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1 Uvod

Pesticidy byly v omezené mife pouzivany jiz od starovéku. Jednalo se o pfipravky na bazi
siry nebo arzenu, které byly v knihach zaznamenany jiz od 25 stoleti pi.n.l. (Costa, 1987).
Rimané vyuzivali jako rodenticidy dva druhy kychavice, a to kychavici bilou (Veratrum album)
a kychavici ¢ernou (V. nigrum). Od 17. stoleti byl jako kontaktni insekticid vyuzivan tabak.
Slouc¢eniny médi byly znamy od raného 18. stoleti pro svoje fungicidni ucinky, smés
hydratovaného véapna a siranu méd’natého byla poprvé pouzita ve Francii koncem 18. stoleti.
Do tficatych let 20. stoleti byly vyuzivany pesticidy pouze ptirodniho ptvodu, piipadné
anorganické slouceniny. Pouzivaly se predev§im sloucCeniny arsenu, sira, nikotin, rotenon a

slou¢eniny rtuti (Costa, 2020).

V roce 1939 Svycarsky chemik Paul Mueller objevil insekticidni uc¢inky DDT
(dichlordifenyltrichlorethan), které bylo od uvedeni na trh v roce 1942 Gspé$né vyuzivano
k tlumeni epidemii tyfu a zejména maldrie. V nasledujicich letech bylo vyvinuto
a komercializovano nékolik dalSich insekticidi na bézi chlorovanych uhlovodiki
(lindan, chlordan, aldrin). Ve 20. stoleti byly na trh uvedeny Siroce vyuzivané pesticidy,
napft. karbamatové insekticidy, syntetické pyretroidy, tiaziny, parakquat a glyfosat, ktery se stal
celosveétoveé nejprodavanéjsim pesticidem vibec. Desitky herbicidt, fungicidi a rodenticidd
byly vyvinuty v poslednich desitkach let, fadi se mezi né napiiklad, v posledni dobé velmi

vyuzivana, skupina neionikotinoida (Casida, 2015; Casida a Durkin, 2017).

Pesticidy se daji oznacit jako jediné toxické latky, zamérné vypousténé ve velkém mnozstvi
do Zivotniho prostredi. Prudky nartst lidské populace a stale se zmenSujici plocha zemé&délské
pudy dovoluji pouze v malé mife omezeni vyuzivani pesticidi a pfechod k ¢isté ekologickému
zem&d8lstvi. Uroven primyslu a zemé&délstvi v kazdé zemi silné ovliviiuje mira jejiho rozvoje.
Zejména v méné rozvinutych, které nemaji silnou legislativu, dochazi Casto k neuvaZenému
a témeéf neomezenému pouzivani agrochemikalii na zeméd¢lské ptd€. Disledkem tohoto
jednani je naruSeni abiotickych 1 biotickych faktort, biologickych slozek pidniho i vodniho
prostiedi, s ¢imZ souvisi ohrozovani biodiverzity a ndslednd ekologickd nerovnovéaha

ekosystému (Srivastava a kol., 2020).
Vodni prostiedi je pesticidy kontaminovano piimo i nepiimo vlivem nespravné aplikace,
likvidace nespotiebovanych zbytki, odpadt z primyslové vyroby pesticidii, domacnosti nebo

vlivem splachii z oSetfenych zemédé€lskych ploch (Prousek, 2001; Svobodova a kol., 2008).

Vyzkum této prace byl zaméfen na sledovani u¢inku prometrynu, selektivniho herbicidu ze
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skupiny s-triazinu, ktery byl v minulych letech hojné vyuZzivan na ochranu plodin az do svého
zakazu v roce 2002 (US EPA, 1996; eAGRI, 2024), a chloridazonu, selektivniho herbicidu
vyuzivaného dfive k ochrané produkce zejména fepy, dnes zakizaného v CR od roku 2020

(EFSA, 2007; eAGRI, 2024), a jejich smési na necilovych organismech ve vodnim prostiedi.

Cilem diplomové prace bylo posoudit subchronicky vliv vybranych koncentraci
chloridazonu, prometrynu a predevSsim jejich smési na raku  Signalnim
(Pacifastacus leniusculus) béhem subchronického testu toxicity. Vysledky stanoveni
biochemického profilu hemolymfy, biomarkeru oxida¢niho stresu a analyzy antioxidanti ze
vzorkl hepatopankreatu, svalstva a zaber slouzily pro posouzeni a vyhodnoceni vlivu pesticida
a jejich smési u testovanych jedinct raka signalniho. Ziskané vysledky rozsifi dosavadni
mnozstvi informaci a poznatkli o toxickém vlivu jednotlivych pesticidii a jejich smési na
necilové vodni organismy. Ziskana data mohou v budoucnu slouzit jako podklady pro

hodnoceni rizik uvedenych latek pro zivotni prostiedi.



2 Literarni prehled
2.1 Pesticidy a jejich smési v Zivotnim prostiedi

Agrochemikalie umoznily v minulém stoleti vice nez zdvojnasobit produkci potravin.
Soucasna potieba zvysit produkci potravin, aby se nasytila rychle rostouci lidska populace,
udrzuje tlak na intenzivni pouzivani pesticidi a hnojiv. Pesticidy jsou klicovym zemédélskym
prostfedkem nutnym k ochrané osiva a plodin pted nezadoucimi vlivy. Radi se mezi né ochrana
pied plevely, hmyzem, bakteriemi, houbami a hlodavci. Sou¢asné se vsak, s jejich zvySujici se
spotiebou v zemé&dé€lstvi, siln&ji projevuji jejich negativni vlivy a dopady na zdravi a zivotni
prostiedi v disledku kontaminace pudy, vody, necilovych rostlin a zivo¢ichu pesticidy nebo
jejich metabolity. Dalsi alarmujici skutecnosti, kterou je zapotiebi brat v tvahu, je vytvafeni
smési Z pesticidii a metabolitli pesticidii v postizeném Zivotnim prostiedi, které mohou mit na
prostfedi mnohem silngjsi a horsi vliv, v porovnani s pesticidy pusobicimi na prostredi
samostatné. Vzhledem k provéazanosti jednotlivych prvkii ekosystémil dochéazi vlivem plisobeni
pesticidli i1 jejich metaboliti a smési ke snizovani biologické variability a k poskozovani

organismi, v¢etn¢ ¢lovéka (Carvalho, 2017; FAO, 2023).

V grafu ¢. 1 je zobrazeno globalni vyuziti pesticidi podle jejich kategorii. Celkova spoticba
pesticidli v zeméd¢€lstvi v roce 2021 cinila 3,54 miliond tun ucinnych latek. Jedna se
0 4% narust oproti roku 2020 a 0 11% narust béhem deseti let. V porovnani od roku 1990 doslo,
globalng, ke zdvojnasobeni aplikace pesticidi. Ve srovnani posledniho desetileti s 90. lety
20. stoleti se celosvétové vyuzivani pesticidit zvysilo, 0 44 % v piipad¢ insekticidd,

0 53 % Vv ptipade herbicidd, o 111 % v ramci baktericidi a fungicida (FAO, 2023).

~
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Graf ¢. 1: Celosvétova spotfeba pesticidi podle kategorie (FAO, 2023).
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V Evrop¢ byla spotieba pesticid v roce 2021 505 tisic tun. Od roku 1990 doslo ke zvyseni
vyuzivani pesticidi pouze o 1 %. V poslednich desetiletich dochazi spise k opacnému trendu
a K pozvolnému snizovani spotieby pesticidii. Je to zpisobeno piisnou evropskou spolec¢nou
zemé&délskou politikou, ktera pouzivani pesticidi dikladné monitoruje a kontroluje. Pouziti
pesticidii na plochu obdé&lavané pudy v roce 2021 bylo pro Evropu v priméru 1,75 kg.ha', coz

se fadi pod svétovy pramér (FAO, 2023).

Spotieba Gginnych latek v Ceské republice za rok 2022 na zemd&délské padé piedstavovala
3,72 miliont kilogramt. Z toho 2,94 milionu kilogrami piedstavovaly pesticidy.
Nejvyznamngéji byly vyuzivany herbicidy (1,74 mil. kg), fungicidy (1,15 mil. kg) a insekticidy
(56 tis. kg). K nejvice osetfovanym plodinam pesticidy se v roce 2022 fadily obiloviny, olejniny
a vinna réva viz graf &. 2 (UKZUZ, 2023).

Osetfeni plodin v roce 2022
1400000

1200000
1000000
800000

600000

Spotiebav kg

400000

200000 I
&

M akaricidy ® fungicidy M herbicidy Minsekticidy M moluskocidy B nematicidy M rodenticidy

Graf &. 2: Osetfeni plodin v Ceské republice v roce 2022 podle kategorie pesticidii (UZKUZ, 2023).
2.2 Prometryn

Prometryn se fadi do skupiny triazinovych herbicidi. Triaziny patii mezi nejstarsi selektivni
herbicidy, jejichz ucinky v roce 1952 objevil J. R. Geirym. Ve druhé poloviné 20. stoleti $lo
o celosvétove nejpouzivangjsi herbicidy, zejména pro svou predpokladanou nizkou toxicitu pro
necilové organismy a relativné nizkou perzistenci v zivotnim prostfedi. Postupem let byly
nashromazdény vyznamné dikazy o kontaminaci podzemnich vod s-triaziny (symetrické
triaziny) spolecné s dalsimi informacemi o jejich toxickych vlastnostech. To vedlo k omezeni
jejich pouzivani, a nakonec téméf k jejich iplnému zakazu. V Ceské republice byly piipravky
obsahujicici prometryn zakazany uvadét na trh a pouzivat od roku 2002. Evropska unie

rozhodla o UpIném zdkazu pouzivani prometrynu v roce 2004 (Zhou a kol., 2012; biki¢, 2014;
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eAGRI, 2024). V soucasnosti je stale mozné vyuzivani nékterych pesticidnich pripravki

obsahujicich jiné triazinové herbicidy, kterym je naptiklad metribuzin (eAGRI, 2024).

Triaziny jsou typické svou heterocyklickou strukturou slozenou z uhliku a dusiku.
Prometryn se specifictéji fadi mezi s-triaziny, piesnéji do chemické tfidy sirou substituovanych
nebo thiomethylovych herbicidii nebo do skupiny thio-S-triazinti. Syntetizace prometrynu
probiha postupnymi N-alkalacemi kyseliny kyanurové s pfiddnim thiomethylové skupiny

merkaptanu. (Pauli a kol, 1990; Diki¢, 2014).

V zemédélstvi byl prometryn vyuzivan jako pre- a postemergentni herbicid s aplikaci
0,5-3,5 kg.ha! k hubeni jednoletych Sirokolistych a travnich pleveld v plodinich jako je
kukufice, podzemnice olejna, brambory, s6ja, ryze a mnoho dal§ich. Prometryn disponuje
zna¢nou kontaktni aktivitou s cilovymi plevely. Semena a kofeny nebyly v ramci béznych

davek oSetieni zasazeny (US EPA, 1996; Diki¢, 2014).

2.2.1 Vlastnosti latky

Prometryn, neboli diamino-1, 3, 5-triazin je N,N*-di (propan-2-yl)-1, 3, 5-triazin-2, 4-diamin
substituovany methlysulfandiolovou skupinou v poloze 6 (obrazek ¢. 1), je organicka
slouéenina patfici do skupiny methylthio-s-triazint, které predstavuji aromatické slou¢eniny
obsahujici 1, 3, 5-triazinovy kruh substituovany methylthio skupinou v poloze 2 (ChEBI,
2014b; T3DB, 2014b). Jeho sumarni vzorec je C1o0H19NsS (Pubchem, 2021b).

HN/‘\NH CH,
MsC )% /‘% fr"'l\
TN N N CH,

Obrazek ¢. 1: Struktura prometrynu (T3DB, 2014b).
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Prometryn je bila krystalickd latka bez zapachu nebo s velmi slabym zapachem
o molekulové hmotnosti 241,37 g.mol™. Bod tani se pohybuje v rozmezi 118-120 °C, pH
nasycené¢ho roztoku prometrynu ma pii 20 °C hodnotu 6,7. Prometryn je snadno rozpustny
v organickych rozpoustédlech, mezi které se fadi aceton, dichlormethan, methanol, oktanol

a toluen (US EPA, 1996; Bradley a kol., 2014).

Mobilita prometrynu v ptdé je po aplikaci mirné az velmi vysoka. Odpatfovani z vlhkych
pud je dle Henryho konstanty vyznamné vétsi nez u pid suchych. Koeficient adsorpce v ptidé
pozitivné koreluje s kombinaci obsahu organické hmoty, pH, nasycenim sorpcniho komplexu
a salinitou, tento koeficient (Koc) se pohybuje pti pH 7 v rozmezi 300-400 mg.g™* a s niz§im
pH stoupa. V piidé€ se prometryn vaze jak na huminové a organické latky, tak i na jilové Castice.
Po aplikaci ztistava herbicid nejcastéji ve svrchnich 30 cm oSetiené pudy, zde je jeho abioticka
degradace v aerobnich podminkach az 274 dni, v anaerobnich podminkach to mize byt az
316 dni. Rozpadu slouceniny prometrynu vyznamné napomahd pifitomnost puidnich
mikroorganismu, zvlasté ptidnich bakterii, které jsou zodpovédné za oxidaci prometrynu na
sulfoxid a sulfon a déle za N-dealkylaci, kterd zanechava nerozpustény triazinovy kruh, ktery
se dale rozpada jinymi procesy (fotolyza, hydrolyza atd.). Degrada¢nimi produkty v padeé jsou
hydroxy-propazin, 2, 4-bis (isopropylamino)-6-hydroxy-S-triazin a 2-methylthio-4-amino-6-
isopropylamino-S-triazin (US EPA, 1996; Diki¢, 2014).

Prometryn ve vodnim prostiedi disponuje nizkou rozpustnosti, jelikoz s vodou tvoii slabou
bazi. Primérny polocas hydrolyzy ve vodé€ je 28 dni, v zavislosti na fyzikalné-chemickych
vlastnostech vody, pH a obsahu organickych sloZzek miiZze v riznych oblastech pretrvavat az
70 dni, kdy se pomaleji rozpada v alkalickém prostfedi. Obvykle je slou¢enina pii 20 °C stabilni
vuci hydrolyze v neutralni, mirné kyselé nebo zasadité¢ vodé. Ve vode se mlze ochotné vazat

na suspendované organické ¢astice nebo sediment (Diki¢, 2014).

Dalkové se prometryn pienaSi podzemni vodou, fekami a vzduchem. Je kontaminantem
ovzdusi, v podobé par a mikro€astic, v blizkosti aplikace herbicidu nebo jeho vyroby. Jeho
castice se vSak ve vzduchu rozkladaji, jelikoz absorbuji vinové zéateni o délce > 290nm a tim
jsou fotodegradibilni. V Ceské republice se hladina prometrynu, v nemodifikované forms,
Vv podzemnich vodach v posledni dobé snizuje (obrazek ¢. 2), i pies to je zde vyznamné
potencialni ohroZeni podzemnich vod jeho metabolity (Diki¢, 2014; BareSova a kol., 2023;
CHMU, 2023). V evropskych povrchovych vodach se prometryn b&né zjistuje
v koncentracich od 0,01 az do 4,40 pg.I" dokonce i nékolik let po zakazu (Vryzas a kol., 2011;
Caquet a kol., 2012; CHMU, 2024).
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Obrazek ¢&. 2: Triazinové a triazinonové herbicidy v podzemnich vodach v roce 2022 (CHMU, 2023).

Prometryn je mirn¢ toxicky pro studeno i teplomilné ryby a vodni bezobratlé pti akutnim
1 chronickém plisobeni. Je vSak vysoce toxicky pro vodni rostliny a fasy. Zjisténé vysledky testl
toxicity stanovily akutni toxicitu prometrynu pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) na
2,5-2,9 mg.I"t 96hLC50, kapra obecného (Cyprinus carpio) 8-9 mg.I* 96hL.C50. Hodnoty
akutni toxicity (48hEC50) pro hrotnatku velkou (Daphnia magna) byly stanoveny na 18,59
mg.I, chronicky test toxicity stanovil NOEC hodnotu na 1 mg.I* a LOEC 2 mg.I". Test
inhibice rustu testovanych druhi vodnich rostlin a fas stanovil hodnoty 96hEC50 u Chlorella
vulgaris na 53,6 pg.I%, u okfehku hrbatého (Lemna gibba) 11,8 ng.I"t a pro Anabaena flos-
aquae 40,1 ng.I"t (Popova, 1976; Worthing a Walker, 1987; US EPA, 1996; Ma a kol., 2002).

2.2.2 Mechanismus a¢inku a toxokinetika

V cilovych rostlindich prometryn inhibuje ptenos elektronti na receptorovém miste
fotosystému II pti Hillové reakci v pritbehu fotosyntézy a oxidacni fosforylaci. Prometryn také
ovliviiuje metabolismus sacharidii a mize tak zptsobit nizsi koncentraci cukru v oSetfenych
rostlinach. U zasaZenych rostlin herbicidem se nejprve objevuji Zluté okraje listli a chloréza, ta
dale prechazi v hnédnuti Spicek listd, jejich nekréze az odumirani. Pfesné mechanismy nejsou
znamy, u necilovych organismii (zvifata, lid¢), ale pravdépodobné ovliviiuji kyselinu
trikarboxilovou a mohou byt disledkem inhibice oxida¢ni fosforylace (ACGIH, 1986; Diki¢,
2014).
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V piipad¢ prometrynu byla maximalni koncentrace v krvi exponovanych zvitat (potkan,
myS) zjisténa béhem 1 hodiny od peroralniho poziti. V porovnani s aplikovanou davkou
prometrynu je jeho mnozstvi v téle relativné nizké. Pouze 1,2-1,9 % z pivodni davky je
distribuovano krvi a po 1-2 hodinach klesa. Béhem prvnich 4-8 hodinach je prometryn
extenzivné metabolizovan. V pribéhu 48 hodin je 90-98 % oraln¢ podaného prometrynu
vylouceno moc¢i (46,5-53,3 %) nebo stolici (33,1-45,5 %), kdy pouze 2 % predstavuji
matefskou latku a zbytek jsou produkty biotransformace. Pfi testech na mySich bylo zjisténo
rychlejsi vyluCovani u samic oproti samctim. Pfi testech na potkanech bylo detekovano
Vv produktech vyluCovani piiblizn€ 30 metabolitti v pribéhu 48—72 hodin. Piiblizn¢ 0,4-0,6 %
z aplikované davky je mozné detekovat v tkanich (tukova tkan > svaly > ledviny > jatra)

Vv podobé¢ kratkodobé depozice do 7 dnti.

Faze 1 zahrnuje flavin adenindinukleotid a cytochrom P-450 monooxydenazu v procesech
N-demethylace, S-oxidace, S-S dimerizace a substituce OH skupiny s NH2 a SCHz3. Do faze 11
spada konjugace s glutathionem a kyselinou glukuronovou. Vétsina prometrynu je vylu¢ovana

moci ve formé kyseliny merkapturové (konjugaty s cysteinem) (bPiki¢, 2014).

2.3 Chloridazon

Chloridazon se tadi mezi selektivni herbicidy ze skupiny derivatt pyridazond. Poprvé byl
uveden na trh spole¢nosti BASF v 60. letech 20. stoleti (T3DB, 2014a). Chloridazon se vyuzival
zejména pii péstovani fepy (cukrova, krmna, Cervena fepa, mangold) a k hubeni Sirokolistych
jednoletych pleveld. Aplikace pomoci postiikova¢ti byla urCena pro piedpéstebni,
preemergentni a Casné postemergentni pouziti. V komerénim vyuziti byl chloridazon také
vyuzivan pro oSetfeni okrasnych rostlin véetné cibulovin, rizi a Skolkafskych vypéstka
v severnich stitech Evropy. V Ceské republice doslo k ukonceni uvadéni piipravki
obsahujicich chloridazon v roce 2019, Gplné pouZzivani bylo zak4dzano od poloviny roku 2020

(US EPA, 2005; EFSA, 2007; T3DB, 2014a; eAGRI, 2024).

2.3.1 Vlastnosti latky

Chloridazon, 5-amino-4-chloro-2-fenylpyridazin-3-on, pfedstavuje organickou slou¢eninu
ze tiidy pyridazinona, které obsahuji pyridazinovy kruh nesouci keton se sumarnim vzorcem
C10HsCIN3O. Jedna se o pyridazin-3-(2H)-on se substituovanou aminoskupinou v poloze 5,
chloroskupinou v poloze 4 a fenylovou skupinou v poloze 2 (obrazek ¢. 3) (ChEBI, 20144;
PubChem, 2021a).
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Obrazek ¢. 3: Struktura chloridazonu (T3DB, 2014a).

Jedna se o chemickou slouceninu pevného skupenstvi bez barvy a zdpachu o molekulové
hmotnosti 221,643 g.mol™. Bod tani se pohybuje v rozmezi 198-202 °C. Pologas rozpadu zileZi
na typu pudy. Polocas fotolyzy byl stanoven na 69 dni, poloc¢as aecrobniho metabolismu v pudé
na 90-152 dni a polocas anaerobniho metabolismu na 307—607 dni v zavislosti na typu pudy.
Hodnoty Koc se pohybuji v rozmezi 89 az 340 ml.g}, coz vypovida o mobilité této latky v piidé.
Hlavnim zptusobem rozkladu chloridazonu v pudé je fotolyza. Herbicid je stabilni vuéi

hydrolyze pii pH 5; 7 a9 (Tomlin, 2004; US EPA, 2005).

Na zakladé charakteristik ma chloridazon vysoky potencial pfenosu do povrchovych
i podzemnich vod, kde muze zpUsobit kontaminaci vodnich zdroji, zejména v oblastech
S pretrvavajicim vyskytem tohoto herbicidu (US EPA, 2005). Hlavni riziko v tomto ohledu
piredstavuji metabolity chloridazonu: chloridazon desfenyl a chloridazon methyl-desfenyl. Tyto
metabolity vykazovaly vyskyt nad mezi stanovitelnosti u vice nez 40 % méfenych profila
povrchovych vod a byly monitorovany na vice nez 250 profilech spole¢né s dal§imi metabolity,
jako jsou terbuthylazin 2-hydroxy a atrazin 2-hydroxy na tizemi CR. Nejvyrazngji se tyto
metabolity také projevovaly v poctu zjisténych nadlimitnich koncentracich v podzemnich
vodach, to ma vysoky dopad na kvalitu podzemnich vod jakozto zdroji pitné vody
(obrazek ¢&. 4) (Baresovéa a kol., 2023; CHMU, 2023). Koncentrace chloridazonu zji§téné
v povrchovych vodach Evropy se pohybuji v rozmezi 7,4 ng.I* az 3,50 pug.1" (Hintze a kol.,
2020; Yan a kol., 2021; CHMU, 2024).
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Obrazek &. 4: Chloridazon a jeho metabolity v podzemnich vodach v roce 2022 (CHMU, 2023).

K nejcitlivéjsi skupiné vodnich organisml, reagujicich na pfitomnost chloridazinu, se fadi
fasy (72hEC50 = 0,174-0,57 ul.I"t) a vodni rostliny — okiehek hrbaty (96EC50 = 4,6 pl.I"%). Na
zaklad¢ akutni toxicity pro pstruha duhového (Oncorhinchus mykiss) (96hLC50 = >32, <46
mg.I™) a pro sluneénici pestrou (Lepomis gibbosus) (96hLC50 = 88,7 mg.I) byl chloridazon
klasifikovan jako mirn¢ toxicky pro sladkovodni ryby (US EPA, 19914, b, c, d, 2007).

2.3.2 Mechanismus a¢inku a toxokinetika

Hlavnim mechanismem u¢inku je inhibice fotosyntézy pomoci blokace elektroni ve
fotosystému II a Hillovi reakce. Latka se rychle vstiebava pres kofeny rostlin s akropetalni
translokaci do vSech ¢asti rostlin (US EPA, 2005; T3DB, 2014a). Dale zpusobuje inhibici
biosyntézy karotenoidu, fotodestrukci chlorofilu A, a brani interferenci se zabudovanim
polarnich lipidd do membran chloroplastii. Odolné rostliny, mezi které se tadi fepa, jsou
schopné pfeménit primarni slou¢eninu na méné toxické metabolity v listech. Citlivéjsi druhy

(proso, raj¢ata) této premény nejsou schopny (US EPA, 2007).

Absorpce chloridazonu je z gastrointestinalniho traktu velmi rychla, vice jak 80 % se
vylucuje moc¢i béhem 24 hodin. Maximalni plazmatické hladiny je dosazeno béhem 1 hodiny.
Nejvyssi mnozstvi latky se objevuje v srdci, nadledvindch a gastrointestinalnim traktu,

potencial pro bioakumulaci nebyl u této latky zjiStén. K vylou€eni chloridazonu dochazi
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zejména moci (85-90 %) a stolici (7-26 %), které souviseji s vyluCovanim Zluci. PoloCas
rozpadu se pohybuje mezi 16—49 hodinami. Metabolismus chloridazonu spociva v oxida¢nich
mechanismech, kterymi jsou hydroxylace a konjugace, za vzniku nejméné 9 metaboliti v moci
a nékteré z nich také ve stolici a Zlu¢i. Matefska sloucenina se v moci a stolici vyskytuje pouze

Vv malém mnozstvi (EFSA, 2007).

2.4 Testy toxicity

Testy toxicity jsou nedilnou soucasti veskerych obori toxikologie. Mezi hlavni cile, kromé
zjistovani akutni a chronické toxicity, nalezi také zkoumani jeji miry a charakteru, pochopeni
mechanismi ptisobeni a vztahli mezi strukturou latek, enzymatickou vybavou zivého
organismu a toxickymi uc¢inky. Dulezité poznatky o studovanych latkach jsou ziskavany
systematickym experimentalnim vyzkumem. Zpisob provadéni testl toxicity podléha cetnym,
Casto se ménicim legislativnim predpisim, spoleéné¢ s nutnosti dodrzovani zavaznych
standardizovanych postuptl pro testovani a nasledné vyhodnocovani vysledki. K zakladnimu
rozdéleni testli toxicity nalezi kategorizace testi podle délky trvani vystaveni organismu
sledované latce. Testy toxicity lze na zaklad¢ tohoto parametru rozdélit na akutni, subchronické

a chronické (Linhart, 2014).

Prvnim krokem ke zjisténi toxicity latky je provedeni akutniho testu toxicity. Hlavnim cilem
je zjisténi zavislosti mezi davkou a akutnim uc¢inkem testované latky. Akutni testy toxicity
zajiStuji ziskavani kvantitativnich adaji o fadé€ toxickych projevii. Nejcastéji je zjiStovan
letalni G¢inek (mortalita). Vyjadiuje se jako median letalni davky (LD50). Tento koncept byl
zaveden jiz v roce 1927 pivodné pro testovani siln¢ toxickych 1é¢iv nebo bakterialnich toxint
(Trevan, 1927). Hodnota LD50 vyjadiuje davku ur€ité latky, ktera po jednorazovém podani
usmrti 50 % testovanych organismil. ZjiSténé hodnoty predstavuji voditko, které napomaha

klasifikovat latky podle miry akutni toxicity (Linhart, 2014).

Akutni testy toxicity poskytuji informace o charakteru a mife plisobeni latek na organismus
nebo jednotlivé organy, k posouzeni dlouhodobého vystaveni organismu toxické latce jsou vsak
nedostacujici. Dlouhodobé testovani ucinkl latek je velmi naro¢né, proto je nutné pied
rozhodnutim o provedeni chronického testovani latek ziskat predbézné informace z relativné
kratkodobych, méné naro¢nych testl. Jedna se o provedeni subchronickych testl slouzicich ke
zjisténi davkové zavislosti opakované expozice Skodlivym latkam a charakteru jejich ptisobeni
na cilové organismy. Doba vystaveni sledovanych latek vici organismim byva v rozmezi

14 az 90 dnl. Behem experimentu se vyhodnocuje fada toxickych odpovédi. K zakladnimu
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nespecifickému ukazateli toxicity nalezi ubytek t€lesné hmotnosti nebo snizeni piirtstku oproti
kontrolni skuping. Déle jsou sledovany specifické biochemické parametry diagnostikujici
funkéni poruchy, fadi se k nim hematologické parametry, obsah biologicky vyznamnych iontl
V séru, jejich rovnovaha a aktivita enzymu v séru nebo plazm¢. Subchronické testy v nékterych
piipadech postacuji k posouzeni rizika G¢inki dlouhodobych nizkych dévek na exponované
skupiny organismu nebo slouzi jako vychodisko pro volbu davek a experimentalnich podminek
Vv chronickych studiich. Diky své mensi naro¢nosti na provedeni umoziuji subchronické testy
toxicity sledovat mnohem $ir$i spektrum parametra a u¢inkt. Maji nezastupitelnou roli v ramci
posuzovani bezpecnosti 1éCiv, pesticidl, potravinovych aditiv a dalSich chemickych latek

(Wilson a kol., 2008; Linhart, 2014).

Pokud je jednorazova davka konkrétni latky rozlozena na nékolik dil¢ich davek tak, ze
celkové absorbované mnozstvi zlistane zachovano, Ucinek latky se zpravidla zmens$i nebo
vymizi uplné. To je dano koncentraci latky, ktera nedosahla hladiny zpusobujici akutni
poskozeni v cilovém organismu. Situace se méni v piipadech chronického pisobeni. Zde mize
byt u¢inek kumulovan, takze pii stejné celkové davce muze dojit rozlozenim do delSiho
casového intervalu ke zvySeni u€inku latky. Oproti subchronickym testiim toxicity se odliSuji
pouze del$i dobou trvani testd. Ve vétSin€ piipadd jsou pfi nich organismiim podavéany
opakované davky testované latky po celou dobu dospélého Zivota. Zpisob davkovani je
zpravidla volen podle nejpravdépodobné;jsi cesty vstupu testované latky v prostfedi. Davkovani
vychdzi z maximalni tolerované davky (MTD), pfedstavujici davku, ktera pfi 90dennim
subchronickém testu vyvolala slaby, ale méfitelny pokles hmotnosti. Tim je zajisténo, ze pii
chronickém experimentu bude mit latka vyrazny ucinek, ale nepovede k vysoké umrtnosti
organismlii béhem provedeni testu. Dalsi testované davkové hladiny piedstavuji nejcastéji

zlomky MTD (Linhart, 2014).

2.5 Nepivodni akvatické druhy jako modelové organismy

Vodni organismy se v metodikach testui toxicity fadi mezi nej¢astéji pouzivané druhy. Jedna
se ptredevs§im o ryby, korySe, mekkyse, vodni rostliny, fasy a bakterie (Ko¢i a Mocova, 2009;
Velisek a kol., 2018). Vyhodou vyuZziti testt toxicity na vodnich bezobratlych organismech je
jednodussi legislativni cesta k povoleni provadéni testil toxicity na vybranych organismech
V porovnani s provadénim testl toxicity na obratlovcich. V piipadé vyuziti velkych koryst
(rak), je mozné testy provadét pouze na neptvodnich druzich, jelikoz pivodni druhy rakd v

Ceské republice jsou legislativné povazovéany za kriticky ohrozené (Velisek a kol., 2018).
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2.5.1 Rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Rak signalni ptfedstavuje zastupce jednoho z nejvétsich druhd rakt. Tento druh disponuje
zna¢nou velikosti téla (12-16 cm), korelujici s hmotnosti (200-250 g) a dale je u tohoto druhu
odhadovana dlouhové¢kost jedinci i vice jak 20 let (Kozak a kol., 2013).

T¢lo raka byva zbarveno od svétlych po tmavé odstiny hnédé¢, nékdy ¢ervenohnédé, miizeme
se ale setkat i s modrym zbarvenim. Hlavohrud’ je hladka, na bocich bez trnd. P¥itomny jsou
dva pary postorbitalnich 1ist, rostrum je stfedné dlouhé s hladkymi rovnob&Znymi okraji.
Klepeta jsou zejména u samcti mohutna, povrch je hladky a na spodni strané jsou syté Cervena.
Nepohyblivy prst klepete je opatifen dvéma vzdalenymi vyristky, mezi kterymi se nachazi
meélka prohluben. Pro druh je specificka bila az tyrkysové modra skvrna na kloubu svrchni
strany klepet (Holdich a kol., 2006, P6ckl, 2006).

Plvodnim mistem vyskytu tohoto druhu je areal mezi Tichym ocednem a Skalistymi horami
na Gzemi Severni Ameriky (Taylor a kol., 2007). Dale je rak signalni $iroce rozsifen v Evropé¢,
kde byl jednozna¢né prokazan jeho vliv na populace ptivodnich druht raku, jelikoz se jedna
0 ptfenaSece ra¢itho moru (Lilley a kol., 1997; Diéguez-Uribeondo a Sdderhill, 1999;
Kozubikova a kol., 2010). Prvni dovoz raka signalniho, pivodné pochazejiciho z Kalifornie, do
Evropy probé&hl v roce 1959. Jednalo se 0 dovoz malého poétu jedincti do Svédska, které chtélo
vysazenim tohoto druhu posilit poCty populaci raki, jelikoZ rak signalni je svymi ekologickymi
naroky velmi podobny pivodnimu druhu, kterym je rak fi¢ni (Astacus astacus) (Brick, 1977,
Svérdson, 1995). Dlouholeté vysazovani tohoto druhu do evropskych vod, at’ uzZ zdmérnych
nebo v disledku unikt a samovolnym §ifenim, se rak signalni stal jednim z nejrozsifenéjsich
druhti raka v Evropé. Nejsilngj§i populace se vyskytuji ve Svédsku, Finsku a Anglii (Spitzy,
1973; Westman, 1973a,b; Hogger, 1986; Holdich a kol., 2006, 2009).

Prvni dovoz racat raka signalniho do Ceskoslovenska byl uskuteénén v roce 1980 ze
Svédska, jednalo se o 1000 kusti tohoto druhu za ucelem produkce trznich raki
(Policar a Kozék, 2000). Od prvniho vysazeni raka signalniho do rybnikti v okoli Velkého
Mezifi¢i je vyskyt tohoto druhu zndm 1 v okoli Litomysle, Krométize, Brna, Jindfichova
Hradce, Vodiian, DomaZlic a dal$i lokality vyskytu naddle narlstaji, jelikoZ se potvrzuji
informace i o jeho vyskytu v tekoucich vodach, kde je schopny tvoftit pocetné populace (Policar
a Kozak, 2000; Filipova a kol., 2006; gtambergové a Kucera 2009; gtambergové a kol., 2009).

Soucasny vyskyt raka signalniho na tizemi Ceské republiky je zobrazen na obrazku &. 5

(VUV TGM, 2020).
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Obrazek ¢&. 5: Vyskyt raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) v Ceské republice (VUV TGM, 2020).

Rak signalni pohlavné dospiva ve tfech az ¢tyfech letech (60—90 mm), samci obvykle o rok
dfive nez samice (Abrahamsson, 1971; Kirjavaienen a Westman, 1995, 1999). Pafeni tohoto
druhu probiha na podzim, u vétSiny jedinct v fijnu (Abrahamsson, 1971; Soderback, 1995).
Primérné pleopodélni plodnost druhu je 100 az 400 vajicek o velikosti 2,3 az 3 mm, které se
v prubéhu vyvoje zvétsuji (Mason, 1978; Savolainen a kol., 1996; Kirjavaienen a Westman
1999; Kouba, 2007). Obdobi lihnuti Ize pozorovat v zavislosti na teploté od konce biezna do
konce ¢ervence (Abrahamsson a Goldman, 1970; McGriff, 1983).

U raka signalniho je zndma protiproudova i poproudova migrace, rychlost kolonizace je v§ak
pomérné nizka (Bubb a kol., 2004). Tento druh je dale znamy svym budovanim nor, kterymi
mize piispivat k erozi biehti, zanaseni nizsich poloh zasazenych tokli sedimentem a zmén¢

morfologie toku (Kozék a kol., 2013).
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3 Material a metodika

3.1 Subchronicky test toxicity

Subchronicky test toxicity na racich byl proveden v akvarijni mistnosti Laboratofe vodni
toxikologie a ichtyopatologie VURH Vodiany. Odbér vzork?, analyzy tkani a hemolymfy byly

provedeny v zazemi stejnojmenné laboratofe.

Pro subchronicky test toxicity byl vybran jako modelovy organismus rak signdlni
(obrazek ¢. 6). Tento druh je z pohledu ¢eské legislativy bran jako neptivodni az invazni. Jedinci
pochézeli z chovu Laboratofe sladkovodnich ekosystémi FROV, VURH Vodiany. Celkové
bylo do testu nasazeno 204 rakl. Primérna délka hlavohrudi byla u raka 31,62 + 4,04 mm,
délka hlavohrudi byla zméfena od S$picky rostra po konec hlavohrudi. Primérna hmotnost

jednoho jedince byla 10,04 + 3,95 g.

Obrazek ¢. 6: Rak signalni (Pacifastacus leniusculus).

3.1.1 Princip, podminky testu

Subchronicky test toxicity byl proveden na zédklad€ upraveni podminek pro chronicky test
toxicity na racich. Princip testu spocival ve vystaveni testovanych jedinct raka signalniho po
dobu 20 dnt vybranym koncentracim sledovanych pesticidd a jejich smési, které nebyly pro
raky letdlni. Po 20dennim testovani nasledovalo pfeneseni exponovanych rakt do ¢isté vody,

22



kde probehla 10denni depurace. Celkové byly testovany 4 skupiny ve 3 opakovanich véetné

kontroly. Kontrolni skupina byla spole¢na pro ob¢ latky i jejich smés.

Kontrola stavu jedincti probihala kazdy den v ramci krmeni rakd suchym peletovym
krmivem (Sera crabs natural, Némecko) ad libitum. Svételny rezim byl pro test nastaven na
12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Denn¢ byla zaznamenavéna ptipadna mortalita, chovani raki
a jiné zmény v prubéhu testu. Vyména lazné byla provedena kazdy druhy den spole¢né
s métenim fyzikalné-chemickych vlastnosti vody (pH, teplota, obsah Oz) pted a po vyméné
lazng€. Odbéry vzorku tkani probehly po 10 a 20 dnech v koncentraci pesticidu nebo smési, dale

byl proveden odbér po nasledovné 10denni depuraci.
3.1.2 Priibéh testu
Raci byly umisténi v akvariich s objemem lazn¢ 20 litri. Do kazdého akvaria bylo nasazeno

17 jedinci, tj. 51 jedinci pro kazdou testovanou skupinu. Do akvarii byly vloZeny plastové

ukryty, které zabranovaly kanibalismu (obrazek ¢. 7).

Obrazek €. 7: Akvaria s plastovymi tkryty.

V testu byly pouzity analytické standardy pesticidi prometrynu (Cistota 99,3 %)
a chloridazonu (Cistota 99,8 %) od firmy Sigma Aldich, CZ. Pesticidy byly testovany v jedné
koncentraci, ktera je blizka environmentalnim hodnotam detekovanym v povrchovych vodach
(viz. kap. 2.2.1, 2.3.1). Dale byla z obou latek ve stejné koncentraci vytvorena smés. Zvolené
koncentrace pesticidi a jejich smési spole¢né se zna¢enim testovanych skupin jsou uvedeny

v tabulce ¢. 1.
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Nameéfena praimérna teplota vody v akvariich béhem testu byla 17,02 + 1,88 °C, hodnoty pH
byly 7,36 + 0,26, a obsah kysliku byl 89,02 + 3,91 %. B&hem celého testu byla koncentrace
kysliku ve vodé vyssi nez 60 % a teplota se pohybovala ve vhodném rozmezi. Mortalita
vV kontrolnim akvariu nepifesahla 10 % a koncentrace pesticidi v lazni neklesla pod 80 %.
V priibéhu testu byla dodrzena kritéria podminujici spravnost vysledka, a proto lze vysledky

povazovat za validni.

Tabulka €. 1: Koncentrace pesticidil a jejich smési.

Testovana latka Oznaceni Koncentrace (ug.l"?)
Kontrola - K K1/K2/K3 0
Prometryn - P P1/P2/P3 3,0
Chloridazon - C C1/C2/C3 3,0
Smés - S (P+C) S1/S2/S3 3,0+3,0

3.2 Odbér vzorki tkani a hemolymfy

V pritbéhu testu byly provedeny 3 odbéry tkani a hemolymfy. Prvni odbér se uskute¢nil po
10 dnech expozice. Dalsi odbér byl proveden po 20 dnech expozice. Posledni odbér byl
proveden po 10 dnech depurace v cisté vod€, bez obsahu testovanych pesticidi. Z kazdé
skupiny bylo pro kazdy odbér vybrano 6 jedinct (2 kusy z kazdého akvaria), kteti byli nejprve
zméteni a zvazeni. Anestezie rakll probehla umisténim na Supinkovy led, ktery zptsobil jejich
podchlazeni. Nejprve byla odebrana hemolymfa pomoci injekéni stiikacky oSetfené roztokem
heparinu sodného (Heparin inj., Laciva, CR) o objemu 0,1 ml na 1 ml hemolymfy, ktera byla
zavedena do téla skrze rozhrani hlavohrudi a zadecku smérem k bazi klepete. Nasledné byly
raktim odebrany tkan¢ hepatopankreatu, svalu a Zaber (obrazek ¢. 8) pomoci pitevni soupravy.
Vzorky hemolymfy a tkani byly ulozeny v oznacenych zkumavkach a zamrazeny v kryoboxech
na -80 °C.
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Obrazek €. 8: Odebrané vzorky tkani.

3.3 Biochemicky profil hemolymfy

Odebrané vzorky hemolymfy byly rozmrazeny na ledu. Nésledn¢ byly zvortexovany
a centritrifugovany po dobu 10 minut pii 1000 otackach a 4 °C. Supernatant vzorkd byl pouzit
pro stanoveni biochemickych parametri, které byly méfeny pomoci ptistroje Catalyst One
(IDEXX Laboratories Inc., USA) podle metody Kolatové a Veliska (2012). Méteny byly

nasledujici parametry:

e Glukéza (GLU)

e Proteiny krevni plazmy - celkové proteiny (TP), albuminy (ALB), globuliny (GLOB)

o Amoniak (NHs)

e Cytoplazmatické a mitochondrialni enzymy - aspartat aminotransferaza (AST),
alanin aminotransferaza (ALT)

o Laktat (LAC)

e Mineralni latky - hoi¢ik (Mg?"), chloridy (CI?%), draslik (K), sodik (Na), anorganicky
fosfat (PHOS)
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3.4 Analyza biomarkeru oxida¢niho stresu a antioxida¢nich biomarkert

Z odebranych vzorkl tkéni byly analyzovany nasledujici parametry:

e Proteiny

e Lipidni peroxidace (LPO)

e Aktivita katalazy (CAT)

e Aktivita superoxid dismutazy (SOD)
e Aktivita acetylcholinesterdzy (AChE)
e Redukovany glutathion (GSH)

e Glutathion-S-transferaza (GST)

Odebrané vzorky tkani byly pfed jednotlivymi analyzami zhomogenizovany. Zmrazené
vzorky tkani byly na ledu porcovany pitevnimi néstroji a vazeny v mikrozkumavkach na
analytickych vahach. K navazené tkani byl piiddn homogeniza¢cni PBS pufr
(0,8 % NaCl, 0,02 % KCI, 0,29 % NaHPO4*12H.0, 0,02 % KH2PO4 v deionizované vodg,
pH 7,2) v poméru 1 ml pufru na 100 mg tkan¢. Takto ptipravené mikrozkumavky byly vlozeny
na dobu 6 minut do oscilaéniho mlynu od firmy Retsch, typ MM400. Vzorky tkani pied i po
homogenizaci byly neustale udrZzovany na ledu, aby nedochazelo k jejich degradaci.
Zhomogenizované vzorky byly nésledné rozpipetovany do pfipravenych zkumavek pro
jednotlivé analyzy. Takto pfipravené vzorky byly do doby stanoveni uchovany

Vv hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C.

Veskeré analyzy byly provedeny spektrofotometricky prostfednictvim piistroje TECAN
Infinite M200 (TECAN Austria, GmbH) v mikrodestickovém provedeni.

3.4.1 Analyza proteini metodou BCA

Princip metody

Proteiny redukuji alkalickou méd Cu" na Cu' v zavislosti na koncentraci. Kyselina
bicinchoninova (BCA) je vysoce specifické chromagenni ¢inidlo pro Cu (I), které tvofi
komplex s maximem absorbance pii 562nm. Diky této vlastnosti je vysledna absorbance pii

562nm piimo imérnéd koncentraci proteinu (Sigma Aldrich, 2023).
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Material a reagencie

= 0,1M roztok NaOH

= BSA (hovézi sérovy albumin) standard 1 mg BSA/ml ampule (Sigma Aldrich,
P0914),

= Chemikalie A: roztok BCA (Sigma Aldrich, B-9643), Chemikalie B: roztok siranu
meéd’natého CuSO4 (Sigma Aldrich, C-2284)

Postup metody

Ke 30ul zhomogenizované tkan¢ bylo pfidano 570 pl 0,1M NaOH. Ptipravené vzorky byly

nasledné ponechany inkubovat pii pokojové teploté do druhého dne.

Pfed pipetovanim byly vzorky zvortexovany, nasledné bylo 10 pl vzorku napipetovano do
mikrodesticky ve 2 opakovanich. Déle byl pfipraven roztok kyseliny bicinchoninové a siranu
méd’natého (19,6 ml kyseliny + 0,4 ml siranu.) Roztok byl zhomogenizovan a pipetovan
v objemu 200 pl ke vzorkiim v mikrodesticce. Napipetovana destiCka byla zakryta folii a po
dobu 30 minut inkubovana v biologickém termoboxu (LabTech) pii teploté 37 °C. Nasledné

byly inkubované desti¢cky zméteny pomoci spektrofotometru pii vinové délce 562 nm.
Kalibrace

Kalibra¢ni fada byla sestavena pomoci vyfedéni standardu BSA 0,1M roztokem NaOH.
Rozsah kalibra¢ni fady byl v rozmezi 12,5 az 1000 pl.ml. Jako blank byl pouzit 0,1M roztok
NaOH.

Vyhodnoceni

Vysledna koncentrace proteinu byla vypocitana na zdklad€ hodnot kalibra¢ni kiivky se

standardem BSA. Hodnoty vysledki byly uvadény v mg.mi=.

3.4.2 Analyza lipidni peroxidace (LPQO) pomoci testu s TBA

Princip metody

Malondialdehyd (MDA) je sekundarnim produktem oxidace polynenasycenych mastnych
kyselin. Je schopny reagovat s bazemi nukleovych kyselin a piedstavuje tak jeden
Z nejmutagenngjSich produktl lipidni peroxidace. MDA je vyuZivan jako biomarker peroxidace
lipidi pomoci jednoduché reakce s Kyselinou thiobarbiturovou (TBA). V pfitomnosti

antioxida¢niho cinidla v kyselém prostiedi vznikd barevny komplex, ktery lze
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spektrofotometricky zméfit. Vysledkem analyzy je stanoveni barevného TBARS produktu
(thiobarbituric acid-reactive substances) (Bastos a kol., 2012; Lushchak a kol.., 2005).

ROS + NMK — MDA
MDA + 2TBA - barevny komplex

Metoda je modifikovana na mikrodeskové provedeni se spektrofotometrickym méfenim pfi

532 nm. Cilem metody je zhodnotit potencial homogenatu podstoupit proces lipidni peroxidace
(LPO) (Surai, 1996).

Material a reagencie

= TCA-BHT (20% kyselina trichloroctova (w/v), 2% butylovany hydrotoluen (w/v))
v poméru 200:1 TCA: BHT,

= 0,6M HCI,

= TRIS TBA (25mM TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan, 100mM TBA
Vv destilované H>O, pH 7,4),

= Standard MDA (22% 1,1,3,3-tetraethoxypropan (w/v) v 1% H2SO4),

= 2mM roztok FeSO4 v PBS pufru,

* PBS homogeniza¢ni pufr

Postup metody

Pti analyze se pracovalo s necentrifugovanym homogenatem vzorku o objemu 250 pul, ktery
byl obohacen 0 12,5 ul 2mM roztoku FeSOs. Vzorky byly preinkubovany pti 37 °C po dobu

30 minut.

K homogenatu stimulovaného vzorku nebo blanku (PBS pufr) byl v poméru 250 : 75 pl
piidan roztok TCA-BHT. Obohaceny vzorek byl zvortexovan a po dobu 20 minut centrifugovan
pii 4000rpm a 4 °C. Z centrifugovaného vzorku byl odebran objem 250 pl, ktery byl
prepipetovan do mikrozkumavek spole¢né s 50 ul HCI, a 200 ul TRIS TBA. Vzorky se vatily
po dobu 45 minut pii teploté 90 °C. Po ochlazeni byl objem 250 pl vzorku pfenesen do
mikrotitraéni desticky ve 2 opakovani. Vzniklé zabarveni bylo méteno spektrofotometricky pii

550 a 590 nm (pozad'ové hodnota pro kontrolu).

Kalibrace MDA

Kalibra¢ni kiivka MDA byla pfipravena v rozsahu od 0,5 do 8 nmol MDA v reakéni smési.
Koncentra¢ni fada byla pfipravena vyfedénim standardu MDA v PBS pufru podle hodnot

V tabulce ¢&. 2.
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Tabulka ¢. 2: Kalibrace MDA.
100uM roztoku

nmol. reakce™ MDA (ul) PBS (ul)

blank 0 750
0,5 15 735
1 30 720

2 60 690

3 90 660

4 120 630

5 150 600

6 180 570

7 210 540

8 240 510

Vyhodnoceni

Na zéklad¢ kalibra¢ni kiivky se standardem MDA, pfipraveného kyselou hydrolyzou MDA,

bylo vypocteno mnozstvi vzniklého produktu. Vysledky byly vyjadieny v nmol TBARS.mg

proteini ™.

3.4.3 Analyza enzymatické aktivity katalazy (CAT)

Princip metody

Katalaza (CAT) ma dvoji funkci, rozkladat peroxid vodiku (H202) za vzniku H20 a O
(katalyticka aktivita) a oxidaci donorGi H, napt. methanolu, ethanolu, kys. mravenci, fenolt
apod. se spotfebou 1 molu H2O (peroxidova aktivita). Metoda je zaloZena na katalytické

aktivité katalazy, kdy je rozklad H202 sledovan méfenim poklesu absorbance smési ve vzorku

s H202 v mikrodesti¢kach pii 240 nm (Aebi, 1984).

2H,0, — 2H,0 + 0,

Material a reagencie

* PBS homogenizaéni pufr,

= TRIS-EDTA pufr (50mM TRIS pufr + 0,1mM EDTA - ethylendiaminotetraoctova
kyselina),

= 0,09% H202 v TRIS-EDTA pufru
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Postup metody

Rozmrazeny homogenat vzorku tkdni byl centrifugovan po dobu 15 minut pii 15000 rpm
a4 °C. Déle byly jednotlivé tkané vytedény. Vyiedény vzorek tkané byl zvortexovan a nasledné
Z n¢j bylo piepipetovano 50 pl vyfedéného vzorku (blanku) do mikrotitracni UV desticky ve
3 opakovanich. Ke vzorku bylo ptidano 250 ul 0,09% H20O,. Desticka byla promichana ve

spektrofotometru a ihned métena po dobu 1 minuty pti 240 nm (proti destilované vodg).

Vyhodnoceni
Vysledek byl vyjadifen v podobé smérnice kiivky za minutu, majici negativni priabéh.
Molarni extinéni koeficient H202 byl 39,4 M.cm™ pii 240 nm. Aktivita CAT byla vyjadiena

jako smérnice kiivky, od niz byla odeétena smérnice blanku, dale byl proveden ptepocet dle

nasledujici rovnice na pmol H202.min™.mg proteinti™.

o smérnice ktivky
CAT aktivita =

39,4 x mg.ml~protein * 103

3.4.4 Analyza enzymatické aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Princip metody

Metaloenzymy disponuji zabudovanym iontem kovu (Cu, Zn, Mn, Ni) ve své struktute, ke
kterym se fadi i superoxid dismutaza (SOD). Pravé ionty kovi jsou zodpovédné za aktivitu
SOD, ktera se nachazi ve vsech bunkach organismu, nejvice poté v jatrech, ktera predstavuji
hlavni detoxika¢ni organ. Jeji hlavni funkci je katalyza pfemény reaktivnich superoxidovych

radikalti na molekulovy kyslik a peroxid vodiku (Oztiirk-Urek a Tarhan, 2001).

Metoda je postavena na schopnosti SOD inhibovat reakce fizené superoxidy. Produkce
superoxidi je zpusobena pouzitim systému nikotinamidadenindinukleotidu (NADH)
a phenazinu methosulfonatu (PMS). Produkované superoxidy jsou stanoveny pomoci
nitrotetrazoliové modti (NBT), které po reakci se superoxidy prechazi ve stabilni formazanovy
produkt. Ten je nasledné spektrofotometricky méten. SOD inhibuje pifeménu NBT na barevny
produkt v disledku reakce se superoxidy. Pfedmétem stanoveni je tedy pokles premény NBT
(Ewing a Janero, 1995). Metoda byla modifikovana do mikrodeskového provedeni a vyuziva

spektrofotometrického meéteni pii 560 nm.
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Material a reagencie

= PBS homogenizaé¢ni pufr,

=  50mM PP pufr (KH2PO4) s 0,dmM EDTA (pH 7,4),
= 60uM NBT,

= 100uM NADH v 60uM NBT TMA,

= 35uM PMS (phenazin methosulfonat)

Postup metody

Homogenat vzorku byl centrifugovan po dobu 30 minut pii 15000 rpm a 4 °C.
Do mikrodesti¢ky bylo pipetovano 25 ul vzorku/blanku (PBS pufr) spole¢né s 200 ul smési PP
pufru s NADH a NBT ve 3 opakovanich. Desticka byla promichana ve spektrofotometru,
nasledné prob¢hlo prvni méfeni pii 560 nm ke stanoveni interni premény NBT vzorkem. Hlavni
reakce byla nastartovana pomoci piidavku 25 pl PMS a ihned méfena po Ssekundovém tiepani

pii 560 nm.

Vyhodnoceni

Molarni extenéni koeficient NBT pii 560 nm byl 15000 M.cm™. Vyska jamky se vzorkem
byla 0,6791 cm. Sledovana byla inhibice tetrazoliové soli na formazan. Vysledna hodnota
aktivity SOD byla vypoc¢tena pomoci nasledujiciho vzorce, vysledky byly vyjadieny v nmol

NBT. min™t. mg proteint™.

(smérnice k¥ivky blank + smérnice k¥ivky smés se vzorkem.min™1)

—smérnice kiivky PMS se vzorkem.min™!

SOD aktivita =
e 0,6791 * 15000 * mg.ml~1 x 106

3.4.5 Analyza aktivity acetylcholinesterazy (AChE)

Princip metody

Metoda je upravenou Ellmanovou metodou pro spektrofotometrické méfeni aktivity
acetylcholinesterazy (AChE) pomoci reakce DTNB (5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina)

s acetylthiocholinem za vzniku barevného produktu, ktery se méti (Ellman a kol., 1961).

Material a reagencie

* PBS homogenizaéni pufr,
= 0,75mM DTNB v PBS pufru,
= 3mM ATC (acetylthiocholin)

31



Postup metody

Homogenizovany vzorek byl centrifugovan po dobu 30 minut pfi 12000 rpm a 4 °C.
Nasledn¢ bylo napipetovano do mikrodesticky 25 pl vzorku ve 3 opakovanich spole¢né se
100 pul DTNB, vzorek byl inkubovan po dobu 5 minut. Dale bylo pfidano 25 pl ATC, po
10minutové inkubaci probe&hlo prvni méfeni pfi absorbanci 405 nm. Nésledné bylo provedeno
druhé meétfeni po dalSi Sminutové inkubaci. Blank predstavoval napipetovany objem

100 pl DTNB, 25 pl destilované vody a 25 pl ATC.

Vyhodnoceni

Aktivita AChE byla vypoc¢itana na zakladé nize uvedené rovnice. Vypocet byl proveden na
zakladée vysledkli méfeni v ¢ase to a ts. Interval mezi méfenim byl 5 minut. Mikrodeskovy faktor
fedéni predstavuje hodnotu 0,49. Hodnoty byly vydéleny celkovym proteinem v mg.ml™,
Vysledek aktivity AChE je vyjadien v nmol.min"t.mg.ml* proteind.

5
mg.ml~proteint

[absorbance ts * 1000 — absorbance t; * 1000] £ 0,49

AChE aktivita =

3.4.6 Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

Princip metody

Tato metoda vyuziva reakce thiolselektivni Ellmanovy reagencie (DTNB = 2,2-dinitro-5,5-
dithiobenzoova kyselina) s volnymi -SH skupinami za tvorby barevného produktu, ktery je
spektrofotometricky stanovovan (Ellman, 1959). Ve vzorcich zbavenych proteint jsou zejména
v redukovaném glutathionu (GSH) piitomny volné -SH skupiny. Metoda je modifikovana na

mikrodeskové provedeni a vyuZziva spektrofotometrické méteni pii 420 nm.

Material a reagencie

= TRIS pufr (0,8M TRIS, 0,02M EDTA, pH 8,9),

= PBS homogenizacni pufr,

= 0,02M DTNB (2,2-dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina, MW=396,3) v methanolu,
= GSH (1 mg.mlIt PBS roztoku, MW=307,3),

= TCA (25% kyselina trichloroctova)

Postup metody

Metoda se skladala ze dvou krokl. Nejprve bylo nutné odstranit ze vzorku tkané protein.

Ke 180 pul vzorku bylo pfidano 10 pl TCA (pomér 10 : 1), pfi piipraveé kalibra¢ni kiivky bylo
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k 500 ul GSH standardu piidano 50 ul TCA. Obsah byl vortexovan po dobu 10 sekund,
nasledné byl ponechan zreagovat 15 minut. Zreagovany vzorek byl nasledné centrifugovan
10 minut pti 8000 rpm a 4 °C. Pro dalsi postup byl pouzit supernatant vzorku zbaveny proteind,
pro kalibra¢ni kiivku zreagovany standard. Do mikrodesticky bylo postupné pipetovano 190 ul
TRIS pufru, 50 ul vzorku/blanku (PBS)/standardu a 10 pl 0,02M DTNB. Jako pufrovy blank
bylo pipetovano 240 pl TRIS pufru a 10 pl 0,02M DTNB. Vzorky byly promichany
a ponechany 5 minut inkubovat pfi pokojové teploté. Méteni probehlo ve 3 opakovanich pii

absorbanci 420 nm proti blanku a pozadi pii 680 nm.

Kalibrace GSH

Kalibrace GSH byla nastavena v rozmezi od 0,005 do 0,075 mg.mlt. Standard GSH
(1 mg.ml! PBS roztoku, MW=307,3) byl 10krat nafedén na 0,1 mg.mlt PBS, poté byla

pripravena koncentracni fada podle hodnot v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3: Koncentra¢ni fada GSH.

Vyredéni ze
GSH (uM) | GSH(mgml?) | ;;‘;"kz“g‘gH PBS pufr (ul)
(0,Amg.ml?)

244 0,075 375 125
162,85 0,05 250 250
81,42 0,025 125 375
48,85 0,015 75 425
32,57 0,01 50 450
24,42 0,0075 37,5 462,5
16,28 0,005 25 475

8,14 0,0025 12,5 4875
blank 0 0 500

Vyhodnoceni

Koncentrace glutathionu byla vypocitina na zaklad¢é kalibra¢ni kiivky pro standardni

redukovany glutathion. Vysledné hodnoty byly vyjadfeny v nmol GSH.mg™ proteint.
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3.4.7 Analyza enzymatické aktivity glutathion-S-transferazy (GST)

Princip metody

Principem metody je detekce konjugatu mezi redukovanym glutathionem a CDNB
(1-chloro-2,4-dinitrobenzen), ktery je béznym substratem pro vSechny isoformy
glutathion-S-transferazy (GSH) (Habig a kol., 1974). Metoda byla modifikovana na

mikrodeskové provedeni a vyuziva spektrofotometrického méteni pii 340 nm.
GSH + CDNB — (GST) — HCl + [(GS — DNB) detekuje se]

Material a reagencie

* PBS homogenizaéni pufr,
= 10mM roztok redukovaného GSH (MW=307,7),
= 50mM CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen; MW=202,55) v 96% ethanolu

Postup metody

Homogenat vzorku byl centrifugovan po dobu 15 minut pti 10000 rpm a 4 °C. Vznikly
supernatant byl vyfedén do zkumavek s PBS pufrem. Nasledné¢ doslo k pipetovani
10 pl vyfedéného vzorku, 180 pl PBS pufru, a nakonec 10 ul CDNB. V ptipadé métfeni blanku
bylo pipetovano 190 pl PBS a 10 ul CDNB. Reakce byla odstartovdna piidanim substratu
vV podobné 50 pl redukovaného GSH a ihned méfena podobu 5 minut pii 340 nm. Méteni

probéhlo ve 3 opakovanich.

Vyhodnoceni

Molarni extinkéni koeficient konjugované CDNB byl 9600 M.cm™ pii 340 nm, vyska
hladiny v jamce dosahovala 0,6791 cm. Vysledek aktivity GST byl vyjadien jako smérnice
kiivky, od které byla odectena smérnice blanku a piepoétena dle nasledujici rovnice
v jednotkach nmol.min"t.mg proteint.

smérnice ktivky.min™!
9600 * 0,6791 * mg.ml~proteint * 10°

aktivita GST =
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3.5 Statistické vyhodnoceni

Vysledky pro hemolymfu, oxida¢ni stres a antioxida¢ni parametry jsou uvedeny jako
prumérné hodnoty se smérodatnymi odchylkami (SD). Vysledky byly vypoclteny ze Sesti
opakovani pro kazdy odbér. Data byla vyhodnocena Bartlettovym testem homogenity rozptylu.
Rozdily ve vysledcich parametri ze vzorkll z expozice a depurace byly analyzovany pomoci
Kruskal-Wallisova testu pro neparametrické post-hoc srovnani, jelikoz nebylo pfedpokladano
normalni rozdéleni dat. Rozdily mezi skupinami byly vyhodnoceny pomoci programu Statistica

v. 12.0 pro Windows (StatSoft, CR).
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4 Vysledky

Ziskana data jsou prezentovana jako souhrnné vysledky pro jednotlivé testované skupiny.
Oznaceni testovanych skupin a koncentraci je zobrazeno v tabulce ¢. 1 v kapitole 3 Material

a metodika (str. 24). Znaceni testovanych skupin je shodné u vsech grafi.

4.1 Biochemicky profil hemolymfy

4.1.1 Glukéza (GLU)

Zmény hladiny glukézy (GLU) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 3. Statisticky vyznamné
(P<0,01) snizeni hladiny GLU bylo u skupiny C a S v porovnani se skupinami K a P po 20denni
expozici. Vysledky z 10denni depurace prokazaly statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni
hladiny GLU u skupiny C v porovnani se skupinami K, P a S. U skupin C a S byly zjistény
statisticky vyznamné (P<<0,01) vys$si hodnoty hladiny GLU po 10denni expozici oproti 20denni

expozici a nasledné depuraci v ramci téchto skupin.

@K -kontrola oP-prometryn (3 pg.l™) @ C-chloridazon (3 pg ™) @mS-smés (3+3 gl
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b
a
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©
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2
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10. den expozice 20. den expozice 10. den depurace

Graf'¢. 3: Hladina glukézy (GLU) v hemolymf€ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji statisticky
vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01). Index * charakterizuje
statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v priab&hu ¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadé;ji
primér + SD, N=6.
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4.1.2 Proteiny krevni plazmy (TP, ALB, GLOB)

Zmény hladiny celkového proteinu (TP) v hemolymf€ raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 4. Hladina TP se
statisticky vyznamné (P<0,01) zvysila u skupiny S po 10denni expozici, po 20denni expozici
a 10denni depuraci byla v této skupin¢ statisticky vyznamné snizena (P<0,01)
v porovnani s kontrolou. V kontrolni skupiné bylo zjisténo statisticky vyznamné (P<0,01)

zvySeni hladiny TP po 10 dnech depurace oproti 10 a 20 dniim expozice v kontrolni skuping.

mk-kontrola  @P-prometryn (3 pgl ")  ®@C-chloridazon (3 pgl™) ®@S-emés (3 +3 pgl)
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a*
70 b*
a a ah
ab
&0 ab ab ab b
a %
20
b
D0
o
=
30
20
10
0
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Graf €. 4: Hladina celkového proteinu (TP) v hemolymf€ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu casu
(P<0,01). Hodnoty uvadgji pramér + SD, N=6.

Zmény hladiny albumind (ALB) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 5. Hladina ALB u skupiny
S byla po 10denni expozici statisticky vyznamné (P<0,01) zvySena oproti kontrole. Vysledky
skupiny S po 20denni expozici byly statisticky vyznamné (P<0,01) sniZzeny oproti kontrole
a skupinam P a C. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni hladiny ALB bylo u v§ech skupin po
10denni expozici v porovnani s vysledky 10 denni depurace. Vysledky skupin K, P a C po
20denni expozici byly signifikantné (P<0,01) vyssi v porovnani s vysledky téchto skupin po

10denni depuraci.
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Graf ¢. 5: Hladina albuminti (ALB) v hemolymf¢ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu ¢asu
(P<0,01). Hodnoty uvadéji pramér + SD, N=6.

Zmény hladiny globulind (GLOB) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 6. U skupiny S bylo prokazano
statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni GLOB po 20denni expozici vV porovnani s kontrolou
a skupinami P a C. Vysledky 10denni depurace prokazaly statisticky vyznamné (P<0,01)
snizeni GLOB u skupiny S v porovnani s kontrolou a skupinou P. U skupiny S doslo ke
statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni hladiny GLOB po 20denni expozici, a déle
statisticky vyznamnému sniZeni hladiny GLOB po 10denni depuraci oproti této skupiné po
10 denni expozici. Skupiny K, P a C prokézaly statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni GLOB

po 10 dnech depurace v porovnani s 10 a 20denni expozici téchto skupin.
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Graf ¢. 6: Hladina globulint (GLOB) v hemolymf¢ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v pribéhu casu
(P<0,01). Hodnoty uvadéji pramér + SD, N=6.

4.1.3 Amoniak (NHs)

Zmény obsahu amoniaku (NHz) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 7. 20denni expozice prokazala
statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni NHs u skupiny S oproti skupiné P. Skupiny C a S mély
statisticky vyznamné (P<0,01) snizeny obsah NHz oproti skupiné P po 10denni depuraci.
10denni expozice prokazala signifikantni (P<0,01) zvySeni NHz u skupiny S v porovnani této
skupiny s 20denni expozici a 10denni depuraci. Obsah NHsz byl u kontroly a skupiny P po
10denni depuraci statisticky vyznamné (P<0,01) vys$§i v porovnani stejnych skupin

u 10 a 20denni expozice.
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Graf ¢. 7: Hladina amoniaku (NH3) v hemolymf€ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v pribehu casu
(P<0,01). Hodnoty uvadéji pramér + SD, N=6.

4.1.4 Cytoplazmatické a mitochondrialni enzymy (AST, ALT)

Zmény hladiny aspartat aminotransferazy (AST) v hemolymf& raka signalniho po
subchronické expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 8.
Statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni AST bylo u skupiny P po 10denni depuraci v porovnani
s kontrolou a skupinami C a S. Hladina AST u skupin C a S byla signifikantn¢ (P<0,01) nizsi
Vv porovnani se skupinou P u 10denni depurace. Skupina P po 10denni depuraci méla statisticky
vyznamné (P<0,01) vyssi hladinu AST v porovnani této skupiny v prib&éhu 10 a 20denni

expozice.
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Graf ¢. 8: Hladina aspartait aminotransferazy (AST) v hemolymf¢ raka signalniho.
Indexy a, b, ¢ charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prab&éhu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadgji praimér + SD, N=6.

Zmény hladiny alanin aminotransferazy (ALT) v hemolymfé raka signalniho po
subchronické expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 9.
10denni depurace prokazala statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni hladiny ALT u skupiny
P v porovnani s kontrolou, a dale snizeni u skupin C a S v porovnani s kontrolou a skupinou P.
Skupina S po 10 denni expozici prokazala statisticky vyznamné (P<0,01) zvysSeni hladiny ALT
v porovnani s 20 denni expozici a 10 depuraci u stejné skupiny. Skupina P po 10denni expozici

meéla signifikantné (P<0,01) vyssi hladinu ALT v porovnani této skupiny béhem expozic.
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Graf ¢. 9: Hladina alanin aminotransferazy (ALT) v hemolymfé raka signalniho.
Indexy a, b, ¢ charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadgji primér = SD, N=6.

4.15 Laktat (LAC)

Zmény hladiny laktatu (LAC) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Skupina S po 10denni
expozici méla statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeny LAC oproti kontrole a skupiné P.
Ke statisticky vyznamnému (P<0,01) snizeni u skupiny S doslo nasledné po 20denni expozici

Vv porovnani s kontrolou a skupinou P.

Tabulka €. 4: Hladina laktatu (LAC) v hemolym{€ raka signalniho.

. Kontrola - K Prometryn Chloridazon SmésP + S )
Parametr Expozice Validace
(K =0 pg.I'h) (P-3pug.l?) (C-3ug.lt)  (3+3ug.l?)

~ Mo 083:049°  100:021°  140:036% 1.95%046° <0.01
S

- zz'x‘s)e” 15640522 15640198  123+027% 1.19%0.45° <001
Q 10. den

< dop 082+0285 17240772  1.09+0482 082+0172 <0.05

Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Hodnoty uvadéji pramér + SD, N=6; exp. — expozice; dep. — depurace.
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4.1.6 Mineraly (Mg ?*, CI, K, Na, PHOS)

Zmény hladiny hofe¢natych ionti (Mg?*) v hemolymf& raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 10. Vysledky analyzy
hladiny Mg?* prokazaly signifikantni (P<0,01) zvy3eni u skupiny S oproti kontrole a skupiné
P po 10denni expozici. Statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni Mg?* bylo zjisténo u skupin
P, C a S v porovnani s kontrolou u 20denni expozice. Skupiny C a S mély signifikantné
(P<0,01) nizsi hladinu Mg?* oproti skupiné P pii 10denni depuraci. Hladina Mg?* u skupiny
S po 10denni expozici byla statisticky vyznamné (P<0,01) vyssi oproti hodnotam skupiny po

20denni expozici a 10denni depuraci.
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Graf ¢. 10: Hladina hofe¢natych iontd (Mg?*) v hemolymf& raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném ¢ase (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu ¢asu
(P<0,01). Hodnoty uvadgji pramér + SD, N=6.

Zmény hladiny chloridd (Cl) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 11. Zjisténé hodnoty ClI po
10denni expozici vykazovaly statisticky vyznamné (P<0,01) sniZeni u skupin P a C oproti
kontrole a zvySeni CI” u skupiny S v porovnani se skupinami P a C. Skupiny P, C a S prokazaly
signifikantni (P<0,01) pokles obsahu CI proti kontrole pti 20denni expozici. Statisticky
vyznamné (P<0,01) zvySeni ClI” bylo zjisténo u kontroly a skupiny P a S v porovnani 20denni
expozice a 10denni depurace téchto skupin. Kontrolni skupina 20denni expozice vykazovala

statisticky vyznamny (P<0,01) zvyseni CI" v porovnani zminéné skupiny u 10denni depurace.
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Graf ¢. 11: Hladina chloridi (Cl') v hemolymf¢ raka signalniho. Indexy a, b, ¢ charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v pribéhu casu
(P<0,01). Hodnoty uvadgji pramér + SD, N=6.

Zmény hladiny drasliku (K) v hemolymf€ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 12. Obsah K byl statisticky
vyznamné (P<0,01) snizen u skupiny C v porovnani s kontrolou a skupinou S po 10denni
expozici. 20 denni expozice prokazala signifikantni (P<0,01) pokles K u skupiny S v porovnani
s kontrolou a skupinou P. Z vysledkd 10denni depurace bylo zjisténo statisticky vyznamné
(P<0,01) snizeni K u skupin C a S oproti kontrole a skupiné P.
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Graf ¢. 12: Hladina drasliku (K) v hemolymf€ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji statisticky

vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném c¢ase (P<0,01). Hodnoty uvadgji
pramér = SD, N=6.
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Zmény hladiny sodiku (Na) v hemolymf¢ raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 13. Analyza koncentrace Na
prokézala signifikantni (P<0,01) sniZeni u skupin P a C proti kontrole a skupin¢ S po 10denni
expozici. 20denni expozice prokazala statisticky vyznamné (P<0,01) sniZeni u skupiny S oproti

kontrole a skupiné P.
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Graf ¢. 13: Hladina sodiku (Na) v hemolymf¢ raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji statisticky
vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case (P<0,01). Hodnoty uvadé&ji primér +
SD, N=6.

Zmény hladiny anorganického fosfatu (PHOS) v hemolymf€ raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v tabulce ¢. 5. Statisticky
vyznamné (P<0,01) zvyseni PHOS bylo pouze u skupiny P po 10denni depuraci v porovnani
s kontrolou a skupinami C a S.

Tabulka ¢. 5: Hladina anorganického fosfatu (PHOS) v hemolymf€ raka signalniho.

Kontrola - K Prometryn Chloridazon SmésP + S )
Parametr Expozice Validace
(K =0 pg.I'h) (P-3pug.l?) (C-3ug.lt)  (3+3ug.l?)
— 10. den
g oxp 027+0.03%  024:+004a 023+£0022 024+0032 <0.05
= .
£ Zg'x‘;e” 027 +£0.05%  027+0.05°  027+0.042 0.30+0.022 <0.05
wn
% 1%'e‘:)e” 026+0.042  0.38+0.07° 0.23+0.022 029+0.072 <0.01

Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Hodnoty uvad¢ji pramér = SD, N=6; exp. — expozice; dep. — depurace.
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4.2 Mira oxida¢niho stresu a analyza antioxidac¢nich biomarkeri

Vliv subchronické expozice prometrynu, chloridazonu a jejich smési na raka signalniho byl
zjistén pomoci analyzy antioxida¢nich enzymut a biomarkert oxida¢niho stresu. Jednalo se
o stanoveni lipidni peroxidace (LPO), aktivity katalazy (CAT), aktivity superoxid dismutazy
(SOD), stanoveni obsahu acetylcholinesterazy (AChE), stanoveni redukovaného glutathionu
(GSH) a stanoveni aktivity glutathion-S-transferazy (GST). Analyzy byly provedeny ze vzorka

tkani hepatopankreatu, svalu a Zaber.

4.2.1 Hepatopankreas

Ve vzorcich hepatopankreatu rakii byly pozorovany statisticky vyznamné rozdily (P<0,01)

u vSech sledovanych biomarkera v prabéhu testu.

Zmény hladiny lipidni peroxidace (LPO) v hepatopankreatu raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 14. Vysledky
stanoveni hladiny LPO prokéazaly pouze statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni hladiny

LPO u skupiny C po 10denni expozici v porovnani se skupinou S.
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Graf ¢. 14: Hladina lipidni peroxidace (LPO) v tkéni hepatopankreatu raka signdlniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case
(P<0,01). Hodnoty uvadgji primér + SD, N=6.

Aktivita katalazy (CAT) v hepatopankreatu raka signalniho po subchronické expozici
prometrynu, chloridazonu a jejich smési je uvedena v grafu ¢. 15. Vysledky stanoveni aktivity
CAT zjistily statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni aktivity CAT u skupiny S po 10denni

expozici v porovnani s kontrolou a skupinou P. U skupiny S bylo dale zjisténo signifikantni
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(P<0,01) zvyseni aktivity CAT oproti hodnotam stanovenym u stejné skupiny po 20 dnech
expozice a 10 dnech depurace. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity CAT bylo dale

pozorovano u skupiny P po 20denni expozici v porovnani s 10denni expozici a 10denni

depuraci.
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Graf ¢ 15: Aktivita katalazy (CAT) v tkani hepatopankreatu raka signdlniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prabéhu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadgji primér = SD, N=6.

Aktivita superoxid dismutazy (SOD) v hepatopankreatu raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési je uvedena v grafu ¢. 16. Vysledky analyzy
aktivity SOD prokazaly pouze signifikantni zvyseni (P<0,01) aktivity SOD u skupin

P, C a S po 10denni expozici v porovnani s vysledky po 20denni expozici a 10denni depuraci.
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Graf ¢. 16: Aktivita superoxid dismutdzy (SOD) v tkani hepatopankreatu raka signalniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadeéji pramér + SD, N=6.

Vysledky obsahu redukovanéo glutathionu (GSH) v hepatopankreatu raka signalniho po
subchronické expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 17.
Hladina GSH byla statisticky vyznamné (P<0,01) zvysena ve skupiné K, P a S po 10 i 20denni
expozici v porovnani s vysledky po 10denni depuraci. Dale bylo pozorovano signifikantni
(P<0,01) zvyseni hladiny GSH ve skupin¢ C po 10 dnech expozice v porovnani s vysledky po

20denni expozici a 10denni depuraci.
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Graf ¢. 17: Hladina redukovaného glutathionu (GSH) v tkani hepatopankreatu raka signalniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu
Casu (P<0,01). Hodnoty uvadgji primér + SD, N=6.
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Aktivita glutathion-S-transferazy (GST) v hepatopankreatu raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési je uvedena v grafu ¢. 18. Analyza aktivity
GST prokazala statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni aktivity GST u skupin P a C oproti
skupin¢ K a S po 10denni expozici. Skupina C prokazala signifikantni (P<0,01) narust aktivity
GST po 20denni expozici oproti kontrole. Vysledky ziskané po 10denni depuraci byly
statisticky vyznamné (P<0,01) zvysSeny u skupiny S v porovnani se skupinami P a C. Skupina
C a P po 20denni expozici vykazala statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity GST oproti

vysledktim stejnych testovanych skupin po 10denni expozici a 10denni depuraci.
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Graf ¢. 18: Aktivita glutathion-S-transferazy (GST) v tkani hepatopankreatu raka signalniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prub&hu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadgji primér = SD, N=6.

4.2.2 Sval

Vzorky svalu prokazaly statisticky vyznamné rozdily (P<0,01) pouze u stanoveni aktivity

superoxid dismutazy (SOD) a hladiny acetylcholinesterazy (AChE).

Aktivita SOD v tkani svalu raka signalniho po subchronické expozici prometrynu,
chloridazonu a jejich smési je uvedena v grafu ¢. 19. Aktivita SOD prokazala statisticky
vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity SOD u skupiny P a S v porovnani se skupinami K a C po
10denni expozici. Vysledky 10denni depurace prokazaly statisticky vyznamné (P<0,01)
zvyseni aktivity SOD u skupin P a S proti kontrole. Hodnoty zjisténé u skupin P a S po 10denni

expozici prokazaly statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni aktivity SOD v porovnani
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s vysledky stejnych skupin po 20denni expozici, vV ptipadé skupiny S i v porovnani vysledku
této skupiny S 10denni depuraci. Skupina P po 10 denni depuraci vykazovala statisticky
vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity SOD v porovnani stejné skupiny S vysledky po 20denni

expozici.
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Graf ¢. 19: Aktivita superoxid dismutazy (SOD) v tkani svalu raka signalniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prubéhu
casu (P<0,01). Hodnoty uvad¢ji prameér + SD, N=6.

Vysledky aktivity AChE v tkani svalu raka signalniho po subchronické expozici prometrynu,
chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 20. Vysledky stanoveni aktivity AChE
prokazaly statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity AChE u skupin P a S po 20denni
expozici oproti skupinam K a C. Stejny trend byl pozorovan u vysledka aktivity AChE po
10denni depuraci. Statisticky vyznamné (P<0,01) zvyseni aktivity AChE bylo pozorovano
u skupiny C po 10denni expozici v porovnani s vysledky po 20denni expozici a 10denni

depuraci.
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Graf ¢. 20: Aktivita acetylcholinesterazy (AChE) v tkani svalu raka signalniho.

Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prub&hu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadéji prumér + SD, N=6.

U dalsich testovanych parametri (LPO, CAT, GSH, GST) nebyly zjistény statisticky
vyznamné (P<0,01) zmény. Vysledky stanoveni LPO, CAT, GSH a GST jsou uvedeny

V tabulce ¢.

6.

Tabulka €. 6: Vysledky stanoveni lipidni peroxidace (LPO), aktivity katalazy (CAT), redukovaného

glutathionu (GSH) a glutathion-S-transferazy (GST) v tkani svalu raka signalniho.

) Kontrola-K = Prometryn  Chloridazon SmésP + S )
Parametr = Expozice Validace
(K=0pg.It) (P-3pgl?) (C-3pg.l?) (3+3pg.l?h)
10.den | 46+0072 0.54:0058 053+006% 046+0122 <
G - oxp. 46 £ 0. 54 £ 0. 53 0. 46 £ 0. 0.05
x -3
'e) = -E 20. den
e 2 g oxp 0.56+0.06° 0580092 059%0072 062+005  <0.05
EE 1%'8‘:)“ 049+0.042 053+007¢ 048+009° 046+0042 <0.05
a 1%)(‘;8” 047+0.122  053+0258 047+0.10° 050+0.162 <0.05
_t 2 |
= 2E 2 209N | 05540100 058:0.14° 0520120 037:0.10° <005
O 30 S. exp.
N
T g 1%'e‘:)e” 0470102 0450073 049:0.142 049+0.142  <0.05
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10. den 12432+ 13197 ¢ 16772+ 13478 + 008
3 exp. 33.222 16.672 22.03 42,17 :
= 8 2 | 20.den 13714 + 135.30 + 13214 + 156.13 + <008
7 exp. 29.12a 23.072 17.672 34.31a :
© 3% s
£ 5 | 10. den 137.08 + 130.66 + 12774 + 126.12 + <005
E dep. 16.422 27.022 24.604 18.99¢ :
o lg'x‘;e” 10240432 056+0222 085+0.178 070+0258  <0.05
< 3|
b S. 8 20.den | 45740722 13140428 134+067° 11740642  <0.05
O = ‘5 exp.
g g 10. den
= o 089+027a 121+0868 112+£0232 150+066° <0.05

Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case

(P<0,01). Hodnoty uvadgji pramér + SD, N=6; exp. — expozice; dep. — depurace.
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4.2.3 Zabra

Vysledky expozice testovanych pesticidi a jejich smési prokazaly statisticky vyznamné
(P<0,01) rozdily pii stanoveni aktivity katalazy (CAT), superoxid dismutazy (SOD), hladiny
aceltylcholinesterazy (AChE) a redukovaného glutathionu (GSH). Nejvyraznéjsi zmény byly
zjistény v ptipadé¢ CAT, AChE a GSH.

Aktivita CAT v tkani zaber raka signalniho po subchronické expozici prometrynu,
chloridazonu a jejich smési je uvedena v grafu ¢. 21. Aktivita CAT byla statisticky vyznamné
(P<0,01) vyssi u skupiny P po 10denni expozici, skupiny C po 20denni expozici a skupiny

P po 10denni depuraci v porovnani zminénych skupin mezi jednotlivymi expozicemi

a depuraci.
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Graf ¢. 21: Aktivita katalazy (CAT) v tkani zaber raka signalniho. Indexy a, b charakterizuji
statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném ¢ase (P<0,01).
Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v pribehu casu
(P<0,01). Hodnoty uvadé&ji pramér + SD, N=6.

Aktivita acetylcholinesterazy (AChE) v tkéani zaber raka signalniho po subchronické
expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési je uvedena v grafu ¢. 22. Vysledky stanoveni
aktivity AChE prokazaly statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni aktivity AChE u skupin
P a S v porovnani s kontrolou a skupinou C po 10denni expozici. Statisticky vyznamné (P<0,01)
zvySeni aktivity AChE bylo u skupiny P v porovnani s Kkontrolou a skupinou

S u 10denni depurace.
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Graf ¢. 22: Aktivita acelytcholinesterazy (AChE) v tkani Zaber raka signalniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Hodnoty uvadgji pramér + SD, N=6.

Vysledky obsahu redukovaného glutathionu (GSH) v tkani Zaber raka signalniho po
subchronické expozici prometrynu, chloridazonu a jejich smési jsou uvedeny v grafu ¢. 23.
Stanoveny obsah GSH byl statisticky vyznamné (P<0,01) sniZen u skupiny C oproti skupinam
K, P a S po 10denni expozici. Ke statisticky vyznamnému (P<0,01) zvySeni GSH doslo
u skupiny C a S v porovnani se kontrolou po 20denni expozici. Skupina C vykazovala
signifikantni (P<0,01) zvySeni GSH oproti vysledku této skupiny po 10denni expozici.
Vysledky po 10denni depuraci prokazaly signifikantni (P<0,01) zvySeni obsahu GSH u skupin
P, C a S v porovnani s kontrolou a zaroven v porovnani s vysledky téchto skupin po

10 a 20denni expozici.

54



Graf ¢.

GSH (nmol GSH. mg-" protein()

OK-kontrola

10

ab

OP-prometryn (3 pg.™)

ab
i.'

B

a

10. den expozice

20. den expozice

EC-chloridazon (3 pg ™)

b*

ESsmés (3+3pgl™)

b*

10. den depurace

23: Hladina redukovaného glutathionu (GSH) v tkani Zzaber raka signalniho.
Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném Case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prub&éhu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadgji primér = SD, N=6.

Vysledky stanoveni SOD, LPO a GST jsou vyobrazeny v tabulce €. 7. Statisticky vyznamné

(P<0,01) zvyseni bylo zjisténo pouze pfi stanoveni aktivity SOD u skupiny P po 10denni

depuraci v porovnani s 10denni a 20denni expozici stejné skupiny.

Tabulka ¢. 7: Vysledky stanoveni aktivity superoxid dismutazy (SOD), lipidni peroxidace (LPO)
a glutathion-S-transferazy (GST) v tkani Zaber raka signalniho.

) Kontrola-K | Prometryn | Chloridazon | SmésP + S )
Parametr Expozice Validace
(K=0pg.l") | (P-3pg.l?) | (C-3pgl") | (3+3pg.l?)
e~ 1098 | 40940022  009+003  010+003%  013+0.06°  <0.05
é 5 exp.
- [=
'_ ——
S o, g 209N 00910047 | 005£003° 004:0012  006:0048 <05
Pz o exp.
e ol 10.den
E g 4 , 0.09+0.05% 0.20+0.09% 0.11+006% 014+008°  <0.05
g = | oo | 020£004 0212002  019:002° 021£003 <005
X = :
< E
£ B 3 Z%X%e” 0.19£0.03% | 022003 0.22:0012 | 020003 <005
£ £ 1%'e%e” 020+0.03% 024005 024+005 @ 023+0022 <005
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10. den

E exp 249%031a  320£0432 319%080° 346+078 <005
s 2 24
£ g O-den | »s57:+0572  354+082¢ 339:0612 368+0642 <005
o € % exp.
= 10. den
E dep 24410532  365£090° 278+0.83% 282+0772  <0.05

Indexy a, b charakterizuji statisticky vyznamné rozdily nebo shodu mezi skupinami ve stejném case
(P<0,01). Index * charakterizuje statisticky vyznamné rozdily mezi hodnotami jedné skupiny v prub¢hu
¢asu (P<0,01). Hodnoty uvadgéji pramér + SD, N=6; exp. — expozice; dep. — depurace.
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5 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo posoudit subchronicky vliv chloridazonu prometrynu a jejich
smeési v environmentalné blizkych koncentracich na raka signalniho (Pacifastacus leniusculus).
Pro posouzeni a vyhodnoceni vlivu pesticidii a jejich smési na testované organismy byly
pouzity vysledky stanoveni biochemického profilu hemolymfy, analyzy antioxidanta

a biomarkeru oxidac¢niho stresu ze vzorkl hepatopankreatu, svalstva a Zaber.

5.1 Biochemie hemolymfy

Biochemické vysetieni hemolymfy mé jednu z nejvétSich vypovédnich hodnot 0 stavu
sledovanych organisma (Svobodova a kol., 1991; Masopust. 2000). Stanoveni biochemického
profilu je tak vyznamnou soucasti hodnoceni ziskanych vysledkd akutnich, subchronickych
a chronickych testl toxicity na modelovych organismech (Gallardo a kol, 2003;

Ballarin a kol., 2004).

5.1.1 Glukoza

K hlavnim sledovanym parametrim biochemického profilu hemolymfy nalezi glukéza
(GLU), ktera piedstavuje hlavni zdroj energie a jeji zvySena hladina indikuje stres organismu,
naopak sniZeni hladiny je spojené s akutnim selhdnim hepatopankreatu v disledku vycerpani
glykogenu. (Kolafova a Velisek, 2012). Zmény hladiny GLU v pribéhu testu naznacuji toxicky
efekt chloridazonu v podobé pocate¢niho zvyseni stresu rakd, které se pozdé&ji projevilo na
snizeni hladiny GLU, to naznacuje trvalé selhani funkce hepatopankreatu. Obdobny trend byl
pozorovan i u testované smési, avSak zde nelze jednoznacné prokazat, Ze by smés méla fatalni
vliv na funkci hepatopankreatu, jelikoz se v pribéhu depurace hodnoty GLU u testované smeési

vratili do normalu.

Velisek a kol. (2013) pozoroval zvyseni GLU u koncentrace prometrynu 80 pg.I* po
30 dnech expozice a u koncentrace prometrynu 8 a 80 pg.I* po 60 dnech expozice v porovnani
s kontrolou v krevni plazmé juvenili kapra obecného. Mosiichuk a kol. (2018) ve své praci,
kdy wvystavil zlaté karasy (Carrasius auratus) koncentracim pesticidu Gesagard
(0,2; 1; 5 mg.I"* — odpovida koncentracim prometrynu 0,1; 0,5; 2,5 mg.It) po dobu 96 hodin,

ozoroval zvy$eni obsahu gluk6zy u koncentrace Gesagardu 1 mg.l™t v porovnani s kontrolou.
p y g y p
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Pii testovani na raku signalnim Chabera a kol. (2021) pozoroval zvySeni obsahu GLU
v hemolymfé v koncentraci chloridazonu (2,7 png.IY) a chloridazon-desfenylu
(0,45 a 2,7 ug.I"Y) v porovnani s kontrolou po 15 a 30 dnech expozice.

ZvySeni koncentrace GLU bylo pozorovano i U testované smési pesticida
(1,66 mg.I"t endosulfan + 0,76 mg.I* carbofuran + 1,54 mg.I"* methyl parathion + 0,25 mg.I™*
cypermetrin) v krevni plazmé ketickovce zabiho (Clarias batrachus) az o 74 % v porovnani
s kontrolou v piipadé 30denni expozice (Narra, 2016). Veedu a kol. (2022) také
pozoroval zvySeni obsahu GLU u testované smési acetamipridu a thiametoxamu
(0,5 mg.I"t + 0,01 mg.I") ve v§ech testovanych expozicich (24, 48, 72 a 95 hodin) v porovnani
S ostatnimi testovanymi skupinami V krevni plazmé katly obecné (Catla catla). Testované
smési, které vznikly kombinaci koncentraci glyfosatu (GLY) a chlorpyrifosu (CHLO),
se  projevily zvySenim  obsahu GLU u vSech testovanych  kombinaci
(2,5 pg.I't CHLO + 0,4 mg.I* GLY; 2,5 pg.It CHLO + 0,8 mg.I't GLY; 5 pg.It CHLO +
0,4 mg.I*t GLY; 5 pg.I't CHLO + 0,8 mg.I't GLY) v porovnani s kontrolou po 21 dnech
expozice v hemolymf¢ raka bahenniho (Pontastacus leptodactilus) (Banaee a kol., 2020).
V této studii Banaee a kol. (2020) testoval i jednotlivé koncentrace zvolenych pesticidii, u rak
v jednotlivych koncentracich pesticidii byla také zjiSt€éna zvySend hladina GLU oproti
kontrolnim raktim, ale hodnoty GLU byly statisticky vyznamné niz$i nez ve zvolenych

kombinacich GLY s CHLO po 21 dnech expozice.

5.1.2 Proteiny krevni plazmy

U proteinit hemolymfy jsou sledovany celkové bilkoviny (TP), které reflektuji poskozeni
funkce jater a ledvin. Zvysené hodnoty TP indikuji poskozeni bunék ledvin a jater
(Walmsley a kol., 1992), a naopak snizené hodnoty TP se projevuji u probihajici infekce nebo
otravy napf. triazinovymi herbicidy (VeliSek a kol., 2008). Dalsi souc¢asti krevnich proteini
jsou albuminy (ALB) tvotici 40 — 60 % plazmatickych bilkovin, jejich stanovenim je sledovano
poskozeni jaternich a ledvinovych funkci. Globuliny (GLOB) pii vyssi koncentraci indikuji
zanétlivé procesy (Kaplan a Pesce, 1989; Kolafova a Velisek, 2012). V piipad¢ vSech
testovanych proteint plazmy méla nejvétsi vliv na hladinu TP, ALB a GLOB testovana smés
pesticidi, ktera svymi hodnotami jednotlivych ukazateli naznaCovala poskozeni

hepatopankreatu a probihajici zanét.

Zvyseni hladiny GLOB bylo prokazano v mé bakalaiské praci (Hovorkova, 2022)

u testovanych smési pesticidii prometrynu a metazachloru (0,01 + 0,01 mg.l‘l; 0,1+0,1 mg.l‘l,
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1+ 1 mg.I"") po 8 dnech expozice v porovnani s ostatnimi testovanymi skupinami v hemolymfé
raka mramorovaného (Procambarus virginalis). Signifikantni snizeni hladiny TP, ALB
a GLOB pozoroval Narra (2016) u testované smési pesticiddi (1,66 mg.I"t endosulfan +
0,76 mg.I"t carbofuran + 1,54 mg.I* methyl parathion + 0,25 mg.I"* cypermetrin) u vsech
testovanych expozic (1, 7, 15, 30 a 60 dni) oproti kontrole v krevni plazmé kefickovce Zabiho.
Nejvyssiho snizeni bylo dosazeno po 30denni expozici, a to0 0 50 % v piipadé¢ ALB,
50 % v piipadé GLOB a 66 % Vv ptipad¢ TP v porovnani s kontrolou. Veedu a kol. (2022) zjistil
vyznamné snizeni hladiny TP u testované smési acetamipridu a thiametoxamu
(0,5 mg.I"" + 0,01 mg.I") po 96 hodinach expozice v porovnani této skupiny nap¥i¢ expozicemi
v krevni plazmé katly obecné. Po 21 dnech expozice zaznamenal u vSech testovanych smési
(25 pgl* CHLO + 04 mgl?* GLY; 25 pgl'! CHLO + 08 mgl! GLY;
5ug.It CHLO + 0,4 mg.I* GLY; 5 ug.I CHLO + 0,8 mg.I"t GLY) i jednotlivych latek Banaee

a kol. (2020) snizeni obsahu TP v hemolymf¢ raka bahenniho v porovnani s kontrolou.

5.1.3 Amoniak

Mezi €asto zminované vysledky stanoveni profilu hemolymfy se fadi i amoniak (NH3), ktery
je toxicky pro vodni organismy. ZvySené hodnoty NH3 indikuji metabolické defekty NHs
v Krebsové cyklu nebo selhani funkce jater (Kolafova a Velisek, 2012). Snizeny obsah NHz byl
zaznamenan na konci expozice 1 po depuraci u testované smeési, V piipadé depurace bylo dale
zjiSténo vyznamné sniZeni i u chloridazonu a naopak zvySeni u prometrynu. Je zajimave, Ze se
oba pesticidy v ptipadé depurace projevily opaénym zpisobem na hladinu NHs ale jejich smés
meéla nakonec vliv na sniZzeni hladiny NHs. Ve smési je moZzné uvaZovat o potlaceni u€inku
prometrynu nad chloridazonem, které se také odrazi v podobnosti vysledkd testované smési
a chloridazonu v porovnani mezi sebou. V piipadé prometrynu lze uvazovat o pozdéjsim vlivu
prometrynu na koncentraci NHs, ktery se mohl projevit az pti depuraci nebo kratké dobé
depurace, ktera dostatecn€ nezajistila navraceni metabolismu NHs do normélnich hodnot.
V neposledni fadé se mohlo jednat o poSkozeni funkce hepatopankreatu, které se projevilo az

v depuraci.

V porovnani s kontrolou Chabera a kol. (2020) pozoroval zvyseny obsah NH3 Vv hemolymf¢
raka signalniho u koncentrace chloridazon-desfenylu (0,45 ng.I'!) po 30 dnech expozice

a koncentrace stejné latky (2,7 ng.I") po 15 a 30 dnech expozice.

V mé bakalaiské praci (Hovorkova, 2022) jsem zaznamenala zvySeni obsahu NH3

u testované smési pesticidt prometrynu a metazachloru (0,01 + 0,01 mg.I"; 0,1 + 0,1 mg.I?)
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i jednotlivych testovanych latek o shodné testované koncentraci (0,01; 0,1; 1 mg.I"Y) po

4 a 8denni expozici v hemolymf¢ raka mramorovaného.

5.1.4 Cytoplazmatické a mitochondrialni enzymy

Soucésti stanoveni biochemického profilu hemolymfy jsou 1 cytoplazmatické
a mitochondrialni enzymy spole¢né s enzymy vazanymi na bunéénou membranu, mezi které se
fadi asparat aminotransferdza (AST). ZvySeni aktivity AST indikuje onemocnéni jater
(pf1 vysokych hodnotach az nekrézu jaterniho parenchymu) a kosterni svaloviny (Folmar,
1993). Dalsim cytoplazmatickym enzymem indikujicim poSkozeni jater toxiny je alanin
aminotransferaza (ALT) (Kolafova a Velisek, 2012). Vyssi aktivita AST a ALT, které jsou
projevem toxického ucinku, byly zaznamenany u koncentrace prometrynu az po depuraci.
Je zajimavé, Ze toxicky Uc¢inek prometrynu se na aktivité AST projevil v depuraci, jelikoZ 1ze
obecnég vzato fict, Ze aktivita AST je nejvyssi po 24 hodinach po poskozeni tkané€ a poté se do
10 dnt vraci na normalni hladinu (Folmar, 1993). U obou biomarkert mohl hrat vyznamnou
roli Cas prestupu pesticidu do organismu, odezva organismu v podob¢ aktivity metabolismu
hepatopankreatu v pribéhu expozice, anebo nenavratné poskozeni tkan€ hepatopankreatu, diky
kterému uz nebyl organismus schopny navraceni do pivodni funkénosti hepatopankreatu pii
depuraci. Pro koncentrace chloridazonu a smési byl ucinek na aktivitu AST a ALT spiSe
opacny, v piipadé depurace u nich doslo ke snizeni aktivity biomarkerd. To naznacuje,

ze chloridazon ve smési vyznamné potlacil toxicky u¢inek prometynu na aktivitu AST a ALT.

Po 30 a 60denni expozici koncentraci prometrynu (0,51; 8; 80 pg.I") byla aktivita AST
v krevni plazmé€ kapra obecného vyznamné sniZzena u vSech testovanych koncentraci
VvV porovnani s kontrolou. Opac¢ny trend byl pozorovan u aktivity ALT, ktera byla vyznamné
vy$$i u vSech testovanych koncentraci v pribéhu vsech expozic v porovnani s kontrolou
(Velisek a kol., 2013).

Zvyseni aktivity AST a ALT bylo zjisténo u koncentrace chloridazonu (2,7 ug.l?)
Vv porovnani s kontrolou po 30denni expozici vystaveni rakl signalnich této koncentraci.
Chloridazon-desfenyl ve vsech testovanych koncentracich (0,45; 2,7 pg.I) vykazoval
signifikantn¢ vyssi aktivitu AST a ALT v porovnani s kontrolou po 15 a 30 dnech expozice
(Chabera a kol., 2020).

U testované smési prometrynu a metazachloru (0,1 + 0,1 mg.I"t) byl v mé bakalaiské praci
(Hovorkova, 2022) zjistén vyznamny narast aktivity ALT po 4. i 8. dnu expozice v hemolymf&

raka mramorovaného. Banaee a kol. (2020) zaznamenal signifikantni vliv smési chlorpyrifosu
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a glyfosatu (2,5 pg.I"* CHLO + 0,4 mg.I* GLY; 2,5 pug.I't CHLO + 0,8 mg.I'%; 5 pug.I"t CHLO
+ 0,8 mg.I"t GLY) na aktivitu AST a u viech testovanych smési (2,5 pg.I* CHLO + 0,4 mg.I*
GLY; 2,5 pg.I't CHLO + 0,8 mg.I* GLY; 5 pg.I't CHLO + 0,4 mg.It GLY; 5 pg.It CHLO +
0,8 mg.I"t GLY) na aktivitu ALT po 21denni expozicCi na racich bahennich.

5.1.5 Mineraly

Dulezitou soucasti stanoveni biochemie hemolymfy je i obsah minerdli v hemolymfg,
zejména vapniku ve formé vapenatych iontii (Ca®") a hofeénatych ionti (Mg?*), chloridd (CI),
drasliku (K) a sodiku (Na), v této diplomové praci byly stanoveny Mg?*, CI, K, Na. Hofe¢naté
ionty maji vyznamnou roli pfi aktivaci enzymd, které se ucastni anabolickych a katabolickych
procest, dale jsou zapojeny do syntézy a destrukce acetylcholinu dulezitého pro pienos
elektrickych impulsti a neuromuskularnich spojeni. Chloridy udrzuji rovnovazny stav tekutin
a elektrolytl a stoji za chloridovym posunem pfi transportu HCO3™ v krevnich bunkach. Draslik
je soudasti nitrobunééné tekutiny ve formé kationtu (K*), podili se na spravné funkci nervi
a svall. Sodik ve formé& kationtu (Na®) je soucasti mimobunééné tekutiny, reguluje objem
plazmy a udrZzuje acidobazickou rovnovahu. Stejné jako K se také podili na spravné ¢innosti
nervil a svalil. K dalS$im stanovovanym mineralnim latkdm se fadi anorganicky fosfat (PHOS)
dilezity pti metabolickych procesech, je obsazen v nukleovych kyselinach, fosfolipidech
a nukleotidech. Zmény hladiny PHOS v hemolymfg€ indikuji poSkozeni ledvin. (Mayers, 1993;
Kolafova a Velisek, 2012). V piipadé Mg?" iontl mé&la smés pesticidii nejvyznamnéjsi vliv na
zvyseni obsahu Mg?* po 10 dnech expozice, mohlo to byt vyvolano silngj§im pocate¢nim
ucinkem obou pesticidi na metabolismus enzymu u testovanych organismi. V pribéhu
expozice poté doslo ke snizeni obsahu Mg?* u viech testovanych pesticidi a smési v podstaté
na stejnou hladinu Mg?*, zde nelze piesné urit, kterd testovana skupina méla vétsi vliv.
Depurace prokazala, Ze toxicky ucinek prometrynu nebyl vétsi neZ u chloridazonu a smési,
jelikoZ se hladina Mg?* vratila do normaélu. V piipadé K se nejvétsi zmény v obsahu K projevily
u chloridazonu jiz po 10 dnech expozice, konkrétné doslo ke snizeni obsahu drasliku. K tomuto
trendu se piipojila i testovana skupina smési pesticidli po 20 dnech expozice. Lze predpokladat,
ze vlivem obou pesticidll na raz ve smési nebyl toxicky ucinek tak rychle projeven, doslo
k nému az v prubehu expozice, tomu mohl napomoci vzrustajici stres u testovanych raki atp.
Depurace prokazala trvalé snizeni obsahu K u chloridazonu a smési, coz naznacuje nevratné
poskozeni tkani a naruSeni nervové soustavy. Samostatné testované pesticidy prokdzaly vliv na
hladinu Na* po 10 dnech expozice oproti smési, kterd neméla zadny vliv na zménu obsahu Na*.

Na konci expozice vSak nejniz§i hodnoty vykazovala smés, to naznacuje Ze dlouhodobéjsi
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mechanismi a mohlo se to tak projevit na poskozeni tkané vlivem rozkolisdni acidobazické
rovnovahy, kterou ibytek Na* reflektuje. Depurace byla v tomto ptipadé dostateéné dlouhé na
to, aby se hladina Na™ u v8ech skupin pfiblizila normalu. Obsah CI" byl snizen v prabéhu
expozice u vSech testovanych pesticidu a jejich smési, nelze tedy piesné uréit, ktera z testované
skupiny méla vési vliv. Depurace v tomto ptipadé byla dostate¢na pro jejich znovu navraceni
do normélu. V piipadé¢ stanoveni PHOS bylo vyznamné zvySeni pozorovano pouze
u prometrynu v depuraci, mohlo to byt zptisobeno pozdnim projevem toxicity prometrynu na
hepatopankreat, poskozenim dutilezitych metabolickych pochodt testovanych organismt nebo

kratka doba depurace, ktera nebyla dostate¢na pro navraceni normalnich hodnot PHOS.

Zvyseni obsahu Mg?*, CI" bylo zji§téno u testované smési prometrynu a metazachloru
po 8 dnech expozice v porovnani s testovanou koncentraci metazachloru (0,1; 1 mg.1%), stejny
trend byl také zjistén u jednotlivych testovanych koncentraci prometrynu (0,01; 0,1; 1 mg.I?)
a metazachloru (0,01 mg.I"Y) po 8 dnech expozice (Hovorkova, 2022). Veedu a kol. (2022)
pozoroval signifikantni snizeni obsahu K, Na a CI” v krevni plazmé katly obecné po
96 hodinach expozice smési acetamipridu a triamethoxamu (0,5 mg.I* + 0,01 mg.I?)
v porovnani s kontrolou, snizeni K, Na a CI" bylo pozorovano i u jednotlivych koncentraci

testovanych pesticidi (0,5; 1 mg.™) v této praci.

5.1.6 Laktat

Laktat (LAC) je kone¢nym produktem glykolyzy za anaerobnich podminek. Pfi¢inami
nadmérné produkce LAC je tkanova hypoxie vlivem vysoké fyzické zatéZe a laktatova acidoza
(respirac¢ni nedostatecnost, Sok, poruchy periferniho piekrveni, intoxikace kyanidy a sepse)
(Mayes, 1993; Kolafova a Velisek, 2012). Nejvyssi efekt v podobé zvyseni obsahu LAC byl
zjiStén u testované smési v polovin€é expozice, to naznacuje vySsi toxicky efekt smési
V porovnani se samostatné¢ testovanymi pesticidy, ktery zplsobil vy$§i miru stresu
LAC pro smés vyrazné klesla, to miize naznacovat vyrovnani se testovanych rakli s ptitomnosti
pesticidi a znovuobnoveni anaerobni glykolyzy. Depurace byla dostacujici, aby se u vsech

testovanych skupin hladina LAC blizila hladin€ v kontrole.

Koncentrace prometrynu 8 a 80 ug.I" prokdzala signifikantni snizeni hladiny LAC po
60denni expozici v porovnani s kontrolou v krevni plazmé kapra obecného (Velisek a kol.,

2013). Snizeni LAC pozoroval také Mosiichuk a kol. (2018) pro koncentraci Gesagardu
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0,2 mg.I"* (odpovida 0,1 mg.I"* prometrynu) v krevni plazmé karast zlatych po akutni expozici
96 hodin.

Vyznamné zvySeni obsahu LAC v hemolymf€ raka signalniho pozoroval Chabera a kol.
(2021) u testované koncentrace chloridazonu (2,7 pg.dt) a chloridazon-desfenylu

(0,45 a 2,7 ng.I") po 30denni expozici v porovnani s kontrolou.

Interpretace ziskaného biochemického profilu ze vzorkd hemolymfy rakt je velmi obtizna.
Dtivodem je zavislost trovné metabolismu organismill na vnéjsim prostfedi, zejména na teploté
vody a jejim chemickém slozeni. To se odrazi v kolisani enzymové aktivity organismu. Pro
spravné vyhodnoceni vysledku je nutné odlisit vliv vnéjsiho prostiedi na odezvu organismu od
vnitinich zmén prostiedi organismu samotné¢ho. Toho se d4 docilil pfesnym definovanim
vn¢jSich podminek spoleéné s pouzitim kontrolni skupiny pii experimentdlnich pokusech

(Kolarova a Velisek, 2012).

Z biochemického profilu hemolymfy neni zietelné, zZe by na vSechny biomarkery méla
signifikantné vyssi vliv testovana smes pesticidii oproti pesticidim testovanym samostatng.
Vyrazngjsi vliv smési pesticidi byl prokazan pouze u nékterych biomarkera (TP, ALB, GLOB,
LAC), dalsi ze sledovanych biomarkert byly ovlivnény vice pesticidy testovanymi samostatné
nebo se z analyzy nedalo pfesné urcit, jaka testovana skupina méla vétsi vliv. V nékterych
ptipadech bylo mozZné pozorovat potlaceni vlivu prometrynu chloridazonem ve smési, ktery se
poté vice projevil u daného biomarkeru. Zajimava byla také odezva na depuraci u nékterych
biomarkerti, kdy se toxicky ucinek projevil teprve pii ni, jednalo Se zejména

0 prometryn.

5.2 Oxidacni stres a antioxida¢ni biomarkery

Volné radikaly zpisobuji v nadbytku oxidacni stres v organismu. Jednd se o latky, které
disponuji neparovym elektronem ve svém elektronovém obalu. V biologickych systémech
dochazi k jejich vzniku z normalnich ¢astic ztratou nebo piijetim elektronti. Proti negativnim
vlivim volnych radikdlii si organismy vyvinuly U¢inné ochranné mechanismy. Jednd se
o mechanismy pusobeni bilkovin a enzymi, které zabraiuji tvorbé volnych radikall, odstraiuji
vzniklé volné radikaly, a dale reparaéni systémy, které odstraiiuji molekuly poskozené volnymi
radikaly. Veskeré latky, které brani piisobeni volnych radikalti jsou oznacovany jako
antioxidanty. Rovnovaha mezi produkci volnych radikalii a antioxidantti udrzuje normalni stav
biologického systému organismu. Nerovnovaha antioxidantl ¢i volnych radikald zpasobuje

disbalanci systému, kterd ma za nésledek rozvoj chorob a dalsi oxida¢ni poSkozeni organismu
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(Durackova, 1997; Racek 2003). Mira oxida¢niho stresu byla v této praci stanovena pomoci
stanovovany, se fadi katalaza (CAT), superoxid dismutaza (SOD), acetylcholinesteraza
(AChE), redukovany glutathion (GSH) a glutathion-S-transferaza (GST).

5.2.1 Lipidni peroxidace

Experiment prokazal snizeni hladiny LPO pouze u chloridazonu po 10 dnech expozice
v tkani hepatopankreatu. Mohlo se jednat o reakci na vystaveni organismu pesticidu, ktera se
Vv prubéhu expozice ustalila vlivem efektivniho pusobeni antioxidantd v organismu. VIiv
ostatnich testovanych latek na tkané mohl byt ovlivnén testovanou koncentraci pesticidu

a délkou expozice.

SniZeni LPO bylo zji§téno u koncentrace 0,2 a 5 mg.I™* Gesagardu (prometryn v koncentraci
0,1 a 2,5 mg.I"Y) v jatrech a u koncentrace 1 a 5 mg.I"t Gesagardu (prometryn v koncentraci
0,5 a 2,5 mg.I"") v ledvinach karasti zlatych po 96 hodindch v porovnani s kontrolou v praci
Mossichuka a kol. (2015).

Smés acetamipridu a thiamethoxamu (05 + 0,01 mg.l?) zvysila LPO po
24, 48, 72 a 96 hodinach expozice u Zaber katly obecné (Veedu a kol., 2022). ZvySeni LPO
pozoroval Narra (2016) v jatrech kefickovce zabiho po aplikaci smési pesticidi
(1,66 mg.I"t endosulfan + 0,76 mg.I"* carbofuran + 1,54 mg.I"* methyl parathion + 0,25 mg.I™
cypermetrin) po 30 dnech expozice v porovnani s kontrolou. Smés diclofenaku, nifedinipu
a glyfosatu (600 ng.I* + 700 ng.I* + 13,4 pg.I"") zvysila LPO oproti kontrole u této testované
smési pii 18 a 25 °C v travici zlaze velevruba nadmutého (Unio tumidus) po 14 dnech expozice
(Khoma a kol.,, 2021). Bacchetta a kol. (2014) ve své studii smési endosulfanu
a lambda-cyhalothrinu (1,1 png.I"t + 0,7 pg.I%) zjistil zvyseni LPO v jatrech a ledvinach druhu

pirané myletese jedlého (Piaractus mesopotamicus) po 96 hodinach expozice.

5.2.2 Antioxidacni biomarkery

Nejvyssi aktivita CAT byla analyzovana u smési pesticidi po 10. dnu expozice
v hepatopankreatu. Naznacuje to vys$si vliv pesticidi na produkci volnych radikalt, které se
projevili zvySenou aktivitou CAT. V prubéhu testu pravdépodobné doslo K ustaleni rovnovahy
mezi produkci a odbourdvanim volnych radikalt pomoci CAT. V ptipad€ prometrynu byly
pouze sledovany zmény aktivity CAT v prub&hu testu v hepatpankreatu, avsak zde nedoslo

k zadnému vyznamnému rozdilu od ostatnich testovanych skupin. Shodny trend byl pozorovan
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i v piipadé Zaber, kdy doSlo u prometrynu a chloridazonu testovanych samostatné k rozdilnym
hodnotam v pribéhu experimentu, ne vsak v takové mifte, aby zde byl prokazan vétsi vliv jedné

skupiny nad druhou.

Stara a kol. (2013) pozorovala snizeni aktivity CAT V jatrech a zvySeni aktivity CAT ve
stievé kapra obecného u koncentrace prometrynu 80 pg.I™ po 60 dnech expozice v porovnani
s kontrolou. Snizeni aktivity CAT bylo docileno v hepatopankreatu raka cerveného
(Procambarus clarkii) u prometrynu (0,144 a 1,44 mg.l?) po 11 dnech expozice
a u viech testovanych koncentraci prometrynu (0,51 mg.I"t; 0,144 mg.l%; 1,44 mg.l?)
po 25 dnech expozice v porovnani kontrolou (Stara a kol., 2014). Snizeni aktivity CAT
pozoroval také Huang a kol. (2023) u kraba fi¢niho (Eriocheir sinensis), kterému byl injekéné
podan prometryn v koncentraci 28,02 mg.kg™ (40 % 96hLD50), po 24 a 48 hodinach.

U chloridazonu (2,7 pg.I") a chloridazon-desfenylu (0,45 a 2,7 pg.I?) byla zjisténa zvysena
aktivita CAT v porovnani s kontrolou u hepatopankreatu a zaber raka signalniho po
15 a 30 dnech expozice (Chabera a kol., 2021).

Aktivita CAT vyrazné vzrostla v hepatopankreatu raka bahenniho u vSech testovanych
kombinaci koncentraci chlorpyrifosu a glyfosatu (2,5 pg.l* CHLO + 0,4 mg.I? GLY;
2,5 pug.It CHLO + 0,8mg.I"t GLY; 5 pg.I* CHLO + 0,4 mg.I* GLY; 5 pg.It CHLO +
0,8 mg.I"t GLY) oproti kontrole po 21 dnech expozice (Banaee a kol., 2020). Zvyseni aktivity
CAT u smési (1,66 mg.I"t endosulfan + 0,76 mg.I carbofuran + 1,54 mg.I"* methyl parathion
+ 0,25 mg.I"t cypermetrin) pozoroval Narra (2016) v jatrech kefickovce zabiho po 30 dnech
expozice v porovnani S kontrolou. Aktivita CAT v zabrech katly obecné se snizila po
96 hodinach expozice smési acetamipridu a thiamethoxamu (0,5 mg.It + 0,01 mg.I?)

v porovnani s kontrolou (Veedu a kol., 2022).

Stanoveni aktivity SOD v hepatopankreatu prokazalo pouze zvySeni aktivity SOD u obou
testovanych pesticidl a jejich smési po 10 dnech expozice v porovnani téchto skupin v pribéhu
Casu. Nebyly zde vSak zjistény takové rozdily, které by potvrdily, jestli v tomto piipadé byla
toxiCtej$i koncentrace samotného pesticidu nebo jejich smési. ZvySeni aktivity SOD mohlo byt
zpiisobeno odezvou na pfitomnost cizorodé latky aktivovanim antioxidac¢nich enzymi.
V piipadé tkan€ svalu byly pozorovany vyrazngjsi rozdily u prometrynu a smési po 10 dnech
expozice v porovnani s chloridazonem a kontrolou. Indikuje to vyssi toxicitu prometrynu jako
takového, ktera se projevila 1 v ptipad¢ smési. Velmi podobny vysledek byl poté pozorovan
1 pi1 depuraci, coz naznacuje urcité¢ poskozeni organismu, kdy dochézelo k produkci volnych
radikal i v Cisté vode€. Zajimavé je 1 to, Ze 20. den expozice prokéazal snizeni aktivity SOD
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u vSech testovanych skupin, mohlo se jednat o ur€ity navyk organismu na pfitomnost pesticida
ve vodg, ktery se odrazil v produkci antioxidantt. Tkan zaber prokazala pouze zmény v aktivité

SOD pro prometryn v prib¢hu casu.

Snizeni aktivity SOD bylo zji§téno v zabrech kapra obecného u prometrynu (0,51 pg.l™) po
30 dnech expozice, u koncentrace 8 pg.I'* prometrynu po 14 a 30 dnech expozice
a u koncentrace 80 pg.I"t v prib&hu celého experimentu v porovnani s kontrolou. U stieva byla
aktivita SOD sniZena u koncentrace 80 ug.I"! po 14 dnech expozice v porovnani s kontrolou
(Stara a kol., 2013). SniZeni aktivity SOD pozorovala Stara a kol. (2014) také u raka ¢erveného
v hepatopankreatu a svalu u koncentrace prometrynu 0,144 a 1,44 mg.I"t po 25 dnech
experimentu v porovnani s kontrolou. Dalsi snizeni aktivity SOD pozoroval Huang a kol.
(2023) u kraba fiéniho v rozmezi 24-72 hodin po injekénim podani 28,02 mg.kg™ prometrynu
v porovnani s kontrolou. Zvyseni aktivit SOD zjistil Mosiichuk a kol (2015) v jatrech
a ledvinich karase zlatého u koncentraci Gesagardu 0,2; 1 a 5mg.l" (0,1; 0,5 a 2,5 mg.I*

prometrynu) v porovnani s kontrolou po 96 hodinach.

Smés diclofenaku, nifedinipu a glyfositu (600 ng.I* + 700 ng.It + 13,4 ug.I"h) zvysila
aktivitu SOD v travici zlaze velevruba nadmutého oproti kontrole u této testované smési pii
25 °C a naopak snizila pti 18 °C po 14 dnech expozice (Khoma a kol., 2021). Narra (2016)
pozoroval také zvySeni SOD v jatrech kefickovce zabiho wu testované smési
(1,66 mg.I"t endosulfan + 0,76 mg.I"* carbofuran + 1,54 mg.I"* methyl parathion + 0,25 mg.I™
cypermetrin) po 30 dnech expozice v porovnani s kontrolou. Smés cypermetrinu
a sulfamethoxazolu (0,651 pg.I"t + 0,3 pg.I"t) naopak prokazala v Zabrech amura bilého snizeni
aktivity SOD oproti kontrole po 42 dnech expozice (Li a kol., 2022). | Veedu a kol. (2022)
pozoroval snizeni aktivity SOD v Zabrech katly obecné vystavené smési acetamipridu

a thiamethoxamu (0,5 mg.I™t + 0,01 mg.I") po dobu 96 hodin v porovnani s kontrolou.

AChE katalyzuje rozklad nervového pienasece acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou
na nervovych zakoncenich. Zmény obsahu AChE maji vliv na hromadéni nebo rozklad
acetylcholinu, ktery se projevuje zintenzivhénim nebo zeslabenim nervovych vzrucha. Tyto
zmény v obsahu AChE jsou sledovany nejcastéji v tkani svalu nebo zaber. Zvyseny obsah
ACHhE se projevil u prometrynu a testované smeési zejména 20. den expozice a v depuraci v tkani
svalu. Naznacuje to siln€jsi ucinek prometrynu samotného a jeho projev i ve vzniklé smési.
Zvyseni hladiny AChE muize mit vliv na zvySeny rozklad acetylcholinu, ktery mé vliv na
oslabeni funkce svali v organismu. V tkani zaber byl pozorovan stejny vysledek pro prometryn

a smeés po 10. dnu expozice, avsak v pribéhu expozice doslo k vyrovnani hladiny AChE blizici
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se obsahu v kontrole. ZvySeni bylo ale poté zaznamenano u prometrynu v depuraci, to
naznacuje poskozeni organismu v pribehu expozice, které se mohlo projevit oslabenou funkci

zaber a tim zhorSené dychani.

Zvyseni aktivity AChE bylo pozorovano u koncentrace Gesagardu 5 mg.l*?
(2,5 mg.I""* prometrynu) v Zabrech a ledvinach karasi zlatych v porovnani s kontrolou
po 96 hodinach expozice (Mossichuk a kol., 2015).

Aktivita AChE v hemolymf€ raka bahenniho byla vyznamné snizena oproti kontrole po
vystaveni rakii kombinacim koncentraci chlorpyrifosu a glyfosatu (2,5 pg.* CHLO +
0,4 mg.I"*GLY; 2,5 pg.I'* CHLO + 0,8 mg.I"t GLY; 5 pug.I'* CHLO + 0,4 mg.I* GLY; 5 pg.I*
CHLO + 0,8 mg.I" GLY) po 21 dnech expozice (Banaee a kol., 2020). Studie Narra (2016),
ktery testoval smés pesticid (1,66 mg.I"t endosulfan + 0,76 mg.I* carbofuran + 1,54 mg.I*t
methyl parathion + 0,25 mg.I"t cypermetrin), prokéazala nejvyznamnéjsi snizeni AChE v mozku
kefickovce zabiho v porovnani s kontrolou 30. den expozice, k opétovnému zvysSeni doslo po

60 dnech expozice.

GSH je soucasti reakci katalyzovanych nékolika enzymy. Spoleéné GSH a GST maji vliv
na vznik spravnych disulfidovych vazeb v polypeptidovych hormonech a mnoha bilkovinach.
Hraji také dileZitou roli v metabolismu xenobiotik. GSH, kde SH je reak¢ni skupina molekuly
v podobé¢ sulfhydrilové skupiny cysteinu. GSH reaguje s elektrofilnimi xenobiotiky, enzym
katalyzujici tuto reakci je GST, ktery se nachazi hlavné v parenchymatoznich tkanich a v mensi
mife v ostatnich tkanich (Murray, 1993; Rodwell, 1993). U obsahu GSH v tkani
hepatopankreatu byly pozorovany zmény u vSech testovanych skupin i kontroly v prib&hu
celého testu. Sledované zmény nebyly tak vyznamné, Ze by prokézaly veétsi vliv nékteré
z testovanych skupin nad ostatnimi. Depurace zptsobila ustaleni hladiny GSH u vSech skupin
na podobné trovni. V tkani zaber bylo snizené GSH u chloridazonu po 10 dnech expozice,
Vv pribéhu testu se hladiny GSH pro tuto skupinu zvysila. Stejny trend byl pozorovéan i pro
prometryn a smes, ale nejvyrazngjsi zvyseni u téchto skupin bylo pozorovano az pii depuraci.
Zvyseni GSH pii depuraci mohlo byt zpisobeno pozdéjsim nastupem efektu pesticidi a smési
na organismus nebo aktivnim metabolismem odbourani pesticidli v Zabrech, jelikoz zabra jsou
jednim z prvnich organt pfichazejicim do styku s vnéjsim prostredim. V piipad¢ aktivity GST
bylo zjisténo jeji snizeni u prometrynu a chloridazonu po 10 dnech a zvyseni po 20 dnech
expozice v hepatopankreatu. Muze to znacit urcitou inhibici enzymu ze strany pesticidi, ktera
byla v pribéhu experimentu potladena a enzym se tak zacal podilet na odbouravani pesticida

v tkani. Smés v tomto piipadé nevykazovala takové rozdily oproti pesticidim testovanym
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samostatné Vv prub&hu experimentu. V ptipad¢ depurace ale prokazala stale probihajici
odbouravani negativnich vlivii této smési v hepatopankreatu diky zvysené aktivit¢ GST,

aktivita GST se totiz pro prometryn a chloridazon pii depuraci vratila na hodnoty kontroly.

GSH bylo vyznamné zvySeno u kraba fi¢niho po podani prometrynu v koncentraci 28,02
mg.kg™ po 6, 24 a 48 hodinach a poté vyznamné sniZeno v rozmezi 72—96 hodin v porovnani
s kontrolou (Huang a kol., 2023). Gesagard v koncentraci 1 a 5 mg.I* (0,5 a 2,5 mg.I*
prometrynu) snizil hladinu GST v zabrech, hladina GST v ledvinach byla snizena v piipadé
vSech testovanych koncentraci Gesagardu (0,2; 1 a 5mg.I" resp., 0,1; 0,5 a 2,5 mg.lI"?)
po 96 hodinach v porovnani s kontrolou (Mossichuk a kol., 2015).

U testovanych koncentraci chloridazonu (2,7; 27; 135 a 270 pg.lI!) bylo prokazano
vyznamné zvySeni GSH i GST v porovnani s kontrolou u homogenatu raka mramorovaného po
50 dnech expozice (Velisek a kol., 2020). Obsah GSH v hepatopankreatu a Zabrach raka
signalniho byl u chloridazonu (0,45 a 2,7 pg.I") a chloridazon-desfenylu (0,45 a 2,7 ng.l™?)
vyznamn¢ zvySen v porovnani s kontrolou po 15 a 30 dnech expozice, v piipadé expozice

I v piipadé depurace (Chabera a kol., 2021).

Smés cypermetrinu a sulfamethoxazolu (0,651 pg.I"t + 0,3 pg.I"%) prokazala v Zabrech amura
bilého snizeni GSH oproti kontrole po 42 dnech expozice (Li a kol., 2022).Snizeni GSH bylo
pozorovano u zaber katly obecné po vystaveni smési acetamipridu a thiamethoxamu
(0,5 mg.I"t + 0,01 mg.I"Y) oproti kontrole po 24, 48, 72 a 96 hodinach, v p¥ipadé aktivity GST
bylo pozorovano také vyznamné snizeni u testované smési oproti kontrole po 96 hodinach
(Veedu a kol., 2022). Hladina GSH a aktivita GST v jatrech ketickovce zabiho vystaveného
smési pesticidi (1,66 mg.I™ endosulfan + 0,76 mg.I carbofuran + 1,54 mg.I" methyl parathion
+ 0,25 mg.I"t cypermetrin) vykazovaly signifikantni sniZzeni oproti kontrole u GSH a naopak
vyznamné zvySeni aktivity GST oproti kontrole po 30 dnech expozice (Narra, 2016). Ve smési
diclofenaku, nifedinipu a glyfosatu (600 ng.I"t + 700 ng.I* + 13,4 pg.I%) bylo zvyseno GSH
Vv travici zlaze velevruba nadmutého oproti kontrole pii testovani smési v 18 a 25 °C a naopak
zde doslo ke snizeni aktivity GST u testované smési pii 18 i 25 °C (Khoma a kol., 2021).
Aktivita GST byla snizena oproti kontrole v zabrech druhu pirané ve studii Bacchetta a kol.
(2014), které byly vystaveny smési endosulfanu a lambda-cyhalothrinu (1,1 pug.I"t + 0,7 pg.I™)

V 96 hodinové expozici.

Tkang, které vykazovaly nejvétsi odezvu na vystaveni pesticidim, byly hepatopankreas
a Zéabra, jedna se o hlavni detoxika¢ni orgén a organ, ktery prichazi prvotné€ do styku s vnéj$im
prostiedim. Stanovenim oxidac¢niho stresu a antioxida¢nich enzyml nebylo dosazeno tak
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pesticidy testovanymi samostatné, jako tomu bylo v porovndvanych studiich a v ptipadé
stanoveni biochemického profilu hemolymfy. Stanovené vysledky mohou byt odrazem
dostate¢né efektivni obranyschopnosti organismu vi¢i produkci ROS ve sledovanych tkanich.
V piipadé SOD a AChE byl zaznamenan vyssi vliv prometrynu nad chloridazonem v testované

smési.
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6 Zavér

Tato studie posuzovala subchronickou toxicitu testované smési pesticidi, ktera se skladala
z triazinového herbicidu prometrynu a pyridazonového herbicidu chloridazonu, v tkanich raka
signalniho. Ke stanoveni vlivu byl vybran subchronicky test toxicity, kdy byli raci po dobu
20 dni vystaveni koncentracim, prometrynu (3 p.I"%), chloridazonu (3 p.I%) a jejich smési
(3 + 3 p.I"Y) a nasledné pieneseni do 10denni depurace. Koncentrace byly vybrany za ti¢elem

priblizeni se environmentalnim hodnotam.

Odbér vzorka hemolymfy, hepatopankreatu, svalu a zaber byl proveden po 10. a 20. dnu
expozice a nasledné po 10denni depuraci. Z téchto vzorka byl stanoven biochemicky profil
hemolymfy, aktivita antioxida¢nich biomarkerti a mira oxida¢niho stresu. V praci jsou vybrany
vysledky téch biomarkert, které vykazovaly nejvyznamnéjsi zmény a jsou dulezité pro

spravnou funkci metabolismu organovych soustav rak.

Z vysledki studie 1ze pozorovat vétsi vliv testované smési pesticidil na biochemicky profil
hemolymfy v porovnani s analyzami antioxida¢ni aktivity a oxida¢niho stresu. Z celkového
testovanymi samostatné V porovnani se zminovanymi studiemi. V nékterych ptipadech byl
pozorovan vétsi vliv jednoto pesticidu ve smési nad druhym. V ptipad€é vysledkl analyzy
hemolymfy u nékterych biomarkerd bylo patrné potlaceni piisobeni prometrynu ve smési, ktery
byl vyznamné pievysen ptitomnosti chloridazonu. V ptipad¢ antioxidantl, byl tento jev ve
smesi p0zorovan u prometrynu, ktery v ptipadé¢ téchto analyz celkové vykazoval vétsi toxicitu

pfi samostatném testovani.

Ziskané vysledky rozsifily dosavadni mnoZstvi informaci a poznatkii o toxickém vlivu
jednotlivych herbicidi a jejich smési na necilové vodni organismy. Ziskana data mohou

v budoucnu slouzit jako podklady pro hodnoceni rizik pro zivotni prostiedi.
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10 Abstrakt

Posouzeni subchronické toxicity smési pesticidi na raky

Prometryn, fadici se do skupiny s-triazind, byl zna¢né vyuzivan v ptipad¢ ochrany produkce
kukuftice pfed Sirokolistymi plevely a travinami. Jeho pouZzivani bylo zakdzadno EU v roce 2004.
Chloridazon je pyridazonovy herbicid vyuzivany pro ochranu produkce fepy a k hubeni
Sirokolistych plevelt. Jeho vlastnosti zvysuji potencial pfenosu tohoto pesticidu do vodniho
prostiedi. Spolené se svymi metabolity je detekovan v podzemnich vodach na tzemi CR.
Zakaz jeho pouzivani v CR je od roku 2020. Pihodné vlastnosti a dlouhodobé vyuzivani téchto
latek mohou zvySovat riziko kontaminace necilovych ekosystémil pouzivanymi pesticidy a
jejich metabolity, které v tomto prostfedi mohou vytvaret smési a mit tak jesté rizikovéjs$i dopad

na zivotni prostredi.

Cilem této prace bylo posouzeni subchronické toxicity vytvofené smeési pesticidl
z koncentraci zminénych pesticidii na raku signalnim (Pacifastacus leniusculus) v porovnani
s kontrolou a pesticidy testovanymi samostatné. K ziskani vysledkti byl vyuzit subchronicky
test toxicity v délce trvani 20 dnt s naslednou 10denni depuraci. Kritéria hodnotici toxicitu
smesi byly biochemicky profil hemolymfy, mira oxida¢niho stresu a aktivita antioxidac¢nich

enzymil ze vzorkd hepatopankreatu, svalu a Zaber.

Biochemicky profil hemolymfy byl vyznamnégji ovlivnén u jedinch testovanych ve smési
pesticidi. U biomarkertt pozménénych v disledku smési bylo v nékterych ptipadech
pozorovano potlaceni vlivu prometrynu ve smési. Analyza antioxidacnich biomarkeri
neprokazala vyssi toxicitu smési nad pesticidy testovanymi samostatné. V piipad¢€ antioxidantl
byl vétsi vliv pozorovan u prometrynu testovaného samostatné, kdy v nékterych ptipadech jeho

ptitomnost ve smési potlacila Gc¢inek chloridazonu v této smési.

Kli¢ové slova: prometryn, chloridazon, smés, biochemie, hemolymfa, antioxidanty, oxida¢ni

stres
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11 Abstract

Assessment of the subchronic toxicity of pesticide mixtures on crayfish

Prometryn, belonging to the group of s-triazines, has been extensively used in the case of
protection of maize production against broadleaf weeds and grasses. Its use was banned by the
EU in 2004. Chloridazone is a pyridazone herbicide used to protect beet production and to
control broadleaf weeds. Its properties increase the potential for the transfer of this pesticide to
the aquatic environment. Together with its metabolites, it has been detected in groundwater in
the Czech Republic. Its use in the Czech Republic has been banned since 2020. The adventitious
properties and long-term use of these substances may increase the risk of contamination of non-
target ecosystems by the pesticides used and their metabolites, which may form mixtures in this

environment and thus have an even riskier impact on the environment.

The aim of this work was to assess the subchronic toxicity of the pesticide mixture formed
of the concentrations of these pesticides on the signal crayfish (Pacifastacus leniusculus) in
comparison with the control and pesticides tested alone. A subchronic toxicity test of 20 days
duration followed by 10 days depuration was used to obtain the results. The criteria evaluating
the toxicity of the mixture were the biochemical profile of haemolymph, oxidative stress level

and antioxidant enzyme activity from hepatopancreas, muscle and gill samples.

The biochemical profile of haemolymph was significantly affected in individuals tested in
the pesticide mixture. For biomarkers altered due to the mixture, suppression of the effect of
prometryn in the mixture was observed in some cases. The analysis of antioxidant biomarkers
did not show a higher toxicity of the mixture over the pesticides tested alone. In the case of
antioxidants, a greater effect was observed for prometryn tested alone, where in some cases its

presence in the mixture suppressed the effects of chloridazon in the mixture.

Keywords: prometryn, chloridazone, mixture, biochemistry, hemolymph, antioxidants,

oxidative stress
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