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Abstrakt

Pét latek ze skupiny latek tzv. produkt osobni hygieny, které¢ jsou znamé svou
obtiznou degradabilitou a béznou detekci v Zivotnim prostiedi, bylo testovano
z hlediska toxicity pomoci dvou rybich tkanovych liniich (RTgill-W1 a RTG-2)
izolovanych ze pstruha duhového (Oncorhynchus miykiss). Testovanymi latkami byli
hexadecylpyridinium chlorid (HDP), chlorhexidin (CHX), octenidin (OCT), thymol
(THM) a triclosan (TCS),

S kazdou z téchto latek byl proveden test na viabilitu bunék s pouzitim protokola
Alamar Blue™ (AB), 5-karboxyfluorescein diacetat acetoxymethyl ester (CFDA-AM)
a neutral red (NR). Vysledky byly pouzity pro konstrukei kiivek davka-odpoveéd spolu
s hodnotou ECso pro kazdou z té€chto latek. Hodnoty ECso se pohybovaly u RTgill-W1
od 0,51 (HDP) do 33,75 pg.ml-1 (THM) a u RTG-2 od 0,31 (HDP) do 33,37 pg.ml-1
(THM). Byl zpracovan i teoreticky odhad LCso podle Tanneberger et al. (2013).
U vsech latek byla sledovana aktivita cytochromu P450 1A pomoci 7-ethoxyresorufin-
o-deethylazy (EROD), z ¢ehoz Ctyfi se statisticky prokézaly jako tzv. EROD pozitivni,
nejvyssi odezva EROD byla naméfena u nejtoxictéjsi z chemikalii - HDP. Jediny TCS
nevykazoval statisticky vyznamnou aktivitu cytochromu P450 1A. Déle byl méten
oxidativni stres s fluorescencnim barvivem dichlorofluorescein (DCFH-DA), pfi¢emz
statisticky vyznamna tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) byla prokézana u Ctyft
chemikalii, nejvyznamnéj$i narast byl naméfen u TCS. THM vykazoval antioxida¢ni

ucinek.

Kli¢ova slova
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Abstract

Five substances from the group of so-called personal care products, known for
their low degradability and regular environmental detection, were tested for toxicity
using two fish tissue lines (RTgill-W1 a RTG-2) isolated from rainbow trout
(Oncorhynchus miykiss). The tested substances were hexadecylpyridinium chloride

(HDP), chlorhexidine (CHX), octenidine (OCT), thymol (THM) and triclosan (TCS).

A cell viability assay was performed with each of these compounds using
Alamar Blue ™ (AB), 5-carboxyfluorescein diacetate acetoxymethyl ester (CFDA-AM)
and neutral red (NR) protocols. The results were used to construct dose-response curves
along with an ECso value for each of these substances. The ECso values ranged from
0,51 (HDP) to 33,75 pg.ml! (THM) for RTgill-W1 and from 0,31 (HDP) to 33,37
pg.ml! (THM) for RTG-2. The theoretical LCso estimation was calculated according
to Tanneberger et al. (2013). For all substances, cytochrome P450 1A activity was
monitored using 7-ethoxyresorufin-o-deethylase (EROD), four out of five tested
chemicals were statistically positive for EROD, the highest EROD response was
observed for the most toxic compound - HDP. Only TCS did not show statistically
significant cytochrome P450 1A activity. In addition, oxidative stress was measured
with the fluorescent dye dichlorofluorescein (DCFH-DA), with statistically significant
increase of reactive oxygen species (ROS) production in four out of those five
chemicals, the most significant increase was found for TCS. THM showed an

antioxidant effect.
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AhR

ATCC

BSA

CF

CFDA-AM

CYPIA

DCFH-DA

DCF

DMSO

DPBS

ECso

ECos

ECACC

EMEM

ER roztok

EROD

FBS

GSH

koncentrace, ktera zpusobuje 50% umrtnost pii daném efektu po 96

hodinach expozice
receptor pro aromatické uhlovodiky (z angl. Aryl Hydrocarbon Receptor)

Americkd sbirka typovych kultur (z angl. American Type Culture

Collection)

hovézi sérovy albumin (z angl. Bovine Serum Albumin)
5-karboxyfluorescein

5-karboxyfluorescein diacetat acetoxymethyl ester
cytochrom P450 1A

dichlorofluorescein diacetat

dichlorofluorescein

dimethyl sulfoxid

fosfatovy pufr

koncentrace, kterd zptisobuje 50% ucinek daného efektu
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OPE
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PCB
PCPs
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PLHC-1

PPCPs
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hexadecylpyridinium chlorid
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Hankovo minimalni esencialni médium (zangl. Hank’s Minimal

Essential Medium)

chlorhexidin

Leibovitz L-15 médium

Leibovitz L-15 médium expozi¢ni
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Effect Concentration)
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octenidin

roztok octenidinu a fenofyethanolu

polyaromatické uhlovodiky

polychlorované bifenyly

produkty osobni hygieny (z angl. Personal Care Products)

smés penicilinu a streptomycinu

jaterni bunécna linie Poeciliopsis lucida

farmaka a produkty osobni hygieny (z angl. Pharmaceuticals and

Personal Care Products)

relativni centrifugaci sila (z angl. Relative Centrifugal Force)



ROS
RTG-2
RTgill-W1
Saos-2

SD

TCS

THM

WHO

reaktivni formy kysliku (z angl. Reactive Oxygen Species)
tkanova linie ze pstruha duhového izolovana z gonad
tkanova linie ze pstruha duhového izolovana ze zaber
osteoblastickd bunééna linie

smerodatna odchylka

triclosan

thymol

svétova zdravotnickd organizace (z angl. World Health Organization)



1 Uvod

Ekotoxikanty jsou dle definice latky antropogenniho ptivodu majici potencial
negativné ovlivilovat zivotni prostedi i ve velice nizkych koncentracich (Connell et al.,
1999). Pti vstupu ekotoxikanti do zivotniho prostiedi nastava riziko, ze jejich pisobeni
mohou byt vystaveni i lidé. Pochopeni, jak ekotoxikanty plsobi na ryby, nam muze
posléze pomoci pifi hodnoceni rizik spojenych s pfitomnosti téchto latek v Zivotnim
prostiedi. V neposledni tad¢ méa studium vlivu ekotoxikanti i hospodaisky
a ekonomicky vyznam. Zejména v rybaistvi je dulezité¢ zdravi a celkova kondice ryb,
aproto je nutné sledovat, jak napf. krmivo nebo léCivo jednoho druhu ryb ovliviiuje
druhy jiné (Bols et al., 2005). Krom¢& zminénych latek, 1ze ryby pouzit jako modelové
organismy pro studium potenciondlné negativnich uc€inkl/ekotoxicity nejriznéjsich
xenobiotik. Zaroven se pouziti tkanovych linii v poslednich letech jevi jako vhodna

alternativa oproti testovani cilenych latek na zivych rybach.

Tato prace se zabyva vybranymi latkami ze skupiny tzv. produktl osobni
hygieny (PCPs), které¢ jsou bézné piidavané napt. do zubnich past, Gstnich vod, pletové
a vlasové kosmetiky a opalovacich krémii chranicich pfed UV zafenim. Na rozdil od
farmak, produkty osobni hygieny nemuseji prochéazet lidskym télem, ale pfi pouzivani
vstupuji do zivotniho prostfedi odpadnimi vodami pfi sprchovani, koupani nebo ¢isténi
zubl (Ternes et al., 2004). Vzhledem c¢aste¢né lipofilni povaze vétSiny téchto latek
dochazi k jejich Castecné sorpci na kal z Cistiren odpadnich vod a posléze 1 na vodni

sedimenty (Ostman et al., 2017, McClellan and Halden, 2010).

Cilem této prace bylo otestovat vybrané latky ze skupiny PCPs in vitro na dvou
typech rybich tkanovych linii a ziskat tak zcela nové informace o jejich potencionalni
toxicité. Vysledky mohou doplnit fadu jiz publikovanych in vitro experimentl
s riznymi typy bunék (napt. Dayeh et al., 2002, Kienzler et al., 2012, Caminada et al.,
2006).

Za timto ucelem byly provedeny testy na tkanovych liniich ze pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss), konkrétné byly pouzity tkanové linie zabernich bun¢k (RTgill-
W1) a bun¢k gonad (RTG-2). U obou bunéénych linii byla testovana Zivotaschopnost
bun¢k pomoci protokoll s fluorescentnimi barvivy, které jsou bézné v publikacich

pro hodnoceni cytotoxicity potenciondlné nebezpecnych latek pouzivany. Podle
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vyslednych hodnot ECso byly poté predikovany hodnoty LCso pro zivé ryby. DalSimi
testy bylo méfeni indukce aktivity cytochromu P450 1A, kde je vyuzito zvySeni
koncentrace tohoto enzymu v organismu vlivem expozice xenobiotiku, a sledovani
oxidativniho stresu po vystaveni testovanych latek bunécné linii. Béhem vystaveni
organismu xenobiotiku se zvySuje hladina reaktivnich forem kysliku a kvuli této

nerovnovaze vznika jiz zminény oxidativni stres.
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2 Teoreticka cast
2.1 Tkanové linie

Testovani akutni toxicity na rybach je jeden znejCastéji pouzivanych testl
na zviratech pfi hodnoceni rizik pro zivotni prostfedi. Tento test vyzaduje az 60 ryb
atrva 5 dni, kdy se produkuji litry toxického odpadu a nasledkem je tthyn testovanych
ryb (OECD, 2019). V roce 2011 bylo podle posledni sedmé zpravy o statistickych
udajich tykajicich se poctu zvitat pouzivanych pro pokusné a jiné védecké ucely v
Clenskych statech Evropské unie pro pozadavky REACH pouzito zhruba 324 000 ryb
(Commission for Europen Communities, 2013), coz je oproti roku 2008 vice nez

dvojnéasobek (Commission for Europen Communities, 2010).

Taktéz v Ceské republice dochazi k narGistu spotieby ryb k pokusnym

a laboratornim uc¢eltim, viz obr. 1:

Spotieba ryb k pokusnym a laboratornim tcelim
v CR (1995-2018)
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Obr. 1: Kfivka vyobrazuje spotfebu ryb (v ks) pro pokusné a laboratorni tcely
od roku 1995 do roku 2018, kdy dochazi k jejimu maximu — 96 720 ks ryb (16 150 kust
druhu danio pruhované (Danio rerio), 80570 kust ostatnich druht ryb). Nejvice ryb
konkrétné v tomto roce bylo vyuzito Ministerstvem zivotniho prostfedi (upraveno podle

eagri.cz)
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Danio pruhované a pstruh duhovy jsou celosvétové nejpouzivanéjsi ryby
pti testech akutni toxicity. Pravé nadmérné pouzivani zivych ryb a dalsi nize uvedené
divody vedou ke snaze vyuzivat bunééné modely, které mohou fungovat jako zadouci
nahrada za zivé ryby. PIné nahrazeni in vivo experimentii vSak zatim neni mozné

(Schirmer, 20006).

Dosud nejvhodnéjsi alternativou se jevi prave in vitro testy s tkanovymi liniemi.
Tkéanové kultury umoznuji sledovat cytotoxicitu v kontrolovatelnych a predem
definovanych podminkach. Oproti studiim se zivymi zvifaty poskytuji tkanové linie
nekolik vyhod, mezi n€z patii: rychlejsi dosazeni vysledki, méné toxického odpadu,
snadnéjsi péce, nizsi naklady a predevsim omezeni testovani na zivych zvitatech (Bols
et al., 2005). Navic interpretace vysledki je snadné&jsi, protoze v systému chybi
sloZitosti spojené s in vivo pokusy, jako je napi. bioakumulace, individualita jedinct
apod. Naproti tomu je vyhodou in vivo experimentl oproti in vitro moznost pozorovani
pifimé reakce testovaného organismu na aplikovanou cizorodou latku spolu se vSemi
toxikodynamickymi a toxikokinetickymi procesy, jako jsou napf. piestup do téla,
metabolismus, hormondlni sekreci, vylu¢ovani apod. (Bhanushali et al., 2010). In vitro
modely totiz nezahrnuji cely rozsah mist uc¢inku (piestupy do organismu ptes kiizi nebo
sliznice) a neumoziuji predpoveédét reakei organismu jako celku riznych tkani, kde
probiha nescetné mnozstvi biochemickych procesi, které mohou byt testovanou latkou

ovlivnény (Pampaloni et al., 2007).

Tkanové linie se daji ziskat ze dvou zdroj; sbirka kultur nebo védecka
komunita. Jednim z nejznaméjSich zdroji je Americka sbirka typovych kultur (ATCC),
kterd jako jeden z nejvétSich zdrojii shromazd’uje az 4 000 lidskych bunéénych linii,
bunétné linie az ze 150 druhti zvitat a dalsi. Dalsi zdrojem mulze byt Evropska sbirka
bunéénych kultur (ECACC). Nejslozitéjsi variantou je v neposledni fadé mozZnost

izolace vlastni tkdnové linie v laboratofi.

Sav¢i vs. rybi tkanové linie

Vyvoj a pouziti rybich tkdnovych linii je viceméné odvozeno od zkuSenosti
se saveimi tkanovymi liniemi. Kultivace rybich a sav¢ich tkanovych linii je provadéna
v obdobnych médiich, avSak svyrazné odliSnou teplotou. Rybi tkanové linie jsou

snadno kultivovatelné ve vétSin€é bazédlnich médiich, které byly optimalizovany

pro sav¢i buiky, a to 1 se stejnymi aditivy, napt. fetdlni hovézi sérum (FBS). Sav¢i
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buiiky jsou kultivovany pfi teplotich 34-37 °C. Rybi buiky, buiikky ektotermnich
zivocichd, snesou S§irsi rozpéti teplot. Napt. bunky pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) je mozné kultivovat v teplotach od 5-26 °C, ptiCemz optimalni teplota pro rist
je 18-22 °C. Pokud neni k dispozici termostat, rybi bunécné linie je mozné kultivovat
i pfi pokojové teploté (Bols et al., 2005). Se studenokrevnosti souvisi i nizsi rychlost
metabolismu, diky c¢emuz lze bunky uchovavat smensi péfi po delsi dobu.
U bunécnych linii z motskych druhti ryb musi byt navic upravena osmolarita. Celkové
jsou rybi tkanové linie oproti savéim snadnéjSi na Gdrzbu a manipulaci (Wolf and

Quimby, 1976).

2.2 Typy kultur zivo€iSnych bunék

Existuji tfi typy kultur, které lze pii studiu zivocisSnych bunék pouzit. Prvnim
typem je primarni kultura (primokultura), ze které je pravé bunécna kultura (sekundéarni
kultura) vyvinuta (Bols et al., 2005). Zpravidla jde o smés riznych typit bun¢k ptivodni
tkané. O tom, jak ziskat z primarni kultury pstruha duhového bunécnou kulturu,
pojednava publikace autorti Bols et al. (1994). Bunééna kultura vznikd po prvni pasazi
primokultury a zanikd po 30-50 délenich (Hayflickova mez). Pojem Hayflickova mez
nebo také Hayflickv limit byl definovan v roce 1961 pro lidské buiiky, které mohou
prodélat jen omezeny pocet déleni (Hayflick and Moorhead, 1961). Dal$im typem je
bunécna linie (trvala bunécna linie), kterou je mozné uchovavat v fadu mésict (Bols et

al., 2005).

Nejveétsi rozdily mezi témito typy je délka jejich ,,zivota®. Primarni kultura je
iniciovana z bunék, tkani nebo organil a jeji Zivotnost je pouze v fadu nékolika dni (Lee
et al.,, 2009). Extrémni vyjimkou jsou napfiiklad hematopoetické kultury ze pstruha
duhového ze sleziny a z hlavové (pfedni) ¢asti ledviny, které mohou byt udrZzovany
po dobu az jednoho roku (Ganassin and Bols, 1996). Priméarni kultura je ukoncena
rozdélenim bunék do novych kultivacnich naddob (Schaeffer, 1990). Pocet bun¢k diky
proliferaci roste, proto je nutné snizovat hustotu bun€k rozd€lovanim do dalSich
kultiva¢nich nadob, jako jsou napt. kultivacni lahve nebo Petriho misky. Tomuto
procesu se fika tzv. pasdzovani bunék, jehoz soucasti je odlepeni buné¢k od povrchu

kultivaéni nadoby (u adherovanych bunck) nebo centrifugace (u suspenznich bunck)
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avyména rustového kultivaéniho média. Bunécnou kulturu je mozné zamrazit

pro dlouhodobé uskladnéni a pozdéjsi pouziti (Bols et al., 2005).

Diky moznosti pasaZzovani a vyssi homogenité jsou bunécné linie nejvhodné;jsi
pro rutinni experimenty a testovani. Dalsi vyhodou oproti primarnim kulturam je, ze
bunécné kultury a linie poskytuji pravé diky pasazovani vétsi mnozstvi bunék, nebot
nékteré¢ organy ryb nebo samotné druhy nejsou dostate¢né velké na to, aby poskytly
dostatek materidlu pro primarni kulturu potfebnou pro expozici xenobiotiku.
Nevyhodou primarnich kultur je také obtizny a financné naro¢ny chov ryb potiebnych

pro izolaci zminéné kultury (Bols et al., 2005)

2.3 Rybi tkanové linie

Tkénové linie z druht kostnatych ryb jsou vyvinuty z nejriznéjSich organt, jako
jsou napt. ploutve, srdce, slezina, Zabry, gonady, jatra nebo mozek (Fryer and Lannan,
1994). Do roku 2011 bylo izolovano 283 bunécnych linii z ryb (Lakra et al., 2011),
pfi¢emz nejvétsi pocet linii byl izolovan z kaprovitych a lososovitych druht (Fryer and
Lannan, 1994). Od této doby nebyl publikovan Zzadny souhrnny piehled, ktery by
sumarizoval nové bunééné linie izolované z ryb, piestoze od té doby nové linie vznikaji

(Kapoor et al., 2013, Chen et al., 2019).

Jak jiZ bylo zminéno, vétSinu rybich kultur 1ze kultivovat v obdobnych médiich
vyvinutych pro sav¢i tkanové linie. Pozadavkam pro bunky savca, ptakt, obojzivelnikt
1 ryb se nejvice blizi Eagle's Minimal Essential Medium (EMEM) doplnéné fetalnim
hovézim sérem, které je ze vSech dostupnych doplikli nejpouzivanéjsi (Wolf and
Quimby, 1966, Lakra et al., 2010). Slozeni tzv. Eaglova média bylo poprvé definovano
v roce 1955 (Eagle, 1955). Ptidavek séra se podle dostupné literatury pohybuje od 5-20
objemovych % (Dayeh et al., 2002, Lee et al., 2009, Fischer et al., 2019). Dalsi média
Casto vyuzivand u ryb jsou napiiklad Glasgow MEM, Hank’'s MEM (HMEM) nebo
Leibovitz's L-15 (L-15). U média L-15 neni diky jeho slozeni vyzadovéana kultivace
bunék pii 5% CO» atmosféte (Leibovitz, 1963), a proto je vyuzivano nejvice a to az

u 80 % rybich tkanovych linii (Wang et al., 1995).
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2.3.1 Historie

Pocatek bunécnych kultur zac¢ina v roce 1885, kdy Roux kultivoval embryonalni
kufeci buiiky ve fyziologickém roztoku. Poté v roce 1887 byl Arnoldem pozorovéan
pohyb a chovéni zabich bunék. AvSak o prvni tzv. ,tkénovou kulturu“ se jednalo az
v roce 1907, kdy Harrison po n€kolik tydnt kultivoval a pozoroval rist bun¢k nervové
tkdn€ zabiho pulce na koagulované zabi lymf€. Od té¢ doby se kultivace zacala rozvijet

a kultiva¢ni metody zdokonalovat (Biologie a genetika pro bakalaie, 2014).

Prvni reSerSni prace o rybich tkanovych kulturach je zroku 1914 (Osowski,
1914). Vroce 1916 bylo popsano médium zalozené¢ na moiské vodé (Lewis, 1916).
Jedna z prvnich rozsahlejSich praci vénujici se rybim tkanovym liniim je publikace
od Cameron (1950), kterd pfinesla velké mnozstvi informaci o tkdnovych liniich a
rybich buiikach a zaroven poskytla zéklad pro vyvoj dalSich technik a metod pro praci

s rybimi buiikami.

Prvni rybi bunécna linie byla izolovana ze pstruha duhového a to konkrétné
ze sm¢esi samcich a samicich gonadd s oznacenim RTG-2 (Wolf and Quimby, 1962).
Prvni souhrn rybich bunéénych a tkanovych linii byl vytvofen Wolfem a Mannem
(1980). Posledni takovy ptehled byl publikovan v roce 1994 autory Fryer a Lannan,
ktery popisuje 159 bunécnych linii, které jsou vyvinuty ze 74 druhti ryb. Tento souhrn
dopliiuje publikace z roku 2010 (Lakra et al.) o dal$ich 124 novych buné¢nych linii.

2.3.2 Morfologie

Buiiky jednotlivych bunéénych linii se od sebe tvarove lisi. Tvar bunék se 1isi
také v zavislosti na hustoté bunck v kultivaéni nadobé a na fazi bunééného cyklu (Bols

et al., 1994). Pti vy$si hustoté buiiky vytvareji buniky tzv. monovrstvu, viz obr. 2.
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Obr. 2: Priklad tvarové rozdilnosti bunék z bunééné linie RTgill-W1 pfi nizké
denzité (vlevo) a pii vyssi denzit€¢ bun€k (vpravo) — monovrstva (zvétSeni 100x) (foto

vlastni)
RTgill-W1

Bunééna linie RTgill-W1 je linie ziskana ze zabernich vladken dospélého pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) (Bols et al., 1994). Jadra bunék linie RTgill-W1 jsou
kulatého az ovalného tvaru a vykazuji epitelidlni morfologii (Lee et al., 2009).
Mitochondrie jsou obvykle kulaté. Pti nizké denzit¢ maji buiky vietenovity
nepravidelny tvar (Bols et al., 1994), viz obr. 3. Tato bunécna linie je vhodna pro testy
akutni toxicity, nebot Zaberni epitel je jednim z primarnich mist pfijmu toxikantl
vyskytujicich se ve vodé (Tanneberger et al., 2013). Bunécna linie RTgill-W1 se bézné
kultivuje v Leibovitz’s L-15 médiu (Leibovitz, 1963).
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Obr. 3: Bunééna linie RTgill-W1 pod mikroskopem (zvétseni 100x) (foto
vlastni)

RTG-2

Bunééna linie RTG-2 je mixem samcich a sami¢ich gonad pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) (Wolf and Quimby, 1962). Buiiky maji oproti RTgill-W1
podlouhly tvar a vykazuji fibroblastickou morfologii, viz obr. 4. Buné¢na linie RTG-2
se kultivuje v EMEM médiu pii 5% CO; atmosféte (Ferrero et al., 1998) nebo je mozna
i kultivace bez CO; atmosféry v L-15 médiu (Reinhart and Lee, 2002).

Obr. 4: Bunécna linie RTG-2 pod mikroskopem (zvétSeni 100x) (foto vlastni)
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2.4 Péce o bunécéné kultury

Se vSemi tkanovymi liniemi se pracuje ve sterilnim prostfedi v ramci
laminarniho flow boxu, ¢imZ je zamezeno moznosti kontaminace. Kultivaéni médium
tvofi vrstvu kapaliny nad adherovanymi bunkami v lahvi. Obsahuje fosfatovy pufr
obohaceny o anorganické soli, esencialni aminokyseliny, vitaminy, mastné kyseliny
nebo lipidy (Wolf and Quimby, 1969). Do média jsou dale ptidavana séra, kterad
dopliiuji vyznamné organické latky, napf. hormony a ristové faktory. Castym
organickym aditivem je FBS, které obsahuje pravé nejvice riistovych faktorti. FBS se
ziskava z plodu biezich krav urCenych k pordzce, a to bez anestezie. Diky tomu je tato
metoda odbéru FBS casto kritizovdna (Jochems et al., 2002). Optimalni pH média je
7,4. Jako indikator zmény pH lze do média pfidat napt. barvivo fenolova cerven
(obsazena napt. v EMEM médiu). Rostouci buniky vylucuji do média kyselé metabolity,
jimiz je pH média snizovdno a médium Zloutne, to znaci nutnost jeho vymeény. I teplota
a koncentrace CO2 mohou pH média ovlivnit, proto je tfeba zamezit ndhlym zménam

podminek (Biospherix, 2019).

Pasdzovanim bun€k se rozumi cilené snizovani hustoty bunck v kultivaéni
nadobé spojené s odlepenim adherovanych bunék pomoci trypsinu od povrchu lahve
a preneseni do nové nebo stejné nadoby. Pasdzovani se provadi pii pokryvnosti cca
80 % kultivacni lahve, stav narostlych bunék je kontrolovan pod mikroskopem. Aktivni
latkou pii inhibici trypsinu je pravé fetalni hovézi sérum. K pasazovani dochazi pii
vysoké hustoté bunck v lahvi, pfi pottebe buiky ,,namnozit* do vice kultivac¢nich lahvi
nebo pro pouziti bunék do experimenti. V takovém piipadé¢ se koncentrace bunék
upravuje podle potieby. K pocitani bunék je mozné pouzit Biirkerovu pocitaci komtirku

nebo automatickou pocitaci komurku, kterd byla vyuZita v této praci.

Rist bun¢k je definovan ¢tyfmi fazemi, které zobrazuje riistova kiivka (obr. 5).
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Obr. 5: Rustova kiivka bunek (upraveno podle Eppendorf Handling Solutions,
2019)

Prvni fazi (I) je lag faze, kdy pocet bunék vlivem adaptace na kultivaéni
prostfedi nejdiive mirn€ poklesne a poté zacne populace rapidné narGstat. Nasleduje
logaritmicka neboli log faze (II), kdy pocet bunck nartiistd exponencialng. Ve stacionarni
fazi (IIT) se bunky diky vycerpani zivného média a inhibi¢énim mechanismim piestavaji
mnozit. Posledni je faze ubytku bunék (IV), ke kterému dochazi vlivem nedostatku

zivin a snizeni pH. Muze také dochazet ke kumulaci toxickych metaboliti (Eppendorf

Handling Solutions, 2019)

2.4.1 Zamrazovani bunék

Bunééné linie podléhaji zméndm, které jsou zplisobeny starnutim bun€k nebo
zménami prostfedi. Pro zachovani homogenity linie je nutné bunky kryogenné uchovat
a v ptipad¢ potteby znovu rozmrazit. Teploty pod -130 °C zajistuji uplné zastaveni

biologického Casu, ¢imz se vyrazné prodluzuje zivotnost bunék (Mazur, 1984).
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Béhem pocatecniho chlazeni (z pokojové teploty na 0 °C) se zpomaluje bunécny
metabolismus, narusuje se aktivni transport a iontové pumpy. Vlivem chlazeni se
vytvareji ledové krystaly v extracelularnim prostfedi, které zvySuje koncentraci
rozpoustédla (nejcastéji dimethyl sulfoxid) v kultivaénim médiu. Diky tomu se voda
dostava z bun¢k do caste¢né zmrazeného média v extracelularnim prostoru a dochazi
k procesu dehydratace a smr$téni buiiky. Pfi tomto procesu zavisi na rychlosti chlazeni.
Pokud je chlazeni piili§ rychlé, vzniknou ledové krystaly pfed dehydrataci a mohou
narus$it bunécné organely a membrany, to ma za nasledek smrt buiiky pfi rozmrazovani.
I pfi pomalém zchlazeni vSak miZze dojit k bunééné smrti. Bunéénym smrs$tovanim
muze dojit k poskozeni membrany, cytoskeletu i organel (Mazur, 1984). S vyuzitim
specialniho mraziciho boxu je mozné dosdhnout rychlosti chlazeni bunécné suspenze

1 °C za minutu.
Vyhody zamrazenych kultur

e Mezi jediné finan¢ni naklady patfi udrzeni bunék pfi velmi nizkych

teplotach, tzn. zajisténi mraziciho boxu s teplotou cca -130 °C.

e Takto ulozené kultury jsou zdrojem pii doplnéni ztrat zivych bunck napft.

pfi kontaminaci.

e U bunék zamrazenych na -130 °C a mén¢ nedochazi prakticky k Zadnym
zménam a je mozné se k nim kdykoli vratit, napt. pii dlouhodobych

pokusech.

2.5 Vyuziti v ekotoxikologii

Ryby jsou duleZzitou skupinou obratloved pfi hodnoceni ekotoxicity
nejriznéjSich kontaminantii, které maji antropogenni pivod a dostavaji se do vody
zejména praveé lidskou cCinnosti. Kromé ekotoxikologie nachéazeji rybi tkanové linie,
jakozto vhodna alternativa k Zivym rybam, dals$i vyuziti v oblasti endokrinologie,
imunologie, virologie, biotechnologie a akvakultury a dal$i. Rybi tkdnové linie jsou
v ekotoxikologii vyuzivany vice nez sav¢i, nebot’ chemikélie a vodné vzorky mohou byt
bunkam aplikovany v takovych teplotach, kterym jsou bézné ryby chemikaliim
vystaveny (Bols et al., 2005).
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Hodnoceni cytotoxicity mize byt provedeno riznymi zplsoby, pii kterych se
sleduje zejména zivotaschopnost bun¢k. Obvykla expozice pii téchto testech je 72
amén¢ hodin, tudiz se jedna o akutni nebo kratkodoby test (Bols et al., 2005). Testy
cytotoxicity jsou zalozeny na raznych bunécnych funkcich a v soucasné dobé je
vyuzivano Siroké spektrum téchto testl. Vybér vhodné metody je dulezity bod
pro sledovani cytotoxicity. Pii vybéru testu je tfeba vzit v uvahu dualezité parametry,
jako je napi. proveditelnost testu v laboratofi, testované chemikalie, detek¢ni
mechanismus a citlivost testovaného organismu. Prvni publikaci vénujici se toxicité

a vyuziti tkanovych linii je z roku 1968 (Rachlin and Perlmutter, 1968).
Konkrétni vyuziti

Vysledky in vitro toxicity byvaji porovnavany s in vivo experimenty s Zivymi
rybami (Schirmer, 2006) nebo s Daphia (Caminada et al, 2006). Casté je také pouziti
vodnych vzorkt, které se u rybich tkanovych linii nabizi; konkrétné v publikaci Dayeh
et al. (2002) jsou vyuzity stejné testy k méfeni cytotoxity jako v této préaci. Publikace
autort Caminada et al. (2006) testuje cytotoxicitu farmak na dvou tkanovych liniich
RTG-2 a PLHC-1 (jaterni buné¢na linie Poeciliopsis lucida), jejichz vysledky jsou mezi
sebou porovnany. Farmaka jsou pfedmétem experimentli i v publikaci Laville et al.
(2014), kde je métena jak cytotoxicita, tak EROD, 1 tvorba ROS, jako je tomu v této
praci. Méfeni aktivity cytochromu P450 je vyuZito i v publikaci autor Kienzler et al.
(2012), kde jsou vysledky a jejich porovnani u tfech rybich tkanovych linii, nebo
v publikaci Jonsson et al. (2006), kde jsou testovanymi latkami persistentni organické

polutanty.

2.5.1 Méreni zivotaschopnosti bunék

Pfi praci s buikami je jednim ze zakladnich sledovanych parametrii stanoveni
jejich zivotaschopnosti (viability). Timto terminem se rozumi urceni poméru zivych
amrtvych bun€k v populaci. Detekce Zivotaschopnosti bunék je zéasadni napf.
v toxikologii, ekotoxikologii nebo ve farmakologii pro hodnoceni ucinkli vyvolanych
zkoumanymi latkami, at’ uz chemikdliemi nebo vzorky kontaminovaného Zivotniho
prostiedi. Testovani Zivotaschopnosti bunék je dulezité také pii bézné praci s kulturami,

napf. pii zamrazovani bunék.
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Existuje nékolik metod pro zjiStovani zivotaschopnosti bunck. Prvni skupina
metod pro analyzu viability je zalozena na neporuSenosti a selektivni propustnosti
plazmatické membrany zivé bunky. Tuto skupinu metod mizeme rozdélit na testy
kolorimetrické a fluorescen¢ni. Do této skupiny spadé test s indikatorovym barvivem
Neutral Red (NR; pro lyzozomalni membranovou integritu), ktery byl pouzit v této
praci nebo napt. MTT test (Aslantiirk, 2018). Dalsi skupinu pak mohou tvofit metody
studia zivotaschopnosti bunék zaloZzené na detekci funkéniho metabolismu. Principem
téchto metod je schopnost zivé bunky metabolizovat substrat na derivat, ktery je
nasledné¢ mozné detekovat. Do této skupiny patii napt. testy vyuzivajici fluorescencni
indikatorova barviva Alamar Blue™ (AB; pro zjisténi metabolické aktivity), CFDA-
AM (pro bunécnou membranovou integritu). Vybrané testy pro tuto praci jsou bézné

pouzivany (Dayeh et al., 2002, Tannenberger et al., 2013).

Indikatorové barvivo Alamar Blue™ je pouzivano k méfeni metabolické
aktivity. Test je zalozen na schopnosti zivych bunék redukovat resazurin (pivodni
nazev pro Alamar Blue™) na resorufin, viz obr. 6. Nefluorescentni AB je redukovéana
na razové fluorescentni barvivo bunéfnou aktivitou, zejména spotiebou kysliku
metabolismem (O’brien et al., 2000). Nevratnd redukce resazurinu na resorufin mize
probihat i diky mitochondrialnim enzymtm (De Fries and Mistuhashi, 1995). Resorufin
je poté detekovan spektrofotometricky nebo fluorometricky. Vyhodou testu AB kromé
cenové dostupnosti je, Ze nevykazuje Zadné cytotoxické UCinky pi1 nizkych
koncentracich vii¢i buiikkdm (pfi expozici maximaln€ 4 hodiny) (Gloeckner et al., 2001),
a tak testované buiiky nejsou zniceny, coZ umoZiiuje provadét na stejné sadé bunek dalsi

meéfeni (Schreer et al., 2005).
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Obr. 6: Ireverzibilni pfeména nefluorescentniho resazurinu na fluorescentni

resorufin

5-karboxyfluorescein diacetdt acetoxymethyl ester (CFDA-AM) je dalSim
fluorescentnim barvivem, které se pouziva ve studii cytotoxicity. Toto barvivo indikuje
jak enzymatickou aktivitu, kterd vyzaduje aktivaci jeho fluorescence, tak ztratu
membranové integrity bunék, kterda je vyzadovana kintracelularni retenci
fluorescen¢niho produktu. Barvivo CFDA-AM je esterdzami Zivych bunék
pfeménovano z nepolarniho nefluorescentniho barviva na polarni fluorescentni CFDA,
kterd neni schopna prichodu membranou a zlstava tak zkoncentrovana uvniti bun¢k
s neposkozenou membranou. Jeho mnoZstvi tak zavisi na membranové integrit¢ bunék
a hodnoti se métenim fluorescence (Schreer et al., 2005). Elektronicky neutralni AM
ester miZze byt vnesen do bunék pii nizSich koncentracich nez CFDA. Po hydrolyze
intracelularnimi esterdzami poskytuje tento AM ester také 5-karboxyfluorescein (CF).
CF obsahuje extra negativni naboje, a proto je lépe zadrzovan v buiikach. Pfitomnost
CF v bunikach tedy ukazuje na integritu plazmatické membrany a mize byt pouzit jako

indikator viability bun¢k (Gannasin et al., 2000).

Vyuzivaji se prevazné lipofilni nefluorescentni sondy schopné prochazet volnou
difuzi do bunék, tam jsou Cinnosti enzymii pieménény na fluorescentni latky nesouci
naboj, diky ¢emuz jsou v buiice zadrZzovany a koncentrovany. Vedle enzymové aktivity
jde tedy zaroven o stanoveni membranové integrity, protoZze je-li cytoplazmaticka
membrana bunky narusena, fluorochromy jsou opét vyplavovany ven do

extracelularniho prostoru.
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Diky tomu, Ze ani jedna ztéchto latek nevykazuje cytotoxické ucinky vuci
bunéénym liniim pstruha duhového pfi kratkodobé expozici a podobné inkubacni dobé
lze barviva AB a CFDA-AM pouzit paraleln¢ a detekovat je pii riznych vinovych
délkach na stejné sad¢ bun¢k (Schreer et al., 2005).

Neutral Red (NR; 3-amino-7-dimethylamino-2-methylphenazin hydrochlorid) je
asto pouzivané barvivo k méfeni membranové integrity lysozomil. Zivotaschopné
buiiky ve svych lysozomech zadrzuji NR (Hammond et al., 1980). Barvivo mtze byt
aplikovano bud’ pfed expozici (v takovém piipad¢ se jedna o retenci) nebo po expozici
(v tom piipadé¢ jde o akumulaci barviva) a méfeni miize byt vyhodnoceno jak
spektrofotometricky (Borenfreund and Puerner, 1984) tak i fluorometricky (Essig-
Marcello and Van Buskirk, 1990).

2.5.2 Méreni EROD

Cytochromy P450 jsou enzymy, které zastavaji dulezitou roli v metabolismu
cizorodych latek. Slouceniny, které slouzi jako substrat téchto enzymi, jsou
v organismu biotransformovany za vzniku polarnéjSich produkti. Ty pak mohou byt
vylouceny, aniz by doslo k bioakumulaci. Krom¢ detoxikace vSak miize dojit i k vzniku
biologicky aktivnéjSich derivatl, které mohou mit jak pozitivni vliv, tak negativni -
mohou byt toxické, karcinogenni apod. Uzitecnym aspektem tohoto enzymu je, Ze ma

tendenci zvySovat svou koncentraci pti expozici xenobiotiku (Stiborova et al., 1999).

Sledovani indukce cytochromu P450 1A (CYPIA) se pouzZiva k detekci
biologickych uéinkti polycyklickych uhlovodikii (PAU), planérnich polychlorovanych
bifenylti (PCB) a dioxint, nebot’ jsou nejsilnéjSimi induktory (Bucheli and Fent, 1995,
Jung et al., 2001). U ryb se CYP1A vyskytuje v jatrech, ale jeho piitomnost byla
zjiSténa 1 v zédbrach nebo v ledvinach (Sarasquete et al., 1999). Myslenka vyuziti
indukce CYP1A jako prostfedek ke sledovani expozice ryb polutantiim navrhli jiz v 70.
letech Payne and Penrose (1975). Indukce CYP1A je zprostifedkovdna vazbou
xenobiotik k receptoru cytosolového receptoru pro aromatické uhlovodiky (AhR)

(Whyte et al., 2000).
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K méfeni CYP1A aktivity je potfebny substrat s detekovatelnym metabolitem.
Nejcastéji pouzivanou latkou je 7-ethoxyresorufin (ER). Cytochrom P450 1A katalyzuje
reakci ER na resorufin, ktery miize byt detekovan fluorimetrem o excitacnich
a emisnich vinovych délkach 530/590 nm. Reakce katalyzovand CYP1A, kde ER je

pfeveden na resorufin, se nazyva ethoxyresorufin-o-deethylaza (EROD).

2.5.3 Méreni ROS

Termin ROS (reaktivni formy kysliku) definuje skupinu endogennich vysoce
reaktivnich molekul, které obsahuji kyslik, jako jsou napf. kyslikové ionty, volné
radikaly nebo peroxidy. VétSina ROS vzniké jako piirozeny vedlejsi produkt napt. pfi
mitochondrialnim respiraénim fetézci nebo jsou uvolnény oxiddzami. Skodlivé uéinky
ROS jsou minimalizovany antioxida¢nimi mechanismy, které zachycuji ROS a brani
jejich hromadéni. Pfi této naruseni rovnovahy ¢i nadprodukci ROS pak mize dojit ke
stavu, ktery je nazyvan oxidativnim stresem (Sies, 1991). Béhem oxidativniho stresu se
hladina ROS intenzivné zvySuje a vede napt. k poSkozeni bunécnych struktur. ROS jsou
cytotoxick¢ a mohou se podilet na riznych chorobéach, napt. diabetes, a ovliviiuji
bunécné procesy. Obecné mezi nejcastéjsi ucinky ROS patii poskozeni DNA, oxidace
aminokyselin v proteinech a inaktivace specifickych enzyma oxidaci kofaktort

(Chapple, 1997).

Intracelularni redoxni rovnovahu reguluje hlavné glutation (GSH), ktery se
podili na antioxida¢nich obrannych systémech. GSH hraje dileZitou roli v celé fad¢
bunéénych procest, napi. bunécna diferenciace, proliferace, a poruchy homeostazy
GSH se podileji na etiologii mnoha typti onemocnéni. Pii zvySené hladiné GSH je
navysena antioxidacni kapacita a tim odolnost vic¢i oxidacnimu stresu (Traverso et al.,
2013). Vétsina GSH se nachdzi v cytosolu, avSak malé, ale vyznamné procento se
nachdzi v mitochondriich. Pravé mitochondridlni GSH mé z4sadni vyznam pfi obrané
pfed reaktivnimi formami kysliku (Armstrong et al., 2002). Antioxidanty se vyznacuji
nizkou molekulovou hmotnosti a jsou podle pouzit¢ho antioxidacniho mechanismu

rozdélovany do rliznych skupin (Dziezak, 1986).

Kmeéteni vzniku  reaktivnich  forem  kysliku byl pouzit 27'-

dichlorodihydrofluorescein diacetat (DCFH-DA). Nefluorescentni lipofilni DCFH-DA
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vstupuje skrze bunécnou membranu. Pisobenim intracelularnich esteraz je DCFH-DA
pfeménén na DCFH, ktery dale reaguje s ROS a vzniké fluorescentni dichlorflorescein
(DCF), jehoz fluorescence muze byt detekovéna pii excitacnich vlnovych délkach

485 nm a emisnich vinovych délkach 535 nm (Chen et al., 2010).

2.6 Farmaka a produkty osobni hygieny

Souhrnny nazev farmaka a produkty osobni hygieny nebo téZ produkty osobni
péce (PPCPs) zahrnuje skupinu chemikalii, kam spadaji 1éCiva a latky, které jsou velmi
Casto pridavané jako aditivum do produktli osobni hygieny, napf. do zubnich past,
mydel, sprchovych gelil, krémi, kosmetiky apod. (Daughton and Ternes, 1999). Vlivem
globalniho nariastu lidské populace se zvySuje nejen potfeba opétovného vyuziti vody,
ale 1 jeji kontaminace PPCPs. Dnesni zpusoby c¢isténi komunalnich odpadnich vod
nedostate¢né¢ odstranuji zvySujici se koncentrace PPCP obsazené v povrchovych
vodach, ¢imz se vytvaii potenciondlni riziko rozvoje bakterii a gent rezistentnich vici
antibiotikim (Cizmas et al., 2015). Zbytkové koncentrace jsou casto detekovany
v Cistirnach odpadnich vod i v upravnach pitné vody a to diky jejich neuplnému
odstranéni pfi procesech upravy vody (Yang et al., 2017). PPCPs jsou detekovany
v téchto vodich v koncentracich ngl! az pgl! (Dai et al, 2015). Triclosan,
chlorhexidin a hexadecylpyridinium chlorid byly detekovany v kalu z Cistiren

odpadnich vod a v odpadni vodé a to v jednotkach ng.g! a ng.1"! (Ostman et al., 2017).

V poslednich letech byly PPCPs uznany jako kontaminujici latky kvuli jejich
perzistenci v zivotnim prostfedi. Do Zivotniho prostfedi se PPCPs dostavaji mnohymi
cestami, napf. spolu skomundlni odpadni vodou, s odpadni vodou znemocnic,
nespravnou likvidaci nebo skrze Eistirny odpadnich vod a Gpravny vod (Schumock et
al., 2014). PPCPs lze rozdélit podle jejich vlastnosti a tcelu do n€kolika skupin. Léciva
obecné zahrnuji antibiotika, hormony, analgetika, B-blokatory a dal§i. Mezi produkty
osobni péce (PCPs) patii napt. konzervacni latky, baktericidy, dezinfekéni prostiedky,

vonné pfidavky apod. (Yang et al., 2017).

Tato prace zahrnuje pét vybranych latek ze skupiny PCPs —
hexadecylpyridinium chlorid (HDP), chlorhexidin (CHX), octenidin (OCT), thymol
(THM) a triclosan (TCS). Tyto latky byly vybrany zejména z diivodu, Ze v dostupné
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literatufe chybéji experimenty a informace o toxicité téchto latek a to at’ uz s zivymi
rybami jako testovanym organismem nebo v ptfipad¢ in vitro s tkanovymi liniemi
izolovanymi zryb. Tyto latky jsou lidmi Siroce vyuzivany, jsou vypoustény

do zivotniho prosttedi, a proto by mély byt pfedmétem védeckych studii.

Hexadecylpyridinium chlorid

Hexadecylpyridinium chlorid, zndmy i pod nazvem cetylpyridinium chlorid
(systematicky nazev: I-hexadecylpyridinium-1-ium-chlorid), se pomérné¢ bézné
vyskytuje jako ucinnd latka v mnoha ustnich vodach. Oproti chlorhexidinu ma vyhodu,
ze neobsahuje alkohol a nezanechava na zubech zbarveni po dlouhodobém pouzivani
(Asadoorian and Williams, 2008). Chemicka struktura hexadecylpyridinium chloridu je

znazornéna na obr. 7.

ECHA (2019) uvadi 96h LCso pro HDP u pstruha duhového 160 pg.1"!. Nejvyssi
koncentraci bez pozorovaného t¢inku (NOEC) pro fasy uvadi jako 3,2 pg.l"!. Park et al.

(2016) uvadi hodnotu ECso 0,53 mg.1"! u embrya kuiiky vychodni.

Ccr
N* ™S

L

H,0O

Obr. 7: Chemicka struktura hexadecylpyridinium chloridu

Chlorhexidin

Chlorhexidin  (systematicky  néazev:  N,N-(bis(4-chlorfenyl)-3,12-diimid-
2,4,11,13-tetraazatetradekandiimidamid) byl syntetizovan roku 1950 a Svétova
zdravotnickd organizace (World Health Organization;, WHO) ho zatfazuje do seznamu
zakladnich 1éka (Tartaglia et al., 2016). Chlorhexidin byl mnohokrat testovan kvuli
svym cytotoxickym U€inklim na bakterie (Park et al., 2014, Millhouse et al., 2014).
CHX byl testovan na embryich dania pruhovaného a LCso po 96 hodinach expozice se
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pohybovala okolo 804,0 pg.l! (Jesus et al., 2013). Chlorhexidin je podle U.S. EPA
(1996) oznacen jako toxicky pro ryby a vysoce toxicky pro vodni bezobratlé, zadna
konkrétni hodnota vSak nebyla uvedena. Lawrence et al. (2008) testovali efekt
chlorhexidinu na fi¢nim mikrobialnim biofirmu. Autofi pozorovali vyznamné Gc¢inky pii

koncentraci 100 pg.I"! u fas, cyanobakterilni a bakterialni biomase.

V soucasné dobé je chlorhexidin nejlep$im antiseptickym piipravkem pro Ustni
dutinu, zejména diky dlouhodobé Gcinnosti v redukci zubniho plaku (Wilder and Bray,
2016). Nicméné je znamy i1 svymi vedlejSimi ucinky; zplsobuje zbarveni zubu,
obsahuje alkohol a ovliviiuje vnimani chuti (Van Strydonck et al., 2012). Chemicka

struktura chlorhexidinu je zndzornéna na obr. 8.

HN NH
HN. »—NH HN—4  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Obr. 8: Chemicka struktura chlorhexidinu

Octenidin

Octenidin ~ (systematicky  nazev:  N-octyl-1-[10-(4-octyliminopyridin-1-
yl)decyl]pyridin-4-imin) byl syntetizovan v 80. letech 19. stoleti (Tartaglia et al., 2016).
Podle nekterych studii mad OCT podobny antibakteridlni Gi¢inek jako jiz zminény CHX
(Welk et al., 2016), i jeho chemicka struktura je podobnd. Diky tomu Siroké vyuziti

octenidinu ptedstavuje také zubni hygiena (Hiibner et al., 2010).
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Octenidin je u¢inny proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, zaroven
je ucinny i proti kvasinkdm a houbam. Proti bakteriim je zaznamendna vétsi efektivita
oproti chlorhexidinu (Sedlock and Bailey, 1985). Octenidin je vyuzivan zejména
pii koznich onemocnénich v kombinaci s alifatickymi alkoholy, s detergenty, napf.
antiseptickym mydlem, nebo jako roztok octenidinu a fenofyethanolu (OPE). Jeho vliv
na zivotni prostfedi vSak neni pfili§ zkoumdn. Chemickéd struktura octenidinu je

znazornéna na obr. 9.

Obr. 9: Chemicka struktura octenidinu

Thymol

Thymol (systematicky néazev: 2-isopropyl-5-methylfenol) je hlavnim
monoterpenovym fenolem vyskytujicim se v éterickych olejich zrostlin Celedi
Lamiaceae. Tyto oleje maji vyuziti v potravinatském primyslu, v kosmetice, v tradi¢ni
a antibakteridlni vlastnosti thymolu (Marchese et al., 2016). Podle Kavoosi et al. (2013)
je thymol G€inné;jsi proti grampozitivnim bakteriim oproti gramnegativnim. Registrovan
je takové jako insekticid (Hu and Coats, 2008). V takovém ptipadé odpuzuje Sktudce
netoxickym zpiisobem pisobeni, viici mikroorganismtiim je vSak toxicky (U.S. EPA,

1993). Chemicka struktura thymolu je zndzornéna na obr. 10.
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Obr. 10: Chemicka struktura thymolu

Triclosan

Triclosan (5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol) byl syntetizovan kolem roku
1980 (Tartaglia et al., 2016) a je castym pifedmétem studii diky jeho perzistenci
v zivotnim prostiedi (Coogan, 2007) a spojitosti s hormonalnim systémem (Ahn et al.,
2008). Ackoli jsou zfejmé negativni ucinky TCS, je stile pouzivan jako aditivum
do zubnich past, kosmetiky apod., a to hlavné¢ diky svym antibakteridlnim u¢inkiim

(Koburger et al., 2010). Chemicka struktura triclosanu je zndzornéna na obr. 11.

Vyskyt TCS ve vodnich ekosystémech je celosvétovym problémem. TCS je
bézné detekovan v povrchovych vodach v koncentracich od 1,4 do 4000 ng.l!
a v motské vodé od <0,001 do 100 ng.I"! (Dhillon et al., 2015). V tocich Spojenych statti
americkych byl TCS detekovan dokonce v mikrogramech na litr (Halden and Paull,
2005). Vysoké hodnoty TCS byly detekovany v lidské moci, krvi, tukové tkdni, mozku
a jatrech (Ruszkiewicz et al., 2017). Podle Dayan (2007) je TCS obsazen ve vysokych

koncentracich i v mateiském mléce (az 2000 pg.kg™! tuku).

Triclosan je vysoce toxicky pro vodni organismy, napt. Daphnia magna (ECso =
390 ug.lt) nebo Oncorhynchus mykiss (ECso = 350 pg.l') a zejména toxicky je pak
pro fasy. Konkrétné pro druh Scenedesmus subspicatus byla stanovena ECso na 1,4 pg.I°

'a NOEC 0,69 ug.I'! (Orvos et al., 2002).
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Obr. 11: Chemicka struktura triclosanu
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3 Cile prace

e Porovnani vysledkl viability bunék po expozici vybranym xenobiotika

ze skupiny PCPs na organové urovni

e Predikce LCso pro zivé ryby ze ziskanych vysledkli viability podle
publikace Tannenberger et al. (2013)

e Sledovani indukce cytochromu P450 1A po expozici vybranym

xenobiotikd ze skupiny PCPs

e Sledovani vlivu testovanych latek na oxidativni stres
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4 Material a metodika

4.1 Pouzité chemikalie

Chlorhexidin >99,5%

Triclosan >97%

Octenidin dihydrochlorid 98%
Hexadecylpyridinium chlorid 99%
Thymol 98%

Dimethyl sulfoxid (DMSO)

(Sigma-Aldrich, Svycarsko)
(Sigma-Aldrich, Indie)

(Alfa Aesar, Cina)
(Sigma-Aldrich, Indie)

(Alfa Aesar, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Na expozi¢ni médium byly pouzity nésledujici chemikalie:

NaCl

KClI

MgSO04 x 7 H2O
MgCl x 6 HO
CaCl; x 2 H,O
Na;HPO4 x 12 H20
KH>PO4

Pyruvéat sodny
Galaktoza

(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, Spanélsko)
(Sigma-Aldrich, Indie)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Lach-Ner, Ceska republika)
(Lach-Ner, Ceska republika)
(Sigma-Aldrich, Japonsko)
(Sigma-Aldrich, USA)

Na kultivaci bun€k byla pouZita tato média a chemikalie:

Leibovitz L-15
Medium EMEM
DPBS

Ethanol >99,8%
Pen-Strep

FBS

Trypsin

Trypanova modf

34

(Gibco, USA)

(ATCC, USA)

(Gibco, UK)

(VWR chemicals, Francie)
(Invitrogen, USA)

(Gibco, USA)

(Gibco, UK)

(Invitrogen, USA)



K testovani toxicity bylo kromé& expozi¢niho média L-15/ex pouzito:

Alamar Blue™ (Invitrogen, USA)
CFDA-AM (Invitrogen, USA)
Neutral Red (Invitrogen, USA)
Ethanol >99,8% (VWR chemicals, Francie)
Kyselina octova (VWR chemicals, Francie)

K testovani EROD aktivity bylo kromé expozi¢niho média L-15/ex pouZito:

NaxHPO4x 12 H2O (Lach-Ner, Ceska republika)
NaH>POs4x 2 H,O (Lach-Ner, Ceska republika)
Fluorescamin (Sigma-Aldrich, Francie)
Acetonitril (VWR chemicals, Francie)
Resorufin ethyl ether (Sigma-Aldrich, Izrael)
BSA (Sigma-Aldrich, USA)

K méteni reaktivniho oxidativniho stresu bylo kromé expozi¢niho média L-

15/ex pouzito:

DCFH-DA (Sigma-Aldrich, Izrael)
Tert-butyl hydrogen peroxid (Luperox, Francie)

4.2 Pouzity material

Kultivaéni lahve 25/75 cm? (Thermo Fisher Scientific, Dansko)
Kultivaéni lahve 25/75 cm? (VWR Interational, Cina)

Sterilni sérologické pipety 5/10/25 ml (Jet Bio-filtration Co., Spané&lsko)
Koénické zkumavky - falkonky (Jet Bio-filtration Co., Spané&lsko)
Eppendorfova zkumavka 1,5 ml (Biologix group, Cina)

96-jamkové desticky Nunclon™ Delta Surface  (Thermo Fisher Scientific, Dansko)
Autoklavovatelny zasobnik na ¢inidla (VWR International, Cina)

Sterilni stiikackovy filtr PUDF (Carl Roth GmbH+Co., Némecko)
Kryozkumavky (Biologix group, Cina)
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4.3 Pristrojové vybaveni a software

Automaticka pocitaci komiirka Coutess (Invitrogen, Korea)

Spektofotometr infinite M200 Pro (Tecan, Rakousko)

Laminarni flow box Bio-1I-A/G (Telstar, Spanélsko)

Inkubator (Pol-Lab, Polsko)

Centrifuga Rotanta 460R (Hettich zentifugen, Némecko)

Inverzni mikroskop (Olympus, Japonsko)

Autoklav (BMT Medical Technology, s.r.o.,
Ceska republika)

Grafy s toxikologickymi kiivkami byly zpracovany ve statistickém software

OriginPro 8.5 (OriginLab).

Grafy znazornujici inhibici cytochromu P450 (EROD) a oxidativni stres (ROS)
byly zpracovany v programu Excel 2007.

4.4 Druhy a pavod pouzitych kultur

Bunééné linie pouzité v této praci byly zakoupeny z American Type Culture
Collection (ATCC):

RTG-2 (ATCC, CCL-55)

RTgill-W1 (ATCC, CRL-2523)
4.4.1 Péce o kultury

Bunééna linie RTgill-W1 byla kultivovana v médiu Leibovitz L-15 (Leibovitz,
1963) s ptidavkem 10% FBS a 1% sm¢ési penicilinu a streptomycinu (Pen-Strep), ktery
snizuje riziko kontaminace. Vyména média probihala jednou az dvakrat tydné,

pasazovani buné€k probihalo podle potfeby a mnozstvi bun¢k v lahvi.

Bunécéna linie RTG-2 byla kultivovana v EMEM médiu pii 5% CO> atmosféte
nebo v L-15 bez CO» atmosféry (Reinhart and Lee, 2002). Do média bylo pfidano 10%

FBS a 1% Pen-Strep ze stejnych diivodu jako je jiz zminéno vySe. Builky obou linii
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rostly Iépe pii 10% FBS nez pti 5% ptidavku FBS do kultivacniho média. Vymeéna

média a pasaz bunck probihala ve stejnych intervalech jako u linie RTgill-W1.

Flow box byl pied kazdym pouzitim vysvicen po dobu zhruba 10 minut UV
zafenim. Potiebné vybaveni k praci bylo otfeno 70% ethanolem, popi. piedem
vysterilizovano pomoci autoklavu pii teplot¢ 122 °C po dobu 20 minut. Pii vyméné
média bylo nejdiive pipetou odsato ptivodni médium, potom bylo dno lahve oplachnuto
zhruba 10 ml oplachového DPBS média. Po oplachnuti DPBS byl pro odlepeni bun¢k
pouzivan proteolyticky enzym trypsin. Bylo pouzivano 0,5 ml 0,25% trypsinu s délkou
pusobeni 2 minuty. Plisobeni trypsinu bylo zastaveno kultivaénim médiem obsahujicim

10 % FBS.

Pted pfevedenim bun€k do 96-jamkové desticky pfi provadéni testl byly buiiky
spoCitany. Pfi pocitani bun¢k bylo smichano 10 pl bunécné suspenze s 10 pl 0,4%
trypanovou modrfi. Buiiky byly pak podle potfeby natfedény tak, aby mnozstvi bunék
odpovidalo 50 000/100 pl. Uvedeny objem 100 ul byl nasledné pfidavan do vSech
vnitinich jamek 96-jamkové desticky (schéma k nahlédnuti v ptiloze 1 a 2), tzn.
do prvniho a posledniho sloupce a prvni a posledni fady 96-jamkové desticky bylo
pridavano pouze samotné médium. Tyto krajni jamky pii méfeni fluorescence pak
slouzily jako pozadova fluorescence, ktera byla nasledné odecitana od naméfenych

hodnot.
Zamrazovani bunék

Pfi zamrazovani byly adherované bunky odlepeny trypsinem. Po 2 minutach
plsobeni trypsinu bylo pfiddno kultivaéni médium, pro zastaveni reakce. Vznikla
bunécna suspenze byla prevedena do sterilni kyvety a centrifugovdna po dobu 5 minut,
pii otackach 500 RCF (zkratka pro relativni centrifugaci silu). Podle potteby byly bunky
zfedény kultiva¢nim médiem s obsahem kryoprotektiva a v objemu 1 ml napipetovany
do kryozkumavek. Jako kryoprotektivum bylo pouzito 10% DMSO v L-15. Buniky byly

mrazeny rychlosti 1 °C za 1 minutu.
Rozmrazovani bunék

RozmrazZeni bun¢k probihalo rychle kvili uvoliiovani DMSO z bun¢k. Bunky
byly rozmrazeny na pokojovou teplotu a kryomédium bylo zifedéno kultivatnim

médiem. Nasledovala centrifugace — 5 minut, 500 RCF. Vznikly supernatant byl odsat
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sterilni pipetou, peleta roziedéna nejprve v malém mnozstvi kultivaéniho média, poté
bylo doplnéno potfebné mnozstvi kultivacniho média a builkky byly pfevedeny

do kultivacni lahve. Velikost kultiva¢ni nadoby je zvolena podle poc¢tu bun¢k.

4.5 Priprava expoziéniho média

Pti testech bylo pouzivano expozi¢ni L-15 médium (L-15/ex), které bylo

pripraveno nasledujicim zptsobem podle Dayeh et al. (2013):
Roztok A: V 1000 ml MilliQ vody bylo rozpusténo:

e 80 gNaCl

e 4¢gKCl

e 2gMgSO4x7H0
e 2gMgCl,x 6 H2O

Roztok B: V 1000 ml MilliQ vody bylo rozpusténo:

e 1,85 g CaCl x 2H20

Roztok C: V 1000 ml MilliQ vody bylo rozpusténo:

e 479 g NaHPO4 x 12 H20
e 0,6 g KHPO4

Roztok D: Ve 100 ml MilliQ vody bylo rozpusténo:

e 5,5 g Pyruvét sodny

Roztok E: Ve 100 ml MilliQ vody bylo rozpusténo:

e 9 g Galaktdza

Roztoky A, B a C byly po rozpusténi uvedenych latek sterilizovany v autoklavu
pii teplot¢ 122 °C po dobu 20 minut a dale pak skladovany pii pokojové teploté.
Roztoky D a E byly piefiltrovany ptes sterilni filtr 0,22 pm a rozdéleny do zkumavek
po 10 ml. Roztoky D a E byly skladovany pfi teploté -20 °C. Pracovni roztok L-15ex
byl pfipraven smichdnim 680 ml sterilni MilliQ vody se 100 ml z&sobniho roztoku A, B

a C a 10 ml zasobniho roztoku D a E.
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4.6 Ekotoxikologické testy

V testech bylo podle Schirmer et al. (1997) pouzivano L-15/ex médium.
Testované latky (CHX, TCS, OCT, HDP a THM) byly rozpustény v DMSO a dale
fedény L-15/ex. Pro hodnoceni cytotoxicity vybranych polutanti byly pouzity testy
s fluorescen¢nimi barvivy Alamar Blue™, CFDA-AM a NR, které byly postaveny
na stejném setu bun¢k a hodnoti jejich viabilitu. Tyto testy byly provedeny na obou
tkanovych liniich po expozici zminénymi chemikaliemi. Vysledky byly porovnany.
Pro kazdou testovanou latku byly sestrojeny kiivky dévka-odpovéd’ spolu s hodnotou

ECso.

Rozlozeni destiCky pii testech viability je zndzornéno v piiloze 1. RozloZeni
desticky pfi testech na indukci cytochromu P450 1A a oxidativni stres je zndzornéno

v ptiloze 2.

4.6.1 Postup testu - Alamar Blue™ + CFDA-AM

Pted pouzitim bylo barvivo AlamarBlue™ uchovavano pfi teploté 4 °C
a CFDA-AM pii teploté -20 °C. Tento test byl s ipravami proveden podle Dayeh et al.
(2013). Pocet bunék v jedné jamce 96-jamkoveé desticky byl 50 000 bunck ve 100 pl.
Po 24 hodinach od pfidani bun¢k do 96-jamkové desti€ky byla pfipravena koncentracni
fada vybranych chemikalii a podle schématu v ptiloze 1 napipetovana do 96-jamkové
desticky. Jako bioticka kontrola bylo pouzito médium L-15/ex, jako kontrola vlivu
rozpoustédla bylo pouzito 0,1% DMSO. Tato koncentrace ma reflektovat nejvyssi

koncentraci DMSO v experimentu.

Po 24hodinové expozici bylo z jamek s buifikami odstranéno xenobiotikum
rozpusténé v L-15/ex za pouZiti multikandlové pipety a buiiky byly dvakrat promyty
150 pl L-15/ex. U nékterych bunék mize dochéazet k odlepovani ode dna jamky, proto
byl kladen diiraz na to, aby byly vSechny roztoky ptidavany svrchu do stfedu jamky.

Latky AB a CFDA-AM byly obé rozpuStény v L-15/ex (Schirmer et al., 1997,
Schirmer et al., 1998, Dayeh et al., 2003). Finalni koncentrace Alamar Blue™ je 1,25%
(v/v). K ziskdni této koncentrace bylo rozpusténo 125 pl roztoku Alamar Blue™

v 10 ml L-15/ex. K ziskéni finalni koncentrace CFDA-AM bylo rozpusténo 10 pul 4mM
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zasobniho roztoku ptfipraveného v DMSO v 10 ml L-15/ex. Po dikladném promyti
vSech jamek bylo pfidano 100 pl roztoku Alamar Blue™/CFDA-AM a nasledovalo 30
min inkubace pfi pokojové teplot¢ za tmy. Po inkubaci byla méfena intenzita
fluorescence pii excitacni/emisni vlnové délce 530/590 nm pro Alamar Blue™
a485/535 nm pro CFDA-AM. Poté byly buniky zkontrolovany pod mikroskopem

a nasledovalo testovani s indikatorovou barvou neutral red.

4.6.2 Postup testu - Neutral red

Tento test byl s upravami proveden podle publikace Borenfreund a Puerner
(1985). Pted aplikaci neutral red (NR) byly buniky promyty jednou 150 pl L-15/ex. Poté
bylo pfiddno 100 ul NR roztoku (0,03 mg.ml! NR rozpusténo v PBS) do kazdé jamky.

Nésledovala 60min inkubace pfi pokojové teploté za tmy.

Daéle byly buniky dvakrat promyty 150 pl L-15/ex. Dalsim krokem bylo ptidani
150 ul kyselého roztoku do kazdé jamky. Tento kysely roztok vznikl smichanim 1 ml
ledové kyseliny octové, 50 ml ethanolu a 49 ml MilliQ vody. Intenzita fluorescence

byla métena pii excitacni vinové délce 532 a emisni vinové délce 680 nm.

4.6.3 Postup testu - EROD

Me¢étfeni EROD aktivity bylo popsdno v publikaci od Hahn et al. (1996).
Koncentrace bunc¢k byla 100 000 bun¢k ve 100 ul. Po 24 hodinach inkubace byla
pfipravena koncentrani fada vybranych chemikalii a podle schématu v piiloze 2
napipetovana do 96-jamkové desticky. Jako bioticka kontrola bylo pouzito médium L-

15/ex, jako kontrola vlivu rozpoustédla bylo pouzito 0,1% DMSO.

Po 24 hodinach expozice bylo z jamek odstranéno expozicni médium. Jamky
byly dvakrat promyty 150 ul L-15/ex. Poté byl pfipraven ethoxyresorufinovy roztok

(ER roztok), a to nasledujicim zpiisobem:

Nejprve byl pfipraven fosfatovy pufr, ktery vznikl smichanim nésledujicich
dvou roztokli az do dosazeni pH 8. Prvni roztok vznikl rozpusténim 35,81 g

Na;HPO4-12 H20 v 500 ml MilliQ vody. Tim vznikl 0,2M roztok. Druhy roztok byl
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pfipraven rozpusténim 3,12 g NaH2PO4:2 H2O v 100 ml MilliQ vody. Tim vznikl taktéz
0,2M roztok. Poté bylo zméfeno pH prvniho roztoku (0,2M roztok Na;HPO4-12 H20)
a opatrn¢ byl pfidavan druhy roztok (0,2M roztok NaH»PO4-2 H»O) az do té doby,
dokud vysledny roztok nemél pH 8. Poté byl zméten objem tohoto vzniklého roztoku a

dale byl ziedén v poméru 1:1 milliQ vodou k dosazeni 0,1M roztoku.

Nésledovala piiprava jiz zminéného ER roztoku. ER roztok byl pfipraven
zfedénim 2mM ER zdsobniho roztoku (resorufin ethyl ether) s SOmM fosfatovym
pufrem v poméru 1:1 000. Vznikla tak kone¢na koncentrace ER roztoku 2 uM. Zasobni
roztok ER byl uchovavan pii -20°C a fosfatovy pufr pti pokojové teploté. Po piidani
100 pl ER roztoku do kazdé jamky byla méfena fluorescence na spektrofotometru
Tecan i-control Infinite 200 Pro. Excita¢ni vinova délka pro resorufin byla nastavena
na 530 nm a emisni vlnova délka 590 nm. Fluorescence byla méfena ihned po piidani

ER roztoku kazdou minutu po dobu 10 minut.

Pot¢ byl stanoven obsah bilkovin pfiddnim 50 pl 0,3 mg.ml’!
fluorescamin/acetonitrilového roztoku do kazdé jamky. Pfed méfenim fluorescence bylo
piimo ve spektrofotometru nastaveno orbitdlni tfepani desticky po dobu 10 minut.
Nasledné byla zmétena fluorescence pfi excitacni vinové délce 365 nm a emisni vinové

délce 470 nm.

Specificka aktivita cytochromu P450 1A byla vyjadfena jako obrat
ethoxyresorufinu na resorufin v pikomolech resorufinu na miligram proteinu za minutu
(pmol.min"!.mg!) (Kennedy and Jones, 1994) a to za pomoci resorufinové kfivky
a proteinové standardni kiivky. Jako kalibrani protein pro proteinovou standardni
ktivku byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA). BSA bylo rozpusténo v expozi¢nim L-
15/ex médiu. Do jedné jamky byl ptfidavan objem 100 pl, k némuZ bylo napipetovano
50 pl 0,3 mg.ml™! fluorescamin/acetonitrilového roztoku. Fluorescence byla méfena pii

excitacnich vlnovych délkach 365 nm a emisnich vinovych délkach 470 nm.

4.6.4 Postup testu - ROS

Metoda meéfeni ROS byla provaddéna podle publikace LeBel et al.(1982)

s drobnymi upravami. Bunky byly pfevedeny do desticky a nafedény na koncentraci
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5x10° v 1 ml. Poté byl do jedné jamky 96-jamkové desticky piidavan objem 100 pl

bunécné suspenze.

Po 24 hodinich bylo zjamek odstranéno médium a jamky byly jedenkrat
promyty 150 ul L-15/ex. Do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl tzv. loading roztoku.

Tento roztok byl pfipraven nasledujicim zptisobem:

K dosazeni vysledné koncentrace 20uM roztoku dichlorofluorescein diacetat
(DCFH-DA) bylo ptidano 10 pul 20mM roztoku DCFH-DA (rozpusténého v DMSO)
do 10 ml L-15/ex. Po pfidani loading roztoku nasledovala 30min inkubace ve tmé
v inkubdtoru. Poté byl loading roztok odstranén a jamky byly jedenkrat promyty 150 pl
L-15/ex. Déle bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl L-15/ex a byla méfena intenzita

fluorescence pfi excitacni vinové délce 485 nm a emisni vinové délce 535 nm.

Po 24 hodinach inkubace byla pfipravena koncentrac¢ni fada a podle schématu
v priloze 2 byly chemikalie napipetovany do 96-jamkové desticky. Jako bioticka
kontrola bylo pouzito L-15/ex médium a jako kontrola rozpoustédla bylo pouzito 0,1%
DMSO. Sloupec €. 4 slouzil jako pozitivni kontrola. Buniky v tomto sloupci byly
ockovany tert-butyl hydrogen peroxidem (t-BHP) o nejvyssi koncentraci 1 mM. Do
prvni jamky bylo napipetovano 200 pl 1mM roztoku t-BHP, do dalSich pak po 100 pl
L-15/ex. Redéni bylo provadéno piimo v destiéce v poméru 1:1 pienesenim 100 ul
z prvni jamky do dal$i atd. Byl méfen narGst intenzity fluorescence ihned po pfidani

toxikantu, déle v ¢asovych intervalech: 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 4 h, 6 h a 24 h.

4.7 Statisticka analyza
Viabilita

Naméfend data jsou vztaZzena a vyjadiena v % vUC¢i tzv. solvent kontrole
(kontrola vlivu rozpoustédla s 0,1% DMSO). Toxicita testovanych latek byla
vyjadfovana jako uc¢inna koncentrace, ktera zpiisobuje 50% inhibici daného efektu viici
kontrole (ECso). VSechna experimentalni data byla vyjadiena jako primér spolu se
standardni smérodatnou odchylkou ze tfech paralelnich méfeni. Zdat byly
pro jednotlivé chemikalie vytvoteny kiivky dadvka-odpovéd’ pomoci sigmaidnich kiivek.

Hodnoty ECso byly ziskany prostfednictvim statistického software OriginPro 8.5. Grafy
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byly zpracovany ve stejném programu. Pro reprodukovatelnost testu byla kazda

z chemikalii méfena 3-5x.
EROD a ROS

Vysledné hodnoty EROD a ROS testu byly vyjadfeny jako pramér 6 paralelnich
méfeni u EROD a 3 paralelnich méfeni u ROS spolu se smérodatnymi odchylkami.
Pro reprodukovatelnost testu byla kazda z chemikalii méfena 3x. Grafy byly vytvoieny
ve statistickém software Microsoft Excel 2007. V ramci vyhodnoceni zda se jednotlivé
koncentrace liSi/neli$i od kontrolni skupiny, byl pouzit Mann-Whitneyuv test. Timto
neparametrickym testem byly identifikovany skupiny (koncentrace), které se
signifikantn¢ liSily od kontrolni skupiny. Mann-Whitneyiiv test ve své nulové hypotéze
predpokladd, ze skupiny pochdzeji ze stejného rozdéleni, tedy Ze mezi nimi neni rozdil.
Hladina vyznamnosti byla stanovena jako a = 0,05 a a = 0,01. Statistické odli$nosti jsou
v grafech oznaCeny * nebo **. Data byla statisticky vyhodnocena ve statistickém

software SPSS.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Testy zivotaschopnosti

Kvili své finanéni dostupnosti a snadnému pouziti byly vybrany testy
vyuzivajici fluorescencni indikatorovéa barviva AB, CFDA-AM a NR. Tyto testy jsou
bézn¢ pouzivany v dostupné literatufe (Dayeh et al., 2002, Tannenberger et al., 2013).
Diky neinvazivnosti vybranych testi bylo mozné vramci jednoho experimentu
aplikovat vSechny tii typy ukazateld Zzivotaschopnosti na stejném setu bunck. Jako
nejcitlivéjsi ukazatel cytotoxicity se ve vetsing pripadu jevila lyzozomalni membranova
integrita (NR), pot¢é membranové integrita bunck (CFDA-AM) a nakonec metabolicka
aktivita (AB). Tabulka 1 sumarizuje pifehled vyslednych hodnot. Ziskané hodnoty

nedosahuji v ramci chemikalii a tkanovych linii velkych rozdila.

Tabulka 1: Piehled vyslednych hodnot ECso (v pug.ml™') spolu se smérodatnou

odchylkou (SD) u jednotlivych testil viability

Latka Bunécna linie AB CFDA-AM NR
HDP RTgill-W1 0,51 (£0,05) 0,58 (£0,03) 0,88 (£0,02)
RTG-2 0,63 (+£0,03) 0,68 (£0,09) 0,31 (£0,05)
CHX RTgill-W1 4,01 (+0,59) 3,67 (+0,29) 2,13 (£0,24)
RTG-2 4,21 (+0,17) 3,32 (+£0,62) 2,06 (£0,52)
OCT RTgill-W1 0,74 (+0,06) 0,81 (£0,12) 0,87 (£0,08)
RTG-2 1,23 (+£0,05) 1,01 (£0,08) 0,82 (£0,07)
THM RTgill-W1 33,75 (£1,13) 31,57 (£1,79) 22,79 (£3,38)
RTG-2 33,37 (£3,21) 28,44 (#4,12) 23,31 (£3,61)
TCS RTgill-W1 0,82 (+0,27) 1,04 (+0,12) 0,58 (£0,04)
RTG-2 2,15 (£0,19) 2,28 (£0,14) 2,07 (£0,13)
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Koncentrace byly voleny tak, aby nejvyssi koncentrace obsahovala maximalné
0,1% DMSO. Vzhledem k rozpustnosti a nizké toxicité chlorhexidinu a thymolu, nebylo
mozné pfipravit koncentraci, kterd by méla 100% cytotoxicky ucinek a soucasné
spliiovala podminku maximdlni koncentrace 0,1 % DMSO. Nejvyssi koncentrace,

pti nichz bylo dosazeno 100% cytotoxicity, tedy nespliiuji tuto podminku.

Podle ECHA (2019) je 96h LCso pro HDP u pstruha duhového rovna 160 pg.1™.
CHX byl testovan na embryich dania pruhovaného a 96h LCso se pohybovala okolo
804,0 pg.l! (Jesus et al., 2013). Kung et al. (2016) uvadi vysledky in vitro studie
s OCT, kde se ECso pro Trichomonas vaginalis pohybuje v rozmezi 5,7 - 21,37 pg.ml’!
po 5 min, 6,48 - 10,82 pg.ml™! po 15 min a 0,68 - 2,11 pug.ml! po 30 min expozice.
THM je mozné porovnat s vysledky pro nadorovou lidskou buné¢nou linii HepG2, kde
se ICso rovnd 60,01 pg.ml' (Ozkan and Erdogan, 2011). Vysledné hodnoty ECso
pro TCS jsou v podobném rozsahu jako hodnoty z experimentu pro Daphnia magna,
kde se ECso rovna 0,39 pg.ml™! (Orvos et al., 2002). Vysledky z této prace neni mozné
pfimo porovnat s vysledky z testli provadénych na jinych organismech nebot’ citlivost
riznych organismi i provedeni testli se liSi. Uvedené hodnoty jsou tedy spiSe pro

predstavu.

Nejméné toxickou chemikalii byl THM, a to pro obé linie. Nejtoxictéjsi
chemikalii byl HDP, rovnéZ pro obé tkanové linie. Nejvétsi rozdil mezi liniemi byl
zaznamenan u triclosanu, pficemz linie RTgill-W1 se ukazala jako citlivéjsi oproti
RTG-2. Linii RTgill-W1 lze povaZovat ze sensitivngjsi, nebot’ u tfech chemikalii
ukazuje jednoznaéné vyssi citlivost vic¢i chemikalii, u zbylych dvou je citlivost
viceméné obdobna. Na obr. 12 — 16 jsou vyobrazeny toxikologické kiivky davka-
odpovéd’ pro jednotlivé chemikélie a obé tkanové linie. Pokud je prubéh kiivek vsech
ttech indikatorovych barviv podobny a lezi v tésné blizkosti u sebe, jako napf.
na obr. 16 u tkanové linie RTG-2, ukazuje to na poskozeni bunénych membréan, coz
zahrnuje jak poskozeni organel, tak 1 poskozeni cytoplazmatické membrany (Schirmer
et al., 1998a). Dalsim moznym vysledkem muze byt vyrazngjsi pokles zivotaschopnosti
bunék u méfeni s NR indikatorem nez tomu je u AB a CFDA-AM, viz obr. 13 u tkanové
linie RTgill-W1 (Schirmer et al., 1998b). Pravdépodobné primarnim poskozenim bylo
naruSeni membrany lysozomi a mensi zmény ¢i poskozeni se tykalo metabolické

aktivity a membranové integrity.
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Obr. 12: Toxikologické kiivky davka-odpovéd hexadecylpyridinium chloridu pro
tkanovou linii RTgill-W1 (vlevo) a RTG-2 (vpravo)
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Obr. 13: Toxikologické kiivky davka-odpovéd’ chlorhexidinu pro tkanovou linii RTgill-
W1 (vlevo) a RTG-2 (vpravo)
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Obr. 14: Toxikologické kiivky davka-odpovéd’ octenidinu pro tkdnovou linii RTgill-W1
(vlevo) a RTG-2 (vpravo)
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Obr. 15: Toxikologické kiivky davka-odpovéd’ thymolu pro tkdnovou linii RTgill-W1
(vlevo) a RTG-2 (vpravo)
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Obr. 16: Toxikologické kiivky davka-odpovéd’ triclosanu pro tkanovou linii RTgill-W1
(vlevo) a RTG-2 (vpravo)

Mezi zékladni parametry toxikologickych kiivek davka-odpovéd’ patii kromé
minima, maxima (které byly nastaveny jako 0 a 100) a hodnoty ECso 1 tzv. ,,HillSlope®,
ktery popisuje strmost dané kiivky. Témto kiivkdm se jinak fika také Ctyfparametrické
logistické kiivky, zkracené¢ 4PL. Proménna ,,HillSlope* se nazyva Hilliv sklon, faktor
sklonu nebo také Hilliv koeficient a nemé Zadné jednotky. Pokud je tento koeficient
kladny, kiivka nariistd se zvySujicim se X. Pokud je koeficient zdporny, kiivka klesa
s rostoucim X. Standardni sigmoidni kiivka ma HillSlope 1. Pokud je HillSlope mensi
nez 1, kiivka je mél¢i, pti HillSlope vétsi nez 1 kiivka vzrista strméji (GraphPad Curve
Fitting Guide). Ptehled faktor sklonu pro vSechny uvedené kiivky z obr. 12 — 16 je

uveden v tabulce 2.
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Tabulka ¢. 2: Pfehled Hillovych koeficientii pro vySe uvedené toxikologické

ktivky davka-odpoved’ (obr. 12 — 16)

Latka Kfivka RTgill-W1 RTG-2
HDP AB 1,91 1,36
CFDA-AM 1,61 1,11
NR 3,25 1,79
CHX AB 2,46 1,58
CFDA-AM 2,91 1,32
NR 3,89 1,51
OCT AB 1,71 3,09
CFDA-AM 1,69 3,11
NR 3,01 2,81
THM AB 5,03 3,47
CFDA-AM 5,01 3,51
NR 4,51 3,31
TCS AB 3,02 2,99
CFDA-AM 3,02 2,99
NR 1,82 3,01

Sklon ktivky je dalezity k odhadu toxicity dané latky. Toxicita latek muze byt
porovnavanid na zakladé hodnot ECs¢/LCso, ale dilezité je sledovat i sklon kiivky
davka-odpovéd’. Toxikant s mirnym sklonem muiZze byt nebezpecngjsi jiz pii nizkych
koncentracich, 1 kdyz ECso/LCso je vysSi. Podle sklonu kiivky je mozné vypocist

1 NOEC (Moffett et al., 2015).
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Porovnani in vitro - in vivo

Bunééné linie jsou podle vicero publikaci povazovany za méné citlivé
v porovndni s zZivymi rybami a tento rozdil je tim v¢étsi, ¢im je chemikélie pro zminéné
organismy vice toxicka (Kramer et al., 2009, Segner, 2004). Tannenberger et al. (2013)
zaznamenali, ze u tkanové linie RTG-2 byly ryby pro vSechny testované chemikalie
vyhodnoceny jako sensitivnéjsi oproti tkanové linii, zatimco u RTgill-W1 byly ryby
vyhodnoceny jako sensitivnéj$i pouze pro 66 % testovanych xenobiotik. Zalezi vSak
na vlastnostech a zplisobu ucinku dané¢ chemikalie, to Ize odvodit napt. z chemické

struktury latky (Bradbury, 1994).

Vysledné hodnoty ECso byly na zdklad€ publikace Tanneberger et al. (2013),
kde byly hodnoty ECso porovndvany s akutnimi testy toxicity in vivo, piepocteny

na teoretické hodnoty LCso podle rovnice:
logECso (mg.1"") = 1,05 (£0,18) x logLCso (mg.I'") + 0,37 (£0,18))

Po predikci LCso je rozdil mezi ECso a ziskanymi hodnotami LCso jeden
az tfindsobny u 77 % testli. Nejveétsi rozdil je zaznamenan u HDP u linie RTgill-W1,
kde rozdil dosahuje az osmnéactinasobku. Pouze u jedné hodnoty (HDP, linie RTG-2)
dosahuje vyslednd LCso zapornych c&isel, nebot” ECso, kterd je vychozim bodem
0,37). Zéaporn¢ Cislo tedy vznikd pocetnim ukonem. Tabulka 3 sumarizuje piehled

predikovanych hodnot LCso.

Tabulka 3: Predikce hodnot LCso (v pg.ml!) spolu se smérodatnou odchylkou
(SD) podle Tanneberger et al. (2013)

Latka Bunécna linie AB CFDA-AM NR

HDP RTgill-W1 0,03 (+£0,25) 0,09 (+£0,25) 0,38 (£0,26)
RTG-2 0,14 (£0,25) 0,19 (+0,25) -0,16 (£0,25)

CHX RTgill-W1 3,37 (£0,58) 3,05 (£0,54) 1,58 (+0,35)
RTG-2 3,36 (£0,61) 2,7 (£0,49) 1,51 (£0,34)

49



OCT RTgill-W1 0,25(x0,25)  0,32(£0,25) 0,37 (x0,26)

RTG-2 0,72 (£027) 0,51 (£0,26) 0,32 (+0,26)
THM RTgill-W1 31,77 (£4,97) 29,69 (+4,64) 21,03 (+3,34)
RTG-2 31,41 (£4,91) 26,69 (+4,18) 21,79 (+3,41)
TCS RTgill-W1 0,32 (0,26) 0,53 (0,26) 0,09 (£0,25)
RTG-2 1,59 (£0,35) 1,71 (£0,37) 1,52 (£0,35)

Tyto predikované hodnoty by mohly slouzit ke srovnéani s koncentracemi, které
jsou detekované v zivotnim prostfedi a zhodnotit tak mozny toxicky vliv na ryby. Napf-.
TCS je bézné detekovan v povrchovych vodach a to v koncentracich do 4 pg.l!
a v moiské vodé do 0,1 pg.l! (Dhillon et al., 2015). Predikované hodnoty LCso se
pohybovaly od 90 do 1 710 pg.l'. Vzhledem k tomu, Ze hodnota LCso piedstavuje
koncentraci, ktera zpiisobuje letalitu u 50 % testovanych organismi, by bylo vhodnéjsi
s redlnymi koncentracemi srovnéavat spise nejnizsi koncentraci, kterd zptisobuje néjaky
efekt (LOEC) nebo NOEC nez pravé LCso. Uvedena rovnice pouzita k prepoctu ECso na
LCso je vSak urcena pro prepocet téchto dvou hodnot. O moznosti uziti pro napt. ECO05,
ktera by mohla teoreticky piedstavovat LOEC, neni v publikaci Zadna zminka, proto
byla rovnice pouzita k predikci LCso tak, jako je tomu ve vychozi publikaci
Tanneberger et al. (2013), a uvedené srovnani s redlnymi koncentracemi je spiSe pro

ptredstavu.

5.2 EROD

Ziskana data jsou méfena na bunécné linii RTgill-W1 v jednotkdch pmol.mg
proteinu.min™’ + SD. Koncentrace bun&k byla oproti ostatnim testim zdvojnasobena
na 100 000 bunek ve 100 pl, nebot’ nizsi pocet bun€k nevykazoval dostate¢nou odezvu
pro vyhodnoceni testu. Upraveno bylo 1 tfepani desticky po pfidani
fluorescamin/acetonitrilového roztoku. Testovano bylo méfeni fluorescence bez tfepani

desticky, poté s tfepanim v intervalech po 5 minutach od 5 do 30 minut. V pokusu bez
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tiepani desticky nedoslo k dostatecnému promichéani roztoku s buitkami a vysledky pak
byly v ramci paralel velmi rozdilné. Vysledky v tfepanych destickdch se od 10 minut
ttepani velmi neliSily, proto bylo jako findlni vybrano tfepani desticky po dobu 10

minut.

Pro posouzeni vysledkit EROD je nezbytné vysledky viability zohlednit, nebot’
je dulezité znat mnozstvi zivotaschopnych bun¢k na konci experimentu. V grafech je
tedy vyjadien narist EROD aktivity oproti kontrolnimu méfeni bez toxikantu spolu
s viabilitou sledované latky. Pokud dvé po sob¢ jdouci koncentrace byly vyhodnoceny
jako statisticky vyznamné oproti kontrolni skupin€ nebo nizsi koncentraci, byla u této
latky ptfedpokladdna indukce cytochromu P450 1A a na zdkladé toho byla latka

oznacena jako tzv. EROD pozitivni. Opakem je oznaceni latky jako EROD negativni.

Vlivem vypoctu vznikaji vysoké odpovédi u vyssich koncentraci (viz obr. 19),
kde uz se viabilita bun€k pohybuje kolem 20 %. To je zplsobeno tim, Ze pti nizké
zivotaschopnosti bun¢k se v jednotlivych jamkach nachazi jen malé mnoZstvi proteinu.
Mnozstvi resorufinu je ale stadle pomérné vysoké a pii vypoctu k ziskdni jednotek
(pmol.mg proteinu.min') vznikd vysoké, pro nizkou viabilitu, nelogické ¢islo.
V grafech jsou vsSak tato data ponechana, aby vypocty ziistaly bez zasahi a uprav.
U nejvyssich koncentraci nebylo detekovano Z4dné mnoZstvi proteind, ve vypoctu se

tedy d¢li 0 a odezva nevznika.

U vSech chemikalii krom& TCS byl zaznamendn statisticky vyznamny narist

EROD aktivity. Nejvyssi odpoveéd’ byla zaznamenana u HDP.

Hexadecylpyridinium chlorid

Byly testovany koncentrace od 0,25 do 5 pg.ml'. Z vybranych latek vykazuje
nejvétsi odezvu EROD aktivity. Maxima EROD aktivity bylo dosazeno pii koncentraci
2,5 ug.ml!, v této koncentraci vSak viabilita dosahovala maximaln& 25 %, takze tuto
odpovéd’ neni mozné pocitat za relevantni. Odezvy vSak byly vcelém rozsahu
méienych hodnot statisticky vyznamné, a to v intervalu spolehlivosti 99 %. HDP tedy
bylo oznaceno za latku EROD pozitivni, viz obr. 17. V dostupné literatufe bohuzel

nejsou zadna data k porovnani vysledkd.
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Obr. 17: Vyjaditeni EROD produkce po expozici hexadecylpyridinum chloridu
(*-p<0,05,**-p=<0,01)

Chlorhexidin

Byly testovany koncentrace od 0,31 do 10 pg.ml'. Viechny ziskané hodnoty
(kromé¢ nejvyssi koncentrace, kdy byla viabilita bun€k nulova) vykazovaly statistickou
odlisnost od kontroly. Maximalni odezva EROD byla naméfena pii koncentraci
7,5 ug.ml’!, kdy uz se viabilita bungk pohybovala pod 20 %. Piedeslé koncentrace viak
vykazuji srovnatelnou odezvu a zivotaschopnost bunék se u téchto koncentraci
pohybuje okolo 50 % oproti kontrole, viz obr. 18. CHX byl oznafen jako EROD

pozitivni. V dostupné literatufe nejsou data vhodna k porovnani vysledki.
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Obr. 18: Vyjadieni EROD produkce po expozici chlorhexidinu (* - p < 0,05, **
-p<0,01)

Octenidin

Byly testovany koncentrace od 0,1 do 5 pg.ml"'. Koncentrace v rozmezi 0,1 az
1,5 pgml! vykazovaly odezvu, kterd byla statisticky vyznamna v porovnani
s kontrolou. Nepo¢itame-li koncentraci 1,5 pg.ml !, kde sice bylo vypo¢itano maximum
odezvy EROD, ale viabilita v tomto bod¢ byla pfili§ nizkd, nachazi se maximum
v koncentraci 1,25 pg.ml !, kde se viabilita pohybovala kolo 50 %, viz obr. 19. I tato
latka mlZe byt oznaCena jako EROD pozitivni. V dostupné literatuie nejsou Zadné

vysledky zabyvajici se touto chemikalii ve vztahu k aktivité cytochromu P450.
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Obr. 19: Vyjadieni EROD produkce po expozici octenidinu (* - p < 0,05, ** - p
<0,01)

Thymol

Byly testovany koncentrace v rozsahu od 1 do 50 ug.ml'. Kromé& koncentrace
S5ugml! a 50 pg.ml!, kde odezva nevznikla zddvodu viability blizici se nule,
prokazaly vSechny odezvy statistickou vyznamnost. Nejvyssi aktivita EROD byla
naméfena pri koncentraci 30 pg.ml™!, kde se rovnala aZ trojndsobku odezvy naméiené

v kontrolnim méfeni, viz obr. 20. THM tedy muize byt oznacen jako latka EROD

pozitivni.

Podle publikace Waliwitiya et al. (2012) thymol inhibuje aktivitu cytochromu
P450 o zhruba 5 — 25 % po 16hodinové expozici. Experiment byl proveden s larvami
Aedes aegypti. V dostupné literatuie bohuZel neni mnoho experimentli zabyvajici se

vlivem thymolu na aktivitu cytochromu P450.
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Obr. 20: Vyjaditeni EROD produkce po expozici thymolu (* - p < 0,05, ** - p <
0,01)

Triclosan

Byly testovany koncentrace v rozmezi 0,1 — 5 ug.ml™!. Efekt triclosanu na EROD
produkci vykazoval jedinou statistickou rozdilnost v koncentraci 2 pug.ml™, pficemz
pri této koncentraci uz se viabilita pohybuje okolo pouhych 20 % oproti kontrolni

skupiné. Tato chemikélie je tedy jako jedind z vybranych toxikantli oznacena jako

EROD negativni (viz obr. 21).

Podle publikace Peng et al. (2014) TCS indukoval tvorbu EROD po 6hodinové
expozici u Daphnia magna. Nicméné po 24 hod expozici byla aktivita cytochromu P450
inhibovana u vSech testovanych koncentraci. Hanioka et al. (1996) uvadi, ze akutni
expozice triclosanu zpusobila inhibici EROD v jaternich mikrozomech potkana. Bylo
zaznamenano, ze TCS miiZze mit pfimy U¢inek na mitochondrie, zejména naruSeni

fluidity mitochondridlni membrany pfi dlouhodobé expozici (Newton et al., 2005).
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Obr. 21: Vyjadteni EROD produkce po expozici triclosanu (* - p < 0,05, ** -p <
0,01)

Bunécna linie RTgill-W1 je sice jednou z citlivéjSich linii pstruha duhového,
avsak pro tento test by bylo vhodné&jsi pouzit napt. linii izolovanou z jater RTL-W1,
ktera by pravdépodobné ukazovala dostatecnou odezvu i pii niz§i koncentraci bunék
jako tomu bylo v publikaci Kienzler et al. (2012) nebo Franco et al. (2018). Nékteré
latky, AhR agonisti, v§ak mohou byt metabolizovany dfive, nez se dostanou do jater.
Nicméné je mozné méfit EROD aktivitu ve tkani, kterd je pfimo vystavena vodé, jako
jsou pravé zabry (Levine and Oris, 1999). Zabry jsou piimo vystaveny polutantim
vyskytujicim se ve vodnim prostiedi a jsou dilezitym mistem absorpce znecist'ujicich
latek do téla. Agonisté AhR indukuji CYP1A pravé v rybich zdbrach (Jonsson et al.,
2004).

Bohuzel nebylo mozné v dostupné literatuie najit vice experimentli vénujici se
témto latkdm a jejich vlivu na zvySeni aktivity cytochromu P450 1A. Nebylo tedy

mozné vysledky nalezité porovnat s jinymi relevantnimi daty.
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5.3 ROS

Studium oxidacniho stresu je dilezitou kapitolou v oblasti ekotoxikologie
a toxikologie viibec. D4 se totiz povazovat za moznost detekce kontaminace prostiedi,
za predpokladu, ze se prokaze souvislost mezi xenobiotikem, které vyvolava oxidacni
zmény a vyskytem typickych markerti oxida¢niho poSkozeni. Tento fakt je vyznamny
pro posouzeni zdravotniho stavu ryb, jez jsou soucasti lidského potravniho fetézce

(Lushchak, 2011).

Ziskana data jsou méfena na bunécéné linii RTgill-W1. Vysledné hodnoty byly
vyjadieny jako primér 3 paralelnich méteni spolu se smérodatnymi odchylkami.
V grafech je vyjadfena procentudlni zména ROS po 2 hodindch expozice toxikantu
vztazena k tzv. solvent kontrole (kontrola vlivu rozpoustédla). Ze S$kéaly métenych
casovych intervalt: ¢as 0, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h, 4 h, 6 h a 24 h byl vybran pro
interpretaci vysledkti ¢as 2 h, nebot’ u vSech latek bylo dosazeno maxima. Pro
posouzeni ROS je kli¢ova zivotaschopnost bun€k, protoze sniZzeni poctu
zivotaschopnych bunék muiZe ovlivnit tvorbu ROS. Byla tedy méfena viabilita po 2
hodinach expozice (data nejsou zobrazena, pouze diskutovana u ptislusného toxikantu).

Grafy byly vytvorfeny ve statistickém software Microsoft Excel (2007).

Podle Manzl et al. (2004) je DMSO potenciondlnim ,,vychytavacem* ROS. To
bylo ale na zaklad€ experimentii publikace Bopp et al. (2008) vyhodnoceno jako

statisticky nevyznamné.

Obecné plati, Ze expozice organismi kontaminantlim, které vytvafeji ROS, vede
k indukci nebo k inhibici antioxidacnich enzymi. Diky tomu se vyuziva indikace
enzymd, které se do antioxida¢niho systému zapojuji, ke studiu expozice znecist'ujicich
latek (Peng et al., 2013). U ryb je oxidacni stres vétSinou studovéan pii kontaminaci
zivotniho prostiedi zne€ist'ujicimi latky, napt. té¢Zkymi kovy nebo pesticidy. Oxidacni
stres u ryb je zavisly na né€kolika faktorech, které mohou oxidacni stres indukovat;
teplota, hladina rozpusténého kysliku ve vod¢, salinita, pfitomnost kovovych iontd,

potrava a dalsi (Lushchak, 2011).
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Hexadecylpyridinium chlorid

Byly testovany koncentrace od 0,25 do 3 pg.ml!'. Maxima ROS produkce bylo
dosazeno v koncentraci 0,25 pg.ml™!, poté kiivka produkce klesa. Koncentraci 2 ug.ml’!
a nasledné vyssi koncentrace se jevi jako inhibi¢ni (viz obr. 22), ale viabilita v této
koncentraci po 2 hodinich expozice dosahovala zhruba 30 % oproti kontrolnimu
méieni. Pokles kfivky mohl byt zplisoben pravé nizkym poctem zivotaschopnych

bunck, takze této ¢asti kiivky jiz neni vénovan zietel.

HDP bylo vyhodnoceno na zékladé hodnoty ECso jako nejvice toxickou latkou
ze vSech testovanych chemikalii. Vysoka toxicita by mohla byt zprostiedkovana prave

vysokou produkci ROS, ke které dochazi v nizsich koncentracich (Laville at al., 2004).
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Obr. 22: Produkce ROS po 2hodinové expozici hexadecylpyrinium chloridu (* -
p <0,05)

Chlorhexidin

Byly testovany koncentrace od 0,31 do 7,5 pg.ml!. Viabilita po 2 hodinové
expozici neklesla u Zadné z koncentraci, kromé¢ nejvyssi, pod 70 %. Maxima ROS
produkce bylo dosazeno v koncentraci 0,31 pg.ml™!, poté kiivka klesala, ale i tak je
produkce statisticky vyznamna aZ do koncentrace 3,75 pg.ml! (viz obr. 23). Nejvyssi

produkce ROS tedy dochézelo spise pii niz§ich koncentracich.
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Podle experimentu Yeung et al. (2007) chlorhexidin vykazuje jak antioxidaéni
tak prooxidacni vlastnosti, a to v zavislosti na podminkéach, zejména bylo testovano
zasadité prostiedi. Tento vyzkum se vSak tyka periodontalnich mikroorganismt. Studie
Li et al. (2014) uvadi, ze CHX indukuje superoxidové anionty, podobné vysledky uvadi
1 Gianelli et al. (2008), ktefi uvadi indukci ROS u osteoblastické bunééné linie Saos-2.
Publikace Giimiis et al. (2016) uvadi, ze CHX snizuje hladinu oxidativniho stresu.

Testovanou matrici v tomto experimentu byla sliznice potkana.
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Obr. 23: Produkce ROS po 2hodinové expozici chlorhexidinu (* - p < 0,05)

Octenidin

Byly testovany koncentrace od 0,25 do 3 pg.ml™’. Statisticky vyznamné byly
vysledky u koncentraci 0,25 — 1,5 pg.ml™!, u nichz Zivotaschopnost bungk dosahovala
u nejvyssi z tohoto rozsahu koncentraci 55 %. Od koncentrace 2 pg.ml™! se produkce
snizovala a vysledky uz neprokazovaly statistickou vyznamnost (obr. 24). Octenidin
muze byt oznafen za chemikalii indukujici ROS. V dostupné literatuie se nevyskytuji

data k porovnani téchto vysledk.
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Obr. 24: Produkce ROS po 2hodinové expozici octenidinu (* - p < 0,05)

Thymol

Byly testovany koncentrace v rozsahu 1 — 40 pg.ml'. Kfivka klesa v celém svém
rozsahu a kromé nejnizsi koncentrace v fad¢ jsou vSechny hodnoty statisticky vyznamné
od kontroly (viz obr. 25) Zivotaschopnost bunék po 2 hodinach expozice se v celém
rozsahu koncentra¢ni fady pohybuje mezi 70-100 %. Tato chemikalie tedy nemuze byt

oznacena za induktor tvorby ROS.

Thymol plisobi proti oxidativnimu stresu, tedy jako antioxidant, ktery je nezbytny
pro inhibici tvorby nebo destrukci volnych radikald, ¢imZ zabranuje Skodlivym G¢inkt
ROS (Undeger et al., 2009, Mohammadi et al., 2018). Antioxida¢ni u¢inky THM
potvrzuje 1 Jamali et al. (2018).
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Obr. 25: Produkce ROS po 2hodinové expozici thymolu (* - p < 0,05)

Triclosan

Byly testovany koncentrace v rozmezi 0,1 — 5 ug.ml ™. TCS je latkou, ktera podle
literatury u organismu indukuje tvorbu ROS (Wang et al., 2017, Parenti et al., 2019).
Zaroven je TCS latkou, kterd ze vsech testovanych chemikalii indukuje nejvétsi
mnozstvi ROS. Maximum produkce ROS bylo dosazeno pti koncentraci 1,25 pg.ml™,
coZ odpovida 2,6 nasobku kontrolniho méfeni (viz obr. 26). TCS je jediny z testovanych
latek, kde nebyl zachycen pokles tvorby ROS u vysSich prokazatelné toxickych
koncentraci. Viabilita po 2 hodinach expozice triclosanu dosahuje minimalné¢ 70 %
u koncentrace 1,5 pg.ml?, dile klesd k 40 % viability u koncentrace 2,5 pg.ml™.
U nejvyssi koncentrace uz je viabilita zanedbatelnd. Triclosan je tedy mozné hodnotit

jako induktor tvorby ROS.

Oseteni TCS vede ke zvySeni ROS u nervovych kmenovych bun€k potkana
(Park et al., 2016). TCS také zvySuje hladinu ROS v neokortikalnich neuronech u mysi

spolu s narusenou regulaci cytochromti P450 1A (Szychowski et al., 2019).
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Obr. 26: Produkce ROS po 2hodinové expozici triclosanu (* - p <0,05)
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6 Zaver

Cilem této prace bylo zhodnotit cytotoxicitu, EROD aktivitu a vliv na tvorbu
ROS u péti relevantnich chemikalii ze skupiny latek PCPs. Mezi hlavni vysledky této
prace patii: urceni hodnoty ECso vybranych polutanti u dvou tkanovych linii, pficemz
byla vyuzita metoda kombinujici hodnoceni tfi nezavislych a principidlné odlisnych
indikatorovych barviv pro sledovani Zzivotaschopnosti bun¢k (metabolicka aktivita,
membranova integrita a membranova integrita lysozomil) a nasledné predikce LCso pro
zivé ryby. Vysledky zivotaschopnosti bun¢k ukazuji, ze tkanova linie RTgill-W1
izolovana ze zaber je u testovanych latek sensitivnéj$i nez linie RTG-2 izolovana

z gonad. Nejvice toxickou latkou byl HDP a nejméné toxickou THM.

EROD aktivita byla zaznamenana u ctyt (HDP, CHX, OCT, THM) z péti
testovanych chemikalii, které byly oznaceny jako tzv. EROD pozitivni. Nejvéjsi odezva
byla zaznamenana u HDP, kde u relevantnich odpovédi dosahovala aktivita EROD az

osminasobku vuci kontrole.

Tvorbu ROS indukovali ¢tyii (HDP, CHX, OCT, TCS) z péti testovanych latek,
pfi¢emZ nejvEétsi oxidacni stres byl zaznamendn u TCS. U THM byla prokazana

statisticky vyznamna antioxida¢ni uc¢inost proti tvorbé¢ ROS.

Vzhledem k tomu, Ze v dostupné literatuie chybi publikace a experimenty
vénujici se chemikaliim ze skupiny PCPs, a to zejména na rybach jako testovanych
organismech, jsou poznatky z této prace zcela novymi informacemi a jistym piinosem

pro studium ekotoxikologie a Zivotniho prostredi.
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