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Ocena aktywnosci estrogennej mleka i jego przetworow z wykorzystaniem testu
in vitro aktywagciji transkrypcyjnej receptora estrogenowego

Assessment of the estrogenic activity of milk and milk products with the use of
in vitro estrogen receptor transactivation bioassay
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STRESZCZENIE

W pracy przedstawiono poréwnanie aktywnosci estro-
gennej 30 produktow mleczarskich ogoélnie dostepnych
na polskim rynku. Probkami wybranymi do badania byty
odttuszczone, potttuste i ttuste mleko krowie, mleko ko-
zie, ser ple§niowy, jogurt, twardg, Smietana i masto. Ak-
tywnos¢ estrogenna w probkach badano z uzyciem testu
in vitro opartego na transgenicznych komoérkach drozdzy
po hydrolizie enzymatycznej i ekstrakcji dSPE. Aktywnos¢
estrogenng stwierdzono w 56,7% probek. Stwierdzono
dodatnig korelacje pomiedzy zawartoScig tluszczu w ba-
danych prébkach a zmierzong aktywnoscia estrogenna.
Najwyzszg aktywnos¢ estrogenng stwierdzono dla probek
masta, najnizsza dla mleka odttuszczonego. Uzyskane wy-
niki pozwalajg sadzi¢, ze mleko i jego produkty moga by¢
waznym zrodtem estrogenow, zwilaszcza dla grup najbar-
dziej wrazliwych.

Stowa kluczowe: mleko, produkty mleczne, estrogeny,
ksenoestrogeny

SUMMARY

The work presents a comparison of estrogenic activity
measured in 30 milk products generally available on the
Polish market. The samples selected for the examination
were skim, semi-skim, and full-fat cow’s milk, goat’s milk,
blue cheese, yogurt, cottage cheese, sour créme, and butter.
Estrogenic activity in samples was determined using in
vitro yeast reporter bioassay after enzymatic hydrolysis
and dSPE extraction. Estrogenic activity was found in
56,7% of the samples. There was a positive correlation
between the fat content of the product and estrogenic ac-
tivity. The highest estrogen activity was found in butter;
the lowest, in skim milk. Our results lead to the conclu-
sion that milk and its products may be an important
source of estrogens, especially for the most vulnerable
populations.

Key words: milk, milk products, estrogens, xenoestro-
gens

WSTEP

Zwiazki endokrynnie czynne (endocrine-disrup-
ting compounds, EDCs) to grupa substancji natural-
nych i antropogennych, zaburzajgcych synteze, ak-
tywno$¢ lub metabolizm hormonéw ptciowych
w organizmie ludzi i zwierzat. Konsekwencjg ich
dziatania moga by¢ trwate zmiany funkcji lub wraz-
liwosci na dziatanie hormonéw, prowadzace do za-

burzen dojrzewania ptciowego, rozrodu a nawet
do rozwoju hormonozaleznych nowotworéw [1].
Waznym Zroédtem EDCs jest zywnosé pochodzenia
zwierzecego, w ktorej obok naturalnych hormonow
wystepuja takze niesteroidowe zwigzki naturalne
i antropogenne [2].

Mleko jest jednym z najczesciej spozywanych
produktéw spozywcezych na Swiecie, a jednoczesnie
bogatym zrédtem substancji odzywczych, witamin
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i mineratow. Z drugiej strony, jest tez gtbwnym Zrod-
tem naturalnych estrogenéw w diecie cztowieka.
Oszacowano, ze 60-70% pobranych z dietg natu-
ralnych estrogenéw pochodzi z mleka i jego produk-
tow [2]. Stezenia estrogenéw w mleku zalezne sa
od stanu fizjologicznego krowy, osiagajac najwyzsze
poziomy w okresie cigzy [3]. Wprowadzenie nowo-
czesnych metod hodowli, ukierunkowanych
na wzrost wydajnosci mlecznej zwigzane jest z za-
cielaniem krow w odstepach rocznych oraz wydtu-
zonym okresem udoju az do ostatniego trymestru
ciagzy, kiedy poziom estrogenéw w mleku osigga bar-
dzo wysokie stezenia [4]. Takze stosowane do regu-
lacji i synchronizacji rui prostaglandyny maja wptyw
na wzrost poziomu estrogenéw [5]. W rezultacie,
wspolczesny konsument narazony jest na wyzsze
poziomy estrogenéw w mleku anizeli miato to
miejsce w przesztosci [3].

Co wiecej, obok naturalnych estrogenéw mleko
moze zawiera¢ szereg innych, zr6znicowanych struk-
turalnie ksenoestrogenéw. Szczegélnie wysoka ak-
tywnosc¢ estrogenng wykazujg stosowane nielegalnie
estrogeny syntetyczne, jak estry estradiolu, etyny-
loestradiol, dienestrol, heksestrol, dietylostilbestrol.
Ponadto obecne w diecie krow fitoestrogeny (ekwol,
kumestrol, daidzeina, genisteina), mykoestrogeny
(zearalenon i jego metabolity), pozostatosci endo-
krynnie czynnych pestycydow i zanieczyszczen, jak
wielopiericieniowe weglowodory aromatyczne, po-
lichlorowane bifenyle, bisfenol A, 2-izopropylotio-
ksanton mogg wptywaé na aktywnos¢ estrogenna
mleka [6].

Poniewaz estrogeny sg udowodnionymi czynni-
kami ryzyka rozwoju nowotworé6w hormonozalez-
nych [7], ich relatywnie wysoka zawartos¢ w mleku
budzi obawy, ze dieta bogata w mleko i jego pro-
dukty moze powodowa¢ zaburzenia hormonalne
a nawet nowotwory hormonozalezne [2, 3]. Po-
twierdzeniem tych obaw wydajg si¢ badania epide-
miologiczne przeprowadzone w ostatnich latach,
wskazujace na zwigzek pomiedzy wysokim spozy-
ciem mleka i jego produktéw a wzrostem ryzyka
wystapienia raka endometrium i jajnika u kobiet
[8] oraz raka prostaty u mezczyzn [9].

Dla oceny ryzyka dla zdrowia konsumentow i za-
pewnienia bezpieczenstwa grup najbardziej wrazli-
wych, jak niemowleta i dzieci, istotne jest badanie
wplywu ksenohormonéw na uktad hormonalny
z uzyciem dostepnych modeli in vitro oraz in vivo
[10]. Do oceny narazenia na obecne w diecie estro-
geny szczegblnie przydatne sg testy in vitro, oparte
na ich poznanym receptorowym mechanizmie dzia-
tania. Na podstawie interakcji ligand — receptor
estrogenowy a (ERa), pozwalaja one oceni¢ catko-

wita aktywnos¢ estrogenng probki [11]. Testy te
uwzgledniaja nie tylko wszystkie obecne w badanej
probcee estrogeny ale takze interakcje miedzy nimi
(addytywnos$¢, synergizm i antagonizm). W tym
kontekscie moga pomoéc zrozumiel i przewidzie¢
wptyw ztozonych mieszanin na organizm. Wsrod
dostepnych narzedzi, testy oparte na transgenicz-
nych szczepach drozdzy sa szybkie, wydajne, sto-
sunkowo niedrogie i zapewniaja skuteczna strategie
przesiewows [6, 11].

Celem przeprowadzonych badan byt pomiar i po-
robwnanie aktywnosci estrogennej mleka i wybra-
nych produktéw mleczarskich r6znych producentow.
Aktywnos¢ estrogenng mierzono z uwzglednieniem
metabolitow estrogenéw, po przeprowadzeniu hy-
drolizy enzymatycznej. W badaniach uzyto test in
vitro, oparty na transgenicznych komoérkach droz-
dzy, w ktorych w obecnosci estrogenéw dochodzi
do aktywacji ludzkiego receptora estrogenowego ER
(hERa) a w konsekwencji do ekspresji genu repor-
terowego, jakim jest biatko zielonej fluorescencji
yEGFP [11]. Biatko yEGFP wykazuje fluorescencje,
proporcjonalng do aktywnosci estrogennej probki.
Dla zbadania korelacji miedzy zawartoscig ttuszczu
a aktywnoscig estrogenng mleka, do badan wiaczo-
no produkty o zréznicowanej zawartosci ttuszczu.

MATERIAL | METODY

Materiat do badan stanowity produkty mleczar-
skie o zroznicowanej zawartosci ttuszczu, oferowane
przez rdéznych producentéow, dostepne w placow-
kach handlowych na terenie wojewodztwa lubel-
skiego. Badaniem objeto 30 produktéw: mleko kro-
wie odttuszczone (6 rodzajow), mleko krowie pot-
ttuste (6 rodzajow), mleko krowie petne (4 rodzaje),
masto (6 rodzajow), mleko krowie zageszczone (2
rodzaje), jogurty (2 rodzaje), 1 mleko kozie, 1 ser
plesniowy, 1 serek wiejski, 1 $mietane.

Zhomogenizowany materiat, poddano hydrolizie
enzymatycznej przy pomocy fB-glukuronidazy/aryl-
sulfatazy §limaka winniczka (Helix Pomatia).
Hydroliza byta przeprowadzana w obecnosci kwasu
L-askorbinowego, w warunkach kontrolowanego
pH (zastosowano 0,1 M bufor octanowy o pH 5,0)
oraz temperatury (inkubacja przez 18 godzin w tem-
peraturze 37° C).

Nastepnie probki poddawano ekstrakeji dysper-
syjnej do fazy statej dSPE (dispersive Solid Phase Ex-
traction). W tym celu poddawano je wytrzgsaniu
z acetonitrylem, schtadzano, wirowano i zbierano
gorng warstwe organiczng. W kolejnym etapie eks-
trakt wytrzgsano ze stezonym kwasem mréwkowym
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i sorbentem na bazie tlenku cyrkonu (Supel Que
Z-Sep+, Sigma Aldrich). Po schtodzeniu i odwiro-
waniu supernatant zbierano i zageszczano pod stru-
mieniem azotu i rozpuszczano w metanolu. Nastep-
nie ekstrakt odttuszczano przez wytrzgsanie z n-he-
ksanem i zageszczano pod strumieniem azotu. Sucha
pozostatos¢ rozpuszczano w acetonitrylu i przecho-
wywano do czasu wykonania testu.

Aktywnos$¢ estrogenng ekstraktow mleka i jego
produktéw badano z uzyciem testu in vitro, opartego
na genetycznie modyfikowanym szczepie drozdzy
S. cerevisiae (CEN.PK 102-5B, K20, URA3-, HIS?*-,
LEU"), zawierajacym trwale transfekowany gen ludz-
kiego receptora estrogenowego (hERa) oraz gen re-
porterowy biatka zielonej fluorescencji (yeast-en-
hanced green fluorescent protein, yEGFP). W obec-
nosci ligandow nastepuje aktywacja transkrypcyjna
hERa i wzrost fluorescencji, ktorej intensywnosé
mozna zmierzy¢ ilosciowo [11].

Ekstrakty badano w trzech powtdrzeniach
na plytkach 96-dotkowych, w obecnosci zawiesiny
komorek drozdzy (250 pl/dotek) i DMSO (2,5 pl/do-
tek). Pomiaru fluorescencji (Myyp /5m. = 485/528 nm)
i absorbancji (A=620 nm) dokonywano z uzyciem
czytnika Synergy 2 SLF Multi Detection Microplate
Reader (BioTek® Instruments Inc., USA) przed
i po 24-godzinnej inkubacji z ciaglym wytrzasaniem
(w 30° C). Zywotnos¢ komorek drozdzy oceniano
na podstawie pomiaréw gestosci optycznej. Spadek
zywotnosci ponizej 70% decydowat o odrzuceniu
wyniku i powtorzeniu badania.

Wzgledng aktywnos¢ estrogenng analizowanych
probek oceniano w réwnowaznikach stezenia
17p-estradiolu (EEQ) na podstawie krzywej kalib-
racyjnej 17p-estradiolu., wykorzystujac rownanie
Hilla [6]. W obliczeniach uwzgledniano wartosci
uzyskane dla $lepych probek odczynnikowych oraz
odzyskoéw obliczonych dla probek wzbogaconych
na poziomie 0,1 i 1 pg/kg. Obliczona Srednia war-
tos$¢ odzysku wyniosta 48,3 +3,4% (CV=14%), gra-
nica wykrywalnosci wynosita 0,01 pg/L (ng/kg).

WYNIKI BADAN

W tabeli I przedstawiono wyniki badan mleka
i jego produktéw, z ktorych wynika, ze w 19 sposrod
32 zbadanych probek (53,4%) wykryto aktywnos$¢
estrogenng w tescie in vitro. Aktywnosc¢ estrogenng
wykazano w 6 probkach masta, 2 mleka zageszczo-
nego, 2 mleka poétttustego, 2 mleka petnego oraz
w mleku odttuszczonym, mleku kozim, serze ples-
niowym, serku wiejskim oraz w $mietanie. Aktyw-
nosci estrogennej nie zaobserwowano w jogurtach,

w 5 z 6 probkach mleka odttuszczonego i 1 mleku
petnym. Jedna probka serka homogenizowanego
wykazata cytotoksycznos¢ w stosunku do drozdzy.

Tabela I. Aktywnos¢ estrogenna mileka i jego produktéw (ug
EEQ/kg) zmierzona w tescie in vitro opartym na droz-
dzach

Table I. Estrogenic activity of milk and its products (ug
EEQ/kg) measured in the in vitro yeast-based bio-

assay

) Aktywnosé

Produkt tii Z\;vjzto(i;)) estr)égenna

EEQ (pg/kg)
Jogurt 1 2,6 <0,01
Jogurt 2 7 <0,01
Mileko odttuszczone 1 0,5 0,012
Mileko odttuszczone 2 0,5 <0,01
Mileko odttuszczone 3 0,5 <0,01
Mileko odttuszczone 4 0,5 <0,01
Mileko odttuszczone 5 0,5 <0,01
Mileko odttuszczone 6 0,5 <0,01
Mieko pétttuste 1 2 0,019
Mileko potttuste 2 2 0,016
Mleko potttuste 3 2 <0,01
Mieko pétttuste 4 2 <0,01
Mleko pétttuste 5 2 <0,01
Mleko pétttuste 6 2 <0,01
Mieko petne 1 3,2 0,068
Mieko petne 2 3,2 0,025
Mieko petne 3 3,2 <0,01
Mleko kozie 2,5 0,014
Mileko zageszczone 1 2,5 0,045
Mleko zageszczone 2 4 0,030
Ser plesniowy owczy 34 0,161

Serek homogenizowany 55 Cytotoksycznose

Serek wiejski 3 0,016
Smietana 18 0,034
Masto 1 60 0,228
Masto 2 82 0,124
Masto 3 82 0,050
Masto 4 82 0,048
Masto 5 82 0,033
Masto 6 82 0,027

DYSKUSJA

Przeprowadzone badanie in vitro wskazuje
na duza zmienno$¢ aktywnosci estrogennej mleka
i jego produktow. Na podstawie obliczonych warto-
Sci EEQ (Tabela I) najwyzsza wzgledng aktywnos¢
estrogenng sposrod badanych prébek stwierdzono
dla masta (0,228 pg EEQ/kg) i sera pleSniowego
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owczego (0,161 png EEQ/kg). Sposréd réznych ro-
dzajow mleka, najwyzszg aktywnos¢ estrogenna
stwierdzono dla mleka petnego (0,068 pg EEQ/kg).
Najnizsze warto$ci EEQ uzyskano dla mleka od-
ttuszczonego (od <0,01 do 0,012 pg EEQ/kg). Ze-
brane z piSmiennictwa wyniki badan mleka takze
wskazujg na duza rozpieto$¢ stezen estrogenow.
Przyktadowo w badaniu Tso i Aga [12] w zakresie
71-319 ng/L, z kolei badanie Yang i wsp. [13] oce-
nito $rednig zawartos¢ 17p-estradiolu i jego meta-
bolitow na poziomie 1,25 pg/kg (n=20). Biorac
pod uwage odmienna metodyke badan oraz fakt,
ze mleka handlowe sa mieszaning mleka zbieranego
od zwierzat w réznym wieku, stanie fizjologicznym
i pozostajacych na réznej diecie, duza zmiennos$¢
obserwowana pod wzgledem stezeft hormonow nie
wydaje sie by¢ zaskakujaca.

Po inkubacji mleka z wyznakowanymi radioak-
tywnie estrogenami Wolford i Argoudelis [14] zaob-
serwowali, ze 80% estronu i 65% estradiolu w mle-
ku, jest zwigzana z ttuszczem. Zatem uzasadnione
jest zalozenie, ze produkty o wysokiej zawartosci
ttuszczu bedg wykazywaty proporcjonalnie wyzsza
aktywnos¢ estrogenng w poréwnaniu z produktami
o niskiej zawartosci ttuszczu. Dla zbadania praw-
dziwosci tej hipotezy, zbadano zalezno$¢ miedzy za-
wartoscia ttuszczu a aktywnoscig estrogenng pro-
duktéow o zréznicowanej zawartosci ttuszczu, wy-
razong w pg EEQ/kg. Na podstawie obliczonego
wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona, ktory
wyniost r = 0,61 (p = 0,01), mozna stwierdzi¢ umiar-
kowang korelacje dodatnia pomiedzy zawartoscia
ttuszczu a aktywnoscig estrogenng badanych pro-
duktéw (Ryc.1). Silniejszg korelacje dodatnig po-
miedzy zawartoscig ttuszczu a stezeniem estrogenow
w mleku o réznej zawartosci ttuszczu stwierdzono
takze w innych badaniach (3, 6].

W pi$miennictwie brakuje badan in vitro, porow-
nujgcych aktywnos¢ estrogenng mleka i jego pro-
duktéw. Z kolei badania samego mleka czesto nie
uwzgledniaja bardzo istotnego w badaniach aktyw-
nosci estrogennej etapu hydrolizy enzymatyczne;j.
Hydroliza enzymatyczna pozwala na uwzglednienie
aktywnosci metabolitow estrogendw, stanowigcych
ponad 80% catkowitej puli estrogenéw w mleku
[6]. Co wiecej, metabolity estrogenow (glukuroniany
i siarczany) moga by¢ hydrolizowane do wolnych
hormonéw w przewodzie pokarmowym przez en-
zymy bakteryjne, jak rowniez in situ, przez komorki
wykazujace aktywnos¢ sulfatazy steroidowej [15].

Niewiele jest takze wynikéw pordwnawczej ana-
lizy iloSciowej zawartosci estrogen6w. Hartmann
i wsp. [2] z uzyciem chromatografii gazowej sprze-
zonej ze spektrometrig mas (GC/MS) poréwnali ste-

zenia samego tylko estronu i jego metabolitow uzys-
kujac najwyzsze stezenia, podobnie jak w biezagcym
badaniu w masle (1,47 pg/kg). Istotnie nizsze ste-
Zenia estronu oznaczono kolejno w $mietanie (0,26
ng/kg), serze Gouda (0,17 ng/kg), jogurcie (0,16
pg/kg) oraz w mleku (0,13 pg/kg).

Biorac pod uwage bardzo niskie poziomy endo-
gennych estrogenéw u dzieci przed pokwitaniem,
wysokie spozycie egzogennych estrogenow z dieta
moze prowadzi¢ do zaburzen réwnowagi hormo-
nalnej i probleméw zdrowotnych w wieku doro-
stym. Z przeprowadzonych badan mleka i jego pro-
duktow wynika, ze produkty o wysokiej zawartosci
ttuszczu mogg by¢ istotnym Zrédtem estrogenow.
Ponadto, biorac pod uwage fakt, ze oznaczone war-
tosci EEQ w produktach o wysokiej zawartosci
ttuszczu bywajg na poziomie stezenia estradiolu we
krwi dorostych mezczyzn tj 10-40 ng/l (6), poza-
dane wydaja sie dalsze badania aktywnosci estro-
gennej mleka i jego produktoéw z uzyciem modeli
in vivo.
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Ryc. 1. Zalezno$¢ miedzy zawartoscig ttuszczu a aktywnoscig
estrogenng w mleku i jego produktach (n=29). Obliczony
wspotczynnik korelacji r=0,61 (p=0,01)

Fig. 1. Relationship between the fat content and estrogenic
activity in milk and its products (n=29). The calculated corre-
lation coefficient r=0,61 (p=0,01)

WNIOSKI

Ponad 50% badanych probek mleka i produktow
mlecznych wykazata aktywnos¢ estrogenna w tescie
in vitro. Stwierdzono umiarkowang korelacje do-
datnia z zawartoScig ttuszczu. Najwyzsza wzgledna
aktywnos¢ estrogenng stwierdzono dla masta i sera
plesniowego, najnizsza aktywnos¢ stwierdzono dla
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mleka odttuszczonego. Nie stwierdzono aktywnosci
estrogennej w jogurtach.

Zrédto finansowania badari: temat statutowy /250 ,Ocena
aktywnosci estrogennej mleka i produktéow mlecznych z wy-
korzystaniem biotestow in vitro i in vivo”
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