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Akumulace a transformace antidepresiv v organismu
volné Zijicich hlodavci

Souhrn

V soucasné dobé¢ jsou antidepresiva stale vice pfedepisovana. Jejich uzivani ale ptinasi
fadu rizik, kterd jsou posledni roky sledovana a popisovana. Po pozieni a vylouceni z organismu
se antidepresiva dostavaji do prostiedi, a to zejména skrze Cistirny odpadnich vod, kde nejsou
zcela zachycena. Mezi nejsledovanéjsi 1éCiva fadime praveé karbamazepin, ktery se pouziva
1k 1écbe depresi a jinych psychickych poruch. Podobné jsou v prostfedi nalézany i rizikové
prvky, jako je napfiklad arsen. Diky zpracovani uhli a rtiznych kovovych rud se dostava
do prostiedi. Oba tyto zminéné kontaminanty pak v prostiedi plisobi na volné Zijici organismy.

Cilem této prace bylo posoudit vzajemny vliv karbamazepinu a arsenu na hrabose
polniho (Microtus arvalis (Pallas 1778)). Jedinci hraboSe polniho byli odchyceni ve volné
pfirod¢ a nasledné adaptovani na zivot v laboratofi. Tam byli rozdé¢leni do ¢tyf skupin dle diety,
kterd jim byla po dobu Sesti tydnl podavana: skupina As (krmena arsenem), skupina As + CMZ
(krmena arsenem a karbamazepinem ve vodném roztoku), skupina CMZ (dostavala pouze
karbamazepin) a kontrolni skupina (nedostavala ani jeden kontaminant).

Po ukonceni experimentu byla z kadavert vypreparovana jatra, ledviny, slezina, plice
a varlata. Tyto organy byly nasledné podrobeny laboratornim analyzam na stanoveni mnozstvi
arsenu. V jatrech byla stanovovéana koncentrace karbamazepinu a vybranych sloucenin arsenu.

Bylo zjisténo, Ze skupiny As + CMZ vykazovaly obecné vys$si koncentrace arsenu nez
skupiny As. Statisticky prokazano to bylo vSak pouze u jednoho orgédnu. Nastinilo to vSak
fakt, Ze by mohl existovat vzajemny vztah mezi arsenem a karbamazepinem a tyto dva
kontaminanty by se mohly v organismu ovliviiovat. JelikoZ se vSak jednalo o prvni experiment
zabyvajici se timto vztahem, je tfeba provést dalsi experimenty, aby byl pfijem obou téchto

kontaminantli soucasné a jejich pisobeni v organismu Iépe pochopeno a popsano.

Kli¢ova slova: karbamazepin, arsen, hrabo$ polni, akumulace, transformace



Acumulation and transformation of antidepressants in
organisms of small terrestrial mammals

Summary

Nowadays, antidepressants are increasingly prescribed. However, their use brings
a number of risks that have been monitored and described in recent years. After ingestion
and elimination from the body, antidepressants enter the environment, especially through
sewage treatment plants, where they are not completely captured. Carbamazepine, which is also
used to treat depression and other psychological disorders, is among the most studied drugs.
Similarly, risk elements such as arsenic are also found in the environment. Due to the processing
of coal and various metal ores, it enters the environment. Both of these contaminants then affect
free-living organisms in the environment.

The aim of this work was to assess the mutual influence of carbamazepine and arsenic
on the common vole. Individuals of the common vole were caught in the wild and then adapted
to life in the laboratory. There, they were divided into four groups according to the diet
they were given for six weeks: the As group (fed with arsenic), the As + CMZ group (fed with
arsenic and carbamazepine in an aqueous solution), the CMZ group (received only
carbamazepine), and the control group (did not receive a single contaminant).

After the end of the experiment, the liver, kidneys, spleen, lungs and testicles were
dissected from the cadavers. These organs were subjected to laboratory analyzes to determine
the amount of arsenic. The concentration of carbamazepine and selected arsenic compounds
was determined in the liver.

It was found that the As + CMZ groups showed generally higher arsenic concentrations
than the As groups. However, this was statistically proven in only one organ. However, it did
outline the fact that there could be a relationship between arsenic and carbamazepine
and that the two contaminants could interact in the body. However, as this was the first
experiment dealing with this relationship, further experiments are needed to better understand
and describe the intake of both these contaminants at the same time and their effects

in the organism.

Keywords: carbamazepine, arsenic, common vole, acumulation, transformation
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1 Uvod

Antidepresiva, podobné jako dalsi [éCiva (napf. antibiotika nebo analgetika) jsou v dnesni
dob¢ stale castéji predepisovana a wuzivana. Jejich uzivani vSak pfindsi tfadu rizik,
které se v posledni dob¢ dostavaji stale vice a vice do popiedi. Po pozieni jsou tato 1éCiva
v organismu metabolizovana a nasledné bud’ akumulovana v organismu nebo vyloucena.

Po vylouceni se dostavaji do zivotniho prostfedi prostfednictvim ¢istiren odpadnich vod,
a to zaprvé aplikaci Cistirenskych kalli na zemédélskou ptidu a zadruhé s "vyc¢isténou" odpadni
vodou, protoze mnoho téchto latek je zachyceno v Cistirnach odpadnich vod jen Césteéné
(Painter et al. 2010; Gould et al. 2021). Jednim z nejvice sledovanych 1é¢iv, které se kviili vyse
zminénym divodim dostava do prostiedi je pravé karbamazepin pouzivajici se i pro 1écbu
deprese (Valdés et al. 2016).

Karbamazepin tak nalézdme ve vodnim prostfedi, v ptidach, rostlindch a v ZivociSich.
Stava se soucasti potravniho fetézce a ovliviluje tak celou fadu organismi. Jeho dopad
na primarné necilené organismy byl uz zkouman v fad¢ studii. Studie se zaméfovaly zejména
na organismy zijici ve vodnim prostiedi. Zde byl pozorovan negativni vliv na pfeziti organismt,
jejich reprodukci a rast. Dalsi experimenty byly provadény na suchozemskych organismech
jako jsou laboratorni hlodavci, u kterych byla zjist€éna embryotoxicita karbamazepinu.
U potomstva byly pozorovany nezddouci anatomické zmeény (Gerennutti et al. 2008;
Qiang et al. 2016).

Soucasné v prostfedi nalézame tadu rizikovych prvki jako je olovo, rtut, kadmium
a arsen. Pravé ten je v této diplomové praci sledovan a analyzovan. Arsen se do prostiedi
dostava zejména kvuli zpracovani uhli a kovovych rud. Nalézdme ho ve vodach a pidach,
kde se casto nechazi ve vysokych koncentracich (Meharg & Hartley — Whitaker 2002;
Ravenscroft et al. 2009) Nasledné je pfijiman rostlinami a ZivocCichy a stava se soucasti
potravniho fetézce stejné¢ jako karbamazepin. V organismu také podléha fad¢ slozitych procest
a je metabolizovan na riizné specie, které se v organismech mohou akumulovat. Toxické ucinky
byly pozorovany u rostlin a celé¢ fady Zzivocichu az po cloveéka (Chen et al. 2020;
Xue et al. 2022).

Chovani a transformace karbamazepinu byla popsdna jak ve vodnich ekosystémech,
tak 1 v suchozemskych systémech, v pudé, rostlindich iedafonu (Miao et al. 2005;
Bahlmann et al. 2014; Paltiel et al. 2016). Je ale jen velmi malo informaci o pfipadném vlivu
rezidui karbamazepinu na drobné zemni savce. Tito savci navic Casto ziji v pudach,
které jsou kontaminovany dalS$imi rizikovymi latkami, jako napfiklad rizikovymi prvky,
a to napiiklad pravé arsenem. V takovém piipad€, kdy organismus musi celit nékolika
stresovym faktorim soucasné, mize byt odezva organismu odlisna od piipadu, kdy je tento
organismus exponovan pouze karbamazepinu.

Tato diplomova prace se zam¢fuje pravé na akumulaci a transformaci antidepresiv
ve volné zijich hlodavcich a jeho pfipadné vzajemné plsobeni na akumulaci a transformaci
arsenu. Jako modelovy organimus je v experimentu pouzit hrabos polni. V experimentélni ¢asti
je jedincim hraboSe polniho podavana rizna dieta slozend, dle piislusné skupiny, z arsenu
a/nebo karbamazepinu. Nésledné je karbamazepin a arsen stanovovan ve vybranych organech
(jatra, ledviny, slezina, plice a varlata) a vysledky zpracovany a vyhodnoceny.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této diplomové prace byl experiment na hraboSich polnich, kterym byl podavan
arsen a karbamazepin a po ukonceni experimentu méla byt posouzena mira akumulace
karbamazepinu v jejich organismu.

Stejné tak méla byt zméfena koncentrace arsenu a jeho specii ve vybranych organech
(ledviny, jatra, plice, slezina, varlata). Nasledné m¢l byt zjiStén ptipadny vztah mezi akumulaci
karbamazepinu a arsenu v jednotlivych organech. M¢lo byt zjisténo, zda karbamazepin
podporuje nebo snizuje akumulaci arsenu v organismu. Stejné tak zda arsen ma vliv na chovani
karbamazepinu v télech hlodavct.

Védeckd hypotéza: pifijem a akumulace karbamazepinu v organismu hrabose polniho
se méni v piipadé, Ze je organismus hraboSe vystaven zvySenym koncentracim arsenu, a naopak
pfijem a akumulace arsenu se méni v piipadé, Ze je organismus hrabose polniho vystaven
plsobeni karbamazepinu.
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3 Prehled literatury
3.1 Antidepresiva

Antidepresiva jsou nejcastéji indikovana pii 1écbé deprese. K dal§imu pouziti
antidepresiv se fadi izkostné poruchy (panicka porucha a agorafobie, socialni fobie, obsedantné
kompulzivni porucha — OCD, posttraumatickd stresova porucha — PTSD, generalizovana
uzkostnd porucha — GAD). Daéle tyto léky pomahdji s chronickou bolesti a vyuZivaji se
1 pii 1é€beé nespavosti a poruch piijmu potravy (Fujakova & Kopecek 2012).

O objev antidepresiv se zaslouzil zejména newyorsky psychiatr Nathan S. Kline. Ten
v roce 1957, kdy se konal sjezd Amreické Psychiatrické Spole¢nosti poprvé spolu se svymi
spolupracovniky prezentoval data o euforizujicich u¢incich iproniazidu, kterym byli 1éCeni
tuberkuldzni pacienti. Téhoz roku své vysledky potvrdil kontrolovanym klinickym vyzkumem
a publikoval (Fujakova & Kopecek 2012; Vinai 2012).

Od konce 90. let minulého stoleti se k antidepresiviim zacala upinat ¢im dal tim vétsi
pozornost, protoze jejich spotfeba rapidné stoupa (Argaluza et al. 2021; Gould et al. 2021).
Vzhledem k nedavné situaci kolem pandemie Covid — 19 nékteti védci predpokladaji jesté
rychlejsi nartst jejich spotieby (Argaluza et al. 2021).

Mezi ostatnimi farmaky vzbuzuji psychiatrické 1éky pozornost ze dvou hlavnich divodi:
jejich castému pouziti, jak jiz bylo zminéno, a také kvili jejich potencidlu znecistovat a
poskozovat Zivotni prostfedi (Argaluza et al. 2021).

Princip ptsobeni

Cilem  terapie  antidepresivy  je  ovlivnit  aktivitu = neurotransmiterd
(Fujakova & Kopecek 2012) a regulovat jejich zpétné vychytavani (Sehonova et al. 2018).
Neurotransmitery, jako je serotonin, norepinefrin a dopamin, se Uucastni hlavnich
homeostatickych procesti v centrdlnim a perifernim nervovém systému. Jakékoliv zmény
v jejich regulaci prostfednictvim vnéjSiho zdroje, v naSem piipad¢ antidepresivy, mohou mit
multisystémové dusledky (Painter et al. 2010). Mechanismy plsobeni rtiznych druhd
antidepresiv se vSak mezi sebou lisi (Painter et al. 2010; Sehonové et al. 2018).

Na zakladé téchto rozdilnych mechanismi Gc¢inku byla klasifikovana prvni generace
antidepresiv, do které patfily dvé skupiny: inhibitory monoaminooxidaz (IMAO) a tricyklicka
antidepresiva (TCA) (Vinar 2012; Fujakova & Kopecek 2012). V soucasné dobé je jiz na trhu
ctvrta generace antidepresiv a jednotliva 1é¢iva jsou klasifikovana do 9 skupin dle chemické
struktury ¢i mechanismu u€inku. (Fujakova & Kopecek 2012).

3.1.1 Antidepresiva v Zivotnim prostiedi

Antidepresiva jsou z téla vylu€ovana moci a dostavaji se tak do odpadnich vod, které jsou
jejich hlavnim zdrojem v prosttedi (Painter et al. 2010; Gould et al. 2021). Zdrojem odpadnich
vod jsou domdacnosti, primysl, zemedélstvi nebo zivoc¢ichové. Co se ty€e konkrétnich ptipada
jedna se akvakulturu, kal z cistiren odpadnich vod (zejména, pokud je dile pouZzivan
jako hnojivo), vyluhovani podzemnich vod po desti (Argaluza et al. 2021) a také prisak
skladkové vody (Schulz et al. 2011).
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Vzhledem k tomu, ze latky pouzivané ve farmaceutickém priimyslu pottebuji byt obvykle
metabolicky stabilni, jsou tak casto odolné viici mikrobialni degradaci a mohou prochazet
procesem &i§téni odpadnich vod. Cistirny odpadnich vod nejsou navrzeny tak, aby tyto latky
odstraiiovaly. Zbytky farmatik tak ziistdvaji biochemicky aktivni i poté, co se dostanou
disledkem nedostatecného ¢isténi odpadnich vod do vodniho ekosystému, coz ma za nasledek
nepiiznivé biologické ucinky (Painter et al. 2010; Melchor-Martinez et al. 2021).

Dle Gould et al. (2021) byla antidepresiva ve vodnim prostiedi prvné popsana v roce
2002, kdy byl fluoxetin stanoven v riiznych vodnich zdrojich v USA. Od té doby byla
provedena fada studii, béhem kterych byla naméfena koncentrace antidepresiv ve vodnim
prostiedi v fadech nékolik nanogramii na litr az nékolik malo mikrogrami na litr
(Painter et al. 2010; Gould et al. 2021). Obvykle se vSak tato koncentrace pohybovala
pod 100 ng/l (Ford & Fong 2016).

Pritomnost rezidui 1é¢iv byla prokazéana i v dalSich slozkéch Zivotniho prostfedi nez jen
ve vodnim. Jejich pfitomnost byla zjiSténa i v pudé a ve vzduchu (Silva et al. 2015;
Argaluza et al. 2021).

3.1.2 Problematika ¢iSténi odpadnich vod
3.1.2.1 Zékladni proces ¢isténi odpadnich vod

Pokud se bavime o konvencnim, nejhojnéji pouzivaném procesu ¢isténi odpadnich vod,
muzeme ho rozdélit do nasledujich krokt (viz Obréazek 1):

1. Ptedcisténi odpadnich vod
2. Mechanické (primarni) ¢isténi
3. Biologické (sekundarni) ¢isténi
4. Terciarni ¢isténi (docisténi)
f————Primary i} Secondary s p=—Tertiary =]
Grit Primary Secondary
. BB clarification Aeration tank  clarification
Debris removal eration tan Disinfection
sereen Filters
Influent Effluent
- 0 m-
Wastewater rd Discharge
Chlorine 1o surface

IV-lig
UV-light water

Landfill <= a- e
Dewatering

Obrdzek 1: Schéma COV s tercidrnim ¢isténim (Martin-Pozo et al. 2022)
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Pred¢isténi odpadnich vod spociva v odstranéni hrubych necistot ze surové odpadni vody.
Tyto necistoty nejsou zadouci v naslednych procesech cisténi. Obvykle tento prvni krok
zahrnuje lapak $térku a pisku, Cesle, poptipadé drti¢. Lapdk Stérku pisku funguje na principu
jimky, kde se hrubé negistoty usazuji. Cesle jsou tvofeny miizkou, na které se negistoty
zasekévaji. Drti¢ rozmnélnuje velké ¢astice, aby mohly byt odstranény v nasledujicim kroku.

Mechanické (primarni) dciSténi zalind na pritoku pred¢isténé vody a probiha
v usazovacich nadrzich. Principem je odstranéni nerozpusténych latek, které jsou schopné
sedimentace nebo plavou na hladiné. Sedimentované neciStoty jsou setfeny ze dna. To samé
plati pro necistoty, které zlstaly na hladin¢. Produktem tohoto stupné €iSténi je primarni kal.

DalSim stupném je ¢iSténi biologické, kdy je voda zbavovana biologicky rozlozitelnych
organickych latek, ale také sloucenin dusiku a fosforu. Hlavnim mechanismem jsou
oxida¢né — redukeni reakce. Biologické ¢iSténi nam umoziuji mikroorganismy, které se témito
latkami zivi. Souhrné se nazyvaji jako tzv. ,aktivacni kal“ a zahrnuji bakterie, houby, plisné,
kvasinky, prvoky a dalsi. Cely tento stupeni probiha v aktiva¢nich a dosazovacich nadrzich bud’
v aerobnich, anoxickych nebo i anaerobnich podminkéach. Vedlej$im produktem je sekundarni
kal.

Terciarni ¢isténi odpadnich vod neni vzdy soucasti systému. Vyuziva se v ptipadech, kdy
jsou kladeny na kvalitu vody z Cistirny vySs$i ndroky anebo musi byt odstranény specifické
latky, které v predchozich krocich nejsme schopni odstranit. MiiZe se jednat naptiklad o latky
z nemocni¢nich zatfizeni ¢i pokud chceme vodu nadale vyuzivat jako uzitkovou. Tercidrni
CiSténi probihd v piirodnich biologickych docistovacich nadrzich, filtraci nebo napt. chloraci
(FAO 1992).

3.1.2.2 Farmaceutické pfipravky v Cistirnach odpadnich vod

Cistirny odpadnich vod jsou povaZovany za jeden zhlavnich zdroji rezidui 1é¢iv
v zivotnim prostfedi (Khasawneh & Palaniandy 2021). Je tomu tak proto, jelikoz Cistirny
odpadnich vod jsou navrzeny, aby odstrafiovaly a rozkladaly biologicky odbouratelné
slouc¢eniny uhliku, dusiku a fosforu, stejné jako mikroorganismt, Zivin a patogent (Khasawneh
& Palaniandy 2021). Avsak u rezidui 1é€iv uz tak u¢inné nejsou. Nékteré 1éky mohou byt béhem
procesu Cisténi eliminovany, ale ostatni si zachovavaji pivodni strukturu a v nezménéné
podobé jsou uvoliovany spolu s odtokem vody z Cistiren (Argaluza et al. 2021).

Dle Argaluza et al. (2021) mize byt dokonce koncentrace 1é¢iv na odtoku vyssi nez
na ptitoku COV. To je zplisobeno tim, e mikroorganismy odpovédné za biologické &isténi
odpadnich vod mohou metabolizovat konjugaty s kyselinou glukuronovou, takze se 1é¢ivo vraci
do své ptivodni formy. Takto se déje pravé v pripad¢ karbamazepinu a v fadé dalsich 1éCiv.
Karbamazepin se dokonce pouziva jako marker pro hodnoceni zne€isténi povrchovych vod
odpadnimi vodami, protoze je v podstaté vSudyptitomny.
ze az 70 % vSech odpadnich vod neni pied vypusténim do prostiedi nijak vyc¢isténo, tudiz jejich
koncentrace bude v prostredi nékolikanasobné vyssi (Argaluza et al. 2021).
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3.1.2.3 Moznosti feSeni

Na zaklad¢ téchto nedostacujicich opatieni, se védci snazi vyvinout nové technologie
a ptistupy, které by byly v eliminaci 1é¢iv z odpadnich vod efektivné;si.

Jako moznost se nabizi €iSténi odpadnich vod z nemocnic pifimo v danych zafizenich.
Nemocnice jsou totiZ povazovany za podstatny zdroj rezidui 1éki. Takto by musel byt zbaven
1é¢iv mensi objem vody, nez kdyby se z nemocnic voda vypustila do kanalizace a musela byt
Gisténa v méstskych COV (Argaluza et al. 202).

Dal8im zptsobem by mohlo byt pouzivani ozonu a aktivniho uhli. Tuto metodu chtéji
aplikovat ve Svycarsku, kde tento proces chtéji zafadit do konvenénich COV. Problémem je zde
finan¢ni naro¢nost a také fakt, Ze ozonizaci nékterych latek mohou vznikat latky nové u kterych
nezname jejich ekotoxicitu. (Bourgin et al. 2018, Argaluza et al. 2021).

Vyuziti aktivniho uhli je jeden ze zplsobt, ktery vyuziva procesu adsorpce. Mezi dalsi
patii vyuziti grafenu a oxidu grafenu, ktery ma vétsi specificky povrch nez aktivni uhli nebo
aplikace uhlikovych trubic (Wang & Wang 2016).

Biologické procesy mohou byt také efektivni. Jedna se naptiklad o aplikaci mikrobidlnich
monokultur odebranych z aktivovaného kalu nebo sedimenti COV, ktera je efektivni
1 konkrétné v ptipad¢ karbamazepinu.

Nabizi se i vyuziti UV — zéfeni, které je v nékterych ptipadech ulinné. Ovsem
v odstranéni karbamazepinu efektivni neni. V neposledni fadé miizeme také jednotlivé procesy
zkombinovat a dosdhnout tak lepSich vysledkii (Wang & Wang 2016).

Alamo et al. (2020) uvadgji, ze xylofigni houby, které v piirodé konzumuiji lignin,
produkuji enzym lignin peroxidazu se schopnosti oxidovat organické latky, véetng 1é¢iv.

Fytoremediace muze byt také ucinny zplsob, kterym snizime mnoZzstvi kontaminantt
v pudé. Pouzitim nékterych druhd rostlin v kontaminovanych oblastech dochdzi ke zvySeni
mikrobidlni aktivity organisml zijicich v padé, které se podileji na degradaci nezadoucich
latek. Kotfenové exudaty obsahuji cukry a aminokyseliny, které jsou pak dale vyuzity
mikroorganismy pro jejich metabolismus. Rostliny také zvySuji obsah kysliku v rhizosféfe a ten
mikroorganismy vyuZzivaji pro svllj metabolismus nebo pro oxidaci polutantl. Fytoremediace
je vsak spise vhodny zpiisob do mén¢ kontaminovanych oblasti nebo oblasti které jsou ptedem
oSetfeny jinymi dekontamina¢nimi technikami (Campanella et al. 2002).

3.1.3 Osud v Zivotnim prostredi a organismech

Po tom, co se 1éCiva a jejich rezidua dostanou do prostiedi, projdou celou fadou procest,
které maji za nasledek jejich transformaci a degradaci. Takové déje ovliviiuji jejich mobilitu
a perzistenci. Toto zjiSténi je znepokojivé, protoze organismy, zejména pak vodni, jsou
koncentracim téchto latek vystaveny po celou dobu Zivota (Silva et al. 2015).

KdyZz se kontaminanty z prostfedi dostanou do tél organisml, projdou ftadou
metabolickych procesti. Metabolismus miize vést jak k detoxifikaci (inaktivaci) dané latky, tak
ik jeji aktivaci. AvSak vé vétSiné piipadech se jedna o detoxifikaci (Silva et al. 2015).

Jakmile se rezidua dostanou do vodniho prostiedi, za¢ne na né ptisobit fada faktori jako
je pH a dalsi chemické a fyzikalni vlastnosti vody. Déale ma vliv fakt, do jakého stupné jsou
lé¢iva v organismech, ze kterych byla vyloucena, metabolizoviana a v jaké formé jsou
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do prostiedi vyloucena. VSechny tyto faktory pak ovliviiuji biologickou dostupnost téchto latek
(Gould et al. 2021).

3.1.3.1 Bioakumulace

Bylo zjisténo, Ze rezidua 1é¢iv maji vysokou miru bioakumulace (Richmond et al. 2018)
a muze se dokonce stavat, Ze v organismech, kterym 1é¢iva nejsou primarné urcena se nachazi
vyssi koncentrace (Argaluza et al. 2021).

Richmond el at. (2018) provedl studii, kde zkoumali akumulaci 1é¢iv (véetné
karbamazepinu) v potravnim fetezci platyse velkého (Pleuronectes platessa L.) a pstruha
obecného (Salmo trutta L.). Nejdiive bylo akumulovano urcité mnozstvi v larvach hmyzu,
kterymi se ryby zivi a pozdéji se tak rezidua dostala do tél ryb. Studii bylo zjisténo, Ze platysi
jsou vystavovani mnozstvi 1é¢iv, které odpovidd témét polovicni denni ddvce pacienta,
ktery léky uziva.

Bylo provedeno i1 nckolik maélo studii zabyvajicich se akumulaci 1€kt (vcetné
karbamazepinu) v télech terestrialnich zivocichu jako jsou zizaly. Ty se dostavaji do kontaktu
s kontaminovanou pidou nebo vodou. Bylo zjisténo, ze do jejich tél se rezidua dostavaji
a hromadi se v nich. To ma za nasledek ovlivnéni celého potravniho fetézce. Jelikoz zizaly jsou
klicovou soucasti potravniho fetézce mnoha predatori, jako jsou naptiklad ptaci, je toto zjisténi
znepokojivé (Carter et al. 2014).

Mira bioakumulace se také muze 1iSit mezi jednotlivymi druhy, tak i v rdmci jednotlivych
tkani, ukdzaly vyzkumy provadéné na rybach. U ryb bylo také ukazano to, Ze samotnd mira
biakumulace neurcuje, v jaké mife a jak zasadné bude organismus ovlivnén. Na to mé velky
vliv pfevazné ucinnost dané latky (Gould et al. 2021).

3.1.3.2 VIiv na primarné necilené organismy

Jak jiz bylo zminéno, 1éCiva jsou biologicky aktivni latky ovliviiujici fady fidicich
procest v organismech. Ovliviiuji hladinu hormont a pfenos informaci mezi butikami a reguluji
metabolismus. I pfes to, Ze koncentrace, ve kterych je v prostiedi nalézame nejsou Skodlivé
pro lidsky organismus nebo nezpisobuji akutni ¢i chronickou toxicitu u organismu vystavenych
jejich piisobeni sekundarné, musime brat v potaz, Ze v prostiedi se vyskytuje fada druhti téchto
latek. Pasobi tak spole¢né a navzajem se ovliviiuji, coZ ma za nasledek zdvazné ekotoxické
ucinky (Silva et al. 2015).

VétSina studii zabyvajicich se vlivem rezidui 1é¢iv na sekundarné ovlivnéné organismy
probiha v laboratofich. To ma za nasledek jedno hlavni uskali a tim je, Ze organismim
je podavéan jen jeden druh léciva. Tim padem se nebere v potaz kombinace ucinkt 1é¢iv, kterd
se v prostfedi nachazeji spolecné (Silva et al. 2015).

U ryb byla dok4zéano, Ze antidepresiva méni v jejich mozcich hladiny neurotransmitert,
a tak mizeme ocekévat fyziologické i behavioralni zmény (Silva et. al 2015; Gould et al. 2021).

Z fyziologickych zmén se jedné napiiklad o ovlivnéni vyvoje kostry dania pruhovaného
(Danio rerio (Hamilton — Buchanan 1822)). Tyto zmény se vSak vyskytly az po podéani davek,
které mnohondsobné¢ pievySuji béznou koncentraci v prostfedi. (Gould et al. 2021).
Dle Sehonové et al. 2018 byly v nckterych experimentech zabyvajici se dlouhodobym
plsobenim 1é¢iv zaznamenany zmény v mozcich, srdcich a ledvinach ryb.
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Kviili pisobeni rezidui 1€kt na ryby, se v nékterych piipadech zménilo i jejich chovani.
Jednalo se zejména o behavioralni zmény pfi lovu, kdy ryby méné utocily na svou kofist
(Gould et al. 2021).

U bezobratlych, konkrétné riznonozct (Amphipoda), byly detekovany zmény v plavani
uz pii velmi nizkych koncentracich 1é¢iv (1-100 ng/l) (Sehonova et al. 2018).

Vliv a bioakumulace 1é¢iv v organismech a potravnich fetézcich zajisté vyzaduji dalsi
studie. Pfedmétem experimenti by mohly byt transgeneracni a epigenetické ucinky
antidepresiv na ryby. Behaviordlni zmény, jako je vybér partnera, by mohly zménit strukturu
celé dalSi generace organismi. Dalsi zmény v chovani se mohou objevit v podobé zmén
mezidruhovych interakci, coz by mélo za néasledek ovlivnéni celych ekosystémi. V neposledni
fadé nebyla vénovéna dostate€nd pozornost snizené spotiebé potravy u ryb, které byly
exponovany kontaminantim. Tento fakt by pak mohl snizit velikosti populaci, které jsou
na rybach zavislé. Ale jak bylo pfedem zminéno, vSe je tieba potvrdit ¢i vyvratit dalSimi
vyzkumy (Gould et al. 2021).
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3.2 Karbamazepin

Karbamazepin (CisH12N>0) je tricyklickd slou¢enina vyuzivana jako oralné podavané
antikonvulzivum, které se Siroce vyuziva pifi 1écbé pacientdi trpicich epilepsii
(Tolou — Ghamari et al. 2013; Paltiel et al. 2016). Déle vSak byly prokézany jeho ucinky i pfi
1€¢bé depresi, zejména tedy opé€t u pacientil trpicich epilepsii (Post et al. 1986; Allen & Ojong
2012).

Karbamazepin je po vstupu do organismu metabolizovan a nasledné, bud’ v podobé
metabolitl (pfevazné) nebo v piivodni struktute, exkretovan moci do prostfedi (Bahlmann et al.
2014; Paltiel et al. 2016). Studie v Evropé a Severni Americe ukazaly, Ze karbamazepin
je jednim z nejéastéji detekovanych 16¢iv v odpadnich vodach COV a v fekach (Miao et al.
2005). V prostiedi se pak vyznamné podili na znecistovani odpadnich vod, ptidy a nasledné
se pak dostava do zivych organismili (Kodesova et al. 2019a; Paltiel et al. 2016).

3.2.1 Vyuziti karbamazepinu

Karbamazepin byl proprvé vyroben ve Svycarsku, roku 1953. Prvné byl vyuZivan
pfi lécbé zanétu trojklanného nervu. V soucasné dobé se jednd o naladu stabilizujici 1€k
nachazejici své misto pifi 1ébé epilepsie, bipolarni poruchy, poruchy pozornosti
s hyperaktivitou (angl. zkratka ADHD), schizofrenie (Tolou-Ghamari et al. 2013)
a v neposledni fad¢€ pti zmirnéni ptiznakt deprese (Post et al. 1986; Allen & Ojong 2012).

Pokud 1é¢ime epilepsii a depresi, je naSim prioritnim cilem dosazeni kontroly nad
zachvaty. Néktera antikonvulziva, jako napiiklad karbamazepin, prokazala zlepSeni nalady
u pacientll s epilepsii a dale také ucinnost v prevenci manickych a depresivnich epizod
u pacientl s bipolarni poruchou (Allen & Ojong 2012).

Post el al. (1986) zkoumali antidepresivni vliv karbazamepinu. Do studie bylo zapojeno
35 jedinct, u kterych byla diagnostikovana velmi vazna deprese. 22 bylo zen a zbylych
13 muzi. Po pfijeti jedinct do experimentu byl zahajen prvni tyden, kdy vSem pacientlim bylo
podavano placebo, aniz by stim byli obeznameni. Nasledujici tyden uz byl podavan
karbamazepin v pocate¢nich davkach 200-400 mg/den. Déavka se postupné zvySovala, dokud
nebylo dosazeno klinické odezvy nebo se neobjevily vedlejsi uc¢inky. Maximalni podana davka
byla mezi 1600 a 2200 mg/den, median délky 1éby byl 45 dni.

Vysledky experimentu ukazaly, Zze deprese se od tydne, kdy bylo podavano placebo,
vyrazné snizila. 25 ze vSech jedinct se zlepSilo o 1 a vice bodi, coz je dle Bunney — Hamburg
stupnice vyznamny rozdil.

Jako nebezpecny vedlejsi ucinek uzivani karabamazepinu je cCasto uvadéna
hepatotoxicita. Ta ve vétsin¢ ptipadech byva po ukonceni 1éby reverzibilni. ZlepSeni se projevi
po péti az sedmi tydnech. Pokud se vSak 1écba nepterusi a poskozeni jater je uz velmi vazné,
muze dojit k akutnimu selhani jater a ndsledné smrti (National Library of Medicine 2017).

Dle SUKL (2022) bylo do Ceské republiky dovezeno vroce 2022 celkem
183 714 baleni karbamazepinu, coz odpovida téméf 2,5 milioniim DDD (Defined Daily Dose
= ptedpokladana primérna udrzovaci denni davka léku vyuzivaného pro jeho primérni funkci
u dospélych).
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3.2.2 Metabolismus

Karbamazepin je metabolizovan v jatrech. Je znamo vice nez 30 metabolitii, na které
je v organismu preménovan (Miao et al. 2005; Bahlmann et al. 2014). Nejvyznamngj$i jsou
zobrazeny na Obrazku 2. Nasledné se dostava do prostfedi moci nebo spolu s vykaly. Uvadi se,
ze 72 % opousti télo moci a zbylych 18 % je exkretovano vykaly (Bahlmann et al. 2014). Mén¢
nez 3 % jsou vyloucena ztéla v ptivodni podobé, ve které karbamazepin do téla vstoupil,

a zbyla ¢ast odchazi v podobé metabolitti (Paltiel et al. 2016).

Structure Analyte
@_@ Carbamazepine
A 10,11-dihydro-10,11-
epoxycarbamazepine
P,
o 10,11-dihydro-10,11-
dihydroxycarbamazepine
P
o 2-hydroxycarbamazepine
A
Q - O 3-hydroxycarbamazepine
* [¢] NH,

Obrazek 2: Nekteré z metabolitit karbamazepinu (Miao et al. 2005)

Karbamazepin ma dva hlavni metabolity: 10,11 — epoxykarbamazepin (CBZ — EP)
a 10,11 - dihydroxykarbamazepin (CBZ — DiOH) (viz Obrdzek 2). V organismu
je karbamazepin nejdfive oxidovdn pomoci enzymu cytochromu P450 na 10,11 -
epoxykarbamazepin. Nasledné tento metabolit podléhd hydrolyze pomoci enzymu epoxidové
hydrolazy a stava se z néj 10,11 — dihydroxykarbamazepin (Miao et al. 2005; Bahlmann et al.
2014) (viz Obrazek 3).
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Obrazek 3: Transformace karbamazepinu na CBZ-EP a CBZ-DiOH (Konsil et al. 2022).

Bylo prokazédno, ze CBZ — EP ma podobné antiepileptické vlastnosti jako
karbamazepin a mlize mit neurotoxické ucinky (Miao et al. 2005). CBZ — DiOH je hlavnim
metabolitem detekovanym v moci (Paltiel et al. 2016).

Druhé cesta degradace karbamazepinu je také zprostiedkovana cytochromem P450 a
jejimi produkty jsou 1- hydroxy-CBZ (1-OH-CBZ), 2 - hydroxy-CBZ (2-OH-CBZ)
a 3 — hydroxy - CBZ (3-OH-CBZ) (Bahlmann et al. 2014).

Kromé¢ téchto hlavnich produkti se béhem degradace tvofi i akridin (Bahlmann et al.
2014).

3.2.3 Karbamazepin v COV

Po vylouceni se karbamazepin a jeho metabolity dostavaji do €istiren odpadnich vod.
Karbamazepin je velmi odolny vii¢i rozkladu a béhem procesu ¢isténi odpadnich vod v béznych
COV téméf vibec nedegraduje a jeho koncentrace na odtoku zistavaji velmi podobné tém
na vstupu. Obvykle je odstranéno méné nez 10 % (Bahlmann et al. 2014; Hai et al. 2018).
Zminované terciarni ¢isténi neni v tomto piipadé efektivni. Stejné tak jako na jeho koncentraci
nema zadny vliv infiltrace vyc¢isténé odpadni vody do vod podzemnich (Fenz et al. 2005).

V nékterych ptipadech je dokonce uvadéna vyssi koncentrace karbamazepinu na odtoku
zCOV. Koncentrace se obvykle pohybuji viadech ng/l nebo nékolik malo mg/l
(Bahlmann et al. 2014).

Bahlmann et al. (2014) provedl studii zabyvajici se karbamazepinem a jeho metabolity
v odpadnich vodach z COV v Némecku a Portugalsku. Celkem bylo odebrano 46 vzorkd
z piitoku a odtoku na COV a ty byly analyzovany pomoci kapalinové chromatografie. Osud
karbamazepinu a jeho metabolitii byl sledovan u vzorki ze $esti némeckych COV.

Vysledky potvrdily, Ze karbamazepin je opravdu velmi stabilni a proces konven¢niho
Cisténi si s nim neumi poradit. Koncentrace samotného karbamazepinu dokonce stouply
na odtoku v priméru o 14 % a koncentrace CBZ — EP se zvySily v priméru o 32 %. Naproti
tomu koncentrace CBZ — DiOH zaznamenaly pokles v priméru o 16 %. Po porovnani vzorkt
z Némecka a Portugalska se ukdzalo, ze mnozstvi pozorovnych latek bylo u portugalskych
COV vzdy nizsi.

Dalsi studie provadéna na COV v Kanadé se také zaméfovala na obsah karbamazepinu
a jeho metabolitd. Vysledky opét potvrdily stabilitu sledovanych latek. Primérna koncentrace
karbamazepinu klesla z 356 ng/1 v necisténé odpadni vodé na 251 ng/l (pokles 0 29 %) v €isténé
odpadni vodé. Ve vzorcich odpadni vody ptevladal metabolit CBZ — DiOH. Na rozdil vSak
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od pfedchozi zminované studie, se zde vyrazné zvysila koncentrace CBZ — DiOH po vycisténi
vody (Miao et al. 2005).

Rozdily koncentraci v odpadnich vodach miize ovlivnit fada faktord. Jedna se naptiklad
o miru produkce/spotieby 1é¢iva, regulace tykajici se této problematiky, efektivita COV
a sezénni faktory ovliviujici vykon COV (Hai et al. 2018).

Kviili této problematice jsou v poslednich letech pfijimdna nova opatieni, ktera mayji
pomoci pii Cisténi vody od latek jako je karbamazepin. Jednd se o ozonizaci, biofiltraci,
koagulaci a fotodegradaci (Khazri et al. 2019).

Vzhledem k tomu, Ze rezidua lé¢iv nachazime v Zivotnim prostfedi ve velké mife,
jelikoz proces €isténi odpadnich vod neni dostatecny, tak bylo tfeba zalozit systém a standardy,
dle kterych se bude situace monitorovat. Karbamazepin byl navrhnut jako marker
antropogenniho zné&€isténi sladkovodniho prostiedi (Hai et al. 2018).

Jak bylo v této kapitole nastinéno, karbamazepin se i po priichodu odpadni vody COV
dostava dal¢ do prostiedi. To mé za néasledek kontaminaci povrchové, podzemni i pitné vody
a negativni vliv na dalsi slozky prostfedi (Bahlmann et al. 2014; Hai et al. 2018; Khazri et al.
2019).

3.2.4 Karbamazepin ve vodnim prostiedi

Karbamazepin je jeden znejcastéji nalézanych 1ékt v antropogenné ovlivnénych
povrchovych vodach (Valdés et al. 2016). Naptiklad v celoevropském monitorovacim
prizkumu fek byl karbamazepin jednim z nejCastéji detekovanych kontaminantt v 122
analyzovanych fekach, s nejvyssi zjisténou maximalni koncentraci 12 pg/l (Santos et al. 2018).
Jeho hlavni zdroj je pravé odtok odpadnich vod z COV (Hai et al. 2018; Almeida 2021). Po tom,
co se dostane do sladkovodnich utvart, jako jsou potoky, feky, jezera a dalsi, pfichazi na fadu
mnoho rlGznych pfirodnich procest, které jeho koncentraci v prostfedi snizuji. Jedna
se o fotolyzu, aerobni biodegradaci, sorpci na sedimenty a fedéni povrchovych vod (Hai et al.
2018).

Mira poklesu koncentrace karbamazepinu v prostfedi vSak velmi zavisi na jeho
fyzikdln¢ — chemickych vlastnostech a vlastnostech a podminkach okolniho prostiedi.
V experimentech bylo porovnavano mnoho riznych 1é€iv a rychlost a mira jejich rozkladu
velmi zélezela na jejich fyzikdln¢ — chemickych vlastnostech, jako je napf. volatilita
¢i hydrofilita (Kunkel & Radke 2012).

Vyssi koncentrace karbamazepinu byly naméfeny za suchého pocasi, oproti tomu
vzorky kontaminované vody odebirany v 1été, byly koncentrace rezidui 1é¢iv nizsi, nez kdyz
byly odebrany v zimé. To se dd nejspiSe vysvétlit vyssi teplotou béhem letnich mésict,
kdy rozkladné procesy probihaji intenzivnéji (Hai et al. 2018). Naopak v Italii byly za letnich
mésict naméteny vysSi koncentrace karbamazepinu, coZ mohl zplsobit vEtsi turisticky ruch
(Almeida 2021).

Karbamazepin a jeho metabolity byly také detekovany ve slané vod€ v hodnotach
dosahujicich az n¢kolik stovek ng/l. Jesté veétsi mnozstvi 1éCiva bylo zjisténo u usti fek do mote,
kde je to nejspise zptisobeno blizkou piitomnosti COV, naopak smérem od biehu se mnoZstvi
snizovalo (Almeida 2021).
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I v podzemnich vodach nachazime urcité mnozstvi karbamazepinu a ostatnich 1é€iv.
Tyto latky se do podzemnich vod dostavaji mnoha riiznymi zpisoby jako je napiiklad priisak
skladkové vody, infiltrace destové vody a vody z COV a unik z kanalizace. Koncentrace
karbamazepinu se pohybovaly od 1 ng/l az po 3600 ng/l. Zélezelo na lokalité, odkud byly
vzorky odebirany, naptiklad zda v okoli byla COV a dal§ich podminkach. Podzemni vody jsou
nejvyznnamnéjsim zdrojem pitné vody, a i kdyz zde obvykle nenalézame tak vysoké
koncentrace jako ve vodach povrchovych, z tohoto hlediska je to velmi znepokojujici zjisténi
(Hai et al. 2018).

Karbamazepin, stejné¢ jako fada jinych 1éCiv, je schopen bioakumulace. Ta byla
v ptipad¢ karbamazepinu pozorovana v fadé organismu: fasy, zooplankton, bezobratli, ryby
arybi organy. Tato zjiSténi pochézeji jak zlaboratornich experimentli, tak i z terénniho
monitorovani (Almeida 2021). U vyse zminénych organismi, ale i u bakterii, ptisobi toxicky
(Rezaei et al. 2020).

3.2.5 Karbamazepin a rostliny

Jak jiz bylo diivé zmifovano, farmaka, v¢etn¢ karbamazepinu, nalézame v odpadnich
vodach. Takto znecisténa voda mize nasledné kontaminovat i ptidu, pokud je ji zavlaZovana,
a odtud jsou kontaminanty pfijimany rostlinami (Kodesova et al 2019a; Klement et al. 2020).
Dalsi cestou, jak se karbamazepin dostava do rostlin je Cistirensky kal, ktery béhem procesu
¢iSténi odpadnich vod vznika. Ten obsahuje také znacné mnozstvi rezidui 1é€iv. Pokud je pak
kal dal pouzit jako hnojivo a ptidni aditivum, rostliny farmaka ptijimaji (KodeSova et al 2019b).
Rostliny, zvlasté jejich kofeny a listy, tak mohou pii konzumaci ¢lovékem piedstavovat
zdravotni riziko (Klement et al. 2020).

Pijjem téchto kontaminujicich latek probihd hlavné skrze transpiracni proud
(Kodesova et al 2019a; KodeSova et al 2019b). Kolik rostlina latky pfijme, zavisi na struktufe
bunééné membrany a fyzikaln€ — chemickych vlastnostech slouceniny. Adsorpce a propustnost
bunéné membrany se zvysuje s klesajici lipofilitou, molekulovou hmotnosti a velikosti
a polaritou pfijimané latky. Dale mé na piijem vliv forma kontaminantu. Pokud se v prostiedi
vyskytuje v nedisociované formé, pak je piijiman l1épe (Kodesova et al 2019a).

Vnéjsi prostfedi hraje také vyznamnou roli v pfijmu latek rostlinou. Mobilita
farmaceuticky aktivnich sloucenin v pliidni vodé a jejich potencidlni dostupnost rostlindm
se odviji od sorpce téchto latek na ptidu. Pokud jsou latky siln€ sorbovany na piidni Castice,
snizuje se tak jejich dostupnost pro rostlinu. Déle hraje faktor i pocet druhii latek vyskytujici
se v prostfedi. Jednotlivé kontaminanty na sebe mohou pusobit synergicky, ale i kompetetivné
(Klement et al. 2020).

Dle Kodesové et al. (2019a) se mnozstvi piijaté latky odviji také od druhu rostliny.
Ve studii, kterou provadéli, byl zkouman piijem tfi farmak, véetné¢ karbamazepinu, Ctyfmi
rznymi rostlinymi druhy. Jednalo se o kozlicek polni, Spenat, rukolu a fedkev. Koncentrace
ptijatych latek byly podobné u fedkve a rukoly, ale od $penatu a kozlicku se velmi lisily. V téze
studii bylo vypozorovano, Ze karbamazepin se akumuluje jak v kofenech, tak v listech. AvSak
pokud byly jeho koncentrace vyssi v listech, jednalo se o vyrazné véts§i mnozstvi nez v kofenech
rostlin. Karbamazepin byl v rostlinach také metabolizovan.
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Dalsi studie zkoumala vliv pidy na pfijem a translokaci 1é¢iv z pid oSetfenych
Cistirenskym kalem. Jako pokusna rostlina zde byl pouzit Spenat. Vzorky kalll byly odebrany
ze dvou COV a celkem v nich byla analyzou zji§téna piitomnost 45 riiznych 1é¢iv a jejich
metabolitti. Karbamazepin se fadil mezi ty s nejvys$si namétenou koncentraci a to 43 a 93 ng/g.
Vysoké koncentrace byly detekovany i u CBZ — EP. U karbamazepinu byla také zjisténa vysoka
mira akumulace. Akumulace byla vyssi v listech rostlin nez v kofenech. Vysledky experimentu
ukdzaly, ze pfijem karbamazepinu byl zavisly na zdroji kontaminace, tj. na kalu. Kal z prvni
COV mél vyssi salinitu, coz omezilo transpiraci rostlin a to mélo nejspise za nasledek mensi
transformaci na metabolity a jejich nizsi obsah nez u kalu z druhé COV (Kodesova et al. 2019b).

Karbamazepin je tedy rostlinami pfijiman, akumulovan v jejich tkanich a také
podstupuje transformaci a pfeménuje se, mimo jiné, na CBZ — EP a CBZ — DiOH (Klement et
al. 2020).

3.2.6 Dopad karbamazepinu na primarné necilené organismy

Karbamazepin mize mit toxické uc¢inky na primarn¢ necilené organismy, zejména ty,
které ziji ve vodnim prostfedi. Pokud je ve vodnim prostiedi pfitomen, mize ovlivnit Zivot
organismil naruSenim jejich chovani a nasledné ovlivnit jejich popula¢ni dynamiku. Chovani
je velmi dilezity faktor, ktery nasledné ovliviiuje pfeziti, rist a reprodukci organismu.
Karbamazepin tak v disledku mize ovliviiovat celé slozeni vodniho spolecenstva a funkci
vodnich ekosystému (Qiang et al. 2016).

Jiz byla provedena fada studii, kde byly vyuzity jako modelové organismy fasy,
perloocky a ryby. Avsak i pfesto nemame dostatek dat a ucelenou predstavu o chronickych
wi¢incich karbamazepinu a jeho metabolitil. Rada chronickych uéink? u ryb jiz byla pozorovéna.
Jednalo se napfiklad o snizenou produkci embryi, nepravidelnosti v oocytech, snizeni
plazmatickych pohlavnich steroidi u dospélcti Danio rerio a snizenou motilitu a rychlost
spermii (Santos et al. 2018).

Qiang et al. (2016) provade¢li studii, kde pozorovali vliv karbamazepinu na vyvoj embryi
Danio rerio. Karbamazepin byl v prostiedi v riznych koncentraci. U kontrolni skupiny 0 pg/l,
u dalsich skupin pak 1 pg/l, 2 pg/l a 5 pg/l. Ukézalo se, ze koncentrace od 1 pg/l zvysily rychlost
vyvoje embrya. Také délka tél u skupin s koncentraci od 2 pg/l a vyssi byla vétsi. Karbamazepin
také ovlivnil jejich chovani. S mnozstvim 1é¢iva také rostla aktivita rybich embryi. Koncentrace
od 1 pg/l vyvolaly vyssi citlivost vic¢i svétlu. Shrnutim tédo studie bylo, ze karbamazepin
v danych koncentracich ovliviiuje a narusuje rany vyvoj embryi.

Santos et al. (2018) zkoumali chronickou toxicitu karbamazepinu, opét, na rybach
Danio rerio. Jedinci byly 1é¢ivu vystaveny po dobu 63 dnli v koncentracich 0 pg/l, 10 pg/l
a 10000 pg/l. Expozice m¢la za nasledek snizeni ¢asu piijmu potravy. Co se tykd rozmnozovani,
bylo vypozorovano, Ze pocet embryi se mezi skupinami nelisil, ovSem kvalita vaji¢ek byla
karbamazepinem negativné ovlivnéna.

Gerennutti et al. (2008) se zabyvali reprodukci a embryotoxicitou u potkant
vystavenych karbamazepinu. Ten jim byl poddvan oraln¢ v roztoku s propylengykolem
v mnozstvi 20 mg/kg nebo 40 mg/kg po prepocteni na télesnou hmotnost. Kontrolni skupina
dostavala pouze propylengklykol. Na pokus byly pouzity bfezi samice od 2. az 19. dne
gravidity. 20. den byla zvifata usmrcena. U samic skupin, kterym byl podavan karbamazepin
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byl zaznamenan pokles vahy. Plody, které byly vypreparovany, byly karbamazepinem zna¢né
ovlivnény. Oproti kontrolnim skupindm u nich do$lo ke zplosténi kosti lebky, opozdénému
vyvoji lebecnich kosti, a snizeni osifikace hrudni kosti.

25



3.3 Arsen

Arsen je vSudyptitomny prvek, ktery nalézame ve vodé€, vzduchu, potravinach a pide. Mimo
jiné ma také vyznamnou roli jako mikronutrient (National Cancer Institute 2022). Zaujima
20. misto v hojnosti v zemské ktite, 14. misto v motské vode¢ a 12. misto v lidském téle (Mandal
& Suzuki 2002). Mlzu existovat ve Ctyfech oxidacnich stavech: As (-III), As (0), As (II)
a As (V) (Oremland & Stolz 2003).

Arsen byl naSimi pfedky pouZzivan jiz ped pocatkem letopoctu at’ uz k tvrzeni bronzu
¢i postupem c¢asu jako jed (Ravenscroft et al. 2009). Byl vyuzivan jako ptisada do hnojiv, stale
se pouzivd pii mnoha primyslovych procesech, kde se je uplatituje zejména v oblasti
elektroniky a ve zdravotnictvi (IRZ 2021; NCI, Mandal & Suzuki 2002).

Jeho vyskyt v Zivotnim prostfedi je ¢asto spojovan s dal$imi prvky (zejména Au, Ag,
Cu a Sn). Tézba spolu se zpracovanim téchto rud vedly k jeho uvoliiovani a néaslednému
zne€isténi podzemnich vod a tézebnich oblasti po celém svété (Meharg & Hartley — Whitaker
2002; Ravenscroft et al. 2009). Toto je problém zejména kviili jeho toxicité jak pro organismy
vodni, tak pro suchozemské, véetné ¢loveéka (IRZ 2021). V soucasné dobé je uz dobie zndmo,
Ze pusobeni arsenu, i v nizkych davkach, ma karcinogenni t¢inky (Mandal & Suzuki 2002).

3.3.1 Specie arsenu

Arsen v prostfedi nalézame v anorganickych formach, ale i ve formach organickych
(monomethylované a dimethylované derivaty) (viz Obrazek 4).

Inorganic —— Organic
il N I
s CH
o AS\ HO—As—CH, ¥ =
- s A e
o 0 H3CAs™CH; A rsenobetaine
Arsenite, Monomethyl CH, (AsB)
As(II) Arsenate(MMA)
o
e CHy; H,C—OH
-O—A‘T|S_O- HO—As—CH; H.C—As™—CH
3 2
0 0 i Arsenocholine
Arsenate, Dimethyl 3 (AsC)
As(V) y Arsenate(DMA)

Obrazek 4: Priklady specit arsenu (Choi et al. 2010)

K transformaci anorganickych forem na formy organické vede tada reakci jako je
redukce, oxidace a methylace. Tyto vzdjemné propojené reakce mohou probihat i zpétné, a tak
se organické formy pfeménujit zpét na formy anorganické (Chen et al. 2020). Transformovany
arsen je pak z téla vylou¢en moci (Bhattacharjee 2013).
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Jakmile se anorganicky arsen dostane do organismu, je postupné metabolizovan
na organické slouceniny. Nejdiive je As (V) enzymaticky redukovan na As (III). Nasleduje
methylace v jatrech, kde se transformuje jiz na organickou formu MMAs (V) (kyselina
monomethylarsenicnd). Tato forma je poté redukovana na MMAs (III) (kyselina
monomethylarsenitd). Ta je nasledné¢ oxidovana a pfipojenim dal$i methylové skupiny vznika
DMAs (V) (kyselina dimethylarsenicnd) (Chen et al. 2020).

Dalsi cesta metabolizace arsenu se déje pomoci GSH (glutathion). As (III) reaguje
s GSH za vzniku MMAs (III) nebo DMAs (II) (kyselina dimethylarsenitd). Ty mohou byt
nasledné oxidovany do jejich pétimocného stavu (Bhattacharjee 2013; Chen et al. 2020).

Organickych sloucenin arsenu je celd fada, napf. arsenobetain (AsB), arsenolipidy
a arsenocukry (Musil et al. 2020; Xue et al. 2022).

Obecné bylo uvazovano, ze organické formy arsenu jsou mén¢ toxické, ale toto tvrzeni
se prehodnocuje, jelikoz se ukdzalo, Zze trojmocné methylované slouceniny arsenu jsou
extrémné toxické (Xue et al. 2022). Organické formy jsou z téla odbouravany rychleji nez
formy anorganické. Zarovenn pétimocny arsen organismus vylouci rychleji, nez pokud je
ve stavu trojmocném (Mandal & Suzuki 2002).

3.3.2 Zdroje a pouziti arsenu
3.3.2.1 Antropogenni zdroje

Antropogenni zdroje arsenu, jako jsou minerdlni odpady z t¢Zby a zpracovani, ptisady
do krmiva pro dribez a prasata a pesticidy zplsobuji kontaminaci pidy a podzemni vody
(Nordstrom 2002).

Nejcastéjsim a nejvyznamnéjsSim zdrojem znecisténi zptisobené clovékem je zpracovani
geologickych materidlli jako je uhli a rizné kovové rudy (Ravenscroft et al. 2009). Arsen je
uvoliiovan zejména ve formé€ vazané na popilek. Nezanedbatelna cast ziistava také ve Skvare
(IRZ 2021). Z ovzdusi pak arsenu mtize byt inhalovan nebo se akumulovat na zemi v podob¢
spadu, odkud je pfijimén rostlinami nebo se spolu s povrchovym odtokem dostava hloubéji do
pudy a podzemnich vod, kde muze ptetrvavat velice dlouhou dobu, protoze ma znac¢nou
schopnost kumulovat se v sedimentech (IRZ 2021; Ravenscroft et al. 2009).

Arsen se také hojné pouzival pfi vyrobé insekticidi a herbicid. Dalsi vyuziti naSel
pfi péstovani baviny, kdy se uplatiioval jako defoliant (Mandal & Suzuki 2002). Jako dalsi
sféru, ve které stale nachazi uplatnéni mizeme uvést konzervaci dieva (IRZ 2021; Mandal &
Suzuki 2002).

V zemédé€lstvi je arsen stale pouzivan jako aditivum v krmivech hospodaiskych zvitat
(Mandal & Suzuki 2002; Oremland & Stolz 2003). Zde jsou vyuzivany zejména organické
slouceniny arsenu, které pisobi na zaZivaci trakt prasat, zabranfuji kokcidioze, zlepsuji
pigmentaci a zvySuji rist chovné dribeze urcené pro vykrm (Oremland & Stolz 2003).

3.3.2.2 Pfirodni zdroje

Arsen se do prostiedi dostava také prirodnimi procesy jako je zvétravani hornin
a sedimentd, sopecna ¢innost, geotermalni aktivita, lesni pozary a vétrem navaty prach a moiska
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stl. V tomto pfipadé mlze byt arsen pevné vazany na suspendované Castice transportovan
na velké vzdalenosti diky vod¢ a vétru (Nriagu et al. 2007).

3.3.2.2.1 Arsen v zemské kiie

Arsen se prirozené vyskytuje ve vice nez 200 riznych mineralnich formach (Mandal &
Suzuki 2002). Nachazi se v nékterych silikdtovych mineralech jako je biotit. K nejvyznamnéjsi
akumulaci dochédzi ve dvou minerdlnich forméach — sulfidech a oxidech (Ravenscroft et al.
2009). Nékter¢ ze sulfidickych mineralt se bézné tvoii v oblastech hydrotermalni aktivity a jsou
Casto spojovany s kovovymi rudami (Mandal & Suzuki 2002; Ravenscroft et al. 2009).

3.3.2.2.2 Arsen v pudach

BéZné obsahy arsenu v piidach se mezi jednotlivym geografickymi oblastmi zna¢né lisi,
ale pokud se jednad o vyraznéji nekontaminovanou puadu, tak se pohybuji v rozmezi 0,1 az
zatimco v nejvysSich koncentracich se nachazi v aluvidlnich a organickych ptidach (Mandal &
Suzuki 2002; Ravenscroft et al. 2009).

Hlavnimi faktory ovliviiujici koncentraci prvkll v ptdé je matefska hornina
a antropogenni ¢innost. Dal$i méné podstatné, avSak ne zanedbatelné faktory jsou klima, obsah
organické a anorganické slozky v ptid¢ a redoxni potencial (Mandal & Suzuki 2002).

Arsen se vpudach vyskytuje pievazné v anorganické formé. Muze se ale vazat
na organicky materidl. V jaké form& arsen najdeme zavisi ptredev§im na pH, redoxnim
potencialu a mnozstvi sorpcnich slozek ptidy. V aerobnich podminkach, které umoziiuji oxidaci
se objevuje ve formé As (V). Takto je siln€ sorbovan na jily, oxidy/hydroxidy Zeleza a manganu
a organické latky. Naopak v redukénich podminkéach previada As (III) (Mandal & Suzuki
2002).

3.3.3 Arsen ve vodé

Ve vodé€ se arsen v nizkych koncentracich vyskytuje pfirozené. Maximalni pifipustna
hodnota obsahu arsenu v pitné vodé¢ je stanovena WHO a EPA na 50 pg/l. Doporucena hranice
je vSak nizsi a to 10 pg/l (Mandal & Suzuki 2002).

Jelikoz méfeni koncentraci arsenu neni obvykle zafazeno do standartniho testovani
kvality vod a arsen neni identifikovatelny lidskymi smysly, nalézame ho stéle na dalSich novych
mistech. Nejrizikovej$imi oblastmi jsou Argentina, Kambodza, Cina, Indie, Mexiko, Pakistan,
USA a Vietnam (Podgorski & Berg 2020).

Cesty, jakymi se arsen dostdva do podzemnich vod je nékolik.

1) Redukéni rozpousténi

K tomuto procesu dochazi, kdyz se oxidy zeleza, na které je arsen adsorbovan,
rozkladaji vlivem rozkladajicich se organickych latek (ty spotfebovavaji kyslik). Nasledné
je tak uvoliiovan 1 arsen.

2) Desorpce v alkalickém prostredi

Ta probiha, pokud je pH vyssi nebo rovno osmi a za pfitomnosti rozpusténého kysliku,
nitratd nebo sirant.
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3) Oxidace sulfidu

Probiha v prostiedi, ¢asto u vodni hladiny, kde jsou sulfidické mineraly vystaveny
kysliku.
4) Geotermalni voda

Vody z hlubinnych, nékdy vulkanickych zdroji vyluhuji arsen z okolnich hornin.
(Ravenscroft et al. 2009)

Vyskyt velkého mnozstvi arsenu v podzemnich vodach je celosvétovy problém
s vaznymi zdravotnimi dopady na organismy (Podgorski & Berg 2020).

3.3.4 Arsen v rostlinach

Arsen je tedy do prostiedi uvoliiovan v anorganické i organické formé&. Anorganicka
forma, v podobé As (II) a As (V) mlize byt rostlinami pfijiméana z ptidniho roztoku (Meharg &
Hartley — Whitaker 2002). Organické methylované formy arsenu jsou rostlinam také dostupné
(Chen et al. 2020). OvSem anorganické formy se, jak jiz bylo fe¢eno, mohou pieménit na formy
organické a naopak, diky mikrobiim schopnych methylace a demethylace (Meharg & Hartley
— Whitaker 2002). Arsenocukry tvoii naptiklad az 80 % celkového arsenu u motskych fas
(Chen et al. 2020).

Rostliny pfijimaji arsen kofeny a ten se v jejich té€lech mize akumulovat (Mandal &
Suzuki 2002; Ravenscroft et al. 2009). Pokud je jedinym zdrojem arsenu ptda, tak postupem
Casu jeho mnozstvi v rostlin€ klesa. VEtsi problém nastava, pokud je obsazen v zédvlahové vodé
a tim padem i v pude.

Velké mnozstvi arsenu nalezneme v listové zelenin€. Problematictéjsi je ale jeho vysoky
obsah v obilovinach, zejména v ryzi. V nékterych asijskych zemich je toto vyznamnéjsi
problém nez pfijem arsenu vodou. Arsen je pro rostliny ve vysokych koncentracich toxicky,
a to ma v piipad¢ péstovani ryze negativni ekonomicky dopad (Ravenscroft et al. 2009).

Rostlinné druhy se mezi sebou zna¢né 1i$i odolnosti viic¢i arsenu (Meharg & Hartley —
Whitaker 2002). Pokud koncentrace arsenu piesahne unosnou mez, tak mizeme u rostlin
pozorovat riizné zmény. Na prvni pohled je viditelnd snizena schopnost ristu. Dochazi
k zmenSeni kofenového systému a opadavani listii. V dalsi fadé vyvolava arsen oxidativni stres
a narusuje proces fotosyntézy, protoze snizuje mnozstvi chlorofylu (Moreno — Jimenéz et al.
2012)

Vysoké koncentrace arsenu v rostlinach jsou tedy problémem zejména proto, Ze se jedna
o jednu z cest, jak se dostava do lidského organismu (Ravenscroft et al. 2009).

3.3.5 Arsen ve zviratech

Stejn¢ jako v rostlinné tkani, méa arsen schopnost kumulovat se v tkdni Zivocisné.
Je ovSem nutné brat zietel na to, Ze akumulace a mnozstvi arsenu zalezi na jeho konkrétni specii
(Chen et al. 2020; Xue et al. 2022).

MMA a DMA jsou vytvafeny rtiznymi druhy organismti od hub ptes bakterie, fasy,
moftské organismy, mysi az po cloveéka. Arsenobetain je hlavni specii arsenu u mnoha motskych
bylozravel. Vyskytuje se u tady ryb, které maji nizky obsah tuku. Tam tvoii az 100 %
celkového arsenu. Déle je nachdzen v humrech a motskych houbach (Xue et al. 2022).
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U moiskych zivoc€icht, jako jsou meékkysi ¢i korysi, bylo zjisténo, Ze celkovy arsen se
akumuluje v mnozstvi od 0,005 do 0,3 mg/kg. Nékteti mekkysi dokonce obsahuji vice nez
100 mg/kg. (Mandal & Suzuki 2002).

Pokud byl béhem experimentil na hlodavcich aplikovan anorganicky arsen v toxickych
davkach bfezim samicim intravendézné nebo intraperitonealné, doslo u piezivsich plodi
k deformacim oka, ledvin a kostry. Aplikace také zplsobila zvysSenou letalitu u potomstva
a hmotnost nové€ narozenych jedincii byla pod normalem (Jacobson et al. 1999).

Naopak, pokud byl v laboratornich podminkach podavéan arsen hlodavéim samicim
oralng, v potravé, pitné vodeé ¢i inhalaci, nebyly u potomstva pozorovany zadné deformace, a to
ani v davkach, které byly pro nékteré¢ z biezich samic letalni (Jacobson et al. 1999).

U savcl byla pozorovana akumulace arsenu v tkdnich ektodermu. Mandal & Suzuki
(2002) pak konstatuji, Ze se anorganicky arsen vaze zvlasté na chlupy a dalsi tkané bohaté
na keratin. Obecné jsou k poSkozeni arsenem néachylnéjsi tkdné¢ obsahujici velké mnozstvi
oxida¢nich enzymi. Mluvime tak o gastrointestinalnim traktu, jatrech, ledvinéach, plicich,
endotelu a epidermis (Garland 2021).

Otrava arsenem u zvifat byva obvykle akutni s nejvétsim dopadem na gastrointestinalni
trakt a kardiovaskularni systém. Charakteristicky je vodnaty prijem a dehydratace. Nejcastéji
zasazené organy jsou jatra a ledviny, kde dochézi k zdnétlivym procesiim a jatra mohou zacit
nekrotizovat. Néstup otravy je obvykle rychly a projevuje se do n€kolika hodin (Garland 2021).

Co se tyka karcinogenity, bylo provedeno n¢kolik studii, které vSak byly omezeny
Casem expozice a poctem jedinctl, proto jsou pouze orientacni. Vysledkem téchto experimentti
bylo vSak tvrzeni, ze arsen muze podporovat vznik naddord (INCHEM 2001). Pfi béznych
koncentracich As v prostiedi bylo prokazano, ze nema negativni ucinky na vyvoj budouciho
potomstva (Jacobson et al. 1999).

3.3.6 Vliv arsenu na lidsky organismus

Znecisténi prostiedi arsenem, zejména podzemnich vod, je celosvétovy problém, ktery
denné ovliviiuje miliony lidi (Ratnaike 2003; Podgorski & Berg 2020; WHO 2022). Odhaduje
se, ze 140 miliont lidi z vice nez 70 zemi ptijde do styku s vyssi koncentraci arsenu, nez je
pfipustna hranice stanovend WHO (WHO 2022).

3.3.6.1 Akutni toxicita

Vétsina piipadi akutni otravy arsenem se vyskytuje pii ndhodném poziti insekticidl
nebo pesticidii a méné Casto pii pokusu o sebevrazdu. Mald mnozstvi (<5 mg) vedou ke zvraceni
a prijmu, ale odezni do 12 hodin a 1écba neni nutnd. Letdlni davka arsenu pfi akutni otravé
se pohybuje v rozmezi mezi 100 mg az 300 mg (Ratnaike 2003).

Arsen postihuje zejména gastrointestindlni trakt a zplsobuje nevolnost, zvraceni
a prijem. Dale mtlize postihnout i dychaci a nervovy systém (Ratnaike 2003; National
Library for Medicine 2017).

Smrt obvykle nastdvd do 24 hodin po vstupu arsenu do systému (Ratnaike 2003;
National Library for Medicine 2017).
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3.3.6.2 Chronicka toxicita

Prvni pfiznaky dlouhodobé expozice vysokym hladindm anorganického arsenu jsou
obvykle pozorovany na kizi. Zahrnuji zmény pigmentace, kozni 1éze a tvrdé skvrny na dlanich
a chodidlech (hyperkerat6za). Tyto zndmky chronické otravy se objevuji po minimalné pétileté
expozici a mohou byt predzvésti rakoviny kiize (WHO 2022).

Z dalSich organti, u ktery arsen zplisobuje rakovinu jsou mocovy meéchyt a plice
(Ratnaike 2003; WHO 2022).

Arsen také negativné ovliviiuje vyvoj ditéte, zvySuje pravdépodobnost umrti u kojenct.
Lidé vystaveni plsobeni arsenu maji vétsi pravdépodobnost vyskytu rakoviny, srde¢niho
selhani a plicnich onemocnéni v raném véku. V neposledni fadé ma arsen tak vliv na kognitivni
vyvoj jedince, inteligenci a pamét’ (WHO 2022).

Proti chronickym u¢inkiim arsenu se da bojovat pomoci selenu. Sah & Smits (2012)
ve svém experimentu pozorovaly uCinky selenu proti toxicit¢ vyvolané arsenem.
V laboratornich podminkach byl potkanim podavan arsen (40 and 80 ppm) v pitné¢ vodé.
Soucasné byli jedinci rozdé€leni do tii skupin a kazda z nich méla dietu liSici se hladinami selenu
(deficitni: 0,01 mg/kg, adekvatni: 0,15 mg/kg a obohacend: 0,6 mg/kg). Tato dieta byla
podavana 16 tydnd. U skupiny s deficitni davkou selenu se projevila potlacend produkce
hladiny glutathionu v krvi, ktery ma obranné ti€inky a piisobi tak pozitivné proti toxicité arsenu.
Selen tedy pusobi jako antagonista arsenu.

Pozitivni efekt selenu byl studovan i u rostlin. Bylo zkoumano, jaky ma vliv Se (IV)
nebo Se (VI) na toxicitu As (III) a As (V) urostlin ryZe. Pozorovan byl pfijem a transport arsenu
z pudy do rostlin. Ukézalo se, Ze selen by mohl inhibovat piijem arsenu koteny rostlin, ale vse
zavisi na specii arsenu, jeho koncentraci v prosttedi a samotném kultivaru ryze
(Pokrhel et al. 2020).
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3.4 HrabosS polni

Hrabos polni je jednim z mnoha zastupct drobnych savet rodu Microtus. Zastupce tohoto
rodu fadime mezi jedny z nejmladsich hlodavet vibec (Balaz 2010).

3.4.1 Zivot

Hrabo$ polni se ve volné pfirod¢ obvykle dozivd maximalné 36 mésict (Eol 2018),
v zajeti se vSak tato doba miiZze znacn¢ prodlouzit a jedinci se tak mohou dozivat i o 20 mésict
déle (AnAge 2017).

Pokud samice zabtezne, tak po 16-24 dnech (AnAge 2017; Eol 2018) porodi okolo péti
mlad’at (Eol 2018), jejichz vaha se pohybuje kolem dvou gramti (AnAge 2017; Eol 2018).
Za kazdoro¢ni obdobi reprodukce, které trvd od biezna do fijna samice obvykle prod¢€la tii
reprodukéni cykly (Eol 2018).

V dospélosti jedinci dosahuji vahy od 20 g az do 50 g, coZ mimo jiné zalezi na pohlavi
ana okolnich podminkach (Jacob et al 2014; AnAge 2017; Eol 2018). Samice mivaji niz§i vahu
nez samci (AnAge 2017; Eol 2018).

Hrabosi polni ziji v mélkych norach, ve hloubce 30—40 cm (Jacob et al. 2014; Eol 2018).
Nory slouzi jako prosttedi pro vychovu mlad’at, uskladnéni potravy a jako ukryt pfi odpocinku
(Eol 2018).

Velikost populace je zavisla a odviji se od roéniho obdobi. Nejpocetnéjsi byva populace
obvykle koncem obdobi pareni, coz je podzim. Pokud je vSak dostatek potravy a snéhové
pokryvky, ktera chrani hraboSe pfed predatory a nizkymi teplotami, mohou se rozmnozovat
i v zimné (Jacob et al. 2014).

Populaéni dynamika je charakterizovana viceletymi cykly trvajici dva roky az pét let.
V dobé¢ nejintenzivnéjsiho rozmnozovani mohou pocty hrabosi populace dosdhnout poctu vice
nez 2 000 jedincti na hektar. Béhem téchto obdobi pisobi znacné Skody na zemédélskych
plodinéch a ekonomice v celé Evropské unii (Aulicky et al. 2022).

3.4.2 Vyskyt

Hrabose polniho fadime k nejhojnéji se vyskytujicim druhtim drobnych savci v Evropé,
véetné Ceské republiky (Jacob et al. 2014; Aulicky et al. 2022). Populace hrabose polniho
nalézame od severniho Spanélska az po centralni ¢ast Ruska (Balaz 2010; Jacob et al. 2014).
Izolované populace se nachazeji i na Pyrenejském poloostrové, Normanskych ostrovech
a na skotském soustrovi Orkneje (Jacob et al. 2014).

Obvykly habitat hraboSe polniho je oteviend zemédélska krajina, jako jsou pole, louky,
biehy potokt, ptikopy a Zelezni¢ni ndspy. Ze zemédé€lskych plodin si obvykle vybira stanoviste,
kde roste vojtéska nebo jetel (Aulicky et al. 2022). Jedince tohoto druhu v§ak mizeme nalézt
1 v fidkych lesnich porostech jako jsou naptiklad nové zalesnéné plochy (Baldz 2010).

Hlavni vyskyt hraboSe polniho je uvadén v nadmotské vysce 200-600 m n.m. Jsou vSak
zdznamy o jedincich Zijicich v nadmotské vyse az 1600 m n.m. V Ceské republice preferuje
zejména mirné teplé klimatické oblasti, kde se nachdzi vétSina jeho zdejsi populace
(Aulicky et al. 2022).
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4 Metodika
4.1 Povoleni k experimentu

Cely experiment s laboratornimi zvifaty probihal v souladu s platnymi zakony
Ceské republiky, a to konkrétné se zakonem ¢&. 246/1992 Sb. Zakon o ochrané zvifat proti tyrani
a smérnici ES 86/609/EHS. Pokus byl schvilen komisi Ministerstva Skolstvi, mladeze
a télovychovy Ceské republiky, schvalovaci kod MSMT-1082/2017-2. Na pé¢i a zachézeni se
zvitaty dohlizela autorizovana osoba Ing. Zuzana Cadkova, Ph.D., DiS., drzitelka certifikatu
Ustiedni komise pro ochranu zvifat &. CZ 02201.

4.2 Odbér pidy

Aby bylo posouzeno a stanoveno mnozstvi arsenu, kterému maji byt jedinci vystaveni,
byla v okoli dvou riznych lokalit odebrana povrchova vrstva pidy (0-20 cm). Prvni lokalitou
byla orné ptda z okoli mésta Citov. Druhy vzorek plidy byl odebran z okoli vesnice Mokrsko,
kde byla pida tvotfena primarni mineralizaci nad loziskem zlata.

Tyto dvé lokality byly vybrany kvili velmi rozdilnému pseudocelkovému obsahu arsenu.
Citovska ptda obsahuje arsen a dal$i stanovované prvky pod preventivnimi hodnotami
a slouzila vtomto pokusu jako kontrolni. Naopak ptida z oblasti Mokrsko se vyznacuje
extrémné zvysenym pseduocelkovym obsahem arsenu nad preventivni hodnoty, ale zaroven
obsahy ostatnich toxickych prvkil preventivni hodnoty nepiekrocily (viz Tabulka 1).

Tabulka 1:Pseudocelkové obsahy vybranych prvkii v piidach (priimér + SDa) a jejich preventivni hodnoty [mg/kg]

Prvky Péda z lokality Citov P“‘ll\j‘[j;r‘;lf;hty Pﬁiﬁfﬁ;ﬁ

As FEIR 1304 = 131 20.0
Bo 0.778 = 0.014 0.545 = 0.018 2.0

cd 0.165 = 0.046 0.265 £ 0.005 0.5

Co 6.08 £ 0.36 11.7£0.0 30.0
Cr 25304 16.0£0.1 90.0
Cu 10.7£0.1 308+ 6.4 60.0
Ni 14005 823 £ 0.46 50.0
Pb 124206 102£08 60.0
v 347200 913+ 13 130.0
Zn 394207 76.6 0.2 120.0

a = standardni odchylka; *ustanovené Vyhlaskou ¢.153/2016 Sb., o stanoveni podrobnosti
ochrany kvality zemédé€lské pudy

33



4.3 Krmivo a tekutiny

Pied samotnou ptipravou peletovanych granuli, v jejichZ podobé bylo krmivo podéavano,
byla pida popsand v ptedchozi kapitole na vzduchu vysuSena, hmozdifem rozmélnéna
a nasledné proseta ptes sito z nerezové ocely s primérem ok 2 mm.

K piipravé krmiva byly vyuzity komercné proddvané peletované granule od firmy
Velaz s.r.o., které jsou zbaveny jakychkoliv patogennich organismi. Tyto granule byly
rozemlety na jemny prasek a nazvany jako praskové granulované krmivo (PGK). Z PGK bylo
dvakrat samostatné odvazeno 90 g. Prvnich 90 g bylo smichéno s 10 g citovské pudy a druhych
90 g s10 g pudy zlokality Mokrsko. Vznikla tak homogenni smés, kde piida tvorila
10 % hmotnosti. Tato smés komer¢nich granuli a piidy byla poté peletizovany a pojmenovana
jako experimentalni krmivo.

Obsah arsenu v experimentalnim krmivu byl 166 mg/kg. V krmivu, které o arsen
obohaceno nebylo a dale bylo nazyvano jako kontrolni byl stanoven arsen v mnoZzstvi
1,25 mg/kg.

Co se tyka tekutiny, byly pouzity dva druhy — roztok karbamazepinu s kohoutkovou
vodou a pouze kohoutkova voda. Roztok karbamazepinu byl pfipraven ze zasobniho roztoku
o koncentraci 3,6 mg /1 a jeho findlni koncentrace byla 10 pg/l. Finalni koncentrace byla
zalozena na jeho realné koncentraci ve sladkovodnim prostredi (Wilkinson et al. 2022).

4.4 Chov jedinci v laboratornich podminkach

Na experiment bylo pouzito 63 jedincii hrabose polniho. Ti si prvnich sedm dni zvykali
na laboratorni podminky. Béhem této doby byli krmeni komerénimi granulemi a kohoutkovou
vodou ad libitum. V mistnosti byl udrzovan cyklus 12 hodin svétlo — 12 hodin tma a teplota
22+2°C.

K zapoceti experimentu bylo zapotiebi osmi plastovych prihlednych boxt o rozmérech
370 x 270 x170 mm. Kazdy z nich byl vybaven pitkem o objemu 500 ml a krmitkem. Jako
podestylka byly pouzity piliny. Jednotlivé boxy byly oznaeny nazvem piislusné skupiny.
Jednalo se o boxy: As — B1, As— B2, CMZ - B1l, CMZ - B2, As + CMZ - B1, As + CMZ —
B2, Kontrola — B1, Kontrola — B2.

VSichni jedinci hraboSe polniho byli na zacatku rozdéleni do osmi skupin dle druhu
krmiva a tekutin, které jim byly podavany, a kazda skupina byla dana do jednoho z box:

As —B1 -7 jedincii

As — B2 - 8 jedincii

CMZ - B1 - 8 jedincti
CMZ - B2 - 8 jedincti

As + CMZ — BI1 — 8 jedincii
As + CMZ — B2 — 8 jedincii
Kontrola — B1 — 9 jedinct
Kontrola — B2 — 7 jedinct
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Jedinclim skupiny As bylo po dobu trvani experimentu podavéano experimetnalni krmivo
se zvySenou koncentraci arsenu. Skupiny CMZ dostavaly jako tekutinu misto vody roztok
karbamazepinu a kontrolni krmivo. Skupindm As + CMZ bylo podavano jak experimentalni
krmivo se zvySenou koncentraci arsenu, tak i roztok karbamazepinu. Jedinci ze skupin Kontrola
byli krmeni nekontaminovanym kontrolnim krmivem a jako tekutina jim byla podavéana
kohoutkova voda.

Experiment byl zapocat 17.2.2022 a trval po dobu nasledujich Sesti tydnid. Posledni
vazeni probéhlo 31.3.2022 a jesté v ten den byla zvirata eutanizovana.

Pied umisténim zvitat do boxu byl kazdy jedinec zvazen. Dalsi vazeni probihalo vzdy po
sedmi dnech a trvalo az do konce experimentu. Priibézné€ probihala i kontrola krmiva a tekutin.
Ta probihala vzdy v dobu vazeni, a jesté jednou v tydnu. Ubytek tekutin a krmiva byl
zaznamenavan. Nasledné¢ bylo doplnéno potiebné mnozstvi. BEhem téchto Sesti tydnl
se narodilo n¢kolik mlad’at. Ta byla vzdy zapsdna a odebrana k nahradni matce. 31.3.2022 byla
vSechna zvifata usmrcena. K usmrceni byla vyuzita inhalace narkotika — konkrétné
chloroformu.

Z kazdého kadéaveru byla nasledné odebrana krev pomoci injekéni stiikacky. Ta vSak pro
ucely této diplomové prace pouzita nebyla. Poté bylo u kazdého jedince urceno pohlavi a veék
(adultni, subadultni ¢i juvenilni). Z kadavert byly vyjmuty vybrané organy pro dalsi analyzy.
Jednalo se o jatra, ledviny, slezinu, plice a varlata. VSechny uvedené organy byly promyty
deionizovanou vodou, zvazeny, lyofilizovany, poté ulozeny v Petriho miskach a uchovavany v
mrazaku pii teploté -20 °C az do laboratornich analyz. Analyzy celkového obsahu prvki byly
stanoveny v ledvinach, plicich, slezin€¢ a varlatech, zatimco jatra byla pouZzita pro analyzu
speciace arsenu a kvantifikaci karbamazepinu a jeho metabolitd.

4.5 Stanoveni arsenu

4.5.1 Stanoveni celkového obsahu arsenu v Zivo¢iSnych tkanich

20-150 mg lyofilizovaného homogenniho vzorku tkdné¢ bylo navazeno do 35 ml
kfemmené zkumavky, poté byly pfidany 3,0 ml HNO; (Analpure®, Analytika,
Ceska republika) a 3,0 ml H,O, (Rotipuran®, Carl Roth, Némecko). Zkumavky byly
zavickovany a umistény do mikrovinné rozkladné jednotky (Discover SP-D, CEM Corp.,
USA). Mineralizace probihala pti 180 °C po dobu 18 min. Po nafedéni mineralizati Milli-Q
vodou (= 18,2 MQ cm - 1; MilliQ system, Millipore, SAS, Francie) byla koncentrace As
v mineralizdtech stanovena technikou hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanym
plazmatem (ICP-MS; Agilent 7700x, Agilent Technologies Inc., USA). Pfistroj byl kalibrovan
vrozsahu 0,01 —100 ng/1. Méfeni probihalo s vyuzitim kolizni cely s pritokem helia
(0,36 ml/min) a vysledky byly korigovany na odezvu interniho standardu (72Ge). Spravnost
meéfeni byla zajiSténa paralelni analyzou certifikovaného refere€niho materidlu hovézi jatra
(Bovine liver; BCR®-185R) a analyzou proceduralnich slepych vzorkd.
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4.5.2 Speciacni analyza arsenu v Zivo¢iSnych tkanich

a) Extrakce

150 mg lyofilizovaného homogenniho vzorku tkdné bylo navazeno do 35 ml kiemmené
zkumavky. K uvolnéni specii As do vodného roztoku byla vyuzita metoda, kterou popsali
Lin et al. (2020) s n€kolika upravami uvedenymi nize. K extrakci bylo pouzito rozkladné
zafizeni s mikrovinnym ohfevem, extrakce se skladala ze dvou krokt: 1) ke vzorku bylo
pipetovano 6,0 ml 20 mmol/l HNO3, nasledoval ohfev na teplotu 120 °C, udrZeni této teploty
po dobu 20 min a ochlazeni. Vzorek byl odstiedén (2680 x g) po dobu 10 min a roztok nad
sedlinou byl slit a ponechan; 2) k sedlin¢ bylo opét pipetovano 6,0 ml 20 mmol/l HNO3
a pokracovalo se dle podminek prvniho extrakéniho kroku az do ziskéni druhého roztoku nad
sedlinou. Oba roztoky byly smichany, protiepany a prefiltrovany pies stiikackovy filtr (0,2 um,
NYLON). Z vysledného roztoku byly odebrany dva alikvotni podily. Prvni alikvot byl
analyzovan na celkovy obsah As technikou ICP-MS (pro stanoveni extrakéni G¢innosti), druhy
alikvot byl podroben specia¢ni analyze spfazenou technikou vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC; Agilent 1260, Agilent Technologies Inc., USA) s ICP-MS.

b) Speciacni analyza

Analyticky pfistroj HPLC byl vybaven aniontové vyménnou kolonou PRP-X100
(150 x 4,6 mm, 10 um; Hamilton, USA). Byla aplikovéna gradientova eluce podle postupu,
ktery publikovali Button et al. (2011). SloZeni mobilni faze: 4 mmol/l NH4NOs3 (A) a 60 mmol/l
NH4NO3 (B), jejichz pomér byl regulovan takto: 70 %/30 % A/B (0-3,3 min), 20 %/80 % A/B
(3,5-8,0 min), poté zpét na vychozi podminky 70 % /30 % A/B. Pratok mobilni faze byl
0,95 ml /min, pH obou mobilnich fazi bylo nastaveno na hodnotu 8,7 s roztokem NH4OH
(Analpure®, Analytika, Ceska republika), objem nastiiku vzorku 20 pl, ohiev kolony na 30 °C.
K externi kalibraci pfistroje v rozsahu 0,1 — 50 pg/l As byly pfipraveny ptislusné roztoky, a to
rozpusténim NaAsO; (As III), Na;HAsO4 x 7H20 (As V), kyseliny dimethylarseni¢né (DMA),
vie zakoupeno ve Fluka (Svycarsko), dale kyseliny monomethylarseni¢né (MMA)
arsenobetainu, které byly pfipraveny v laboratofi. VSechny vzorky byly pfed analyzou natedény
mobilni fazi (50 %/50 % A/B) s ptihlédnutim k rozsahu kalibrace.

4.6 Stanoveni karbamazepinu

Ke stanoveni karbamazepinu byla vyuzita metoda QUEChERS — Quick (rychld), Easy
(snadnd), Cheap (levnd), Effective (U¢innd), Rugged (robustni), Safe (bezpecnd). Tato metoda
byla ptivodné vyuzivana pro stanoveni rezidui pesticidd, ale postupem Casu se rozsitila i do
oblasti stanovovani rezidui farmak, mykotoxinli a kontaminantnli prostfedi jako jsou
napf. polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH) a perstistentni organické polutanty (POP).
Metoda QuUEChERS je oproti ostatnim konvenénim metodam vyhodnd, protoze vyzaduje méné
Casu, spotfebuje se ptfi ni mén¢ rozpoustédla a provadi se v méné krocich.

Metoda probihd ve dvou krocich. V prvni fadé se provadi extrakce analytu
z homogenizovaného vzorku a ve druhém kroku je vzorek precistén. Precisténi se provadi kvili
lipidiim, organickym kyselindm, cukrim a barviviim, které vzorek muze obsahovat a jejichz
pfitomnost neni pro naslednou analyzu zadouci (Kim et al. 2019) (viz Obrazek 5).
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Obrazek 5: Schéma metody QuEChERS (Dawadi et al. 2021)

Nejprve byla jatra homogenizovana pomoci tekutého dusiku. Vzorek byl umistén
do porcelanového hmozdife, zalit tekutym dusikem a rozmélnén na jemny prasek.

Nasledné bylo odvazeno vzdy 0,1 g vzorku a ten byl pfendan do zkumavky. Ke vzorku
byl pfidan interni standard a 1 ml Milli-Q vody. Vzorek byl promichan v orbitalni tfepacce
Vortex a vlozen do lednice (4 °C) na Ctyfi minuty. Po vyjmuti z lednice byl k vzorku pfilit
1 ml acetonitrilu a vSe bylo opét promichano v tfepacce po dobu jedné minuty. Po promichani
bylo ptidano 650 mg QuUEChERS soli a vzorek byl po dobu péti vtefin michan v tiepacce. Déle
byl vzorek centrifugovan (4 °C, 4500 rpm, 10 min). Centrifugaci doslo k oddéleni jednotlivych
vrstev. V dolni ¢asti zkumavky zistaly extrakéni soli a v horni vrstvé se oddélil supernatant.
Supernatant byl pomoci pipety odebran a ptelit do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf. Z tohoto
mnozstvi bylo jesté odméieno 700 pl supernatantu a ten byl pipetovan do 2 ml mikrozkumavek
Eppendorf. K tomuto mnozstvi bylo pfidano 700 pl hexanu a celd smés byla promichana
ve Vortexu po dobu 3 minuty a nasledné §la do centrifugy (4 °C, 14000 rpm, 5 min). V horni
vrstvé se oddelil hexan, ktery na sebe navézal lipidy a v dolni vrstvé acetonitril
s karbamazepinem. Hexanova vrstva byla odstranéna a dolni acetonitrilovd vrtva byla
precisténa pomoci d-SPE. Pro d-SPE byla pouzita smés z 50 mg PSA, 50 mg C18 a 150 mg
MgSO4. Komponenty pro  d-SPE byly pfedem navazeny do 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf
ke kterym bylo nésledné pfilito 650 pl acetonitrilové vrstvy. Vzorek byl opét promichan
ve Vortexu po dobu n¢kolika vtéfin a centrifugovan (4 °C, 14000 rpm, 5 min). Odstfedény
supernantan z horni vrstvy byl odebran a analyzovan pomoci LC-MS (kapalinova
chromatografie s hmotnostni spetrokrometrii).

4.7 Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provadéno u kazdého orgdnu. Pomoci ANOVA a nasledné
Tukeyova testu pomoci voln¢ dostupného statistického prostfedi R byli hodnoceni samci mezi
jednotlivymi skupinami a samice mezi jednotlivymi skupinami. T — test v programu Excel byl
pouzit pro srovndni samcti a samic vzdy v ramci jedné skupiny.
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5 Vysledky

Na zacatku bylo do experimentu zatazeno 63 jedinct. Druhy tyden uhynul ve skupiné
Kontrola — B2 jeden jedinec a byl tak vyfazen. Tteti tyden byla ze skupiny As — B2 vyfazena
jedna samice i s mladaty, ktera porodila. Ctvrty tyden se ve skupiné Kontrola — B2 narodila
Ctyfi mad’ata, kterd byla z boxu odebrana k nahradni matce.

5.1 Vyvoj hmotnosti

Kazdy tyden byly jedinci vazeni a jejich hmotnosti byly zaznamenany. Néasledné byly
véahy jedinct za kazdy tyden ve skupiné zprimérovany a z nich byly tvofeny nasledujici grafy.

Primérna hmotnost jedinct skupin As se kazdy tyden zvySovala. Primérnd hmotnost
jedinc As — B1 zacala na 28,6 g a v Sestém tydnu doséhla 44,6 g. Primérnd hmotnost As — B2
zacala na 20,8 g a v Sestém tydnu byla navdZena hodnota 33,2 g (viz Obréazek 6, Obrazek 7).

Primérna hmotnost jedincti skupin CMZ méla rostouci tendenci. Pocatecni primérna
hmotnost jedinci CMZ — B1 byla 23,3 g a v Sestém tydnu byla 34,6 g. Mezi tfetim a ¢tvrtym
tydnem byl zaznamenan nejnizsi nartist a to z 29,0 g na 29,1 g (viz Obrazek 8). Pocatecni
primérnd hmotnost skupiny CMZ — B2 byla 15,1 g a zvysSila se na 26,7 g v Sestém tydnu
(viz Obrazek 9).

U skupin As + CMZ primérnd hmotnost jedinct také rostla. U As + CMZ — Bl
sezvysila 16,3 g na 26,1 g au As + CMZ — B2 z16,1 g na 29,7 g v Sestétm tydnu
(viz Obrézek 10, Obrazek 11).

Primérna hmotnost jedincii skupiny Kontrola — B1 zacala na 14,6 g a v Sestém tydnu
dosahla 28,2 g (viz Obrazek 12). U skupiny Kontrola — B2 byl ze ttetiho na ctvrty tyden
zaznamenan, jako u jediné skupiny, pokles a to z39,3 g na 38,5 g. Celkové se primérna
hmotnost jedince v této skupin¢ zvysila z 30,8 g na 44,5 g (viz Obrazek 13).

Celkové nejvyssi primérnd hmotnost byla zanamenana u skupin As — Bl

R4

byla u skupiny CMZ — B2 (viz Obrazek 9) a As + CMZ — B1 (viz Obrézek 10).
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Obrazek 6:Primeérna hmotnost jedincii As-Bl1 [g]
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Obrazek 7:Primeérna hmotnost jedincii As-B2 [g]
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Obrazek 8:Priumerna hmotnost jedincii CMZ-B1 [g]
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Obrazek 9:Priumeérna hmotnost jedincit CMZ-B2 [g]
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Obrazek 11:Priimérna hmotnost jedincii As+CMZ-B2 [g]
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Obrazek 12:Prumeérna hmotnost jedincii Kontrola-B1 [g]
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Obrazek 13:Prumérna hmotnost jedincii Kontrola-B2 [g]

5.2 Prijem krmiva a tekutin

Primérna spotieba krmiva jedincem za den doséhla celkové nejvyssich hodnot u skupiny
As — B1 a Kontrola — B2. Jedinec v As — B1 spotieboval primérné za den 7,03 g krmiva a ve
skupin¢ Kontrola — B2 7,02 g krmiva. Naopak nejnizsi primérnou spotiebu krmiva vykazovali
jedinci skupiny As + CMZ — B1 a to 4,45 g. I ptesto, ze spotieba krmiva u nekterych skupin
v urcitych tydnech poklesla, primérnd denni spotieba krmiva jedincem byla na konci
experimentu vzdy vyssi nez na zacatku (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2: Priumérna spotieba krmiva za den v jednotlivych skupinach [g]

Primérné spotieba krmiva jedincem za den [g]

Skupina
I.tyden | 2.tyden | 3.tyden | 4.tyden | 5.tyden | 6.tyden | Celkove
As —BI 5,40 7,15 6,85 6,95 7,67 8,16 7,03
As—B2 4,77 5,09 5,34 5,27 6,68 5,37 5,42
CMZ -B1 4,98 4,76 5,15 5,85 5,68 5,75 5,36
CMZ - B2 3,83 3,83 7,70 4,50 9,11 9,64 6,44

As +CMZ - Bl 4,11 4,16 4,53 4,23 5,01 4,68 4,45

As + CMZ - B2 3,69 4,02 4,72 5,14 5,23 5,38 4,70

Kontrola — B1 4,44 4,68 5,18 5,60 5,19 5,98 5,18

Kontrola — B2 5,92 6,81 6,60 7,24 8,06 7,48 7,02

Primérné denni spotieba tekutin na jedince za cely experiment byla nejvyssi u skupiny
CMZ — B1 a to 6,99 ml. Spotieba tekutin kazdy tyden kolisala a nékteré tydny byla nizsi nez
tyden ptedchozi. Celkové vSak méla u vsech skupin rostouci tendenci a koncem experimentu
byla vzdy vyssi nez na zacatku (viz Tabulka 3).

Tabulka 3:Priumérna spotieba tekutin jedincem za den v jednotlivych skupinach [ml]

Primérna spotfeba tekutin jedincem za den [ml]

Skupina
1. tyden | 2.tyden | 3.tyden | 4.tyden | S.tyden | 6.tyden | Celkove
As—-Bl1 8,47 9,69 10,61 11,43 12,96 14,08 11,21
As—B2 8,66 9,82 8,98 10,10 10,20 9,08 9,47
CMZ - Bl1 9,46 9,82 9,46 11,79 11,25 11,70 10,58
CMZ - B2 10,00 8,75 9,064 11,43 10,63 10,54 10,16

As+ CMZ - Bl 8,48 7,68 8,30 8,75 9,55 9,02 8,63

As + CMZ - B2 6,50 6,61 6,61 7,14 7,23 7,86 6,99

Kontrola — B1 7,62 9,37 9,44 10,32 12,78 8,89 9,74

Kontrola — B2 11,84 10,83 14,29 14,76 12,86 15,95 13,42
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5.3 Prijem arsenu a karbamazepinu

Pfijem arsenu krmivem zobrazuje Obrazek 14 a Obrazek 15. U skupin, kterym bylo
podavano experimentalni krmivo, jsou hodnoty piijatého arsenu vyrazné vyssi nez u skupin
s krmivem kontrolnim. Nejvys$§i mnozstvi arsenu, 433 mg, piijaly skupiny As. Jedinci
As + CMZ pfijali 357 mg. U skupiny CMZ bylo zjisténo mnozstvi piijatého arsenu 4,95 mg
a u kontrolnich skupin 4,71 mg. Konkrétn€ nejvice arsenu ptijala skupina As —B1 a to 240 mg
a za ni skupina As — B2 193 mg.

PFijem arsenu z krmiva

Mnozstvi arsenu [mg]

0 —_— .
As cMmZ As + CMZ Kontrola

Obrazek 14: MnoZstvi prijatého arsenu z krmiva dle jednotlivych diet [mg]
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Obrazek 15: Mnozstvi prijatého arsenu z krmiva u jednotlivych skupin [mg]
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Ze skupin, kterym byl podavéan roztok karbamazepinu, ho pfijala za cely experiment
nejvice skupina CMZ — B1 a to 35,6 pg. Nasledovala skupina CMZ — B2 s hodnotou 34,2 pg
a skupina AS + CMZ — Bl 5 29,0 pg. Nejméné piijali jedinci As + CMZ — B2 a to 23,5 ug
(viz Obrazek 16).

Prijaty karbamazepin z tekutin

30
5 25
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g 20
o 15
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CMZ-B1 CMZ - B2 As+CMZ-B1 As+CMZ-B2

Obrazek 16: Mnozstvi prijatého karbamazepinu u skupin, kterym byl podavan roztok karbamazepinu [ug]

5.4 Obsah arsenu

Celkovy arsen byl stanovovan ve vSech organech. Obsahy byly zpracovany do graft dle
spocitanych mediani.

Na prvni pohled je viditelny velky rozdil v koncentracich arsenu mezi skupinami, které
byly krmeny experimentalnim krmivem a krmivem kontrolnim (viz Obrazek 17;18;19;20;21).
U jedinct ze skupin As a As + CMZ mnozstvi arsenu mnohondsobné pievySovaly jeho
mnozstvi u zbyvajicich skupin. U vSech organti byly nejvyssi koncentrace celkového arsenu
naméfeny u jedinct ze skupin As+ CMZ. Nejvyssi koncentrace arsenu byly zjiStény
(viz Obrazek 20). Ve vétsing pripadi byla koncentrace arsenu u samic vyssi nez u samcd.

V plicich bylo nejvice arsenu stanoveno u skupiny As + CMZ, naopak nejméné u CMZ
(viz Obrazek 17). U ledvin byl nejvétsi rozdil obsahu arsenu mezi pohlavimi. Ledviny samic
obsahovaly vyrazné vys$si koncentrace nez ledviny samcii (viz Obrazek 18). Slezina byla
jedinym ptipadem, kde se u samci hromadil arsen vice nez u samic, a to konkrétné u skupin As
(viz Obrazek 19). Ve varlatech byly opét mnohonasobné vyssi koncentrace u skupin As
a As + CMZ (viz Obrazek 20). Celkovy arsen v jatrech byl stanovovan za celé skupiny
nezavisle na pohlavi. I zde jeho koncentrace byla nejvyssi u skupin As + CMZ (viz Obréazek 21).

Statistické vyhodnoceni bylo zaneseno do grafii pomoci pismen, poptipad¢ symbolu ,,**
(viz Obrazek 17;18;19;20).
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Obrazek 17:Koncentrace arsenu v plicich u jednotlivych skupin a pohlavi [mg/kg]
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Obrazek 18:Koncentrace arsenu v ledvinach u jednotlivych skupin a pohlavi [mg/kg]
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Obrazek 19:Koncentrace arsenu ve sleziné u jednotlivych skupin a pohlavi [mg/kg]
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Obrazek 20:Koncentrace arsenu ve varlatech u jednolivych skupin [mg/kg]
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Obrazek 21:Koncentrace arsenu v jatrech u jednotlivych skupin [mg/kg]

Specie arsenu byly stanovovany v jatrech vzdy za celou skupinu. Ze specii arsenu se
zjistovala pritomnost As (III), As (DMA), As (MMA) a As (V). Z kazdého vzorku byly
analyzovany dva nezavislé dil¢i vzorky. Zjisténa koncentrace byla nasledné primeérovana
(viz Tabulka 4).

Zastoupeni jednotlivych specii je vyobrazeno na Obrazku 22 a Obrazku 23. U vSech
vzorkil a skupin vyrazné ptevladal As (III). Jako druhy se u skupin, kterym bylo podavano
experimentalni krmivo objevil As (DMA) (viz Tabulka 4). AvSak u skupin, které byly krmeny
kontrolnimi granulemi, byl druhy nejhojnéji zastoupeny As (V). U vSech skupin se nejméné
objevil As (MMA). U Kontroly — B2 byl dokonce pod detekénim limitem (viz Tabulka 4).
Je ztejmé, Ze skupiny konzumujici experimentalni krmivo se zvySenym mnozstvim arsenu
vykazovaly daleko vys$i hodnoty specii arsenu nez skupiny konzumujici potravu kontrolni
(viz Obrazek 24;25;26;27).

Tabulka 4:Koncentrace jednotlivych specii mezi skupinami [ug/g]

Skupina 1As(II1) As(DMA) | As(MMA) 1As(V)
ng/s
As-Bl1 1,786 0,213 0,061 0,090
As - B2 2,667 0,253 0,128 0,219
CMZ - Bl 0,024 0,009 0,009 0,012
CMZ - B2 0,048 0,009 0,010 0,034
As + CMZ - Bl 1,940 0,278 0,093 0,132
As+CMZ - B2 3,209 0,316 0,209 0,277
Kontrola - B1 0,033 0,009 0,011 0,020
Kontrola - B2 0,031 0,008 <0,008 0,024
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Obrazek 22: Zastoupeni specii arsenu [%]
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Obrazek 23: Zastoupeni specii arsenu mezi jednotlivymi skupinami [%]
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Obrazek 25:Koncentrace As(DMA) [ug/g]
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Obrazek 27:Koncentrace As(V) [ug/g]

51

Kontrola

Kontrola



5.5 Obsah karbamazepinu

Zjisténé koncentrace karbamazepinu ukazuje Obrazek 28. U skupin kterym byla
podavana kohoutkova voda (As, Kontrola) byla naméfend koncentrace vzdy <LOD (10 pg/g).
Nejvyssi koncentrace 79,9 pg/g byla zjisténa u As + CMZ — B2. Naopak nejnizsi koncentrace
10,8 pg/g byla naméfena u AS + CMZ — Bl. Skupiny CMZ vykazovaly koncentraci
karbamazepinu 24,8 pg/g u CMZ — B1 a 39,5 pg/g u CMZ — B2.

Karbamazepin pg/g

[4°]
2
S 20 I
10
. L]

As-Bl1 As-B2 CMZ-B1l CMZ-B2 As+CMZ As+ CMZ Kontrola - Kontrola -
-B1 - B2 Bl B2

Obrazek 28: Koncentrace karbamazepinu u jednotlivych skupin [pg/g]
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6 Diskuze
6.1 Vyvoj hmotnosti zvifat v pribéhu experimentu

Béhem chovu hrabosi v laboratornich podminkéch byla pribézné zaznamenévana jejich
hmotnost. Vyvoj hmotnosti byl zpracovan do graft dle diety, kterd byla jedinclim pfifazena.

U vSech skupin byla zjiSténa rostouci tendence. Véha jak skupin kontrolnich, tak i skupin,
kterym byl podévan arsen, karbamazepin nebo kombinace obojiho, se zvySovala. To odporuje
vysledktim, které publikovali Sun et al. (2015). Tito autofi podavali arsen v pitné vodé mySim
po dobu tii mésict. Zjistili, ze jeho pfijem vyrazné snizil pfirtstek hmotnosti mysi oproti
skupinam, kter¢ arsen nedostavaly. V naSem piipadé findlni hmotnosti v§ech skupin dosahovaly
podobnych hodnot. Tento vysledek vSak mtize byt ovlivnén rtiznymi faktory.

Jako experimentalni organismus byli v obou piipadech pouziti hlodavci, avSak jiny
zivoci$ny druh. Doba expozice v nasem piipad¢ byla kratsi, a to pouze Sest tydnli. Zplisob
podani arsenu se také liSil. V nasem piipadé byl arsen podavan krmivem vyrobenym
z kontaminované piidy, Sun et al. (2015) podévali arsen v pitné€ vod¢. V neposledni fadé mohla
odlisny vysledek ovlivnit rozdilna dostupnost arsenu z vody a pidy. Szakova et al. (2012)
a Vickova et al. (2014) také uvadéji, ze na dostupnost arsenu hlodaveim z pidy mély vliv
konkrétni fyzikalné — chemické vlastnosti této piidy (napft. celkovy organicky uhlik, pH, sorpéni
kapacita).

Gerennutti et al. (2008) podavali karbamazepin biezim samicim potkanli a zanamenali
také pokles jejich vahy a znaéné deformace u potomstva. Ubytek vahy u nagich hrabosi, kterym
byl karabamezpin podévan vSak zaznamenan nebyl. To mohlo byt zpisobeno rozdilnou davkou
karbamazepinu, ktera byla hlodaveim podavana. Gerennutti et al. (2008) pouzival terapeutické
davky karbamazepinu (20 mg/kg a 40 mg/kg po pfepoteni na zivou hmotnost). V naSem
ptipadé byly aplikovany velmi nizké koncentrace (roztok o koncentraci 10 pg/l), které se bézné
vyskytuji v zivotnim prostiedi a volné Zijici zvifata se s nimi mohou v redlném prostiedi setkat.

6.2 Arsen

Arsen je celosvétové rozsifeny prvek pfirozené se vyskytujici v mnoha mineralnich
forméach v horninach, ptidach, vodach a také v rostlindch a Zivogisich. Zivé organismy jsou tak
vystaveny jeho plisobeni z Zivotniho prostiedi a pfijimaji ho do svych tél vodou ¢i, jako v tomto
experimentu, potravou.

Arsen byl podavan skupindm As a As + CMZ. Vyssi piijem arsenu vykazovaly jedinci
ze skupin As. To miZe byt vysvétleno vyssi primérnou spotiebou krmiva jedincem za den.
U skupin As byla denni priimérna spotieba krmiva jedincem za cely experiment 7,03 ga 5,42 g.
U skupin As + CMZ byly tyto hodnoty nizsi a to 4,45 g a 4,70 g krmiva.

Celkovy obsah arsenu byl stanoven v plicich, ledvindch, slezing, jatrech a ve varlatech.
Dle mnoha studii (Erry et al. 2000; Erry et al. 2005; Garland 2021) se arsen hromadi praveé
v téchto organech, ¢emuz odpovidaly i vysledky tohoto experimentu. MnoZzstvi arsenu bylo
u skupin, kterym byl arsen podavan v téchto organech mnohonasobné¢ vyssi ve srovnani
s kontrolni skupinou a arsen se zde akumuloval.
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Hodnocen byl i rozdil mezi obsahem arsenu u samct a samic vzdy v ramci jedné skupiny.
Obecné bylo zjisténo, ze u samic byl obsah arsenu vyssi. Avsak statisticky vyznamny rozdil byl
zjistén pouze u plic skupiny As a ledvin skupin As + CMZ, kde musime brat ale v potaz
i pfitomnost karbamazepinu. Cadkova et al. (2023) také pozorovali obecné vyssi obsahy arsenu
v samicich ledvinach a jatrech nez u samct. Ve vétSin€ piipadech ovSem také nebyly statisticky
vyznamné. Maihaba et al. (2022) ve své studii na potkanech také nastinili, ze pohlavi mtze
ovlivnit biotransformaci arsenu. Estrogen usamic muize mit vliv na rychlost a U¢innost
biotransformace arsenu v ovlivnénych organech, avsak k této problematice musi byt provedeno
vice studii.

Nejvyssi koncentrace arsenu byly zjistény v ledvinach a nasledné v jatrech. To mizeme
vysvétlit tim, Ze ledviny a jatra se pfimo Ucastni metabolizace a nasledné exkrece arsenu
z organismu (Erry et al. 2005).

6.2.1 Slouceniny arsenu

Slouceniny arsenu byly stanovovany v jatrech. Jatra jsou dle prace, kterou publikovali
Saunders et al. (2010) hlavnim organem pro metabolizaci arsenu. Ze sloucenin As byl
stanovovan As (III), As (V), MMA a DMA, pfi¢emz v§echny zminéné slouceniny byly v jatrech
identifikovany a kvantifikovany. To odpovidd vysledkim jinych autorti, kdy napftiklad
Saunders et al. (2010) a Yan et al. (2020), identifikovali v jatrech potkanl stejné Ctyfi
slouceniny. Detekce sloucenin As také potvrdila popsany metabolismus arsenu a tvrzeni,
ze tento prvek vtéle podléhd transfromaci zanorganickych forem na formy organické
(Bhattacharjee 2013; Chen et al. 2020).

Nejvice zastoupend sloucenina byl As (III). Nasledovala DMA, As (V) a nejméné
zastoupena byla forma MMA. Dominantni zastoupeni As (III) pozorovali
i Saunders et al. (2010). AvSak dle jinych studii (Lin et al. 2005; Chen et al. 2013;
Yan et al. 2020) byla v jatrech potkanti z téchto Ctyt latek nejvice zastoupena DMA. V naSem
ptipad¢ se tedy anorganicky As (III) ve vétsi mife akumuloval v jatrech nez-li by byl déle
metabolizovan na MMA a DMA. Na tento rozdil mohlo mit vliv vice faktorti. V jinych studiich
byl arsen podavan v odlisné formé (napt. As4S4) a trvani experimentu a davka arsenu se také
ligily. Zadna ze zminénych studii také nepouZila jako pokusny organismus hrabose polniho.

Pokud jsme porovnavali zminiované slouceniny u skupin As a u skupin As + CMZ,
tak u skupin As + CMZ byla koncentrace specii arsenu vzdy vyssi. Jedincim As + CMZ byl
podavan spolu s arsenem 1 karbamazepin. Pfitomnost karbamazepinu v dieté méla zfejmé vliv
na akumulaci specii v jednotlivych organech. Vztah karbamazepinu a arsenu vSak nebyl
v zadnych relevantnich studiich dosud popsan. Zde bylo tedy pouze nastinéno, Ze karbamazepin
by mohl zvySovat akumulaci specii v organismu, avSak pro potvrzeni tohoto faktu je zapotiebi
provést dalsi zkoumani.

6.3 Karbamazepin

Karbamazepin byl detekovan v jatrech u skupin CMZ a As + CMZ, kterym byl také
v pitné vodé podavan. U zbyvajich skupin viibec detekovéan nebyl. Jatra byla zvolena, protoze
karbamazepin je v tomto organu metabolizovan (Miao et al. 2005; Bahlmann et al. 2014).
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Skupiny CMZ — B1 a CMZ — B2 pfijaly t¢éméf stejné mnozstvi karbamazepinu z tekutin
(CMZ - B1 35,6 ng a CMZ — B2 34,2 ng). 1 ptresto byl v jejich jatrech zjistén rozdil
v koncentraci karbamazepinu. Paradoxné skupina CMZ — B2 s niz§im pfijmem stanovované
latky vykazovala jeji vys$si koncentraci (39,5 pg/g) nez skupina CMZ — B1 (24,8 pg/g). To samé
bylo pozorovano i u skupin As + CMZ. Jedinci AS + CMZ — B1 piijali vice karbamzepinu,
ale findlni koncentrace v jatrech byly nizsi (10,8 pg/g ) nez u As + CMZ - B2 (79,9 pg/g ).
Pokud jsme se zamé¢fili na vzdjemné plsobeni arsenu a karbamazepinu, tak u skupin,
kterym byly podavany oba kontaminanty, byla naméfena jak nejnizSi koncentrace
karbamazepinu (AS +CMZ-B1(10,8 pg/g)), tak i paradoxné koncentrace nejvyssi
(As + CMZ — B2 (79,9 pg/g)). Toto mohlo byt zptisobeno nedokonalou homogenizaci vzorku
nebo také faktem, Ze jsme se pohybovali v opravdu nizkych koncentracich méfené latky.
Nastinilo to vSak, Ze pokud jsou v organismu pfitomné obé& latky, mohly by na sebe navzajem
pulsobit a ovliviiovat tak svoji akumulaci.
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Zavér

e Po dobu Sesti tydnii byli v pokusnych stajich chovani jedinci hrabose polniho.
Dle ptidélené diety jim byl podavan arsen, arsen a karbamazepin, karbamazepin nebo
se jednalo o kontrolni skupinu, které nebyla podavana ani jedna z latek. Po ukonceni
experimentu byli z kadaverii vypreparovany plice, slezina, ledviny, jatra a varlata.
Tyto organy byly nasledné podrobeny laboratornim analyzam.

e Vsechny organy byly homogenizovany a nasledné byl ve vSech stanovovan obsah
arsenu hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem. V jatrech byla
métena 1 koncentrace specii arsenu pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie.
Mnozstvi karbamazepinu bylo stanovovano také v jatrech, a to metodou QuEChERS.

e Arsen byl detekovan ve vSech ze zminénych orgédnii u vsSech skupin. Nejvyssi
koncentrace arsenu vys$i u samic. Specie arsenu byly stanovovany ctyfi: As (III),
As (V), MMA, DMA a vSechny byly v jatrech zachyceny. Nejvice zastoupen byl
As (III).

e Pfitomnost karbamazepinu byla zjiSténa jen u skupin, kterym byl poddvan jeho roztok
v pitné vodé€. Mezi jednotlivymi skupinami byly na prvni pohled znatelné rozdily.
Naméiené koncentrace byly velmi nizké, v fadech pg/g.

e  Statistické vyhodnoceni bylo provedeno u celkového arsenu. Byly zjistény statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami, kterym byl arsen podavan a kterym podavan nebyl.
Statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami As a As + CMZ byl zjistén pouze u plic.
Pfi porovnani koncentrace arsenu mezi samcemi a samicemi v rdmci jednotlivych
skupin byl zjistén statisticky vyznamny rozdil pouze ve dvou ptipadech.

e Védeckd hypotéza byla z ¢asti potvrzena. U skupin, kterym byl podavan arsen spolu
s karbamazepinem byly naméfeny vysSi koncentrace v arsenu oproti skupinam,
kterym byl podavan pouze arsen. Statisticky vyznamny rozdil byl v§ak prokazan pouze
u plic. U karbamazepinu zadna jasna souvislot s arsenem prokazéna nebyla, protoze
nebyl ziskan dostatek dat na jeji statistické vyhodnoceni.

e Posledni dobou se do prostiedi dostava stile vice rezidui 1éCiv, jako je prave
karbamazepin. Soucasné je prostfedi casto kontaminovdno rizikovymi prvky,
a to napfiklad arsenem. Primarné necilené organismy jsou tak vystaveny plsobeni
obou latek najednou. V této praci byl pozorovan vzijemny vliv karbamazepinu
a arsenu. Vysledky nastinily mozné interakce mezi témito dvéma latkami. Jednalo se
vSak o prvni experiment, ktery se na tento vztah zameétoval. Je tieba provést dalsi
zkoumani, aby bylo dosaZeno relevantnich vysledki a objasnily se mozné interakce
mezi 1é¢ivy a rizikovymi prvky.
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