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Abstrakt 

Perfluorované sloučeniny jsou rozsáhlá skupina uměle vyrobených chemikálií. I když jsou 

spojovány s hepatotoxicitou, neurotoxicitou, nefrotoxicitou a karcinogenitou, mechanismus 

toxicity zůstává stále nejasný. Teprve nedávno byly dvě z těchto sloučenin (kyselina perfloroktanová 

a perfluorsulfonová kyselina) plošně zakázány. To vedlo k výrobě tzv. „nových perfluorovaných 

sloučenin“. Tato práce se zaměřuje na hodnocení toxicity 4 perfluorovaných sloučenin, včetně 

nových perfluorovaných sloučenin (kyseliny perfluoroktanové PFOA, perfluorsulfonové kyseliny 

PFOS, hexafluorpropylenoxid-dimerní kyseliny GenX a hexafluorpropylenoxid trimerní kyseliny 

HFPO-TA). Pro testování byly využity gonadální a jaterní buněčné linie pstruha duhového. Byly 

provedeny příslušné testy toxicity, jako jsou testy životaschopnosti (karboxyfluorescein diacetát, 

alamar blue a příjem neutrální červeně), aktivace cytochromu P450 1A (ethoxyresorufin-o-

deethyláza, EROD) a měření tvorby reaktivních forem kyslíku (2‘,7‘-dichlorfluorescin diacetát). 

HFPO-TA dramaticky snížila životaschopnost a vedla ke statisticky významnému zvýšení 

intracelulárních reaktivních forem kyslíku. GenX jako jediná způsobila zvýšení aktivity EROD, ale 

nebyl pozorován žádný efekt na viabilitu či tvorbu reaktivních forem kyslíku. Měření fosfolipidových 

mastných kyselin ukázalo, že všechny testované látky mohou měnit obsah fosfolipidových mastných 

kyselin alespoň jedné z buněčných linií a mohou tak potenciálně narušovat její funkci.  
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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. 
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Seznam zkratek 

6:2 FTSA 6:2 fluorotelomer sulfonová kyselina 

AB alamar blue 

ADONA dodekafluor-3H-4,8-dioxanonanoát 

AFFF filmotvorné hasicí pěny, z angl. Aqueous film forming foams 

AhR arylový receptor 

ATP adenosintrifosfát 

CFDA karboxyfluorescein diacetát 

CFDA-AM 5-karboxyfluorescein diacetát, acetoxymethyl ester 

Cl-PFESA chlorované polyfluorované ethylsulfonové kyseliny 

CYP1A cytochrom P450 1A 

DCF dichlorfluorescein 

DCFH dichloro-dihydro-fluorescein diacetát 

DCFH-DA 2',7'-dichlorfluorescin diacetát 

DMSO dimethylsulfoxid 

DPBS fosfátem pufrovaný fyziologický roztok značky Dulbecco, z angl. 
Dulbecco‘s phosphate buffered saline 

EPA Agentura pro ochranu životního prostředí, z angl. Environmental 
Protection Agency 

POPs perzistentní organické polutanty, z angl. Persistent Organic Polutants 

EQS standardy environmnentální kvality, z angl. environmental quality 
standard 

EROD ethoxyresorufin-o-deethyláza 

F-53B chlorovaný polyfluorovaný ethersulfonát 

FABP protein vázající mastné kyseliny, z angl. fatty acid binding protein 

FAD flavinadenindinukleotid 

FTOH fluorotelomerní alkoholy 
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GC-MS plynová chromatografie s hmotnostním spektrofotometrem, z angl. gas 
chromatography – mass spectrometry 

GenX (HFPO-DA) hexafluorpropylenoxid-dimerní kyselina 

HDL vysokodenzitní lipoprotein, z angl. high density lipoprotein 

HepG2 lidská buněčná linie rakoviny jater 

hESC lidské embryonální kmenové buňky, z angl. human embryonic stem cells 

HFPO-TA hexafluorpropylenoxid trimerní kyselina 

L15 kultivační médium L15 

L15ex expoziční médium 

LDL nízkodenzitní lipoprotein, z angl. low desity lipoprotein 

NAD nikotinamidadenindinukleotid 

NRU Příjem neutrální červeně, z angl. neutral red uptake 

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

PFBA kyselina perfluorobutanová 

PFBS perfluorbutansulfonová kyselina 

PFCA perfluorované karboxylové kyseliny 

PFDA kyselina perfluordekanová 

PFDoA kyselina perfluordodekanová 

PFDS perfluordekansulfonová kyselina 

PFHpA kyselina perfluorheptanová 

PFHxA kyselina perfluorohexanová 

PFHxS perfluorhexansulfonová kyselina 

PFNA kyselina perfluorononanová 

PFOA kyselina perfluoroktanová 

PFOS perfluoroktansulfonová kyselina 

PFPeA kyselina perfluorpentanová 
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PFUnDA kyselina perfluorundekanová 

PLFA fosfolipidové mastné kyseliny, z angl. phospholipid fatty acid 

PPAR peroxizomový proliferačně aktivovaný receptor, z angl. peroxisome 
proliferator-activated receptor 

PTFE polytetrafluorethylen 

RCF relativní centrifugační síla, z angl. relative centrifugal force 

ROS reaktivní formy kyslíku, z angl. reactive oxygen species 

RTG-2 gonadální buněčná linie pstruha duhového 

RTL-W1 jaterní buněčná linie pstruha duhového 

T-BHP tert-butyl hydrogen peroxid 

TNFα faktor nádorové nekrózy α, z angl. tumor necrosis factor α 
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1 Úvod 

Perfluorované látky (PFC, z angl. perfluorinated chemicals) se začaly hojně využívat v polovině 

minulého století. Díky svým velmi unikátním vlastnostem, způsobeným vazbou uhlík-fluor našly 

uplatnění v mnoha průmyslových odvětvích. První využívanou perfluorovanou látkou byla kyselina 

perfluoroktanová (PFOA). Používaly ji například firmy DuPont a 3M pro výrobu teflonu. Postupně 

se začaly rozvíjet u obyvatel v okolí teflonových provozoven různá onemocnění (Steenland et al., 

2020). Přesto, že dlouhodobě existovaly pochybnosti o bezpečnosti využívání perfluorovaných 

látek, omezení jejich výroby a použití nastalo až v tomto století. Až v roce 2005 vznikl panel C8, 

jehož cílem bylo prokázat negativní vliv PFOA na zdraví (Scher et al., 2018). Bylo zjištěno, že PFOA 

vykazuje hepatotoxické, neurotoxické, nefrotoxické, imunotoxické a karcinogenní vlastnosti 

(Podder et al., 2021). Zároveň je vysoce bioakumulativní (Suja et al., 2009). K úplnému zákazu PFOA 

došlo až v roce 2019. Pomalá reakce státních orgánů USA ohrozila zdraví milionů lidí a zároveň 

mezitím došlo ke kontaminaci prakticky celého světa. PFOA je nyní možné detekovat v krevním séru 

téměř všech lidí na celém světě (Ehresman et al., 2007), ve vodách (Xiao et al., 2015), nebo dokonce 

v ledních medvědech (Rigét et al., 2013). Mimo PFOA byly využívány i jiné látky, jako je například 

perfluoroktansulfonová kyselina (PFOS). Tyto dvě látky jsou nyní zapsány na Stockholmské úmluvě.  

Tím se ovšem problematika perfluorovaných látek nevyřešila. Zákazem používání PFOS a PFOA 

vznikly nové alternativy, které jsou právně nezávadné, ovšem chybí data o jejich toxicitě (Wang et 

al., 2009). Některé práce ukazují, že alternativní perfluorované látky jsou rovněž toxické, ne-li 

toxičtější než PFOA a PFOS (Sheng et al., 2018; Sun et al., 2022). Je proto nutné tyto látky stále 

monitorovat a nadále zkoumat.  

 

Dalším problémem je, že v životním prostředí nedochází k degradaci perfluorovaných látek, 

vyjímaje transformace některých perfluorovaných látek za vzniku právě PFOS a PFOA (Blum et al., 

2015). Přesto, že některé studie naznačují biodegradaci bakteriemi (Huang et al. 2019; Yu et al. 

2020), zatím není známo, zdali tyto bakterie degradují perfluorované látky i v reálných podmínkách 

(Sáez et al., 2008). Zároveň zatím neexistují vhodné dekontaminační metody, z části proto, že jsou 

tyto látky všudypřítomné a obzvláště okolí míst s frekventovaným využíváním perfluorovaných 

látek, jako jsou letiště nebo fluorochemický průmysl, mohou být potenciálně zdraví ohrožující 

(Cornelsen et al., 2021). Problém perfluorovaných látek prohlubuje i fakt, že je není možné 

efektivně odstranit z vod, což je jejich hlavní transportní médium a jedna z hlavních expozičních cest 

pro organismy. Bohužel, jediné funkční technologie odstranění jsou nanofiltrace a reverzní osmóza, 
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což jsou metody značně finančně i technicky náročné (Franke et al., 2019). Mikrobiálním rozkladem, 

tedy konvenční metodou čištění odpadních vod, není docíleno odstranění perfluorovaných látek a 

použitím koagulačních činidel rovněž ne (Rodríguez-Valera et al., 2021). Perfluorované látky se 

vyskytují i v pitných vodách, protože ani konvenční metody úpravy pitných vod z nich nejsou 

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

Mechanismus toxicity perfluorovaných látek zatím není zcela objasněn. Existují důkazy o 

tom, že perfluorované látky mohou interferovat s některými receptory, zahajovat apoptózu a 

interagovat a narušovat buněčnou membránu (Nouhi et al., 2018; Fitzgerald et al., 2018; Peña‐

Blanco et al., 2018). Vzhledem k tomu, že je buněčná membrána první exponovanou částí buňky a 

její správná funkce je nezbytná pro její přežití, je nutné pochopit mechanismus účinku 

perfluorovaných látek na její vlastnosti a funkci (Yéagle et al., 1989). V této práci bude upřena 

pozornost na změny složení fosfolipidové dvouvrstvy po expozici perfluorovanými látkami.  
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2 Teoretická část 
 

2.1 Perfluorované látky 

Fluorované látky, se dají rozdělit na polymerní a nepolymerní (Obr. 1). Mezi polymerní látky 

patří například polytetrafluorethylene (PTFE). Nepolymerní látky obsahují skupiny polyfluorovaných 

sloučenin, jako jsou například fluorotelomerní alkoholy. V této práci ale bude věnována pozornost 

pouze perfluorovaným nepolymerním látkám. Tyto uhlovodíky mají všechny vazby C-H nahrazeny 

za C-F. Nejstudovanější perfluorované látky je možné rozdělit na karboxylové kyseliny (PFCA, z angl. 

perfluorcarboxylic acid) a perfluooktansulfonové kyseliny (PFSA, z angl. perfluorsulfonic acid) 

(Miller et al 2015) (Obr. 2). Tyto látky je dále možné dělit dle délky jejich řetězců na krátké a dlouhé. 

Krátké řetězce obsahují méně jak 5 uhlíků, dlouhé více jak 5 (ITRC, 2017). V současnosti se začíná 

věnovat pozornost i k takzvaně novým neboli alternativním PFC. Mezi nejčastěji probírané 

alternativní PFC patří například GenX (nebo také HFPO-DA), HFPO-TA (Obr. 3), ADONA 

(dodekafluor-3H-4,8-dioxanonanoát) a F-53B (6:2 PFAES, chlorovaný polyfluoralkylethersulfonát) 

(Ruan et al., 2017; Kotlarz et al., 2020; Zhang et al., 2020). 

 

 

Obrázek 1: Dělení skupin fluorovaných látek, dle ITRC (2017) 

 
Perfluorované látky jsou převážně pevného skupenství, ovšem kratší řetězce (C4-6) jsou za 

běžných podmínek kapalné. PFC vykazují zcela jedinečné vlastnosti a díky tomu mají širokou škálu 

uplatnění. Většinu jejich vlastností lze přisoudit vazbě uhlíku s vysoce elektronegativním fluorem. 

Tato elektronegativita způsobuje přesun elektronů k fluoru a tím pádem je vazba polarizovaná. Tato 

vazba je jedna z nejsilnějších v přírodě a zpravidla platí, že její síla roste se stupněm fluorace 

(Kiplinger et al., 1994). Právě kvůli pevnosti vazby jsou perfluorované látky chemicky i biochemicky 

stálé a perzistentní v životním prostředí. Vykazují vysokou tepelnou stabilitu (viz tab. 1), zároveň 

jsou obtížně mísitelné s vodou i organickými rozpouštědly a snižují povrchové napětí vody, chovají 

se tedy jako surfaktanty.  
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Tabulka č. 1: Vlastnosti vybraných perfluorovaných látek. NCBI (2020), Feng et al. (2020) 

Zkratka Název Molekulová 

hmotnost 

[g/mol] 

Log KOC 

 

Bod varu 

[°C] 

PFOS Perfluoroktansulfonová 

kyselina 

500,13 6,4 258 

PFOA Kyselina perfluoroktanová 414,07 5,3 192 

HFPO-DA 

(GenX) 

Hexafluorpropylenoxid-

dimerní kyselina 

330,05 4,24 187 

HFPO-TA Hexafluorpropylenoxid 

trimerní kyselina 

496,07 5,5  263 

 

 

Obrázek 2: Chemická struktura PFOS a PFOA. Upraveno dle Stanifer et al. (2018) 

   

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

Historicky se PFC vyráběly hlavně dvěma způsoby. Prvním je elektrochemická fluorace (ECF) 

a druhým je telomerizace. V závislosti na řízení výroby je produkována různá směs lineárních a 

větvených izomerů (Vyas et al., 2007). Například při výrobě PFOS a PFOA je poměr 70-80 % 

lineárních a 20-30 % rozvětvených uhlíkových řetězců (Benskin et al., 2010). 

 

2.2.1 Elektrochemická fluorace 

Elektrochemická fluorace je proces, který vymyslel a patentoval J. Simons již ve třicátých 

letech minulého století (Simons et al., 1939). Při tomto procesu se nahrazuje vodík za fluor pomocí 

elektrického proudu. Například při výrobě PFOS se nejčastěji využívá perfluoroktansulfonylfluorid 

(POSF). Při tomto procesu se oktansulfonylfluorid jakožto organická složka rozpustí ve fluorovodíku 

(Obr. 4). K fluoraci dochází na poniklované anodě. Výsledný produkt je nerozpustný ve fluorovodíku 

a má vysokou hustotu, tudíž je odebrán ze dna (Ignat'ev, 2017). Při ECF vzniká směs různých 

izomerů, kratších homologů původní organické sloučeniny (Alsmeyer et al., 1994), lineárních či 

rozvětvených sloučenin, perfluoralkanů, etherů a dalších vedlejších produktů (OECD, 2002). 
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Obrázek 4: Reakční schéma výroby PFOS (vpravo) a PFOA (vlevo) a vznik derivátů a solí. Převzato a upraveno dle Buck et 
al. (2011). 

 

2.2.2 Telomerizace 

Telomerizace byla v roce 1945 definována Hanfordem jako reakce mezi sloučeninou 

nazývanou telogen a jednou či více molekulami taxogenu (Hanford, 1946; Boutevin et al., 1989). 

Jedná se o reakci, při které dochází k postupné adici ethylové skupiny k fluoroalkylovému řetězci. 

Při tomto procesu se využívá perfluorethyljodid, který reaguje s perfluorethylenem za vzniku směsi 

perfluoralkyljodidů se sudými lineárními perfluorovanými řetězci (Obr. 5). Tato směs se využívá pro 

výrobu perfluorovaných karboxylových kyselin s lineárním řetězcem nebo fluorotelomerních 

alkoholů (Lindstorm et al., 2011). 
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Obrázek 5: Reakční schéma telomerizace. Převzato a upraveno dle Buck et al. (2011). 

 

2.3 Využití 

Díky unikátním vlastnostem se perfluorované uhlovodíky využívají napříč mnoha 

průmyslovými odvětvími. PFOS se používá ve formě nedisociované sulfonylové kyseliny, nebo jako 

fosfátová sůl (amonná, draselná či lithná sůl) (Concawe, 2016). Využívá se jako impregnace proti 

vodě a skvrnám při úpravě povrchových materiálů, oblečení nebo koberců. Dle evropské komise 

bylo ročně využito 150 tun PFOS pouze na úpravu koberců, což je až ⅓ produkce PFOS (Onyshko et 

al., 2018). Od počátku století se začala úprava koberců pomocí PFOS omezovat, avšak kvůli dlouhé 

životnosti koberců může přetrvávat v domácnostech a nadále se pomalu uvolňovat do životního 

prostředí (Trudel et al., 2008). Zároveň se jako bezpečnější alternativa začala používat PFBS, která 

je rovněž toxická a bioakumulativní (Poulsen et al., 2005). PFOA se využívala jako polymerizační 

pomocná látka při výrobě teflonu a fluorotelomerů (Lindstrom, 2011). Teflon je obchodní název pro 

skupinu chemikálií, jako je například PTFE (Plunkett, 1986). Tento název je známý díky nepřilnavým 

kuchyňským pomůckám, avšak používá se například i v textilním průmyslu jako impregnace proti 

vodě anebo v leteckém a elektrotechnickém průmyslu při izolaci kabelů (Sajid et al., 2017; Mishra 

et al., 2016). Je pravděpodobné, že výrobky, které byly vyráběny pomocí PFOA v sobě mají stopová 

množství této kyseliny, které se mohou pomalu uvolňovat do okolí (Lv et al., 2009; Sajid et al., 

2017). Perfluorované látky jsou také využívány jako příměsi do hasicích pěn, díky své schopnosti 

vytvoření pěny zamezí přísunu kyslíku k požáru a uhasí jej (Cortina et al., 2008). V nynější době 

se začínají využívat i nefluorované alternativy, nebo se využívá fluorovaných řetězců o jiné délce 

(Seow, 2013). 



18 
 

 

Velkým tématem dnešní doby jsou perfluorované látky v potravinových obalových 

materiálech. Evropské státy se nyní snaží omezit přítomnost PFC v obalových materiálech a 

například v Dánsku v roce 2020 vzešel v platnost zákon, jenž 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 látky v životním prostředí 

 

2.4.1 Stockholmská úmluva 

Stockholmská úmluva vznikla v roce 2001 na konferenci ve Stockholmu a následně vešla v 

platnost v roce 2004. Na této konferenci ji podepsalo více než devadesát zemí včetně České 

republiky. Stockholmská úmluva má za cíl chránit jak lidské zdraví, tak životní prostředí. Upravuje v 

souladu s principem předběžné opatrnosti výrobu, používání a transport takzvaných perzistentních 

organických polutantů (POPs z angl. persistent organic pollutants). POPs jsou chemické látky, které 

vykazují následující vlastnosti: i) jsou toxické jak pro lidi, tak pro zvířata, ii) jsou odolné vůči 

degradaci iii) akumulují se v tukové tkáni a jsou přítomny ve vysokých koncentracích i na vyšších 

úrovních potravního řetězce iv) a jsou náchylné k dálkovému přenosu v životním prostředí (sdělení 

č. 40/2006). Úmluva zároveň obsahuje metodické pokyny a kritéria pro zařazení nových POPs do 

jednotlivých příloh úmluvy, metodiku pro sledování těchto látek v matricích životního prostředí, 

dále stanovuje opatření, která vedou ke snížení emisí a prevenci uvolňování POPs a zajišťuje 

metodiku pro bezpečnou likvidaci těchto látek (Lallas et al., 2001). Doposud se ukázala 

Stockholmská úmluva jako velmi efektivní mimo jiné i v potlačování obchodu s látkami, jež jsou na 

ní zapsány (Nunez-Rocha et al. 2019). První perfluorované látky byly navrženy pro zařazení mezi 

POPs v roce 2005 Švédskem. Jimi jsou PFOS a 96 dalších prekurzorů, které obsahují část struktury 

PFOS, a které se mohou rozkládat na PFOS. Návrh bohužel neprošel a PFOS, její soli a 

perfluoroktansulfonylfluorid (PFOSF) byly zařazeny do přílohy B až v roce 2009 (sdělení č. 90/2010 

Sb.). V roce 2019 byly do přílohy A zařazeny i PFOA a její soli. Příloha A má za cíl úplnou eliminaci 

výroby a využívání látek, včetně obchodování s nimi. U látek uvedených v příloze B je nařízené 

omezené využívání. Následně je zde uvedena i příloha C, která obsahuje látky, u nichž je cílem 

redukovat emise z neúmyslné výroby. Omezení však v přílohách A a B nejsou úplná. PFOA se tak 

například dá využívat na základě takzvané specifické výjimky v případech, kdy je nemožné, nebo 

finančně příliš náročné ukončení jejího používání, nebo neexistuje možná alternativa, jako je 
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například ve fotolitografickém průmyslu (van der Putte et al., 2010), v textilním průmyslu pro 

úpravu textilií pro ochranu pracovníků (Euratex, 2016) a lékařské prostředky vyrobené z PTFE 

obsahujícím stopové koncentrace PFOA o maximální koncentraci 1 PPM (ACAT, 2018). Pro výrobu 

a využívání PFOS je nyní nutné registrovat takzvaný akceptovatelný účel výroby (z angl. acceptable 

purposes) pro udělení takzvané specifické výjimky na pět let. Je tedy možné PFOS a její prekurzory 

využívat v souladu s částí II přílohy B. Výjimky byly uděleny například pro využití v leteckých 

hydraulických kapalinách, fotografickém průmyslu a při pokovování (sdělení č. 90/2010 Sb.). 

 

Stockholmská úmluva se rovněž zabývá možnostmi nahrazení perfluorovaných látek. 

Zahrnuje fakt o existenci a použitelnosti alternativních (ne)fluorovaných látek do rozhodovacích 

procesů. Je nutné dodat, že alternativ je na trhu již mnoho, avšak u valné většiny z nich nám chybí 

dostatečné údaje o toxicitě, akumulaci i perzistenci. Bohužel je proces navržení, schválení a 

následného přijetí nové látky do kterékoliv z příloh Stockholmské úmluvy časově velmi náročný 

(Wang et al., 2009), což dává velký prostor výrobcům pro právně nelimitované využívání 

potenciálně škodlivých látek, jako je například F-53B či GenX, o kterých máme důkazy o 

všudypřítomnosti v životním prostředí a zároveň byla naměřena data vypovídající o jejich toxicitě 

(Kucharzyk et al., 2017). 

 

2.4.2 Limity v pitné vodě 

Americká agentura pro ochranu životního prostředí EPA (z angl. environmental protection 

agency) doporučuje limitní koncentraci kombinace PFOS a PFOA v pitné vodě dohromady 70 ng/l 

(EPA, 2016). Avšak některé státy USA doporučují i přísnější limity jako je například stát Minnesota. 

Minnesotské ministerstvo zdravotnictví doporučuje následující maximální koncentrace v pitných 

vodách: PFOS (15 ng/l), PFOA (35 ng/l), PFHxS (47 ng/l), PFBS (2000 ng/l) a PFBA (7000 ng/l) (MDH, 

2019). Trochu obecněji upravuje směrnicí pro pitnou vodu (Směrnice pro pitnou vodu 

2020/2184/ES) limity evropská agentura pro životní prostředí na základě doporučených limitů WHO 

(světová zdravotnická organizace, z angl. World Health Organisation) s limitem 0,5 µg/l pro všechny 

PFC, nebo 0,1 µg/l pro 20 vybraných PFC v pitných vodách. Tyto limity by měly vejít v platnost od 

roku 2023. Byly přijaty i přesto, že jsou rámcovou směrnicí o vodách dána EQS (z angl. 

environmental quality standard) pro PFOS. Jedná se o koncentrační limity, pod nimiž se přítomností 

kontaminantů nenarušuje životní prostředí (Whitehouse, 2001). Tyto limity jsou 0,00065 µg/l pro 

povrchové vody a 0,00013 µg/l pro mořské vody (2013/39/EU).  
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2.4.3 Naměřené hodnoty v životním prostředí 

Perfluorované látky byly detekovány ve vodách celého světa, a to včetně vod podzemních 

(Xiao et al., 2015). Nově se ve vodách a organismech detekují i alternativní sloučeniny jako je GenX, 

HFPO-TA, ADONA i F53-B. Například Pan et al. (2018) naměřili HFPO-TA v 96 % vzorků a GenX v 83 

% vzorků vod z různých částí světa (Tab. 2). Obecně platí, že u fluorochemických továren se vyskytují 

nejvyšší koncentrace v řekách, což ostatně naměřili i například Pan et al. (2018). V tabulce 

odpovídají nejnižší koncentrace horním tokům, kde není vliv fluorochemických továren, vyšší 

koncentrace odpovídají výtoku z fluorochemických továren (Yao et al., 2022; Pan et al., 2018). 

 

Tabulka č. 2: Přehled naměřených koncentrací vybraných perfluorovaných látek 

Látka Místo Koncentrace Zdroj 

PFOA Řeka Xiaoqing, Čína 15,4 – 197000 ng/l Pan et al. (2018) 

PFOS Řeka Xiaoqing, Čína 2,07 – 10,2 ng/l Pan et al. (2018) 

GenX Řeka Scheur, Nizozemsko  73,1 ng/l Heydebreck et al. 

(2015) 

Jezero Tai, Čína 14 ng/l Pan et al. (2018) 

Řeka Xiaoqing, Čína 1,61 – 2060 ng/l Pan et al. (2018) 

HFPO-TA Jezero Tai, Čína 5,0 ng/l Pan et al. (2018) 

Řeka Temže, Velká Británie 0,14 ng/l Pan et al. (2018) 

Pitná voda, Uppsala, Švédsko 2,83 – 81,2 ng/l Gyllenhammar et al. 

(2015) 

Řeka Xiaoqing, Čína 3,99 – 68500 ng/l Pan et al. (2018) 

Řeka Wangyu, Čína 23 ng/l Yao et al. (2022) 

 

2.4.4 Osud perfluorovaných látek v životním prostředí 

Perfluorované látky se do životního prostředí dostávají dvěma základními způsoby. Prvním 

je uvolňování z výrobků obsahujících PFC a druhým jsou emise ze samotné výroby. Emitované látky 

se mění v závislosti na cílovém využití a liší se nejen v lineárních nebo rozvětvených zástupců (Guelfo 

et al., 2018), ale také ve složení směsi PFC. Například podle Švédské chemické agentury se jen na 

textil využívá 348 různých PFC, na impregnaci papíru 325 PFC a v elektrotechnickém průmyslu 114 

PFC (KEMI S.C.A., 2015). První možností kontaminace životního prostředí jsou plynné emise. Takto 
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emitované perfluorované látky se sorbují na prach a aerosoly a mohou se tak transportovat i na 

dlouhé vzdálenosti (Kim et al., 2007; Bossi et al., 2016; Faust et al., 2022). PFC se mohou rovněž 

inkorporovat do dešťových kapek a následně dochází k vypršení a vymytí (z angl. rainout, washout). 

Mokrá depozice je schopna kontaminovat území daleko intenzivněji, ale působí spíše lokálně. Je 

tedy zvýšené riziko kontaminace primárně v okolí fluorochemického průmyslu (Shimizu et al., 

2021). Dalším způsobem přenosu perfluorovaných látek do atmosféry je vlnobití. Při vlnobití v 

oceánech, jakožto hlavních rezervoárech perfluorovaných látek (Cousins et al., 2011), dochází k 

emisím PFC do atmosféry (Faust et al., 2022). K emisím dochází i při vaření na teflonových pánvích. 

Schlummer et al. (2015) provedli měření, při kterých zjistili, že po zahřátí pánve potažené PTFE nad 

370 °C (teplota, při které dochází k poškození povrchu PTFE) došlo k uvolnění perfluorovaných látek 

v rozmezí 1-4934 ng/hod. Dominujícími látkami byly PFBA a PFPeA, ale docházelo i k uvolnění 

PFHpA, PFOA, PFNA, PFDA, PFUnA a PFDoA.   

 

Atmosféra není jedinou kontaminovanou matricí. Dochází i ke kontaminaci půd a vod, a to 

primárně v okolí míst s hojným využíváním AFFF, jako jsou například letiště (Milley et al., 2018), 

nebo odpadní vodou z textilního průmyslu (Hill et al., 2017), chemického průmyslu a kovoprůmyslu 

(Clara et al. 2008; Dong et al., 2017) a skládkovými vodami (Hamid et al., 2018). Jak již bylo zmíněno 

výše, do životního prostředí se dostávají také z výrobků, které v sobě obsahují PFC (Lang et al., 2017; 

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

 

Hamid et al. (2018) vyzdvihuje jako jednu z nejdůležitějších cest kontaminace skládky, kam 

se dostávají perfluorované látky uvolněním z odpadů jako jsou například potravinové obaly nebo 

textil (Hill et al., 2017; Schaider et al. 2017). Může zde docházet nejen ke kontaminaci podzemních 

vod (Hepburn et al., 2019), ale i atmosféry (Hamid et al., 2018). Skládky jsou producenty skládkové 

vody. Tato voda pochází z odpadů samotných a také z dešťové vody, která způsobuje vyluhování 

kontaminantů. Tato voda se čistí v čistírnách odpadních vod (Stoiber et al., 2020). Zde ale nastává 

problém, neboť konvenční metody čištění vod PFC neodstraní s dostatečnou účinností (Xiao et al., 

2013). Voda z čistíren odpadních vod následně kontaminuje recipient. Část PFC uložená v kalech 

(které vznikají při čištění odpadních vod) se ukládaly na skládky nebo se používají jako hnojivo. 

Aplikací čistírenských kalů na pole dochází k emisím PFC do atmosféry (Borthakur et al., 2022) půdy 

i vody (Sepulvado et al., 2011). Ze skládek mohou opět unikat (Hepburn et al., 2019), nebo se opět 

dostávají zpět do čistíren odpadních vod ve formě skládkové vody (Stoiber et al., 2020). Je nutné 
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podotknout, že nynější evropská legislativa má za cíl naprosto eliminovat skládkování (Směrnice 

2008/98/ES). 

 

Některé perfluorované látky se rozkládají samovolně v životním prostředí. Problémem je, 

že většinou dochází k částečnému rozkladu prekurzorů PFC za vzniku stálých, dále již 

nedegradovatelných látek, jako jsou například perfluorokarboxylové kyseliny (Wang et al., 2014; 

Blum et al., 2015).  

 

Mnoho polutantů, kterými jsou například polycyklické aromatické uhlovodíky je 

biodegradabilních (Shuttleworth et al., 1995) a je tedy nasnadě předpokládat, že tomu je tak i u 

perfluorovaných látek. Obecně se však má za to, že nejsou biologicky rozložitelné (Sáez 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), Nicméně existují zmínky i o mikrobiální transformacích. Například Huang et al. (2019) 

pozorovali 60% snížení koncentrace PFOS a PFOA během 100 dní pomocí autotrofních bakterie 

Acidimicrobium. Yu et al. (2019) také pozorovali degradaci PFC vlivem bakterií Dehalococcoides. Je 

nutné dodat, že tato pozorování probíhala pouze v laboratorních podmínkách a není zřejmé, zdali 

by tyto procesy probíhalzy i v půdě (Sturman et al., 1995). 

 

Vzhledem k tomu, že je uváděna voda jako hlavní transportní médium pro PFC, a zároveň 

byly detekovány i v podzemních a pitných vodách, je vhodné se zaměřit i na účinnost jejich 

odstranění z vod. Účinnost čištění je závislá nejen na zvolené metodě čištění, ale rovněž i na zdroji 

odpadních vod (Ratola et al., 2012). Jak již bylo zmíněno, různá průmyslová odvětví využívají 

různorodé směsi PFC, které se rovněž odstraňují s odlišnou efektivitou a rychlostí. Například 

perfluorované kyseliny jsou netěkavé a velmi rekalcitrantní (Ateia et al., 2019), ale naproti tomu 

například prekurzory jako jsou FTOH (fluorotelomerní alkoholy) jsou mnohdy těkavé, což snižuje 

jejich koncentrace na výtoku čistíren odpadních vod (Hamid et al., 2018). Perfluorované látky 

odolávají i běžným procesům čištění odpadních vod jako je aplikace UV záření nebo chlorace 

(Appleman et al., 2014) a rovněž vykazují daleko vyšší odolnost vůči oxidaci ozonem (Nzeribe et al., 

2019). Kvůli velmi pevné vazbě C-F odolávají biodegradaci v čistírnách odpadních vod (Rodríguez-

Valera et al., 2021). Nejefektivnějšímu odstranění (až 99 %) PFC je možné docílit použitím 

membránových technologií jako je reverzní osmóza či nanofiltrace. Membránové technologie jsou 

ale velmi drahé a náročné na údržbu (Franke et al., 2019).   
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2.5 Toxicita  

Toxicita PFC, a to hlavně PFOS a PFOA je studována již několik desetiletí. Přesto však doposud 

nebyl odhalen její mechanismus (Wen et al., 2020; Ojo et al., 2021). Nové perfluorované látky 

mohou představovat obdobné riziko (Fenton et al., 2020). Je proto nutné se věnovat nejen výzkumu 

PFOS a PFOA, ale také novým perfluorovaným látkám.   

 

2.5.1 Orgánová toxicita 

2.5.1.1 Hepatotoxicita 

Játra jsou významným orgánem, protože metabolizují toxické látky a hrají klíčovou roli i v 

metabolismech látek, jako jsou sacharidy, bílkoviny a tuky. Zároveň zde dochází k produkci žluči a 

produkci hormonů (Cornelius et al., 1980; Trefts et al., 2017). Jsou primárním orgánem, který 

udržuje homeostázu tuků. Dochází zde k β-oxidaci mastných kyselin, syntéze cholesterolu, 

mastných kyselin a lipogenezi. V játrech se rovněž syntetizují přenašeče tuků, takzvané lipoproteiny 

(Fragki et al., 2021). Je známo, že se perfluorované látky akumulují primárně v játrech (Cui et al., 

2009; Massarsky et al., 2022). In vivo testy na myších prokázaly zvětšení jater a změnu jejich 

zbarvení (Kudo et al., 2006; Son et al., 2007; Bjork et al., 2008). Rovněž alternativy jako je GenX byly 

prokázány jako hepatotoxické.  U myší exponovaných 0,1 0,5 a 5 mg/kg/den GenX v potravě došlo 

k jaterní hypertrofii (Chappell et al., 2020). Conley et al. (2019) prokázali dramatické zvýšení 

hmotnosti jater po expozici krys 62,5 mg/kg tělesné váhy látkou GenX po dobu 14 dní pomocí ústní 

sondy, což je srovnatelné s PFOS a PFOA. HFPO-TA má pravděpodobně ještě negativnější účinek na 

játra. Sheng et al. (2018) zaznamenali významné zvýšení hmotnosti myších jater při expozici pomocí 

ústní sondy koncentracím 1,25 mg/kg/den PFOA a 0,5 mg/kg/den HFPO-TA.  72hodinová expozice 

buněk hepatocytů tilápie (Oreochromis niloticus) již při 10 mg/l způsobila dramaticky sníženou 

viabilitu (Han et al., 2012). In vivo testy provedené s D. rerio odhalily ireverzibilní změny ve struktuře 

jater při expozici 250 μg/l/den PFOS ve vodě. Docházelo k akumulaci lipidů v játrech, a to hlavně u 

samců (Du et al., 2009). Byla prokázána korelace mezi koncentrací PFC v séru matky a poškozením 

jater u novorozenců. Bohužel byly ve studii zahrnuty pouze PFOS, PFHxS, PFNA, PFOA a PFUnDA a 

nikoli alternativní PFC jako je GenX. Přesto tato studie přináší cenná data o nebezpečnosti těchto 

chemikálií, a to i při expozici koncentracím, které jsou detekovány v životním prostředí (Stratakis et 

al., 2020). Oproti tomu populační studie prokázala korelaci i mezi alternativou Cl-PFESA (chlorované 
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polyfluorované ethylsulfonáty) zvýšenými hladinami albuminu, alaninaminotransferázy, 

asparátaminotransferázy a γ-glutamyltransferázy (Liu et al., 2022), což jsou indikátory jaterních 

funkcí (Spinella et al., 2016; Wang et al., 2018).  Zároveň bylo zjištěno, že PFOA i HFPO-TA se mohou 

vázat na protein vázající mastné kyseliny (FABP z angl. fatty acid binding protein) (Sheng et al., 

2018), které umožňují transfer mastných kyselin do buňky (Zimmerman et al., 2002) a díky tomu 

mohou perfluorované látky pronikat do hepatocytů (Leubker et al., 2002). Při vazbě změní jeho 

strukturu, děje se tomu tak daleko více při kontaktu s HFPO-TA než PFOA. FABP zároveň přenáší 

molekuly k receptorům, jako je PPAR (receptory aktivované proliferátory peroxizomů, z angl. 

peroxisome proliferator activated receptor) (Tan et al., 2002), u kterého byla prokázána aktivace 

vlivem perfluorovaných látek (Ibrahim et al., 2013; Behr et al., 2020; Louisse et al., 2020). 

 

2.5.1.2 Reprodukční toxicita 

Gonády jsou pohlavní žlázy. Samčí gonády produkují sperma, samičí gonády produkují 

vajíčka, a proto je jejich studium vhodné pro určení vlivu na reprodukční toxicitu (Nussey et al., 

2001). V minulosti již bylo prokázáno, že mnoho polutantů jako jsou pesticidy a těžké kovy působí 

na rybí gonády. Přesto doposud nebyla toxicitě na gonádálních buňkách věnována taková 

pozornost, jako je tomu například u buněk jaterních a žaberních, a to i když je známo, že se PFC v 

gonádách výrazně akumulují (Mansour et al., 2018). Ahrens et al. (2015) studovali okouna 

obecného (Perca fluviatilis) vyloveného ze švédského jezera Halmsjön a zjistili, že 6:2 FTSA, PFOS a 

PFHxS se primárně akumulovaly v gonádách, ale oproti tomu PFOSA, PFDS 

(perfluordodekasulfonylová kyselina) a PFCA se akumulovaly primárně v játrech. Rovněž štiky (Esox 

lucius) a plotice (Rutilus rutilus) vylovené z polských jezer měly vyšší koncentrace PFOS a PFOA v 

gonádách než v játrech (Surma et al., 2021).  

 

PFC, a to hlavně PFOS a PFOA jsou spojovány s infertilitou (Kim et al., 2020; Tarapore et al., 

2021). Ostatně epidemiologické studie ukazují, že v průběhu několika desítek let se snížila kvalita 

spermatu lidí v různých částech světa (Gabrielsen et al., 2016). PFC byly detekovány ve spermatu 

lidí a existují domněnky o jejich negativním působení na sperma (Pan et al., 2019). PFOS a PFOA 

prokazatelně působí na Leydigovy buňky u myší a způsobují buněčnou hyperplazii (Biegel et al., 

1995; Li et al., 2021) a snížené hladiny testosteronu (Zhao et al., 2014; Qiu et al., 2021), stejně jako 

u klinických studií infertilních samců (Petersen et al., 2018; Cui et al., 2020). Některé studie 

naznačují spojení s rakovinou varlat (Petersen et al., 2020; Purdue 2020; Stevenson et al., 2021). 

PFC jsou spojovány i s pozdějším příchodem menstruačního cyklu (Wu et al., 2015), nepravidelným 
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menstruačním cyklem (Fei et al., 2009) a dřívějším příchodem menopauzy (Knox et al., 2011). 

Rovněž vyplývá z laboratorních studií, že mohou narušovat funkci vaječníků a snižovat syntézu 

hormonů prostřednictvím aktivace PPAR receptoru, jehož všechny tři formy (α, β a γ) se exprimují 

ve vaječnících (Braissant et al., 1996). Jeho aktivací se zamezí mezibuněčné komunikaci oocytů a 

granulózových buněk a dochází k produkci reaktivních forem kyslíku (López-Arellano et al., 2019). 

 

2.5.2 Buněčná toxicita 
 

2.5.2.1 Viabilita buněk 

Pokles buněčné viability je způsoben mnoha faktory. Existují dva primární způsoby, jimiž se 

pokles viability projevuje. Jimi jsou apoptóza a nekróza a budou podrobněji diskutovány v 

následujících kapitolách (Renehan et al., 2001; Syntichaki et al., 2002). 

 

2.5.2.2 Apoptóza 

Apoptóza je pojem, označující smrt buňky, která probíhá endogenními vlivy. Je možné se 

setkat i s pojmem „programovaná buněčná smrt“. Dochází totiž opravdu k řízenému zneškodnění 

nepotřebných, nebo potenciálně škodlivých buněk (Renehan et al., 2001). Při apoptóze nedochází 

k procesům, které by mohly způsobit zánět, jako je například vylití obsahu buňky, ale je pouze 

neškodně odstraněna. Tento proces je zcela přirozený, ostatně u dospělého člověka dochází k 

apoptóze až 0,5 % buněk každý den (Karam et al., 2009). Pokud ale dochází ke zvýšené apoptóze, 

hrozí riziko vzniku rakoviny, autoimunitních onemocnění nebo neurodegenerativních onemocnění, 

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

 

Existuje mnoho publikací, které potvrzují indukci apoptózy vlivem PFC (Martin et al., 2007; 

Krøvel et al., 2008; Cui et al., 2015; Bassler et al., 2019; Jabeen et al., 2020). PFOS, PFOA i GenX 

zvyšují expresi genu BAX ale naopak snižují expresi genu Bcl-2 buněčné linie lidského 

hepatocelulárního karcinomu (Cui et al., 2015; Lv et al., 2019). BAX hraje důležitou roli při iniciaci 

apoptózy, protože se jeho působením zvyšuje permeabilita membrány mitochondrie (Peña‐Blanco 

et al., 2018) a uvolnění cytochromu C (Zhang et al., 2017), čímž dojde k aktivaci kaspáz. Účinkem 

kaspáz, jejichž hladiny jsou rovněž zvýšené vlivem PFOA (Liu et al., 2007), dochází k apoptóze (Jiang 

et al., 2004). Naopak působením Bcl-2 se apoptóza inhibuje (Skommer et al., 2010). PFOA rovněž 

zvyšuje až 8,7× aktivitu p53, který také reguluje apoptózu (Cui et al., 2015; Ge et al., 2016). Ge et al. 

(2016) navrhují jako jednu z možných příčin aktivace p53 ROS, který vzniká v přítomnosti PFC. 
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2.5.2.3 Nekróza 

Nekróza je smrt buňky vlivem exogenních faktorů. Dochází při ní k vakuolizaci a disrupci 

membrán organel a poté i buňky. Vnitřek buňky se přitom vylévá do extracelulárního prostoru a je 

poté iniciována buněčná autolýza (Syntichaki et al., 2002). Přesto, že je hlavním způsobem buněčné 

smrti vlivem expozice PFC apoptóza, při vyšších koncentracích převládá nekróza (Abudayyak et al., 

2021). PFC rovněž způsobují nekrózu jaterních buněk po 5týdenní expozicí myší 5 mg/kg/den PFOA 

(Crebelli et al., 2019). Také byla zjištěna souvislost mezi PFC a TNFα (z angl. tumor necrosis factor 

α) Singh et al., 2012; Bassler et al., 2019). TNFα aktivuje imunitní odpověď a zároveň indukuje 

nekrotickou smrt v případě inhibice kaspáz (Morgan et al., 2008). 

 

2.5.2.4 Reaktivní formy kyslíku 

Reaktivní formy kyslíku jsou nejčastěji volné radikály, tedy molekuly, které mají v 

elektronovém obalu nespárovaný elektron. Mezi hlavní ROS patří hydroxylový radikál a peroxid 

vodíku (Bayr et al., 2005). Tyto sloučeniny vznikají v těle samovolně při mitochondriálním 

oxidativním metabolismu, ale také jako odpověď na přítomnost xenobiotik (Ray et al., 2012). 

Reagují s mastnými kyselinami, aminokyselinami, proteiny, koenzymy, lipidy atp., narušují jejich 

strukturu a tím pádem zamezují jejich správné funkci. Také reagují s DNA a mohou ji poškozovat 

(Stadtman et al., 2006; Farmer et al., 2013). Díky jejich přirozenému vzniku existují v těle 

mechanismy, které ROS potlačují. Těmi jsou například enzymy glutathion peroxidázy, superoxid 

dismutázy a katalázy (Oberley et al., 1979). PFC se mohou vázat na superoxid dismutázu 

hydrofobními interakcemi a zamezovat tak jejímu správnému fungování (Xu et al., 2019). Snižování 

antioxidační kapacity bylo prokázané u buněčné linie HepG2 (Wielsøe et al., 2015) a lidských 

erytrocytů (Pan et al., 2018). Alternativa PFOS F-53B rovněž indukuje vznik ROS v larvách, ale hlavně 

v embryiích D. rerio již při koncentracích 0,15 mg/l (Liu et al., 2021). GenX rovněž způsobil ROS a 

následnou apoptózu buněk u buněčné linie HepG2 již při koncentracích 250 µM po 12hodinové 

expozici (Yoo et al., 2021). Dokonce u řasy Chlorella pyrenoidosa bylo prokázáno potlačení 

antioxidačních mechanismů 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 reaktivních forem kyslíku na membránu 

ROS ovlivňují uspořádání lipidů ve fosfolipidové membráně. Následkem toho může být 

narušení její správné funkce (Megli et al., 2003). Cordeiro et al. (2014) zjistili, že radikály 

(hydroxylové a peroxylové) pronikají hluboko do fosfolipidové dvouvrstvy. Je známo, že ROS může 
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způsobovat peroxidaci lipidů v membráně. Dochází k narušení struktury mastných kyselin. Takto 

narušené struktury pak také fungují jako radikál, který dále narušuje okolní mastné kyseliny 

(Mylonas et al., 1999). Peroxidace lipidů vede ke změně fluidity membrány, narušení transportních 

vlastností a k celkovému poškození membrány, která může vést až k buněčné smrti (Yang et al., 

2020). V širším kontextu je peroxidace lipidů spojována s aterosklerózou (Esterbauer et al., 1993), 

srdečním selháním (Campolo et al., 2007), revmatickou artritidou (Gambhir et al., 1997) a 

imunologickými poruchami (Alzoghaibi et al., 2005).  

 

2.5.2.5 Interakce s arylovým receptorem 

AhR (z angl. arylhydrocarbon receptor), nebo také nazývaný dioxinový receptor je 

významným receptorem pro detekci a metabolismus xenobiotik. Je aktivovaný mnoha polutanty, a 

proto je hojně využívaný v ekotoxikologických studiích (Rothhammer et al., 2019). Aktivací Ah 

receptoru dojde k zahájení transkripce Cytochromu P450 1A (CYP1A) (Delescluse et al., 2020; Hu et 

al., 2007; Burczynski et al., 2000). 

 

Cytochrom P450 je skupina hemoproteinů, která hraje roli v metabolismu mnoha 

environmentálních polutantů, jako jsou například polycyklické aromatické uhlovodíky a 

polychlorované bifenyly (Williams, 1992). Obsahuje atom železa, který přechází mezi oxidačními 

stavy Fe2+ a Fe3+ a tímto přechodem elektronů oxiduje a redukuje látky. Nadále katalyzují reakci 

NAD(P)H + O2 + R → NAD(P)+ + RO + H2O (R je uhlíkový substrát a RO je jeho oxidovaný produkt), 

kdy je NAD(P)H zprostředkováno Cytochrom P450 reduktázou (Guengerich, 2018).  Cytochrom C 

také působí na kaspázy, které řídí buněčnou smrt (Kluck et al., 1997, Yang et al., 1997). Je známo, 

že mnohé environmentální polutanty zvyšují hladiny CYP1A, což je spojováno s nárůstem buněčné 

proliferace (Rodriguez et al., 2013, Liu et al., 2016). Existují také důkazy o tom, že i perfluorované 

sloučeniny zvyšují hladiny CYP1A (Mortensen et al., 2011, Han et al., 2012).  

 

Liu et al. (2014) zdokumentoval nulovou aktivaci CYP1A změřené na měkkýších Perna viridis, 

kteří byli vystaveni koncentracím 0,1, 1, 10, 100 a 1000 μg/l PFOS a PFOA po dobu 7 dní. Jako důvod 

navrhuje nedostatečnou transformaci PFC kvůli vazbě uhlík-fluor. Watanabe et al. (2009) taktéž 

nezaznamenali odezvy na hepatocytech kuřecích embryí (Gallus gallus) při ošetření 0,1, 1, a 10 μg/l 

PFOS a PFOA. Kombinace těchto dvou látek také neměla odezvu, tudíž je možné, že nedochází ani 

k synergickým efektům. Na druhou stranu Han et al. (2012) po 72hodinové in vivo expozici tilápie 

(Oreochromis niloticus) pozorovali nárůst aktivity CYP1A jaterních buněk při koncentracích 10, 20 a 

30 mg/l PFOS a PFOA. Důvodem rozcházejících se výsledků může být rovněž i délka expozice a také 
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odlišný typ buněk. Beškovski et al. (2014) uvádí, že se aktivita CYP1A liší u myší a lidí. Obdobné to 

může být jak s buněčnými liniemi orgánů toho samého organismu (CYP1A se nachází v mnoha 

tkáních, ale primárně v buňkách jater (Nakajima et al., 2014)), tak s různými druhy. Zároveň Petrulis 

et al. (1999) popsal fenomén o úbytku EROD (ethoxyresorufin-o-deethyláza) aktivity závislém na 

maximální koncentraci. Vysvětluje to tak, že kvůli vazebné afinitě látky (v tomto případě dioxinu) k 

CYP1A dochází k inhibici EROD enzym-substrátové reakce. Měření exprese CYP1A na Salmo salar 

ukázalo, že PFOS i PFOA jej regulují v ledvinách i v játrech, a to bez závislosti na Ah receptoru 

(Mortensen et al., 2011).  

 

Dalším vysvětlením může být naopak inhibice cytochromu P450, kterou jako první 

zdokumentovali Narimatsu et al. (2011) po expozici PFOS buněčné linie HepG2. Tyto výsledky 

potvrdili i Amstutz et al. (2022). Jak již bylo zmíněno, cytochrom metabolizuje mnoho látek. Inhibice 

cytochromu může být fatální například při farmaceutické léčbě. Samotné léčivo pak není 

metabolizováno cytochromem a může dojít k předávkování (Lynch et al., 2007). 

 

2.5.2.6 Syntéza mastných kyselin 

Glykogen a triglyceridy patří mezi hlavní zdroje energie v těle (Olsen et al., 2003, Steenland 

et al., 2009). Perfluorované látky jsou spojovány se zvýšenými hladinami triglyceridů u lidí. Naopak 

u hlodavců byly prokázány snížené hladiny triglyceridů v séru (Seacat et al., 2003; Loveless et al., 

2006). Triglyceridy jsou tvořeny glycerolem a třemi mastnými kyselinami. Pro syntézu triglyceridů 

je nutné nejdříve syntetizovat mastné kyseliny.  

Syntéza mastných kyselin má vliv na stav fosfolipidové dvouvrstvy, neboť právě mastné 

kyseliny jsou jedním z jejích hlavních komponent (Wei et al., 2016). Mastné kyseliny se tvoří 

primárně v játrech (Wakil et al., 1961), která jsou jedním z nejpostiženějších orgánů vlivem expozice 

PFC (Kudo et al., 2006; Son et al., 2007; Bjork et al., 2008; Cui et al., 2009; Massarsky et al., 2022). 

Syntéza mastných kyselin probíhá pomocí acetyl-CoA. Bylo zjištěno, že vlivem PFOS dochází k silné 

up-regulaci genů, které kódují ATP citrát lyázu, která přeměňuje citrát na acetyl-CoA (Kobayashi et 

al., 2021). Acetyl-CoA je následně přeměněn na malonyl-CoA pomocí acetyl-CoA karboxylázy, která 

je hlavním enzymem definujícím rychlost syntézy. Bylo zjištěno, že exprese tohoto enzymu byla 

zvýšena 1,3× v játrech krysího plodu při expozici PFOS. Rovněž byla zvýšena syntéza mastných 

kyselin až 1,6× (Bjork et al., 2008). Wang et al. (2015) prokázali u myší zvýšenou aktivitu malonyl-

CoA karboxylázy vlivem 1 mg/kg/den PFNA. Malonyl-CoA karboxyláza je důležitý enzym, díky němuž 

dochází ke karboxylaci acetyl-CoA za vzniku malonyl-CoA. Tyto poznatky naznačují, že dochází 
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k vyšší syntéze mastných kyselin vlivem PFC. V souladu s tím Bjork et al. (2011) zdokumentovali 

zvýšení koncentrace volných mastných kyselin. Zvýšené koncentrace volných mastných kyselin, a to 

primárně saturovaných, zvyšují hladiny triglyceridů. To potvrzují i studie, které prokazují souvislost 

perfluorovaných látek a zvýšených hladin triglyceridů u lidí. Naopak u hlodavců byly prokázány 

snížené hladiny triglyceridů v séru (Seacat et al., 2003; Loveless et al., 2006). 

2.5.2.7 β-oxidace mastných kyselin 

β-oxidace mastných kyselin je proces, při kterém jsou mastné kyseliny utilizovány. Mastné 

kyseliny vstupují do buňky buď volně (do C10), nebo pomocí karnitinových přenašečů mastných 

kyselin. Následně je na ně pomocí Acyl-CoA syntázy navázán AcylCoA, který může procházet vnější 

mitochondriální membránou. Aby mohly projít i vnitřní membránou mitochondrie, je na ně navázán 

karnitin pomocí karnitinacyltransferázy I. Uvnitř mitochondrie dochází opět k převodu koenzym A 

a uvolněný karnitin se vrací zpět pomocí translokáz. Následně dochází k β-oxidaci. Bylo zjištěno, že 

PFOA vykazuje významné zvýšení genu Cpt1a, který kóduje karnitinacyltransferázu I u myších plodů 

a tím pádem hrozí riziko narušení transportu mastných kyselin přes membránu (Rosen et al., 2007).  

 

Při β-oxidaci dochází k postupné oxidaci mastné kyseliny až na acetyl-CoA. Takto vzniklý 

acetyl-CoA dále vstupuje do citrátového cyklu. Při β-oxidaci nejprve dochází k dehydrogenaci 

sloučeniny v β poloze, za vzniku dvojné vazby mezi druhým a třetím uhlíkem (Obr. 7). Při tom se 

redukuje FAD (flavinadenindinukleotidu) na FADH2. Poté dochází k adici vody na dvojnou vazbu. 

Následně se dehydrogenují vzniklé hydroxylové skupiny, přičemž se redukuje NAD+ na NADH. Poté 

se působením enzymu thioláza odštěpí acetyl-CoA (Schulz et al., 2002). 

 

 

 

Obrázek 6: Průběh β-oxidace mastných kyselin. Převzato a upraveno dle Świzdor et al. (2012) 

 

Při in ovo expozici plodu kuřete (Gallus gallus domesticus) PFOS dochází ke zvýšené β-

oxidaci jaterní kyseliny palmitové při dávkách již 0,1 μg/g, což je dávka, při které nebyla snížena 
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viabilita jaterních buněk. V tomto případě autor navrhuje možné spojení s aktivací PPAR α, který 

může aktivovat peroxisomální i mitochondriální β-oxidaci (Schoonjans et al., 1996). Je rovněž 

možné, že zvýšení permeability membrány zvyšuje koncentrace mastných kyselin uvnitř buňky, což 

může být důvodem katabolismu mastných kyselin (Nordén et al., 2012). Geng et al. (2019) sledovali 

pokles mitochondriální, ale naopak zvýšení peroxisomální β-oxidace kuřecích embryí. Kawashima 

et al. (1989) rovněž sledovali zvýšení peroxisomální β-oxidace a indukce aktivity acyl-CoA oxidázy, 

která katalyzuje první krok oxidace mastných kyselin. Také u hepatocytů lososa obecného (Salmmo 

salar) pozorovali Krøvel et al. (2008) signifikantně zvýšenou expresi acyl-CoA oxidázy po 24hodinové 

expozici 25 mg/l PFOS. K obdobným výsledkům došli i Oakes et al. (2005) u jelečka velkohlavého 

(Pimephales promelas) a pstruha duhového (O. mykiss). Wen et al. (2020) zjistili, že vlivem PFOA 

dochází k výraznému snížení exprese ACOX2, který kóduje acyl-CoA oxidázu 2 u buněčné linie 

HepG2. GenX zvyšuje hladiny enoyl-CoA hydratázy a 3-hydroxyl-CoA dehydrogenázy, enzymů 

nezbytných pro β-oxidaci, u kuřecích embryí (Xu et al., 2021). Stejný účinek byl prokázán u buněčné 

linie FaO (krysí jaterní buňky) při expozici 25 µM PFOS, PFOA, PFHxS a PFBA po dobu 24 hodin (Bjork 

et al., 2021). Je možné, že je tento účinek důsledkem působení PFC na PPAR, který tyto geny 

reguluje (Houten et al., 2012). 

 

2.5.2.7.1 Interakce s receptory aktivovanými proliferátory peroxisomů 

PPAR jsou jaderné receptory. Existují 3 formy: PPAR α, β a γ, které se vyskytují u obratlovců 

včetně ryb (Boukouvala et al., 2004). PPAR ovlivňují expresi genů, jež hrají roli v metabolismu 

sacharidů a tuků, nádorovém bujení, imunitní odpovědi, adipogenezi proliferaci a apotóze.  K jeho 

aktivaci dochází působením mastných kyselin, a bylo zjištěno, že obsah cholesterolu v membráně 

může rovněž hrát roli při aktivaci PPAR (Zeghari et al., 2000). Oxidované formy fosfolipidů, které 

vznikají při disrupci membrány mohou aktivovat PPAR (Delerive et al., 2000). 

 

PPAR receptor byl objeven v roce 1980 (Isseman et al., 1990), nedlouho po prvních 

zmínkách o toxicitě PFC (Ikeda et al., 1985). Následně bylo díky schopnosti PFOA narušovat 

peroxisomální β-oxidaci mastných kyselin navrženo, že se tak děje díky jejich schopnosti aktivovat 

PPAR receptor (Sohlenius et al., 1992). PPAR je aktivován různými ligandy, jako jsou mastné 

kyseliny, eikosanoidy, prostaglandiny či vitamín B (O’Flaherty et al., 2005).  Pareza et al. (2006) 

zjistili, že dochází k ligandové aktivaci PPAR receptorů prostřednictvím PFC. Je to pravděpodobně 

díky podobnosti PFC mastným kyselinám (Shabalina et al., 2016). PFOS a PFOA výrazně změnily 

profil transkribovaných genů, které jsou nepostradatelné pro transport a metabolismus lipidů, a to 
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hlavně mastných kyselin. Právě tyto geny jsou řízeny PPAR (Guruge et al., 2006). K aktivaci PPAR 

dochází i vlivem GenX u krys (Conley et al., 2019), u ryb (Rodríguez-Jorquera et al., 2018) a v myších 

játrech (Chapell et al., 2020).  Perfluorované látky vykazují vysokou vazebnou afinitu ke všem třem 

formám PPAR, přičemž HFPO-TA vykazuje až 7,5x vyšší vazebnou afinitu k PPAR γ než PFOA, oproti 

tomu GenX vykazuje nižší afinitu než PFOA. Je to patrně tím, že HFPO-TA tvoří více vodíkových 

můstků, než GenX (Li et al., 2019).  

 

Aktivací receptoru PPAR dochází ke vzniku heterodimeru s RXR (retinoidní receptor X, z 

angl. retinoid X receptor). Následně se váže na promotorů jejich cílových genů, které jsou zapojeny 

do metabolismu lipidů (Tan et al., 2005). Důsledkem je například snížení hladiny triglyceridů a LDL 

(nízkodenzitní lipoprotein), zvýšení HDL (vysokodenzitní lipoprotein) cholesterolu. Zvýšené hladiny 

LDL cholesterolu korelovaly s koncentrací PFOS a PFOA v séru u obyvatel USA. Naopak tomu je u 

HDL, který je se zvyšující se koncentrací PFC snižován (Geiger et al., 2014). Dále bylo zjištěno, že PFC 

mohou interakcí s PPAR zvyšovat buněčné volné mastné kyseliny a volný cholesterol v hepatocytech 

(Leubker et al., 2002). Plochberger et al. (2017) provedli měření fosfolipidové dvouvrstvy pomocí 

mikroskopie atomárních sil a fluorescenční mikroskopie a zjistili, že HDL má schopnost se do 

fosfolipidové dvouvrstvy začleňovat, a tak může potenciálně zvětšovat rigiditu membrány.  

 

 

2.5.2.8 Fosfolipidová dvouvrstva  

Fosfolipidová dvouvrstva ohraničuje prostředí mezi vnitřkem buňky a jejím okolím. V 

závislosti na charakteru membrány, tedy dle poměru proteinů a lipidů je více či méně propustná 

(Zhang et al., 2018). Jak již název vypovídá, je tvořena dvěma vrstvami fosfolipidů s 

charakteristickým uspořádáním. Fosfolipidy mají dvě části (Obr. 8), polární (hydrofilní) skupinu 

tvořenou fosfátovou skupinou, která je orientována do vnějšího prostředí a nepolární (hydrofobní), 

kde se shlukují fosfolipidy pomocí hydrofobních interakcí a tvoří tak vnitřek membrány (Wilkins et 

al., 1971). V membráně jsou rovněž obsaženy proteiny. Ty jsou buď vázané slabými vazebnými 

interakcemi na povrch membrány (Ziemba et al., 2013), nebo procházejí membránou a plní funkci 

transportní (Brandl et al., 1986). Další neopominutelnou složkou fosfolipidové dvouvrstvy je 

cholesterol. Přítomností cholesterolu se snižuje fluidita membrány (Cooper et al., 1978). 
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Obrázek 8: Struktura fosfolipidů. Převzato a upraveno dle Zahrabi et al. (2016) 

 

Vlastnosti membrány jsou řízeny několika základními faktory. Fosfolipidová dvouvrstva je 

mobilní prostředí, které je vytvářeno spontánně hydrofobními interakcemi. Fosfolipidy uvnitř rotují, 

pohybují se laterálně a velmi raritně se i prohodí s fosfolipidem na druhé straně. Co se týče složení, 

hraje roli délka řetězce a počet dvojných vazeb. Kratší řetězce vykazují nižší přilnavost kvůli 

zmenšení styčné plochy a tím pádem se zvyšuje fluidita membrány. Přítomností dvojné vazby opět 

nedochází k dokonalé přilnavosti (Chaffey et al., 2003).  

 

Díky výše zmíněné struktuře se fosfolipidová vrstva nechová pouze jako prostá bariéra mezi 

dvěma prostředími, ale rovněž i jako selektivní transportér. Transport je možný díky přítomnosti 

proteinů, které tvoří kanály (Rietveld et al., 1995; Cockcroft et al., 2018). Shen et al. (2020) zjistili 

při testech na modelové fosfolipidové dvouvrstvě, že PFHxS, PFOS, PFOA a PFNA jsou schopny 

spontánně penetrovat dvouvrstvu. Tyto látky přechází energetickou bariéru dvouvrstva-voda 

pomocí prohození (otočení) polárního a nepolárního konce. Zároveň bylo zjištěno, že se tyto látky 

chovají podobně jako cholesterol. Cholesterol působí kondenzačním efektem, tedy přesněji dochází 

ke snížení plochy fosfolipidů vlivem cholesterolu (Franks et al., 1976; Alwarawrah et al., 2010). 

Rovněž Nouhi et al. (2018) prokázali inkorporace PFC, a to konkrétně PFBS (perfluorbutansulfonová 

kyselina), PFHxA (kyselina perfluorohexanová), PFHxS (perfluorhexansulfonová kyselina), PFNA 

(kyselina perfluorononanová) a PFOS do dvouvrstvy. K vyšší inkorporaci docházelo u 

perfluorovaných látek s delším uhlíkatým řetězcem, u krátkých řetězců docházelo k inkorporaci a 

akumulaci do dvouvrstvy také, ale v menší míře. K obdobným výsledkům došli i Fitzgerald et al. 
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(2018) s modelovou i mikrobiální fosfolipidovou dvouvrstvou. Rovněž zjistili, že dochází k daleko 

vyšší akumulaci látek se sulfonylovou než karboxylovou skupinou. Dassuncao et al. (2019) zjistili, že 

koncentrace PFC v různých typech tkání mořských savců koreluje s obsahem fosfolipidů. Akumulace 

PFC v membránách také zvyšuje permeabilitu (Fitzgerald et al., 2018). To může způsobovat zvýšení 

transportu látek z a do buňky (Nakamura et al., 1985; Perkins et al., 2017) a je tedy patrné, že je 

porozumění interakcí perfluorovaných látek s fosfolipidovou dvouvrstvou velmi relevantní 

(Fitzgerald et al., 2018). 

 

2.5.2.8.1 Fosfolipidové mastné kyseliny 

Mastné kyseliny jsou alifatické a většinou lineární karboxylové kyseliny. Jsou známé stovky 

mastných kyselin (Srivastava, 2002), ale převládá hlavně délka uhlíkového řetězce C4 – C22 a 

nejvýrazněji C18 (Gunstone et al., 2007). Dle přítomnosti dvojné vazby se dělí na nasycené, které 

dvojnou vazbu neobsahují a nenasycené, které obsahují jednu či více dvojných vazeb. Dále se pak 

dělí na cis a trans izomery, které definují orientaci atomů okolo dvojné vazby (Koolman et al., 2012). 

Konkrétní poměry cis a trans indikují míru stresu u bakterií, protože jsou pravděpodobně schopny 

přizpůsobovat strukturu buněčné membrány environmentálním podmínkám (Frostegård et al., 

2011). Dalším možným vysvětlením je to, že dochází ke změně mikrobiálního společenstva při 

působení stresorů (Bárcenas-Moreno et al., 2009). Vyšší obsah cis vazeb zvyšuje fluiditu, protože 

neumožňuje přilnutí mastných kyselin (Kuo et al., 1990). 

 

Fosfolipidové mastné kyseliny (PLFA, z angl. phospholipid fatty acid) jsou přítomny pouze v 

živých buňkách, protože po buněčné smrti se velmi rychle hydrolyzují na diglyceridy (Blumenstein 

et al., 2021). Je to rovněž jeden z důvodů, proč se hojně využívá PLFA analýza pro stanovení 

mikrobiální biomasy (Lewe et al., 2021). Zároveň jsou fosfolipidy indikátorem stavu membrány. Je 

totiž známo, že některé látky mohou měnit vlastnosti membrán, jako je permeabilita a fluidita, což 

může vést až k zániku buněk a trvalému poškození organismů (Uttlová et al., 2016; Riegers et al., 

20017; Zhu et al., 2020).  

 

 

2.5.2.8.2 Syntéza fosfolipidů 

Syntéza fosfolipidů probíhá v membráně endoplazmatického retikula. V prvním kroku se 

z glycerolu formuje glycerol-3-fosfát. Následně je pomocí acyl-transferáz sloučen s mastnou 
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kyselinou a vzniká kyselina fosfatidová. Poté je pomocí fosfatáz odštěpena fosfátová skupina za 

vzniku diacylglycerolu. Dále je přidán cholin k diacylglycerolu pomocí cholin fosfotransferázy za 

vzniku fosfatidylcholinu (Cockcroft et al., 2018).  

Expozice PFOA zvýšila hladiny acyltransferázy u myší (Kawashima et al., 1989). PFOA 

zvyšovalo i hladiny glycerol-3-fosfátu u D. rerio (Dan et al., 2018). Rovněž byla prokázána zvýšená 

aktivita glycerol-3-fosfát acyltransferázy myších jater (Kudo et al. 1999), Escherichia coli (Lie et al., 

2016) a medaky japonské (Oryzias latipes) (Lee et al., 2017) vlivem expozice různých PFC. Glycerol-

3-fosfát acyltransferáza je nezbytná pro vznik lyzofosfatidové kyseliny, důležitého meziproduktu 

pro tvorbu membránových lipidů (Chen et al., 2011). Z výše uvedených údajů je patrné, že PFC 

mohou narušovat syntézu fosfolipidů, a tudíž mít negativní vliv na buněčnou membránu (Liu et al., 

2016). 
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3 Hypotézy 

• Nové perfluorované látky vykazují srovnatelnou toxicitu jako PFOS a PFOA 

• Perfluorované látky včetně PFOS a PFOA mění hladiny fosfolipidových mastných kyselin 

pstruha duhového 

• Buněčné linie pstruha duhového jsou citlivé vůči perfluorovaným látkám.  
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4 Materiály a metodika 

4.1 Chemikálie 

Využité chemikálie při kultivace buněk: 

DPBS, Gibco, Velká Británie 

FBS, Gibco, USA 

Leibovitz L-15 médium, Gibco, USA 

Pen-strep, Invitrogen, USA 

Trypanová modř, Invitrogen, USA 

Trypsin, Gibco, Velká Británie 

Využité chemikálie při expozici: 

L15ex: 

CaCl2 . 2 H2O, Sigma-Aldrich, Německo 

Galaktóza, Sigma-Aldrich, USA 

KCl, Sigma-Aldrich, Španělsko 

KH2HPO4, Lach-Ner, Česká republika 

MgCl2 . 6 H2O, Sigma-Aldrich, USA 

MgSO4 . 7 H2O, Sigma-Aldrich, Indie 

Na2HPO4 . 12 H2O, Lach-Ner 

NaCl, Sigma-Aldrich, USA 

Sodium pyruvát, Sigma-Aldrich, Japonsko 

Sterilní miliQ voda 
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EROD pufr: 

 Na2HPO4 . 12 H2O, Lach-Ner, Česká republika 

 NaH2PO4 . H2O, Lach-Ner, Česká republika 

Testování toxicity: 

AB, Invitrogen, USA 

Acetonitril (≥ 99,9%), VWR chemicals, Francie 

BSA, Sigma-Aldrich, USA 

CFDA-AM, Invitrogen, USA 

DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Izrael 

Dimethylsulfoxid, Sigma Aldrich, Česká republika 

EROD pufr 

Ethanol (≥ 99,8%), VWR chemicals, Francie 

Fluorescamin, Sigma-Aldrich, Francie 

Kyselina octová, VWR chemicals, Francie 

L15ex (expoziční) 

Neutral red, Invitrogen, USA 

Resorufin ethyl ether, Sigma-Aldrich 

Tert-butyl hydrogen peroxid, Luperox, Francie 

Využité standardy: 

GenX, HPC, (≥ 98,0%) Německo 

PFOA, (99%) Synquest Laboratories, USA 
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PFOS, (≥ 98,0%), Sigma Aldrich, Německo 

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

 

4.2 Materiály 
 

6-jamkové destičky, Thermo Fisher Scientific, Dánsko 

96-jamkové destičky, Thermo Fisher Scientific, Dánsko 

Eppendorf zkumavky 1,5 ml a 2 ml, Biologix group, Čína 

Kultivační lahve 182,5 cm2, VWR chemicals, Čína 

Sérologické pipety (sterilní), VWR chemicals, Čína 

Sterilní falkony, Jet-Bio filtration, Španělsko 

 

4.3 Přístroje a software 
 

Autokláv, BMT Medical Technology, Česká republika 

Autosampler Combi Pal, CTC, Švýcarsko 

Centrifuga Medifriger-Bl, JP Selecta, Itálie 

Centrifuga Rotanta 460R, Hettich Zentrifugen, Německo 

DB5-MS, Agilient, USA 

Hmotnostní detektor 240-MS, Varian, USA 

I-control Infinite 200 Pro, Tecan, Rakousko 

Inkubátor, Pol-Lab, Polsko 

Kolona Lichrolut, Merck, Německo 
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Laminární flow box Bio-II-A/G, Telstar, Španělsko 

Microsoft Excel (MS Office 365 Pro Plus)  

Mikroskop, Olympus, Japonsko 

Plynový chromatograf Varian 450-GC, Varian Inc., USA 

Počítací komůrka Coutess, Invitrogen, Korea 

R (verze 4.1.2) 

 

4.4 Buněčné linie 
 

Experimenty byly provedeny na liniích RTL-W1 a RTG-2. Jaterní linie pstruha duhového RTL-

W1, byla získána z Eawag (Švýcarsko). Linie RTG-2 pochází ze směsi gonádální tkáně pstruha 

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

 

4.4.1 Udržování buněčných kultur 

Buňky byly udržovány v inkubátoru při teplotě 19 °C v kultivačních lahvích (183 cm²) se 

standardním víčkem v Liebovitz’s L15 médiu s přídavkem FBS (z angl. fetal bovine serum) a 

antibiotik. Pro buněčnou linii RTG-2 obsahovalo médium 10 % FBS a 1 % antibiotika Pen-strep 

(penicilin 10 000 jednotek/ml a streptomycin 10 000 µg/ml), pro zamezení kontaminace. Pro 

buněčnou linii RTL-W1 obsahovalo medium pouze 5 % FBS bez přídavku antibiotik (dále jen 

kultivační média). Médium bylo vyměňováno jedenkrát týdně. Dle rychlosti růstu probíhala pasáž, 

obvykle 1x týdně. Při pasáži byly buňky jednou opláchnuty DPBS (Dulbecco‘s phosphate buffered 

saline), pro odstranění FBS, které inhibuje aktivitu trypsinu. Posléze byl přidán proteolytický enzym 

trypsin pro uvolnění adherovaných buněk. Trypsin byl ponechán v kontaktu s buňkami po dobu 

maximálně 2 minut, aby se zamezilo poškození buněčné membrány. Působení trypsinu bylo 

zastaveno opětovným přidáním média obsahujícího FBS. Následně byla buněčná suspenze 

centrifugována (400 rcf, relativní centrifugační síla) po dobu 5 minut. Vzniklá suspenze byla 

rozdělena do nových lahví (3,5 mil. buněk/lahev). 
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Příprava média L15ex: 

 L15ex, nebo také expoziční médium bylo připraveno dle Schirmer et al. (1997). K 680 ml 

MiliQ vody bylo přidáno 100 ml roztoků A, B a C, 10 ml 5,5% roztoku pyruvátu sodného v MiliQ vodě 

a 10 ml 9% roztoku galaktózy v MiliQ vodě.  Roztoky A, B a C byly před přípravou média sterilizovány 

v autoklávu (122 °C, 20 min), roztoky D a E byly sterilizovány filtrací přes nylonový filtr s velikostí 

pórů 0,22 μm. 

  

 Pro přípravu roztoku A bylo do 1000 ml MiliQ vody přidáno: 

80 g NaCl 

4 g KCl 

2 g MgCl2 . 6 H2O 

2 g MgSO4 . 7 H2O 

 Pro přípravu roztoku B bylo do 1000 ml MiliQ vody přidáno: 

1,85 g CaCl2 . 2 H2O 

 Pro přípravu roztoku C bylo do 1000 ml MiliQ vody přidáno: 

0,6 g KH2PO4 

4,79 Na2HPO4 . 12 H2O 

  

 

Počítání buněk 

Suspenze buněk v kultivačním médiu byla zředěna roztokem trypanové modři (0,4%) v 

poměru 1:1. Buňky byly následně počítány v automatické počítací komůrce. Měření bylo provedeno 

dvakrát a následně byly hodnoty viabilních buněk zprůměrovány.  

 

Nasazení buněk a expozice  

Buňky v Liebovitz’s L15 kultivačním médiu byly nasazeny do 96 jamkové destičky v hustotě 

50 000 buněk/jamku a ponechány 24 hodin v inkubátoru (19 °C) pro dokonalou adhezi. Kultivační 

médium bylo odsáto a buňky byly 1x opláchnuty L15ex médiem pro odstranění zbylého FBS, které 

by mohlo interagovat s testovaným analytem. FBS obsahuje proteiny, na které se PFAS váží 

(Forsthuber et al., 2020) a výsledky by tak mohly být podhodnoceny. Následně byly buňky po dobu 

24 hodin exponovány roztokům perfluorovaných látek o koncentracích 5, 10, 25, 50, 75 a 100 mg/l 

v expozičním médiu. Při přípravě zásobních roztoků byly perfluorované látky rozpuštěny buď v 

DMSO (dimethylsulfoxid) nebo v ethanolu. Koncentrace rozpouštědla v jamce nikdy nepřesáhla 0,1 

%. Jako negativní kontrola bylo použito samostatné L15ex médium (tzv. cell control) a L15ex 
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médium s příměsí odpovídajícího rozpouštědla o koncentraci 0,1 % (tzv. solvent control). Výsledné 

hodnoty byly vztaženy k negativní kontrole obsahující rozpouštědlo. Chybové úsečky reprezentují 

směrodatnou odchylku. Měření probíhalo ve 3 paralelách.  

 

 

4.5 Testy toxicity 
 

4.5.1 Postup detekce reaktivních forem kyslíku  

DCFH-DA (2‘,7‘-dichlorfluorescein diacetát) proniká do buňky, kde je působením esteráz 

přeměněn na DCFH (dichloro-dihydro-fluorescein diacetát). V přítomnosti ROS je okamžitě 

oxidován na vysoce fluorescenční DCF (dichlorfluorescein). Fluorescenci DCF je možné detekovat 

při excitačních vlnových délkách 485 nm a emisních vlnových délkách 535 nm. Hodnota odpovídá 

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

 

Před expozicí bylo odsáto kultivační medium a buňky 1x opláchnuty L15ex médiem. 

Následně byl do každé jamky přidán roztok 20μM DCFH-DA a destička byla ponechána 30 minut ve 

tmě v inkubátoru (19 °C). Poté byly buňky opět opláchnuty L15ex médiem a následně byly 

exponovány perfluorovaným látkám a pozitivní kontrole t-BHP (tert-butyl hydrogen peroxid) o 

koncentracích 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06 a 0,03 mM. Nárůst intenzity fluorescence (ex 485/em 535 nm) 

byl měřen ihned poté a následně 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-deethyláza  

Test EROD detekuje aktivitu cytochromu P450 1A. Využívá principu přeměny 7-

ethoxyresorufinu na resorufin pomocí cytochromu P450 1A. Resorufin je poté možné detekovat 

fluorescenčně při excitační vlnové délce 530 nm a emisní vlnové délce 590 nm (Payne et al., 1975). 

 

Test byl proveden dle Kennedy et al. (1994). EROD pufr byl připraven postupným 

přidáváním 0,2M roztoku NaH2PO4 k 0,2M roztoku NA2HPO4 dokud nebylo dosaženo pH 8. Následně 

byl naředěn MiliQ vodou pro dosažení koncentrace 50 mM.  

 

Buňky exponované po dobu 24 hodin perfluorovaným látkám a pozitivní kontrole 

benzo[a]pyrenu o koncentracích 2; 1; 0,5 a 0,1 μM byly 2x opláchnuty EROD pufrem a do každé 
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jamky bylo přidáno 100 µl 2 µM barvící roztoku ethoxyresorufinu. Bezprostředně po přidání byla 

změřena fluorescenční intenzita (ex/em; 530/590 nm). Měření probíhalo celkem 10x po 1 minutě 

za neustálého třepání. Následně byl stanoven obsah bílkovin přidáním 50 μl 0,03 mg/ml 

fluorescaminu v acetonitrilu. Měření předcházelo 10 minut třepání ve tmě (ve spektrofotometru) 

ex/em; 365/470 nm. Výsledné hodnoty obratu ethoxyresorufinu byly vyjádřeny v pikomolech 

resorufinu na mg proteinu za minutu (pmol/mg proteinu/min) dle resorufinové a proteinové 

standardní křivky. Proteinová křivka byla sestavena pomocí BSA (hovězí sérový albumin) v EROD 

pufru. 

 

4.5.3 Postup měření buněčné viability  

Principem měření Alamar blue (AB) je schopnost živých buněk redukovat málo 

fluorescenční resazurin na velmi fluorescenční resorufin (Obr. 9). Fluorescenční odezva odpovídá 

počtu živých buněk (Schreer et al., 2005). 

 

 

Obrázek 9. Mechanismus testu Alamar Blue. Upraveno dle Ligasová et al. (2021) 

 

Barvivo CFDA-AM (5-karboxyfluorescein diacetát, acetoxymethyl ester) je v živých buňkách 

přeměněno pomocí esteráz na polární CFDA (karboxyfluorescein diacetát), které je fluorescentní. 

Takto přeměněné barvivo není schopno procházet membránou živých buněk, naopak mrtvé buňky 

jej vypustí. Tento test tudíž měří enzymatickou aktivitu a zároveň integritu buněčné membrány 

(Schreer et al., 2005).  

 

Testy CFDA-AM a AB byly provedeny dle Dayeh et al. (2013). Buňky exponované 24 hod byly 

2x opláchnuty roztokem L15ex pro dokonalé odstranění perfluorovaných látek. Poté byla každá 

jamka ošetřena 100 µl roztoku CFDA-AM/AB (CFDA-AM o koncentraci 0,1 μl/ml a Alamar blue o 

koncentraci 6,25 μl/ml v L15ex). Následně byly ponechány 30 minut v inkubátoru bez přístupu 

světla. Byla změřena 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 (příjem neutrální červeně, z angl. neutral red uptake) je schopnost 

živých buněk vázat barvivo neutral red. Toto barvivo proniká difúzí až do matrix lyzozomů. Integrita 

lyzozomální membrány může narušena přítomností toxických látek. Poškozené buňky tak nejsou 

schopny zadržovat barvivo. Následným oplachem je odstraněno nezadržené barvivo a poté dochází 

k extrakci NRU. Uvolněné barvivo odpovídá počtu viabilních buněk a je detekováno při excitační 

vlnové délce 532 nm a emisní vlnové délce 680 nm (Hammond et al. 1980).  

 

Buňky exponované 24 hod 2x opláchnuty roztokem L15ex. K opláchnutým buňkám bylo 

následně přidáno 100 μl roztoku NRU v L15ex o koncentraci 10 μl/ml. Poté byly buňky uloženy na 

60 minut do inkubátoru. Po uplynutí této doby byly buňky 2x opláchnuty L15ex a následně bylo NRU 

extrahováno pomocí extrakčního roztoku (1% ledová kyselina octová, 50% ethanol, 49 % miliQ 

voda). Obsah všech buněk byl důkladně zhomogenizován pipetováním a následně byla stanovena 

intenzita fluorescence (ex 532/ em 680 nm).  

 

4.5.4 Analýza fosfolipidových mastných kyselin 

4.5.4.1 Expozice 

PLFA analýza vyžaduje velké množství buněk. Proto nebylo možné provádět test v 96 

jamkových destičkách. Test byl proveden v 6 jamkových destičkách s obsahem 1 milionu buněk 

v jamce. 1 destička obsahovala 1 paralelu a bylo měřeno celkem 5 paralel. Buňky byly ponechány 

24 hodin v inkubátoru pro dokonalou adhezi. Následně byly opláchnuty expozičním médiem a 

exponovány PFC v expozičním médiu o koncentracích 0,5; 5 a 50 mg/l (PFOS, PFOA a GenX) a 0,25; 

2,5 a 25 mg/l HFPO-TA a kontrole, která obsahovala 0,01 % rozpouštědla. Různé expoziční 

koncentrace byly zvoleny na základě výsledků testů viability. Pro měření byly použity pouze 

koncentrace, které nesnižovaly viabilitu pod 80 %. Expozice probíhala 24 hodin. Poté byl odebrán 

expoziční roztok s PFC, spolu s buňkami. Buňky byly odebrány pomocí trypsinu, stejně jako při 

pasáži. Následně byly vzorky centrifugovány (460 g) po dobu 8 minut. Poté byl odebrán supernatant 

a buňky byly lyofilizovány.  

 

4.5.4.2 Extrakce 

Lyofilizované buňky byly převedeny do skleněných vypálených zkumavek a zváženy pomocí 

analytických vah. Poté byla k vzorku přidána směs chloroform:methanol:fosfátový pufr (pH = 7,4) o 

poměru 1:2:0,8. Následně byl staticky extrahován v pokojové teplotě a ve tmě po dobu 1 hodiny. 
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Vzorek byl centrifugován (3500 rpm; 5 min) a poté byl odebrán supernatant do vypálené skleněné 

zkumavky a ponechán opět v pokojové teplotě a ve tmě. Následně bylo k sedimentované části 

přidáno 1,25 ml methanolu a 0,625 ml chloroformu a vzorek byl promíchán a poté byl ponechán 

v lednici (4 °C) po dobu 1 hodiny. Následně byl vzorek opět centrifugován (3500 rpm, 5 min) a byla 

odebrána spodní chloroformová část. K horní vodné fázi bylo přidáno 1,88 ml chloroformu a 1,88 

ml pufru a směs byla opět centrifugována. Poté byla chloroformová část smíchána s předešlým 

supernatantem. Vzorek byl následně odpařen do sucha pomocí proudu dusíku, poté k němu bylo 

přidáno 1,88 ml chloroformu spolu s 1,88 ml pufru. Poté byl aplikován na kolonu LiChrolut Si 60, 

která byla předem promytá chloroformem. Kolonka byla následně promytá chloroformem (2 ml) 

pro odstranění frakce neutrálních lipidů a poté acetonem (6 ml) pro odstranění frakce glykolipidů. 

Následné promytí methanolem (2 ml) uvolnilo frakci fosfolipidů, která byla odebrána. Vzorek byl 

opět odpařen do sucha pomocí proudu dusíku a poté k němu bylo přidáno 0,5 ml toluenu a 0,5 ml 

methanolu. Ke směsi byl poté přidán 1 ml 0,2 M KOH v bezvodném methanolu. Vzorek byl následně 

inkubován ve vodní lázni po dobu 15 minut (37 °C). Poté byl přidán hexan (1,6 ml), chloroform (0,4 

ml), 1 M kyselina octová (0,3 ml) a destilovaná voda (2 ml). Vzorek byl centrifugován (2500 rpm, 5 

min) a supernatant byl odebrán, vzorek byl promyt 2× 0,4 ml chloroformu a 1,6 ml hexanu a směs 

byla opět centrifugována (2500 rpm, 5 min.). Supernatant byl odebrán a přidán k předešlému 

supernatantu. Tato extrakce byla poté ještě jednou zopakována. Vzorek byl opět odpařen do sucha 

pomocí proudu dusíku a poté bylo přidáno 0,95 ml hexanu a vzorek byl převeden do krimpovací 

vialky. Následně bylo ke vzorku přidáno 50 µl vnitřního standardu (200 mg/l C13 v hexanu) 

 

4.5.4.3 Kvantitativní stanovení methylesterů fosfolipidových mastných kyselin 

Pro analýzu vzorků byl využit plynový chromatograf Varian 450-GC s hmotnostním 

detektorem Varian 240-MS (GC-MS, z angl. gas chromatography – mass spektrometry). Vzorky byly 

dávkovány o objemu 1 µl pomocí autosampleru. Pro separaci byla využita kolona DB5-MS o 

průměru 0,25 mm a délce 30 m a stacionární fázi 0,25 µm. Nosným plynem bylo helium (1 ml/min). 

První minutu byl teplotní program nastaven na teplotu 60 °C při zavřeném děliči. Následně byl dělič 

otevřen a teplota začala lineárně stoupat do 120 °C (25 °C/min) a poté do 240 °C (2,5 °C/min). 6 

minut po startu proběhla detekce. Byl měřen celkový iontový proud v rozsahu 50-500 m/z. 

Porovnáním hmotnostních spekter byly stanoveny methylestery fosfolipidových mastných kyselin. 

Byly sestrojeny kalibrační křivky v koncentračním rozsahu 0,05-10 µg/ml, dle kterých byly následně 

stanoveny koncentrace analytů.  
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Pro zpracování výsledků byly vybrány pouze mastné kyseliny, které byly detekovány ve 

všech měření, a jejichž rozdíl od kontrolního měření byl statisticky významný alespoň u jedné 

z testovaných látek. 

 

4.5.5 Statistická analýza 

Pro určení normální distribuce dat byl použit Shaphiro-Wilkův test normality. Pro určení, zda 

byl rozdíl mezi kontrolou a exponovanými buňkami signifikantní byla použita jednocestná analýza 

variance (ANOVA), s následným Tukeyho Post hoc testem. Testy byly provedené v programu R 

(verze 4.1.2). Grafy byly následně vytvořeny v programu Microsoft Excel (MS Office 365 Pro Plus). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

5 Výsledky a diskuze 

 

5.1 Viabilita  
 

Viabilita buněčné linie RTG-2 

 

PFOS 

Při testování koncentrací 5-100 mg/l nedošlo ke statisticky významnému poklesu viability. 

Data v této práci nejsou zobrazena. Přesto, že bylo publikováno, že se PFOS akumuluje v gonádách 

různých ryb (Ankley et al. 2007, Du et al., 2009) a zároveň pravděpodobně inhibuje jejich růst u D. 

rerio při 70denní expozici ve vodě 50-250 µg/l (Du et al., 2009). 

 

PFOA 

 

Graf č. 1: Viabilita buněčné linie RTG-2 po 24 hod. expozici PFOA. * značí statisticky významné 

výsledky (p ≤ 0,05) 

Při testování koncentrací 5-100 mg/l PFOA došlo ke statisticky významnému snížení viability 

při expozici koncentracím 75 a 100 mg/l (Graf č. 1). Ze snížených hladin CFDA-AM ve srovnání 

s kontrolou je patrné, že byla snížena membránová integrita při koncentracích 100 mg/l PFOA. 
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Zároveň je patrné, že při koncentracích 75 a 100 mg/l došlo ke snížení metabolické aktivity buněk 

(AB). Nepatrně zvýšené hodnoty viability v nižších koncentracích (5 a 10 mg/l) mohou být 

způsobeny takzvanou hormezí. Hormeze označuje pojem, kdy nižší koncentrace způsobují příznivé 

odezvy vlivem stresu (Mattson et al., 2008). Buňky mohly vlivem nižších koncentrací proliferovat a 

tudíž zvyšovat množství viabilních buněk.  

 

GenX 

Při testování koncentrací 5-100 mg/l GenX nedošlo ke snížení viability. Data v této práci 

nejsou zobrazena. Nebyla nalezena žádná data o expozici rybích gonadálních buněk, bylo ovšem 

publikováno, že in vivo expozice způsobila sníženou hmotnost varlat u myší (Conley et al., 2019). 

Zároveň se v této práci ukázalo, že vlivem in utero expozice GenX se snižují hladiny testosteronu u 

myší, který je produkován gonadálními buňkami. Snížené hladiny testosteronu pak mohou vést 

k různým malformacím potomků. Je možné, že příčinou je aktivace PPAR vlivem PFC. Existují totiž 

důkazy o tom, že aktivace PPAR způsobuje anti-androgenní efekt (Gazouli et al., 2002; Nepelska et 

al., 2015; Conley et al., 2019). 

 

HFPO-TA 

 

Graf č. 2: Viabilita buněčné linie RTG-2 po 24 hod. expozici HFPO-TA. * značí statisticky významné 

výsledky (p ≤ 0,05) 
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Expozice koncentracím 5-100 mg/l HFPO-TA po dobu 24 hodin (Graf č. 2) vedla ke 

statisticky významnému poklesu membránové integrity ve všech testovaných koncentracích. 

Hodnoty viability ovšem neklesly pod 80 % při expozici koncentracím nižším než 25 mg/l. Literatura 

neobsahuje mnoho záznamů o měření viability gonadálních buněčných linií. Existují ale záznamy, 

že i HFPO-TA se akumuluje v reprodukčních orgánech některých organismů. Například ve 

vaječnících skokana černoskvrného (Pelophylax nigromaculatus) odloveného v Číně byly 

detekovány obdobné koncentrace HFPO-TA jako PFOS či PFOA (Cui et al., 2018).  

 Xin et al. (2019) zdokumentovali daleko výraznější afinitu HFPO-TA a HFPO-TeA 

k estrogenním receptorům α i β buněčné linie MVLN než v případě PFOA. Estrogenní receptor α se 

nachází mimo jiné v děloze a ve vaječnících. Rovněž estrogenní receptor β se nachází ve vaječnících, 

ale také například v prostatě a v močovém měchýři (Paterni et al., 2014). Estrogenní receptory 

HFPO-TA i HFPO-TeA vykazovali antagonistickou aktivitu, naopak PFOA vykazovalo agonistickou 

aktivitu. Tyto látky tak mohou účinkovat na pohlavní orgány různých organismů, například 

narušením estrogenní aktivity. 
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Viabilita jaterní buněčná linie RTL-W1 

 

PFOS 

 

Graf č. 3: Viabilita buněčné linie RTL-W1 po 24 hod. expozici PFOS. * značí statisticky významné 

výsledky (p ≤ 0,05) 

Vlivem 24hodinové expozice koncentracím v rozmezí 50-100 mg/l PFOS došlo ke statisticky 

významnému snížení metabolické aktivity (Graf č. 3). Naopak je očividné, že nedochází k narušení 

lyzozomů, ani ke statisticky významnému narušení membránové integrity. Jaterní buňky jsou dle 

očekávání náchylnější k toxickému účinku PFOS než gonadální. Martin et al. (2003) zdokumentovali 

zvýšenou akumulaci PFOS v játrech pstruha duhového. Krøvel et al. (2008) nezaznamenali snížení 

viability primární jaterní buněčné linie lososa obecného při expozici koncentracím 1-25 mg/l po 

dobu 48 hodin. Hepatocyty pstruha duhového obdobně jako hepatocyty lososa obecného 

nevykazují signifikantní pokles viability při expozici 25 mg/l PFOA. 
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PFOA 

 

Graf č. 4: Viabilita buněčné linie RTL-W1 po 24 hod. expozici PFOA. * značí statisticky významné 

výsledky (p ≤ 0,05) 

Při testování koncentrací 5-100 mg/l PFOS došlo ke statisticky významnému snížení viability 

ve dvou nejvyšších koncentracích (75 a 100 mg/l) (Graf č. 4). Největší vliv má expozice PFOA na 

metabolickou aktivitu. V nejvyšší koncentraci rovněž narušuje membránovou integritu.  

Jaterní linie pstruha duhového vykazuje pravděpodobně nižší citlivost vůči PFC než jaterní 

linie tilápie. Viabilita jaterní linie tilápie byla po 24hodinové expozici snížena viabilita pod 80 % při 

koncentracích 15 mg/l (Liu et al., 2007). Buněčná jaterní linie D. rerio vykazovala až 55% úbytek 

viability po expozici 96 hodin PFOA (Mahapatra et al., 2017). Oproti tomu lidské HepG2 buňky 

vykazovaly redukci viability pod 80 % již při koncentracích 15 mg/l (Wen et al., 2020), tudíž se jeví 

jako daleko citlivější, než linie RTL-W1.  

 

GenX 

Byly testovány koncentrace v rozmezí 5-100 mg/l GenX. Viabilita nepoklesla u žádné 

z testovaných koncentrací. Data v této práci nejsou zobrazena. Stejným testem (NRU) nebylo 

prokázané snížení viability HepG2. Ke snížení pod 80 % došlo až při koncentracích vyšších než 270 

mg/kg.  V porovnání s PFOA vykazoval GenX menší toxicitu (Wen et al., 2020), což je shodné 

s výsledky v této diplomové práci.  
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HFPO-TA 

 

Graf č. 5: Viabilita buněčné linie RTL-W1 po 24 hod. expozici HFPO-TA. * značí statisticky 

významné výsledky (p ≤ 0,05) 

Při testování koncentrací 5-100 mg/l HFPO-TA došlo ke statisticky významnému snížení 

viability při expozici koncentracím 50-100 mg/l (Graf č. 5). V porovnání s PFOA a PFOS vykazuje 

HFPO-TA dramaticky vyšší toxicitu u jaterních i gonadálních buněk pstruha duhového. Bylo 

detekováno narušení integrity buněčné membrány (CFDA-AM) i metabolické aktivity (AB). Zároveň 

je patrné, že došlo k poškození lyzozomů (NRU). 

Výsledky jsou shodné s literaturou. HFPO-TA prokazatelně snížilo viabilitu lidských 

hepatocytů o 20 % při 24hodinové expozici 59,5 mg/l, což koresponduje s těmito výsledky i přesto, 

že se jedná o jinou buněčnou linii (Sheng et al., 2018). Liang et al. (2022) prokázali snížení viability 

lidských H9 buněk (embryonální kmenové buňky) za stejný časový úsek při expozici koncentraci 148 

mg/l. Výsledky této diplomové práce, shodně s literaturou vykazuje HFPO-TA vyšší toxicitu než PFOS 

i PFOA. Například 28denní expozice myších jaterních sféroidů koncentracím 50 mg/l HFPO-TA snížila 

viabilitu, ale PFOA nikoliv (Sun et al., 2022). 
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5.2 Reaktivní formy kyslíku 
 

 

Graf č. 6: Hodnoty ROS buněčné linie RTG-2 po expozici HFPO-TA v časových intervalech 10, 45 a 

100 min. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 

 

 

Graf č. 7: Hodnoty ROS buněčné linie RTL-W1 po expozici HFPO-TA v časových intervalech 10, 45 a 

100 min. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 
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Jedinou testovanou látkou, která způsobila statisticky významné zvýšení intercelulárních 

ROS je HFPO-TA. Obě linie vykazovaly vznik ROS v závislosti na koncentraci. Jaterní buněčná linie 

ovšem vykazovala vyšší tvorbu ROS než gonadální linie při expozici HFPO-TA. Nejvyšší hodnoty ROS 

byly u obou linií změřeny ihned po začátku experimentu (Graf č. 6 a 7). Posléze klesaly s časem, což 

může být odůvodněno poklesem viability (viz graf č. 2 a 5). Nejvyšší odezvy byly zaznamenány při 

koncentracích (100 mg/l), a u obou buněčných linií dosahovaly vyšších hodnot než expozice 0,12; 

0,06 a 0,03 mM pozitivní kontroly T-BHP. Liang et al. (2022) rovněž naměřili zvýšené hodnoty ROS 

lidské embryonální kmenové buněčné linie hESC (z angl. human embryonic stem cells) při expozici 

koncentracím 198 mg/l po dobu 24hodin. Docházelo ovšem ke vzrůstu koncentrace ROS s časem.  

 

5.3 EROD aktivita 
 

 

Graf č. 8: Vyjádření aktivity EROD buněčné linie RTL-W1 po expozici GenX. * značí statisticky 

významné výsledky (p ≤ 0,05) 

Jak již bylo zmíněno, hodnoty viability při 24hodinové expozici všem testovaným 

koncentracím GenX nebyly sníženy. Nicméně je nutné zahrnout do měření EROD aktivity i viabilitu, 

neboť její snížené hodnoty mohou způsobovat nízké koncentrace proteinů, což následně zkresluje 

výsledné hodnoty EROD aktivity. Ke statisticky zvýšené aktivitě CYP1A došlo při expozici nejvyšší 

testované koncentraci (Graf č. 8). Data firmy DuPont ukazují, že GenX vyvolal při 28denní in vivo 

expozici myší 3 a 30 mg/kg tělesné váhy/den GenX pomocí orální sondy zvýšenou aktivitu 

cytochromu P450 o 26 % a 53 % (DuPont, 2008). 

*

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0

20

40

60

80

100

120

Kontrola 5 10 25 50 75 100

A
kt

iv
it

a 
ER

O
D

 [p
m

o
l/

m
g 

p
ro

te
in

u
/m

in
]

V
ia

b
ili

ta
 [%

]

Koncentrace [mg/l]

GenX, EROD, RTL-W1

Viabilita EROD



54 
 

 

Ostatní testované látky (PFOS, PFOA, HFPO-TA) nevykazovaly zvýšení aktivity cytochromu. 

V teoretické části této práce bylo poukázáno na rozcházející se výsledky aktivity cytochromu po 

expozici PFC v odborné literatuře. Autoři navrhují, že je cytochrom naopak inhibován (Narimatsu et 

al., 2011; Amstutz et al., 2022). To ovšem z těchto výsledků není patrné, neboť aktivita EROD 

detekuje pouze indukci cytochromu.  
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5.4 Analýza fosfolipidových mastných kyselin  
 

Analýza fosfolipidových mastných kyselin buněčné linie RTG-2 

 

PFOA 

 

 

Graf č. 9: Koncentrace fosfolipidových mastných kyselin po 24hodinové expozici buněčné linie 

RTLG-2 0,5; 5 a 50 mg/l PFOA. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 

 

Při expozici 0,5-50 mg/l PFOA došlo ke zvýšení koncentrace fosfolipidů při expozici 

nejnižším koncentracím (0,5 mg/l) a následné snížení koncentrace fosfolipidů v závislosti na 

zvyšující se koncentraci PFOA. Nejpravděpodobnějším odůvodněním zvýšení koncentrace 

fosfolipidů je buněčná proliferace. Buňky při dělení zvyšují obsah fosfolipidů, neboť se vytváří nová 

buněčná membrána. Tato hypotéza je podpořena výsledky v grafu č. 1, ze kterého je patrné, že 

buňky po expozici 5 a 10 mg/l PFOA mírně zvýšily počet viabilních buněk. PFOA již byla spojována 
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s buněčnou proliferací. Toto tvrzení je v souladu s literaturou. Například 72hodinová expozice linie 

MCF 10 (buňky lidského prsu) 20 mg/l PFOA způsobila 50% nárůst viabilních buněk (Pierozan et al., 

2018). Snížené koncentrace fosfolipidových mastných kyselin při expozici ukazují, že došlo 

pravděpodobně k narušení membrány. 

 

 

PFOS 

 

Graf č. 10: Koncentrace fosfolipidových mastných kyselin po 24hodinové expozici buněčné linie 

RTLG-2 0,5; 5 a 50 mg/l PFOS. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 

 

Při testování koncentrací 0,5-50 mg/l PFOS došlo ke zvýšení obsahu fosfolipidových 

mastných kyselin při expozici 0,5 a 5 mg/l (Graf č. 10). Většina hodnot se pohybovala na hranici 

statistické významnosti. Stejně jako u PFOA by mohlo být zvýšení této koncentrace způsobeno 

proliferací. Měření viability neprokázalo statisticky významné zvýšení viability při expozici 
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koncentracím 5 mg/l. Doba, za kterou se tato buněčná linie dělí je přibližně 2 dny (Plumb et al., 

1971). Je možné, že buňky pouze začaly syntetizovat fosfolipidy na utvoření nové membrány, ale 

nezvýšily svoji početnost, která by mohla být zaznamenána předchozími testy. Dalším možným 

vysvětlením je, že docházelo k proliferaci některých organel, které by cytometrická měření 

nezaznamenala. Organely, jako jsou peroxisomy jsou rovněž ohraničeny fosfolipidovou 

dvouvrstvou (Carmichael et al., 2022). PFOS je spojována právě s peroxisomální proliferací 

(Berthiaume et al., 2002; DeWitt et al., 2009). Peroxisomální proliferace může být indukována 

aktivací PPAR receptorů. Jak již bylo zmíněno, PFOS prokazatelně aktivuje tento receptor u myší i 

lidí (DeWitt et al., 2009).  

 

GenX 

 

 

Graf č. 11: Koncentrace fosfolipidových mastných kyselin po 24hodinové expozici buněčné linie 

RTG-2 0,5; 5 a 50 mg/l GenX. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 
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Při testování koncentrací 0,5-50 mg/l GenX došlo k pravděpodobnému narušení membrány, 

neboť byl ve všech třech testovaných koncentracích snížen obsah fosfolipidových mastných kyselin 

(Graf č. 11). Testy membránové integrity ale neprokázaly její snížení, a tak je pravděpodobné, že 

vlivem expozice GenX dochází pouze ke strukturálním změnám, ale nedochází k úplnému poškození 

membrány. Buňka může vlivem expozice látky změnit tvar, což se může projevit na obsahu 

fosfolipidů v buněčné membráně (Liu et al., 2016). Perfluorované látky jako je PFOS a PFOA mění 

membránový potenciál (Tsuda et al., 2016) a zvyšují membránovou fluiditu (Paneth et al., 2020; Liu 

et al., 2016), odborná literatura ovšem neobsahuje informace o vlivu GenX na membránu. Ná 

základě těchto dat lze říct, že GenX narušuje obsah fosfolipidových mastných kyselin gonadálních 

buněk pstruha duhového více, než PFOS či PFOA. 

 

HFPO-TA 

Při testování 0,25-25 mg/l HFPO-TA nedošlo ke statisticky významným změnám oproti 

kontrolnímu měření. HFPO-TA nenarušuje membránu gonadální buněčné linie obdobným 

způsobem jako PFOS, PFOA i GenX. Zároveň je patrné, že je gonadální linie méně citlivá vůči expozici 

HFPO-TA nežli jaterní.  
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Analýza fosfolipidových mastných kyselin buněčné linie RTL-W1 

PFOS 

 

 

Graf č. 12: Koncentrace fosfolipidových mastných kyselin po 24hodinové expozici buněčné linie 

RTLW-1 0,5; 5 a 50 mg/l PFOS. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 

 

Při testování koncentrací 0,5-50 mg/l PFOS došlo ke statisticky významnému poklesu 

fosfolipidových mastných kyselin ve všech testovaných koncentracích (Graf č. 12). Je velmi 

pravděpodobné, že vlivem PFOS dochází k narušení membrány. Je ovšem nutné podotknout, že test 

integrity membrány (Graf č. 3) neprokázal její narušení při expozici koncentraci 50 mg/l. Tento test 

ovšem prokazuje pouze schopnost buňky zadržet barvivo, je tak možné, že dochází ke strukturnímu 

narušení buněčné membrány, ale nikoli úplné perforaci.  Liu et al. (2016) zjistili, že při ošetření E. 

coli 500 mg/l PFOS po dobu 3 hodin byla narušena integrita membrány. Dále bylo patrné ze snímků 
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z transmisního elektronového mikroskopu, že při vyšších koncentrací došlo k úplnému poškození 

membrány a následnému vylití buněčného obsahu do extracelulárního prostředí. Autoři se 

domnívají, že se PFOS a PFOA váže na lipidy uvnitř membrány a tím narušují její integritu.  

 

PFOA 

 

Graf č. 13: Koncentrace fosfolipidových mastných kyselin po 24hodinové expozici buněčné linie 

RTLW-1 0,5; 5 a 50 mg/l PFOA. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 

 

Byly analyzovány fosfolipidové mastné kyseliny jaterní buněčné linie pstruha duhového po 

24hodinové expozici koncentracím 0,5-50 mg/l PFOA. Tato expozice snížila hodnoty koncentrací 

fosfolipidových mastných kyselin ve všech testovaných koncentracích (Graf č. 13). PFOA taktéž 

narušuje membránu jaterní buněčné linie pstruha duhového, ale podstatně méně než PFOS. Liu et 
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al (2016) zjistili, že integrita membrány E. coli byla narušena při expozici 15 mg/l PFOA po dobu 3 

hodin. 3hodinová expozice 40 mg/l PFOA také narušuje membránu buněčné linie HepG2 (Shan et 

al., 2013). Je možné, že jaterní buňky pstruha duhového jsou méně citlivé vůči expozici PFOA než 

PFOS. 

 

GenX 

Žádná z testovaných koncentrací (0,5-50 mg/l) nezpůsobila signifikantní změnu 

v koncentracích fosfolipidových mastných kyselin. Z těchto dat vyplývá, že jaterní buněčná linie 

pstruha duhového vykazuje vyšší senzitivitu než gonadální. To je pozoruhodné, protože jaterní 

buněčná linie je považována za citlivější vůči expozici toxickým látkám díky jejich vysoké 

metabolické aktivitě (Woolbright et al., 2014).  
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HFPO-TA 

 

Graf č. 14: Koncentrace fosfolipidových mastných kyselin po 24hodinové expozici buněčné linie 

RTLW-1 0,25; 2,5 a 25 mg/l HFPO-TA. * značí statisticky významné výsledky (p ≤ 0,05) 

 

Vlivem expozice 0,25-25 mg/l HFPO-TA došlo ke zvýšení koncentrace fosfolipidových 

mastných kyselin (Graf č. 14). Vysvětlením by mohla být opět proliferace některých organel jako 

jsou peroxisomy. Li et al. (2019) zdokumentovali aktivaci PPAR buněčné linie HEK 293 (lidské 

embryonální ledvinné buňky) vlivem expozice HFPO-TA. Tato aktivace může vést ke zvýšení 

proliferace peroxisomů, stejně jako u HEK 293 buněk (Bishop-Bailey et al., 2000).  
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Tabulka č. 3: Přehled negativních vlivů analytů na buněčnou linii RTL-W1. 0 označuje žádný 

naměřený efekt. 

  RTL-W1   

Látka Viabilita  ROS EROD PLFA 

PFOS ↓ 0 0 ↓ 

PFOA ↓ 0 0 ↓ 

GenX 0 0 ↑ 0 

HFPO-TA ↓ ↑ 0 ↑ 

 

Tabulka č. 4: Přehled negativních vlivů analytů na buněčnou linii RTG-2. 0 označuje žádný 

naměřený efekt. 

  RTG-2   

Látka Viabilita  ROS EROD PLFA 

PFOS 0 0 0 ↑ 

PFOA ↓ 0 0 ↑ 

GenX 0 0 0 ↓ 

HFPO-TA ↓ ↑ 0 0 

 

Tabulky č. 3 a 4 obsahují shrnutí statisticky významně odlišných efektů od kontroly na 

jaterní a gonadální buněčné linie. Kritérium pro zahrnutí negativního vlivu byl projev statisticky 

významných změn od kontrolního měření alespoň v jedné z testovaných koncentracích. Ze shrnutí 

je patrné, že z hlediska viability je jaterní buněčná linie citlivější než gonadální. Zároveň byla 

náchylnější ke vzniku ROS (Graf č. 7) aktivaci a cytochromu P450. Pouze v případě expozice GenX 

došlo k narušení membrány pouze u gonadální buněčné linie a u jaterní nikoli. 

 

Je evidentní, že expozice GenX přímo nesnižuje viabilitu, ovšem dochází k procesům jako je 

aktivace cytochromu P450, nebo interakci s fosfolipidovou dvouvrstvou. Na rozdíl od GenX, HFPO-

TA snižuje viabilitu, zbůsobuje ROS, vyvolává změny v koncentraci fosfolipidových mastných kyselin, 

ale aktivace cytochromu P450 nebyla pozorována. 
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6 Závěr 

V této práci byla testována toxicita vybraných perfluorovaných látek, mezi nimiž byly i takzvané 

nové, nebo alternativní perfluorované látky. Tyto nové perfluorované látky již byly detekovány 

v různých matricích životního prostředí ve vysokých koncentracích.  Zatím ale neexistuje mnoho 

dat, která by zhodnotila jejich toxicitu, a proto existují pochybnosti o jejich bezpečnosti. Tato práce 

jako první vyhodnocuje toxicitu perfluorovaných látek u jaterní a gonadální linie pstruha duhového. 

Z hlediska hodnocení ekotoxicity je buněčná linie pstruha duhového relevantní, neboť právě ryby 

jsou vystavovány perfluorovaným látkám ve značné míře. Z výsledných dat vyplývá, že je jaterní 

buněčná linie pstruha duhového citlivější vůči expozici vybraným perfluorovaným látkám, a je tak 

vhodnější pro ekotoxikologické testy. 

Co se testovaných látek týká, PFOS snižovala metabolickou aktivitu jaterní buněčné linie při 

24hodinové expozici koncentracím 50-100 mg/l, naopak snížení viability gonadální buněčné linie 

nebylo v rozmezí testovaných koncentrací zaznamenáno. PFOS v subletálních koncentracích 

snižovala koncentrace fosfolipidových mastných kyselin, což indikuje interakci PFOS s membránou.  

PFOA snižovala viabilitu obou buněčných linií při 24hodinové expozici 75-100 mg/l. 24hodinová 

expozice gonadální buněčné linie 0,5 mg/l PFOA zvyšovala obsah fosfolipidových mastných kyselin, 

což indikuje možnou buněčnou proliferaci, nebo zvýšení počtu některých organel. Naopak u 

expozice jaterních buněk docházelo ke statisticky významnému snížení obsahu fosfolipidových 

mastných kyselin vlivem PFOA.  

Alternativní perfluorovaná látka GenX nesnižovala viabilitu v rozmezí testovaných koncentrací, 

avšak způsobila nárůst EROD aktivity jaterní buněčné linie při expozici 100 mg/l po dobu 24 hodin. 

GenX zároveň snižovala koncentraci fosfolipidových mastných kyselin u gonadální buněčné linie. 

Druhá z testovaných alternativních perfluorovaných látek, HFPO-TA, vykazovala nejvyšší 

snížení viability ze všech testovaných analytů u obou buněčných linií. Rovněž způsobovala 

signifiktantní nárůst ROS obou buněčných linií. Zároveň zvyšovala koncentrace fosfolipidových 

mastných kyselin jaterní buněčné linie, což může být rovněž vysvětleno zvýšením počtu organel.  

Výsledky této práce naznačují, že HFPO-TA působí více toxicky, než PFOS a PFOA. Oproti tomu 

GenX vykazuje nižší toxicitu u těchto buněčných linií. Je nutné podotknout, že u jiných linií se může 

toxicita lišit. Bylo zjištěno, že všechny testované látky v subletálních koncentracích mění 

koncentrace fosfolipidových mastných kyselin alespoň u jedné z buněčných linií. Pro přesné 
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zhodnocení rizik je však nutné látky nadále zkoumat a monitorovat jejich koncentrace v životním 

prostředí.  
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