of metabolical

degradation and subsequent excretion and also other substances with estrogenic activity that
have broad spectrum of industrial utilization. This work summarizes physiological molecular-
-biological nature of action estrogenic substances, and the pathological effect on the organism,
leading to plenty health complications, such as endocrine disruption or tumorigenesis. There
are also discussed possible ways of degradation of these substances from waste water that

are contaminated by substances with estrogenic potential.
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Uvod

Slouceniny vykazujici estrogenni aktivitu
(nebo také endokrinni disruptory, anglicky
endocrinne disrupting chemicals — EDC) se bézné
vyskytujivodpadnich, aleipovrchovych vodach.
Jedna se o rozsahlou skupinu latek prirodniho,
ale i antropogenniho pavodu (exogenni
polutanty). EPA (Environmental Protection
Agency — Utad pro ochranu Zivotniho prostiedi)
definuje polutanty s estrogenni aktivitou jako
latky, které interferuji se syntézou, sekreci,
transportem, vazbou, i¢inkem nebo rozkladem
prirozenych hormont, jez v téle zodpovidaji za
homeostazu, reprodukci, vyvoj nebo chovani .
Diky neustale se zvysujicim hladindm téchto
latek predevsim ve vodnich ekosystémech jsou
EDC stfedobodem zajmu mnoha vyzkumnych
skupin?. S neustalym rozvojem hospodarskych
a prumyslovych odvétvi je do prostredi
vypousténa cela skala estrogennich polutantti.
Dulezitym producentem jsou také velkochovy
hospodarskych zvitat, v jejichz exkrementech

jsou vylucovany hlavné prirodni estrogeny 3 ¢i
zeny, jejichz moc obsahuje nezmetabolizované
¢i metabolizované, avSak stile estrogenné
aktivni residua kontraceptiv, jejich spottreba
se kazdoroc¢né rapidné zvysuje *> SlouCeniny s
estrogenni aktivitou maji strukturni rysy velmi
podobné estrogennim hormonim a v diisledku
toho jsou schopné je imitovat °.

Prirodni estrogeny jsou diilezité v mnoha
fyziologickych procesech naptiklad ptiiniciaci
transkripce ¢i signalizaci v rozlicnych bunéc-
nych mechanismech. Mezi nejvyznamné;jsi patii
regulace produkce jaternich proteinii, koagu-
lacnich faktorii (antitrombinu, plasminogenu),
lipoprotein triglyceridu (HDL), kortisolu, feo-
melaninu a dalSich ”.

Utinek téchto latek v Zivém organismu je
iniciovan interakci ligandi (estrogenti ¢i jim
podobnych latek) s jadernym receptorovym
systémem (estrogenni receptory o a f — znac-
né€ homologni). Vysledny ligand-receptorovy
komplex interaguje s nukleotidovou sekvenci
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ding domain — LBD) estrogen-
niho receptoru. Podobné jako
velka ¢ast proteinti tvorenych de
novo, i proteiny formujici estro-
genni receptory podléhaji post
transla¢nim modifikacim — fos-
forylaci, acetylaci, ubikvitinaci
apod., cozovliviuje jejich vysled-
nou aktivitu a stabilitu . Takto
pozmeénény protein muiZe spous-
tét transkripci dals$imi moznymi
mechanismy, mimo jizzminénou
klasickou genomickou cestu, za-
vislou na vazbé ligandu. Mezi né
radimei) tethering, ptikterém se
misto homodimeru estrogennich
receptori tvori heterodimer s ji-

Transkripce

Obr. 1: Receptor (ER) je po kontaktu s ligandem (E2) disociovan z
multiproteinového komplexu s heat shock proteiny (HSP 90). Po
vytvoreni homodimeru dochazi k translokaci do jadra a interakcim
s koregulatory (korepresory - KoR a koaktivatory - KoA) transkrip-
ce. Ta vede k vytvoreni vazby s estrogen responsivnim elementem
(ERE), ktery spousti transkripci mRNA. Nasledna translace dava za

vznik novému proteinu. Volné prepracovano z 8

oznacovanou jako estrogen response element
(ERE). Tim je zahajena transkripce DNA 3.
Obecné schéma aktivace transkripce ligaci
17B-estradiolu (E,) je zndzornéno na Obr. 1.

Ackoliv jsou estrogeny pro kazdy zivy orga-
nismus nezbytné, nadmérna expozice ¢i vy-
staveni organismu syntetickym estrogennim
polutantiim muze vést k rozvoji nezadoucich
zdravotnich ucinki °.

Polutanty s estrogenni aktivitou
Mezi endogenni estrogeny patti zenské po-
hlavni hormony 17p-estradiol, estron a estriol.
Ostatni latky s endokrinni aktivitou, které
nejsou prirozenou soucasti endokrinniho systé-
mu, se oznacuji jak exogenni estrogeny 8. Podle
puavodu je miizeme rozdé€lit na xenoestrogeny,
fytoestrogeny, mykoestrogeny a metaloestro-
geny, kde podezrelym z estrogenni aktivity je
predevsim kadmium, av§ak mechanismy tucin-
ku jsou stale neobjasnény '°. VSechny zminéné
substance maji schopnost tvorit vazbu ligand-
-receptor s ligand-vazajici doménou (ligand bin-

nym transkrip¢nim faktorem *2
aii) ligand-independentni geno-
micky mechanismus, kdy jsou
estrogenni receptory schopny
aktivovat transkripci po fos-
forylaci, iniciované proteiny z
rodiny kinaz 3.

Ikdyz jsou genomické mecha-
nismy latek s estrogenni aktivi-
tou jiz pomérné dobie zmapovany existuji jesté
non-genomické mechanismy, které zustavaji
stale ne zcela objasnény .

Pri nadmérné expozici organismu mohou
estrogeny ligovat také jiné proteiny nez estro-
genni receptory, a to hlavné strukturné velmi
podobné GPER (na G-protein vazané recepto-
ry). Jako nejpravdépodobnéjsi mechanismus
non-genomického ptisobeni estrogennich latek
se jevinasledna iniciace signaliza¢nich kaskad
skrze sekundarni aktivatory, jako je napriklad
cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) .

Timto mechanismem miize byt jednak akti-
vovana transkripce jinymi transkrip¢nimi fak-
tory (jako nasledek fosforylace epidermalniho
rustového faktoru — EGFR vlivem matrixovych
metaloproteiniz — MMP a interakci s MAPK
— mitogenem aktivovanymi proteinkinazami
¢i PIBK/Akt - fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
3-kin4dzami) nebo muiZe byt pozorovana rychla
fyziologicka odpovéd bunky bez genomického
efektu jako napriklad tvorba oxidu dusnatého
(NO) s naslednym neptiznivym dopadem na

45



Journal of Metallomics and Nanotechnologies 2014, 2, 44—51

tkan — napft. rozvoj zanétlivého lozZiska s pro-
lifera¢nim potencialem .

Z obrazku je patrna riiznorodost latek, z niz
také vyplyva jejich rozdilna schopnost potencio-
vat nezadouci u¢inky. Vstup a ptijem estrogent

Me

muZe byt urcen na zakladeé estrogenni-
ho ekvivalentu (EQ). Ten je roven sou-
¢tu koncentraci (EC) latek vynasobeny
jejich estrogenni potenci (EP), ktera se
bézné vztahuje na standard 17B-estra-
diolu ¢i syntetického diethylstilbestrolu

a je vyjadren jako:

EQ= X (EC,x EP)

Pticemz, ¢im nizsi je estrogenni ekvi-

valent (EQ), tim vyssi je schopnost sub-
stance aktivovat nezadouci estrogenni

odpoved 6.

Mezi aktualné nejzavaznéjsi problémy
zpusobené pritomnostilatek s estrogen-
ni aktivitou ve vodnim prostredi patii
disrupce endokrinniho systému a jejich
vliv na rozvoj malignich novotvaru.

Obr. 2: Strukturni vzorce riznych latek s estrogenni aktivi-
tou. (A) 17B-estradiol (E2), patfici do skupiny endogennich
estrogenu. (B) Diethylstilbestrol (DES) ze skupiny syntetic-
kych estrogenti, obsazeny v kontraceptivech. (C) Genistein
a (D) equol ze skupiny fytoestrogent. (E) 1,1,1-trichlor-2,2-
-bis(4-chlorfenyl)ethan (DDT), zakazany pesticid, ktery vsak
stale perzistuje v prostredi. (F) Bisphenol A (BPA), pouzivany

pri vyrobé polykarbonatt

Estrogennilatky ve vodnim prostre-
di a ekologickarizika s nimi spojena

Estrogenni polutanty netcinkuji akutnimi
mechanismy, nybrz chronickou toxicitou pri
dlouhodobé expozici, pricemz hormonalné
ucinné byvaji jiz pti velmi nizkych davkach.
Tyto latky mohou navic ovliviiovat nejen kon-
krétni jedince vystavené jejich piisobeni, ale
také cela spoleCenstva, a to kvuli vyraznym
bioakumula¢nim schopnostem!. Na Obr. 2
jsou strukturné znazornény zastupci latek s

N7

estrogenni aktivitou pattici do riiznych skupin.

Endokrinni disrupce

Celaradalatek kontaminujicich vodni
prostredi vykazuje potencial negativ-
né ovliviiovat funkce a pohlavni vyvoj
organismu imitovanim ¢i antagonis-
mem efektl hormonti nebo narusovat
mechanismy jejich prirodni syntézy
18, Nizké koncentrace endokrinné di-
sruptivnich latek nemusi zptisobovat skodlivé
efekty Zivoc¢ichtim nejnizsich trofickych trovni,
avSak u predatord, které je lovi, mohou byt
vazna poskozeni neuroendokrinniho systému
pozoroviana 1. Uéinky na endokrinni systém
jedincil jsou natolik rozmanité a zavazné, Ze
se projevujiinadrovni populaci a ekosystému.
Piisobeni endokrinnich disruptori v prostredi
je tedy velmi dtilezitym problémem z hlediska
zachovani stability ekosystému 2°.

Hlavnimi projevy estrogenni aktivity jsou
poruchy pohlavni diferenciace a nasledné po-
hlavniho dimorfismu. Pti sledovani sexualniho
dimorfismu jsou pozorovany zmény ve vyvoji
primarnich i sekundarnich pohlavnich znak.
Popsané formy poruch sexualniho dimorfis-
mu jsou — imposex, intersex a superfemale 2.
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Imposexem je oznacovan jev, kdy se u samice
vyvinuly samiciisamci pohlavniorgany a samci
prerostly ptivodni (neporusené) samici, nebo
obracené. Jev byl jiz pozorovan u vice nez 160
zivoc¢isnych druh. Intersexem je nazyvan jev,
kdy jsou samici organy modifikovany smérem k
samc¢im, nebo obracené, ale ne kompletné. Su-
perfemale se vyznacuje abnormalni az patolo-
gickou velikosti samicich pohlavnich organi 2.
Tyto poruchy mohou zpuisobit sterilitu jedinct
s fatalnimi nasledky pro cely ekosystém, jako
je vymizeni celych populaci.

Poruchy pohlavniho dimorfismu jsou tizce
spojené s vitelogeninem (VTG), coZ je samici
protein — prekurzor vaje¢ného zloutku 2. Vite-
logeneze je tedy zjednodusené proces syntézy
estrogenti (pfedevsim E,). Vytvoreny estradiol
je uvolnovan do krve a transportovan do jater,
kde navazanim na jaderny receptor spousti
transkripci VTG. Ten vstupuje do krve a putuje
do vaje¢niki, kde je transformovan na vajec¢né
proteiny, které slouzi jako zasoba Zivin pro vy-
vijejici se plod. Ackoliv gen pro tvorbu VTG je
pritomen iu samcipopulace, hladina proteinu
je u nich diky velmi nizké hladiné estradiolu
v plazmeé prakticky zanedbateln4, avsak diky
pusobeni latek s estrogenni aktivitou se tato
hladina vyznamné zvysuje 4.

Nejvice zasazené jsou taxonomické skupiny
korysu, ryb a obzvlasté obojzivelnik, kvili zvy-
Sené sensitivité zplisobené schopnostitransder-
malniho pfenosu %. Pokud jsou estrogennim
polutantiim vystaveny larvy obojzZivelnik,
dochazik predcasné metamorfoze, kdy vznikaji
extrémné mali jedinci, neschopni Zivit se vétsi
potravou a s nizkymi energetickymi rezervami,
které vedou k neodvratnému tthynu. Pozorova-
ny jsou také casté malformace koncetin, zpu-
sobené abnormalnim, urychlenym vyvojem 2.

Efekt na proliferaci bunék

Dalsim rizikem spojenym s latkami s estro-
genni aktivitou je rozvoj nadorového bujeni.
Estrogennim latkam je prisuzovano spojeni s
mnoha typy rakovin, jako nadory vaje¢niki 77,
délohy %8, kolorektalnim karcinomem ?°, rako-
vinou endometria 3° ¢i karcinomy prsu 8.

Karcinom prsu je nejcastéjsi malignitou u Zen
a jeho incidence v rozvinutych zemich svéta

stale stoup4. Mortalita v Ceské republice je ve
srovnani se staty zapadni Evropy ¢i Severni
Ameriky stale vysoka. Avsak diky zavedeni
radného mamografického screeningu a sys-
témové adjuvantni 1écby je ale kazdym rokem
snizovana.

Tumory prsu jsou v souc¢asné dobé€ povazova-
ny za genetickou aberaci somatickych bunék,
kterou ziskavaji mnohocetnymi mutacemi v
pribéhu své klonalni expanze a vysledkem je
nekontrolovany invazivni a metastaticky rtst.
Ptes pokroky v genetickém vyzkumu, objeveni
onkogent, tumor supresorovych genti, hormo-
nalnich a rastovych faktort a jejich tlohy v
rizeni proliferace normalni a nadorové tkané
zustava pri¢ina tohoto onemocnéni nejasna.
Karcinom prsu je velmi heterogenni onemoc-
néni a da se predpokladat, ze pri¢ina nebude
jedna3!. Jiz dfive bylo ukazano, Ze estrogeny
mohou potenciovat rozvoj nadorii. Vroce 1932
Lacassagne experimentalné prokazal indukci
nadort mlé¢nych zZlaz kocek po podani es-
tradiol benzoati. O devét let pozdéji Noble a
Collip prokazali spojeni mezi riistem nadort
mlécnych zlaz krys a estrogeny. Po vloZeni pod-
koZnich pelet s estrogeny doslo k rychlému
rozvoji nadorového bujeni 2.

Od roku 1970, kdy byla provedena izolace
bunécné linie MCF-7, odvozené od duktalniho
estrogen receptor pozitivniho adenokarcinomu
prsu 33 bylo provedeno mnoho experimentu,
prokazujicich potencial estrogennich latek ak-
tivovat nekontrolovanou proliferaci a odhaluji-
cich mechanismy tohoto fenoménu.

Bylo dokazano, Ze estrogeny po vazbé s recep-
tory v bunce aktivuji hormon-responzivni geny,
které mohou obsahovat mutace, které vedou k
over-expresi proto-onkogent ¢i down-regulaci
tumor supresoru. Vtakovém pripadé nastavav
tkani nekontrolované bunécné déleni — nador
2, K tomuto datu jiz bylo popsano velké mnoz-
stvi mutaci v genech, zapojenych v signalnich
kaskadach ristovych faktori a bunécného
cyklu jako je p53, fos, myc, myb, cdc25a, A2,
stk15, GATA-3, FOXA-1 ¢i notoricky znamych
tumor supresorti BRCA-1 a BRCA-28.

Postupem ¢asu bylo zjisténo, Ze nejen vazbou
s receptory jsou estrogeny schopné spoustét
nadorové procesy, ale Ze z hlediska chemické-

47



48

Journal of Metallomics and Nanotechnologies 2014, 2, 44—51

Viiv na P .
kardiovaskukirni systém latky S blOmakrO'
DNA adukty - rakovina molekulami jako
eidokrinnich systémi . .. .
e je DNA Ci proteiny
(ther metabolites
rm—— per se? Jak efek-
-methoxy-estradiol] . . .
s i — SUTs tivné stimulovat
Estron P methoxy-estradiol Y,
. \ OH.estradi —\ UGTs | repara¢ni mecha-
\, CYPIB1 — ) .
HSD1781 ‘} p— Diher metabolites COML Eliminace nismy, aby byl
 e— ; y
Vi CYP3A organismus pred
E,mm.,]___———————__') R nezadoucimi mu
SUTs \ UGTs tacemi chranén?
Eliminace

Obr. 3: Metabolicka cesta biotransformace estronu (E1) a estradiolu (E2) pomoci
17B-hydroxysteroid oxidoreduktazy (HSD1781). Metabolity vznikajici aktivitou en-
zymu z rodiny Cytochromii P450 tvori adukty s DNA, dal$i transformaci pomoci ka-

techol-O-methyltransferazy (COMT) vznikaji predevsim methoxy-estradioly, které

mohou mit jak pozitivni, tak i negativni vliv na kardiovaskularni systém. Metabolity

mohou byt aktivné eliminovany pomoci sulfatac¢nich (SUTs) a glukuronidacnich en-

zymu (UGTs). Volné prepracovano dle 34

ho mohou estrogeny ¢i spise jejich metabolity
iniciovat kancerogenezi. Estrogeny jsou v téle
hydroxylovany jaternimi enzymy z rodiny cy-
tochromi P450 (CYP) 2B1, 1A a 3A. Hydroxy-
lované derivaty (2- a 4-OH) jsou dale prevadény
na metoxy metabolity vlivem katechol-O-metyl-
trasferazy (COMT) na 2- a 4-metoxy derivaty
(Obr. 3).

Pravé 2- a 4-hydroxy derivaty estrogenti jsou
schopné poskozovat DNA tvorbou depurinuji-
cich aduktn, stejné jako endokrinni disrupto-
ry ze skupiny polyaromatickych uhlovodikni.
Obzvlasté elektrofilni katechol estrogen-3-,
4-chinony generuji ptiinterakci s DNA kritické
mutace, vedoucik rozvoji nadorti *. Toto zjisté-
nivedlo k identifikaci specifickych antioxidan-
tl, které mohou blokovat formaci aduktti diky
jejich chemickym a biochemickym vlastnostem.
Dva z nich N-acetylcystein a resveratrol jsou v
nynéjsi dobé detailné zkoumany jako kandidati
schopni preventivné branit organismus pred
rakovinou nejen prsu .

Zvyseuvedeného je ziejmé, Ze estrogenni lat-
ky hraji zasadni roli pti tumorigenezi. Ackoliv
byly zakladni mechanismy uc¢inku téchto latek
jiZ popsany, stale jesté existuji otazky, které
bude nutno zodpovédét. Syntetické estrogeny
podléhaji metabolické degradacijen velmi téz-
ce.Jak interaguji nezmetabolizované estrogenni

Moznosti eliminace estrogennich
polutantii z vodniho prostredi

Ackoliv 1ze oznacit estrogenni polutanty diky
nizkym koncentracim ve vodach za stopové
znecisténi, jsou z odpadnich vod konven¢nimi
Cistirenskymi procesy odstranovany jen velmi
neuspokojive ¥7.

Eliminace estrogenti z odpadnich vod Ize fesit
konven¢nimi postupy, ale tyto procesy mohou
mit fadu nevyhod, jako jsou vysoké naklady,
¢asove naro¢né postupy nebo vznik toxickych
derivatti. Mezi potencionalné vyuzitelné meto-
dy pro odstranéni estrogennich polutantti z vod
se aktualné radi hlavné sorpce a biodegradace.

Sorpce

Vzhledem k hydrofobnosti latek s estrogen-
nim potencialem se predpoklada, ze vyraznym
faktorem piisniZovani koncentrace ve vodach
muize byt sorpce na suspendované latky nebo
na sedimenty. Obecné plati, Ze ¢im jsou che-
mické latky hydrofobnéjsi, tim vétsi mnozstvi
se kumuluje v pevné fazi 8.

Jako adsorbér s vysokym degrada¢nim po-
tencialem bylo zkoumano predevsim aktivni
uhli, které vynika nizkymi vyrobniminaklady
avysokou mechanickou a chemickou odolnosti.
Vyhodou je také jeho jednoducha degradace.
NejcCastéji je testovano ve forme granuli ¢i pras-
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ku 3%, Problémem vs$ak miiZou byt rozdilné
fyzikalné-chemické vlastnosti EDCs a také
pritomnost jinych hydrofobnich chemikalii
ve vodach, které mohou zabirat vazebna mista
estrogentim. Rozdilné vysledky byly také po-
zorovany prizméné sorpcnich podminek (pH,
teplota, salinita). Pti protonaci molekuly (u vét-
$iny estrogenti pH > 10.4) dochazi k rapidnimu
zefektivnéni sorpce, diky zvyseni elektrosta-
tickych interakci, avsak takto vysoké pH je na
druhou stranu nevyhodné pro dalsi Cistirenské
procesy .. Dobré vysledky byly dosazeny také
s pouzitim uhlikovych nanocastic, predevsim
fullerenti a uhlikovych nanotrubic. Uhlikové
nanomaterialy vykazuji vysokou adsorpc¢ni ka-
pacitu avsak vyrobni cena je ve vétSiné pripada
pro environmentalni aplikace, vyZaduji velké
mnozstvi materialu stale vysoka 4>43,

Z toho davodu je nutné hledat efektivnéjsi
sorp¢ni materialy, které mohou slouzit jako
vyborna platforma pro primarni eliminaci
estrogennich polutantd pred dals$imi Cistiren-
skymi procesy.

Biodegradace

Jako perspektivni nastroj schopny efektivni
biodegradace se jevi predevsim houby bilé hni-
loby, produkujici velké mnozstvi extracelular-
nich enzymu (mangan peroxiddza —MnP,lignin
peroxidaza — LiP nebo laktaza — Lac), ucast-
nicich se biodegradacnich procesti EDCs 4.

Popsana byla i degradace nonylfenolu né-
kolika bakterialnimi kulturami, a to prede-
v$im Sphingomonas xenophaga, Sphingomonas
cloacae a Sphingobium amense. Tyty bakterie
metabolizuji aromatickou ¢ast molekuly na
odpovidajici C9 alkoholy *°. U bakterii izolo-
vanych z aktivovaného kalu COV (predevsim
Sphingomonas sp., Pseudomonas paucimobilis)
byla identifikovana schopnost biodegradace
bisfenolu A. Za aerobnich podminek degraduji
BPA na 4-hydroxybenzoovou kyselinu a 4-hyd-
roxyacetofenon “6. Kritick4 je pravdépodobné
pritomnost enzymti z rodiny cytochromi P450,
nicméné degradacni produkty mohou vykazo-
vat toxické ¢i endokrinné disruptivnivlastnosti,
a proto jsou stale hledany vhodné mikroorga-
nismy, jako tieba zelené tasy Chlorella fusca,
Chlorococcum sp. ¢i Scenedesmus sp., u kterych

byl degradacni potencial také identifikovan 4.
Bohuzel, antropogenni slouceniny maji casto
substituenty a strukturalni vlastnosti, které se
lisi od ptirodnich produktti ¢ a mikroorgani-
smy nemusi mit vyvinuty enzymy, které jsou
schopny tyto chemické struktury odstranit.
Pro eliminacilatek s estrogennimi vlastnost-
mi bude nutné vyvinout vicekrokovy systém,
slozeny z jejich adsorpce a nasledné degradace
pomoci mikroorganismii. Potencionalné mo-
hou byt pouzity i dal$i metody jako napriklad
fotodegradace, nicméné u té byla prokazana jen
nizka schopnost eliminace a doposud o pouziti
této metody neexistuje prili§ mnoho informaci.

Zaveér

Estrogenni polutanty tvori velmi heterogen-
ni skupinu latek. Neustalé zvySovani jejich
koncentraci v prostiedi vede k ekologickym
problémuiim, kterym je nyni lidstvo nuceno
Celit. Nezadouci efekt na ekosystém, zptisobeny
feminizaci populace organismi, obyvajicich
vodni prostiredi mizZe v budoucnosti vést k vy-
mirani druht na celé trofické tirovni. Neméné
problematicky je také vliv estrogennich latek
na rozvoj malignich novotvarit. Pfi zvySeném
prijmu téchto latek z pitné vody dochazik na-
rustu incidence nadorovych onemocnéni. Proto
je nutné rozvijet Cistirenské procesy, které mo-
hou estrogeny z odpadnich vod eliminovat. Z
fyzikalné-chemické povahy téchto latek bude
vyvoj novych Cistirenskych metod problema-
ticky a nyni neni zcela jasné, které procesy
budou pro toto vyuzity. A¢koliv nékteré z nich
vykazuji relativné dobré vysledky, heterogeni-
ta téchto kontaminantti zdsadné komplikuje
celou situaci.
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