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1. Uvod

~Nemdme Zdadné dikazy, Ze tyto Ildtky jsou pri téchto koncentracich skodlivé, ale
také nemdame Zddné, které by dokazovaly, Ze nejsou.”

-Michael D. Lemonick-

Citat, kterym jsem se rozhodl uvést svou diplomovou praci, pochazi z magazinu
Time, kde byl publikovan v poloviné roku 2003 v ¢lanku pod nazvem ,,In Our Streams:
Prozac and Pesticides”. Tématem, jak ostatné sam nazev odkryvd je antropogenni
znecisténi vod farmaceutickymi pripravky a pesticidy. Ackoliv od doby, kdy zminény
citdt opustil pero svého autora, uplynulo vice nez deset let, Ize ho stile povaZzovat za
aktualni.

Zhruba od druhé poloviny 20. stoleti miZeme pozorovat znacny narlst produkce a
vyuziti farmaceutickych prostredkd. Kazidy rok jsou do distribuce dodany nové
bioaktivni latky, jejichZ osud po terapeutické aplikaci ¢asto konci v €istirnach odpadnich
vod. Budovani a uzivani téchto objektl vyborné pfrispiva ke zlepseni stavu povrchovych
vod eliminaci organického znecisténi, avSak na odstranéni rezidui farmak casto
technologicky nedostacuji. Vysledkem je zatézovani vodniho ekosystému
farmaceutickymi polutanty, které mohou mit i ve stopovych koncentracich negativni
vliv na pfirodni spoleéenstva a o jejich celkovém dopadu mame pres veskerou
vynaloZenou energii zatim umirnéné feceno neuplné informace. Dluzno dodat, Ze
znacna primyslovd produkce farmak a technologické nedostatky Cistiren odpadnich
vod nejsou jedinymi aspekty, vedoucimi k zatézi vodnich toku a ¢asté nezodpovédné
naduzivani i zneuzivani |é¢iv humanni i veterindrni medicinou problém dale
prohlubuje.

Cilem této diplomové prace je posouzeni rizika environmentalné relevantnich
koncentraci syntetického glukokortikoidu dexametazon prostrednictvim chronického in
vivo testu. Vyhodnoceni potenciondlniho negativniho efektu bude realizovano
sledovanim biochemickych zmén v modelovém organismu pstruha duhového
(Oncorhynchus mikyss), které ndm pomahaji odhalit prvotni negativni efekt cizorodych

latek na molekularni drovni. Prostfednictvim vybranych biomarkeri bude hodnocena
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uroven oxidativniho stresu indukovana sledovanou

potenciondlni ohroZeni necilovych organism.

latkou a tim

odhadnuto
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2. Léciva - polutanty vodniho prostredi

Polutanty predstavuji vSechny latky antropogenniho plvodu kontaminujici a
poskozujici pfirodni prostredi. Mezi polutanty vodniho ekosystému fadime také |éciva,
ktera jsou produkty farmaceutického pramyslu (s vyjimkou ,alternativnich”
prostredkl, které nejsou predmétem této prace), jejichz ucelem je prevence, |écba
nebo zmirdovani pfiznakl chorob. Tyto latky jsou fazeny do souhrnné skupiny
farmaceutickych pripravkl a produktl osobni péce (Pharmaceuticals and Personal Care
Products- PPCPs). Rozmach primyslové vyroby ucinnych latek IéC€iv nastal po 2.
svétoveé valce ve spojeni s primyslovou revoluci a tato expanze trva dodnes (Kotyza et
al., 2009). Fent et al. ve své studii publikované v roce 2006 uvadi, Zze mnoiZstvi
individualnich Iécivych latek pouzivanych v humdanni mediciné se pohybuje kolem 3000
a kazdy rok jsou schvalovany a distribuovany nové. Narustajici tendenci ve spotiebé
doklada porovnani vybranych skupin léciv mezi roky 2000 a 2010 v knize Health at a
Glance: Europe (Lafortune et Balestat, 2012). Podle této publikace stoupla napftiklad
spotfeba antidiabetickych pfipravkd na uzemi stdtu EU v uvedeném obdobi priimérné
0 75% u antidepresiv byl zaznamenan narlst dokonce 80%.

Terapeutické, ¢i preventivni UcCinky farmak jsou vyuZivany jak humanni, tak i
veterindrni medicinou, kdy po jejich aplikaci dochazi k vylu¢ovani organismem
v nezménéné, nebo ¢asto také metabolizované podobé. V organismu je léCivo stejné
jako nepolarni xenobiotika transformovano v priibéhu dvou detoxikac¢nich fazi. Prvni
faze spocivd vinkorporaci poldrni skupiny do molekuly xenobiotika, ¢imz vnika
polarnéjsi slouc¢enina. Béhem druhé (konjugacni) faze meziprodukt prvni faze
interaguje s konjugacnim cinidlem za vzniku silné polarni Iatky, kterd neni schopna
reabsorpce a je vyloucena z organismu (Kotlarova et Skdla, 2011).

Existuje Siroké spektrum zdrojl, které kontaminuji povrchové vody |éCivy respektive
jejich bioaktivnimi latkami. Veterinarni l1é¢iva mohou byt uvolfovana do Zivotniho
prostiredi unikem ze skladovacich kapacit, nebo ZivocisSnych odpadl, pfipadné i
hnojenim (Koplin et al., 2002). Logicky nejvétSim zdrojem jsou Cistirny odpadnich vod
(COV). Pacienti vyluéuji tyto latky a spolu s ostatnimi odpadnimi produkty metabolismu
jsou odvedeny do COV, kde viak nedochéazi k efektivnimu odbouravani celého spektra

farmak. Divodem je predevsim fakt, Ze tyto objekty nebyly primarné koncipované
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k odstranovani farmak z odpadnich vod a béZzné pouzivané procesy jako je koagulace,
flokulace a mikrobialni degradace nejsou schopny zarucit dostate¢nou eliminaci vSech
farmaceutickych polutantll (Kotyza et al, 2009). Expozice mikroorganismu
mineralizujicich organické latky béhem procesu cisténi konkrétnim IéCivim maze
probihat jiz fadu let po bezpocet generaci téchto organismu, avSak koncentrace téchto
polutantll se muZe nachazet pod hranici, kdy by mohla byt vytvofena afinita
vici enzymatickému systému téchto destruentl. Také distribuce stale novych typl
|éCiv, které vidy znamenaji novou vyzvu pro asimilaéni a tim i biodegradaéni procesy
aktivniho kalu COV, znesnadfiuji adaptaci enzymatickych pochod( mikroorganismd
(Daughton et Ternes, 1999).

U¢innost mikrobidlni degradace a adsorpce na fazi aktivniho kalu vykazuje u
jednotlivych léciv velkou diverzitu. Jako pfiklad Ize uvést porovnani ibuprofenu a
karbamazepinu, kdy ibuprofen vykazuje za stejnych podminek 90% eliminaci, kdezto
karbamazepin jen 7% (Ternes, 1998).

Biodegradace rezidui IéCiv je enzymaticky proces ovliviiovany teplotou, z ¢ehozZ Ize
odvodit nekonzistentni Gcinnost eliminace cizorodych latek za rGznych klimatickych
podminek, ktera je dale ovliviiovana dalSimi vnéjSimi faktory, jako je distribuce srazek,
usporadani technologickych procesti ¢isténi (Sidlova et al., 2011) a také oxidacné
redukénimi podminkami, pH, dobou zdrzeni nebo starim kalu v aktivaci (Kotyza et al.,
2009). Snaha o komplexni eliminaci farmak béhem ¢istirenského procesu odpadnich
vod vede k testovani novych metod. Adsorpce aktivnim uhlim se osvédcila jako vhodny
prostfedek pro eliminaci polutantd. Jinym efektivnim procesem je vyuziti
membranovych technologii jakymi jsou reverzni osmdza a nanofiltrace. Nejvétsi
prekdzkou pro wvyuziti téchto metod je pomérné vysokd cena, ktera se u sorpce
aktivnim uhlim pohybuje kolem 1 Eura-m™.

Hlavni cesty samovolné degradace Ié¢iv v povrchovych vodach predstavuji pfima
fotolyza a radikalovy rozpad, jenz lze shrnout pod pojmem fotodegradace. Pribéh
radikdlového rozpadu je iniciovan silnymi oxidacnimi cinidly, mezi které nalezi
atomarni kyslik, hydroxyl a alkylperoxyl. Naproti tomu pfimou fotolyzu zpUsobuje
slune¢ni zareni absorbované povrchem molekuly polutantu, coz mé za nasledek jeji
rozpad (Kotyza et al., 2009). Celkovy pohled na distribuci |éciv do povrchovych vod

znazornuje obrazek 1.
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Koncentrace, ve kterych jsou stanoveny farmaceutické polutanty v povrchovych
vodach, se pohybuji viadech ng-pg I*, kdy vyjimku tvofi zpravidla pouze lokality
s primyslovymi zdroji znecisténi (Larsson et al., 2007). Ackoliv mnohé studie potvrdily
jejich Skodlivost pro vodni organismy i v rezidudlnich koncentracich (Thorpe et al.,
2003) neni moiné je efektivné regulovat. Producenty totiz nejsou zpravidla jen
pramyslové objekty, kterym lze stanovit emisni limity, ale z velké casti jednotlivci
z bézné populace (Fuksa, 2012).

Polutanty ve vodnim prostfedi tvofi homogenni smés soucasné pusobicich latek.
Duasledkem tohoto jevu nazyvaného ,koktejl efekt” jsou farmakodynamické interakce,

kdy mUiZze byt pozorovan synergicky, ¢i antagonicky ucinek polutantt (Celander, 2011).

PRODUKCE

!

DISTRIBUCE/
PRODEJ

e o™

VETERINARNI HUMANNI

PRIPRAVKY S PRIPRAVKY

NESPOTREBOVANE
PRIPRAVKY

LECBA LECBA

CISTIRNY ODPADNICH

VOD =

STABILIZOVANY

KAL
i ‘/// SKLADKY
PUDA
\\\\ POVRCHOVE VODY

Obrazek. 1 Schéma distribuce IéCiv do vodniho prostfedi. Upraveno podle Kotyza et al. (2009).
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3. Dexametazon

O

Obrazek. 2 Strukturni vzorec dexametazonu. Pfevzato z Medsafe (2011).

Dexamtazon, ktery je také znam napfiklad pod vyrobnimi nazvy Decadron, Dexason,
Maxidex nebo Hexadrol, je za béZnych podminek bild krystalicka latka, kterd je silné
hygroskopicka, hydrosolubilni s mirnou rozpustnosti v alkoholu. Systematicky tento
synteticky analog ndlezi do skupiny steroidnich hormoni s glukokortikoidovou

aktivitou (Medsafe, 2011; Myeloma, 2014).

3.1. Funkce glukokortikoidti a farmakologické vyuziti

Glukokortikoidy jsou steroidni hormony, jejichz syntéza v klife nadledvin podléha
fizeni adenohypofyzou, konkrétné adrenokortikotropnim hormonem, ktery je touto
Casti hypofyzy produkovany. Prekurzorem kortikoidl je cholesterol, jenz je nasledné
enzymaticky pfeménén na pregnenolon a dale napriklad na kortisol, nejbéznéjsiho
zastupce glukokortikoid(.

V organismu jsou glukokortikoidy standardné produkovany a tvofi vazbu
s glukokortikoidnimi receptory vyskytujicimi se v Sirokém spektru tkani. Po navazani
hormonu na cytoplasmaticky receptor nasleduje proces dimerizace a prechod
komplexu do jadra buriky, kde plsobi iniciaci, nebo terminaci transkripce v zavislosti na
typu tkané. Zvyseni produkce je realizovano jako odpovéd na stresové faktory, kterym
je organismus vystaven (Proteau, 2010).

Ovlivnéni metabolismu je realizovano v mnoha rozliécnych smérech. Jednim
zvyznamnych UcinkG je podpora metabolismu sacharidli prostrednictvim
glukoneogeneze. V duasledku ucinku téchto hormonl dochdazi k narlstu aktivity

glukoneogenich enzym( a zvysSeni katabolismu protein(i a tukd ve prospéch tvorby
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glukdzy. ZvySovanim Urovné plazmatické glukdzy vede k vyssi rezistenci vici stresovym
faktordm. Dalsi aspekt spociva v ovlivnéni imunitnich reakci. Pokles poctu perifernich
lymfocytd vede kimunosupresivnim Gcinkim, které jsou ndstrojem terapie
autoimunitnich chorob. Obdobného efektu je vyuzivano pfi |écbé zanétlivych
onemocnéni, kdy je zabranéno kumulaci neutrofilnich granulocytli v misté zanétu a tim
k inhibici zanétlivého projevu (Proteau, 2010).

Nékteré studie potvrzuji uacinek syntetickych kortikoidli jakoZzto rlstového
promotoru v chovu jatecnych zvifat. Vysledky Istasse et al. (1989) prokazatelné dolozily
vliv dexametazonu na snizeni krmného koeficientu a zvySeni pfirlistkd u 14 mésicl
starych byk(. Vyuzivani téchto latek je viak v Zivocisné vyrobé na izemi vyspélych zemi

nelegdlni.

3.2. Farmakokinetika dexametazonu

Dexametazon je pro terapeutické pouZiti distribuovan v rozlicnych formach. Pro
lokalni aplikace je k dostani v podobé sprejl, nebo masti. DalS$i moZnosti je per oralni
poddavani v podobé tablet a intermuskularni ¢i intravendzni injikace. Glukokortikoidova
aktivita dexamethasonu muzZe byt ve srovndni s hydrokortisonem 25 az 30 krat silné;jsi
(Medsafe, 2011). Hydrokortison je nejucinnéjsi hormon stejné skupiny, pfirozené
produkovany klrou nadledvin. Ve srovndani s kortizolem vSak dexametazon vykazuje
jen nepatrnou mineralokortikoidni aktivitu neboli aktivitu metabolismu minerald.

Nejvyssich davek dexametazonu v krevni plazmé je dosazeno aplikaci intravendzni,
nebo intramuskularni cestou. Biologicky poloc¢as eliminace, ktery vystihuje hranici, kdy
klesne koncentrace léciva v krevni plazmé na 50% pocatecni hodnoty, se v pfipadé
dexametazonu pohybuje kolem hranice 190 minut. Tento parametr je ziskavan na
zakladé hodnot celkového odbourani a distribuéniho objemu. Syntetické analogy
glukokortikoidd nepodléhaji ve srovnani s kortizolem tak rychlé metabolizaci a jsou
v mensi mife vazany na plazmatické bilkoviny. Inaktivované metabolity a stejné tak
mensi mnozstvi nekonjugovaného dexametazonu vyluéuje télo prostrednictvim modi,
kdy je v pribéhu 24 hodin vylouéeno az 65% celkového mnoistvi léCiva (Medsafe,
2011). Nejvyznamnéjsi podil metabolizace je realizovan v jaterni tkani. Prvni faze

metabolizace farmaceutickych xenobiotik je uskutecnéna enzymy cytochromalniho
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komplexu P450, kdy dochazi ke zvySeni hydrofility. V pfipadé dexametazonu se
konkrétné jedna o metabolity 6a-hydroxydexametazon a 6B-hydroxydexametazon
produkované reakci s CYP3A4 a dale také hydroxy-9-a-fluoro-androsta a 11-dehydroxy-
9a-fluoro-androsta, jenZ jsou produkty reakce enzymu CYP17 (Tomlinson et al., 1997).
6B-hydroxydexametazon byl prokdzan jako majoritni metabolit dexametazonu v moci
Clovéka, pricemz nezménény medikament tvofi jen maly objem z celkového pfijatého
mnoistvi. Podobné nizky podil pfipada na produkty druhé faze metabolismu
xenobiotik, tvofené konjugaty kyseliny glukuronové (Minagawa et al., 1986). Objem
celkové nekonjugované latky vylouc¢ené organismem muZe byt pomérné variabilni.
Rozdily zpuUsobuji nejen odliSna mnozZstvi terapeutické davky (napfiklad pro lécbu
posttraumatickych stavidl je béZné pouzita jedna intravendzni davka 2-6 mg.kg™), ale
také individualni metabolizace vramci jednotlivych pacientl, pfipadné i kombinace
dexametazonu s jinymi léCivy. Studie publikovana roku 1971 Haque et al. popisuje vliv
difenylhydantoinu (lé¢ivo spadajici do skupiny antiepileptik) na exkreci dexametazonu,
pficemz vysledky prokazaly zvyseni exkrece sledované nekonjugované latky na

hodnotu mezi 7-31%.

3.3. Vyskyt ve vodnim prostredi
3.3.1. Analytické metody

Environmentalni matrice povrchovych vod je zhlediska narok(i na analytické
prostredky velmi problematickd. Efektivni kvantifikace farmaceutickych xenobiotik byla
v minulych desetiletich v podstaté nerealizovatelny ukol z divodu absence vhodnych
metod. AZ soucasné chromatografické metody umoznily spolu s hmotnostni
spektrometrii a metodami pro Upravu vzork( prakticky monitoring léciv v povrchovych
vodach a nejen v nich. Jednou z vyznamnych komplikaci pfi analytickém stanoveni
farmak jsou rezidualni koncentrace téchto kontaminantl pohybujici se fadové
jednotkach ng- I i nizdich. Vzhledem k takto nizkym koncentracim i komplexnimu
sloZzeni environmentalnich vzork( je bézné aplikovana technika extrakce na pevné fazi,
ktera umoznuje tyto komplikace eliminovat. Princip této preparacni a purifikacni
metody spociva v prichodu vzorku pres pevnou fazi s afinitou kcilové skupiné

sloucenin, zatimco neZadouci slozky odchazi pryé. PoZadované slouceniny jsou
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nasledné vyextrahovdny ze sorbentu vhodnym rozpoustédlem (Kostopoulou et
Nikolaou, 2008). Prikladem analytického stanoveni glukokortikoidd vcetné
dexametazonu v povrchovych vodach muize byt studie autorského kolektivu Tolgyesi et
al. publikovana roku 2010. Pro potfeby prace autofi pouzili kapalinovou chromatografii
jakozto separacni metodu jednotlivych slozek a kvantifikace probéhla prostfednictvim
tandemového hmotnostniho spektrometru (LC-MS/MS) s chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku. Mezi pfednosti metody zaloZzené na kapalinové chromatografii
v kombinaci standemovou hmotnostni spektrometrii nalezi moznost separace a
detekce latek se stejnou molekulovou hmotnosti nebo také poskytnuti informaci o
strukture analyzovanych slouc¢enin (Kostopoulou et Nikolaou, 2008). Uvedeny pfiklad
neni jedinou mozZnou metodou, kterou lze pro stanoveni kortikosteroidd aplikovat.
Existuje fada dalSich postupt liSicich se drobnymi modifikacemi, ale i zcela odliSnymi
kroky.

Za alternativu pfimého chemického monitoringu povrchovych vod lze povaZzovat
predikci koncentrace farmaceutickych xenobiotik kalkulovanou na zakladé znamé
spotfeby léCiva matematického modelu metabolizace a eliminace. Vyhodou je alespon
pfiblizny odhad zatiZeni recipientu, dale potom nenarocnost na technické vybaveni a
celkové naklady v komparaci s chromatografickymi metodami, jejichz ptiklad je v této

kapitole uveden (Kugathas et al., 2012).

3.3.2. Vyskyt glukokortikoid( v povrchovych vodach

Rada studii prokazala pfitomnost glukokortikoidd véetné dexametazonu
v povrchovych vodach. Konkrétni pfiklady véetné zjiSténych koncentraci jsou soucasti
této kapitoly.

Dulezitym zdrojem, ktery tvofi vstupni c¢lanek farmaceutickych polutantd do
povrchovych vod, jsou Cistirny vod odpadnich, kde dochazi k vice, ¢&i méné rozsahle
degradaci téchto xenobiotik. Vyzkum provadény na Cdistirné odpadnich vod ve
francouzském Lyonu konkrétné v meéstské casti Pierre Benite odhalil degradaci
dexametazonu v priibéhu procesu cisténi na Urovni 53,3 %, pfi namérené koncentraci
na vystupu 7 ng- I (Piram et al., 2008). Obdobny projekt realizovany od &ervna do

¢ervence roku 2006 na COV v €inském mésté Peking prokézal v tomto obdobi prakticky
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Uplné odstranéni dexamezonu v pribéhu procesu Cisténi, pficemzZ hodnota na vstupu
se pohybovala v rozmezi 0,5-1,9 ng- I (Chang et al., 2007). Vliv jednotlivych fazi
procesu Upravy odpadni vody na koncentraci dexametazonu doklada méreni z druhé
poloviny mésice kvétna roku 2010 na COV Huiyang a Meihu, nachazejicich se v ¢inské
provincii Guangdong. V Huiyang doslo ke sniZzeni plvodni koncentrace
22,6 = 4,0 ng- I na droveri 13,6 =+ 0,8 ng: I'* v usazovaci nadrzi. Nasledny anoxicky a
anaerobni stupef sniZil hodnotu postupné a7 na 3,4 + 1,3 ng- I, pfi¢em? v aerobnim
procesu se koncentrace dexametazonu nachazela pod hranici detekce (0,04. ng- I'").
Stejné jako v pfipadé COV Huiyang dodlo v Meihu k degradaci pod hranici detekce
v primarnim stupni Cisténi a to jiz v jeho anoxickém pribéhu (Liu et al., 2011).

Nastrojem efektivnéjsi eliminace dexametazonu z odpadnich vod by mohlo byt
pouziti UV-B (302 nm), UV-C (254 nm) zareni (Kawabata et al.,, 2013), nebo
elektrokoaugulace (Arsand et al., 2013). UV- B a UV-C se prokazaly jako velmi ucinné
prostfedky rozkladu dexametazonu. Také expozice polutantu slune¢nimu zareni vedla
k témér 100% fotodegradaci pfi mnozstvi 50 ng sledované latky disociované v 50 ml
vody po uplynuti dvou hodin v laboratornich podminkach. Druhd zmifiovand metoda
vyuziva pro snizeni koncentrace xenobiotika agregaci koloidnich ¢astic prostfednictvim
elektrického proudu, kdy bylo pozorovano az 38,1% sniZeni koncentrace sledované
latky.

Cistirny odpadnich vod nereprezentuji jediny mozny zdroj farmaceutickych
polutant(. Potencionalné znacné riziko kontaminace vodniho ekosystému syntetickymi
glukokortikoidy mohou predstavovat zemédélské podniky s produkci zamérenou na
ZivoCiSnou vyrobu a to predevSim vzemich sbenevolentnéjsSimi legislativnimi
normami. Prikladem takového znecisténi je farma v ¢inském mésté Bohai, které je
nejvyznamnéjsim méstem v provincii Guangxi s chovem jateénich zvirat, konkrétné
prasat. V areélu o rozloze 70 000 m? jsou chovény fadové jednotky tisic kust rozli¢nych
vékovych kategorii. Vtomto zafizeni je odpadni voda z ¢isténi odchovnych prostor
jimdna do nadrzi, které umoznuji pred opusténim arealu odtokovou stokou uréity
stupen biologického cisténi. Zdrzeni odpadni vody v nadrzich skute¢né snizuje zatizeni
prostfedi a hodnota obsahu dexamtazonu nemérena kilometr od zemédélského
komplexu byla o 39,8% nizsSi ve srovnani s Urovni v retencni nadrzi, i tak vSak bylo

prostfedi zatizeno 37,8 = 3,1 ng- I'*. Podle vysledkti méfeni Ize konstatovat, e rezidua
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dexametazonu nemaji tendenci ke kumulaci vsedimentech a sorpci kalu a
partikularnich ¢asticich, kde se koncentrace nachdzely pod hranici detekce (Liu et al.,
2012).

Analytické stanoveni kortikosteroidd v povrchovych voddach v roce 2010 publikoval
Tolgyesi et al., jehoZ vysledky z feky Dunaj ve mésté Budapest se pro synteticky
glukokortikoid dexametazon nachdzely pod hranici detekce a to jak v obdobi zafi-
listopad 2008 (hranice detekce 0,07 ng- "), tak i v listopadu 2009 (mez detekce 0,01
ng-I'"). Predikce zatizeni feky TemZe prostiednictvim softwarového nastroje
zalozeného na geografickém informacnim systému, ktery v sobé soucasné kombinuje
hydrologické a kvalitu vody hodnotici modely (LF2000-WQX) orientacné vymezil
celkovou koncentraci glukokortikoid(i (v€etné dexametazonu) mezi hodnotami
30 ng: I'* v situaci nejnizsich Grovni exkrece a nejvyssich eliminace v €OV a 850 ng: I'*
v pfipadé opacnych trend(l (Kugathas et al., 2012). Metoda je stru¢né popsana v zavéru

prechozi podkapitoly.

3.4. Vliv dexametazonu na vodni biotu

Testovani akutni a chronické toxicity dexamtazonu na nékterych vodnich
organismech prokazalo radové vyssi hodnoty nutné pro ziskani vysledku, nez jaké
odpovidaji doposud zjisténym koncentracim v povrchovych vodach. Shrnuti hodnot
akutni a chronické toxicity dexametazonu a vybranych derivatu je uvedeno v tabulce 1.
prevzaté z prace DellaGreca et al. (2004). Struktura fotodegradacnich produktd je
znazornéna na obrazku 3. Nasledujici ¢ast kapitoly je zaméfena na osvétleni zpravidla
standardizovanych zpUsob(, jakymi jsou hodnoty akutnich a chronickych toxicit pro
uvedené organismy ziskavany.

HOH,C

Obrazek 3. Strukturni vzorce fotodegradacnich produktti dexametazonu. Pfevzato z DellaGreca et
al. (2004).
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Hodnoceni Urovné akutni toxicity na organismech skupiny Rotifera (Brachionus
calyciflorus) je zaméreno na stanoveni koncentrace sledované latky, ktera vede
k usmrceni 50% ZivoCichl za dobu 24 hodin (24hLC50) ve srovnani s kontrolni
skupinou. Experiment se zpravidla provadi na cerstvé vylihlych jedincich. Obdobnym
zplUsobem jsou realizovany i pokusy akutni toxicity na drobnych zastupcich podkmenu
Crustacea (Thamnocephalus platyurus), kde vysledek také vymezuje hodnota 24hLC50.
Daphnia magna, rovnéi zastupce podkmenu korysi, konkrétné radu Cladocera
vykazuje zpravidla podobnou senzitivitu k chemickému znedisténi jako predesly
zastupce. Posouzeni koncentrace nutné kakutnimu toxickému pUsobeni obvykle
probiha na zakladé posouzeni mnozstvi latky, jenz zplUsobuje efekt 50% imobilizace
jedincl v prabéhu 24, nebo castéji 48 hodin neboli 48hEC50 (pozn.: v tabulce 1. jsou
uvedeny hodnoty 24hEC50).

Posouzeni chronické toxicity dexametazonu a derivatl vznikajicich pfi jeho
fotodegradaci je znazornéno na dalSim zdastupci perlooéek Cerodaphnia dubia
prostfednictvim reprodukéniho testu. Tato testovaci metoda sleduje mnoiZstvi
partenogeneticky vyprodukovanych potomk( ve snaze identifikovat koncentraci
zpUsobujici 50% inhibici reprodukce ve srovnani skontrolou (EC50). Druhym
modelovym organismem je zelend fasa Pseudokirchneriella subcapitata. Chronické
plUsobeni latek s dobou expozice 72 hodin vymezuje uroven efektivni koncentrace
inhibujici rast biomasy o 50% (Stépanova, 2014).

Ovlivnéni fyziologickych pochodl subletalnimi koncentracemi znazornuje vyzkum
LaLone et al. (2012). Dexametazon zpUsobil po 21. dnech testovani pfi koncentraci 500
ug-L™* v téle samic Pimephales promelas snizeni plodnosti, mnozstvi estradiolu a nardst
urovné vitellogeninu v krevni plasmé. NavySeni Urovné plasmatického vitellogeninu
autofi pfripisuji spiSe snizeni frekvence vytéru, nezZli xenoestrogennimu Ucinku
dexametazonu. Tomuto predpokladu nasvédCuje sniZeni exprese vitelogenni mRNA
v jaterni tkani. Histologické testy provadéné na plidku ukazaly pfi stejné koncentraci a
dobé expozice 29. dnl zvySeni frekvence vyskytu deformit skielového aparatu a

redukci rlstovych parametru.
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Tabulka 1. Shrnuti akutnich a chronickych koncentraci dexametazonu v mg- I pro vybrané vodni
organismy. Hodnota uvedena v zavorce odpovida 95% intervalu spolehlivosti. Upraveno podle
DellaGreca et al. (2004).

Akutni toxicita

Typ sledované latky
Dexametazon
Derivat A

Derivat B

D. magna (EC50)

48,30 (39,91-58,45)
10,88 (7,28-16,26)
17,82 (13,84-22,94)

T. platyurus (LC50)

60,11 (44,21-81,73)
20,9 (16,49-26,50)
30,52 (25,54-46,66)

B. calyciflorus
(LC50)

48,22 (41.37-56,2)
13,20 (11,43-15,23)
44,66 (38,91-51,25)

Chronicka toxicita

Typ sledované latky

C. dubia (7 dn)

P. subcapitata (3

dny)
Dexametazon 0,05 (0,042-0,076) -
Derivat A 0,13 (0,11-0,15) 12,15 (8,96-16,49)
Derivat B 0,06 (0,04-0,08) 40,75 (36,35-45,69)

Latka rozptylend v prostiedi vSak nemusi byt jedinym expozi¢nim zdrojem. Odezvu

lze pozorovat po alimentdrnim predloZeni |éCiva. Hoplias malabaricus
vystaveny davkam v radu desetin aZ jednotek mikrogramd na kilogram vykazuje
redukci funkce antioxida¢nich enzymU gondd, ale naproti tomu indukci aktivity
stejného systému v jaterni tkani. Dalsim prokazatelnym ovlivnénim metabolismu je
snizeni hladiny testosteronu v krevnim fecisti samcl tohoto druhu (Guiloski et al.,

2015).
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4. Oxidativni stres

Za béinych okolnosti udrZzuje hemostaza organismu rovnovdhu mezi reaktivnimi
formami kysliku a antioxidacnim obrannym systémem. Standartni fyziologické
koncentrace volnych radikali nepredstavuji hrozbu, naopak jsou nezbytné pro nékteré
signalni drahy bunék, Ucastni se mitochondridlniho dychani a podileji se na eliminaci
patogend (Gajdosova et al.,, 2012). Vyskyt metabolickych procest chranicich
organismus pred reaktivnimi formami kysliku je spolecny pro vSechny aerobni formy
Zivota. Disbalanci tohoto mechanismu ve prospéch reaktivnich forem kysliku je mozné
definovat jako oxidativni stres, ktery mda za nasledek destrukci zakladnich
makromolekul organismu jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny a fosfolipidy (Halliwell,

2007). Pribéh ucinku nadmérné produkce ROS znazornén na obrazku 4.

et Obranny
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induktury system
ROS Enzymaticky
Neenzymaticky

ROS
0,+H,0,”> -OH

Patologicky

stav

./

Obrazek 4. Navaznost jednotlivych krokdi nadmérné produkce ROS. Pfevzato z
Bandyopadhyay et al. (1999).
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Plvod volnych radikal( je v zasadé dvojiho druhu a to endogenniho, kdy je geneze
iniciovana vnitfnimi biochemickymi pochody a exogenniho, které naproti tomu
zahrnuje napftiklad plsobeni UV zafeni (Liebel et al., 2012), nebo chemickych latek

(Deavall et al., 2012).



4.1. Iniciatory oxidativniho stresu

Reaktivni neboli také aktivni formy kysliku (ROS) zahrnuji nejen volné radikaly, které
postradaji jeden parovy elektron v elektronovém obalu, ale i dalsi reaktivni molekuly
(tabulka 2.). Spojenim superoxidu s oxidem dusnatym vznikaji reaktivni formy dusiku,
které jsou ve srovnani s ROS reaktivnéjsi. Tyto molekuly dusiku a kysliku produkuje
plUsobeni enzymd NADPH-oxiddzy a syntdzy oxidu dusného (Deavall et al.,, 2012).
Reaktivni formy dusiku, kysliku a jeho volné radikdly tvofi nejdllezitéjsi skupiny

reaktivnich sloZzek organismu.

Tabulka 2. Pfehled reaktivnich forem kysliku. Pfevzato z Piterkova et al. (2005).

Sloucenina Zkracené oznaceni Strukturni vzorec
Singletovy kyslik ‘0, O-0
Superoxidovy anion-radikal 0, [D = (. ]‘
Hydroxylovy radikal OH 0—H
Hydroxylovy ion OH 0O=-H
Perhydroxylovy radikal O,H D= I:I.“H
Peroxid vodiku H,0, H=0=0=H

Molekularni kyslik se od ostatnich atmosférickych molekul odliSuje obsahem dvou
nepdrovych elektront, diky ¢emuz se nachazi v tzv. biradikdlnim stavu. Tento stav
elektronového obalu ma za ndsledek paramagnetické vlastnosti molekuly, diky kterym
je velmi stabilni a reakce s bivalentnim reduktantem neni za béinych podminek
pravdépodobna. Pomérné inertni stav molekularniho kysliku neni pro biologicky
systém nijak nebezpecny a urcité riziko nastava v pripadé jeho ,aktivace”. Pro vznik
aktivni formy je nutné prekonat prekazku v podobé energie, kterou je pro aktivaci
nutné vyvinout (22 kJ-mol™ pro obraceni spinu jednoho z elektrond a 497 ki-mol™ pro
preruseni vazby mezi atomy kysliku). VSechny kroky reakéniho fetézce mohou jakozto
exotermni jevy probihat samovolné s vyjimkou prvniho. D&j iniciacniho kroku nabizi
dvé alternativy pribéhu, kdy prvni spociva v tvorbé sigletového kysliku s naslednym
vznikem hydroperoxidu. Druha varianta aktivuje kyslik jednoelektronovou redukci za

vzniku superoxidu, peroxidu vodiku a hydroxylového radikalu, pticemz k Uplné redukci
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kysliku az na H,0 je zapotrebi ctyf elektronl. Superoxid nema schopnost prochazet
pres biologické membrany a mlze plsobit jako oxidacni i redukéni Cinidlo. Vystupem
druhé redukce je peroxid vodiku, ktery na rozdil od predchoziho produktu disponuje
schopnosti prochazet prfes bunéénou membranu. Z hlediska oxidativniho stresu je
nejvyznamnéjsi predposledni slozka reakéniho fetézce, hydroxylovy radikal (Piterkova

et al., 2005; Lewis, 2002).

4.2. Geneze ROS
4.2.1. Fyziologicka geneze ROS

Jak jiz bylo rfeceno, reaktivni formy kysliku jsou pfirozenou soucasti metabolismu
vSech aerobnich organism(. Bunécné organely nazyvané mitochondrie predstavuji
jeden z nejvyznamnéjSich zdrojl ROS. Primarnim ucelem téchto bunécénych struktur
v metabolismu eukaryotickych bunék je produkce latek uréenych pro prenos energie,
prostfednictvim procesu oxidativni fosforylace, jehoz dil¢i casti je i redukce kysliku.
Stavbu mitochondrie Ize popsat jako sloZeninu vnéjsi a vnitini fosfolipidové membrany,
pficemz vnitfni membrdna vzhledem ke svému clenitému povrchu disponuje vyrazné
vétsi plochou a pro energeticky metabolismus ma majoritni funkci, kterou ji propGjcu;ji
zakomponované membranové enzymy. Tvorba adenosintrifosfatu (ATP) je iniciovdna
tokem elektronl, pochazejicim z Krebsova cyklu. Tyto elektrony jsou predany pres
molekuly NADH a FADH, komplexu elektron-transportniho fetézce, ktery vyuziva jejich
energii pro vytvoreni koncentra¢niho gradientu vodikovych protond, jenz prochazi zpét
do mitochondridlniho matrix pres ATP- syntazu transformujici ADP na ATP. Findlnim
akceptorem elektronu z elektron- transportniho fetézce je molekula kysliku redukujici
se na vodu.

Jistd Cast elektroni unikd z elektron-transportniho retézce a v disledku této
udalosti dochazi k redukci molekuldrniho kysliku na superoxidovy anion. Z obrazku 5. je
patrné, Ze k uniku elektronu a vzniku ROS dochazi predevsim vlivem | a lll komplexu
transportniho retézce. Vznikly anion je katalyzovan superoxid dismutazou na peroxid
vodiku. Predpokladd se, ze 1 % spotiebovaného kysliku je takto preménéno na

reaktivni formu. K umocnéni tohoto jevu mlze dochazet vlivem poskozeni nékterého
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z enzymU elektron-transportniho fetézce, nebo vytvorenim velkého koncentraéniho

gradientu proton( ve vnitini membrané (Fariss et al., 2005).
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Obrazek 5. Mitochondrialni geneze ROS. Pfevzato z Li et al. (2013).

Mitochondrie ryb vykazuji urcité strukturni a biochemické adaptace na zménu
prostredi. Prikladem je ptizplsobeni antioxidac¢niho systému na dlouhodobé biologické
hladovéni, kdy ani po dlouhém obdobi neni pozorovano snizeni aktivity obranych
enzymd(, ve srovnani s jinymi mitochondrialnimi enzymy (cytochromoxidaza). Zminény
jev byl popsdn u tresky obecné Gadus morhua a migrujicich lososl, pro které je
dlouhodobé hladovéni pfirozenou soucasti Zivotniho cyklu (Filho, 2007).

Ackoliv jsou mitochondrie povazované z hlediska prenosu elektronl za majoritni
bunéénou organelu, skutecnosti je, Ze 60 % z celkového objemu elektronového
transferu v jaterni tkdni je realizovano prostfednictvim hemoproteinl, naproti tomu
flavoproteiny zabiraji asi 20-30 % podil. Mikrosomalni monooxygenazy jsou
lokalizované v hladkém endoplasmatickém retikulu vétsiny ZivociSnych tkani, pricemz
zvyse uvedeného plyne prevaina lokalizace v jatrech. Obsah mikrosomalnich
monooxydaz v ostatnich tkanich je nesrovnatelné mensi, avsak i pres mensi pocet byva
jejich vyznam z pohledu elektronového transferu srovnatelny. Ve vysledku tak
mikrosomalni monooxygendazy produkuji ve velkém mnozstvi bunék stejné vyznamny

objem ROS jako mitochondrie, ackoliv Fariss et al. (2005) pfipisuje mitochondriim 90%
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celkové produkovanych reaktivnich forem. Prevaina cast ROS produkovanych
cytochromem P450 pripada na katalyticky cyklus, jehoZz substratem mohou byt kromé

xenobiotik také steroidni hormony a dalsi bézné fyziologicky produkované molekuly.
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Gz
H CM H,C-CH,-OH
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Obrazek 6. Priibéh katalytického cyklu CYP450. Pfevzato z Koop (2006).

Vazba substratu na CYP450 ma za nasledek sniZeni redoxniho potencidlu enzymu,
ktery kooperuje s ostatnimi proteiny lokalizovanymi v endoplasmatickém retikulu, kde
prostfednictvim reakce (naptiklad NADPH P450 reduktazou) dojde k redukci Zeleza
v hemové skupiné predanim elektronu z NADPH. Nasleduje vazba atomu kysliku na
atom Zeleza, jenz je transformovan na vice stabilni komplex se superoxidem. Faze, pfi
kterych probihaji druhd redukce a stépeni atomarniho kysliku nebyly doposud
experimentdlné pozorovany a jejich déj byl odvozen hypoteticky na zdkladé chovani
jinych hemoproteinl. Existuje predpoklad, Zze prabéh druhé redukéni faze ma za

nasledek vznik molekuly peroxidového anionu, ktery je pfiznivéjsi pro reakci se dvéma

protony z okolniho prostfedi a rozdéleni vazby mezi atomy kysliku, kdy druhy opousti

enzym s naslednou redukci na vodu. Prvni atom vdzany na hemovou skupinu je
inkorporovan do substratu, ktery po vytvoreni hydroxilové formy opousti molekulu

enzymu. Katalytickd monooxogenace je tim ukoncena a enzym se vraci do vychoziho
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stavu (Segall, 1997; Lewis, 2002). Cely priabéh je schematicky shrnut na obrazku 6., kde
jsou vsechny formy kysliku zvyraznény.

Nékteré isoformy cytochromu P450 vytvareji ve srovnani s jinymi vyrazné vétsi
mnozstvi ROS, konkrétné lze hovofit o CYP2E1 a CYP3A. Indukce ROS prostrednictvim
CYP450 vedla k celé radé autoregulacnich faktord, jakym je vliv transkripénich faktora
(NF1 a NF k B) zodpovidajicich za genovou expresy CYP450. Regulacni prostiedek
mUze také fungovat na principu destabilizace proteinu (Zangar et al., 2003).

Uvedené fyziologické procesy nejsou jedinymi zdroji reaktivnich molekul
v organismu a existuje celd fada dalSich, potencionalné pfispivajicich k oxidativnim
zménam biologického systému. DuleZitymi producenty ROS je napfiklad celd fada
enzymU spadajicich do kategorie oxidaz, jakymi jsou xanthionoxidazy, lipoxygenazy a

NADPH-oxigendzy (Racek et Holecek, 1999).

4.2.2. Vliv farmak na produkci ROS

Oxidativni stres je soucdsti toxického ucinku mnoha farmaceutickych pfipravk( a
jeho projevy pozorujeme na celé radé organli. Mezi hlavnimi c¢astmi organismu
postizenymi toxickym projevem ROS se nachazi nervovy systém, ledviny, jatra a
kardiovaskularni systém. ZpUsob jakym l|éc¢iva reaktivni molekuly generuji je u
jednotlivych typ( tkdni a léciv znacéné individualni a nelze je diky tomu jednoduse
zobecnit (Deavall et al., 2012).

Antipsychotikum chlopromazin iniciuje vznik ROS fotosenzitivni reakci v kozni tkani.
Chlopromazin podrobeny fotodechloraci je pfeveden do excitovaného stavu, ktery
umozZnuje prenos energie na molekularni kyslik (Moore, 2002). lJiny zplsob
radikdlového poskozeni znazornuje plsobeni farmaceutického pripravku pouzivaného
k lécbé malignich nadorovych onemocnéni, doxorubicin. Pisobenim mitochondrialnich
reduktdz je molekula doxorubicinu redukovana, ¢imz je umozinén vznik antracyclin
semiquinon (¢astecné redukovaného) volného radikalu. Tento farmaceuticky pfipravek
podléha také degradaci pfi styku s trojmocnym Zelezem za vzniku volného radikalu
(Deavall et al., 2012).

Steroidni hormony skupiny glukokortikoidli prokazatelné ovliviuji oxidacné-

redukéni rovnovahu organismu. Obecnym principem indukce oxidativniho stresu
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glukokortikoidy prokdzanym v mnoha studiich ptakd a savcl je potlaceni
enzymatickych a neenzymatickych obrannych mechanisma (Costantini et al., 2011).

Jednim z hypotetickych zplsobl indukce oxidativniho poskozeni pfi chronické
expozici glukokortikoidy je ovlivnéni regulacni schopnosti mineralokortikoidnich a
glukokortikoidnich receptord, respektive jejich schopnost adekvatni odpovédi na
fyziologické stresové faktory. Plsobenim na tyto receptory muiZe dojit k navyseni
produkce glukokortikoidd a ndasledné amplifikaci stresové odezvy osy orgdnl
hypotalamus-hypofyza-nadledviny, kterd zapficinuje zvySeni Urovné metabolickych
pochodd, jenZ jsou samy o sobé producenty ROS.

Dexametazon pusobi jako induktor oxidativnich stresor(i amyloid B-proteinu a
glutamatu. Toxicitu zpusobuje disbalance antioxida¢niho systému a snizeni hladiny
glutathionu. Pokles urovné glutathionu je zplsobeny kompetici o antiport glutamatu
s cystinem, prekurzorem glutathionu. V dlsledku eliminaéniho procesu glutathionu
dochazi ke kumulaci peroxidu vodiku a ndsledné bunécné apoptdze (Behl et al., 1996).

Glukokortikoidy poskytuji v urcitych situacich protektivni odezvu vici oxidativnimu
poskozeni organismu, jak ukazuje studie Yoshioka et al. (1994), ve které po aplikaci
methylprednisolu doslo ke zvyseni genové exprese SOD v ledvinovych bunkach, snizeni

produkce volnych radikal(l a poskozeni oxidativnim stresem.

4.3. Antioxidacni obrana organismu

Aerobni formy Zivota disponuji rozliénou paletou latek chranicich vnitfni prostredi
organismu eliminaci negativnich ucink( volnych radikald a ROS. Soucasti obranného
mechanismu je membranové vazany tokoferol a ve vodni fazi vyskytujici se kyselina
askorbova, coz jsou latky s nizkou molekulovou hmotnosti spadajici do skupiny
vitamind (vitamin E a C). Vyznamnou roli zaujima také koncovy produkt purinového
metabolismu- kyselina mocova. Jeji dlleZitost spocivd nejen v antioxidacnich
vlastnostech, ale také ve schopnosti vazat kovy jako je Zelezo ¢i méd. Zminéné kovy
mohou byt soucdsti reakce produkujici ROS prostfednictvim tzv. Fentonovy reakce.
Mezi dalSimi slouc¢eninami, které chrani organické molekuly Ize jmenovat naptiklad
karoten a ubichinon (Davies, 2000). Tyto antioxidanty neenzymatického charakteru

jsou s velkou pravdépodobnosti evoluéné starsi.
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Obranym antioxidacnich mechanismus vykazuje u fylogeneticky starSich druha ryb
odliSnou aktivitu. Evolu¢né starSi taxony nedisponuji zpravidla vysokou funkci
antioxidacnich enzymu a obranou reakci prebiraji neenzymatické mechanismy. V této
souvislosti je zpravidla také pozorovana vyssi Uroven peroxidovanych lipid{ ve srovnani
s evoluéné mladsimi kostnatymi rybami. Celkové vzato vSak obecné u ryb pozorujeme
nizsi aktivitu enzymud CAT, SOD, GPx ve srovnani s ptdky a savci (Marti'nez-A" lvarez et
al., 2005). Vzajemnou vazbu enzym( a pribéh reakci je znazornén na obrazku 7.

Superoxiddismutaza (SOD) je soucdsti antioxidacniho enzymatického systému
naprosté vétSiny aerobnich organisml jako prostfedek, ktery vyrazné urychluje
disproporcionaci (dismutaci) superoxidu. Eukaryotni organismy disponuji dvéma druhy
SOD, které se odlisuji obsazenym atomem kovu, majicim Ucinek na katalytickou funkci.
Prvnim typem je enzym skladajici se z dvou podjednotek (dimer), kdy v jedné je
obsazen atom zinku (strukturni funkce) a v druhé médi (Cu**/Zn**SOD). Mechanismus
reakce spocivd vredukci ionu médi molekulou superoxidu, ze které se tim stava
molekuldrni kyslik. Dalsi molekula superoxidu je pfevedena do protonizované formy
prostfednictvim aminokyseliny argininu, jenz je darcem protonu. Vznikly
hydroperoxylovy radikal navraci enzym zpét do vychoziho stavu opétovnou oxidaci
ionu médi a sdm je transformovan na peroxid vodiku. Vyssi eukaryotické organismy
byly v pribéhu evoluce vybaveny také dalsi formou superoxiddismutdazy lokalizovanou
v mitochondriich, konkrétné se jedna o MnSOD.

Superoxid neni pfilis reaktivni formou kysliku, a proto sam o sobé nepredstavuje pro
organismus vyznamnéjsi hrozbu. Je vSak prekurzorem pro vznik reaktivnéjsich a tim i
nebezpecnéjsich forem jako peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Samotna protekéni
aktivita tohoto enzymu vede ke vzniku peroxidu vodiku, ktery je eliminovan
navazujicimi mechanismy.

Jednim z téchto mechanism( je enzymatické stépeni katalazou (CAT). Strukturné se
jedna o tetramerni hemoprotein se ctyfmi molekulami NADPH. Enzym katalyzuje
Stépeni peroxidu vodiku na vodu a kyslik a to predevsim v situacich s vysSimi
koncentracemi peroxidu.

Druhym vyznamnym enzymem, ktery se podili na eliminaci peroxidu vodiku je
glutathionperoxidaza (GPx). Rozdilem oproti kataldze je nejen funkce pfi nizSich

koncentracich peroxidu, ale také schopnost eliminace jinych reaktivnich molekul, nez
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jen peroxidu vodiku. Membranové vazany typ nazyvany fosfolipidova
glutathionperoxiddza (pGPx) chrani fosfolipidovou dvou vrstvu svou schopnosti
redukovat také lipidové hydroxoperoxidy. Vcetné zminéného pGPx rozezname tfi typy
GPx. Zbylé dvé formy spojuje vyskyt selenocysteinu v aktivnim misté enzymu, jenz
disponuje svou vlastni transferovou RNA (nékdy oznacovanou za 21 aminokyselinu).
V obou pfipadech se také jiz nejednd o membranové lokalizované enzymy, pficemz
cGPx se nachdzi v bunécéné cytoplasmé a eGPx v extracelularni tekutiné.

Katalyticka reakce Stépeni peroxidu na vodu probihd spolu s oxidaci substratu
tvoreného glutahionem (GSH). Oxidovany glutathion (GSSH) by vSak nemohl dale plnit
svou funkci a proto funguje v kooperaci s glutathion reduktazou (GR), kterd
prostfednictvim NADPH navraci glutathion do plvodniho redukovaného stavu (Racek

et Holecek, 1999).
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Obrazek 7. Prabéh navazujicich reakci enzymatickych antioxidantl. Pfevzato z Proctor et Reynolds
(1984).

NADPH

Glutathion-S- transferazy (GSTs) je skupina enzym( tvofici jednu z hlavnich soucasti
druhé faze detoxikacniho metabolizmu. Mechanismem reakce je spojeni glutathionu
s molekulou nepoldrni latky prostfednictvim sulfhydrylové skupiny, ¢imz je zvySena
hydrosolubilita metabolizovaného substratu (Ketterer et al., 1988)

Zvyseni Urovné peroxidu vodiku ma za nasledek narlst aktivity GST. Pokud za stejné
situace nastane inhibice GTS, dochazi k akumulaci produktl lipidové peroxidace
(Kondala Rao et Shaha, 2000). Katalyzaci konjugace redukovaného glutathionu jsou
eliminovany nejen cizorodé lipofilni latky, ale také bunécné slozky poskozené ROS

(Storey, 1996).
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4.4. Negativni ucinky ROS na bunécné makromolekuly
4.4.1. Poskozeni DNA

Poskozeni genetické informace uchované molekulou DNA je nejcastéji dusledek
adice hydroxylového radikalu do dvojnych vazeb (pyrimidinu a purinu) dusikatych bazi
a abstrakci vodikového atomu z methylové skupiny, kterd je soucasti deoxyribézy a
thyminu. ROS muzZe byt také iniciatorem tvorby pfi¢nych vazeb mezi nukleovou
kyselinou a proteinem, jenZ znemoznuje pribéh replikace a genovou expresy daného
Useku. Mechanismus uvedené reakce je zavisly na vzniku radikadlu dusikaté baze a
tvorbou vazby s aminokyselinou proteinu (Evansa et al., 2004).

Strukturni zmény DNA jsou pfi¢inou fady biochemickych disfunkci. Napftiklad
naruseni mitochondridlni DNA muize zpUsobit produkci strukturné abnormadlnich
soucasti elektronového transportniho retézce, které se negativné projevi na dalSim
zvysSeni produkce ROS. Poskozeni a zmény na strukture nukleovych kyselin maji za
nasledek mutagennich modifikaci genetického kédu, vznik rakovinného bujeni,
pfipadné mlze byt genovd exprese ovlivnéna nepfimo naruSenim signalnich drah

odpovédnych za transkripéni faktory (Bandyopadhyay et al., 1999)

4.4.2. Peroxidace lipidt

Soucasné svyznamnym podilem na energetickém metabolismu maji lipidy
v organismu nezastupitelnou roli zakladnich stavebnich prvkd bunéénych membran ve
formé fosfolipidd. Ryby patfi do skupiny poikilotermnich Zivocich(, u kterych se vyvinul
adaptacni mechanismus bunécnych membran, ktery zajistuje jejich fluiditu i za nizkych
teplot. Optimalni vlastnosti membran jsou zajistény skladbou lipidové slozky, tvorené
nenasycenymi mastnymi kyselinami (Dey et al., 1993). Pravé polynenasycené mastné
kyseliny jsou velmi vnimavé k plsobeni volnych radikald a ROS, kdy dochazi k reakci
s methylenovymi skupinami, respektive s vodiky v nich obsazenymi. Reakci iniciuje
vznik lipidového radikadlu pldsobenim ROS. Takto vznikly lipidovy radikal reaguje
s dalSimi lipidy, pfiéemz vyprodukuje lipidovy peroxid a kysely radikal. Vlivem
negativnich strukturnich zmén bunécénych membran mulze dojit az klyzi burky.
Produkty lipidové peroxidace jsou také poSkozovany proteiny i nukleové kyseliny.

V pfipadé selhani obrannych mechanismi nastdva terminace aZ v momenté
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vzajemného kontaktu dvou radikall a jejich celkové vysoké koncentraci (Halliwell et

Chirico, 1993; Tocher, 2003).

4.4.3. Oxidativni poskozeni proteini

Vyznamny podil na poskozeni proteinovych molekul ma plsobeni hydroxylovych
radikdll, avsak i ostatni formy ROS pfrispivaji k oxidativni modifikaci proteinovych
struktur. Existuje mnoho rozlicnych zplsobt, jakymi ROS ucinkuji na molekulu
bilkoviny. Tyto interakce jsou zpravidla ireverzibilni a Ffadime mezi né napfiklad
fragmentaci proteinu, oxidace postranniho fetézce, vznik pficnych vazeb. Proteiny
zaujimaji v biochemickych pochodech organismu nepfeberné mnozstvi roli a uvedené
nevratné dlsledky interakci aktivnich forem kysliku s bilkovinami zapficifuji naruseni
jejich funkce (Kuka et al.,, 2012). Vyjimku tvofi aminokyseliny methionin a cystein,
jejichz postranni fetézce jsou v pfipadé oxidace navraceny do plvodniho stavu (Hoshi

et Heinemann, 2001).

4.5. Reparacni mechanismy

Opravné mechanismy oxidativniho poskozeni bunéénych makromolekul Ize rozdélit
do dvou kategorii a to pfimé a nepfimé. Pfimé reparacni procesy nejsou tak Siroce
prozkoumany. Takovym procesem je pusobeni methioninsulfoxid reduktazy na
oxidovanou sulfhydrylovou proteinovou skupinu, ¢&imz dojde k regeneraci
aminokyselinového zbytku obnoveni funkce proteinu.

Nepfimy reparativni mechanismus poskozenych proteini funguje na principu
rozpoznani a nasledné degradace na jednotlivé aminokyseliny. Eukaryota ve své
bunécéné cytoplasmé a jadru uchovavaji proteozomalni komplex, jehoZz ucelem je
rozklad poskozenych proteind. Rozkladem jsou jednotlivé aminokyseliny uvolnény pro
recyklaci, nebot oxidativnimu poskozeni zpravidla podléhaji jen 2-3 aminokysleny.
Proteozomalni komplex tvofici az 1% zcelkového objemu bunécnych bilkovin,
determinuje poskozeny protein hydrofobni vazbou. Ackoliv oxidativni zmény proteinu
mohou pusobit zvyseni hydrofilni povahy proteinu, v kone¢ném dlsledku oxidativniho

naruseni vede k parcialni denaturaci a hydrofobicité strukturné narusenych ¢asti.
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Oxidované fosfolipidy jsou substratem pro fosfolipazy. Jejich pUsobenim se
fosfolipidy Stépi na mastné kyseliny a lysofoslipidy. Lysofosfolipidy mohou byt
recyklovany zpét na fosfolipidy a podobné jako u proteint i zde pravdépodobné reakci
iniciuje naruSenim pfirozené interakce molekuly s vodnim prostifedim. V tomto pripadé
jsou zvyseny hydrofilni vlastnosti mastné kyseliny, kterd ma za bézinych podminek
hydrofobni vlastnosti. Dalsi reparacni mechanismy lipid(i, mezi které patfi pGPx jsou
uvedeny v kapitole 4.3. (Davies, 2000).

Poskozeni genetické informace zpUsobuje narusenim nukleotidu skladajiciho se z
dusikaté baze, pentdzy a zbytku kyseliny fosforecné. DNA reparac¢ni mechanismy jsou
spjaté s fazi déleni bunééného cyklu, respektive jeho kontrolnimi body. Excizni oprava
baze je hlavni zplsob, jakym se organismus vyporadava s oxidativné modifikovanymi
molekulami- 8-hydroxyguaninu, formamidopyrimidinu a 5-hydroxyuracilu a to jak
jaderné, tak i mitochondridlni DNA. Poskozené baze determinuje a odstrariuje DNA
glykosylaza, pricemz kompletni ndprava poskozeni probihd v kooperaci s dalSimi
enzymy (endonukleazy, DNA polymeraza, ligaza). V pfipadech, kdy poskozeni genetické
informace burikky neumoziuje jeji opravu, dochdzi ve snaze zabranit projevu mutace

(napft. rakovinné bujeni) k apoptdze bunky (Maynard et al., 2009).
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5. Biomarkery

Chemicky monitoring povrchovych vod neposkytuje konkrétni obraz o
nebezpecnosti stanovenych latek pro vodni biotu, a je tak pouze ukazatelem zatizeni
antropogennimi vlivy. Posouzeni kvality prostfedi pro organismy respektive
zhodnoceni nebezpecnosti koncentrace sledované latky, je dllezité definovat jejich
pfipadné fyziologické odpovédi na polutant a tim umoznit predikci komplexniho efektu
znecistujici latky. Prostfednikem pro ziskavani hlubsich poznatk( o vlivu cizorodych
latek na biologicky systém jsou biochemické markery neboli biomarkery.

Biomarkery jsou nejcastéji definovany, jako méfitelna odchylka urcitého parametru
biologického systému od normalniho stavu, ke které dochazi na zakladé interakce
s fyzikdlnim, biologickym nebo chemickym parametrem vnéjsiho prostredi. Tyto zmény
mohou byt patrné pfimo v organismu, ptripadné i v produktech metabolismu (mo¢,
vykaly, kozni derivaty) (van der Oost et al., 2003). Prlibéh odezvy biologického systému
na expozici polutantem je zndzornén na obrazku 8.

Odlisnost terminG biomarker a bioindikator spociva v urovni, na které je definovano
sledovani negativniho Ucinku, pficemz biomarkery nebyvaji stanovovany na vyssi
drovni, nez je organova, nebot k té dochazi v disledku molekuldrnich zmén. Odezva na
biomolekularnim stupni, tak poskytuje informaci o prvotnich varovnych zménach.
Naproti tomu bioindikator odpovida naruseni na Urovni organizace populace i celého
ekosystému (Bartell, 2006). V idedInim pripadé by mél byt biomarker neinvazivni, aby
byla umoznéna jeho aplikace i na ohrozené, ¢i chrdnéné taxony.

Pro posouzeni eventudlni vhodnosti fyziologického parametru jakozto biomarkeru
ryb bylo stanoveno nékolik kritérii:

e Spolehlivost a snadnd proveditelnost testu.

e Odezva biomarkeru na sledovanou latku by méla byt dostatecné citliva, aby
byl zachovan efekt ¢asného varovného signalu.

o Dobfe definovana vychozi data biomarkeru pro odliSeni pfirozené variability
a zmény indikované stresovym signalem.

e Definice zadkladniho mechanismu mezi sledovanou latkou a projevem

biomarkeru.
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e Stanoveni toxikologického vyznamu biomarkeru, napftiklad definici vztahu
projevu biomarkeru a dlouhodobého dopadu na organismus.

e Stanoveni moznych dopadu nékterych vedlejsich faktor(i na méreni.

S poslednim bodem je spjata potifeba znalosti biologie a fyziologie pokusného
organismu z davodu eliminace chyb méreni, zplsobenych témito faktory (van der Oost
et al., 2003). V ramci rozliénych fyziologickych pochodli se muiZe vyskytovat znacna
variabilita zpisobena vékem, migra¢nim chovanim, pohlavim, hladovénim atd., coz
jsou faktory, které nemaji souvislost s vyskytem polutantu, ale zna¢né ovliviuji vnitini

prostredi organismu (de Kruijf, 1991).

Uroven pusobeni

Prvotni signaly o blomoletuty
biomarkeru I

' e bunécné organely

e tkané
Expozice organismu
xenobiotikem ' * Oorgany

‘ * organismus

v * populace
e ekosystém

!

Kone&ny efekt

Obrazek 8. Prtibéh toxického ucinku zplisobeného polutantem. Upraveno podle van der Oost et al.
(2003).

5.1. Kategorie biomarkerd

e Biomarkery citlivosti reflektuji individualni miru citlivosti jedince v ramci

populace na expozici cizorodymi latky, pficemz tato senzibilita mize byt
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podminéna geneticky alelovym polymorfismem, nebo jinak ziskand
v prubéhu ontogeneze.

e Biomarkery expozice slouZi jako dukaz o vystaveni organismu skupinou
polutantl, konkrétni latkou nebo jejich metabolitl, na zdkladé fyziologické
odezvy na zatiZeni prostredi.

e Biomarkery toxického efektu jsou tkarnové, biochemické, nebo jiné zmény
vyvolané faktorem vnéjSiho prostredi, v jehoZz dusledku muizZe byt vyrazné

narusena homeostdza organismu.

Uvedené rozdéleni je spiSe orientacni, nebot mezi skupinami neni striktné
vymezena hranice a nékteré biomarkery mohou spliiovat predpoklady pro zarazeni do

vice kategorii (Timbrell, 1998).

5.2. Biomarkery oxidativniho stresu

Reaktivnost aktivnich forem kysliku znemoziuje pfimé stanoveni jejich Urovné in
vivo, proto jsou jako dikazy geneze ROS vyuZivany stabilnéjsi molekuly v podobé
biomarkert, které vznikaji jako odpovéd organismu na aktivni formy molekul
(Gajdosova et al., 2012). Znacnou vypovédni hodnotu o reakci biologického systému
poskytuji udaje o aktivité antioxidacnich mechanismd, mezi které patfi enzymatické a
neenzymatické procesy blize popsané v kapitole 4.3. Expozice organismu latkam, které
maji za nasledek genezi volnych radikal( a ROS obecné, vede k postupnému vycerpani
enzymatického systému (SOD, CAT, GPx), ackoliv docasné muze dojit ke zvySeni
aktivity ve snaze zmirnit negativni u€inky nadmérného mnozstvi ROS.

Velkd pozornost je z hlediska radikalového posSkozeni vénovana lipidim. Testovaci
metoda peroxidacni degradace tukl je nejCastéji zalozena na reakci malondialdehydu
s kyselinou thiobarbiturovou (TBA). Malondialdehyd (MDA) vznikd pouze jakou
sekundarni produkt peroxidace, ale jeho kvantifikace predstavuje ve srovnani
s primarnimi produkty (hydroperoxidy) vyrazné méné komplikaci. Metoda stanoveni
MDA byva provedena ve spojeni s kapalinovou chromatografii (Valavanidis et al.,

2006), nebo spektrofotometrii (TBARS) (Botsoglou et al., 1994).

37



Latky skupiny aldehyd( vznikaji také v pripadé oxidativniho plsobeni kovl, kdy
byvd pozorovan zvySeny vyskyt oxidovanych aminokyselin v krevnich proteinech.
Vzniklé aldehydy (g-Glutamyl semialdehyd, 2 — amino-adipic semialdehyd) Ize
identifikovat a kvantifikovat pomoci HPLC-MS. V souvislosti s toxicitou kovl je
aplikovano vyuziti i dalSiho biomarkeru a to bilkoviny metalothinein, k jejiz indukci
v pfipadé expozice koviim dochazi. Tento na cystein bohaty protein plsobi ve vztahu

s kovy jako chelatcni Cinidlo (Valavanidis et al., 2006).

5.3. Vztah procesu posouzeni environmentalnich rizik a biomarkert

oxidativniho stresu

Proces posuzovani environmentalnich rizik (environmental risk assessment- ERA)
vznikl jako reakce na potrebu definovat negativni dopady antropogennich ¢innosti a
posoudit pfrijatelnost rizik vzniklych touto ¢innosti na zdkladé védecky podlozené
analyzy. VyuZiti nachazi v poslednich letech predevsim pfi posuzovani chemickych latek
mezindrodnimi organizacemi jako je organizace pro hospodarskou spolupraci a rozvoj
(OECD) a evropské stredisko pro ekotoxikologii a toxikologii chemickych latek
(ECETOC). Cilem je nalezeni kompromisu mezi zatizenim prostfedi a finan¢ni naro¢nosti
s témito riziky bojovat. Realizace hodnoceni ERA je rozdélena do osmi dil¢ich kroka:

e Urceni nebezpecnosti na zdkladé negativnich ucink(i, které mohou byt
zpusobeny chemickymi latkami.

e Posouzeni efektu latky ve vztahu k mnozstvi jakému je organismus vystaven.

e Posouzeni miry expozice, které jsou slozky Zivotniho prostfedi redlné
vystaveny na zdkladé vysledkd méreni.

e Charakterizace rizika je spojenim poznatku z predchozich kroku.

o Klasifikace rizika spociva v posouzeni, zdali je nutny zdsah pro snizeni
negativnich dusledka.

e Zhodnoceni vyhod a zaporli navrhovanych feseni, jejichz cilem je sniZeni
negativnich dusledka.

e Snizeni rizika aplikace opatreni s cilem ochrany sloZzek Zivotniho prostredi.
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e Monitorovani je dulezitym krokem jiz pfi stanoveni zatizeni prostredi
znecistujici latkou, tak i jako ovérovaci stupenn po pfijeti napravnych

opatreni.

Biomarkery lze z pohledu jejich definice povazovat za vhodnym ndstroj vymezeni
prvnich krok(li ERA. Tato skutecnost je vztazena do jisté miry i na enzymatické
biomarkery oxidativniho stresu. Enzym CAT se napfiklad pro potieby ERA ukazal byt
platnym, nebot vykazuje signifikantni vysledky ve zménach aktivity spjatych s expozici
cizorodymi latkami. Naproti tomu ratifikace SOD jako platného biomarkeru komplikuji
odlisné vysledky terénnich a laboratornich vyzkum(. Potencial platnych biomarkert
maji neenzymaticky antioxidant tokoferol a GPx, avSak u nich je potteba dalSich studii.

Navzdory Sirokému vyuZivani ERA stale neexistuje komplexni rozhodovaci rdmec s
jasnym vymezeni Uloh védeckych a politickych nastroju pro tvorbu principtd ochrany

zivotniho prostredi (van der Oost et al., 2003).
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6. Legislativni normy

Legislativni Uprava ochrany kvality vodniho prostifedi z hlediska znecisténi
chemickymi latkami oSetfuje v sou¢asné dobé smérnice Evropského parlamentu a Rady
2013/39/EU ze dne 12.srpna 2013. Tento dokument nahradil plvodni smérnici
2008/105/ES. Nové vydany dokument rozSifuje seznam prioritnich latek (latek, u
kterych jsou stanoveny normy environmentalni kvality s maximalni povolenou
koncentraci ve vodnim prostfedi) o 12 novych, jenz vejdou v platnost v roce 2018
s cilem dosahnout dobrého stavu vodniho prostfedi pro tyto latky do roku 2027.
Soucasné doslo k doplnéni seznamu znedistujicich latek o 17a -ethinylestradiol, 17 -
estradiol a Diclofenac. Tyto polutanty mohou byt v budoucnu pfiddny na seznam
prioritnich latek. Seznam znedistujicich latek je sestavovan na zakladé dostupnych
podkladl, které naznacuji moznost vyznamného rizika pro vodni prostredi. Vysledkem
monitoringu znecistujicich latek na Uzemi EU je vypracovani strategického pfistupu a
eventualni pfijeti opatieni proti negativnim disledkim téchto polutant(.

Soucasny seznam prioritnich latek Citd 45 polozek a je slozen ze skupin latek
naleZicich mezi polycyklické aromatické uhlovodiky, povrchové aktivni latky, retardéry
horeni, halogenovana rozpoustédla, pesticidy, tézké kovy, benzen. Viibec poprvé se na
seznam sledovanych latek dostdvaji také farmaka, coZ s velkou pravdépodobnosti
mulzZe vést kjejich regulaci v povrchovych vodach po pfidani na seznam latek

prioritnich.
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7. Material a metodika

7.1. Chemikalie a c¢inidla

Dexamtazon sodium fosfat byl ziskan z Voight (USA). Rozpusténim v destilované
vodé byl vytvofen zasobni roztok o koncentraci 45 mg:I™. Vechny ostatni chemikalie,

které byly pfi experimentu pouzity, pochazely ze Sigma Aldrich.

7.2. Pokusny material a experimentalni podminky

Pro praktickou ¢ast designovanou jako in vivo experiment byl zvolen pstruh duhovy
(Oncorhychus mikkys) v juvenilni periodé plvodem z komer¢niho odchovu (Husinec,
Ceska republika). Detailni hmotnostni a délkové parametry usmrcenych jedincd
v souvislosti s jednotlivymi skupinami a délkou expozice jsou uvedeny v tabulce 3.
Soucasti tabulky s udaji o velikosti jedincll je také informace o pohlavi vzorkovanych
ryb, které bylo makroskopicky determinovano. Pocet juvenilnich jedincl, u kterych
nebylo mozné pohlavi determinovat je roven rozdilu celkového poctu ryb ve skupiné
(vzdy 8 kusli) a souctu ryb, jejichz pohlavi je uvedeno.

Nezbytnd aklimatizace na podminky experimentu probéhla dva tydny pred jeho
zaCatkem. DrZeni pokusného materidlu bylo uskute¢néno ve 250 | nadrzich s 12
hodinovym svételnym reZimem a semistatickym konceptem pokusu, pficemz 4/5
objemu nadrze bylo kazdy den vyménéno z divodu udrZeni nastavené koncentrace

sledované latky a celkové kvality vodniho prostredi.

Tabulka 3. Udaje o hmotnosti, délce a pohlavi ryb. Udaje prezentovany jako priméry délek a
hmotnosti spolu se smérodatnou odchylkou. Ryby jsou ¢lenény do skupin podle sledované urovné
koncentrace (C- kontrolni skupiny 0 ng:I*, D1- 3 ng:I", D2- 30 ng:I", D3- 300 ng:I*, D4- 3000 ng-I"a
délce trvani expozice (0, 21, 42dnt).

Délkové Hmotnostni
udaje (cm) udaje (g) ?;d
skupina Celkova Télo Celkova Bez org. Jatra

c_od 23,58 (1,36) 21,28 (1,19) 175,56 (30,41) 157,35 (27,9) 1,43 (0,31) 0;0

C_21d  2559(0,83) 23,04(0,58)  217,31(21,59)  194,21(19,42)  2,05(0,2)  3;4

D1_21d  2569(1,18) 23,33 (1,05) 218,52 (21,45) 192,2 (18,32)  1,86(0,29)  4;3
D2_21d  24,68(1,47) 22,13(1,37) 196,01 (36,59) 175,3 (34,64) 1,7(0,27)  3;2

D3_21d 25,16 (1,03) 22,58 (0,74) 203,25 (28,77) 182,35 (26,62) 1,93 (0,32) 5;2
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Da_21d  2515(0,96) 22,58(1,14) 204,95 (27,66) 180,26 (18,97) 1,92(0,34)  5;3
c_a2d 253(1,4)  23,38(1,27) 236,34(33,47)  20566(30,66) 2,26(0,4)  6;2
D1_42d 26,63(0,49) 23,7(0,62) 229,03 (22,82) 205,04 (22,26) 1,85(0,21) 61
D2_42d  26,16(0,77)  23,2(0,66) 222,59 (29,16) 198,4(29,73)  1,89(0,21)  4;1
D3_42d  26,65(1,2) 23,68(1,02)  23514(40,37) 207,86 (34,74) 1,91(0,31) 6;1
D4_42d  26,05(0,61)  23,3(0,31) 220,89 (11,41) 197,82 (8,21) 1,9(0,22) 41

Kazdodenni napli zahrnovala sledovani nasyceni vody kyslikem, teploty, pH a to
pfed obménou ¢dasti objemu nadrie. Namérené parametry prostifedi dosahovaly
pomérné stabilnich hodnot, které v pribéhu experimentu, ani v jednotlivych nadrzich
nedosahovaly vyrazné&jsich odchylek (14,2 + 1 °C; pH 7,7 + 0,1; 8-9 mg:I"* 0,).

Na zacatku experimentu byly ryby stochasticky rozdéleny do dvanacti nadrzi vzdy po
dvaceti kusech. Expozice modelovych organism( probéhla prostfednictvim dvou
environmentéalné relevantnich koncentraci- 3 ngl™, 30 ng!l' a dvou vy3dich ne?
environmentélné relevantnich- 300 ng:1™, 3000 ng:I"*, pfitemz viechny skupiny byly
duplikovany a doplnény kontrolni skupinou s nulovou koncentraci sledované latky.
Uroveri dexametazonu v nadrzich byla v pribéhu experimentu priibéiné sledovana
(celkem 6 méfeni se stejnomérnymi ¢asovymi odstupy) a prlimérné hodnoty téchto
méreni jsou uvedeny v tabulce 4. Chronickd expozice trvala celkem 42 dnu, kdy se
realizovaly odbéry vzorkd Zaberni (oboustranny odbér) a jaterni tkané a to celkem
trikrat vden 0, 21 a 42. Z kazdé skupiny bylo odebrdno 8 ryb (4 z kazdého akvaria),
jejichz usmrceni probéhlo vsouladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. Vzorky byly
uskladnény do doby dalsiho vyuziti pti teploté -80 °C.

Tabulka 4. Porovnani nomindlnich koncentraci s naméfenym mnoistvim latky v prabéhu
experimentu. Vysledky jsou uvedeny jako priméry naméfenych hodnot v ng-l'1 se smérodatnymi
odchylkami (véetné duplikované skupiny). < LOQ= koncentrace pod mezi detekce.

Kontrola 3 ngl* 30 ng:I™
a b a b a b
<L0Q <L0Q 3(5,93) 4(6,8) 26 (5,84) 26(7,1)
300 ng-I" 3000 ng-I™
a b a b
235 (49,12) 235,5 (33,95) 2115 (307,32) 2126 (393,45)
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Dietetické potieby byly zaopatfovany komeréni krmnou smési (BioMar, Denmark)
vmnoizstvi 1 % z hmotnosti biomasy obsadky kazdého akvaria. Krmeni pokusného

materialu bylo pferuseno vzdy 24 h pred vzorkovanim.

7.3. Biochemické testy
7.3.1. Priprava Post-mitochondrialniho supernatantu (PMS)

Post-mitochondrialni supernatant (PMS) byl pripraven podle metodického postupu,
jehoz autorem je Howcroft (2009). Homogenizace vzork( ultrasonickym
homogenizérem (Ystral GmbH D-7801; Dottingen, Germany) probéhla v0,1 M K-
fosfatovém pufru pfi objemu 1,5 ml, pH 7,4 a za soucasného chlazeni vzorku. Ze vzniklé
homogenizované tkdné bylo odebrano 0,1 ml pro stanoveni Urovné peroxidovanych
lipidQ. Zbyla cast se dale zpracovala centrifugaci (10,000 g; 20 min; 4°C) pro samotnou
izolaci PMS.

Mnozstvi proteinu bylo stanoveno spektrofotometricky dle Smith (1985), pficemz
jako standard poslouzila plazmaticka bilkovina albumin. Proteinova koncentrace PMS
byla upravena na trover 10 mg-ml™.

Instrumentalni ¢ast zahrnujici pouZiti spektrofotometru Infinite M200 (TECAN,
Mannedorf, Switzerland) temperovaného na 25 °C je spolecnd vSem ostatnim
metodam popsanym nize. VSechny vzorky byly pfechodné uchovany na ledu z divodu
eliminace tepelné degradace. Vztah mezi absorbanci a trvanim kazdé reakce vykazoval
linedrni zavislost (R* >0,8) a aktivita je vidy vyjadfena jednotkou substratu

hydrolyzovaného za minutu na miligram proteinu.

7.3.1. Superoxid dismutaza

Aktivita antioxidaéniho enzymu superoxid dismutazy byla stanovena pomoci
metody Ewing et Janero (1995) s mensimi modifikacemi. Reakéni smés obsahovala
nasledujici komponenty: 25 ul PMS, 25 ul fenazin metosulfat (3,5 uM) ve fosfatovém
pufru (50 mM, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) a 200 ul reakéniho roztoku (48 uM nitro blue
tetrazolium -NBT a 80 uM NADPH).
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Kompletni reakéni smés byla pipetovana na transparentni mikrodesticku s 96
jamkami s triplikaci kazdého vzorku. Spektrofotometrickd kvantifikace aktivity SOD

probéhla pfi absorbanci 560 nm za pouziti NTB jako reakcniho substratu.

7.3.2. Katalasa

Stanoveni aktivity kataldsy bylo realizovdno metodou podle Claiborne (1985).
Méreni aktivity enzymu reflektovalo snizeni drovné peroxidu vodiku v reakénim
roztoku. PMS o objemu 15 pul bylo pfimichano k 100 ul 0,03 M peroxidu vodiku a 185 ul
0,05 M K-fosfatového pufru (pH 7). Spektrofotometrické stanoveni dekompozice
substratu bylo stanoveno pfi absorbanci 240 nm a nasledné kalkulovano s molarnim

extink&nim koeficientem 40 M -cm™.

7.3.3. Glutathion peroxidaza

Méreni aktivity probéhlo prostrfednictvim metody vytvorené Mohandas et al.
(1984). Reakéni smés se skladala z 15 pl PMS (0,2 mg:ml™), 252 ul fosfatového pufru
(stejny pufr, jako v pripadé katalasy), EDTA 1 mM, 1 mM azidu sodného a glutathion
reduktdza (7,5 ml obsahujici 1 U-ml™?). Jako substrat byl pouzit 30 pl 4 mM
redukovaného glutathionu a 0,8 mM NADPH. Zacatek reakce iniciovalo pfidani 0,5 mM
peroxidu vodiku. Reakce byla kvantifikovana pti hodnoté absorbance 340 nm a

kalkulovana s extinkénim koeficientem 6220 M*-cm™.

7.3.4. Glutathion reduktaza

Aktivita tohoto enzymu byla stanovena pomoci metody vyvinuté Cribb et al. (1989).
Pracovni postup se v nékterych nuancich odliSoval. Reakéni roztok o celkovém objemu
150 ul obsahoval NADPH (0,4 mM), oxidovany L-glutathion (2 mM) a
dietylenetriaminepentaacetiovou kyselinu (DTPA) (1 mM) v 50 ml fosfatového pufru
(stejny pufr, jako v pfipadé katalasy). Soucasti roztoku bylo také 50 pl PMS. Méreni
probihalo pti absorbanci 340 nm a nasledna kalkulace s extinkénim koeficientem 6220

Mtem™.

44



7.3.5. Glutathion S-transferaza

Stanoveni aktivity enzymu druhé faze detoxikace organismu probéhla na zakladé
metody Habig (1974) upravend podle Frasco et Guilhermino (2002) pro poufZiti se
zarizenim uzplsobenym pro ¢teni mikrodestic¢ek. Inkubaéni smés obsahovala 100 pl
PMS o koncentraci 0,04 mg proteinu na ml a reakéni slozku. Rekéni smés byla
pfipravena smisenim substratu v podobé 10 mM 1- chlor -2,4dinitrobenzen (CDNB) o
objemu 2,55 ml, 10 mM redukovaného glutathionu v mnozstvi 15,3 ml a K-fosfatového
pufru (0,1 M; pH 6,5). Vlnova ddlka pro méreni absorbance byla nastavena na 340 nm a

kalkulace probé&hla ve spojeni s extinkénim koeficientem 9,6 mM™.cm™.

7.3.6. Uroven peroxidace lipida

Metodicky postup popsany Ohkawa (1979) poslouZil pro stanoveni Urovné
poskozeni lipidl oxidativnim stresem. Trichloracetova kyselina (12%) o objemu 333 pl
byla smichana se 100 ul homogenizovaného vzorku, dale bylo pfidano 200 ul 60 mM
Tris-HCl s0,1 mM DTPA a 333 ul thiobarbiturové kyseliny (0,73 %). Vzorky byly
podrobeny dvéma dalSim krokim v podobé centrifugace (3000 g; 5 min; 25°C) a
inkubace (100 °C po dobu 1 hodiny). Stanoveni absorbance probéhlo pfi vinové délce

535 nm s kalkulaci zahrnujici extinkéni koeficient 156 000 Mtem™.

7.4. Statisticka analyza

Statistické hodnoceni dat bylo provedeno prostfednictvim programu Statistica 12
(StatSoft). Jako test Gaussova rozdéleni poslouzil Kolmogor(v-Smirnov(v test pomoci
komparace vypoctené hodnoty testované statistiky s kritickou hodnotou, kdy je Hy
zamitnutd, za predpokladu platnosti Dn = Dn a. Kritickd hodnota Dn « byla zjisténa z
tabulky kritickych hodnot dle Lillieforse. Poptipadé Shapiro-Wilkovym testem
normality a porovndni p-value v(c¢i hladé vyznamnosti (pravdépodobnost chyby
prvniho druhu) a=0,05. Data byla normalizovana logaritmickou transformaci s
prezentaci vysledkl po zpétné transformaci. V pripadé ovéreni normality a
homoskedasticity dat (Levenlv test) respektive provedeni normalizace dat bylo pro

stanoveni mezi skupinovych rozdilli pouZito analyzy rozptylu a parametrického
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Tukeyova testu, nebo v pripadé heteroskedasticity dat neparametrického Kruskal-
Wallisova testu, jejichZ vystup umoznuje vzajemné porovnani vsech skupin. Vysledky
oznaceny za signifikantni, pokud dosahovalo p-value< 0,05. Pro vizualizaci vysledku
poslouZil sloupcovy graf se stfedni hodnotou vymezenou primérem a mirou variability

souboru jako smérodatnou odchylkou.
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8. Vysledky

8.1. Superoxid dismutaza (SOD)

Graf 1. ukazuje vysledky méreni aktivity antioxidacniho enzymu (SOD) v tkanich
Zaber a jater pstruha duhového, jehoZ funkci je katalyzovani reakce superoxidu za
vzniku peroxidu vodiku. Stanoveni probéhlo po expozici environmentalné relevantnimi
a vyssimi koncentracemi glukokortikoidu dexametazon, kterd méla dobu trvani 21 a 42
dn(, pficemz aktivita byla definovana také pro zacatek experimentu po aklimatizaci
pokusného materidlu z divodu vytvoreni kontrolni skupiny v ¢ase nula. Signifikantni
narlst aktivity byl zjiStén pouze v Zaberni tkdni u jedincl vystavenych nejvysSim

koncentracim v prabéhu 21 dna.
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Graf 1. Porovnani aktivit SOD v jaterni a Zzaberni tkani.

8.2. Catalasa (CAT)

Enzym funkéné spjaty s SOD, nebot jeho funkci je eliminace peroxidu vodiku, jejiz
reakéni vystup je slozen z molekuly vody a kysliku. | vtomto pripadé doslo
k prokazatelnému ovlivnéni aktivity enzymu v Zaberni tkani po uplynuti 21 dn(, rozdil
je vsak pozorovan v koncentracich, které efekt zplsobily. Prokazatelnd zména byla

zpUsobena nejvyssi environmentdlné relevantni koncentraci a celkovou nejvyssi

koncentraci (graf 2.).
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Graf 2. Porovnani aktivit CAT v jaterni a Zaberni tkani.

8.3. Glutathionperoxidasa (GPx)

GPx je funkéné velmi podobny CAT, ale reakce funguje odliSnym principem.
Eliminace molekul peroxidu vodiku GPx probihd za soucasné oxidace glutathionu (GSH)
na GSSH. Zjisténi indukované aktivity bylo pozorovano v Zaberni tkani po uplynuti 21
dnl u vSech skupin vyjma kontroly a nizké environmentalné relevantni koncentrace a
také vjaterni tkani po 42 dnech u vysSich nei environmentalné relevantnich
koncentraci. K prikaznému vycerpdni enzymatické obrany GPx vlivem vsech

koncentraci dexametazonu doslo v Zaberni tkani po 42 dnech (graf 3.).
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Graf 3. Porovnani aktivit GPx v jaterni a Zaberni tkani.
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8.4. Glutathionreduktasa (GR)

UmozZnuje opétovné vyuziti GSSH jeho navracenim zpét do redukovaného stavu
GSH. Vliv dexametazonu na enzym nebyl prokazan, jak je patrné z grafu 4.
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Graf 4. Porovnani aktivit GR v jaterni a Zaberni tkani.

8.5. Glutathion S-transferaza (GST)

Enzym |l. faze metabolismu cizorodych latek, které maji za Ukol zprostfedkovat
konjugaci GSH s nepolarni molekulou, ¢imZ vyrazné zvySuje jeji hydrosolubilitu a
umoznuje tak jeji exkreci z biologického systému. Méreni provedené u vzorkd s 21
denni expozici prokazala nardst aktivity v jaterni tkdni pfi koncentraci 300 ng-l'l.
V pripade Zaber byl stejny vysledek pozorovdn pouze u skupiny s nejvyssi koncentraci
dexametazonu. Nejvyssi environmentdlné relevantni koncentrace a nasledujici vyssi
koncentrace mély opacny efekt. Expozice trvajici 42 dnd nevedla k prokazatelnym

zménam. Uvedené vysledky doklada graf 5.
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Graf 5. Porovnani aktivit GST v jaterni a Zaberni tkani.

8.6. Reakce kyseliny thiobarbiturové (TBARS)

Reakce kyseliny thiobarbiturové se sekundarnimi produkty lipidové peroxidace
umoznuje sledovani projevu poskozeni oxidativnim stresem lipidovych molekul.
Stanoveni TBARS prokazalo naruseni jaternich a Zabernich molekul lipidi po expozici

del$i nez 21 dn( a to pfi vysSich nez environmentalné relevantnich koncentracich (graf

6.).
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Graf 6. Porovnani aktivit TBARS v jaterni a Zaberni tkani.
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9. Diskuze

Zakladnim predpokladem pro hodnoceni vliv(i farmaceutickych polutant( na vodni
organismy je determinace specifické biologické odezvy, ke které dochazi v dusledku
expozice cizorodou latkou. Vymezeni vhodnych biomarker( pak neni pouhym udajem
vypovidajicim o mechanismu toxického ucinku xenobiotik, ale zaroven vytvari
argumentacéni zakladnu pro ochranu povrchovych vod. Podstatny je také fakt, Ze
xenobiotika nefiguruji ve vodnim prostfedi v podobé nezavislych slozek, ale jedna se o
komplexni ¢asto dynamicky se ménici smés soucasné pusobici na biologicky systém.
Z toho vyplyva nutnost sledovat nejen ucinky jednotlivych polutant(, ale také soucasné
pUsobeni vice znedistujicich latek, které se redlné v povrchovych vodach soucdasné
vyskytuji (Celander, 2011).

Mezi pokusy zamérené na konkrétni mechanismus negativniho Ucinku polutant( na
organismus jsou fazeny testy sledovani enzymatické aktivity cytochromu P450
respektive jeho konkrétnich isoforem. Dexametazon je znamym induktorem aktivity
isoformy cytochromu P450 3A v organismu savcid. Obdobny efekt byl pozorovan na
bunécné kulture jaternich bunék Ctenopharyngodon idella po expozici v rozpéti 10-
150 uM (Li et al., 2008) a také pfi in vitro experimentu na stejném typu tkané druhu
Poeciliopsis lucida (Wassmur et al., 2013).

Alimentarni podavani dexametazonu pstruhovy duhovému v koncentraci
100 mg-kg'1 indukuje nardst metabolizace substratu CEC (3-cyano-7-ethoxycoumarin),
ktery reflektuje aktivitu cytochromalnich enzym@ 1A2, 2C9, 2C19. Stejna davka ma za
nasledek také ndrlst aktivity EROD (7-ethoxyresorufin-O-dealkylace), jenz reflektuje
aktivitu 1A1, 1A2, 1B1 a MROD (7-metoxyresorufin-O-dealkylace) odpovidajici aktivité
isoformy 1A2 (Smith et Wilson, 2010).

Naproti tomu in vitro studie provedend Burkina et al. (2013), jejiz cilem bylo
sledovani inhibi¢niho uc¢inku dexametazonu na jaterni cytochromy (1A2 a 3A) pstruha
duhového, neprokazalo v mnozstvi 1, 10, 50, a 100 uM Zadny efekt.

Uvedené studie obsahuji informace o biochemické odezvé prvniho faze
detoxikacniho metabolismu ryb jako reakci na expozici glukokortikoidem
dexametazon, pricemz nékteré prace ukazuji podobnou odezvu, jakou je moiné

pozorovat i u savcl, jejichz metabolické pochody jsou obecné vzato ve srovnani s
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rybami lepé popsané. Ackoliv je moiné pozorovat jisté podobnosti v odezvé tohoto
enzymatického systému, nelze predpokladat, Ze tomu tak bude vidy (Franklin et al.,
1980). Z uvedeného logicky vyplyva, Ze i ostatni enzymatické procesy vykazuji diverzitu
projevu reakce na vnéjsi podméty, jakymi jsou polutanty, nebot poikilotermni
metabolismus ryb je nejen velmi odli$ny, ale také evoluéné starsi a vyzaduje tak vlastni
nezavisly vyzkum.

Syntetické glukokortikoidy véetné dexametazonu jsou prokazatelnym induktorem
oxidativniho stresu v téle savcl i ptakd. Krysy vystavené po dobu 7 dnl koncentraci
dexametazonu 0,2 mgkg' krmiva prokazatelné vykazuji peroxidaéni poskozeni
bunéénych membran hippokampu a celkové zvySeni mnozstvi mitochondrialniho
superoxidu v hippokampalni a kortexové ¢asti mozku (Barichello et al., 2011). Obsah
dexametazonu odpovidajici ddvce 4 mg na kilogram hmotnosti zvifete a den vede u
nosnic k vyraznému snizeni produkce vajec i jejich hmotnosti. Soucasné se snizenim
produkénich parametr(i dochazi ke zvySeni peroxidace lipidl v krevni plasmé, jatrech i
samotnych vejcich (Eid et al., 2008).

V porovndni se sumou realizovanych vyzkum( na homoiotermnich obratlovcich
nedosahuji naSe znalosti na tomto poli v souvislosti srybami a jinymi vodnimi
organismy dostatecné Urovné.

Hlavni devizou in vivo designu experimentu je jeho schopnost zahrnout do vysledku
vzajemné komplexni vztahy odliSnych tkanovych struktur i biochemickych reakci, ke
kterym v biologickém systému bézné dochazi, ackoliv nemusi byt vidy plné znam
mechanismus Ucinku (Kucera et al., 2006). Pres jisté politické i obecné socidlni natlaky
na substituci pokusnych zvifat (véetné ryb) alternativami, které nezahrnuji pouziti
tohoto pokusného materialu, ale napfiklad tkanovych kultur (in vitro) nebo tzv. in silico
metod jakou je QSAR ( Quantitative Structure-Activity Relationship), maji in vivo
experimenty z dlivodu souhrnného pohledu na biochemické odezvy organismu svou
opodstatnénou a obtizné zastupitelnou roli.

V pfipadé nasi studie byl pouZit jako modelovy organismu pstruh duhovy, jenz je
dlouhodobé jednim z nejvice vyuzivanych rybich druhd pro in vivo testovani toxického
ucinku cizorodych latek. Jeho aplikace v experimentdlnim modelu nabizi kromé
velkého mnozstvi jiz existujicich udaji o negativnich Ucincich latek také dalsi benefity, v

podobé dostate¢né velikosti pro snadnou manipulace ve srovnani s mensimi

52



laboratornimi druhy ryb, ale predevsim existence nékolika inbridnich kmena, které
jsou vhodné pro laboratorni testy (Carvan et al., 2007).

Experimentdlni méreni aktivity antioxidacnich enzym( bylo v naSem experimentu
provedeno na Zaberni a jaterni tkani. Respiracni tkan lze povaZovat za vhodny
prostfedek toxikologickych studii. Pfes jejich rozmérny povrch je respiracnimi pohyby
skfelového aparatu ,zpracovan“ objem vody, ktery béhem hodiny nékolika set
nasobné prevySuje objem téla ZivoCicha a tkan je tak v pfimé kontinualni expozici
vodnimu prostredi a vSem latkdm v ném obsazenym. Soucasné m{zZe zastupovat roli
vstupniho ¢lanku pro Siroké spektrum polutantl (Erickson et al., 2008). Naproti tomu
jaterni tkan plni ulohu organu udrzujiciho homeostazu vnitfniho prostfedi syntézou a
sekreci mnoha molekul, které se podileji exkreci endogennich molekul a snizovani
jejich pripadného negativniho dopadu (Hinton et al., 2001).

Enzymatickd eliminace super oxidu nevykazovala v zZddné ze skupin vzork( jater
prokazatelnou zménu aktivity. Vyjimku tvofila Zaberni tkan po 21 denni expozici s
vy$Simi nez environmentalné relevantnimi koncentracemi, kde byl ndrlst aktivity
statisticky prokazatelny. V komparaci se studii Guiloski et al. (2015), ktera sledovala
vyvoj aktivit antioxidacnich enzym( v jatrech Hoplias malabaricus po alimentarni
podavani dexametazonu v koncentracich 0,03, 0,3 a 3,0 ug-kg™ krmiva, bylo dosazeno
stejného vysledku.

V souvislosti s narGstem aktivity SOD v Zaberni tkani v pribéhu 21 denni expozice,
kdy doslo k navySeni produkce peroxidu vodiku timto enzymem, byl pozorovan mozny
dlsledek na dalsi ¢ast systému enzymatické obrany organismu. Tento vyvoj nadmérné
produkce reaktivni formy kysliku mél patrné za nasledek inhibici funkéné spjatého
enzymu CAT. Prlikazné vsak doslo ke snizeni aktivity CAT u nejvyssi environmentdalné
relevantni a celkové nejvyssi koncentrace. Jaterni tkan vykazovala snizeni aktivity
enzymu pfi nejvyssi environmentalné relevantni koncentraci, ¢imz vysledek odbocuje
od prace Guiloski et al. (2015), kde doslo k nardstu aktivity po vystaveni koncentraci
3ugkg™.

V kontextu s inhibici CAT v Zaberni tkani v pribéhu 21 dn( bylo pozorovano zvyseni
aktivity druhého enzymu katalyzujiciho rozklad peroxidu vodiku GPx a to u tfi
nejvyssich koncentraci (véetné vysoké environmentalné relevantni koncentrace).

Naopak v Zaberni tkani po 42 dnech bylo zjisténo signifikantni snizeni funkce enzymu u
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vSech koncentraci. Lze usuzovat, Ze nadmérna produkce peroxidu vodiku vyustila ve
vyCerpdni aktivity GPx a tim byla znemoZnéna jeho dalsi funkce, pfi odstrafiovani ROS.
Zajimava je skutecnost, Ze navzdory prokazatelnym zménam enzymatické aktivity GPx,
nedoslo k Zddném ovlivnéni funkce GR, se kterym je spjat redukci glutathionu, jehoz
oxidace je soucast reakce eliminujici peroxid vodiku GPx. Jaterni GPx signifikantné
zvysil svou aktivitu pouze béhem 42 dnl u dvou nejvyssich koncentraci, zde se nas
vystup rozchazi s Guiloski et al. (2015), kde byl prokazan narlst aktivity GPx v jatrech
pii expozici 0,3 and 3 pg-kg™, stejné koncentrace mély za nasledek také narGst aktivity
GST a peroxidacni poskozeni lipid(.

Pozoruhodny vysledek ukazalo méreni aktivity GST. Enzym druhé faze detoxikacniho
metabolismu v Zabrdch signifikantné snizil v pribéhu 21 dn0 v porovnani s kontrolou
svou aktivitu pfi vysoké environmentalni koncentraci a také v koncentraci vys$si. BEhem
stejného obdobi viak nejvyssi koncentrace zplsobila vysoky narlst aktivity enzymu.
Udaje z méfeni po 42 dnech viak jiz adny prokazatelny vysledek neodhalily. Tento
trend by mohl byt zplsoben nekonzistentni reakci enzymatického systému na odlisné
koncentrace dexametazonu v pribéhu ontogeneze, nebot funkénost enzym( se
v priibéhu vyvoje organisml méni a je mozné napfriklad pozorovat rozdily mezi jedinci
v adultni a juvenilni periodé (Wiegand et al., 2000).

Dalsi dil¢i vysledek experimentu v podobé méreni reakce kyseliny thiobarbiturove s
malondialdehyd neprokazal signifikantni poSkozeni bunéénych membran, ani jinych
lipidovych molekul obsaZenych v jaterni, nebo Zaberni tkani pfi environmentdlné
relevantnich koncentracich. Pouze jaterni tkan po 42 denni expozici dvéma nejvyssim
koncentracim vykazovala prikazné poskozeni bunécénych molekul. Metoda TBARS je
vSak do jisté miry limitovana svoji schopnosti reakce s jinymi slou¢eninami, nez jen
sekundarnimi produkty lipidové peroxidace. Mezi takové latky patfi naptiklad bilirubin,

ktery tak mGze vysledné hodnoty zkreslovat (Paulova et al., 2004).
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10. Zavérecné shrnuti

Cilem této pridce bylo posouzeni nebezpecnosti frekventované vyuZivaného
syntetického glukokortikoidu dexametazon, jehoZz rezidua kontaminuji vodni toky
prostfednictvim Cistiren odpadnich vod, vyusténim odpani vody ze zemédélskych
podnik(l (pfedevsSim v asijskych zemich) a producentld farmaceutickych latek.
Hodnoceni rizika probéhlo chronickou in vivo expozici pstruha duhového
environmentalné relevantnim koncentracim léciva dexametazon. V Zaberni a jaterni
tkani pak byly sledovany biomarkery oxidativniho stresu.

Reaktivni formy kysliku jsou béZnou soucasti celé fady metabolickych proces( vSech
aerobnich ZivocCichli, avSak nerovnovdha obranného mechanismu ve prospéch
nadmérné produkce reaktivnich forem kysliku mlze mit za nasledek vazné poskozeni
biomolekul organismu, které v konecném dlsledku narusuje nejen homeostdzu a
kvalitu Zivota jedince, ale mlize negativné poznamenat celou populaci, pfipadné i
ekosystém.

Vysledky predloZzené studie prokazatelné potvrdily reakci enzymatické Cinnosti na
oxidativni  stres indukovany environmentdlné relevantnimi  koncentracemi
farmaceutického polutantu a to predevsim v Zaberni tkani, kterd je tomuto stresoru
bezprostfedné kontinudlné vystavena. Experimentalnim vystupem tedy byla potvrzena
potenciondlni nebezpecnost glukokortikoidu dexametazon pro necilové organismy

vyskytujici se v zatizeném vodnim ekosystému.
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Abstrakt

V poslednich letech je farmaceutickym polutantiim ve vodnim prostfedi vénovano
velké mnoistvi pozornosti. Vlivem lidské cinnosti jsou povrchové vody zatéZovany
velkym mnozstvim latek véetné produktl osobni péce, mezi které jsou razena také
léCiva. Predmétem této prdce je posouzeni vlivu environmentdlné relevantnich
koncentraci syntetického glukokortikoidu dexametazon na vodni organismy
prostfednictvim biomarker(i oxidativniho stresu. Princip experimentu spocival
v chronické in vivo expozici modelového organismu (pstruh duhovy) davkam tohoto
|é¢iva a ndsledném sledovani aktivit antioxidacniho enzymatického systému v Zaberni
ajaterni tkani. Vysledky pokusu prokazaly odezvu enzymatickych ochrannych
mechanismld na zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku indukovanou timto
lé¢ivem v environmentalné relevantnich koncentracich a to predevsim v Zaberni tkani.
Nase vysledky tak dokladaji realné riziko, které toto xenobiotikum pro vodni organismy
predstavuje.

Klicova slova: Dexametazon, biomarker, oxidativni stres, pstruh duhovy.

Abstract

Pharmaceutical pollutants have been aim of many recent aquatic environment
studies. Due to human activities surface waters are polluted with plenty of substances,
including products of personal care, which are ranked among anumber of
pharmaceuticals. The main goal of this work is to assess the impact of environmentally
relevant concentrations of the synthetic glucocorticoid dexamethasone on aquatic
organisms through biomarkers of oxidative stress. The principle of this experiment was
chronic in vivo exposure model organisms (rainbow trout) to doses of this drug and the
subsequent monitoring activities of antioxidant enzyme system in the liver and gill
tissues. Experimental results have demonstrated a response enzymatic protection
mechanism on the increased production of reactive oxygen species induced by the
drug at environmentally relevant concentrations especially in gill tissue. Our results

illustrate a real risk that this xenobiotic represents to aquatic organisms.

Key words: Dexamethasone, biomarker, oxidative stress, rainbow trout.
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