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Abstrakt

Perfluorované slouceniny jsou rozsahld skupina uméle vyrobenych chemikalii. | kdyz jsou
spojovany s hepatotoxicitou, neurotoxicitou, nefrotoxicitou a karcinogenitou, mechanismus
toxicity zlistava stale nejasny. Teprve nedavno byly dvé z téchto sloucenin (kyselina perfloroktanova
a perfluorsulfonova kyselina) plosné zakazany. To vedlo k vyrobé tzv. ,novych perfluorovanych
slouéenin®. Tato prace se zaméfuje na hodnoceni toxicity 4 perfluorovanych sloucenin, véetné
novych perfluorovanych sloucenin (kyseliny perfluoroktanové PFOA, perfluorsulfonové kyseliny
PFOS, hexafluorpropylenoxid-dimerni kyseliny GenX a hexafluorpropylenoxid trimerni kyseliny
HFPO-TA). Pro testovani byly vyuZity gonadalni a jaterni bunécné linie pstruha duhového. Byly
provedeny pfislusné testy toxicity, jako jsou testy Zivotaschopnosti (karboxyfluorescein diacetat,
alamar blue a pfijem neutrdini cervené), aktivace cytochromu P450 1A (ethoxyresorufin-o-
deethylaza, EROD) a méreni tvorby reaktivnich forem kysliku (2‘,7'-dichlorfluorescin diacetat).
HFPO-TA dramaticky sniZila Zivotaschopnost a vedla ke statisticky vyznamnému zvyseni
intracelularnich reaktivnich forem kysliku. GenX jako jedinad zpUsobila zvyseni aktivity EROD, ale
nebyl pozorovan zadny efekt na viabilitu ¢i tvorbu reaktivnich forem kysliku. Méreni fosfolipidovych
mastnych kyselin ukazalo, Ze vSechny testované latky mohou ménit obsah fosfolipidovych mastnych

kyselin alespon jedné z bunécnych linii a mohou tak potencialné narusovat jeji funkci.

Klicova slova: PFC, nové perfluorované latky, HFPO-TA, GenX, viabilita, EROD, ROS, PLFA



Abstract

Perfluorinated compounds are a broad class of manmade chemicals. Even though they have
been linked to hepatotoxicity, neurotoxicity, nephrotoxicity and carcinogenicity, the mechanism of
toxicity still remains unclear. Only recently, two compounds (perfluorooctanesulfonic acid and
perfluorooctanoic acid) have been phased out. This has led to a production of so-called “novel
perfluorinated compounds”. This work focuses on the evaluation of toxicity for 4 perfluorinated
compounds, including the novel perfluorinated compounds (perfluorooctanesulfonic acid PFOS,
perfluorooctanoic acid PFOA, hexafluoropropylene oxide dimer acid GenX, and
hexafluoropropylene oxide trimer acid HFPO-TA). Gonadal and liver cell lines of rainbow trout were
used for testing. Relevant toxicity tests were performed, such as viability tests (carboxyfluorescein
diacetate, alamar blue and neutral red uptake), cytochrome P450 1A activation (ethoxyresorufin-
o-deethylase, EROD) and measurements of reactive oxygen species generation (2',7'-
dichlorofluorescein diacetate). HFPO-TA dramatically reduced viability and resulted in a statistically
significant increase in intracellular reactive oxygen species. GenX caused an increase in EROD
activity, but no effect on viability or reactive oxygen species formation was observed. The
measurement of phospholipid fatty acids showed that all tested substances can change the
phospholipid fatty acid content of at least one of the cell lines and thus can potentially disrupt its

function.

Keywords: PFC, novel perfluorinated compounds, HFPO-TA, GenX, viability, EROD, ROS, PLFA
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Seznam zkratek

6:2 FTSA

AB

ADONA

AFFF

AhR

ATP

CFDA

CFDA-AM

CI-PFESA

CYP1A

DCF

DCFH

DCFH-DA

DMSO

DPBS

EPA

POPs

EQS

EROD

F-53B

FABP

FAD

FTOH

6:2 fluorotelomer sulfonova kyselina

alamar blue

dodekafluor-3H-4,8-dioxanonanoat

filmotvorné hasici pény, z angl. Aqueous film forming foams
arylovy receptor

adenosintrifosfat

karboxyfluorescein diacetat

5-karboxyfluorescein diacetat, acetoxymethyl ester
chlorované polyfluorované ethylsulfonové kyseliny
cytochrom P450 1A

dichlorfluorescein

dichloro-dihydro-fluorescein diacetat
2',7'-dichlorfluorescin diacetat

dimethylsulfoxid

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok znacky Dulbecco, z angl.
Dulbecco’s phosphate buffered saline

Agentura pro ochranu Zivotniho prostredi, z angl. Environmental
Protection Agency

perzistentni organické polutanty, z angl. Persistent Organic Polutants

standardy environmnentalni kvality, z angl. environmental quality
standard

ethoxyresorufin-o-deethylaza

chlorovany polyfluorovany ethersulfonat

protein vazajici mastné kyseliny, z angl. fatty acid binding protein
flavinadenindinukleotid

fluorotelomerni alkoholy



GC-MS plynova chromatografie s hmotnostnim spektrofotometrem, z angl. gas
chromatography — mass spectrometry

GenX (HFPO-DA) hexafluorpropylenoxid-dimerni kyselina

HDL vysokodenzitni lipoprotein, z angl. high density lipoprotein

HepG2 lidskd bunécna linie rakoviny jater

hESC lidské embryonalni kmenové buriky, z angl. human embryonic stem cells

HFPO-TA hexafluorpropylenoxid trimerni kyselina

L15 kultivaéni médium L15

L15ex expozi¢ni médium

LDL nizkodenzitni lipoprotein, z angl. low desity lipoprotein

NAD nikotinamidadenindinukleotid

NRU PFijem neutralni ¢ervené, z angl. neutral red uptake

PFAS per a polyfluoroalkylované slouceniny, z angl. per and polyfluoroalkyl
substances

PFBA kyselina perfluorobutanova

PFBS perfluorbutansulfonova kyselina

PFCA perfluorované karboxylové kyseliny

PFDA kyselina perfluordekanova

PFDoA kyselina perfluordodekanova

PFDS perfluordekansulfonova kyselina

PFHpA kyselina perfluorheptanova

PFHxA kyselina perfluorohexanova

PFHxXS perfluorhexansulfonova kyselina

PFNA kyselina perfluorononanova

PFOA kyselina perfluoroktanova

PFOS perfluoroktansulfonova kyselina

PFPeA kyselina perfluorpentanova



PFUNDA kyselina perfluorundekanova
PLFA fosfolipidové mastné kyseliny, z angl. phospholipid fatty acid

PPAR peroxizomovy proliferac¢né aktivovany receptor, z angl. peroxisome
proliferator-activated receptor

PTFE polytetrafluorethylen

RCF relativni centrifugacni sila, z angl. relative centrifugal force
ROS reaktivni formy kysliku, z angl. reactive oxygen species
RTG-2 gonadalni bunécna linie pstruha duhového

RTL-W1 jaterni bunécna linie pstruha duhového

T-BHP tert-butyl hydrogen peroxid

TNFa faktor nadorové nekrdzy a, z angl. tumor necrosis factor a
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1 Uvod

Perfluorované latky (PFC, z angl. perfluorinated chemicals) se zacaly hojné vyuzZivat v poloviné
minulého stoleti. Diky svym velmi unikatnim vlastnostem, zplisobenym vazbou uhlik-fluor nasly
uplatnéni v mnoha primyslovych odvétvich. Prvni vyuZivanou perfluorovanou latkou byla kyselina
perfluoroktanova (PFOA). Pouzivaly ji napfiklad firmy DuPont a 3M pro vyrobu teflonu. Postupné
se zacaly rozvijet u obyvatel v okoli teflonovych provozoven rlizna onemocnéni (Steenland et al.,
2020). Presto, Zze dlouhodobé existovaly pochybnosti o bezpecnosti vyuZivani perfluorovanych
latek, omezeni jejich vyroby a pouZiti nastalo aZ v tomto stoleti. Az v roce 2005 vznikl panel C8,
jehoz cilem bylo prokazat negativni vliv PFOA na zdravi (Scher et al., 2018). Bylo zjisténo, Zze PFOA
vykazuje hepatotoxické, neurotoxické, nefrotoxické, imunotoxické a karcinogenni vlastnosti
(Podder et al., 2021). Zaroven je vysoce bioakumulativni (Suja et al., 2009). K aplnému zdkazu PFOA
doslo aZz v roce 2019. Pomala reakce statnich orgdnd USA ohrozila zdravi miliond lidi a zaroven
mezitim doslo ke kontaminaci prakticky celého svéta. PFOA je nyni mozné detekovat v krevnim séru
témér vSech lidi na celém svété (Ehresman et al., 2007), ve vodach (Xiao et al., 2015), nebo dokonce
v lednich medvédech (Rigét et al., 2013). Mimo PFOA byly vyuZivany i jiné latky, jako je naptiklad
perfluoroktansulfonova kyselina (PFOS). Tyto dvé latky jsou nyni zapsany na Stockholmské amluvé.
Tim se ovSem problematika perfluorovanych latek nevyreSila. Zdkazem pouzivani PFOS a PFOA
vznikly nové alternativy, které jsou prdvné nezavadné, ovsem chybi data o jejich toxicité (Wang et
al., 2009). Nékteré prace ukazuji, Ze alternativni perfluorované latky jsou rovnéz toxické, ne-li
toxictéjsi nez PFOA a PFOS (Sheng et al., 2018; Sun et al., 2022). Je proto nutné tyto latky stale

monitorovat a nadale zkoumat.

Dalsim problémem je, Ze v Zivotnim prostiedi nedochazi k degradaci perfluorovanych latek,
vyjimaje transformace nékterych perfluorovanych latek za vzniku pravé PFOS a PFOA (Blum et al.,
2015). Presto, ze nékteré studie naznacuji biodegradaci bakteriemi (Huang et al. 2019; Yu et al.
2020), zatim neni znamo, zdali tyto bakterie degraduji perfluorované latky i v redlnych podminkach
(Saez et al., 2008). Zaroven zatim neexistuji vhodné dekontaminacni metody, z ¢asti proto, Ze jsou
tyto latky vSudypritomné a obzvladsté okoli mist s frekventovanym vyuZivanim perfluorovanych
latek, jako jsou letisté nebo fluorochemicky primysl, mohou byt potencidlné zdravi ohroZujici
(Cornelsen et al., 2021). Problém perfluorovanych latek prohlubuje i fakt, Zze je neni mozné
efektivné odstranit z vod, co? je jejich hlavni transportni médium a jedna z hlavnich expozi¢nich cest

pro organismy. BohuZel, jediné funkéni technologie odstranéni jsou nanofiltrace a reverzni osmoza,

11



coz jsou metody znacné financné i technicky narocné (Franke et al., 2019). Mikrobidlnim rozkladem,
tedy konvenéni metodou ¢isténi odpadnich vod, neni docileno odstranéni perfluorovanych latek a
pouzitim koagulacnich cinidel rovnéz ne (Rodriguez-Valera et al., 2021). Perfluorované latky se
vyskytuji i v pitnych vodach, protoze ani konvencéni metody Upravy pitnych vod z nich nejsou

schopny odstranit tyto latky (Gyllenhammar et al., 2015).

Mechanismus toxicity perfluorovanych latek zatim neni zcela objasnén. Existuji dikazy o
tom, Ze perfluorované latky mohou interferovat s nékterymireceptory, zahajovat apoptdzu a
interagovat a narusovat bunécnou membranu (Nouhi et al., 2018; Fitzgerald et al., 2018; Pefia-
Blanco et al., 2018). Vzhledem k tomu, Ze je bunécna membrana prvni exponovanou ¢asti burky a
jeji spravna funkce je nezbytna pro jeji preiiti, je nutné pochopit mechanismus ucinku
perfluorovanych latek na jeji vlastnosti a funkci (Yéagle et al., 1989). V této praci bude uprena

pozornost na zmény slozeni fosfolipidové dvouvrstvy po expozici perfluorovanymi latkami.
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2 Teoreticka cast

2.1 Perfluorované latky

Fluorované latky, se daji rozdélit na polymerni a nepolymerni (Obr. 1). Mezi polymerni latky
patfi napfiklad polytetrafluorethylene (PTFE). Nepolymerni latky obsahuji skupiny polyfluorovanych
sloucenin, jako jsou napfiklad fluorotelomerni alkoholy. V této praci ale bude vénovana pozornost
pouze perfluorovanym nepolymernim [atkam. Tyto uhlovodiky maji vSechny vazby C-H nahrazeny
za C-F. Nejstudovanéjsi perfluorované latky je mozné rozdélit na karboxylové kyseliny (PFCA, z angl.
perfluorcarboxylic acid) a perfluooktansulfonové kyseliny (PFSA, z angl. perfluorsulfonic acid)
(Miller et al 2015) (Obr. 2). Tyto latky je dale mozné délit dle délky jejich retézcl na kratké a dlouhé.
Kratké retézce obsahuji méné jak 5 uhlikd, dlouhé vice jak 5 (ITRC, 2017). V soucasnosti se zacina
vénovat pozornost i k takzvané novym neboli alternativnim PFC. Mezi nejCastéji probirané
alternativni PFC patfi napfiklad GenX (nebo také HFPO-DA), HFPO-TA (Obr. 3), ADONA
(dodekafluor-3H-4,8-dioxanonanoat) a F-53B (6:2 PFAES, chlorovany polyfluoralkylethersulfonat)
(Ruan et al., 2017; Kotlarz et al., 2020; Zhang et al., 2020).

Polymerni

Polyfluorované (FTca, FTSA, FTOH)

, PFCA (PFOA, PFHxA, PFBA)
Perfluorované —E
PFSA (PFOS, PFHxS, PFBS)

L Nepolymerni —

Obrdzek 1: Déleni skupin fluorovanych Idtek, dle ITRC (2017)

Perfluorované latky jsou prevaziné pevného skupenstvi, ovSsem kratsi retézce (C4-6) jsou za
béZnych podminek kapalné. PFC vykazuji zcela jedinecné vlastnosti a diky tomu maji Sirokou Skalu
uplatnéni. Vétsinu jejich vlastnosti lze pfisoudit vazbé uhliku s vysoce elektronegativnim fluorem.
Tato elektronegativita zplUsobuje presun elektron(i k fluoru a tim padem je vazba polarizovana. Tato
vazba je jedna z nejsilnéjSich v pfirodé a zpravidla plati, Ze jeji sila roste se stupném fluorace
(Kiplinger et al., 1994). Pravé kvuli pevnosti vazby jsou perfluorované latky chemicky i biochemicky
stdlé a perzistentni v Zivotnim prostredi. Vykazuji vysokou tepelnou stabilitu (viz tab. 1), zaroven
jsou obtizné misitelné s vodou i organickymi rozpoustédly a snizuji povrchové napéti vody, chovaji

se tedy jako surfaktanty.
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Tabulka €. 1: Vlastnosti vybranych perfluorovanych latek. NCBI (2020), Feng et al. (2020)

Zkratka Nazev Molekulova Log Koc Bod varu
hmotnost [°C]
[g/mol]

PFOS Perfluoroktansulfonova 500,13 6,4 258

kyselina

PFOA Kyselina perfluoroktanova 414,07 5,3 192

HFPO-DA Hexafluorpropylenoxid- 330,05 4,24 187

(GenX) dimerni kyselina

HFPO-TA Hexafluorpropylenoxid 496,07 5,5 263

trimerni kyselina

PFOS

n——m
n——m
n——m
n——"T
T——T
n——"
N——
N——T
O=v=0

O

I

PFOA *

n——m
n——
N——
n——m
n——
n——

OH

Obrdzek 2: Chemickd struktura PFOS a PFOA. Upraveno dle Stanifer et al. (2018)

F F F F o
HFPO-DA ¢ | % o—]|
(GenX) PP T /}\ o
F F F
E Y F
F F F F F o
T I I A A
NNy .
F F

F

Obrdzek 3: Struktura HFPO-DA (GenX) a HFPO-TA. Upraveno dle Xin et al. (2019)
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2.2 Vyroba

Historicky se PFC vyrabély hlavné dvéma zpUsoby. Prvnim je elektrochemicka fluorace (ECF)
a druhym je telomerizace. V zavislosti na fizeni vyroby je produkovéana rdzna smés linedrnich a
vétvenych izomerl (Vyas et al., 2007). Napfiklad pfi vyrobé PFOS a PFOA je pomér 70-80 %

linearnich a 20-30 % rozvétvenych uhlikovych fetézcli (Benskin et al., 2010).

2.2.1 Elektrochemicka fluorace

Elektrochemicka fluorace je proces, ktery vymyslel a patentoval J. Simons jiZ ve tficatych
letech minulého stoleti (Simons et al., 1939). Pfi tomto procesu se nahrazuje vodik za fluor pomoci
elektrického proudu. Napfiklad pfi vyrobé PFOS se nej¢astéji vyuziva perfluoroktansulfonylfluorid
(POSF). Pfi tomto procesu se oktansulfonylfluorid jakoZto organicka slozka rozpusti ve fluorovodiku
(Obr. 4). K fluoraci dochazi na poniklované anodé. Vysledny produkt je nerozpustny ve fluorovodiku
a ma vysokou hustotu, tudiz je odebran ze dna (lgnat'ev, 2017). Pfi ECF vznikd smés rdznych
izomerd, kratSich homologl plvodni organické slouceniny (Alsmeyer et al., 1994), linearnich ci

rozvétvenych sloucenin, perfluoralkand, etherd a dalsich vedlejsich produktd (OECD, 2002).
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Reakcni schéma vyroby PFOS a PFOA pomoci ECF

CgH;SH C;H,;COCl1
\ 4 A 4
CgH] TSO;!_F C7H15COF
HF, e Elektrochemicka fluorace (ECF) HF, e
A 4 W
C3F17502F C7F15COF
POSF
A 4 A 4 A 4 \ 4
CgF;SO;H CgF7S0,X C,FsCO,H C7F5CO, M~
PFOS POSF derivaty PFOA Soli PFOA

Obrdzek 4: Reakcni schéma vyroby PFOS (vpravo) a PFOA (vlevo) a vznik derivata a soli. Prevzato a upraveno dle Buck et
al. (2011).

2.2.2 Telomerizace

Telomerizace byla v roce 1945 definovana Hanfordem jako reakce mezi slouceninou
nazyvanou telogen a jednou ¢i vice molekulami taxogenu (Hanford, 1946; Boutevin et al., 1989).
Jedna se o reakci, pfi které dochazi k postupné adici ethylové skupiny k fluoroalkylovému retézci.
PFi tomto procesu se vyuziva perfluorethyljodid, ktery reaguje s perfluorethylenem za vzniku smési
perfluoralkyljodid( se sudymi linedrnimi perfluorovanymi retézci (Obr. 5). Tato smés se vyuZiva pro
vyrobu perfluorovanych karboxylovych kyselin s linedrnim fetézcem nebo fluorotelomernich

alkohol0 (Lindstorm et al., 2011).
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Reakcni schema telomerizace

| F(CF»),I | Pentafluorethyl jodid

| + (n-2)/2 CF=CF, | Tetrafluorethylen Telomerizace
\ 4
| F(CF),1 Perfluoralkyl jodid
+ CH,=CH, Ethylen
k4
IF(CFz)nCH2CH2I I Fluorotelomerni jodid
W
IF(CF;)ECHECHZOH I Fluorotelomerni alkohol

Obrdzek 5: Reakcni schéma telomerizace. Prevzato a upraveno dle Buck et al. (2011).

2.3 Vyuiiti

Diky unikdtnim vlastnostem se perfluorované uhlovodiky vyuZivaji napfi¢ mnoha
pramyslovymi odvétvimi. PFOS se pouZziva ve formé nedisociované sulfonylové kyseliny, nebo jako
fosfatova sdl (amonnad, draselna ¢i lithna sll) (Concawe, 2016). VyuZiva se jako impregnace proti
vodé a skvrnam pfi Upravé povrchovych materidll, obleceni nebo koberct. Dle evropské komise
bylo ro¢né vyuZzito 150 tun PFOS pouze na Upravu kobercl, coZ je aZ % produkce PFOS (Onyshko et
al., 2018). Od pocatku stoleti se zacala Uprava kobercl pomoci PFOS omezovat, avsak kvali dlouhé
Zivotnosti kobercll mizZe pretrvavat v domacnostech a nadale se pomalu uvolfiovat do Zivotniho
je rovnéz toxicka a bioakumulativni (Poulsen et al., 2005). PFOA se vyuZivala jako polymerizacni
pomocna latka pri vyrobé teflonu a fluorotelomer( (Lindstrom, 2011). Teflon je obchodni nazev pro
skupinu chemikalii, jako je napfiklad PTFE (Plunkett, 1986). Tento nazev je znamy diky neptilnavym
kuchynskym pomckam, avsak pouziva se napriklad i v textilnim prdmyslu jako impregnace proti
vodé anebo v leteckém a elektrotechnickém pramyslu pfi izolaci kabell (Sajid et al., 2017; Mishra
et al., 2016). Je pravdépodobné, ze vyrobky, které byly vyrabény pomoci PFOA v sobé maji stopova
mnozstvi této kyseliny, které se mohou pomalu uvolfiovat do okoli (Lv et al., 2009; Sajid et al.,
2017). Perfluorované latky jsou také vyuzivany jako primési do hasicich pén, diky své schopnosti
vytvoreni pény zamezi prisunu kysliku k pozaru a uhasi jej (Cortina et al., 2008). V nynéjsi dobé
se zacinaji vyuzivat i nefluorované alternativy, nebo se vyuziva fluorovanych retézcli o jiné délce

(Seow, 2013).
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Velkym tématem dnesni doby jsou perfluorované latky v potravinovych obalovych
materidlech. Evropské staty se nyni snazi omezit pfitomnost PFC v obalovych materidlech a
napriklad v Dansku v roce 2020 vzesel v platnost zakon, jenzZ to zcela zakazuje (Executive Order on
Food Contact Materials and Penal Code for Violation of Related EU Acts Order No. 681 of May 25,
2020).

2.4 Perfluorované latky v Zivotnim prostredi

2.4.1 Stockholmska umluva

Stockholmskd umluva vznikla v roce 2001 na konferenci ve Stockholmu a nasledné vesla v
platnost v roce 2004. Na této konferenci ji podepsalo vice ne? devadesat zemi véetné Ceské
republiky. Stockholmska umluva ma za cil chranit jak lidské zdravi, tak Zivotni prostfedi. Upravuje v
souladu s principem predbézné opatrnosti vyrobu, pouZivani a transport takzvanych perzistentnich
organickych polutantli (POPs z angl. persistent organic pollutants). POPs jsou chemické latky, které
vykazuji nasledujici vlastnosti: i) jsou toxické jak pro lidi, tak pro zvitata, ii) jsou odolné vidi
degradaci iii) akumuluji se v tukové tkani a jsou pfitomny ve vysokych koncentracich i na vyssich
urovnich potravniho fetézce iv) a jsou nachylné k dalkovému pfenosu v Zivotnim prostredi (sdéleni
¢. 40/2006). Umluva zarover obsahuje metodické pokyny a kritéria pro zafazeni novych POPs do
jednotlivych ptiloh dmluvy, metodiku pro sledovani téchto latek v matricich Zivotniho prostiedi,
dale stanovuje opatteni, kterd vedou ke snizeni emisi a prevenci uvolfiovani POPs a zajistuje
metodiku pro bezpecnou likvidaci téchto latek (Lallas et al., 2001). Doposud se ukdazala
Stockholmska umluva jako velmi efektivni mimo jiné i v potlacovani obchodu s latkami, jeZ jsou na
ni zapsany (Nunez-Rocha et al. 2019). Prvni perfluorované latky byly navrZeny pro zarazeni mezi
POPs v roce 2005 Svédskem. Jimi jsou PFOS a 96 dalSich prekurzort, které obsahuiji €ast struktury
PFOS, a které se mohou rozklddat na PFOS. Navrh bohuZel neproSel a PFOS, jeji soli a
perfluoroktansulfonylfluorid (PFOSF) byly zafazeny do ptilohy B az v roce 2009 (sdéleni ¢. 90/2010
Sb.). V roce 2019 byly do pfilohy A zatazeny i PFOA a jeji soli. Pfiloha A ma za cil Uplnou eliminaci
vyroby a vyuzivani latek, v€etné obchodovani s nimi. U latek uvedenych v ptiloze B je nafizené
omezené vyuZivani. Nasledné je zde uvedena i pfiloha C, kterd obsahuje latky, u nichz je cilem
redukovat emise z neimyslné vyroby. Omezeni vsak v pfilohach A a B nejsou Uplnda. PFOA se tak
napriklad da vyuZivat na zakladé takzvané specifické vyjimky v pripadech, kdy je nemozné, nebo

financné pfrilis narocné ukonceni jejiho pouZivani, nebo neexistuje moznd alternativa, jako je
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napriklad ve fotolitografickém primyslu (van der Putte et al., 2010), v textilnim primyslu pro
Upravu textilii pro ochranu pracovnik(l (Euratex, 2016) a lékarské prostredky vyrobené z PTFE
obsahujicim stopové koncentrace PFOA o maximalni koncentraci 1 PPM (ACAT, 2018). Pro vyrobu
a vyuzivani PFOS je nyni nutné registrovat takzvany akceptovatelny ucel vyroby (z angl. acceptable
purposes) pro udéleni takzvané specifické vyjimky na pét let. Je tedy mozné PFOS a jeji prekurzory
vyuzivat v souladu s ¢asti Il prilohy B. Vyjimky byly udéleny napfiklad pro vyuziti v leteckych
hydraulickych kapalinach, fotografickém prdmyslu a pfi pokovovani (sdéleni ¢. 90/2010 Sb.).

Stockholmska uUmluva se rovnéz zabyva moinostmi nahrazeni perfluorovanych latek.
Zahrnuje fakt o existenci a pouZitelnosti alternativnich (ne)fluorovanych latek do rozhodovacich
procesl. Je nutné dodat, Ze alternativ je na trhu jiz mnoho, avsak u valné vétsiny z nich nam chybi
dostatec¢né Udaje o toxicité, akumulaci i perzistenci. BohuZel je proces navrieni, schvaleni a
nasledného prijeti nové latky do kterékoliv z pfiloh Stockholmské Umluvy ¢asové velmi narocny
(Wang et al.,, 2009), coz dava velky prostor vyrobcim pro pravné nelimitované vyuzivani
potencidlné Skodlivych latek, jako je napfiklad F-53B ¢i GenX, o kterych mame dikazy o
vSudypritomnosti v Zivotnim prostredi a zaroven byla naméfena data vypovidajici o jejich toxicité

(Kucharzyk et al., 2017).

2.4.2 Limity v pitné vodé

Americka agentura pro ochranu zivotniho prostredi EPA (z angl. environmental protection
agency) doporucuje limitni koncentraci kombinace PFOS a PFOA v pitné vodé dohromady 70 ng/I
(EPA, 2016). Avsak nékteré staty USA doporucuji i pfisnéjsi limity jako je napfiklad stat Minnesota.
Minnesotské ministerstvo zdravotnictvi doporucuje nasledujici maximalni koncentrace v pitnych
vodach: PFOS (15 ng/l), PFOA (35 ng/l), PFHXS (47 ng/l), PFBS (2000 ng/l) a PFBA (7000 ng/I) (MDH,
2019). Trochu obecnéji upravuje smérnici pro pitnou vodu (Smérnice pro pitnou vodu
2020/2184/ES) limity evropska agentura pro Zivotni prostiedi na zakladé doporucenych limitd WHO
(svétova zdravotnicka organizace, z angl. World Health Organisation) s limitem 0,5 pg/l pro viechny
PFC, nebo 0,1 ug/l pro 20 vybranych PFC v pitnych vodach. Tyto limity by mély vejit v platnost od
roku 2023. Byly pfijaty i presto, Ze jsou rdmcovou smérnici o vodach dana EQS (z angl.
environmental quality standard) pro PFOS. Jedna se o koncentracni limity, pod nimiz se pfitomnosti
kontaminantd nenarusuje Zivotni prostfedi (Whitehouse, 2001). Tyto limity jsou 0,00065 pg/| pro
povrchové vody a 0,00013 pg/l pro morské vody (2013/39/EU).
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2.4.3 Namérené hodnoty v Zivotnim prostredi

Perfluorované latky byly detekovany ve vodach celého svéta, a to véetné vod podzemnich
(Xiao et al., 2015). Nové se ve vodach a organismech detekuji i alternativni slouceniny jako je GenX,
HFPO-TA, ADONA i F53-B. Napfiklad Pan et al. (2018) naméfili HFPO-TA v 96 % vzork( a GenX v 83
% vzorkl vod z rliznych Casti svéta (Tab. 2). Obecné plati, Ze u fluorochemickych tovaren se vyskytuji
nejvyssi koncentrace v rekach, coZ ostatné namérili i napfiklad Pan et al. (2018). V tabulce

evvrs

koncentrace odpovidaji vytoku z fluorochemickych tovaren (Yao et al., 2022; Pan et al., 2018).

Tabulka €. 2: Pfehled namérenych koncentraci vybranych perfluorovanych latek

Latka Misto Koncentrace Zdroj
PFOA Reka Xiaoqing, Cina 15,4 — 197000 ng/! Pan et al. (2018)
PFOS Reka Xiaoging, Cina 2,07 -10,2 ng/| Pan et al. (2018)
GenX Reka Scheur, Nizozemsko 73,1 ng/I Heydebreck et al.
(2015)
Jezero Tai, Cina 14 ng/I Pan et al. (2018)
Reka Xiaoqing, Cina 1,61 — 2060 ng/I Pan et al. (2018)
HFPO-TA Jezero Tai, Cina 5,0 ng/I Pan et al. (2018)
Reka Temze, Velka Britanie 0,14 ng/I Pan et al. (2018)
Pitna voda, Uppsala, Svédsko 2,83 -81,2 ng/I Gyllenhammar et al.
(2015)
Reka Xiaoqing, Cina 3,99 — 68500 ng/! Pan et al. (2018)
Reka Wangyu, Cina 23 ng/I Yao et al. (2022)

2.4.4 Osud perfluorovanych latek v Zivotnim prostredi

Perfluorované latky se do Zivotniho prostredi dostavaji dvéma zékladnimi zplsoby. Prvnim
je uvolnovani z vyrobk( obsahujicich PFC a druhym jsou emise ze samotné vyroby. Emitované latky
se méni v zavislosti na cilovém vyuziti a lisi se nejen v linearnich nebo rozvétvenych zastupctl (Guelfo
et al., 2018), ale také ve slozeni smési PFC. Napfiklad podle Svédské chemické agentury se jen na
textil vyuziva 348 rlznych PFC, na impregnaci papiru 325 PFC a v elektrotechnickém pramyslu 114

PFC (KEMI S.C.A., 2015). Prvni moznosti kontaminace Zivotniho prostfedi jsou plynné emise. Takto
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emitované perfluorované latky se sorbuji na prach a aerosoly a mohou se tak transportovat i na
dlouhé vzdalenosti (Kim et al., 2007; Bossi et al., 2016; Faust et al., 2022). PFC se mohou rovnéz
inkorporovat do destovych kapek a nasledné dochazi k vyprseni a vymyti (z angl. rainout, washout).
Mokra depozice je schopna kontaminovat Uzemi daleko intenzivnéji, ale plsobi spise lokalné. Je
tedy zvySené riziko kontaminace primarné v okoli fluorochemického primyslu (Shimizu et al.,
2021). Dalsim zplsobem prenosu perfluorovanych latek do atmosféry je vinobiti. Pfi vinobiti v
ocednech, jakoZto hlavnich rezervoarech perfluorovanych latek (Cousins et al., 2011), dochazi k
emisim PFC do atmosféry (Faust et al., 2022). K emisim dochazi i pfi vareni na teflonovych panvich.
Schlummer et al. (2015) provedli méfeni, pfi kterych zjistili, Ze po zahrati panve potazené PTFE nad
370 °C (teplota, pri které dochazi k poskozeni povrchu PTFE) doslo k uvolnéni perfluorovanych latek
v rozmezi 1-4934 ng/hod. Dominujicimi latkami byly PFBA a PFPeA, ale dochazelo i k uvolnéni
PFHpA, PFOA, PFENA, PFDA, PFUNA a PFDoOA.

Atmosféra neni jedinou kontaminovanou matrici. Dochazi i ke kontaminaci ptd a vod, a to
primarné v okoli mist s hojnym vyuZivanim AFFF, jako jsou napfiklad letisté (Milley et al., 2018),
nebo odpadni vodou z textilniho pramyslu (Hill et al., 2017), chemického priimyslu a kovoprimyslu
(Clara et al. 2008; Dong et al., 2017) a skladkovymi vodami (Hamid et al., 2018). Jak jiz bylo zminéno
vyse, do Zivotniho prostredi se dostavaji také z vyrobka, které v sobé obsahuji PFC (Lang et al., 2017;

Gliige et al., 2020; Mastrantonio et al., 2018; Trier et al., 2018; Gliige et al., 2020).

Hamid et al. (2018) vyzdvihuje jako jednu z nejdleZitéjsich cest kontaminace skladky, kam
se dostavaji perfluorované latky uvolnénim z odpadu jako jsou napfiklad potravinové obaly nebo
textil (Hill et al., 2017; Schaider et al. 2017). MUZe zde dochazet nejen ke kontaminaci podzemnich
vod (Hepburn et al., 2019), ale i atmosféry (Hamid et al., 2018). Skladky jsou producenty skladkové
vody. Tato voda pochazi z odpadd samotnych a také z destové vody, ktera zplsobuje vyluhovani
kontaminantd. Tato voda se Cisti v Cistirnach odpadnich vod (Stoiber et al., 2020). Zde ale nastava
problém, nebot konvencni metody ¢isténi vod PFC neodstrani s dostateénou ucinnosti (Xiao et al.,
2013). Voda z ¢&istiren odpadnich vod nésledné kontaminuje recipient. Cast PFC uloZend v kalech
(které vznikaiji pfi Cisténi odpadnich vod) se ukladaly na skladky nebo se pouzivaji jako hnojivo.
Aplikaci Cistirenskych kall na pole dochazi k emisim PFC do atmosféry (Borthakur et al., 2022) pady
i vody (Sepulvado et al., 2011). Ze skladek mohou opét unikat (Hepburn et al., 2019), nebo se opét

dostdvaji zpét do Ccistiren odpadnich vod ve formé skladkové vody (Stoiber et al., 2020). Je nutné
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podotknout, Ze nynéjsi evropska legislativa ma za cil naprosto eliminovat skladkovani (Smérnice

2008/98/ES).

Nékteré perfluorované latky se rozkladaji samovolné v Zivotnim prostredi. Problémem je,
Ze vétSinou dochazi k casteénému rozkladu prekurzorl PFC za vzniku stalych, dale jiz
nedegradovatelnych latek, jako jsou napriklad perfluorokarboxylové kyseliny (Wang et al., 2014;

Blum et al., 2015).

Mnoho polutantl, kterymi jsou naptiklad polycyklické aromatické uhlovodiky je
biodegradabilnich (Shuttleworth et al., 1995) a je tedy nasnadé predpokladat, Ze tomu je tak i u
perfluorovanych latek. Obecné se vsak ma za to, Ze nejsou biologicky rozlozZitelné (Sdez et al., 2008;
Genuis et al., 2010; Yan et al., 2017; Yang et al., 2020; Aziz et al., 2021; Shittu 2021; Stockenhuber
et al., 2021), Nicméné existuji zminky i o mikrobidlni transformacich. Napfiklad Huang et al. (2019)
pozorovali 60% snizeni koncentrace PFOS a PFOA béhem 100 dni pomoci autotrofnich bakterie
Acidimicrobium. Yu et al. (2019) také pozorovali degradaci PFC vlivem bakterii Dehalococcoides. Je
nutné dodat, Ze tato pozorovani probihala pouze v laboratornich podminkach a neni ziejmé, zdali

by tyto procesy probihalzy i v plidé (Sturman et al., 1995).

Vzhledem k tomu, Ze je uvadéna voda jako hlavni transportni médium pro PFC, a zaroven
byly detekovany i v podzemnich a pitnych vodach, je vhodné se zaméfit i na ucinnost jejich
odstranéni z vod. U¢innost &idténi je zavisla nejen na zvolené metodé ¢isténi, ale rovné? i na zdroji
odpadnich vod (Ratola et al., 2012). Jak jiz bylo zminéno, rGzna pramyslova odvétvi vyuZivaji
rGznorodé smési PFC, které se rovnéz odstranuji s odliSnou efektivitou a rychlosti. Napriklad
perfluorované kyseliny jsou netékavé a velmi rekalcitrantni (Ateia et al., 2019), ale naproti tomu
napriklad prekurzory jako jsou FTOH (fluorotelomerni alkoholy) jsou mnohdy tékavé, coz snizuje
jejich koncentrace na vytoku Ccistiren odpadnich vod (Hamid et al., 2018). Perfluorované latky
odolavaji i béZinym procesim cisténi odpadnich vod jako je aplikace UV zareni nebo chlorace
(Appleman et al., 2014) a rovnéz vykazuji daleko vyssi odolnost vici oxidaci ozonem (Nzeribe et al.,
2019). Kvali velmi pevné vazbé C-F odolavaji biodegradaci v Cistirnach odpadnich vod (Rodriguez-
Valera et al.,, 2021). NejefektivnéjSimu odstranéni (az 99 %) PFC je moiné docilit pouZitim
membranovych technologii jako je reverzni osmadza ¢i nanofiltrace. Membranové technologie jsou

ale velmi drahé a naroc¢né na udrzbu (Franke et al., 2019).
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2.5 Toxicita

Toxicita PFC, a to hlavné PFOS a PFOA je studovana jiz nékolik desetileti. Pfesto vSak doposud
nebyl odhalen jeji mechanismus (Wen et al., 2020; Ojo et al., 2021). Nové perfluorované latky
mohou predstavovat obdobné riziko (Fenton et al., 2020). Je proto nutné se vénovat nejen vyzkumu

PFOS a PFOA, ale také novym perfluorovanym latkam.

2.5.1 Orgéanova toxicita

2.5.1.1 Hepatotoxicita

Jatra jsou vyznamnym orgdnem, protoZze metabolizuji toxické latky a hraji klicovou roli i v
metabolismech latek, jako jsou sacharidy, bilkoviny a tuky. Zaroven zde dochazi k produkci Zluci a
produkci hormon0 (Cornelius et al., 1980; Trefts et al., 2017). Jsou primarnim organem, ktery
udrzuje homeostadzu tukl. Dochazi zde k B-oxidaci mastnych kyselin, syntéze cholesterolu,
mastnych kyselin a lipogenezi. V jatrech se rovnéz syntetizuji pfenasece tuk, takzvané lipoproteiny
(Fragki et al., 2021). Je znamo, Ze se perfluorované latky akumuluji primarné v jatrech (Cui et al.,
2009; Massarsky et al., 2022). In vivo testy na mysich prokdzaly zvétSeni jater a zménu jejich
zbarveni (Kudo et al., 2006; Son et al., 2007; Bjork et al., 2008). Rovnéz alternativy jako je GenX byly
prokazany jako hepatotoxické. U mysi exponovanych 0,1 0,5 a 5 mg/kg/den GenX v potravé doslo
k jaterni hypertrofii (Chappell et al., 2020). Conley et al. (2019) prokazali dramatické zvyseni
hmotnosti jater po expozici krys 62,5 mg/kg télesné vahy latkou GenX po dobu 14 dni pomoci Ustni
sondy, coz je srovnatelné s PFOS a PFOA. HFPO-TA ma pravdépodobné jesté negativnéjsi ucinek na
jatra. Sheng et al. (2018) zaznamenali vyznamné zvySeni hmotnosti mysich jater pfi expozici pomoci
Ustni sondy koncentracim 1,25 mg/kg/den PFOA a 0,5 mg/kg/den HFPO-TA. 72hodinova expozice
bunék hepatocytu tildpie (Oreochromis niloticus) jiz pfi 10 mg/l zplsobila dramaticky sniZzenou
viabilitu (Han et al., 2012). In vivo testy provedené s D. rerio odhalily ireverzibilni zmény ve strukture
jater pfi expozici 250 pg/l/den PFOS ve vodé. Dochazelo k akumulaci lipid( v jatrech, a to hlavné u
samcll (Du et al., 2009). Byla prokazana korelace mezi koncentraci PFC v séru matky a poskozenim
jater u novorozencu. BohuzZel byly ve studii zahrnuty pouze PFOS, PFHxS, PFNA, PFOA a PFUnDA a
nikoli alternativni PFC jako je GenX. Presto tato studie pfinasi cenna data o nebezpecnosti téchto
chemikalii, a to i pfi expozici koncentracim, které jsou detekovany v Zivotnim prostredi (Stratakis et

al., 2020). Oproti tomu populacni studie prokazala korelaci i mezi alternativou CI-PFESA (chlorované
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polyfluorované ethylsulfonaty) zvySenymi hladinami albuminu, alaninaminotransferazy,
asparataminotransferazy a y-glutamyltransferazy (Liu et al., 2022), coz jsou indikatory jaternich
funkci (Spinella et al., 2016; Wang et al., 2018). Zaroven bylo zjisténo, Ze PFOA i HFPO-TA se mohou
vazat na protein vazajici mastné kyseliny (FABP z angl. fatty acid binding protein) (Sheng et al.,
2018), které umoznuji transfer mastnych kyselin do buriky (Zimmerman et al., 2002) a diky tomu
mohou perfluorované latky pronikat do hepatocytl (Leubker et al., 2002). P¥i vazbé zméni jeho
strukturu, déje se tomu tak daleko vice pti kontaktu s HFPO-TA neZ PFOA. FABP zaroven prenasi
molekuly k receptoriim, jako je PPAR (receptory aktivované proliferatory peroxizomd, z angl.
peroxisome proliferator activated receptor) (Tan et al., 2002), u kterého byla prokazana aktivace

vlivem perfluorovanych latek (Ibrahim et al., 2013; Behr et al., 2020; Louisse et al., 2020).

2.5.1.2 Reprodukéni toxicita

Gonady jsou pohlavni Zlazy. Sam¢i gonady produkuji sperma, samici gonady produkuji
vajicka, a proto je jejich studium vhodné pro urceni vlivu na reprodukéni toxicitu (Nussey et al.,
2001). V minulosti jiz bylo prokazano, Ze mnoho polutantl jako jsou pesticidy a tézké kovy plsobi
na rybi gonddy. Pfesto doposud nebyla toxicité na gonaddlnich burnkach vénovana takova
pozornost, jako je tomu napfiklad u bunék jaternich a Zabernich, a to i kdyZ je znamo, Ze se PFC v
gonaddach vyrazné akumuluji (Mansour et al., 2018). Ahrens et al. (2015) studovali okouna
obecného (Perca fluviatilis) vyloveného ze Svédského jezera Halmsjon a zjistili, Ze 6:2 FTSA, PFOS a
PFHXS se primarné akumulovaly v gonadach, ale oproti tomu PFOSA, PFDS
(perfluordodekasulfonylova kyselina) a PFCA se akumulovaly primarné v jatrech. Rovnéz stiky (Esox
lucius) a plotice (Rutilus rutilus) vylovené z polskych jezer mély vyssi koncentrace PFOS a PFOA v

gonaddch nez v jatrech (Surma et al., 2021).

PFC, a to hlavné PFOS a PFOA jsou spojovany s infertilitou (Kim et al., 2020; Tarapore et al.,
2021). Ostatné epidemiologické studie ukazuji, Ze v prabéhu nékolika desitek let se sniZila kvalita
spermatu lidi v rlznych castech svéta (Gabrielsen et al., 2016). PFC byly detekovdny ve spermatu
lidi a existuji domnénky o jejich negativnim plisobeni na sperma (Pan et al., 2019). PFOS a PFOA
prokazatelné pusobi na Leydigovy bunky u mysi a zplUsobuji bunécnou hyperplazii (Biegel et al.,
1995; Li et al., 2021) a snizené hladiny testosteronu (Zhao et al., 2014; Qiu et al., 2021), stejné jako
u klinickych studii infertilnich samcl (Petersen et al., 2018; Cui et al., 2020). Nékteré studie
naznacuji spojeni s rakovinou varlat (Petersen et al., 2020; Purdue 2020; Stevenson et al., 2021).

PFC jsou spojovany i s pozdéjsim pfichodem menstruacniho cyklu (Wu et al., 2015), nepravidelnym

24



menstruacénim cyklem (Fei et al., 2009) a dfivéjsim prichodem menopauzy (Knox et al., 2011).
Rovnéz vyplyva z laboratornich studii, Ze mohou narusovat funkci vajecnikd a sniZovat syntézu
hormon( prostfednictvim aktivace PPAR receptoru, jehoz vSechny tfi formy (a, B a y) se exprimuiji
ve vajecnicich (Braissant et al., 1996). Jeho aktivaci se zamezi mezibunécéné komunikaci oocytd a

granulézovych bunék a dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku (Lopez-Arellano et al., 2019).

2.5.2 Bunécna toxicita

2.5.2.1 Viabilita bunék
Pokles bunécné viability je zplisoben mnoha faktory. Existuji dva primarni zplsoby, jimiz se
pokles viability projevuje. Jimi jsou apoptéza a nekrdéza a budou podrobnéji diskutovany v

nasledujicich kapitolach (Renehan et al., 2001; Syntichaki et al., 2002).

2.5.2.2 Apoptédza

Apoptdza je pojem, oznacujici smrt bunky, kterd probihd endogennimi vlivy. Je mozné se
setkat i s pojmem ,programovana bunécna smrt“. Dochazi totiz opravdu k fizenému zneskodnéni
nepotifebnych, nebo potenciadlné skodlivych bunék (Renehan et al., 2001). Pfi apoptdze nedochazi
k procestim, které by mohly zplsobit zanét, jako je napfiklad vyliti obsahu burky, ale je pouze
neSkodné odstranéna. Tento proces je zcela pfirozeny, ostatné u dospélého clovéka dochazi k
apoptéze az 0,5 % bunék kazdy den (Karam et al., 2009). Pokud ale dochazi ke zvysené apoptdze,
hrozi riziko vzniku rakoviny, autoimunitnich onemocnéni nebo neurodegenerativnich onemocnéni,

jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba (Behl et al., 2000; Renehan et al., 2001).

Existuje mnoho publikaci, které potvrzuji indukci apoptdzy vlivem PFC (Martin et al., 2007;
Krgvel et al., 2008; Cui et al., 2015; Bassler et al., 2019; Jabeen et al., 2020). PFOS, PFOA i GenX
zvySuji expresi genu BAX ale naopak snizuji expresi genu Bcl-2 bunécné linie lidského
hepatoceluldrniho karcinomu (Cui et al., 2015; Lv et al., 2019). BAX hraje dlleZitou roli pfi iniciaci
apoptdzy, protoZe se jeho plsobenim zvySuje permeabilita membrany mitochondrie (Pefia-Blanco
et al., 2018) a uvolnéni cytochromu C (Zhang et al., 2017), &im# dojde k aktivaci kaspaz. U¢inkem
kaspaz, jejichz hladiny jsou rovnéz zvySené vlivem PFOA (Liu et al., 2007), dochazi k apoptdze (Jiang
et al., 2004). Naopak plsobenim Bcl-2 se apoptdza inhibuje (Skommer et al., 2010). PFOA rovnéz
zvysSuje az 8,7x aktivitu p53, ktery také reguluje apoptdzu (Cui et al., 2015; Ge et al., 2016). Ge et al.

(2016) navrhuji jako jednu z moZnych pficin aktivace p53 ROS, ktery vznika v pfitomnosti PFC.
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2.5.2.3 Nekroza

Nekrdza je smrt bunky vlivem exogennich faktor(l. Dochazi pfi ni k vakuolizaci a disrupci
membran organel a poté i buriky. Vnitrek buriky se pfitom vyléva do extracelularniho prostoru a je
poté iniciovana bunécna autolyza (Syntichaki et al., 2002). Pfesto, Ze je hlavnim zplsobem bunécné
smrti vlivem expozice PFC apoptdza, pfi vyssich koncentracich prevlada nekréza (Abudayyak et al.,
2021). PFC rovnéz zpGsobuji nekrdzu jaternich bunék po 5tydenni expozici mysi 5 mg/kg/den PFOA
(Crebelli et al., 2019). Také byla zjisténa souvislost mezi PFC a TNFa (z angl. tumor necrosis factor
a) Singh et al., 2012; Bassler et al., 2019). TNFa aktivuje imunitni odpovéd a zaroven indukuje

nekrotickou smrt v ptipadé inhibice kaspaz (Morgan et al., 2008).

2.5.2.4 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou nejc¢astéji volné radikdly, tedy molekuly, které maji v
elektronovém obalu nesparovany elektron. Mezi hlavni ROS patfi hydroxylovy radikal a peroxid
vodiku (Bayr et al., 2005). Tyto slouceniny vznikaji v téle samovolné pfi mitochondridlnim
oxidativnim metabolismu, ale také jako odpovéd na pfitomnost xenobiotik (Ray et al., 2012).
Reaguji s mastnymi kyselinami, aminokyselinami, proteiny, koenzymy, lipidy atp., narusuji jejich
strukturu a tim padem zamezuji jejich spravné funkci. Také reaguji s DNA a mohou ji poSkozovat
(Stadtman et al., 2006; Farmer et al., 2013). Diky jejich pfirozenému vzniku existuji v téle
mechanismy, které ROS potlacuji. Témi jsou napftiklad enzymy glutathion peroxidazy, superoxid
dismutdzy a kataldzy (Oberley et al., 1979). PFC se mohou vazat na superoxid dismutazu
hydrofobnimi interakcemi a zamezovat tak jejimu spravnému fungovani (Xu et al., 2019). SniZzovani
antioxidaéni kapacity bylo prokdzané u bunécné linie HepG2 (Wielsge et al., 2015) a lidskych
erytrocytl (Pan et al., 2018). Alternativa PFOS F-53B rovnéz indukuje vznik ROS v larvach, ale hlavné
v embryiich D. rerio jiz pti koncentracich 0,15 mg/I (Liu et al., 2021). GenX rovnéz zpUsobil ROS a
naslednou apoptdézu bunék u bunécné linie HepG2 jiz pfi koncentracich 250 UM po 12hodinové
expozici (Yoo et al., 2021). Dokonce u fasy Chlorella pyrenoidosa bylo prokdzdno potlaceni
antioxidaénich mechanismu a produkce ROS vlivem PFC (Guo et al., 2020) a jejich alternativ jako je

GenX (Liu et al., 2021).

2.5.2.4.1 Vliv reaktivnich forem kysliku na membranu

IO I

naruseni jeji spravné funkce (Megli et al., 2003). Cordeiro et al. (2014) zjistili, Ze radikaly

(hydroxylové a peroxylové) pronikaji hluboko do fosfolipidové dvouvrstvy. Je zndmo, Ze ROS muze
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zpUsobovat peroxidaci lipidd v membrané. Dochazi k naruseni struktury mastnych kyselin. Takto
narusené struktury pak také funguji jako radikal, ktery dale narusuje okolni mastné kyseliny
(Mylonas et al., 1999). Peroxidace lipid(i vede ke zméné fluidity membrany, naruseni transportnich
vlastnosti a k celkovému poskozeni membrany, kterda mlze vést az k bunécné smrti (Yang et al.,
2020). V sirSim kontextu je peroxidace lipid( spojovana s aterosklerézou (Esterbauer et al., 1993),
srdec¢nim selhanim (Campolo et al.,, 2007), revmatickou artritidou (Gambhir et al., 1997) a

imunologickymi poruchami (Alzoghaibi et al., 2005).

2.5.2.5 Interakce s arylovym receptorem

AhR (z angl. arylhydrocarbon receptor), nebo také nazyvany dioxinovy receptor je
vyznamnym receptorem pro detekci a metabolismus xenobiotik. Je aktivovany mnoha polutanty, a
proto je hojné vyuzivany v ekotoxikologickych studiich (Rothhammer et al., 2019). Aktivaci Ah
receptoru dojde k zahajeni transkripce Cytochromu P450 1A (CYP1A) (Delescluse et al., 2020; Hu et
al., 2007; Burczynski et al., 2000).

Cytochrom P450 je skupina hemoproteind, kterd hraje roli v metabolismu mnoha
environmentdlnich polutantli, jako jsou napfiklad polycyklické aromatické uhlovodiky a
polychlorované bifenyly (Williams, 1992). Obsahuje atom Zeleza, ktery pfechazi mezi oxidacnimi
stavy Fe?* a Fe3* a timto pfechodem elektrond oxiduje a redukuje latky. Nadéle katalyzuji reakci
NAD(P)H + O, + R - NAD(P)+ + RO + H,0 (R je uhlikovy substrat a RO je jeho oxidovany produkt),
kdy je NAD(P)H zprostfedkovano Cytochrom P450 reduktdzou (Guengerich, 2018). Cytochrom C
také plsobi na kaspazy, které fidi bunéénou smrt (Kluck et al., 1997, Yang et al., 1997). Je znamo,
Ze mnohé environmentalni polutanty zvysuji hladiny CYP1A, co? je spojovano s narlstem bunécné
proliferace (Rodriguez et al., 2013, Liu et al., 2016). Existuji také dikazy o tom, Ze i perfluorované

slouceniny zvysuji hladiny CYP1A (Mortensen et al., 2011, Han et al., 2012).

Liu et al. (2014) zdokumentoval nulovou aktivaci CYP1A zméfené na mékkysich Perna viridis,
ktefi byli vystaveni koncentracim 0,1, 1, 10, 100 a 1000 pg/I PFOS a PFOA po dobu 7 dni. Jako divod
navrhuje nedostatecnou transformaci PFC kvali vazbé uhlik-fluor. Watanabe et al. (2009) taktéz
nezaznamenali odezvy na hepatocytech kufecich embryi (Gallus gallus) pfi osetfeni 0,1, 1, a 10 pg/|
PFOS a PFOA. Kombinace téchto dvou latek také neméla odezvu, tudiz je mozné, ze nedochazi ani
k synergickym efektlim. Na druhou stranu Han et al. (2012) po 72hodinové in vivo expozici tilapie
(Oreochromis niloticus) pozorovali narast aktivity CYP1A jaternich bunék pfi koncentracich 10, 20 a

30 mg/l PFOS a PFOA. Divodem rozchazejicich se vysledkt mize byt rovnéz i délka expozice a také
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odlisny typ bunék. Beskovski et al. (2014) uvadi, Ze se aktivita CYP1A lisi u mysi a lidi. Obdobné to
muZe byt jak s bunécnymi liniemi organt toho samého organismu (CYP1A se nachazi v mnoha
tkanich, ale primarné v bunikach jater (Nakajima et al., 2014)), tak s rGznymi druhy. Zaroven Petrulis
et al. (1999) popsal fenomén o Ubytku EROD (ethoxyresorufin-o-deethylaza) aktivity zavislém na
maximalni koncentraci. Vysvétluje to tak, Ze kvuli vazebné afinité latky (v tomto pripadé dioxinu) k
CYP1A dochazi k inhibici EROD enzym-substratové reakce. Méreni exprese CYP1A na Salmo salar
ukazalo, Ze PFOS i PFOA jej reguluji v ledvinach i v jatrech, a to bez zavislosti na Ah receptoru

(Mortensen et al., 2011).

Dalsim vysvétlenim muzZe byt naopak inhibice cytochromu P450, kterou jako prvni
zdokumentovali Narimatsu et al. (2011) po expozici PFOS bunécné linie HepG2. Tyto vysledky
potvrdilii Amstutz et al. (2022). Jak iz bylo zminéno, cytochrom metabolizuje mnoho latek. Inhibice
cytochromu muze byt fatalni napfiklad pfi farmaceutické léébé. Samotné l|écivo pak neni

metabolizovano cytochromem a mize dojit k predavkovani (Lynch et al., 2007).

2.5.2.6 Syntéza mastnych kyselin

Glykogen a triglyceridy patfi mezi hlavni zdroje energie v téle (Olsen et al., 2003, Steenland
et al., 2009). Perfluorované latky jsou spojovany se zvySenymi hladinami triglyceridd u lidi. Naopak
u hlodavct byly prokazany snizené hladiny triglyceridd v séru (Seacat et al., 2003; Loveless et al.,
2006). Triglyceridy jsou tvofeny glycerolem a tfemi mastnymi kyselinami. Pro syntézu triglyceridd

je nutné nejdrive syntetizovat mastné kyseliny.

Syntéza mastnych kyselin ma vliv na stav fosfolipidové dvouvrstvy, nebot pravé mastné
kyseliny jsou jednim z jejich hlavnich komponent (Wei et al., 2016). Mastné kyseliny se tvofri
primarnév jatrech (Wakil et al., 1961), ktera jsou jednim z nejpostizenéjsich organd vlivem expozice
PFC (Kudo et al., 2006; Son et al., 2007; Bjork et al., 2008; Cui et al., 2009; Massarsky et al., 2022).
Syntéza mastnych kyselin probiha pomoci acetyl-CoA. Bylo zjisténo, Ze vlivem PFOS dochazi k silné
up-regulaci gen(, které koduji ATP citrat lyazu, ktera pfeménuje citrat na acetyl-CoA (Kobayashi et
al., 2021). Acetyl-CoA je nasledné pfeménén na malonyl-CoA pomoci acetyl-CoA karboxyldzy, ktera
je hlavnim enzymem definujicim rychlost syntézy. Bylo zjiSténo, Ze exprese tohoto enzymu byla
zvySena 1,3x v jatrech krysiho plodu pti expozici PFOS. Rovnéz byla zvysena syntéza mastnych
kyselin az 1,6x (Bjork et al., 2008). Wang et al. (2015) prokazali u mysi zvySenou aktivitu malonyl-
CoA karboxylazy vlivem 1 mg/kg/den PFNA. Malonyl-CoA karboxylaza je dulezity enzym, diky némuz

dochazi ke karboxylaci acetyl-CoA za vzniku malonyl-CoA. Tyto poznatky naznacuji, Ze dochazi
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k vyssi syntéze mastnych kyselin vlivem PFC. V souladu s tim Bjork et al. (2011) zdokumentovali
zvySeni koncentrace volnych mastnych kyselin. ZvySené koncentrace volnych mastnych kyselin, a to
primarné saturovanych, zvysuji hladiny triglyceridd. To potvrzuji i studie, které prokazuji souvislost
perfluorovanych latek a zvysenych hladin triglycerid( u lidi. Naopak u hlodavc( byly prokazany

snizené hladiny triglycerid( v séru (Seacat et al., 2003; Loveless et al., 2006).

2.5.2.7 B-oxidace mastnych kyselin

B-oxidace mastnych kyselin je proces, pfi kterém jsou mastné kyseliny utilizovany. Mastné
kyseliny vstupuji do buriky bud volné (do C10), nebo pomoci karnitinovych prenasecli mastnych
kyselin. Nasledné je na né pomoci Acyl-CoA syntazy navazan AcylCoA, ktery mliZze prochazet vnéjsi
mitochondrialni membranou. Aby mohly projiti vnitfni membrdnou mitochondrie, je na né navdzan
karnitin pomoci karnitinacyltransferazy I. Uvnitf mitochondrie dochazi opét k prevodu koenzym A
a uvolnény karnitin se vraci zpét pomoci translokaz. Nasledné dochazi k B-oxidaci. Bylo zjisténo, Ze
PFOA vykazuje vyznamné zvyseni genu Cptla, ktery kdduje karnitinacyltransferazu | u mysich plod

a tim padem hrozi riziko naruseni transportu mastnych kyselin pres membranu (Rosen et al., 2007).

PFi B-oxidaci dochazi k postupné oxidaci mastné kyseliny aZz na acetyl-CoA. Takto vznikly
acetyl-CoA ddle vstupuje do citratového cyklu. PFi B-oxidaci nejprve dochazi k dehydrogenaci
slouéeniny v B poloze, za vzniku dvojné vazby mezi druhym a tfetim uhlikem (Obr. 7). Pfi tom se
redukuje FAD (flavinadenindinukleotidu) na FADH2. Poté dochazi k adici vody na dvojnou vazbu.
Nasledné se dehydrogenuji vzniklé hydroxylové skupiny, pficemz se redukuje NAD+ na NADH. Poté

se pusobenim enzymu thioldza odstépi acetyl-CoA (Schulz et al., 2002).
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Obrdzek 6: Pribéh 8-oxidace mastnych kyselin. Pfevzato a upraveno dle Swizdor et al. (2012)

Pfi in ovo expozici plodu kufete (Gallus gallus domesticus) PFOS dochazi ke zvysené B-

oxidaci jaterni kyseliny palmitové pfi davkach jiz 0,1 ug/g, coz je davka, pti které nebyla snizena
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viabilita jaternich bunék. V tomto pripadé autor navrhuje mozné spojeni s aktivaci PPAR a, ktery
mUze aktivovat peroxisomadlni i mitochondridlni B-oxidaci (Schoonjans et al., 1996). Je rovnéz
mozné, ze zvysSeni permeability membrany zvySuje koncentrace mastnych kyselin uvnitt buriky, coz
muze byt divodem katabolismu mastnych kyselin (Nordén et al., 2012). Geng et al. (2019) sledovali
pokles mitochondridlni, ale naopak zvyseni peroxisomalni B-oxidace kurecich embryi. Kawashima
et al. (1989) rovnéz sledovali zvysSeni peroxisomalni B-oxidace a indukce aktivity acyl-CoA oxidazy,
ktera katalyzuje prvni krok oxidace mastnych kyselin. Také u hepatocytl lososa obecného (Salmmo
salar) pozorovali Krgvel et al. (2008) signifikantné zvySenou expresi acyl-CoA oxidazy po 24hodinové
expozici 25 mg/l PFOS. K obdobnym vysledktm dosli i Oakes et al. (2005) u jelecka velkohlavého
(Pimephales promelas) a pstruha duhového (0. mykiss). Wen et al. (2020) zjistili, Ze vlivem PFOA
dochazi k vyraznému snizeni exprese ACOX2, ktery kdduje acyl-CoA oxidazu 2 u bunécné linie
HepG2. GenX zvysuje hladiny enoyl-CoA hydratazy a 3-hydroxyl-CoA dehydrogendzy, enzymi
nezbytnych pro B-oxidaci, u kurecich embryi (Xu et al., 2021). Stejny ucinek byl prokazan u bunécéné
linie FaO (krysi jaterni buriky) pfi expozici 25 uM PFOS, PFOA, PFHXS a PFBA po dobu 24 hodin (Bjork
et al., 2021). Je moiné, Ze je tento Ucinek disledkem plsobeni PFC na PPAR, ktery tyto geny

reguluje (Houten et al., 2012).

2.5.2.7.1 Interakce s receptory aktivovanymi proliferatory peroxisomi

PPAR jsou jaderné receptory. Existuji 3 formy: PPAR a, B a y, které se vyskytuji u obratlovci
véetné ryb (Boukouvala et al., 2004). PPAR ovliviiuji expresi genl, jez hraji roli v metabolismu
sacharidi a tukd, nddorovém bujeni, imunitni odpovédi, adipogenezi proliferaci a apotdze. K jeho
aktivaci dochazi plsobenim mastnych kyselin, a bylo zjisténo, Ze obsah cholesterolu v membrané
mUzZe rovnéz hrat roli pti aktivaci PPAR (Zeghari et al., 2000). Oxidované formy fosfolipid(, které

vznikaji pti disrupci membrany mohou aktivovat PPAR (Delerive et al., 2000).

PPAR receptor byl objeven v roce 1980 (Isseman et al.,, 1990), nedlouho po prvnich
zminkach o toxicité PFC (lkeda et al., 1985). Nasledné bylo diky schopnosti PFOA narusovat
peroxisomalni B-oxidaci mastnych kyselin navrZeno, Ze se tak déje diky jejich schopnosti aktivovat
PPAR receptor (Sohlenius et al., 1992). PPAR je aktivovan rGznymi ligandy, jako jsou mastné
kyseliny, eikosanoidy, prostaglandiny ¢i vitamin B (O’Flaherty et al., 2005). Pareza et al. (2006)
zjistili, Ze dochazi k ligandové aktivaci PPAR receptori prostiednictvim PFC. Je to pravdépodobné
diky podobnosti PFC mastnym kyselindm (Shabalina et al., 2016). PFOS a PFOA vyrazné zménily

profil transkribovanych genu, které jsou nepostradatelné pro transport a metabolismus lipidd, a to
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hlavné mastnych kyselin. Pravé tyto geny jsou fizeny PPAR (Guruge et al., 2006). K aktivaci PPAR
dochazi i vlivem GenX u krys (Conley et al., 2019), u ryb (Rodriguez-Jorquera et al., 2018) a v mysich
jatrech (Chapell et al., 2020). Perfluorované latky vykazuji vysokou vazebnou afinitu ke vsem tfem
formam PPAR, pricemz HFPO-TA vykazuje az 7,5x vyssi vazebnou afinitu k PPAR y nez PFOA, oproti
tomu GenX vykazuje nizsi afinitu nez PFOA. Je to patrné tim, Zze HFPO-TA tvofi vice vodikovych

mustk(, nez GenX (Li et al., 2019).

Aktivaci receptoru PPAR dochazi ke vzniku heterodimeru s RXR (retinoidni receptor X, z
angl. retinoid X receptor). Nasledné se vaze na promotord jejich cilovych genl, které jsou zapojeny
do metabolismu lipid(i (Tan et al., 2005). Disledkem je napfiklad snizeni hladiny triglycerid( a LDL
(nizkodenzitni lipoprotein), zvyseni HDL (vysokodenzitni lipoprotein) cholesterolu. Zvysené hladiny
LDL cholesterolu korelovaly s koncentraci PFOS a PFOA v séru u obyvatel USA. Naopak tomu je u
HDL, ktery je se zvysujici se koncentraci PFC sniZovan (Geiger et al., 2014). Dale bylo zjisténo, Zze PFC
mohou interakci s PPAR zvySovat bunécné volné mastné kyseliny a volny cholesterol v hepatocytech
(Leubker et al., 2002). Plochberger et al. (2017) provedli méfeni fosfolipidové dvouvrstvy pomoci
mikroskopie atomdrnich sil a fluorescencni mikroskopie a zjistili, Ze HDL ma schopnost se do

fosfolipidové dvouvrstvy zadlenovat, a tak miZe potencialné zvétSovat rigiditu membrany.

2.5.2.8 Fosfolipidova dvouvrstva

Fosfolipidovd dvouvrstva ohranicuje prostfedi mezi vnittkem buriky a jejim okolim. V
zavislosti na charakteru membrany, tedy dle poméru proteind a lipidl je vice ¢i méné propustna
(zhang et al., 2018). Jak jiz nazev vypovida, je tvorena dvéma vrstvami fosfolipidd s
charakteristickym usporadanim. Fosfolipidy maji dvé casti (Obr. 8), polarni (hydrofilni) skupinu
tvorenou fosfatovou skupinou, ktera je orientovana do vnéjsiho prostiredi a nepolarni (hydrofobni),
kde se shlukuji fosfolipidy pomoci hydrofobnich interakci a tvofi tak vnitfek membrany (Wilkins et
al.,, 1971). V membrdéné jsou rovnéZ obsazeny proteiny. Ty jsou bud vdzané slabymi vazebnymi
interakcemi na povrch membréany (Ziemba et al., 2013), nebo prochdzeji membranou a pIni funkci
transportni (Brandl et al., 1986). DalSi neopominutelnou slozkou fosfolipidové dvouvrstvy je

cholesterol. Pfitomnosti cholesterolu se snizuje fluidita membrany (Cooper et al., 1978).
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Obrdzek 8: Struktura fosfolipid(i. Prevzato a upraveno dle Zahrabi et al. (2016)

Vlastnosti membrany jsou fizeny nékolika zakladnimi faktory. Fosfolipidova dvouvrstva je
mobilni prostiedi, které je vytvareno spontanné hydrofobnimi interakcemi. Fosfolipidy uvnitf rotuiji,
pohybuji se lateralné a velmi raritné se i prohodi s fosfolipidem na druhé strané. Co se tyce sloZeni,
hraje roli délka retézce a pocet dvojnych vazeb. Kratsi retézce vykazuji nizsi pfilnavost kvili
zmenseni sty¢né plochy a tim padem se zvysuje fluidita membrany. Pfitomnosti dvojné vazby opét

nedochazi k dokonalé pfilnavosti (Chaffey et al., 2003).

Diky vySe zminéné strukture se fosfolipidova vrstva nechova pouze jako prosta bariéra mezi
dvéma prostredimi, ale rovnéz i jako selektivni transportér. Transport je mozny diky pfitomnosti
proteind, které tvorfi kanaly (Rietveld et al., 1995; Cockcroft et al., 2018). Shen et al. (2020) zjistili
pfi testech na modelové fosfolipidové dvouvrstve, Zze PFHxS, PFOS, PFOA a PFNA jsou schopny
spontdnné penetrovat dvouvrstvu. Tyto latky pfechazi energetickou bariéru dvouvrstva-voda
pomoci prohozeni (otoceni) polarniho a nepolarniho konce. Zaroven bylo zjisténo, Ze se tyto latky
chovaji podobné jako cholesterol. Cholesterol plisobi kondenzacnim efektem, tedy presnéji dochazi
ke snizeni plochy fosfolipidd vlivem cholesterolu (Franks et al., 1976; Alwarawrah et al., 2010).
Rovnéz Nouhi et al. (2018) prokazali inkorporace PFC, a to konkrétné PFBS (perfluorbutansulfonova
kyselina), PFHxA (kyselina perfluorohexanova), PFHxS (perfluorhexansulfonova kyselina), PFNA
(kyselina perfluorononanova) a PFOS do dvouvrstvy. K vys$si inkorporaci dochazelo u
perfluorovanych latek s delSim uhlikatym fetézcem, u kratkych retézcl dochdzelo k inkorporaci a

akumulaci do dvouvrstvy také, ale v mensi mife. K obdobnym vysledkiim dosli i Fitzgerald et al.
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(2018) s modelovou i mikrobialni fosfolipidovou dvouvrstvou. Rovnéz zjistili, Ze dochazi k daleko
vys$si akumulaci latek se sulfonylovou neZ karboxylovou skupinou. Dassuncao et al. (2019) zjistili, Ze
koncentrace PFC v rliznych typech tkani morskych savci koreluje s obsahem fosfolipid. Akumulace
PFC v membréanach také zvysuje permeabilitu (Fitzgerald et al., 2018). To mUZe zplsobovat zvyseni
transportu latek z a do buriky (Nakamura et al., 1985; Perkins et al., 2017) a je tedy patrné, Ze je
porozuméni interakci perfluorovanych latek s fosfolipidovou dvouvrstvou velmi relevantni

(Fitzgerald et al., 2018).

2.5.2.8.1 Fosfolipidové mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou alifatické a vétSinou linedrni karboxylové kyseliny. Jsou znamé stovky
mastnych kyselin (Srivastava, 2002), ale prevlada hlavné délka uhlikového retézce C4 — C22 a
nejvyraznéji C18 (Gunstone et al., 2007). Dle pfitomnosti dvojné vazby se déli na nasycené, které
dvojnou vazbu neobsahuji a nenasycené, které obsahuji jednu ¢i vice dvojnych vazeb. Dale se pak
déli na cis a trans izomery, které definuji orientaci atomu okolo dvojné vazby (Koolman et al., 2012).
Konkrétni poméry cis a trans indikuji miru stresu u bakterii, protoZe jsou pravdépodobné schopny
pfizpGsobovat strukturu bunééné membrany environmentalnim podminkam (Frostegard et al.,
2011). DalsSim moZnym vysvétlenim je to, Ze dochdazi ke zméné mikrobidlniho spoleéenstva pfi
plsobeni stresorli (Barcenas-Moreno et al., 2009). Vy3si obsah cis vazeb zvysuje fluiditu, protoze

neumoznuje prilnuti mastnych kyselin (Kuo et al., 1990).

Fosfolipidové mastné kyseliny (PLFA, z angl. phospholipid fatty acid) jsou pfitomny pouze v
Zivych bunkach, protoze po bunécné smrti se velmi rychle hydrolyzuji na diglyceridy (Blumenstein
et al., 2021). Je to rovnéz jeden z ddvodd, pro¢ se hojné vyuZivd PLFA analyza pro stanoveni
mikrobialni biomasy (Lewe et al., 2021). Zaroven jsou fosfolipidy indikdtorem stavu membrany. Je
totiz znamo, Ze nékteré latky mohou ménit vlastnosti membrdn, jako je permeabilita a fluidita, coz
mUze vést az k zaniku bunék a trvalému poskozeni organismi (Uttlova et al., 2016; Riegers et al.,

20017; Zhu et al., 2020).

2.5.2.8.2 Syntéza fosfolipida

Syntéza fosfolipidd probihd v membrané endoplazmatického retikula. V prvnim kroku se

z glycerolu formuje glycerol-3-fosfat. Nasledné je pomoci acyl-transferaz sloucen s mastnou
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kyselinou a vznikd kyselina fosfatidova. Poté je pomoci fosfatdz odstépena fosfatova skupina za
vzniku diacylglycerolu. Dale je pfidan cholin k diacylglycerolu pomoci cholin fosfotransferazy za

vzniku fosfatidylcholinu (Cockcroft et al., 2018).

Expozice PFOA zvysila hladiny acyltransferazy u mysi (Kawashima et al., 1989). PFOA
zvysovalo i hladiny glycerol-3-fosfatu u D. rerio (Dan et al., 2018). Rovnéz byla prokazana zvysena
aktivita glycerol-3-fosfat acyltransferazy mysich jater (Kudo et al. 1999), Escherichia coli (Lie et al.,
2016) a medaky japonské (Oryzias latipes) (Lee et al., 2017) vlivem expozice rGznych PFC. Glycerol-
3-fosfat acyltransferaza je nezbytna pro vznik lyzofosfatidové kyseliny, dilezitého meziproduktu
pro tvorbu membranovych lipidd (Chen et al., 2011). Z vySe uvedenych udajl je patrné, Ze PFC
mohou narusovat syntézu fosfolipidd, a tudiz mit negativni vliv na bunécnou membranu (Liu et al.,

2016).
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V' é
3 Hypotezy
* Nové perfluorované latky vykazuji srovnatelnou toxicitu jako PFOS a PFOA

*  Perfluorované latky véetné PFOS a PFOA méni hladiny fosfolipidovych mastnych kyselin

pstruha duhového

*  Bunécné linie pstruha duhového jsou citlivé vici perfluorovanym latkam.
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4 Materidly a metodika

4.1 Chemikalie

Vyuzité chemikalie pfi kultivace bunék:
DPBS, Gibco, Velka Britanie
FBS, Gibco, USA
Leibovitz L-15 médium, Gibco, USA
Pen-strep, Invitrogen, USA
Trypanova modf¥, Invitrogen, USA
Trypsin, Gibco, Velkd Britanie
Vyuzité chemikalie pfi expozici:

L15ex:

CaCl; . 2 H,0, Sigma-Aldrich, Némecko

Galaktdza, Sigma-Aldrich, USA

KCl, Sigma-Aldrich, Spanélsko

KH,HPO,, Lach-Ner, Ceska republika

MgCl; . 6 H,0, Sigma-Aldrich, USA

MgS0O;, . 7 H,0, Sigma-Aldrich, Indie

Na;HPO, . 12 H,0, Lach-Ner

NaCl, Sigma-Aldrich, USA

Sodium pyruvat, Sigma-Aldrich, Japonsko

Sterilni miliQ voda
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EROD pufr:
Na;HPO,. 12 H,0, Lach-Ner, Ceska republika
NaH,PO; . H,0, Lach-Ner, Ceska republika
Testovani toxicity:
AB, Invitrogen, USA
Acetonitril (=2 99,9%), VWR chemicals, Francie
BSA, Sigma-Aldrich, USA
CFDA-AM, Invitrogen, USA
DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Izrael
Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich, Ceska republika
EROD pufr
Ethanol (= 99,8%), VWR chemicals, Francie
Fluorescamin, Sigma-Aldrich, Francie
Kyselina octova, VWR chemicals, Francie
L15ex (expozicni)
Neutral red, Invitrogen, USA
Resorufin ethyl ether, Sigma-Aldrich
Tert-butyl hydrogen peroxid, Luperox, Francie
Vyuzité standardy:
GenX, HPC, (2 98,0%) Némecko

PFOA, (99%) Synquest Laboratories, USA
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PFOS, (> 98,0%), Sigma Aldrich, Némecko

HFPO-TA, (= 98,0%) Synguest Laboratories, USA

4.2 Materialy

6-jamkové destic¢ky, Thermo Fisher Scientific, Dansko
96-jamkové desticky, Thermo Fisher Scientific, Dansko
Eppendorf zkumavky 1,5 ml a 2 ml, Biologix group, Cina
Kultivaéni lahve 182,5 cm?, VWR chemicals, Cina
Sérologické pipety (sterilni), VWR chemicals, Cina

Sterilni falkony, Jet-Bio filtration, Spanélsko

4.3 Pristroje a software

Autoklav, BMT Medical Technology, Ceska republika
Autosampler Combi Pal, CTC, Svycarsko

Centrifuga Medifriger-BI, JP Selecta, Italie

Centrifuga Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen, Némecko
DB5-MS, Agilient, USA

Hmotnostni detektor 240-MS, Varian, USA

I-control Infinite 200 Pro, Tecan, Rakousko

Inkubator, Pol-Lab, Polsko

Kolona Lichrolut, Merck, Némecko

38



Laminarni flow box Bio-1I-A/G, Telstar, Spanélsko
Microsoft Excel (MS Office 365 Pro Plus)

Mikroskop, Olympus, Japonsko

Plynovy chromatograf Varian 450-GC, Varian Inc., USA
Pocitaci komdrka Coutess, Invitrogen, Korea

R (verze 4.1.2)

4.4 Bunécné linie

Experimenty byly provedeny na liniich RTL-W1 a RTG-2. Jaterni linie pstruha duhového RTL-
W1, byla ziskdna z Eawag (Svycarsko). Linie RTG-2 pochazi ze smési gonadalni tkané pstruha

duhového a byla ziskdna z American Type Culture Collection (USA).

4.4.1 Udrzovani bunécnych kultur

Buriky byly udrzovany v inkubatoru pfi teploté 19 °C v kultivaénich lahvich (183 cm?) se
standardnim vickem v Liebovitz’s L15 médiu s ptidavkem FBS (z angl. fetal bovine serum) a
antibiotik. Pro bunécnou linii RTG-2 obsahovalo médium 10 % FBS a 1 % antibiotika Pen-strep
(penicilin 10000 jednotek/ml a streptomycin 10000 pg/ml), pro zamezeni kontaminace. Pro
buné¢nou linii RTL-W1 obsahovalo medium pouze 5 % FBS bez pridavku antibiotik (dale jen
kultivaéni média). Médium bylo vyménovano jedenkrat tydné. Dle rychlosti rlstu probihala pasaz,
obvykle 1x tydné. Pfi pasdzi byly bunky jednou oplachnuty DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered
saline), pro odstranéni FBS, které inhibuje aktivitu trypsinu. Posléze byl pfidan proteolyticky enzym
trypsin pro uvolnéni adherovanych bunék. Trypsin byl ponechdn v kontaktu s burikami po dobu
maximdlné 2 minut, aby se zamezilo poskozeni bunééné membrany. Plsobeni trypsinu bylo
zastaveno opétovnym pridanim média obsahujictho FBS. Nasledné byla bunécnd suspenze
centrifugovédna (400 rcf, relativni centrifugacni sila) po dobu 5 minut. Vznikld suspenze byla

rozdélena do novych lahvi (3,5 mil. bunék/lahev).
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Pfiprava média L15ex:

L15ex, nebo také expozicni médium bylo pfipraveno dle Schirmer et al. (1997). K 680 ml
MiliQ vody bylo pridano 100 ml roztok( A, B a C, 10 ml 5,5% roztoku pyruvatu sodného v MiliQ vodé
a 10 ml 9% roztoku galaktézy v MiliQ vodé. Roztoky A, B a C byly pfed pfipravou média sterilizovany
v autoklavu (122 °C, 20 min), roztoky D a E byly sterilizovany filtraci pfes nylonovy filtr s velikosti

porha 0,22 um.

Pro pfipravu roztoku A bylo do 1000 ml MiliQ vody pfidano:
80 g NaCl
4 g KCl
2 g MgCl,. 6 H,0
2 g MgS0,4.7H,0

Pro pfipravu roztoku B bylo do 1000 ml MiliQ vody pfidano:
1,85 g CaCl,. 2 H,0

Pro pfipravu roztoku C bylo do 1000 ml MiliQ vody pfidano:
0,6 g KH,PO4
4,79 Na;HPO, . 12 H,0

Pocitani bunék
Suspenze bunék v kultivacnim médiu byla zfedéna roztokem trypanové modfii (0,4%) v
poméru 1:1. Buriky byly nasledné pocitany v automatické pocitaci komarce. Méreni bylo provedeno

dvakrat a nasledné byly hodnoty viabilnich bunék zprimérovany.

Nasazeni bunék a expozice

Buriky v Liebovitz’s L15 kultivacnim médiu byly nasazeny do 96 jamkové desticky v hustoté
50 000 bunék/jamku a ponechany 24 hodin v inkubatoru (19 °C) pro dokonalou adhezi. Kultivaéni
médium bylo odsato a buriky byly 1x oplachnuty L15ex médiem pro odstranéni zbylého FBS, které
by mohlo interagovat s testovanym analytem. FBS obsahuje proteiny, na které se PFAS vaii
(Forsthuber et al., 2020) a vysledky by tak mohly byt podhodnoceny. Nasledné byly buriky po dobu
24 hodin exponovany roztokdm perfluorovanych latek o koncentracich 5, 10, 25, 50, 75 a 100 mg/|
v expozicnim médiu. Pri pripravé zasobnich roztokl byly perfluorované latky rozpustény bud' v
DMSO (dimethylsulfoxid) nebo v ethanolu. Koncentrace rozpoustédla v jamce nikdy nepresahla 0,1

%. Jako negativni kontrola bylo pouZito samostatné L15ex médium (tzv. cell control) a L15ex
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médium s primési odpovidajiciho rozpoustédla o koncentraci 0,1 % (tzv. solvent control). Vysledné
hodnoty byly vztazeny k negativni kontrole obsahujici rozpoustédlo. Chybové Usecky reprezentu;ji

smérodatnou odchylku. Méfeni probihalo ve 3 paralelach.

4.5 Testy toxicity

4.5.1 Postup detekce reaktivnich forem kysliku

DCFH-DA (2/,7'-dichlorfluorescein diacetat) pronika do buriky, kde je plisobenim esteraz
pfeménén na DCFH (dichloro-dihydro-fluorescein diacetat). V pfitomnosti ROS je okamzité
oxidovan na vysoce fluorescenéni DCF (dichlorfluorescein). Fluorescenci DCF je mozné detekovat
pfi excitacnich vinovych délkach 485 nm a emisnich vinovych délkach 535 nm. Hodnota odpovida

koncentraci ROS v burice (Kang et al., 2004).

Pfed expozici bylo odsato kultivacni medium a bunky 1x oplachnuty L15ex médiem.
Nasledné byl do kazdé jamky ptidan roztok 20uM DCFH-DA a desticka byla ponechana 30 minut ve
tmé vinkubdtoru (19 °C). Poté byly bunky opét oplachnuty L15ex médiem a nasledné byly
exponovany perfluorovanym latkdm a pozitivni kontrole t-BHP (tert-butyl hydrogen peroxid) o
koncentracich 1;0,5; 0,25; 0,12; 0,06 a 0,03 mM. Nar(st intenzity fluorescence (ex 485/em 535 nm)
byl méren ihned poté a nasledné po intervalech 10 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min, 3 hod, 4

hod a 24 hod.

4.5.2 Postup testu ethoxyresorufin-o-deethylaza

Test EROD detekuje aktivitu cytochromu P450 1A. VyuZiva principu premény 7-
ethoxyresorufinu na resorufin pomoci cytochromu P450 1A. Resorufin je poté mozné detekovat

fluorescencné pti excitacni vinové délce 530 nm a emisni vinové délce 590 nm (Payne et al., 1975).

Test byl proveden dle Kennedy et al. (1994). EROD pufr byl pfipraven postupnym
pridavanim 0,2M roztoku NaH,PO, k 0,2M roztoku NA;HPO, dokud nebylo dosazeno pH 8. Nasledné

byl nafedén MiliQ vodou pro dosazeni koncentrace 50 mM.

Buniky exponované po dobu 24 hodin perfluorovanym latkdm a pozitivni kontrole

benzo[a]pyrenu o koncentracich 2; 1; 0,5 a 0,1 uM byly 2x oplachnuty EROD pufrem a do kazdé
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jamky bylo pfiddno 100 ul 2 uM barvici roztoku ethoxyresorufinu. Bezprostfedné po pridani byla
zmérena fluorescencni intenzita (ex/em; 530/590 nm). Méfeni probihalo celkem 10x po 1 minuté
za neustalého trepani. Nasledné byl stanoven obsah bilkovin pfidanim 50 pl 0,03 mg/ml
fluorescaminu v acetonitrilu. Méreni predchazelo 10 minut tfepani ve tmé (ve spektrofotometru)
ex/em; 365/470 nm. Vysledné hodnoty obratu ethoxyresorufinu byly vyjadfeny v pikomolech
resorufinu na mg proteinu za minutu (pmol/mg proteinu/min) dle resorufinové a proteinové
standardni krivky. Proteinova kfivka byla sestavena pomoci BSA (hovézi sérovy albumin) v EROD

pufru.

4.5.3 Postup méreni bunécéné viability

Principem méreni Alamar blue (AB) je schopnost Zivych bunék redukovat malo
fluorescencéni resazurin na velmi fluorescencni resorufin (Obr. 9). Fluorescenéni odezva odpovida

poctu Zivych bunék (Schreer et al., 2005).

Resazurin o Resorufin

|«
N N
HO 0 0] HO (@] (@]

Obrdzek 9. Mechanismus testu Alamar Blue. Upraveno dle Ligasovd et al. (2021)

Barvivo CFDA-AM (5-karboxyfluorescein diacetat, acetoxymethyl ester) je v Zivych burikach
preménéno pomoci esteraz na polarni CFDA (karboxyfluorescein diacetat), které je fluorescentni.
Takto pfeménéné barvivo neni schopno prochazet membranou Zivych bunék, naopak mrtvé bunky
jej vypusti. Tento test tudiz méfi enzymatickou aktivitu a zaroven integritu bunééné membrany

(Schreer et al., 2005).

Testy CFDA-AM a AB byly provedeny dle Dayeh et al. (2013). Buriky exponované 24 hod byly
2x oplachnuty roztokem L15ex pro dokonalé odstranéni perfluorovanych latek. Poté byla kazda
jamka osSetfena 100 pl roztoku CFDA-AM/AB (CFDA-AM o koncentraci 0,1 pl/ml a Alamar blue o
koncentraci 6,25 pl/ml v L15ex). Nasledné byly ponechany 30 minut v inkubatoru bez pfistupu
svétla. Byla zmérena intenzita fluorescence (ex 532/ em 590 nm pro Alamar blue a ex 485/ em 535

nm pro CFDA).
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Principem testu NRU (pfijem neutralni ¢ervené, z angl. neutral red uptake) je schopnost
Zivych bunék vazat barvivo neutral red. Toto barvivo pronika difuzi az do matrix lyzozomd. Integrita
lyzozomalni membrany mZe narusena pfitomnosti toxickych latek. Poskozené buriky tak nejsou
schopny zadrzovat barvivo. Naslednym oplachem je odstranéno nezadrzené barvivo a poté dochazi
k extrakci NRU. Uvolnéné barvivo odpovida poctu viabilnich bunék a je detekovano pfi excitacni

vinové délce 532 nm a emisni vinové délce 680 nm (Hammond et al. 1980).

Bunky exponované 24 hod 2x oplachnuty roztokem L15ex. K oplachnutym burikam bylo
nasledné pridano 100 pl roztoku NRU v L15ex o koncentraci 10 pl/ml. Poté byly buriky uloZeny na
60 minut do inkubdtoru. Po uplynuti této doby byly buriky 2x oplachnuty L15ex a ndsledné bylo NRU
extrahovano pomoci extrakéniho roztoku (1% ledova kyselina octova, 50% ethanol, 49 % miliQ
voda). Obsah vSech bunék byl dikladné zhomogenizovan pipetovanim a nasledné byla stanovena

intenzita fluorescence (ex 532/ em 680 nm).

4.5.4 Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin

4.5.4.1 Expozice

PLFA analyza vyzaduje velké mnozZstvi bunék. Proto nebylo moZné provadét test v 96
jamkovych destickach. Test byl proveden v 6 jamkovych destickach s obsahem 1 milionu bunék
v jamce. 1 desticka obsahovala 1 paralelu a bylo méreno celkem 5 paralel. Buriky byly ponechany
24 hodin v inkubatoru pro dokonalou adhezi. Nasledné byly oplachnuty expozi¢nim médiem a
exponovany PFC v expozi¢nim médiu o koncentracich 0,5; 5 a 50 mg/|l (PFOS, PFOA a GenX) a 0,25;
2,5 a 25 mg/l HFPO-TA a kontrole, kterd obsahovala 0,01 % rozpoustédla. Rlzné expozicni
koncentrace byly zvoleny na zikladé vysledkd test( viability. Pro méreni byly pouZity pouze
koncentrace, které nesnizovaly viabilitu pod 80 %. Expozice probihala 24 hodin. Poté byl odebran
expozicni roztok s PFC, spolu s burikami. Bunky byly odebrany pomoci trypsinu, stejné jako pfti
pasazi. Nasledné byly vzorky centrifugovany (460 g) po dobu 8 minut. Poté byl odebran supernatant

a bunky byly lyofilizovany.

4.5.4.2 Extrakce
Lyofilizované bunky byly prevedeny do sklenénych vypalenych zkumavek a zvaZzeny pomoci
analytickych vah. Poté byla k vzorku pfidana smés chloroform:methanol:fosfatovy pufr (pH=7,4) o

poméru 1:2:0,8. Nasledné byl staticky extrahovan v pokojové teploté a ve tmé po dobu 1 hodiny.

43



Vzorek byl centrifugovan (3500 rpm; 5 min) a poté byl odebran supernatant do vypalené sklenéné
zkumavky a ponechan opét v pokojové teploté a ve tmé. Ndasledné bylo k sedimentované casti
pfidano 1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu a vzorek byl promichan a poté byl ponechan
v lednici (4 °C) po dobu 1 hodiny. Nasledné byl vzorek opét centrifugovan (3500 rpm, 5 min) a byla
odebrdna spodni chloroformova ¢ast. K horni vodné fazi bylo pfidano 1,88 ml chloroformu a 1,88
ml pufru a smés byla opét centrifugovana. Poté byla chloroformova ¢ast smichdna s predeslym
supernatantem. Vzorek byl ndsledné odpafen do sucha pomoci proudu dusiku, poté k nému bylo
pfidano 1,88 ml chloroformu spolu s 1,88 ml pufru. Poté byl aplikovan na kolonu LiChrolut Si 60,
kterad byla predem promyta chloroformem. Kolonka byla nasledné promyta chloroformem (2 ml)
pro odstranéni frakce neutralnich lipid( a poté acetonem (6 ml) pro odstranéni frakce glykolipidQ.
Nasledné promyti methanolem (2 ml) uvolnilo frakci fosfolipidd, ktera byla odebrana. Vzorek byl
opét odparen do sucha pomoci proudu dusiku a poté k nému bylo pfidano 0,5 ml toluenu a 0,5 ml
methanolu. Ke smési byl poté pfidan 1 ml 0,2 M KOH v bezvodném methanolu. Vzorek byl nasledné
inkubovan ve vodni lazni po dobu 15 minut (37 °C). Poté byl pfidan hexan (1,6 ml), chloroform (0,4
ml), 1 M kyselina octova (0,3 ml) a destilovana voda (2 ml). Vzorek byl centrifugovan (2500 rpm, 5
min) a supernatant byl odebrdn, vzorek byl promyt 2x 0,4 ml chloroformu a 1,6 ml hexanu a smés
byla opét centrifugovdna (2500 rpm, 5 min.). Supernatant byl odebran a pfidan k predeslému
supernatantu. Tato extrakce byla poté jesté jednou zopakovana. Vzorek byl opét odparen do sucha
pomoci proudu dusiku a poté bylo pfidano 0,95 ml hexanu a vzorek byl pfeveden do krimpovaci

vialky. Nasledné bylo ke vzorku pridano 50 pl vniténiho standardu (200 mg/I C13 v hexanu)

4.5.4.3 Kvantitativni stanoveni methylester( fosfolipidovych mastnych kyselin

Pro analyzu vzork( byl vyuZit plynovy chromatograf Varian 450-GC s hmotnostnim
detektorem Varian 240-MS (GC-MS, z angl. gas chromatography — mass spektrometry). Vzorky byly
davkovédny o objemu 1 pl pomoci autosampleru. Pro separaci byla vyuZita kolona DB5-MS o
praméru 0,25 mm a délce 30 m a stacionarni fazi 0,25 um. Nosnym plynem bylo helium (1 ml/min).
Prvni minutu byl teplotni program nastaven na teplotu 60 °C pfi zavieném délici. Nasledné byl déli¢
otevien a teplota zacala linedrné stoupat do 120 °C (25 °C/min) a poté do 240 °C (2,5 °C/min). 6
minut po startu probéhla detekce. Byl méfen celkovy iontovy proud v rozsahu 50-500 m/z.
Porovnanim hmotnostnich spekter byly stanoveny methylestery fosfolipidovych mastnych kyselin.
Byly sestrojeny kalibraéni kfivky v koncentracnim rozsahu 0,05-10 pg/ml, dle kterych byly nasledné

stanoveny koncentrace analytd.
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Pro zpracovani vysledk( byly vybrany pouze mastné kyseliny, které byly detekovany ve
véech méreni, a jejichz rozdil od kontrolniho méreni byl statisticky vyznamny alespon u jedné

z testovanych latek.

455 Statisticka analyza

Pro uréeni normalni distribuce dat byl pouzit Shaphiro-Wilklv test normality. Pro urceni, zda
byl rozdil mezi kontrolou a exponovanymi burikami signifikantni byla pouZita jednocestna analyza
variance (ANOVA), s naslednym Tukeyho Post hoc testem. Testy byly provedené v programu R

(verze 4.1.2). Grafy byly nasledné vytvoreny v programu Microsoft Excel (MS Office 365 Pro Plus).
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Viabilita

Viabilita bunécné linie RTG-2

PFOS

PFi testovani koncentraci 5-100 mg/l nedoslo ke statisticky vyznamnému poklesu viability.
Data v této praci nejsou zobrazena. Presto, Ze bylo publikovdno, Ze se PFOS akumuluje v gonddach
rGznych ryb (Ankley et al. 2007, Du et al., 2009) a zaroven pravdépodobné inhibuje jejich rlist u D.
rerio pti 70denni expozici ve vodé 50-250 pg/I (Du et al., 2009).
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Graf ¢. 1: Viabilita bunécné linie RTG-2 po 24 hod. expozici PFOA. * znadi statisticky vyznamné

vysledky (p < 0,05)

Pti testovani koncentraci 5-100 mg/l PFOA doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni viability
pti expozici koncentracim 75 a 100 mg/| (Graf ¢. 1). Ze snizenych hladin CFDA-AM ve srovnani

s kontrolou je patrné, Ze byla snizena membranova integrita pfi koncentracich 100 mg/| PFOA.
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Zaroven je patrné, Ze pti koncentracich 75 a 100 mg/I doslo ke snizeni metabolické aktivity bunék
(AB). Nepatrné zvysené hodnoty viability v nizsich koncentracich (5 a 10 mg/l) mohou byt
zpUsobeny takzvanou hormezi. Hormeze oznacuje pojem, kdy nizsi koncentrace zpUsobuji pfiznivé
odezvy vlivem stresu (Mattson et al., 2008). Buniky mohly vlivem niZsich koncentraci proliferovat a

tudiz zvySovat mnozstvi viabilnich bunék.

GenX

Pti testovani koncentraci 5-100 mg/l GenX nedoslo ke snizeni viability. Data v této praci
nejsou zobrazena. Nebyla nalezena Zadna data o expozici rybich gonaddlnich bunék, bylo oviem
publikovano, Ze in vivo expozice zpUsobila snizenou hmotnost varlat u mysi (Conley et al., 2019).
Zaroven se v této praci ukazalo, Ze vlivem in utero expozice GenX se snizuji hladiny testosteronu u
mysi, ktery je produkovdn gonadalnimi burikami. Snizené hladiny testosteronu pak mohou vést
k riznym malformacim potomk. Je mozné, Ze pficinou je aktivace PPAR vlivem PFC. Existuji totiz
dlkazy o tom, Ze aktivace PPAR zplisobuje anti-androgenni efekt (Gazouli et al., 2002; Nepelska et

al., 2015; Conley et al., 2019).
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Graf ¢. 2: Viabilita bunécné linie RTG-2 po 24 hod. expozici HFPO-TA. * znadi statisticky vyznamné
vysledky (p < 0,05)
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Expozice koncentracim 5-100 mg/l HFPO-TA po dobu 24 hodin (Graf ¢. 2) vedla ke
statisticky vyznamnému poklesu membrdnové integrity ve vSech testovanych koncentracich.
Hodnoty viability ovsem neklesly pod 80 % pfi expozici koncentracim nizsim nez 25 mg/I. Literatura
neobsahuje mnoho zaznam( o méreni viability gonadalnich bunécnych linii. Existuji ale zaznamy,
Zze i HFPO-TA se akumuluje vreprodukénich organech nékterych organism(. Napfiklad ve
vajecnicich skokana ¢&ernoskvrného (Pelophylax nigromaculatus) odloveného v Ciné byly

detekovany obdobné koncentrace HFPO-TA jako PFOS ¢i PFOA (Cui et al., 2018).

Xin et al. (2019) zdokumentovali daleko vyraznéjsi afinitu HFPO-TA a HFPO-TeA
k estrogennim receptorlim a i B bunécéné linie MVLN neZ v pfipadé PFOA. Estrogenni receptor a se
nachazi mimo jiné v déloze a ve vajecnicich. Rovnéz estrogenni receptor B se nachazi ve vajecnicich,
ale také napfriklad v prostaté a v mocovém méchyti (Paterni et al., 2014). Estrogenni receptory
HFPO-TA i HFPO-TeA vykazovali antagonistickou aktivitu, naopak PFOA vykazovalo agonistickou
aktivitu. Tyto latky tak mohou ucinkovat na pohlavni organy rldznych organism(, napfiklad

narusenim estrogenni aktivity.
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Viabilita jaterni bunécna linie RTL-W1
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Graf ¢. 3: Viabilita bunécné linie RTL-W1 po 24 hod. expozici PFOS. * znadi statisticky vyznamné
vysledky (p < 0,05)

Vlivem 24hodinové expozice koncentracim v rozmezi 50-100 mg/| PFOS doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni metabolické aktivity (Graf €. 3). Naopak je ocividné, Ze nedochazi k naruseni
lyzozom, ani ke statisticky vyznamnému naruseni membranové integrity. Jaterni buriky jsou dle
ocekavani nachylnéjsi k toxickému Ucinku PFOS nez gonaddlni. Martin et al. (2003) zdokumentovali
zvySenou akumulaci PFOS v jatrech pstruha duhového. Krgvel et al. (2008) nezaznamenali snizeni
viability primarni jaterni bunécéné linie lososa obecného pfi expozici koncentracim 1-25 mg/| po
dobu 48 hodin. Hepatocyty pstruha duhového obdobné jako hepatocyty lososa obecného

nevykazuji signifikantni pokles viability pfi expozici 25 mg/I PFOA.
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Graf €. 4: Viabilita bunécné linie RTL-W1 po 24 hod. expozici PFOA. * znadi statisticky vyznamné
vysledky (p < 0,05)

Pti testovani koncentraci 5-100 mg/| PFOS doslo ke statisticky vyznamnému snizeni viability
ve dvou nejvyssich koncentracich (75 a 100 mg/l) (Graf ¢. 4). Nejvétsi vliv ma expozice PFOA na

metabolickou aktivitu. V nejvyssi koncentraci rovnéz narusuje membranovou integritu.

Jaterni linie pstruha duhového vykazuje pravdépodobné nizsi citlivost vici PFC neZ jaterni
linie tilapie. Viabilita jaterni linie tildpie byla po 24hodinové expozici sniZzena viabilita pod 80 % pfi
koncentracich 15 mg/I (Liu et al., 2007). Bunécna jaterni linie D. rerio vykazovala az 55% Ubytek
viability po expozici 96 hodin PFOA (Mahapatra et al., 2017). Oproti tomu lidské HepG2 bunky
vykazovaly redukci viability pod 80 % jiz pfi koncentracich 15 mg/l (Wen et al., 2020), tudiz se jevi

jako daleko citlivéjsi, nez linie RTL-W1.

GenX

Byly testovany koncentrace v rozmezi 5-100 mg/l GenX. Viabilita nepoklesla u Zadné
z testovanych koncentraci. Data v této praci nejsou zobrazena. Stejnym testem (NRU) nebylo
prokazané snizeni viability HepG2. Ke sniZeni pod 80 % doslo aZ pti koncentracich vyssich nez 270
mg/kg. V porovnani s PFOA vykazoval GenX mensi toxicitu (Wen et al., 2020), coZ je shodné

s vysledky v této diplomové praci.
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Graf ¢. 5: Viabilita bunécné linie RTL-W1 po 24 hod. expozici HFPO-TA. * znadi statisticky
vyznamné vysledky (p < 0,05)

Pti testovani koncentraci 5-100 mg/l HFPO-TA doslo ke statisticky vyznamnému snizeni
viability pfi expozici koncentracim 50-100 mg/I (Graf ¢. 5). V porovnani s PFOA a PFOS vykazuje
HFPO-TA dramaticky vyssi toxicitu u jaternich i gonadalnich bunék pstruha duhového. Bylo
detekovano naruseni integrity bunécné membrany (CFDA-AM) i metabolické aktivity (AB). Zaroven

je patrné, Zze doslo k poskozeni lyzozomU (NRU).

Vysledky jsou shodné s literaturou. HFPO-TA prokazatelné snizilo viabilitu lidskych
hepatocytl o 20 % pfi 24hodinové expozici 59,5 mg/l, coz koresponduje s témito vysledky i presto,
Ze se jedna o jinou bunécnou linii (Sheng et al., 2018). Liang et al. (2022) prokazali snizeni viability
lidskych H9 bunék (embryonalni kmenové buriky) za stejny ¢asovy Usek pti expozici koncentraci 148
mg/l. Vysledky této diplomové prace, shodné s literaturou vykazuje HFPO-TA vyssi toxicitu nez PFOS
i PFOA. Napfriklad 28denni expozice mysich jaternich sféroid( koncentracim 50 mg/I HFPO-TA sniZila
viabilitu, ale PFOA nikoliv (Sun et al., 2022).
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5.2 Reaktivni formy kysliku
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Graf ¢. 6: Hodnoty ROS bunécné linie RTG-2 po expozici HFPO-TA v ¢asovych intervalech 10, 45 a

100 min. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)

HFPO-TA, RTL-W1

*
10 25 50 75 100

Kontrola 5

250

200

15

o

10

o

5

o

ROS ve vztahu ke kontrole [%]

o

Koncentrace [mg/I]

B 10 min W45 min 100 min

Graf ¢. 7: Hodnoty ROS bunécné linie RTL-W1 po expozici HFPO-TA v ¢asovych intervalech 10, 45 a

100 min. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)
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Jedinou testovanou latkou, kterad zpUsobila statisticky vyznamné zvyseni intercelularnich
ROS je HFPO-TA. Obé linie vykazovaly vznik ROS v zavislosti na koncentraci. Jaterni bunééna linie
ovsem vykazovala vyssi tvorbu ROS nez gonadalni linie pti expozici HFPO-TA. Nejvyssi hodnoty ROS
byly u obou linii zméreny ihned po zacatku experimentu (Graf ¢. 6 a 7). Posléze klesaly s ¢asem, coz
muZe byt odlvodnéno poklesem viability (viz graf ¢. 2 a 5). Nejvyssi odezvy byly zaznamenany pfi
koncentracich (100 mg/l), a u obou bunéénych linii dosahovaly vyssich hodnot nezZ expozice 0,12;
0,06 a 0,03 mM pozitivni kontroly T-BHP. Liang et al. (2022) rovnéz naméfili zvySené hodnoty ROS
lidské embryonaini kmenové bunécéné linie hESC (z angl. human embryonic stem cells) pti expozici

koncentracim 198 mg/| po dobu 24hodin. Dochézelo ovSsem ke vzrlstu koncentrace ROS s ¢asem.

5.3 EROD aktivita
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Graf ¢. 8: Vyjadreni aktivity EROD bunécné linie RTL-W1 po expozici GenX. * znadi statisticky

vyznamné vysledky (p < 0,05)

Jak jiz bylo zminéno, hodnoty viability pfi 24hodinové expozici vSsem testovanym
koncentracim GenX nebyly snizeny. Nicméné je nutné zahrnout do méreni EROD aktivity i viabilitu,
nebot jeji snizené hodnoty mohou zplsobovat nizké koncentrace proteind, coZ nasledné zkresluje
vysledné hodnoty EROD aktivity. Ke statisticky zvySené aktivité CYP1A doslo pfi expozici nejvyssi
testované koncentraci (Graf ¢. 8). Data firmy DuPont ukazuji, Ze GenX vyvolal pti 28denni in vivo
expozici mysi 3 a 30 mg/kg télesné vahy/den GenX pomoci ordlni sondy zvySenou aktivitu

cytochromu P450 0 26 % a 53 % (DuPont, 2008).
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Ostatni testované latky (PFOS, PFOA, HFPO-TA) nevykazovaly zvyseni aktivity cytochromu.
V teoretické casti této prace bylo poukazano na rozchazejici se vysledky aktivity cytochromu po
expozici PFC v odborné literature. Autofi navrhuji, Ze je cytochrom naopak inhibovan (Narimatsu et
al.,, 2011; Amstutz et al., 2022). To ovsem z téchto vysledk( neni patrné, nebot aktivita EROD

detekuje pouze indukci cytochromu.
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5.4 Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin

vv s

Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin bunécné linie RTG-2
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Graf ¢. 9: Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin po 24hodinové expozici bunécéné linie

RTLG-2 0,5; 5 a 50 mg/I PFOA. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)

Pfi expozici 0,5-50 mg/l PFOA doslo ke zvyseni koncentrace fosfolipidl pfi expozici
zvysujici se koncentraci PFOA. Nejpravdépodobnéjsim odlvodnénim zvySeni koncentrace
fosfolipidll je bunééna proliferace. Buriky pti déleni zvysuji obsah fosfolipid(, nebot se vytvari nova
bunécénd membrana. Tato hypotéza je podpoiena vysledky v grafu ¢. 1, ze kterého je patrné, zZe

buriky po expozici 5 a 10 mg/l PFOA mirné zvysily pocet viabilnich bunék. PFOA jiZ byla spojovana
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s bunécnou proliferaci. Toto tvrzeni je v souladu s literaturou. Napfiklad 72hodinova expozice linie
MCF 10 (buriky lidského prsu) 20 mg/| PFOA zplsobila 50% nardst viabilnich bunék (Pierozan et al.,
2018). Snizené koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin pfi expozici ukazuji, Ze doslo

pravdépodobné k naruseni membrany.
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Graf ¢. 10: Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin po 24hodinové expozici bunécné linie

RTLG-2 0,5; 5 a 50 mg/I PFOS. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)

Pfi testovani koncentraci 0,5-50 mg/l PFOS doslo ke zvyseni obsahu fosfolipidovych
mastnych kyselin pfi expozici 0,5 a 5 mg/l (Graf ¢. 10). Vétsina hodnot se pohybovala na hranici
statistické vyznamnosti. Stejné jako u PFOA by mohlo byt zvySeni této koncentrace zpUsobeno

proliferaci. Méreni viability neprokazalo statisticky vyznamné zvySeni viability pfi expozici

56



koncentracim 5 mg/Il. Doba, za kterou se tato bunécna linie déli je pfiblizné 2 dny (Plumb et al.,
1971). Je moiné, Ze bunky pouze zacaly syntetizovat fosfolipidy na utvoreni nové membrany, ale
nezvysily svoji pocetnost, kterd by mohla byt zaznamendna predchozimi testy. DalSim moZnym
vysvétlenim je, Ze dochdzelo k proliferaci nékterych organel, které by cytometrickd méreni
nezaznamenala. Organely, jako jsou peroxisomy jsou rovnéZz ohrani¢eny fosfolipidovou
dvouvrstvou (Carmichael et al., 2022). PFOS je spojovana pravé s peroxisomalni proliferaci
(Berthiaume et al., 2002; DeWitt et al., 2009). Peroxisomalni proliferace mize byt indukovana
aktivaci PPAR receptord. Jak jiz bylo zminéno, PFOS prokazatelné aktivuje tento receptor u mysi i

lidi (DeWitt et al., 2009).
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Graf €. 11: Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin po 24hodinové expozici bunééné linie

RTG-2 0,5; 5 a 50 mg/l GenX. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)
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PFi testovani koncentraci 0,5-50 mg/| GenX doslo k pravdépodobnému naruseni membrany,
nebot byl ve vSech tfech testovanych koncentracich snizen obsah fosfolipidovych mastnych kyselin
(Graf ¢. 11). Testy membranové integrity ale neprokazaly jeji sniZeni, a tak je pravdépodobné, Ze
vlivem expozice GenX dochdzi pouze ke strukturdlnim zméndm, ale nedochazi k iplnému poskozeni
membrany. Burfika muZe vlivem expozice latky zménit tvar, coZz se mulZe projevit na obsahu
fosfolipidl v bunécné membrané (Liu et al., 2016). Perfluorované latky jako je PFOS a PFOA méni
membranovy potencidl (Tsuda et al., 2016) a zvysuji membranovou fluiditu (Paneth et al., 2020; Liu
et al., 2016), odborna literatura ovSiem neobsahuje informace o vlivu GenX na membranu. Na
zakladé téchto dat lze fict, Ze GenX naruSuje obsah fosfolipidovych mastnych kyselin gonadalnich

bunék pstruha duhového vice, nez PFOS ¢i PFOA.

HFPO-TA

PFi testovani 0,25-25 mg/l HFPO-TA nedoslo ke statisticky vyznamnym zménam oproti
kontrolnimu méfeni. HFPO-TA nenarusuje membranu gonadalni bunécné linie obdobnym
zpUsobem jako PFOS, PFOA i GenX. Zaroven je patrné, Ze je gonadalni linie méné citliva vici expozici

HFPO-TA neZli jaterni.
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Analyza fosfolipidovych mastnych kyselin bunécné linie RTL-W1
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Graf ¢. 12: Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin po 24hodinové expozici bunécné linie

RTLW-10,5; 5 a 50 mg/I PFOS. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)

PFi testovani koncentraci 0,5-50 mg/l PFOS doslo ke statisticky vyznamnému poklesu
fosfolipidovych mastnych kyselin ve vsech testovanych koncentracich (Graf ¢. 12). Je velmi
pravdépodobné, Ze vlivem PFOS dochazi k naruseni membrany. Je ovSsem nutné podotknout, Ze test
integrity membrany (Graf ¢. 3) neprokazal jeji naruseni pfi expozici koncentraci 50 mg/l. Tento test
ovsem prokazuje pouze schopnost buriky zadrzet barvivo, je tak mozné, Ze dochazi ke strukturnimu
naruseni bunééné membrany, ale nikoli UpIné perforaci. Liu et al. (2016) zjistili, Ze pfi oSetfeni E.

coli 500 mg/| PFOS po dobu 3 hodin byla narusena integrita membrany. Déle bylo patrné ze snimkd
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z transmisniho elektronového mikroskopu, Ze pfi vyssich koncentraci doslo k Uplnému poskozeni
membrany a ndaslednému vyliti bunééného obsahu do extraceluldrniho prostiedi. Autofi se

domnivaji, Ze se PFOS a PFOA vaze na lipidy uvnitf membrdny a tim narusuji jeji integritu.
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Graf ¢. 13: Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin po 24hodinové expozici bunécné linie

RTLW-10,5; 5 a 50 mg/I PFOA. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)

Byly analyzovany fosfolipidové mastné kyseliny jaterni bunécné linie pstruha duhového po
24hodinové expozici koncentracim 0,5-50 mg/l PFOA. Tato expozice snizila hodnoty koncentraci
fosfolipidovych mastnych kyselin ve vsech testovanych koncentracich (Graf ¢. 13). PFOA taktéz

narusuje membranu jaterni bunécné linie pstruha duhového, ale podstatné méné nez PFOS. Liu et
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al (2016) zjistili, Ze integrita membrany E. coli byla narusena pfi expozici 15 mg/| PFOA po dobu 3
hodin. 3hodinova expozice 40 mg/lI PFOA také narusuje membranu bunécéné linie HepG2 (Shan et
al., 2013). Je moiné, Ze jaterni bunky pstruha duhového jsou méné citlivé vici expozici PFOA neZ

PFOS.

GenX

Zadna ztestovanych koncentraci (0,5-50 mg/l) nezplsobila signifikantni zménu
v koncentracich fosfolipidovych mastnych kyselin. Z téchto dat vyplyva, Ze jaterni bunécéna linie
pstruha duhového vykazuje vyssi senzitivitu neZ gonadalni. To je pozoruhodné, protoZe jaterni
bunécna linie je povaZovana za citlivéjsi vici expozici toxickym latkdm diky jejich vysoké

metabolické aktivité (Woolbright et al., 2014).
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Graf ¢. 14: Koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin po 24hodinové expozici bunécné linie

RTLW-10,25; 2,5 a 25 mg/l HFPO-TA. * znadi statisticky vyznamné vysledky (p < 0,05)

Vlivem expozice 0,25-25 mg/l HFPO-TA doslo ke zvySeni koncentrace fosfolipidovych
mastnych kyselin (Graf ¢. 14). Vysvétlenim by mohla byt opét proliferace nékterych organel jako
jsou peroxisomy. Li et al. (2019) zdokumentovali aktivaci PPAR bunécné linie HEK 293 (lidské
embryondlni ledvinné buriky) vlivem expozice HFPO-TA. Tato aktivace muZe vést ke zvyseni

proliferace peroxisomd, stejné jako u HEK 293 bunék (Bishop-Bailey et al., 2000).
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Tabulka €. 3: Pfehled negativnich vlivl analyt na bunécnou linii RTL-W1. 0 oznaduje zadny

naméreny efekt.

RTL-W1

Latka Viabilita ROS EROD PLFA
PFOS v 0 0 v
PFOA v 0 0 v
GenX 0 0 ™ 0
HFPO-TA 0 2 0 2

Tabulka ¢. 4: Prehled negativnich vlivi analytd na bunécnou linii RTG-2. 0 oznaduje zadny

naméreny efekt.

RTG-2
Latka Viabilita ROS EROD PLFA
PFOS 0 0 0 )
PFOA J 0 0 T
GenX 0 0 0 N
HFPO-TA 0 2 0 0

Tabulky €. 3 a 4 obsahuji shrnuti statisticky vyznamné odlisnych efektd od kontroly na
jaterni a gonadalni bunécné linie. Kritérium pro zahrnuti negativniho vlivu byl projev statisticky
vyznamnych zmén od kontrolniho méreni alespon v jedné z testovanych koncentracich. Ze shrnuti
je patrné, Ze z hlediska viability je jaterni bunécna linie citlivéjSi neZz gonadalni. Zaroven byla
nachylnéjsi ke vzniku ROS (Graf ¢. 7) aktivaci a cytochromu P450. Pouze v pfipadé expozice GenX

doslo k naruseni membrany pouze u gonadalni bunécné linie a u jaterni nikoli.

Je evidentni, Ze expozice GenX pFfimo nesnizuje viabilitu, ovsem dochazi k procesiim jako je
aktivace cytochromu P450, nebo interakci s fosfolipidovou dvouvrstvou. Na rozdil od GenX, HFPO-
TA snizuje viabilitu, zbGsobuje ROS, vyvolava zmény v koncentraci fosfolipidovych mastnych kyselin,

ale aktivace cytochromu P450 nebyla pozorovana.
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6 Zaver

V této préci byla testovana toxicita vybranych perfluorovanych latek, mezi nimiz byly i takzvané
nové, nebo alternativni perfluorované latky. Tyto nové perfluorované latky jiz byly detekovany
v rliznych matricich Zivotniho prostredi ve vysokych koncentracich. Zatim ale neexistuje mnoho
dat, kterd by zhodnotila jejich toxicitu, a proto existuji pochybnosti o jejich bezpecnosti. Tato prace
jako prvni vyhodnocuje toxicitu perfluorovanych latek u jaterni a gonadalni linie pstruha duhového.
Z hlediska hodnoceni ekotoxicity je bunééna linie pstruha duhového relevantni, nebot pravé ryby
jsou vystavovany perfluorovanym latkdm ve znacné mife. Z vyslednych dat vyplyva, Ze je jaterni
bunécna linie pstruha duhového citlivéjsi vici expozici vybranym perfluorovanym latkam, a je tak

vhodnéjsi pro ekotoxikologické testy.

Co se testovanych latek tyka, PFOS sniZovala metabolickou aktivitu jaterni bunécné linie pfi
24hodinové expozici koncentracim 50-100 mg/|, naopak snizeni viability gonadalni bunécné linie
nebylo vrozmezi testovanych koncentraci zaznamendno. PFOS v subletdlnich koncentracich

snizovala koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin, coZ indikuje interakci PFOS s membranou.

PFOA snizovala viabilitu obou bunéénych linii pfi 24hodinové expozici 75-100 mg/|. 24hodinova
expozice gonadalni bunééné linie 0,5 mg/l PFOA zvySovala obsah fosfolipidovych mastnych kyselin,
coz indikuje moZnou bunécnou proliferaci, nebo zvyseni poctu nékterych organel. Naopak u
expozice jaternich bunék dochazelo ke statisticky vyznamnému sniZzeni obsahu fosfolipidovych

mastnych kyselin vlivem PFOA.

Alternativni perfluorovana latka GenX nesniZovala viabilitu v rozmezi testovanych koncentraci,
avsak zpUsobila narist EROD aktivity jaterni bunécné linie pti expozici 100 mg/l po dobu 24 hodin.

GenX zaroven snizovala koncentraci fosfolipidovych mastnych kyselin u gonaddlni bunécné linie.

Druha ztestovanych alternativnich perfluorovanych latek, HFPO-TA, vykazovala nejvyssi
sniZeni viability ze vSech testovanych analytl u obou bunécénych linii. RovnéZ zplsobovala
signifiktantni ndrGst ROS obou bunécnych linii. Zaroven zvySovala koncentrace fosfolipidovych

mastnych kyselin jaterni bunécné linie, coz mize byt rovnéz vysvétleno zvysenim poctu organel.

Vysledky této prace naznacuji, Ze HFPO-TA pUsobi vice toxicky, nez PFOS a PFOA. Oproti tomu
GenX vykazuje nizsi toxicitu u téchto bunécénych linii. Je nutné podotknout, Ze u jinych linii se maze
toxicita lisit. Bylo zjisténo, Ze vSechny testované latky v subletdlnich koncentracich meéni

koncentrace fosfolipidovych mastnych kyselin alespon u jedné z bunécénych linii. Pro presné
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zhodnoceni rizik je vSak nutné latky nadale zkoumat a monitorovat jejich koncentrace v Zivotnim

prostredi.
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