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1. Uvod

V dnesni dobé je do Zivotniho prostfedi z domacnosti, primyslovych zavoda a
zemédélskych provozii vypousténo stale vice kontaminantt, které mohou vyznamné
ovlivilovat ekosystémy. Tyto latky a jejich ucinky jsou predmétem mnoha vyzkumd.
Kontaminanty zivotniho prostiedi jsou nepiiznivé pusobici chemické a biologické latky.
V soucasné dob¢ se mezi relevantni kontaminanty fadi naptiklad farmaka a pfipravky
denni potieby, hnojiva, pesticidy, t€¢zké kovy, povrchové aktivni latky aj. Nekteré latky
se do prostfedi dostavaji s odpadnimi vodami, jiné splachy z poli, na ktera jsou také
pfimo aplikovany, dale prasakem do ptd nebo emisemi do atmosféry. Maji negativni
Casto vysokou schopnost bioakumulace, jsou perzistentni a mohou byt toxické.
Zminované skupiny kontaminanti se mohou také dostavat do potravin a pitné vody,
coz muze mit nezadouci ucinky na lidské zdravi.

Jednou skupinou kontaminantd s vysokym potencialem k negativnimu pusobeni
v prostiedi jsou léCiva a piipravky denni potieby (PPCPs — z angl. pharmaceuticals and
personal care products). Jedna se naptfiklad o uc¢inné latky obsazené v mycich
prostiedcich, kosmetickych piipravcich, humannich & veterinarnich 1é&ivech. Uginné
latky téchto pfipravki mohou ve vodnim prostfedi predstavovat zna¢né nebezpeci,
ato hned znékolika divodu. Prvnim znich je to, ze PPCPs jsou pouzivany (Casto
az naduzivany) denné€, a tudiz jsou kontinualn€ vypoustény s komunalnimi odpadnimi
vodami a uvoliovany do zivotniho prostiedi. Déle jsou kontaminované vody piivadény
do distiren odpadnich vod, které v§ak nejsou schopny PPCPs z vod zcela odstratiovat, a
proto se tyto latky dostavaji nejen do povrchovych vod, ale 1 do podzemni a pitné vody.
V neposledni fad€ jsou néktera farmaka a pfipravky denni potieby bioaktivni
jiz pti velice nizkych koncentracich, takze i mald mnozstvi naméfena ve vodach mohou
mit vliv na necilové organismy.

Cilem této bakalafské prace bylo posoudit, zda ma 1é¢ivo difenhydramin (DFH)
negativni uCinky na raka signalniho (Pacifastacus leniusculus). Pisobeni DFH na raky
bylo vyhodnoceno po akutni expozici dospélych jedincti riznym koncentracim léCiva.
Biochemické odezvy zaméfené na molekuldrni obranné mechanismy byly popsany
ve tfech tkanich rakd pomoci biomarkeri oxidativniho stresu. Pisobeni DFH bylo

studovano stanovenim lipidni peroxidace, enzymatické aktivity antioxidanti a
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stanovenim aktivity acetylcholinesterazy jako biomarkeru neurotoxicity. V ramci
bioakumulacniho experimentu byla meéfena koncentrace absorbovaného a
eliminovaného 1éCiva v rac¢im téle v riznych Casovych intervalech a pii razném pH
vody. Cilem provedenych experimenti bylo vyhodnotit vliv pH na chovani testované
latky a ucinky v exponovanych racich. Vysledky této prace pomohou k doplnéni

limitovanych znalosti o vlivu tohoto 1é¢iva na vodni bezobratlé.



2. Literarni prehled
2.1 Vstup léciv do prostiedi a jejich osud

Léciva, kterd se dostavaji do prostiedi s komunalni vodou, jsou stile cCastéji
pfedmétem environmentalniho vyzkumu. Svétova spotieba 1éCiv pfitom stale roste
nejen diky rozvoji mediciny a farmacie, ale také z davodu stale se zvySujiciho vyskytu
tzv. civilizanich chorob 1 rostouci svétové populace. Kontinualni pfisun 1éCiv a
produkti jejich metabolické pifemény do vody, jejich nedokonalé odstranovani
v Cistirnach odpadnich vod a jejich vysoka bioaktivita uz pfi nizkych koncentracich jsou
pfi¢inami ohrozeni vodnich organismi. Pocet farmaceuticky aktivnich sloucenin
zjisténych ve vodach stale narasta (PhAC - zangl. pharmaceutically active
compounds). Koncentrace PCPPs v povrchovych vodach se pohybuji v ng-1"! az pg-17,
na odtocich z Cistiren odpadnich vod dokonce v pg1! az mg-1"!' (Loos a kol., 2013;
Rivera-Utrilla a kol., 2013; Fedorova a kol., 2022, Sun a kol., 2016).

Vétsina 1éCiv se do tokli dostava s vodami z Cistiren odpadnich vod, kam pritékaji
komunalni odpadni vody z domacnosti a ze zdravotnickych zafizeni. LéCiva, ¢i jejich
metabolity vyloucené zorganismu, nejsou v Cistirndch odpadnich vod dostate¢né
odstrafiovany, a proto dochazi ke kontaminaci povrchovych, pfipadné i podzemnich vod
(Obr. ¢.1) (Ternes a kol., 2004). V nékterych ptipadech muze dochazet i ke znecisténi
pudy pfi vyuzivani recyklované vody (Watkinson a kol., 2007). Po vstupu do prostiedi
si mohou tyto latky zachovat svoji chemickou strukturu, mohou byt castecné
pfeménény, ¢i mineralizovany. LéCiva se sorbuji, desorbuji a jsou pfijimana organismy.
Také mohou byt transformovana, dochazi k degradaci chemické struktury léciva,
a to procesy hydrolyzy, fotolyzy a biodegradace. Fyzikalné-chemické vlastnosti 1éciv
ovliviiuji dalsi osud a chovani 1éCiv v prostiedi, napt. struktura slouceniny, rozpustnost

ve vodeé a v lipidech, disociacni konstanta, tékavost atd. (Ebele a kol., 2017).
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Obr. ¢.1 Cesty PPCPs do zivotniho prostredi (Pfevzato a upraveno podle Boxall (2004))

2.2 Vliv 1é¢iv na vodni biotu

Nektera 1é¢iva mohou byt vysoce bioaktivni a mohou se bioakumulovat do zivych
organismu. Je znamo, ze nekteré chemické latky v prostedi existuji v neutralni formé,
ale odhaduje se, ze az 80 % léCiv se vyskytuje v podob€ ionti (Casto slabé kyseliny a
zasady). To ovliviiuje jejich toxicitu a biologickou dostupnost pro vodni zivocichy
(Boxall a kol., 2012). Pfijem a vyluCovani ionizovatelnych 1é¢iv vodnimi organismy
zavisi Casto tedy na pH vody (Valenti a kol., 2009).

Konkrétné je znamo, ze antibiotika (napf. tetracyklin) maji vliv na snizovani
populace fas a sinic, poskozuji reprodukci ranych vyvojovych stadii vodnich organismu,
zpusobuji morfologické zmény u plidku ryb a mohou byt pro ryby embryotoxické.
Nesteroidni protizanétliva 1éCiva (NSAIDs — non-steroidal anti-inflammatory drugs)
(napt. diklofenak, ibuprofen) zpusobuji poSkozeni ledvin ryb, niz§i produkci embryi
ryb, pokles hladiny testosteronu u ryb, ¢i snizeni az inhibici rozmnozovani
zooplanktonu. Latky s progestagenni aktivitou pak mohou zptsobovat feminizaci samct
(napt. 17-a-ethinylestradiol v antikoncepénich pfipravcich), snizeni jejich plodnosti,

az sterilitu (Velisek a kol., 2014). Antidepresiva mohou naru§ovat homeostazu vodnich
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zivocichu a ovlivilovat chovani ryb (Giebultowicz a Natecz-Jawecki, 2014). Rizika
antihistaminik pro necilové organismy nejsou stale dost dobfe znama (Kristofco a
Brooks, 2017).

Raci a dalsi velci bezobratli obyvajici vodni prostiedi jsou vhodnymi modelovymi a
experimentalnimi organismy, jelikoz jsou dulezitymi bioindikatory v ekosystémech.
Jsou relativné citlivi vici znecisténi a zasahuji svymi naroky do vice urovni potravniho
fetézce (Buifi¢ a kol., 2013). V Ceské republice se pfirozend vyskytuji ptvodni,
ohroZené a striktné chranéné druhy rakdu, jako je rak fic¢ni, rak kamenac, rak bahenni, ale
i zavleCené nepuvodni druhy, jako rak signalni, rak mramorovany a rak pruhovany
(Kozak a kol., 2013). Rak signalni je proto vhodny k testovani toxicity a bioakumulace
1éCiv.

S pouzitim rakt v testech toxicity souvisi i koncept 3R (z angl. Replacement,
Reduction, Refinement). Tento koncept napomaha ochrané a humannimu pfistupu
k pokusnym zvitatim. Replacement je definovan jako upfednostnéni vyuzivani niz§ich
zivoCichu v testech toxicity nebo Uplné nahrazeni jinymi metodami. Reduction
predstavuje princip snizovani mnozstvi pouzivanych pokusnych organismu. Posledni
princip, Refinement, se zasazuje o zmirnéni utrpeni a bolesti téchto zvirat (Russell a

Burch, 1959).

2.3 Ekotoxikologické biomarkery

2.3.1 Oxidativni stres

Oxidativni stres je definovan jako nerovnovaha mezi mnozstvim volnych radikalt a
antioxidanti (Burton a Jauniaux, 2011). Je zapfiCinén pusobenim reaktivnich forem
kysliku (ROS — reactive oxygen species), napt. superoxidovym aniontem (-O2),
peroxidem vodiku (H203), ¢i hydroxylovym radikdlem (OH:) (Storz a Imlayt, 1999).
V dusledku oxidativniho stresu dochazi k oxidaci lipidi, tim dochazi k naruseni funkce
fosfolipidovych membran, ke zméné jejich struktury, propustnosti a redoxniho
potencialu. Oxidativni stres poskozuje DNA (deoxyribonukleova kyselina) oxidaci
nukleotidi, coz muze zpusobovat mutace. Dale zpusobuje zmény struktur proteini a

jejich aktivity.
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Antioxidanty snizuji hladinu volnych radikald - reaktivnich Castic s jednim nebo
vice neparovymi elektrony. Oxidativni stres se v jisté mife v organismu vyskytuje
pfirozené, jako dusledek aerobnich procest (Storz a Imlayt, 1999), je ale znamo,
ze muze byt také dusledkem expozice riznym polutantim a jejich metabolitim (van der
Oost a kol., 2003). Oxidativni stres je mozné piimo odhadnout stanovenim pfitomnych
ROS ve tkani nebo pomoci biomarkeri oxidativniho stresu, jako lipidni peroxidace a
aktivity tzv. enzymu oxidativniho stresu (Halliwell a Gutteridge, 2015).

RozliSujeme primarni, sekundarni a terciarni reakce na stres, pfi¢emz primarni
reakci jsou prechodné zmény kortizolu, sekundarni reakce vede ke zménam nékterych
biochemickych parametrti a terciarni reakce méni a ovliviiuje celkovy zdravotni stav
organismu kompletné, pfijem potravy, chovani a schopnost rozmnozovani (Carneiro a

kol., 2021).

2.3.2 Biomarkery oxidativniho stresu

Pomoci biomarkerd jsou ziskavany znalosti o ucincich xenobiotik v organismu.
Mezi biomarkery oxidativniho stresu patfi stanoveni mnozstvi malondialdehydu, ktery
vznika pii lipidni peroxidaci, dale hodnoceni aktivity enzym, ¢i hladiny antioxidantd
(van der Oost a kol., 2003).

Lipidni peroxidace se stanovuje na principu schopnosti reaktivnich latek
s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) vytvaret barevné komplexy, které jsou pak métreny
spektrofotometricky (Rice-Evans a kol., 1991). Volné radikaly a ROS pusobi
na nenasycené mastné kyseliny, které tvoii lipidovou slozku membran, a tim narusuji
propustnost membran pro ionty (Catala, 2009).

Produkty lipidni peroxidace jsou naptiklad latky reagujici s kyselinou
thiobarbiturovou, mezi které patfi napf. malondialdehyd, ty se pak stanovuji
jako TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) a vyjadiuji miru lipidni
peroxidace (Lushchak, 2011, Karthikeyan a Rani, 2003).

Antioxidanty katalyzuji antioxidani reakce a napomahaji tak pfi obrané
proti nadmérnému vzniku volnych radikald. Muazeme je délit na enzymové (napf.
superoxid dismutaza, katalaza, glutathion peroxidaza, glutathion reduktaza, glutathion-

S-transferaza,  guaiacol peroxidaza, askorbat peroxiddza, gluko6za-6-fosfat
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dehydrogenaza atd.) a neenzymové (transferin, albumin, kyselina mocCovéa, askorbat,
vitamin E, glutathion atd.) (Karthikeyan a Rani, 2003).

Superoxid dismutaza (SOD) zajiStuje dismutaci superoxidu za vzniku peroxidu
vodiku, ten je pak odstrafiovan pomoci katalazy a glutathion peroxidazy. RozliSujeme
nékolik typa superoxid dismutaz (van der Oost a kol., 2003). Katalaza (CAT) Stépi
peroxid vodiku na kyslik a vodu, chrani tak bunky organismi pfed vysokymi
koncentracemi peroxidu vodiku a navazuje na funkci SOD (Chelikani a kol., 2004).
Glutathion peroxidaza (GPx), stejné jako CAT, navazuje na funkci SOD tim, ze §tépi
peroxid vodiku. Dale také oxiduje glutathion. Glutathion reduktdza (GR) preméiuje
oxidovany glutathion na redukovany glutathion (Racek a HoleCek, 1999), ktery je
potiebny pro funkce GPx. Glutathion-S-transferaza (GST) zajistuje konjugaci

redukované formy glutathionu s nukleofilnimi xenobiotiky.

2.3.3 Biomarkery neurotoxicity

Prenos nervového impulzu (neurotransmise) v téle organismu je zajiStovan
nervovou synapsi, ta muze byt elektricka (t€sné spojeni bunék), ¢i chemicka (pfenos
vzruchu neuromediatory). Vzruch je tedy pfenaSen pomoci neurotransmiteru, ktery se
vaze na receptor neuronu (postsynaptického utvaru) (Orel, 2015).

Neurotoxicitou se pak obecné€ nazyva poSkozeni neuront, naruSeni jejich funkce
¢i struktury (Moszczynska a Callan, 2017). Miaze byt zptusobena bud’ blokaci enzymu
ukoncujicich nervosvalovy vzruch nebo zablokovanim cholinergnich receptort
v postsynaptické membrané.

Cholinesterazy jsou hlavni esterazy zivoCichu. Jedna se o enzymy Stépici cholin.
Mezi cholinesterazy patii acetylcholinsteraza (AChE) a butyrylcholinesteraza (BChE),
ty maji podobnou strukturu, ale 1 specifické vlastnosti, naptiklad substratovou
specificitu, kinetické parametry aj. (Jebali a kol., 2013; Lockridge a kol., 2018).

Hlavni funkci AChE je hydrolyza neurotransmiteru acetylcholinu, pfi které vznika
cholin a acetat. Aktivita AChE je nutna pro neurotransmisi a uc¢astni se na zakonceni

nervovych synapsi (Jebali a kol., 2013).
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2.4 Bioakumulace chemickych latek ve vodnich organismech

Bioakumulace ptedstavuje narast koncentrace a akumulace latky v organismu.
Latky mohou byt do téla organismu akumulovany z okolniho prostfedi nebo z potravy.
V disledku bioakumulace latek muze dochazet k poskozeni i k smrti jedince.
Modelované bioakumulacni parametry mohou slouzit k posouzeni nebezpecnosti,
toxicity a rizik riznych chemickych latek.

Bioakumula¢ni potencial je charakterizovan pomoci biokoncentra¢niho faktoru
(BCF), bioakumulacniho faktoru (BAF), bioamagnifika¢niho faktoru (BMF) a
trofického magnifikacniho faktoru (TMF). Akumulace latky z okolniho prostiedi, nikoli
tedy z potravy, je procesem biokoncentrace. Biokoncentracni faktor vyjadiuje pomeér
koncentraci chemické latky v organismu a v médiu, které ho obklopuje. Bioakumulacéni
faktor je pak pomér koncentraci latky v organismu a v médiu, které ho obklopuje,
pficemz k expozici dochazi pomoci potravy 1 média (vody). Pomér koncentraci dané
latky v organismu a v jeho potravé vyjadiuje BMF (Armitage a kol., 2017). Troficky
magnifika¢ni faktor udava prumérny pienos latky zpotravy do organismu, tedy
stoupajici koncentraci latky, prostfednictvim potravniho fetézce (Borga a kol., 2012).

Jelikoz jsou do prostiedi denné vypoustény tisice riznych latek a neni tedy mozné
vSechny tyto latky testovat, byly navrzeny modely vyuzitelné pro hodnoceni rizik latek.
Tyto modely uplatiuji fyzikalné-chemické vlastnosti latek (ty ale nedostatecné
reflektuji chovani ionizovatelnych chemickych latek) nebo jsou vyuzivany empirické
modely zahrnujici kinetiku v prostfedi daného organismu (Obr. ¢.2) (Armitage a kol.,

2017, Carter a kol., 2022).
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Obr. ¢.2 Odlisna uroven dostupnych informaci u bioakumula¢nich modeli pro rizné chemické
skupiny a Zivé organismy. Bioakumulace chemickych latek v zivych organismech je dusledkem
souboru procesit jako jsou absorpce, distribuce, metabolismus a vyluCovani (pfevzato a

upraveno podle Carter a kol., 2022).

Podle dalsich autori védecké literatury je bioakumulace dualezitou soucasti
hodnoceni nebezpeCnosti a rizik podle schématu ADMET - absorpce, distribuce,
metabolismus, vyluCovani a toxicita (Arnott a Planey, 2012). Hodnoceni nebezpecnosti
chemickych latek zahrnuje perzistenci, bioakumulaci a toxicitu chemickych sloucenin,
zatimco hodnoceni rizik je interpretaci udaju o toxicité tykajicich se wvnéjSich
koncentraci a vnitini télesné zatéze. Absorpce organickych xenobiotik z vodniho
sloupce je u vSech organismu prevazné pasivni, a proto jsou rychlosti absorpce podobné
jak u ryb, tak u bezobratlych korysu, pficemz biokoncentraci latky v expozicnich
studiich je mozné predvidat z doprovodnych biokoncentra¢nich parametri. Rozdily
v distribuci po télnich organech a tkanich bezobratlych a obratlovct jsou odvozeny
hlavné z ¢astecné otevieného ob&hového systému u bezobratlych, jako jsou dekapodni
korysi, a uzavieného systému u vodnich obratlovct, jako jsou ryby (Reiber, 1992).
Rychlost biotransformace latek (metabolismu) je specifickd pro danou skupinu
zivoCichu a zavisi na konkrétni regulaci a aktivitach enzymu, které jsou obecné vyssi

u ryb nez u vodnich bezobratlych (Livingstone, 1998).
2.5 Difenhydramin

Difenhydramin (DFH) (Obr. ¢.3) je primarn€ antihistaminikum prodavané
pod komerénimi nazvy jako Benadryl, Nytol, Dimedrol, Unisom aj. Difenhydramin byl

ke klinickému uziti zaveden vroce 1946 (Simons a Simons, 2011). Je pouzivan
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pii 1écbé priznaki spojenych s alergii, nachlazenim a také ma sedativni uCinky

vyuzitelné k 1é¢be nespavosti (Potter, 2012).

|
/Nj\
@)

Obr. ¢.3 Strukturni vzorec difenhydraminu (pfevzato podle Topp a kol., 2012)

Difenhydramin miZze byt uzivan vnitiné formou tablet, ¢i aplikovan na kuzi.
Difenhydramin se kompetitivné vaze na histaminovy receptor H1, tim zabrafiuje vazbé
histaminu, uvoliiovaného za pfitomnosti alergenu, na tento receptor a snizuje alergickou
reakci. M4 anticholinergni ucinky, coZz znamena, ze se navdze na muskarinové
acetylcholinové receptory v neurosvalové synapsi, a tim snizuje signal vysilany
neurotransmiterem acetylcholinem. Tato reakce také snizuje toxicky ucinek
organofosfatl a pomaha proti pfiznakim Parkinsonovy choroby (Haas a kol., 2008).
Avsak DFH ma pro ¢lovéka i vedlejsi ucinky, napiiklad ospalost, podrazdénost a
pii nadmérmém pouzivani muze zpusobovat i kieCe, zachvaty a zavazné srdecni
komplikace.

Difenhydramin je v Ceské republice pouZivan hlavné cestou kozniho podani,
tudiz je do lékaren a dalSich zdravotnickych zafizeni distribuovan ve formé gela.
Nejvice je DFH v CR vyuzivan v jamnim a letnim obdobi (SUKL, 2023) (Graf &.1).
V soucasnosti je DFH povazovan za nespecifické 1é¢ivo s mnoha nezadoucimi, ale
i toxickymi ucinky (Wolfson a kol., 2022). Je tedy snaha nahrazovat DFH modernimi

1éCivy, hlavné antihistaminiky druhé a tfeti generace.
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Graf ¢.1 Pocet distribuovanych baleni difenhydraminu do lékaren a jinych zdravotnickych

zafizeni v jednotlivych kvartalech (Q) let 2019-2022 v CR (SUKL, 2023).

Difenhydramin byl detekovan ve vod¢, v sedimentu i v rybi tkani (Berninger a kol.,
2011). V povrchovych vodach byly zjistény koncentrace v rozmezi 0,01 — 0,1 pgl1?!
(Stackelberg a kol., 2004), ve svaloviné ryb byly naméfeny koncentrace pfiblizné
1,7 pg'kg! av jatrech ryb pak piiblizng 10 pug-kg™' (Ramirez a kol., 2007). V sedimentu
byly zjistény koncentrace vy$si, a to 17 — 49 ug-kg! (Ferrer a kol., 2004). Latka je viak
v prostiedi perzistentni, naptf. vpudé byl DFH detekovan i po dvou letech
po experimentalni aplikaci (Topp a kol., 2012).

Pro experimenty byl DFH wvybran, jelikoz by svymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi mohl byt modelem pro chovani tfady dalSich 1éciv. Jde o slabé zasaditou,
ionizovatelnou (pK.=8,9), ve vodé snadno rozpustnou slouceninu. V béznych Cistirnach
odpadnich vod je S$patn€ odstranitelny a je perzistentni v pudé€ a sedimentech. V téle
ryby se akumuluje hlavné pii vys§im pH (snizeni miry ionizace) (Berninger a kol.,

2011).
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2.6 Hypotézy predlozené prace

Pro ucely ptedlozené prace byly stanoveny nasledujici hypotézy:

1) Lécivo difenhydramin  zpisobi zmény v molekularnich obrannych
mechanismech u raka signalniho, konkrétné v lipidni peroxidaci, aktivité antioxidacnich
enzymu a bude mit vliv na aktivitu acetylcholinesterazy.

2) Lécivo  difenhydramin  zpisobi riznou miru  oxidativniho  stresu
v hepatopankreatu, zabrach a svalech raka signalniho.

3) Absorpce difenhydraminu do téla raka bude zaviset na velikosti jeho téla.

4) Mnozstvi absorbovaného léciva do hemolymfy bude zaviset na pH roztoku

1éCiva, kterému jsou pokusni jedinci exponovani.

19



3. Material a metodika

Experimenty byly provedeny v Laboratofi environmentalni chemie a biochemie
(LECHB) ve Vyzkumném uUstavu rybaiském a hydrobiologickém (VURH)
ve Vodnanech, ktery je soucasti Fakulty rybafstvi a ochrany vod JihoCeské univerzity
v Ceskych Budg&jovicich. Zivy experimentalni material zajistili pracovnici Laboratofe
sladkovodnich ekosystémua a chemické analyzy vzorka byly provedeny v LECHB ve
spolupraci s Ing. Adamem Botikem, Ph. D.

3.1 Experimentalni material

Rak signalni (Pacifastacus leniusculus) je v Ceské republice neptivodnim a
invaznim druhem, byl sem dovezen vroce 1980 k produkci trznich rakd. Dnes je
v Evropé nejrozsirenéjsim nepivodnim ra¢im druhem (Kozak a kol., 2013).

Tento druh dorusta velikosti 12 cm (samice) az 16 cm (samci) a dosahuje hmotnosti
200 — 250 g. M4 hnédé zbarveni a je typicky bilou az namodralou skvrnou na kloubu
klepet. Klepeta jsou na spodni stran€ Cervena a u samci jsou klepeta mohutnéjsi
nez u samic. Povrch klepet a krunyte (karapaxu) je, na rozdil od raka fi¢niho, hladky a
bez trmi (Kozak a kol., 2013; Stambergova a kol., 2009). Rak signalni se vyskytuje
spise v chladné&jSich vodach, av§ak k vysokym teplotam je tolerantnéj$i nez rak ti¢ni. Je
citlivy na kyselé prostfedi, na hodnoty pH nizs$i nez 6,5 (Kozék a kol.,, 2013;
Svobodova, 1987). Je prenaseCem raciho moru a proto ohrozuje a vytlacuje ptivodni
druhy raku. (Kozék a kol., 2013).

Rak signalni nepatii mezi ohrozené ani mezi chranéné druhy rakd, je v Ceské
republice invazivnim druhem, a proto byl vybran jako vhodny druh pro experimentalni
ucCely. Jedinci raka signalniho pro vSechny nize uvedené experimenty pochazeli
z Kfesanovského potoka (potok nachéazejici se v okresu Prachatice, mezi meéstem
Vimperk a vesnici Kfesanov, pfitok feky Volyiky, soufadnice GPS: 49.0618756N,
13.7550450E).
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3.2 Experiment 1: Toxikologické ucinky difenhydraminu u raka

signalniho

3.2.1 Design experimentu

Ruéné nasbirani raci byli dovezeni do VURH a z divodu aklimatizace byli tfi dny
pred zacatkem experimentu umisténi do sklenénych akvéarii s dechlorovanou vodou.
Poté bylo vybrano 120 raka (délka karapaxu 28,7+4,6mm), ktefi byli nahodné rozdéleni
do 12 akvarii po 10 jedincich. Pomér samci a samic byl v kazdém akvariu 1:1.
Experimentalni akvaria byla vybavena ukryty, zdGvodu snizeni kanibalismu
mezi jedinci (Obr. ¢.4). V akvariich bylo 10 I vody a pH bylo upraveno na 8,3 pomoci
5M roztoku hydroxidu sodného (NaOH). Raci nebyli v prubéhu experimentu krmeni.
Roztoky v akvariich byly kazdy den zcela vyménény za Cerstvé.

Obr. ¢.4 Experimentalni akvaria s ukryty

V pribéhu celého testu byly sledovany a zaznamenavany fyzikalné-chemické
parametry vody, teplota vody se pohybovala vrozmezi 18,8 — 19,2 °C, mnoZzstvi
rozpusténého kysliku v rozmezi 8,0 — 9,4 mg-1"! a pH bylo naméfeno v rozmezi 8,0 —
8,2. Experiment prob&hl za piirozenych svételnych podminek laboratofe situované na

sever a odpovidajici 1. dekade Cervence (cca 16 hodin svétlo a 8 hodin tma).
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Byly testovany celkem tfi rizné koncentrace DFH oproti kontrole (K)
bez testovaného léCiva. Expozi¢ni koncentrace DFH byly zvoleny na zakladé poznatku
ziskanych z literatury:

1)Nizkd (L) 2 pgl! - environmentalni koncentrace, odvozena z priiméru
koncentraci bez pozorovatelnych ucinkii v modelu vodnich bezobratlych Daphnia
magna a v rybim modelu Pimephales promelas (Berninger a kol. 2011);

2) Stfedni (M) 20 pgl! — desetinisobnd koncentrace, odvozena z priméru
maximalnich hodnot v sedimentech (Ferrer et a kol. 2004);

3) Vysoka (H) 200 pg-l"' — subletalni koncentrace pro velké bezobratlé, odvozena
z letalni davky u D. magna (Berninger a kol. 2011; Potter 2012).

3.2.2 Odbéry vzorki

Po 96 hodinach expozice raki 1éCivu byli z kazdého akvaria (vCetné€ kontrolniho)
vybrani 4 samci a 4 samice raku. Raci byli zchlazeni na ledu asi 3 min a pomoci
injekéni  stfikacky byla odebrana hemolymfa zventralni dutiny abdominalniho
segmentu (Obr. ¢.5). Rakim byly odebrany vzorky zaber, hepatopankreatu a
abdominalnich svalti. VSechny biologické vzorky byly pfeneseny do mikrozkumavek
typu eppendorf (2ml), ihned umistény do ledové tfist€¢ a poté uchovany
v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C pro nasledné analyzy. Vzorky vody pro ovéteni
koncentrace DFH byly odebirany denné vzdy pied a po vymeéné experimentalni lazné a

uchovany pii -20 °C.

Obr. ¢.5 Odbér hemolymfy injekéni stiikackou
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3.2.3 Chemicka analyza vody a hemolymfy

Piiprava Dbiologickych vzorkii probihala na zakladé upravené metodiky
podle Grabicové a kol. (2018). K 0,25 g hemolymfy bylo pfidano 250 pl extrakéniho
rozpoustédla (acetonitril s 0,1 % kyseliny methanové) a 5 ng izotopicky znaceného
standardu. Smés byla poté homogenizovana a pres noc ulozena do -20 °C, poté byla
odstfedéna (5 min, 10000 rpm, Minispin, zkumavka typu eppendorf) a 100 pl bylo
vyuzito k analyze léCiva. Vzorky vody byly piefiltrovany prfes regenerovany celul6zovy
filtr s porovitosti 0,2 um a nasledné byl odebran alikvot 1 ml, do kterého bylo pfidano
5 ng izotopicky znac¢eného standardu.

Stanoveni koncentraci DFH pak bylo provedeno pomoci kapalinové chromatografie
(LC) s tandemovou hmotnostni spektrometrii, kdy bylo do LC systému vstfiknuto 10 pl
vzorku a pomoci gradientové eluce separovan cilovy analyt na chromatografické koloné
pracujici na principu extrakce na reverzni fazi (Hypersil gold aQ C18, Thermo
Scientific). Mobilni faze byly tvofeny okyselenym acetonitrilem a okyselenou
ultracistou vodou (0,1 % kyseliny methanové).

Detekce analytu probihala pomoci hmotnostniho spektrometru Q Exactive
s vyhfivanym elektrosprejem. Hmotnostni spektrometr pracoval v modu detekce
pozitivné nabitych molekulovych iontl a selektivné zaznamenaval fragmentacni spektra
cilového analytu a jeho intenzity.

Vysledné koncentrace byly vypocitany na zakladé praimérného odezvového faktoru
DFH a izotopicky znaceného standardu sedmi bodovych kalibrac¢nich fad. Kalibracni
fady byly pfipraveny v matrici vzorku, ktera podléhala stejnému zpisobu upravy
jako samotné vzorky a byla fortifikovana v pozadovaném koncentra¢nim rozsahu (voda

1 — 125 pgl™!, hemolymfa 0,04 — 50 ng'ml™)

3.2.4 Stanoveni biomarkeru oxidativniho stresu

Hepatopankreas, zabry a svaly rakd byly rozmrazeny na ledové tristi a
na analytickych vahéach bylo navazeno asi 0,1 g tkané. Za pouziti ultrazvukového
homogenizatoru byly tkané rozemlety v ledové chladném 0,1M fosfatovém pufru (PBS,
pH 7.4) v poméru vzorku a pufru 1:15 (m:V), podle metodiky Howcroft a kol. (2009).

Lipidni peroxidace byla meéfena stanovenim zbarvenych produktii peroxidace

lipida, TBARS (Ohkawa a kol., 1979). Ke 100 ul zhomogenizované tkan€ bylo pfidano
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325 ul 12% kyseliny trichloroctové, 250 ul 60mM TRIS-HCI s 0,12mM kyselinou
diethylentriaminpentaoctovou a 325 pl 0,75% kyseliny thiobarbiturové.

Tato smes byla varena 60 min pii 100 °C a dale centrifugovana 5 min na 10 000x g,
pii teploté 25 °C. Absorbance v supernatantu byla métfena pii vinové délce 535 nm.
Lipidni peroxidace pak byla vypoctena pomoci molarniho extinkéniho koeficientu a
vyjadrena jako latkové mnozstvi vznikajicich TBARS na 1 g Cerstvé tkang.

Enzymatickda  aktivita  katalazy  (CAT),  superoxiddismutazy  (SOD),
glutathionperoxidazy (GPx), glutathion S-transferazy (GST) a glutathionreduktazy (GR)
byla méfena v homogenatu podle upravené metodiky publikované v praci Koubova a
kol. (2022). Centrifugaci homogenatu (10 000x g) byl pfipraven postmitochondrialni
supernatant (PMS). VSechny pouzit¢ metodiky byly upraveny pro 96 jamkové
pruhledné mikrotitracni desticky s plochym dnem jamek. Pro analyzu CAT byly pozity
specialni mikrotitrani desticky pro méteni vinové délky v UV spektru.

Aktivita CAT byla métena dle upravenych metodik Claiborne (1985) a Cappello a
kol. (2016). K 25 ul PMS na jednu jamku bylo ptfidano 200 pl 24mM peroxidu vodiku
(H202) a 75 pl 50mM pufru PBS. Absorbance byla métena v kinetickych intervalech
po dobu 1 min pfi vilnové délce 240 nm a enzymaticka aktivita pak byla stanovena
jako H20», ktery byl spotiebovan za 1 min na 1mg proteinu.

Enzymaticka aktivita SOD byla méfena podle metodiky Ewing a Janero (1995).
K 50 pl PMS byla pfidana reakéni smés, ktera se skladala (v pfepoctu na 1 jamku)
250w 275uM NBT (nitrotetrazolium blue chlorid), 50 wl 440uM NADH (-
nikotinamid adenindinukleotid redukovany dipotasiovou soli) a 100 pl 275uM EDTA
(kyseliny  ethylendiamintetraoctové).  Dale bylo pfidano  25ul  38,5uM
phenazinmethosulfatu rozpusténého v PBS (0,05M, pH 7,4). Absorbance byla métrena
v kinetickych intervalech po dobu 5 min pfi vinové délce 560 nm. Metoda pak byla
zalozena na stanoveni inhibice redukce NBT na fialovy komplex formazanu,
kterou zprostredkovava SOD. Vysledna aktivita SOD byla vyjadiena jako latkové
mnozstvi redukovaného NBT min"!-mg™! proteinu.

Dle metodiky uvedené Mohandas a kol. (1984) byla méfena enzymaticka aktivita
GPx. Ke 25 ul PMS byla pfidana smeés slozend z 4mM EDTA, 0,48 U enzymu
glutathionreduktazy (v 50mM PBS), 4mM azidu sodného, 0,.9mM NADPH (p-
nikotinamidadenindinukleotidfosfat) v 50mM PBS, 4,5mM redukovaného L-
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glutathionu a z 1,5mM H>O». Absorbance pak byla méfena v kinetickych intervalech
podobu 3 min pii vlnové délce 340 nm a enzymaticka aktivita byla vyjadiena
jako latkové mnozstvi oxidovaného NADPH min!‘mg™! proteinu.

Enzymaticka aktivita GR byla méfena pomoci metodik popsanych v pracich Cribb
a kol. (1989) a Carlberg a Mannervik (1975). K 50 ul PMS bylo pfidano 2mM EDTA,
0,4mM NADPH a4mM oxidovany L-glutathion (v . 50mM PBS). Absorbance byla
meétena v kinetickych intervalech po dobu 5 min pfi vinové délce 340 nm a aktivita byla
také stanovena jako latkové mnozstvi oxidovaného NADPH min™!-mg™! proteinu.

Aktivita GST byla stanovena podle metodiky publikované v praci Habig a kol.
(1974). Pii tomto méfeni bylo ke 25 pul PMS pfidano 250 pl reakéni smési, ktera se
skladala z 245,5 ml 1,1mM redukovaného L-Glutathionu (v 0,1M PBS) a z4,5 ml
60mM 1-chlor-2,4-dinitrobenzenu (CDNB). Absorbance byla méfena v kinetickych
intervalech po dobu 6 min pfi vinové délce 340 nm a aktivita byla také vyjadrena

jako latkové mnozstvi vzniklého konjugatu CDNB min!'mg™! proteinu.

3.2.5 Stanoveni enzymatické aktivity acetylcholinesterazy (AChE)

Aktivita acetylcholinesterazy byla méfena podle puvodni metody publikované v
pracich Ellman a kol. (1961) a Guilhermino a kol. (1996). Ke 25 ul vzorku bylo
pfidano 225 pl reakéni smési slozené z 0,64mM DTNB (kyseliny 5,5'-dithiobis 2-
nitrobenzoové), 1,14mM NaHCO;3; (v 0,IM PBS) a 1,2mM acetylthiocholin jodidu
(v 0,IM PBS). Absorbance byla méfena 5 min pii vinové délce 414 nm v kinetickych
intervalech a aktivita byla stanovena jako latkové mnozstvi vzniklého konjugatu DTNB
min"-mg™! proteinu.

Vsechny testy byly pfipraveny na ledové tfisti a mérfeni byla provedena pii 25 °C.
Absorbance byla méfena pomoci spektrofotometru Infinite M200Pro — TECAN pro
stanoveni absorbance na mikrotitratnich destickach. Princip vypoctu LPO a
enzymatickych aktivit byl publikovan jiz dfive napf. v diplomové praci Hlavkova

(2018).

25



3.2.6 Vypocet integrované biomarkerové odezvy

Integrovanad biomarkerova odezva verze 2 (IBRv2), ktera shrnuje a zjednodusuje
komplexni data, byla v ramci Experimentu 1 vypoctena podle Sanchez a kol. (2013).
Tato analyza vyjadiuje celkovy vliv oxidativniho stresu na aktivaci (indukci) ¢i
utlumeni  (inhibici) exprese nebo samotné funkce antioxidaCnich enzymu
v exponovanych tkanich.

Standardizaci dat byl ziskan standartni primér Y; podle vzorce:

Yi=log(Xi/Xo),

kde X; je pramérna hodnota biomarkeru exponovanych skupin vzorkd a Xo jsou
prumérné hodnoty referencnich skupin vzorkd v pfislusné tkani. Standardizovana
odpoveéd’ biomarkeru (Z;) byla ziskana podle vzorce:

Zi=(Yi- w)s,

kde p je obecny prumér ziskany vypoCtem pruméru vSech skupin vzorkd
pfislusného biomarkeru a sje obecna smeérodatna odchylka vSech skupin vzorku
ptislusného biomarkeru v jené tkani. Index odchylky biomarkeru (A;) byl vypocitan
podle vzorce:

Ai=Zi-Zy,

kde Z; je standardizovana odpovéd exponovanych skupin vzorki a Zp je
standardizovana odpovéd referencnich (kontrolnich) skupin vzorkd. Integrovana
biomarkerova odezva byla ziskana prevedenim A; kazdé skupiny vzorkt (exponovanych
skupin) do absolutnich hodnot a jejich souctem podle vzorce:

IBRv2=sum|Ai;.7|.

3.2.7 Statisticka analyza

Rozdily mezi jednotlivymi odpovéd'mi biomarkera na rizné koncentrace DFH byly
uréeny pomoci metody jednocestna ANOVA a rozdily mezi skupinami byly testovany
naslednym Tukeyho testem. Za vyznamné pak byly povazovany ty rozdily na hladiné

vyznamnosti p < 0,05.
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3.3 Experiment 2: Bioakumula¢ni dynamika difenhydraminu

3.3.1 Design experimentu

Raci byli nejprve tyden aklimatizovani v dechlorované vodé a krmeni platky
mrkve. Poté bylo vybrano 170 raku, kteti byli rozdéleni do 6 akvarii. Jako v pfedchozim
experimentu byl pomér samice:samci v kazdém akvariu 1:1 a akvaria byla taktéz
vybavena plastovymi ukryty. V kazdém akvariu bylo 60 I vody, ve tfech akvariich bylo
pH postupné upraveno na 8,7 a v dalSich tfech na pH 6,7. Zvolena koncentrace DFH
byla 20 pg-l ™.

Fyzikéalné-chemické parametry vody byly sledovany a zaznamenavany stejné jako
v Experimentu 1. Svételny rezim byl nastaven na 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.

Cely experiment trval 240 hodin, prvnich 168 hodin byli raci exponovani 1é¢ivu,
poté byli raci premisténi do vody bez piidavku DFH k depuraci. Raci nebyli v prabéhu

experimentu krmeni a roztok v akvariich byl ménén kazdé rano po odbéru vzorka.

3.3.2 Odbéry vzorki

Celkem probéhlo 14 odbéri vzorkid hemolymfy a tél rakd. Prvni odbér probéhl
pred pfidanim DFH do akvérii a slouzil jako kontrola. Pti tomto odbéru byli z kazdého
akvaria ndhodné& vybrani 2 raci, vzdy samec a samice. Raci byli nasledné znehybnéni
chlazenim v ledové tfisti, zméteni a zvazeni (Obr. €.6 a 7). Injek¢ni stiikackou jim bylo
z ventralni dutiny abdominalniho segmentu odebrano 180 pl hemolymfy do 2ml
mikrocentrifugacni mikrozkumavky typu eppendorf. Hemolymfa byla promichéana
s 20 ul heparinu, aby nedosSlo ke koagulaci proteini v hemolymfé. Dalsi odbéry
hemolymfy probihaly po 1, 6, 12, 24, 48, 96 a 168 hodinach expozice testované latce
(absorp¢ni faze) a 1, 3, 12, 24, 48 a 72 hodin po presunuti raki do vody bez DFH
(depuracni faze) (Tab. ¢.1). Odbér probihal vzdy stejn€, jako je uvedeno u prvniho
odbéru. Mikrozkumavky s hemolymfou a sacky s tély rakd byly ihned umistény

do ledové tfisteé a poté uchovany v hlubokomrazicim boxu pfi -80 °C.
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3

Obr. ¢.6 Vazeni raka Obr. ¢.7 Méfeni raku

Tab. €.1 Odbéry vzorki hemolymfy a t¢l rakii v Experimentu 2

Den 0 Den 1 Den 2 Den 4 Den7 Den 8 Den9 Den 10
7:00 0 24 48 96 168 (0) 192 (24) 216 (48) 240 (72)
8:00 1 169 (1)
13:00 6 Absorpce 171 (3) Depurace
19:00 12 180 (12)

Pfi kazdém odbéru hemolymfy bylo odebrano 4,5 ml vody, které byly uchovany
pii -20 °C. Prfed vymeénou vody byl odebran vzorek vody (50 ml) pro méfeni
pfitomnosti amoniaku.

Chemicka analyza vody a hemolymfy byla provedena jako v Experimentu 1

(kapitola 3.2.3), jen vysledna koncentrace DFH byla vyjadiena v ng'ml"! hemolymfy.

3.3.3 Stanoveni amoniaku ve vodé

Amoniakalni dusik byl stanoven pomoci metody absorpcni spektrofotometrie
po reakci s Nesslerovym cinidlem dle Valentové (2013). Nejprve byla pfipravena rada
kalibraénich roztoku o koncentracich N-NHs*: 0; 0,16; 0,40; 0,80; 1,60; 2,40 a 3,20

mg-1"l. Po odecteni blanku (destilovana voda) byla z hodnot naméfenych absorbanci
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kalibra¢nich roztokt sestavena kalibra¢ni pfimka. K odebranym vzorkiim vody pak bylo
pfidano 0,5 ml roztoku Seignetovy soli (vinan sodnodraselny) a 1 ml Nesslerova
¢inidla. Po 10 min byla pfi vlnové délce 412 nm na spektrofotometru zméfena
absorbance vzorkd vody. Pomoci kalibra¢niho grafu a regresni rovnice byly vypocteny
koncentrace N-(NH3+NH4") ve vodé, vysledky pak byly pfepocitany na volny amoniak
(NH3).

3.3.4 Zopakovani Experimentu 2 s vysokou koncentraci DFH

Experiment 2 byl znovu zopakovan z divodu nizké nameétrené koncentrace DFH
v hemolymfé. Zopakovany experiment probihal stejnym zptsobem, jako predchozi,
pouze zvolena koncentrace DFH byla 200 ug-1"! a ve fazi depurace probéhl jeden odbér
hemolymfy navic (6 hodin po pfesunuti raki do vody bez DFH). Chemicka analyza
vody a stanoveni amoniaku ve vodé€ bylo provedeno téz stejnym zpusobem. Vzorek
vody pro mefeni pritomnosti amoniaku (50 ml) byl odebran pouze jednou pro ovéfeni

predpokladaného negativniho vysledku (po 12 h expozice testované latce).
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4. Vysledky

4.1 Experiment 1: Toxikologické ucinky difenhydraminu u raka

signalniho

4.1.1 Chemicka analyza vody a hemolymfy

Primérné namérfené koncentrace DFH ve vodé a v hemolymfé jsou zobrazeny
v Grafu €.2. Koncentrace DFH naméfené ve vodé byly oproti nominalni koncentraci
nizsi, ale oproti koncentracim namérenym v hemolymfé po 96 hodinach byly o jeden
fad vyssi. Naméfené koncentrace DFH v hemolymfé€ rostly podle gradientu nameétenych

koncentraci DFH ve vodé.

170,4
180 -

160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 - 18,1
20 15,3

. 12 02 | -2;8
M

L

H \/oda

= Hemolymfa

Koncentrace DFH (ug-l)

Graf ¢.2 Primémé naméfené koncentrace DFH ve vodé a v hemolymf€ raka signalniho
exponovaného riznym koncentracim difenhydraminu. Uveden prumér + smérodatna odchylka.

Zkratky: L — nizka (2 pg-1"), M — stiedni (20 pg1'") a H - vysoka (200 pg:1") koncentrace DFH.

Zavislost koncentraci DFH naméfenych v hemolymf€ na délce karapaxu (krunyte)
rakt je vyobrazena v Grafu ¢.3. Z téchto grafii a rovnic regrese je viditelné, ze mezi
koncentraci DFH v hemolymf€ a délkou karapaxu raka nebyla linearni zavislost v zadné

z testovanych koncentraci DFH.
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Graf &3 Zavislost naméfené koncentrace DFH v hemolymfé na délce karapaxu raka.

Koncentrace DFH — A) 2 pg-1"!, B) 20 pg'1”, C) 200 pg1".

31



4.1.2 Biomarkery oxidativniho stresu

Utinky testovanych koncentraci DFH, méfené v testovanych tkanich raka
signalniho, na jednotlivé biomarkery oxidativniho stresu jsou zobrazeny v Grafech ¢.4.
Z grafii jsou zfejmé inhibované a indukované biomarkerové reakce a jejich statisticky
prukazny rozdil.

Lipidni peroxidace (Graf ¢.4 A) byla zvySena v hepatopankreatu pouze pii vysoké
koncentraci DFH (p < 0,001), v zabrach naopak se zvySujici se koncentraci klesala.
Ve svalech byla LPO snizena pfi nizké a stfedni koncentraci.

Aktivita CAT (Graf ¢.4 B) byla pii vysoké koncentraci DFH ve svalech zvySena
(p <0,001). V ostatnich tkanich nevykazovala aktivita CAT ani vyznamnou indukeci, ani
vyznamnou inhibici.

Aktivita SOD (Graf ¢.4 C) byla v zabrach inhibovana pfi stfedni a vysoké
koncentraci DFH (p < 0,001), ve svalech byla naopak vysokou koncentraci indukovana
(p <0,008). V hepatopankreatu SOD aktivitu vyraznéji nemenila.

U aktivity GPx (Graf ¢.4 D) nebyl zaznamenan statisticky prakazny rozdil v zadné
z tkéni, ani pfi zadné koncentraci DFH.

V hepatopankreatu se aktivita GR (Graf ¢.4 E) snizila pfi nizké a vysoké
koncentraci DFH (p < 0,001), stejné tak se snizila ve svalech pifi vysoké koncentraci
(p < 0,001). V zabrach byla aktivita GR indukovéna pfi stfedni a vysoké koncentraci
DFH (p < 0,001).

Aktivita GST (Graf ¢.4 F) byla zvySena v hepatopankreatu pfi nizké a vysoké
koncentraci DFH (p < 0,001). Ve svalech byla aktivita GST snizena pfi nizké a stfedni
koncentraci DFH (p < 0,002). V zéabrach se aktivita GST vyznamné& neménila.
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Graf ¢4 A) Lipidni peroxidace stanovena v jednotkach TBARS v testovanych tkanich raka
signalniho, exponovaného riznym koncentracim DFH. Zkratky: K — kontrola bez DFH, L —
nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pg-1"') koncentrace DFH. Razna

pismena v ramci jedné tkané vyjadiuji statisticky prukazny rozdil (p <0,05).
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Graf ¢.4 B) Enzymaticka aktivita CAT stanovena jako latkové mnozstvi spotiebovaného H,O»
v testovanych tkanich raka signalniho, exponovaného riznym koncentracim DFH. Zkratky: K —
kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pgl")
koncentrace DFH. Rizna pismena v ramci jedné tkané vyjadiuji statisticky prikazny rozdil

(p <0,05).
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Graf ¢.4 C) Enzymaticka aktivita SOD stanovena jako latkové mnozstvi redukovaného NBT
v testovanych tkanich raka signalniho, exponovaného riznym koncentracim DFH. Zkratky: K —
kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pgl")
koncentrace DFH. Rizna pismena v ramci jedné tkané vyjadiuji statisticky prikazny rozdil

(p < 0,05).
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Graf ¢.4 D) Enzymaticka aktivita GPx stanovena jako latkové mnozstvi oxidovaného NADPH
v testovanych tkanich raka signalniho, exponovaného riznym koncentracim DFH. Zkratky: K —
kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pgl")
koncentrace DFH. Rizna pismena v ramci jedné tkané vyjadiuji statisticky prikazny rozdil

(p < 0,05).
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Graf ¢.4 E) Enzymaticka aktivita GR stanovena jako latkové mnozstvi oxidovaného NADPH
v testovanych tkanich raka signalniho, exponovaného riznym koncentracim DFH. Zkratky: K —
kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pgl")
koncentrace DFH. Rizna pismena v ramci jedné tkané vyjadiuji statisticky prikazny rozdil

(p < 0,05).
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Graf ¢.4 F) Enzymaticka aktivita GST stanovena jako latkové mnozstvi vzniklého konjugatu
CDNB v testovanych tkanich raka signalniho, exponovan¢ho riznym koncentracim DFH.
Zkratky: K — kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka
(200 pg-1") koncentrace DFH. Ruzna pismena vramci jedné tkané vyjadiuji statisticky

prukazny rozdil (p < 0,05).
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4.1.3 Biomarkery neurotoxicity

Aktivitu AChE (Graf ¢€.5) nezménila expozice raki DFH zadné z testovanych
koncentraci, v zadné z tkani tedy aktivita AChE nevykazovala ani indukci, ani inhibici.

Nejvyssi absolutni aktivita AChE v porovnani s ostatnimi tkanémi byla naméfena ve

svalech.
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Graf &5 Enzymaticka aktivita AChE stanovena jako latkové mnozstvi vzniklého konjugatu
DTNB v testovanych tkanich raka signalniho, exponovaného riznym koncentracim DFH.
Zkratky: K — kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka
(200 pg-1") koncentrace DFH. Ruzna pismena vramci jedné tkané vyjadiuji statisticky
prukazny rozdil (p < 0,05).

4.1.4 Index odchylky biomarkeru

Index odchylky biomarkeru zobrazuje indukci a inhibici funkce antioxidacnich
biomarkeri vzhledem ke kontrole (Graf ¢.6). Inhibice a indukce funkci biomakert byly
v jednotlivych tkanich a koncentracich DFH rizné, avsak ve vSech tkanich bylo zjisténo
devét indukovanych a dvanact inhibovanych biomarkerd. VSechny aktivity biomarkera
byly tedy v kazdé tkéani, kazdou koncentraci DFH alespoii miniméln€, avSak ne vzdy
prukazng, ovlivnény.

V hepatopankreatu byla zjisténa nejvyssi mira indukce u LPO pfi vysoké
koncentraci DFH, nejvétsi inhibice pak byla u GR pifi nizké koncentraci. Nejvice
indukci zde bylo vyvolano vysokou koncentraci DFH a nejvice inhibici pak stfedni

koncentraci.

36



V zabrach byla zjisténa nejvyssi indukce aktivity u AChE pii stfedni koncentraci
DFH a nejvyssi mira inhibice u LPO pfii vysoké koncentraci. Jako u hepatopankreatu,
i zde bylo nejvice inhibici funkci vyvolano stfedni koncentraci DFH, ale nejvice indukci
nizkou koncentraci.

Ve svalech byla zjisténa nejvyssi indukce aktivity u SOD pfi vysoké koncentraci
DFH a nejvyssi mira inhibice u GST pii nizké koncentraci. VSechny koncentrace DFH

vyvolaly stejny pocCet inhibici a indukci aktivit biomarkert.
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Graf ¢.6 Index odchylky biomarkeru A) v hepatopankreatu, B) v zabrach, C) ve svalech raka
signalniho exponovaného riznym koncentracim DFH. Kladné hodnoty vicéi kontrole (nulové
linii) znaci indukci biomarkeru a zaporné hodnoty znaci inhibici biomarkeru. Zkratky: K —
kontrola bez DFH, L — nizka (2 pgl'), M — stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pgl")
koncentrace DFH, LPO - lipidni peroxidace, CAT — katalaza, SOD — superoxid dismutaza, GPx
— glutathion peroxidaza, GR — glutathion reduktaza, GST — glutathion-S-transferaza, AChE —

acetylcholinesteraza.
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4.1.5 IBRv2

Z integrované biomarkerové odezvy verze 2 (Graf ¢.7) bylo zjisténo, ze nejvyssi
ucinky byly vyvolany vysokou koncentraci DFH ve svalech. Nejniz§i odezvy pak byly
zpusobeny nizkou koncentraci DFH v zabrach. Nejsilngji byly ovlivnény biomarkery

vysokou koncentraci DFH, nejslabéji pak nizkou koncentraci.
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Graf €.7 Integrovana biomarkerova odezva verze 2 — absolutni u¢inky DFH na biomarkery raka
signalniho. Zkratky: L — nizkd (2 pgl'), M - stiedni (20 pgl') a H — vysoka (200 pg-1')

koncentrace DFH.

4.2 Experiment 2: Bioakumulac¢ni dynamika difenhydraminu

4.2.1 Amoniak

V Tab. ¢.2 jsou zaznamenany koncentrace amoniaku a amoniakalniho dusiku
namétfené ve vzorcich vody v pribéhu experimentu. VSechny naméfené koncentrace
byly pod limitem toxicity pro raky. Pro koncentraci DFH 200 pg:l"! byly zméfeny jen 3
kontrolni vzorky vody 12 hodin po ptidavku DFH.
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Tab. €.2 Koncentrace amoniaku a amoniakalniho dusiku ve vzorcich vody z experimentalnich

akvarii. Koncentrace DFH — A) 20 ug-1'!, B) 200 pg-1". Zkratky: LOQ — limit kvantifikace.

A) pH 6,7 pH 8,7
N-(NHs##NHs)  NHs N-NH:  N-(NHe##NHz)  NHs N-NH:
(Mg't) (Mgt (pgl) (Mg ) (Mgt) (Mgl
1h 210 03 02 170 2 18
12h 90* 0,1* 0,1* 90* 1 1
24h 110* 0,1* 0,1* 110* 14* 12*
48h 120* 0,1* 0,1* 70* 4 3*
96 h 120* 0,1* 0,1* 160 14 11
144 h 140* 0,2* 0,1* 90* 12* 10*
168 h 160 0,2 02 180 8 7
192h 160 0,2 02 220 8 6
216 h 120* 0,1* 0,1* 150* 30 24
* <LOQ
B) pH 6,7 pH 8,7
N-(NHs##NHs)  NHs N-NHs  N-(NHs#NHs)  NHs N-NH:
(Mg't) (wg)  (pgl) (Mg't) (wgl)  (ugl)
90* 02" 02" 140* 28 23
12h 100* 02" 02" 130* 26* 21*
100* 02" 02" 120* 25* 20
* <LOQ

4.2.2 Chemicka analyza vody a hemolymfy

Koncentrace DFH absorbovaného a eliminovaného zhemolymfy raka v Case
pfi vybranych hodnotach pH jsou zobrazeny v Grafu ¢.8. Pfi vy$§i hodnoté pH byla
naméfena vy$si koncentrace DFH v hemolymf¢. Naméfené hodnoty koncentrace DFH
v hemolymf& rakd byly velice nizké, pti koncentraci DFH 20 pg:1"!' byly hodnoty o dva
fady niz§i, pti koncentraci 200 pgl' dokonce o tfi fady niz§i. Difenhydramin byl

postupné v ¢ase z hemolymfy eliminovan.
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Graf ¢.8 Koncentrace DFH v hemolymf€ raka signalniho, vystavené¢ho riiznym hodnotam pH,
v ase. Koncentrace DFH — A) 20 ug1', B) 200 pg1'. Uvedeny jsou priméry naméfenych

hodnot v daném case.

Koncentrace DFH ve vodé byla pfi niz§i hodnoté pH mirn€ vyssi. V dobé depurace
ve vode nebyla zjiSténa pritomnost DFH (Graf ¢.9). Stejné jako v Experimentu 1, ani
zde nebyla zjisténa linearni zavislost naméfené koncentrace DFH v hemolymfé raka na

délce karapaxu raka v zadné z testovanych koncentraci DFH (Graf ¢.10).
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Graf ¢.10 Zavislost naméfené koncentrace DFH v hemolymfé na délce karapaxu raka.

Koncentrace DFH — A) 20 ug‘1!, B) 200 pg-1.
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Ve vzorcich hemolymfy bez pifidaného heparinu byly naméfeny fadoveé shodné

koncentrace DFH, jako ve vzorcich s heparinem. Ve vybranych vzorcich t€l raka vSak

byly nameéfeny koncentrace DFH o dva az tfi fady vysS§i nez v hemolymf€. 1v télech

rakii byla absorpce DFH vétsi pii vys$Sich hodnotach pH. Biokoncentracni faktor

vyjadiuje pomér koncentraci DFH v télech raka ku koncentraci DFH ve vodé. Z nasich

dat vyplyva, ze BCF byl ve vSech méfenych vzorcich nizs§i nez 1 a nedochazelo

k biokoncentraci léCiva v racich tkanich (Tab. €.3). Data vSak nezahrnuji dostatecny

statisticky vzorek.

Tab. €.3 Porovnani naméfenych koncentraci DFH ve vod€, v hemolymf€ s heparinem,

v hemolymf€ bez heparinu a v téle raka pfi testovanych hodnotach pH. 168 hodin expozice

DFH. Nominalni koncentrace DFH — 200 pg-1"'. Zkratky: BCF — biokoncentraéni faktor, hep. —

heparin, LOQ — limit kvantifikace.

Cislo Voda Hemolymfa s Hemolymfa bez Télo BCF
vzorku (Hg-H) hep. (Mg-kg) hep. (Mg-kg) (Mg-kg-! erstvé tkane)
1 pH 6,7 208 <LOQ 1,6 47 0,2
2 pH 6,7 200 0,3 0,7 63 0,3
3 pH 6,7 196 0,5 1,1 45 0,2
4 pH 8,7 192 0,1 0,4 74 0,4
5 pH 8,7 200 0,2 0,3 63 0,3
6 pH 8,7 200 0,5 0,4 100 05
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5. Diskuze

Predlozena bakalarska prace se zaméfuje na studium 1éciva DFH, ktery je Casto
detekovan ve vodach, tkanich ryb a sedimentech. Piestoze dochazi k ¢asté detekci DFH
v environmentalnich vzorcich, jsou znalosti o jeho vlivu na vodni organismy velmi
limitované (Berninger a kol., 2011). Rak signalni byl vybran, jelikoz predstavuje
vhodny experimentalni model velkych vodnich bezobratlych, pro které vliv DFH zatim
nebyl podrobnéji popsan. Vliv DFH byl studovan pomoci biochemickych markera, diky

kterym je mozné dobte indikovat toxicitu 1é¢iv (Luschak, 2011).

5.1 Toxikologické ucinky difenhydraminu u raka signalniho

5.1.1 Chemicka analyza vody a hemolymfy

Vysledky naméfenych koncentraci DFH v hemolymfé (kap. 4.1) ukazaly, Ze se
DFH do hemolymfy rakti absorboval v souladu s gradientem testovanych koncentraci,
ale hodnoty byly o jeden fad nizsi, nez koncentrace namérené ve vode. Absorpce
ionizovatelnych latek, napt. DFH, probih4a hlavné na organech, které jsou v kontaktu
s prostfedim (zabry), ¢i v travicim traktu organismu. Pasivni difuze 1éCiv pres zaberni
tkan a dutinu traviciho traktu muaze byt obousmérna. Membranové prenaseCe
v biologickych membranach pak prenaseji polarn€ nabité molekuly 1éCiva absorbované
do hemolymfy a jeho metabolity vznikajici napt. v hepatopankreatu (Carter a kol.,
2022). Tyto procesy a bunécné a tkarniové bariéry proto mohou byt divodem, proc byly
koncentrace DFH naméfené v hemolymfé niz§i nez ve vodé. V predlozené praci
nebyly v hemolymf¢ rakd zjiStény zadné metabolity DFH, avSak v podobném
experimentu studie Xie a kol. (2016) byly dva transformacni produkty DFH (N-
demethyl DFH and N,N-didemethyl DFH) detekovany v plasmé ryb (Carassius

auratus).
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5.1.2 Biomarkery oxidativniho stresu a neurotoxicity

Aktivita biomarker byla méfena ve tfech tkanich, a to v hepatopankreatu, Zabrach
a svalech. Hepatopankreas ma zasadni vyznam pro regulaci metabolismu, imunitni
funkce, detoxifikaci a vstifebavani zivin u korys$t (Zhang a kol., 2019). Schopnost
hepatopankreatu odbouravat 1é¢iva vS§ak muze byt snizena vysokymi koncentracemi
té&chto 1é¢iv. Zabry rakd maji respiraéni a osmoreguladni funkci. Jsou v kontaktu
s prostiedim, a tak ¢asteCné zajistuji vymeénu plyna a iontd, avsak jsou i velice nachylné
k poskozeni (Guner, 2007; Staré a kol., 2019). Abdominalni svaly jsou pohybovou ¢asti
téla raka. Funkce svali muze byt regulovana nékterymi xenobiotiky, jako jsou
antihistaminika, ktera narusuji funkci histaminovych receptord dulezitych
pro neurotransmisi.

V této studii byla pouze v né€kolika ptipadech zjisténa tzka souvislost biomarkert
toxicity a hladiny lipidni peroxidace s koncentraci DFH. AvSak ve studii Xie a kol.
(2016) bylo zjisténo, ze oxidativni stres, tedy inhibice ¢i indukce aktivity biomarkert
ve tkanich ryb (Carassius auratus), vzdy zavisela na testované koncentraci DFH.
Aktivita SOD a GST se zvySujici se koncentraci DFH postupné klesala, aktivita CAT,
GPx a AChE naopak vzrastala.

Lipidni peroxidace dosahovala v hepatopankreatu nejvyssich hodnot ze vSech tkani,
coz muze souviset s narustem aktivity GST. ZvySena LPO znaci oxidacni poSkozeni
tkané (Stara a kol., 2019). Glutathion-S-transferaza zajistuje konjugaci redukované
formy glutathionu, ¢imz muze byt zpisoben nedostatek oxidované formy glutathionu, a
tudiz i pokles aktivity GR. Studie Trombini a kol. (2021), provedend na rakovi
cerveném  (Procambarus  clarkii), taktéz  zaznamenala v hepatopankreatu,
pfi koncentraci smési 16¢iv (ibuprofen, ciprofloxacin a flumequin) 100 pg-l”, nardst
aktivity GST a zaroven prudky pokles aktivity GR.

Vzhledem k tomu, ze v zabrach byla naméfena zvysena aktivita CAT, SOD a GR
oproti ostatnim testovanym tkanim, zajistuji nejspi§ ochranu zaber pied oxidativnim
stresem a pomahaji odstrafiovat superoxidové radikaly. Aktivita SOD byla nejvyssi
pfi nejnizsi koncentraci DFH, poté s vy§§imi koncentracemi postupné klesala, podobné
jako ve studii Gao a kol. (2021), kde byla v zabrach raka Cerveného (Procambius
clarkii), v souladu s gradientem testovanych koncentraci lé¢iva maduramicinu (0,7; 3,5

a 7 mgl"), sedmy den expozice snizovana aktivita SOD. Aktivita CAT se v této studii
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v zabrach pfili§ neménila, stejné jako v jiz zminéné studii Gao a kol. (2021). Aktivita
GPx taktéz nebyla v zdbrach vyrazné zvysena, avSak v experimentu Gao a kol. (2021)
naméfili v zdbrach raka cerveného (Procambius clarkii) zvySenou aktivitu GPx
pfi testovanych koncentracich maduramicinu. Superoxid dismutaza zajistuje dismutaci
superoxidu, a tim vznik peroxidu vodiku, ktery je pak odstrafiovan pomoci CAT a GPx.
Glutathion reduktaza méni oxidovany glutation na redukovany.

Aktivita AChE byla ve svalech zvySena, v jednotlivych koncentracich DFH vsak
nekolisala. Oproti tomu v experimentu studie Sol¢ a kol. (2010) byla namétena klesajici
aktivita AChE v zabrach slavky sttedomoiské (Mytilus galloprovincialis) po 10 dnech
expozice léCivu acetaminofenu. Acetylcholinesteraza je potfebna pro hydrolyzu
acetylcholinu na acetat a cholin (Solé a kol.,, 2010). V tomto experimentu vSak
nemusela byt biomarkerem neurotoxicity, jelikoz DFH pusobi jako anticholinergni latka
v parasympatické Casti autonomniho nervového systému, ktery je pfitomen napiiklad
v hladkém svalstvu stev (Potter, 2012).

Nejprve byl vypocitan index odchylky biomarkerti, kde hodnoty pod a
nad kontrolni linii znac¢i indukci ¢i inhibici aktivity biomarkeru. VSechny biomarkery
vykazovaly snizené nebo zvySené aktivity a ve vSech tkanich bylo vzdy devét
indukovanych a dvanact inhibovanych aktivit biomarkerd. Jelikoz nelze jednoznacné
vyhodnotit, zda ma indukce a inhibice aktivity biomarkera pozitivni ¢i negativni vliv,
byly hodnoty sjednoceny pomoci nastroje IBRv2 vyjadiujiciho standardizovanou
odchylku biomarkeru od kontroly. IBRv2 je nestatisticka metoda, ktera integruje
odpovédi biomarker s riznymi fady a jednotkami hodnot, a tim usnadiiuje interpretaci
vysledki. Nejvétsi posun od kontroly zpusobeny oxidativnim stresem byl pomoci
IBRv2 detekovan ve svalech, coz muze znamenat, ze svaly jsou vice citlivé
k oxidativnimu stresu nez ostatni testované tkane.

Druhy experiment (kap. 4.2) sledoval absorpci a eliminaci DFH z hemolymfy raka
signalniho v jednotlivych casovych bodech s prodlouzenou dobou expozice 1éciva
na sedm dni. Data, kterd byla ziskana ve dvou fazich tohoto experimentu, budou slouzit
jako metodicky podklad pro dalsi vyzkum sorpce a chovani tohoto léciva
u bezobratlych vodnich organismu a vypoctu prislusnych bioakumulacnich parametra.

Na pouzité mnozstvi vody (60 1) nebyly nameéfeny nadlimitni koncentrace

amoniaku sledovaného za 24 h po vymeéné vody. VSechny koncentrace amoniaku
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v prubéhu experimentu byly pod limitem toxicity pro raky. Toxicita amoniaku zavisi na
teplot¢ a pH vody a napt. pro raka pruhovaného (Orconectes limosus) byla zjisténa
v rozmezi 15 — 23 mg-1"! NH;3 (Velisek a kol., 2018). Vzhledem k tomu, ze podminky
experimentu pro limit toxicity amoniaku byly splnény, nebylo nutné jedince rozdelovat

do mnoha akvarii jednotlivé po odbérovych casech (Huff a kol., 2013).
5.2 Bioakumula¢ni dynamika difenhydraminu

Vzhledem k vysledkim Experimentu 1 (kap. 4.1.1) bylo ofekavano, ze naméfené
hodnoty koncentrace DFH v hemolymfé budou o jeden fad nizs§i nez odpovidajici
koncentrace DFH ve vodé, avsak tyto koncentrace se v hemolymf¢€ namérit nepodatilo
(Experiment 2). Z tohoto divodu byl experiment opakovan a koncentrace DFH ve vodé
byla o jeden tad zvySena na 200 pgl™l. Ani svyssi koncentraci DFH se nepodafilo
detekovat ocekavanou koncentraci. Dodatecné tedy byla zméfena koncentrace DFH jen
v n¢kolika vzorcich tél rakt. Zjisténa koncentrace byla nékolikanasobné vyssi nez
koncentrace v hemolymfg.

Raci maji casteCné otevieny obc&hovy systém s hemolymfou, kde predstavuje
koagulacni mechanismus jednu z imunitnich odpovédi organismu. Pfi koagulaci
hemolymfy je po aktivaci hemocyti uvolnovana transglutaminaza zbun¢k, ktera
nasledné katalyzuje proces polymerizace plazmatického koagula¢niho proteinu do
stabilni srazeniny. Protoje jednim z moznych divodi, pro¢ se nepodafilo ziskat
pozadovana data, pritomnost koagulacnich proteini v hemolymfé, které chemickou
latku navazuji, tvofi sni konjugat a dana latka pak nemlze byt v hemolymfe
identifikovana (Mengal a kol., 2023).

Pouzita metoda a proces zpracovani hemolymfy nebyl optimalizovany, a tak mohlo
dochazet k preménam léCiva na metabolity, jejichz pfitomnost nebyla pfi analyze
hemolymfy zjis€na. Dalsim z divodi ovlivnéni vyslednych koncentraci DFH by mohl
byt piidavek heparinu ke vzorkiim hemolymfy. Heparin je antikoagulant krevnich
proteinti pouzivany u vzorku obratloved. Heparin byl tedy také dodatecné metodicky
testovan, avSak nebyl zji§tén zadny vyznamny vliv na koncentraci DFH v hemolymfg.

Dal$im dualezitym faktorem pro vstiebavani latek do té€l organismu je pH.
Z vysledka téchto experimentt je viditelny rozdil mezi absorpci 1€Civa pii riznych

hodnotach pH. Dle vySe predlozenych vysledki se DFH vice absorbuje pii vyssi
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hodnoté pH (8,7), nez pii hodnoté nizsi (pH 6,7). K tomuto dochazi pravdépodobné
proto, ze DFH je slaba zasada s pK,=8,9, vyssi testovana hodnota pH se tedy vice blizi
hodnoté€ disociacni konstanty DFH. Berninger a kol. (2011) zjistili vétsi toxicitu DFH
pro D. magna pii hodnotach pH, které odpovidaly blize hodnotam pK, pro DFH.
Znalosti spojené s bioakumulaci latek do t€l organismu jsou z hlediska rozdilnych
faktort prostiedi velice dilezité. Vody maji rozdilné hodnoty pH, coz, jak bylo zjisténo,
ovlivilyje vstiebavani latek do organismt. Vypousténim vod z Cistiren odpadnich vod a
pusobenim dalSich antropogennich vliva (napf. splachy ze zemédé€lskych ploch) je

meénéno pH vod, a tim ovlivnéna schopnost latek absorbovat se do tél organismu.
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6. Zavér

V predlozené bakalarské praci byly vyhodnoceny ucinky 1éCiva difenhydraminu na
zmény v obrannych molekularnich mechanismech raka signalniho. Nizkd a stfedni
testovana koncentrace DFH vyvolaly vramci akutniho experimentu zmeény aktivit
pouze u nékterych biomarkert oxidativniho stresu (napt. GST, GR), a to hlavné
v hepatopankreatu a ve svalech. Vysoka koncentrace DFH ovlivnila vétSinu testovanych
biomarkerti alesponi v jedné z tkani. Aktivity AChE a GPx nebyly prukazné ovlivnény
zadnou z koncentraci, v zadné ztestovanych tkani. Pomoci IBRv2 bylo zjisténo, ze
nejvetsi zmény pusobi 1éCivo ve svalech pii vSech tfech testovanych koncentracich,
nejmensi pak v zabrach.

Koncentrace absorbovaného 1éCiva naméfené v hemolymfé rakd byly nizsi, nez
bylo predpokladano. Mezi koncentraci DFH v hemolymf€ a velikosti téla raka nebyla
zjisténa linearni zavislost. Protoze se jedna o slabé zasadité 1écivo, byla pii pH 8,7
roztoku 1éCiva, kterému byli raci exponovani, prokazana vyssi absorpce léCiva do
hemolymfy, nez pii pH 6,7.

Tato studie prokazala, ze difenhydramin zplsobil u raka signalniho zmény
v molekularnich obrannych mechanismech jiz pfi environmentalnich koncentracich, ale
nebyl pro raky akutné neurotoxicky. LéCivo pfi testovanych koncentracich vyvolalo
riaznou miru oxidativniho stresu v hepatopankreatu, zabrach a svalech. Absorpce DFH
do hemolymfy raka nezavisela na velikosti jeho téla, ale spiSe na pH prostredi.
Vysledky této prace dopliiuji omezené znalosti o vlivu difenhydraminu na velké vodni
bezobratlé. Ziskana data budou dale slouzit jako metodicky podklad pro dalsi vyzkum
rychlosti absorpce, eliminace a dalSich parametri bioakumula¢ni kinetiky

farmaceuticky aktivnich latek u sladkovodnich korysu.
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8. Seznam zkratek

ADMET — Adsorpce, distribuce, metabolismus, vyluCovani a toxicita
AChE — Acetylcholinesteraza

Aj — Index odchylky biomarkeru

BAF — Bioakumula¢ni faktor

BCF — Biokoncentra¢ni faktor

BChE — Butyrylcholinesteraza

BMF — Biomagnifika¢ni faktor

CAT — Katalaza

CDNB — 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

DFH — Difenhydramin

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DTNB — Kyselina 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova
EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova

GPx — Glutathion peroxidaza

GR — Glutathion reduktaza

GST — Glutathion-S-transferaza

H — Vysoka koncentrace difenhydraminu (200 pg:1™)
IBRv2 — Integrovana odezva biomarkeru verze 2

K — Kontrola bez ptidavku difenhydraminu

L — Nizk4 koncentrace difenhydraminu (2 pg:1™?)
LC — Kapalinova chromatografie

LECHB — Laboratof environmentalni chemie a biochemie
LOQ — Limit kvantifikace

LPO — Lipidni peroxidce

M — Stedni koncentrace difenhydraminu (20 pg-1™)
N-(NH3+NH4") — Celkovy amoniakalni dusik

NADH — B-nikotinamid adenindinukleotid

NADPH — B-nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NBT — Nitrotetrazolium blue chlorid

NH; — Amoniak

N-NH4* — Amoniakalni dusik
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NSAIDs
‘02
OECD
OH-
PBS
PhAC
PMS
PPCPs
Q

ROS
SOD
TBARS
TMF

TRIS-HCI

VURH

-----

— Superoxidovy anion

— Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
— Hydroxylovy radikal

— Fosfatovy pufr

— Farmaceuticky aktivni slouceniny

— Postmitochondrialni supernatant

— Léciva a pripravky denni potieby

— Kvartal

— Reaktivni formy kysliku

— Superoxid dismutdza

— Latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou
— Troficky magnifikacni faktor

— Tris hydrochloridovy pufr

— Vyzkumny ustav rybarsky a hydrobiologicky
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9. Abstrakt

Udinky 1é¢iva difenhydraminu na molekulirni obranné mechanismy u raka
signalniho v ramci bioakumulaéniho experimentu

Difenhydramin (DFH) je 1éCivo dlouhodobé pouzivané po celém svéte proti riznym
typum alergie. Rezidua DFH jsou casto detekovana v povrchovych vodach,
sedimentech i1 tkanich ryb. Pisobeni xenobiotik, napfiklad rezidui 1éCiv, na vodni biotu
muze zpusobit metabolické zmeény, ale i toxicitu v organismu. Cilem této prace bylo
posoudit, zda mé 1écivo DFH vliv na molekularni obranné mechanismy raka signalniho
(Pacifastacus leniusculus) a v ramci bioakumula¢niho experimentu vyhodnotit absorpci
a eliminaci léCiva v hemolymf€ raka signalniho. Raci byli exponovani nejprve tfem
riznym koncentracim DFH (2, 20 a 200 pgl!) po dobu 96 hodin. Po ukonceni
experimentu byla zméfena koncentrace DFH v hemolymf¢ a tkan€ rakd analyzovany.
Ve druhém, desetidennim experimentu byla sledovana pouze koncentrace DFH, a to
absorpce a eliminace v ¢ase pii pH vody 6,7 a 8,7. Raci byli vystaveni po 168 hodin
dvéma koncentracim DFH (20 a 200 pgl™') a po 72 hodin ponechani v &isté vodé
bez piidavku DFH. Akutni zmény aktivit biomarkerti oxidativniho stresu a biomarkeru
neurotoxicity byly pozorovany v hepatopankreatu, v zabrach 1 ve svalech.
Environmentalni a stfedné zvysSena koncentrace DFH zpusobila nerovnovahu pouze
v aktivitach enzymu spojenych s metabolismem glutationu. Nejvét§i zmény zpusobené
oxidativnim stresem byly detekovany pfi subletalni koncentraci ve svalech. Lécivo
uraka signalniho zpisobilo zmény v antioxidacnich obrannych mechanismech, ale
akutni neurotoxicita nebyla prokazana. Vysledky desetidenniho experimentu ukazaly,
ze pii hodnoté pH blizké disociacni konstanté pro DFH bylo absorbovano vétsi
mnozstvi léCiva, naopak nebyla prokazana linearni zavislost koncentrace DFH
v hemolymf€ na velikosti téla raka. Data, ktera byla ziskdna v této praci, dopliuji
omezené znalosti o vlivu difenhydraminu na vodni bezobratlé. Vysledky budou dale
slouzit jako metodicky podklad pro dalsi vyzkum rychlosti absorpce, eliminace a
dalsich  parametri bioakumulac¢ni  kinetiky farmaceuticky aktivnich latek
u sladkovodnich korysu.

Kli¢ova slova: difenhydramin, rak signalni, biomarkery oxidativniho stresu,

biomarkery neurotoxicity, bioakumulace
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10. Abstract

Effects of diphenhydramine on molecular defense mechanisms in signal
crayfish within a bioaccumulation experiment

Diphenhydramine (DFH) is a medication widely used around the world to treat
various types of allergies. Residues of DFH are often detected in surface waters,
sediments, and fish tissues. The impact of xenobiotics, such as pharmaceutical residues,
on aquatic biota can cause metabolic changes and toxicity in organisms. This study
aimed to assess whether DFH affects the molecular defense mechanisms of signal
crayfish (Pacifastacus leniusculus) and evaluate the absorption and elimination of the
drug in the hemolymph of signal crayfish within a bioaccumulation experiment.
Crayfish were exposed to three different concentrations of DFH (2, 20, and 200 pg:1™!)
for 96 hours. After the experiment, the concentration of DFH in the hemolymph was
measured, and crayfish tissue was analyzed. In a second, ten-day experiment, only the
concentration of DFH was monitored for absorption and elimination over time at pH
values of 6.7 and 8.7. Crayfish were exposed to two concentrations of DFH (20 and 200
ng1) for 168 hours and then kept in clean water without DFH for 72 hours. Acute
changes in oxidative stress biomarker activity and neurotoxicity biomarkers were
observed in the hepatopancreas, gills, and muscles. Environmental and moderately
increased concentrations of DFH caused an imbalance only in the activities of enzymes
associated with glutathione metabolism. The most significant changes caused by
oxidative stress were detected at sublethal concentrations in the muscles. The
medication caused changes in the antioxidant defense mechanisms of signal crayfish,
but acute neurotoxicity was not detected. The results of the ten-day experiment showed
that a greater amount of the pharmaceutical was absorbed at pH close to the dissociation
constant of DFH, but no linear dependence of the concentration of DFH in the
hemolymph on the size of the crayfish was detected. The data obtained in this study
complement the limited knowledge about the effect of DFH on aquatic invertebrates.
The results will serve as a methodological basis for further research on the rates of
absorption, elimination, and other parameters of bioaccumulation kinetics of
pharmaceutically active substances in freshwater crustaceans.

Keywords: diphenhydramine, signal crayfish, oxidative stress biomarkers,

neurotoxicity biomarkers, bioaccumulation

59



