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Abstrakt
PFAS (z angl. perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl substances) jsou syntetické

perfluorované a polyfluorované alkylové slouceniny. Existuje az nékolik tisic slou¢enin PFAS
a vyskytuji ve vSech biosférach Zemé. Tyto latky vzbuzuji obavy, jelikoz byla u nich prokazana
toxicita, a to jiz pred fadou let. I pfes tato fakta jsou skoro vSechny PFAS stale na trhu.

V této praci byla hodnocena toxicita u tii latek, které jsou zakédzané PFOS
(perfluorooktansulfonatova kyselina, z angl. Perfluorooctanesulfonic acid), PFOA
(perfluorooktanova kyselina, z angl. Perfluorooctanoic acid) a PFHxS (perfluorhexansulfonova
kyselina, z angl. Perfluorohexanesulfonic acid) a u dvou latek, které jsou stale na trhu GenX
(HFPO-DA, hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina, z angl. Hexafluoropropylene oxide dimer
acid) a PFHxA (undekanfluorhexanova kyselina, z angl. Undecanfluorohexanoic acid). Toxické
ucinky téchto latek byly testovany na fase Pseudokirchneriella subcapitata pomoci testu inhibice
rustu a FDA testu. Tyto testy byly vybrany z diivodu toho, aby bylo zjiSténo, zda test FDA lze
k testovani toxicity PFAS na P. subcapita pouzivat jako alternativni test inhibice rastu.

U standardizovaného testu inhibice ristu byl méten fluorescencni signal chlorofylu
(biomasa-chlorofyl) autestu s FDA byl sledovan fluorescencni signdl barviva fluorescein
diacetat (FDA, viabilita-FDA). Ziskané hodnoty z méteni fluorescencnich signéli byly vztazeny
k hodnotdm kontroly.

Na zaklad¢ téchto testli a statistického zhodnoceni byla prokazana toxicita u vsech
sledovanych latek. Dle obou testi méla PFOS nejvétsi negativni UCinky na P. subcapitata
a nejmensi mély PFHxA a PFHxS, u kterych byly namétené hodnoty nejvice podobné hodnotam
kontroly. Béhem sledovani toxicity u vSech latek doSlo k zajimavému zjisténi a sice
k signifikantnim rozdilim mezi vysledky obou testi. Naptiklad u PFOA test inhibice rlstu
zaznamenal zvySeni poctu bunck, ale FDA test ukdzal opacny efekt. Vysledky naznacuji,
ze diivodem tohoto jevu bylo naruseni funkce intracelularnich esterdz bun¢k fas, které jsou
k funkci FDA pro oznaceni Zivych bunék nezbytné. Tudiz u téchto latek FDA test neodpovidal
vzdy skute¢nému obsahu zivych bunék, ale odpovidal snizeni metabolické aktivity.

Diky této diplomové praci byla zjisténa dal$i data vypovidajici o toxicité PFAS
na P. subcapitata a zaroven bylo otevieno téma k dal§imu vyzkumu, jakym zptisobem PFAS
ovlivityji funkei intracelularnich esteraz.

Klicova slova: PFOS, PFOA, GenX, PFHxA, PHHxS, tasy



Abstract

PFAS (perfluoroalkyl and polyfluoroalkyl substances) are synthetic perfluorinated
and polyfluorinated alkyl compounds. There are up to several thousand PFAS compounds and
they are found in every biosphere of the Earth. These substances are of concern as they have
been shown to be toxic for many years. Despite these facts, almost all PFAS are still on the
market.

In this paper, toxicity was assessed for three substances that are banned PFOS
(Perfluorooctanesulfonic acid), PFOA (Perfluorooctanoic acid) and PFHxS
(Perfluorohexanesulfonic acid) and for two substances that are still on the market GenX
(HFPO-DA, Hexafluoropropylene oxide dimer acid) and PFHxA (Undecanfluorohexanoic acid).
The toxicity of these substances was tested in the alga Pseudokirchneriella subcapitata using the
growth inhibition test and the FDA test. These tests were chosen to determine whether the FDA
test could be used as an alternative growth inhibition test to test the toxicity of PFAS on
P. subcapita.

In the standardized growth inhibition assay, the chlorophyll fluorescence signal (biomass-
chlorophyll) was measured, and in the FDA assay, the fluorescence signal of the fluorescein
diacetate dye (FDA, viability-FDA) was monitored. The obtained values from the fluorescence
signal measurements were referenced to the control values.

On the basis of these tests and statistical evaluation, toxicity was demonstrated for all
substances tested. According to both tests, PFOS had the greatest negative effects on
P. subcapitata and PFHxXA and PFHxS had the least negative effects, with measured values most
similar to those of the control. During the toxicity monitoring of all substances, an interesting
finding was that there were significant differences between the results of the two tests. For
example, for PFOA, the growth inhibition test showed an increase in cell number, but the FDA
test showed the opposite effect. The results suggest that the reason for this phenomenon was due
to the disruption of the function of the intracellular esterases of algal cells, which are essential
to the FDA function of labeling living cells. Thus, for these substances, the FDA test did not
always correspond to the actual content of living cells, but corresponded to a reduction in
metabolic activity.

Through this thesis work, additional data was found that was indicative of the toxicity of PFAS
on P. subcapitata and also opened up the topic for further research on how PFAS affect the
function of intracellular esterases.

Key words: PFOS, PFOA, GenX, PFHxA, PHHxS, algae
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1 Uvod

Perfluorované a polyfluorované alkylové latky (PFAS, zangl. perfluoroalkyl and
polyfluoroalkyl substances) jsou synteticky vyrobené organické polutanty. Jednad se o jedny
z nejhorsich latek, které si kdy lidsk4 spole¢nost mohla vytvofit, jelikoz se v pfirodé zadnym
zpiisobem nerozkladaji. Proto jsou také zndmé pod ndzvem ,,vécné chemikalie, coz vypovida
o jejich perzistenci a kumulaci. PFAS se §ifi napfi¢ celou planetou aje mozné je detekovat
dokonce 1 na Antarktidé (Gao et al., 2020).

Tyto latky jsou také silné bioakumulujici a existuji data, ktera potvrzuji jejich vyskyt
v mateiském mléce a krvi ¢lovéka (Gockener et al., 2020; Macheka-Tendenguwo et al., 2018).
PFAS se zafaly vyrabét v druhé poloviné 20. stoleti kvili hydrofobnim a lipofobnim
vlastnostem, které nasly uplatnéni v mnoha odvétvich. PFAS se staly hlavni souc¢ésti vyroby
teflonu a nasledné byly pouzivany v textilnim a obalovém primyslu.

Od zacatku 21. stoleti jsou k dispozici podlozend fakta o toxickych Ucincich jak na
rostlinach, tak Zivocisich, a i pfesto je vétSina téchto latek stale na trhu.

Tato diplomova prace ma za cil poskytnout poznatky o toxicité na fasach, konkrétné¢ na
fase Pseudokirchneriella subcapitata (synonymum: Raphidocelis subcapitata). Rasy zastupuji
celkové rostlinnou fisi, a pokud je u fas prokazana toxicita, s velkou pravdépodobnosti budou
PFAS toxické i1 pro vyssi rostliny. Zaroven jsou fasy na zacatku trofického fetézce a mohou se
tak PFAS kumulovat do vyssich trofickych urovni.

K zjisténi toxického vlivu PFAS na ftasu byl pouzit test rGstové inhibice a FDA
(fluorescein diacetat) test. Tyto testy byly vybrany z diivodu toho, aby se zjistilo, zda FDA test
1ze k testovani toxicity PFAS na P. subcapita pouzivat jako standardizovany test inhibice rtstu.
K testovani byly vybrany latky PFOS (perfluorooktansulfonatova kyselina, z angl.
Perfluorooctanesulfonic acid), PFOA (perfluorooktanova kyselina, z angl. Perfluorooctanoic
acid), PFHxS (perfluorhexansulfonova kyselina, z angl. Perfluorohexanesulfonic acid), GenX
(HFPO-DA, hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina, z angl. Hexafluoropropylene oxide dimer
acid) a PFHxA (undekanfluorhexanova kyselina, z angl. Undecanfluorohexanoic acid). Diivod
tohoto vybéru bylo porovnani zakazanych latek (PFOS, PFOA, PFHxS) s latkami povolenymi
(GenX, PFHxA).

V teoretické casti bylo zamérem seznamit Ctenafe s PFAS, kde jsou popséany jejich
zakladni chemické vlastnosti, historie a jaké maji dopady na zivotni prostfedi. V této ¢asti jsou
také uvedeny informace tykajici se regulaci PFAS na mezinarodni urovni. Dale byly popsany

ekotoxikologické testy, zejména testovani toxickych chemickych latek na nizsich rostlinach.

11



Prakticka Cast se zabyva testovanim toxickych uc¢inki PFAS na tase P. subcapitata kmen
¢. 433. Nejprve jsou popsané postupy, které bylo pfed samotnym testovanim toxicity nezbytné
ucinit. Tim je na mysli kultivace tas, ristova kiivka, testovani fluorescencnich barviv, testovani
adsorpce PFAS na povrch 96 jamkové desticky apod. AZ poté jsou popsany metody k zjisténi
toxického vlivu PFAS na tasu. Na zavér byly vSechny zjisténé vysledky interpretovany
a vyexportovany do sloupcovych grafli se statistickym vyhodnocenim. VSechny ziskané
vysledky byly také diskutovany s jinymi studiemi tykajicich se testovani toxicity PFAS.
Nedilnou soucasti této diplomové prace bylo celkové zefektivnit metodiku testovani. Tim je

mysleno snizit spotiebu chemickych latek a materialii a zvysit pocet dat ziskanych v jednu dobu.
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2 Perfluorované a polyfluorovan¢ alkylové latky (PFAS)
2.1 Zékladni charakteristika latek PFAS

PFAS jsou latky, které byly v druhé poloviné minulého stoleti synteticky vytvotené
(Sinclair et al., 2020). Podle Organizace pro hospodaiskou spolupraci a rozvoj (OECD, z angl.
Organization for Economic Cooperation and Development) se uznava témét 5000 sloucenin
PFAS (Lein, 2023).

PFAS latky se seskupuji do dvou hlavnich Sirokych kategorii, a to na nepolymerni
a polymerni molekuly. Nepolymerni PFAS se jest¢ déli na dvé skupiny perfluoralkylové
a polyfluoralkylové latky. Nepolymerni perfluoralkylové latky maji hydrofobni uhlikovy
fetézec, ktery je zcela fluorovan s vyjimkou termindlniho konce, kde je vazan sulfonat (SO3’),
fostat (OPOs3") anebo karboxylat (COO"). Tato skupina je jesté rozdélena do dalSich podskupin,
kde mlzeme nalézt jedny z nejznamé;jSich perfluorovanych kyselin, jako jsou naptiklad
PFOS a PFOA.

Skupina zahrnujici nepolymerni polyfluoralkylové latky je charakterizovana molekulami,
kde atomy uhliku jsou ¢astecné fluorovany a vazany na atomy kysliku nebo vodiku. Jednim
z prikladii jsou fluortelomer alkoholy (Panieri et al., 2022).

Polymerni PFAS zahrnuji fluorpolymery, kde vSechny atomy vodiku uhlikového fetézce
jsou nahrazeny atomy fluoru. Dale zahrnuji fluorované polymery s postrannim fetézcem, jako
jsou naptiklad fluorované akrylatové polymery a nakonec perfluorpolyethery, coz jsou latky,
v jejichZ hlavnim fetézci jsou obsaZeny atomy kysliku.

PFAS muzeme také klasifikovat podle délky uhlikového fetézce, ktery se pohybuje
v rozmezi C4-Ci7. Kratké fetézce maji méné jak 5 uhlikid a dlouhé vice jak 5 uhlikti (Panieri et
al., 2022).

Prave silna vazba mezi fluorem a uhlikem stoji za stabilitou PFAS. Latky PFAS jsou také
hydrofobni a oleofobni. Kviili témto vlastnostem jsou PFAS prakticky nedegradovatelné, a tedy
v zivotnim prostiedi perzistentni (Al Amin et al., 2020). Pravé proto miizeme znat tyto latky
1 pod ndzvem ,,Vécné chemikalie® (Samora, 2023). Tyto latky jsou bohuzel v Zivotnim prostiedi
vSudypiitomné, a to hlavné kvili ¢astému pouzivani v primyslu. Ptiklady vyuziti PFAS jsou
v odolnosti vii¢i vodé¢ u outdoorového obleceni, kobercti a kiize. V odolnosti proti mastnoté maji
vyuziti v potravinaiském primyslu. Déle se aplikuji do lestidel na podlahy, lyzatskych voskd,
insekticidnich pfipravkli. Nakonec najdou i své zastoupeni pro galvanické pokovovéni,
elektronické leptaci 14zng, letecké hydraulické kapaliny a hasici pény (Renner, 2001). V posledni
dobé¢ jsou PFAS celosvétove velmi diskutovanym tématem, jelikoz byl u nich prokazany toxicky

vliv na zivocichy vcetné ¢lovéka (Sinclair et al., 2020).
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Tabulka 1: Deleni PFAS do zdkladnich kategorii dle (Mueller R., 2020, Panieri et al., 2022)

Nepolymerni
Perfluorované Polyfluorované
Perfluoroalkylové kyseliny (PFAAs) PFBS, PFOS, PFHxS Fluorotelomerové slouceniny (FT) 6:2 FTO, 8:2 FTI
Perfluoralkansulfonové kyseliny a sulfonaty (PFSAs) PFOSI Perfluoroalkanové sulfoamidové slouc¢eniny FOSE
Perfluoralkansulfonové kyseliny (PFSIAs) PFBA, PFHxA, PFOA
Perfluorkarboxylové kyseliny a karboxylaty (PFCAs) C8-PFPA
Perfluoralkylfosfonové kyseliny (PFPAs) C8/C8-PFPiA
Perfluoralkylfosfinové kyseliny (PFPIAs)
Perfluoralkyletherové kyseliny (PFEAs) GenX, F-53B
Perfluoralkansulfonové amidy (FASA) FOSA
Perfluoralkansulfonové fluoridy (PASFs) PBSF
Perfluoralkylové jodidy (PFAIs) PFHxI
Perfluoralkanoyl fluoridy (PAFs) POF
Perfluoralkylaldehydy (PFALSs) PFNAL
Polymerni
Fluoropolymery PFA, ETFE, PTFE
Fluorované polymery s bo¢nim fetézcem Fluorovany uretan, akrylat
Perfluoropolyethery (PFPEs) PFPE-BP
R FEFEEE o
FEEFEFR OH T TS
PEOA FFFFF O  PrHxA
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FFFFFFFO PFOS F 0—%
F o}
F F GenX
FFFFFFO
o
FFFFFFO
PFHxS

Obrazek 1: vlevo Molekularni struktura PFOA (perfluorooktanova kyselina), PFOS (perfluorooktansulfonova kyselina) (Panieri
etal., 2022), PFHxS (perfluorhexansulfonova kyselina ) (Z. Zhao et al., 2022), vpravo PFHxA (pentadecafluoroktanova kyselina)
a HFPO-DA téz GenX (hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina) (Peng et al., 2024)
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2.2 Historie PFAS

PFAS latky se zacaly komer¢né vyuzivat ve 40. letech 20 stoleti. Nejcastéji byly pouzivany
pfi vyrobé nepiilnavého kuchyiiského nadobi, ke zpracovani textilniho materialu, ve vojenském
primyslu a také v protipoZarnich
prostiedcich (Gaber et al., 2023).

Prvni zaznamy velkovyroby PFAS jsou ze dvou velkych americkych spole¢nosti 3M
Comporation a E.1. du Pont de Nemours and Company (DuPont), které jsou vyrobci teflonu. Obé
firmy uz mély od roku 1976 povédomi o toxickych tcincich per- a polyfluorovanych alkylovych
latek, a i presto je dal pouzivaly béhem vyroby a tuto informaci tajily jesté dalsi desetileti pred
veiejnosti. Behem vyroby se vypoustély PFAS do okolnich fek ve stat¢ Zapadni Virginie, kde

V roce 1998 byla na spole¢nost DuPont podana Zaloba za vypusténi az 7 000 tun kalu
s obsahem PFOA do feky Ohio, kterd protékd pozemkem Zalobce. Kvili tomuto ¢inu pfisel
zalobce o veskery svij dobytek, ktery pil vodu z kontaminované feky. Déle byly opatieny dikazy
proti spole¢nostem 3M a DuPont, za jiz zminéné povédomi o toxickych ucincich per- a
polyfluorovanych latek bez informovanosti vefejnosti (Gaber et al., 2023).

Na zéklad¢ téchto faktl podala Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi (EPA, z angl.
Environmental Protection Agency) Zalobu na DuPont za poruseni Zakona o kontrole toxickych
latek §8(e) (EPA, 1991).

Za nezvetejnéni toxickych tcinkt tykajicich se PFOA dostala DuPont pokutu ve vysi 10,25
miliontit USD a 6,2 milionii USD na doplitkkové ekologické projekty vztahujici se k zivotnimu
(Gaber et al., 2023).

Mezi lety 2004-2005 se ve meéste¢ Parkersburg v Zapadni Virginii uskutecnila prvni
hromadna zaloba pod nazvem ,,Leach vs. E.l. du Pont de Nemours & Co“, které se zucastnilo
80 000 ¢lenti. Dne 28. inora 2005 se vyse zminénd spolecnost DuPont vyrovnala s hromadnou
zalobou ¢astkou v hodnoté¢ 70 miliond USD, z nichz 20 mil USD bylo uplatnéno pro dalsi
projekty tykajici se komunitniho zdravi, vzd€lavani a s vyhledem na nasledujici zaplaceni
epidemiologické studie. Dohoda také vyzadovala od obzalovanych nainstalovani
nejmodernéjSich technologii pro cisténi PFAS v Sesti vodarenskych ctvrtich a soukromych
studnich ve mésté Parkersburg (Konwinski & Ope, 2022). Aby bylo mozné podavat i
individudlni Zadosti o Uymé na zdravi kvuli expozici PFOA, bylo potfeba realizovat
epidemiologickou studii. Soudem bylo nafizeno spolecnosti DuPont tuto studii proplatit, a tak
byl ztizen védecky panel C8, ktery podchycoval a realizoval celkovy vyzkum. Tato studie trvala
od roku 2004 do roku 2012, kdy beéhem let 2005-2006 bylo odebrano 69 000 vzorkti od obyvatel

Ohio Valley. DalSich 6 let trvala analyza vzorkd v laboratofich. Panel v roce 2012 prokazal
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souvislost mezi pfitomnosti PFOA v organismu a vysokym cholesterolem, rakovinou ledvin a
varlat, s vysokym krevnim tlakem béhem téhotenstvi, ulcerdzni kolitidou a onemocnénim S§titné
zlazy (Steenland et al., 2020).

Diky této studii byla 3 500 obyvatelim se zdravotnimi ndsledky piizndna Castka v

hodnot¢ 670,7 milionit USD (Gaber et al., 2023).

2.3 Dopady PFAS na zivotni prosttedi

2.3.1 PFAS v Zivotnim prostiedi

PFAS se vyskytuji ve vSech sférach Zemé&. Dokonce jiZ existuji data o jejich vyskytu na
Antarktidé (Casal et al., 2017; Gao et al., 2020). PFAS jsou znamé tim, Ze jsou velmi
bioakumulativni, a proto se vyskytuji prakticky ve vSech zivych organismech. Vyjimkou neni
ani lidsk4 populace, u které jsou PFAS detekovany v krvi a matefském mléce (Gockener et al.,
2020; Macheka-Tendenguwo et al., 2018). V neddvné studii od Nguyen a kol. byla dokonce
poprvé indikovana expozice PFAS v lidské populaci Papuy-Nové Guineje ( Nguyen et al., 2023).

2.3.2 Expozice v zivoCi$né tisi

PFAS vstupuji do Zivotniho prostfedi predev§im z primyslovych vyrob. Vyskytuji se
v povrchovych, tak v podzemnich vodach, v pidé a také v ovzdusi, kdy se nasledn¢ kumuluji do
bioty. K expozici PFAS u Zivocicht 1. fadu (bylozravci) dochézi ptes potravni fetézec,

a to pozitim vody a rostlinné stravy (Adu et al., 2023). U vodnich organismi dochazi také
k expozici PFAS samotnym pfechodem z okolni vody ¢ili i skrze ktizi, zdbry apod. (Smith et al.,
2016). U zivoc¢icht 2. fadu (masoZzravci, vSezravci) pak dochazi k expozici 1 pies poziti
bylozravceil (Sunderland et al., 2019).

Prvni zpréva, ktera informovala o pfitomnosti PFAS u celosvétove volné zijicich zvirtat,

byla vydana v roce 2001(Giesy & Kannan, 2001).

2.3.3 Toxické ucinky v zivo€isné fisi

Z mnoha odbornych studii vyplyva, Ze PFAS maji toxicky vliv na zivo€ichy. U Zivo€ichti
zpusobuje expozice PFAS oxidac¢ni stres, méni aktivitu GSH (glutathionu), GST (glutathion S-
transferazy), SOD (superoxidu dismutdzy) a zplsobuje peroxidace lipidi. Dale zplsobuje
poskozeni DNA, jako naptiklad fragmentaci DNA fetézcti (Ma et al., 2022).

Z testovani toxického uc¢inku latky GenX na potkanech se projevil vyznamny vliv u
samic, kterym se sniZil obsah hormont §titné zlazy a lipidi v matefském mléce. Také se u nich
hmotnost u samic a niz§i hmotnost samicich reprodukcnich tkani (Conley et al., 2019).
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Ve studii od Seacat a kol. se testoval na opicich (Macaca fasicularis) toxicky ucinek
PFOS. Byla zjisténa akumulace latky pfevazné v jatrech, kde také naruSuje jejich celkovou
funkci. Dale snizuje koncentraci cholesterolu v krvi, zvySuje hmotnost jater, ale celkovou
télesnou hmotnost snizuje (Seacat et al., 2002).

Existuji také experimentalni studie, jejichz vysledky naznacuji, ze PFAS mohou mit vliv
na fidnuti ptacich vajecnych skotapek a celkove snizeni uspesnosti lihnuti u volné zijicich ptaka
(Groffen et al., 2019).

Nakonec epidemiologické studie potvrdily negativni G€inky PFAS na lidské télo.
Dochdzi ke zméné funkei $titné Zlazy a imunity, k onemocnéni jater a ledvin, dysregulaci lipida

a inzulinu, neplodnosti a rakoviné (Fenton et al., 2021).

2.3.4 Expozice v rostlinné fisi

Cesty expozice do rostlin vedou pievazné skrze kotfeny a folidrni absorpci z atmosféry
(Collins & Finnegan, 2010). Na tkanové urovni jsou tedy PFAS transportovany do kofenové
kiry. Nasledné piechazeji latky na bunéCnou uroven, kde se akumuluji v bunécénych
membranach, organelach kofenovych bunck a v mezibunécném prostoru (P. Li et al., 2020).

Celkové polutanty, a tedy 1 PFAS, vstupuji do rostlin zejména pomoci tzv. pasivniho
transportu skrze kofeny. Jedna se o samovolny pienos latek bez spotfeby chemické energie
prostiednictvim kanalli a pfenaseCovych proteini. V kofenech, které jsou vystaveny
kontaminovanému pidnimu prostiedi, se zpo¢atku velmi rychle zvySuje koncentrace polutantt,
ktera se postupné ustali a piijem latek je takika konstantni. U pasivniho transportu zalezi i na
tvaru, délce a celkové plose kotene (JaroSova, 2009). Kromé pasivniho pfenosu muize nekdy
dochazet i k aktivnimu pfenosu. Diky pfitomnym transportnim proteinlim a iontovym kanalkiim
v membranach kotfenovych bun€k se aktivné pumpuji ziviny z prostiedi do buné€k rostlin proti
jejich koncentratnimu gradientu. Je dokadzano, Ze pfes tento mechanismus se také nékteré
molekuly PFAS dostavaji do tél rostlin. Po ptfijmu PFAS do kotfent vstupuji do xylému a jsou
transportovany do vyhonkt (Adu et al., 2023).

Existuji rizné faktory, které ovliviiuji expozici PFAS u rostlin. Jednim z nich je délka
uhlikového fetézce dané molekuly PFAS. Cim krat$i je fetdzec, tim je predisponovandjsi
k pfijmu a akumulaci rostlinami. Déle zalezi na obsahu proteinti a lipidi v kofenech rostlin.
Proteiny napomahaji k transportu PFAS do rostlin (Wang et al., 2020). Oproti tomu lipidy spiSe
piijem PFAS do rostlin inhibuji (Wen et al., 2016). Dalsim faktorem je teplota, kdy se zvySujici
teplotou se zvySuje piijem PFAS. Je to dano tim, Ze celkové pii vysSich teplotach (napt. 30 °C)
maji rostliny vyssi ucinnost ve fotosyntéze, transpiraci, tak i v rychlejsi diftizi zivin. V jedné

studii byl testovan vliv teploty pii piijmu PFCA (perfluorkarboxylové kyseliny, z angl.
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Perfluoroalkyl carboxylic acids) psenici setou (7riticum aesitivum) a bylo zjisténo, ze pti vysSich
teplotach se zvysila koncentrace PFCA (H. Zhao et al., 2016). Poslednim dutlezitym faktorem
pro piijem PFAS rostlinami je organicky uhlik v puadé¢ (SOC), ktery snizuje biologickou
dostupnost PFAS pro rostliny. Se zvySujicim se obsahem SOC se zvySuje adsopce PFAS
na pudni ¢astice a sniZzuje se tak koncentrace PFAS ve vodé puadnich pért (Adu et al., 2023).
Ackoliv jiz existuji studie, které se zabyvaji pfijmem a transportem PFAS do rostlin, stale jsou

velké mezery ve znalostech ohledn¢ tohoto vyzkumu (Wang et al., 2020).

2.3.5 Toxické ucinky na rostlinnou isi

PFAS maji toxické G€inky i na rostliny, coZ mliZe negativné ovlivnit celkovy ekosystém
a jeho potravni fetézec. Tyto latky mohou zplisobovat zpomaleni rychlosti kli¢eni semen, zménu
délky kotent, inhibici ristu do vysky, snizeni poctu listl, a tedy celkové snizeni mnoZzstvi
biomasy. U rostlin dochdzi k naruseni jejich fyziologie, biochemickych procest a k zméné
genetické informace (Adu et al., 2023).

Toxické ucinky samoziejmé zavisi na koncentraci PFAS. Napiiklad u pSenice seté
(T aestivum) se obsah chlorofylu snizuje pii vysoké koncentraci PFOS (200 mg/1), ale pfi nizsi
koncentraci (5 mg/1) se obsah zvySuje (Qu et al., 2010). Pokud je tedy pSenice v kontaktu s nizsi
koncentraci PFAS (v fadu ng/l az 5 mg/l) miZe dochazet i k stimulaci jejiho ristu. Naopak
kontakt s vysokymi koncentracemi (> 100 mg/l) zptasobuje inhibici rastu (Zhou et al., 2016).
Toxické ucinky PFAS se na rostlinach projevuji v koncentracich spiSe az na urovni g/l, coz se
nastésti perfluorované latky v takové koncentraci v zivotnim prostedi nevyskytuji (Brusseau et
al., 2020).

Toxické ucinky PFAS se mohou u rostlin lisit, a tedy zalezi na druhu rostlin, koncentraci
a dobé& expozice danou PFAS (Sharma et al., 2020). Dle Pietrini a kol. naptiklad bazalka prava
(Ocimum basilicum) pti expozici PFAS nevykazovala vyznamné zmény jak na morfologické,

tak biochemické urovni (Pietrini et al., 2024).

2.3.5.1 Toxické ucinky na urovni rostlinné bunky

PFAS maji toxické ucinky nejen na morfologii téla rostlin, ale i na morfologii rostlinné
buiiky. PFAS jsou schopné deformovat tvar bunky, naruSuji strukturu mitochondrii, vnitini kristy
mitochondrii a také devastuji bunécné stény, coz ma za nasledek propustnost buiiky (Tang et al.,
2020).

Pfi expozici polutanti maji rostliny piirozenou funkci detoxikace, pii které dochazi
ke zvySovani hladiny oxida¢niho stresu, diky némuz vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS),

jako je superoxid, peroxid vodiku nebo hydroxylovy radikal (Huang et al., 2021). Rostliny

vvvvvv
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(CAT), glutathion peroxidaza (GPx), glutathion reduktaza (GR) a SOD (Matouskova et al.,
2014). I tyto enzymy jsou ovliviiovany PFAS a muze tak dochazet k snizeni jejich aktivity
(Huang et al., 2021). Kdyz se vrostlinné buiice zvysi oxidacni stres a snizi aktivita
antioxidacnich enzymil, dochézi k poskozeni také rostlinnych sloZzek jako jsou proteiny, bunécna
sténa 1 genetickd informace (Karamat et al., 2024; Wielsge et al., 2015).

PFAS maji vliv 1 na obsah chlorofylu v rostlinach. Zalezi ale na koncentraci, které jsou
rostliny vystavené. V jedné ze studii od Omagamre a kolektivu zaznamenali u s¢ji lustinaté
(Glycine max.) zvyseni obsahu chlorofylu pii vystaveni se PFBA (perfluorbutanové kyselina,
z angl. Perfluorobutanoic acid) o koncentraci < 100 ng/l. U vysSich koncentraci 100 pg/l az 1
mg/l uz byl naopak detekovan pokles obsahu chlorofylu (Omagamre et al., 2022). Expozice
PFAS také ovlivituje proteiny, které jsou zapojeny do fotosyntézy. Dle (Li et al., 2021) bylo
zjisténo, Ze pii expozici PFOA a GenX nad 100 ng/l se zménil obsah fotosyntetickych proteinti
u tasy Chlorella pyrenoidosa. U Protein Lhcal, Lhcb4 a LhebS se vyrazné snizil jejich obsah,
a to zpusobovalo fase neschopnost zachytavat svétlo. Na druhé stran¢ byl rovnéz u GenX
prokdzany vliv na proteiny D1, CP43 a CP47, u kterych podporoval jejich syntézu a transport
elektronti (Li et al., 2022; Li et al., 2021).

Tyto vécné chemikalie tedy ovliviluji fotosynteticky systém, ktery je zavisly na obsahu
chlorofylu a proteina v rostlinach. Také ale ovlivnuji i fixaci uhliku, syntézu adenosintrifosfatu
(ATP), cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA) a metabolismus sacharidli (Ebinezer et al., 2022;
Li et al., 2020).

PFAS u nékterych druhti rostlin také ovlivituji produkci metabolitti. Napiiklad u salatu
set¢ho (Lactuca sativa) byla prokézana snizend produkce aminokyselin, lipidi a mastnych
kyselin. Naopak u purinovych nukleosidi se produkce zvysila (Li et al., 2022). Biosyntéza
polyfenolu (antioxidant podilejici se na segregaci nebo inhibici ROS a aktivaci antioxidacnich
enzymu v rostlinach) byla zvysena v listech salatu setého (de Aratjo et al., 2021).

Dle studie od Guoa kol. u PFAS zptsobuji 1 poruchy pfenosu signalu a inhibuji obsah
fytohormonti (Guo et al., 2020).

PFAS také zpiisobuji naruseni exprese mnoha gent v rostlinach. Ke zménam dochazi
hlavn€ u gent transportnich, u genll reagujici na nedostatek zeleza a u genil souvisejicich
s oxidativnim stresem (Tang et al., 2020). PFAS jsou také schopny ovlivnit funkci gent, které se

zapojuji do biosyntézy amidi a peptidl, cytoamidii a cukr (Adu et al., 2023).

2.4 Regulace PFAS v Evropské unii

Vzhledem k perzistentnim a toxickym ucinkim PFAS se zacCinaji tyto latky postupné

regulovat, jak v Evropské unii (EU), tak globalné. Prvni zminka o regulaci PFAS byla v roce
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2009 v mezinarodni Stockholmské umluvé o perzistentnich organickych polutantech. Pravni
piedpisy o chemickych latkach v EU zajistuje Evropska agentura pro chemicke latky (ECHA),
ktera byla zalozena v roce 2007. Tato agentura je zodpovédna za smérnici REACH, jejiz zkratka
nese hlavni pilife, a to registrace, hodnoceni, autorizace a chemické restrikce (Brabcova et al.,

2022).

2.4.1 Globalné regulované PFAS

Diky mezinarodni Stockholmské imluvé jsou PFAS regulovany po celém svété. Prvni
regulace nastala jiz ve zminéném roce 2009, kdy byla vyloucena z pouzivani latka PFOS a jeji
derivaty (S.-4/17 UNEP, 2009). Dalsi PFAS, ktera je diky imluvé eliminovana, je PFOA a jeji
soli (S.-9/12 UNEP, 2019). Od roku 2020 uZ je podle natizeni EU o perzistentnich organickych
polutantech (POPs) tato latka uplné€ zakazana (Annex I.(EU), 2020). Stockholmské iimluva dale
zahrnuje od roku 2022 PFHxS a jeji derivaty. Nasledn¢ byla tato latka pfidana do natizeni EU o
POPs, které vyslo v platnost 28. srpna 2023 (S.-4/17 UNEP, 2009)(SC-10/13, 2022).

Je samoziejmosti, Ze se dale zvazuji dalsi PFAS, které by se mély regulovat, a to naptiklad

PFCA Co-Cy1 s dlouhym fetézcem (UNEP, 2022).

2.4.2 Restrikce REACH

Chemické politika EU omezila od roku 2023 PFCA Co-Ci4 a jejich soli a prekurzory
(Naftizeni komise (EU), 2021). Dalsi natfizeni Evropské komise, které bylo schvaleno 19.9. 2024
omezuje distribuci PFHXA a jeji derivaty od roku 2026 (Natizeni komise (EU), 2024). Evropské
staty jako Némecko, Dansko, Nizozemsko, Svédsko a Norsko navrhuji dal$i omezeni, které by
pokryvalo Sirokou Skalu PFAS. Tento navrh byl piedlozen v roce 2023 agenture ECHA, kdy ho
momentalné védecké vybory hodnoti (ECHA, 2023).

Dalsim piedstavenym navrhem od ECHA je omezeni celkového pouzivani PFAS
v hasicich pénach, jelikoz nejsou zahrnuty v univerzalnim omezeni PFAS navrzeném péti

vnitrostatnimi organy. V blizké dobé€ by mél byt tento ndvrh ratifikovan (ECHA, 2022).

2.4.3 Latky PFAS vzbuzujici velmi velké obavy podle natizeni REACH

Natizeni REACH ma pod sebou seznam latek, které vzbuzuji mimotfadné obavy
o dopadech na Zivotni prostiedi. Tento seznam je znamy pod zkratkou SVHC z angl. ,,Substances
of very high concern®. Zda latky patii na seznam SVHC, je identifikovano dle jejich perzistence,
mobility a toxickych u€inki na Zivé organismy a rostliny.
V letech 2019, 2020 a 2023, byly ureny 3 skupiny PFAS, které vyvolavaji velmi velké obavy

pro Zivotni prostiedi.
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Jedna se o skupiny:
e kyselina perfluoroheptanova (PFHpA, z angl. Perfluoroheptanoic acid) a jeji soli
e kyselina perfluorobutansulfonova (PFBS, z angl. Perfluorobutane sulfonic acid) a jeji
soli
e kyselina 2,3,3,3-tetrafluor-2-(heptafluoropropoxy) propionova,
jeji soli a jeji acylhalogenidy (GenX, (HFPO-DA))

U téchto latek byla prokdzana karcinogenita, mutagenita, reprotoxicita, perzistentni

a bioakumulativni vlastnost (ECHA, 2019; Soloneski & Larramendy, 2016)

2.4.4 Hodnoceni latek podle natizeni REACH

Od roku 2014 provétovala Evropska komise udaje o PFAS, které jsou obsazené
v registra¢ni databazi Evropské agentury pro chemické latky. Na zaklad¢ provérenych udaju
se zacaly koordinovat a regulovat skupiny PFAS. Kvili velkému poctu, ktery ¢ini vice
jak 10 000 PFAS na trhu EU, bylo zatim realizovatelné regulovat skupiny PFAS s nejvyssi
naléhavosti. Jelikoz je velice Casove narocné postupné regulovat latku po latce, Evropskd komise
se zavazuje k postupnému vytazeni vSech PFAS. Vyjimky jejich pouzivani budou pouze

v sektorech, kde jsou nenahraditelné a pro spolecnost diilezit¢ (ECHA, 2023).

2.4.5 Limity PFAS v pitné vodé

Vzhledem k toxickym u¢inktim téchto latek se zacaly sledovat jejich koncentrace v pitné
vod¢ a zavedly se limity, u kterych se povazuje voda za zdravotné nezavadnou. Dle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) je doporu¢enym limitem pro PFOA a PFOS 100 ng/l a pro
celkové PFAS 500 ng/l v pitné vod¢. Jedna se o takové limity, které jsou jesté pfijatelné vici
lidskému zdravi a lze jich spolehlivé dosdhnout (Southerland & Birnbaum, 2023). Na zakladé
tohoto doporuceni zavedla v roce 2021 EU ve Smérnici o jakosti vody urcené k lidské spotiebé
limity PFAS, které také ¢ini 500 ng/l. DalSim zdmérem této smérnice je do roku 2024 vypracovat
technické pokyny k monitorovani a ¢etnosti odbérti vzorki PFAS. Nakonec do roku 2026 maji
Clenské staty EU piijmout veskera nezbytna opatfeni k udrzeni pozadovanych limiti (Evropsky
parlament a Rada Evropské unie, 2020).

Na zakladé studie od Dvorakové byly zjistény hodnoty PFAS v pitné vodé v CR.
Celkova koncentrace PFAS u nas v pitné vodé dosahuji primérné 23,9 ng/l. Tento vysledek tedy
znamena, ze se koncentrace PFAS ve vod¢ u nas pohybuje velmi nizko pod evropskym limitem

a zdravotni riziko je opravdu velmi nizké (Dvorakova et al., 2023).
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3 Ekotoxikologicke testy s vyuzitim fas

Ekotoxikologie se sklada ze dvou termini, a to z ekologie a toxikologie. Ekologie je obor
zabyvajici se interakcemi mezi organismy a jejich prostfednim na vSech urovnich, a tedy
od individudlniho organismu az po ekosystém. (Underwood et al., 2000).

Toxikologie je véda, ktera zkouma ucinky chemickych latek na rGznych typech
organismil. Vénuje se biochemickym a fyziologickym procesiim zptisobenym danou chemickou
latkou, expozici a celkové chemickym latkam a jejich zatazeni do chemickych tfid. (Chapman,
2002).

Cilem védniho oboru ekotoxikologie je tedy porozumét a predikovat environmentalni
dopady chemickych latek na celkovy ekosystém za redlnych podminek (Chapman, 2002).
Ekotoxikologické testy hodnoti toxicitu jedné slouceniny nebo komplexni smési. Diky témto
testim muzeme zjistit UCinky riznych kombinaci slou€enin a jejich biologickou dostupnost
v zivotnim prostfedi (Cleuvers, 2003). Také se vyhodnocuji u¢inky metaboliti a produktii
rozkladu, protoze nékteré slouceniny se po piijmu organismy nebo rostlinami metabolizuji
na latky, které jsou toxické nebo toxi¢téjsi nez ptivodni vychozi latka (Albert & Bloem, 2023).
Ekotoxikologickeé testy se provadi v laboratofi (in vitro). Jejich cilem je zjistit vztah mezi davkou
chemické latky a odpovédi daného organismu za laboratornich podminek. Testy probihaji i ve
testované chemické latky (Chapman, 1995).

Ekotoxikologickeé testy se hlavné pouzivaji ke stanoveni akutni toxicity chemickych latek
a smési v zivotnim prostiedi (Kaspar, 2015). Déle se diky nim stanovuji limity chemickych latek
v pitnych, podzemnich, povrchovych a odpadnich vodach, pti kterych jesté nedochazi
k toxickym Uc¢inkiim. Posuzuji se naptiklad také rizika u primyslovych odpadi a kali, jaka je
jejich kategorie a jak nebezpecné jsou pro zivotni prostiedi (Mantis et al., 2005; Wolska et al.,
2007) V neposledni fad¢ se posuzuji rizika chemickych latek (naptiklad pesticidi) v ptidach
(Albert & Bloem, 2023).

Dale se prace bude vénovat rozdéleni a druhtim ekotoxikologickych testi. Podkapitola
o testovani toxicity chemickych latek na bezcévnych rostlinach bude vice do detailu, protoze
prave tento typ testovani byl pouzit v praktické Casti k zjisténi akutni toxicity PFAS u fasy

P. subcapitata.

3.1 Ekotoxikologicke (bio)testy
V oboru ekotoxikologie se k ur€ovani toxicity chemickych latek pro organismus

pouzivaji takzvané bio-testy. Tyto testy nam prokazuji u chemickych znecistujicich latek jejich
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biologickou dostupnost a jejich poSkozovani na celularni, orgdnové i organismalni urovni
u testované€ho organismu (EPA, 1994).

Bio-testy se rozdéluji podle urcitych charakteristik a jednou znich je typ matrice,
kterému je organismus vystaven. Testovanou matrici mize byt voda, ptida, vzduch, sediment
nebo odpad. V matrici se méfi koncentrace polutantu a jeho t¢inky na organismy, které mohou
byt letalni, subletalni nebo neptiznivé (Valavanidis, 2015).

Dalsi charakteristikou test je doba expozice chemické znecistujici latky. Jedna
se to testy akutni, subakutni a chronické toxicity (Chinedu et al., 2015).

Akutni testy se vyznacuji vystavenim se vysoké davce za kratkou dobou, kterd se
pohybuje od 24 po 96 hodin. (Abdollahi, 2014). U tohoto typu testu se zjiSt'uje mortalita a zmény
v chovani u testovanych jedinct (Chinedu et al., 2015). Nejcastéji se u akutnich testd zjistuje
hodnota LDso (Lethal dose 50 %) nebo LCso (Lethal concentration 50 %), coz se jedna o takovou
davku nebo koncentraci latky, kdy zemie pravé 50 % jedinci z testované skupiny jedinct
(Valavanidis, 2015). Dale se analyzuje hodnota LOEC (Lowest Observed Effect Concentration)
a NOEC (No Observed Effect Concentration). LOEC je nejnizsi koncentrace, pii které uz jsou
pozorovany negativni U€inky, a NOEC je takova koncentrace, pfi které jesté nejsou pozorovany
zadné Uc¢inky na sledovany druh (EPA, 1994).

Subakutni testy se prakticky od akutnich testi neodlisuji, pouze délkou expozice, kterd
se pohybuje od jednoho tydne az po mésic (Chinedu et al., 2015; Deng et al., 2013).

Testy chronické toxicity jsou charakterizovany opakovanym podavanim nizké davky
chemické latky po vyznamnou ¢ést Zivota testovanému organismu. Zalezi na primérné délce
zivota organismu a po jaké dobé uz jsou detekovatelné toxické ucinky. Pokud se testuje
reprodukéni toxicita, zalezi také na reprodukcnich cyklech. Béhem testti chronické toxicity se
stanovuje infertilita, karcinogenita, mutagenita a teratogenita (Abdollahi, 2014).

Toxikologické testy se také déli dle trofické trovné na producenty, konzumenty
a dekompozitory. Diky testovani vSech téchto Urovni se ziska celkovy obraz o potencialnich
toxickych ucincich v celém ekosystému (Kienle et al., 2013). Na zéklad¢ téchto trofickych
urovni se testy mohou jeste detailnéji rozdélit, a to podle druhu testovaného organismu. Jedna
se o testy bakteridlni, testy na nizSich a vysSsich rostlindch, testy na bezobratlych organismech

a na obratlovcich (EPA, 1994; Grande et al., 2007).

3.1.1 Mezinarodni organizace a jejich normy v ekotoxikologickém testovani

Od 80. a 90. let 20. stoleti se zacaly postupné vyvijet narodni a mezinarodni organizace,

zejména v USA, evropskych zemich a Japonsku, které se zamétfuji na regulaci testovani
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toxickych latek v prostiedi. Tyto organizace stanovuji metody a pokyny pro ekotoxikologické
testovani, které vyuzivaji rizné sektory, jako naptiklad védecké tstavy a analytickd zatizeni.

Kwvili ptibyvajicim toxickym latkdm v zivotnim prostfedi zac¢alo dochézet ¢im dal tim
vice k environmentalnim problémim. Na zaklad¢ toho byla v roce 1995 zalozena Mezinarodni
organizace pro spravné nakladani s chemikaliemi (IOMC- Inter-Organization Programme for the
Sound Management of Chemicals), jejiz misi je zvySovat bezpecnost pied chemickymi latkami.
Realizovani a zalozeni IOMC se zucastnily mezinarodni organizace FAO (Food and Agriculture
Organization of United Nations), UNEP (United Nations Environment Programme), UNIDO
(United Nations Industrial Develompment Organization), ILO (International Labour
Organization), UNDP (United Nations of Development Programme), UNITAR (United Nations
Institute of Training and Research), WHO (World Health Organization), Svétova banka a OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development. Hlavnim mechanismem IOMC
je zodpovedné, usnadnéné a bezpecné nakladani s chemikéaliemi na mezindrodnich udalostech
(Scholz et al., 2013)

OECD zastupuje 34 primyslovych zemi v Evropé, Asii, Severni a Jizni Americe. Poslanim
této organizace je diskutovat, regulovat, feSit a koordinovat spolu s politickym sektorem
mezinarodni problémy tykajici se obchodu, Zivotniho prostfedi, bezpecnosti spotiebitell
a pracovniktli v zafizenich (Valavanidis, 2015).

V 80. letech OECD zacala propagovat testovaci pokyny (Sbirka mezinadrodné schvalenych
a ptijatych metod pro testovani ekotoxicity), které mlize pouzivat priimysl a nezévislé laboratote
k urCovani bezpecnosti chemickych latek a chemickych pfipravkl, vcetné pesticida
a prumyslovych chemikalii. Tento ptehled je zadkladnim pilitfem pro testovani toxikologie
a ekotoxikologie na mezindrodni Urovni. Obsahem této sbirky jsou stru¢né popisy principti
a praktické aspekty nejdulezitéjSich zkusebnich pokynl pro testovani toxicity na vodnich
a suchozemskych organismech (Valavanidis, 2015; Scholz et al., 2013).

EPA byla zaloZena v roce 1970 ve Spojenych statech americkych. Jejim heslem je ,,chranit
lidské zdravi a Zivotni prostfedi®. Hlavni tlohou EPA je implementovat a prosazovat narodni
zékony v zZivotnim prostiedi. Déle je sledovat informace o Zivotnim prostiedi a zéasadni
environmentalni ukazatele. V neposledni fadé¢ se EPA podili i na zakladnich aplikovanych
vyzkumech z hlediska toxikologie a prostfedi (Union of Concerned Scientists, 2008).

Ze zacatku ekotoxikologického testovani si kazda vyspéla zemé vyvijela vlastni postup
pro testovani toxicity a zacal tak vznikat zmatek v regulacich mezinarodniho obchodu
s chemikaliemi a v testovacich metodéach. V poslednich dvou dekédach se vSak vSechny vzniklé

metody pro testovani toxicity zharmonizovaly na zdklad€ ukazatelt OECD norem.
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Pravé EPA jesté s dals$imi vladnimi agenturami spolupracuje s OECD, které vytvareji
standardni pokyny pro testovani, minimalizuji pouziti laboratornich pokusnych zvitat, ulehcuji
praci vyrobciim chemikalii a snizuji spotiebu zdroji potiebné pro védecké ucely. Standardni

testy toxicity také umoznuji a usnadiiuji spolupraci mezi vSemi zemémi (Valavanidis, 2015).

Ptiklady ekotoxikologickych testi dle OECD norem:
e Test No. 201. Growth Inhibition Test in Alga and Cyanobacteria (OECD, 2006)
e Test No. 202. Daphnia sp. Acute Immobilisation Test (OECD, 2004)
e Test No. 203 Fish, Acute Toxicity Test (OECD, 2019)
e Test No. 237 Honey bee (Apis mellifera) Larval Toxicity Test, Single Exposure (OECD,
2013b)
e Test No. 208 Terrestrial Plants, Growth Test (OECD, 2006a)
e Test No. 231. Amphibian metamorphosis assay (OECD, 2009)
e Test No. 236. Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD, 2013a)

3.2 Testovani toxicity na nizSich rostlinach

V ptedchozi podkapitole bylo popsané rozdeleni (bio) testii dle riznych charakteristik
a mezindrodnich standardizovanych metod pro testovani toxicity chemickych latek. Pro
posouzeni toxického ucinku chemickych latek na organismy se aplikuji testy na nizSich
rostlinach, kdy se jedna hlavné o fasy. Nejcastéji pouzivanou fasou je Desmodesmus subspicatus
nebo P. subcapitata (The British Standards Institution, 2012). Dle Anexe 2 z Testu ¢islo 201 se
tyto fasy lehce kultivuji v riznych mediich a jejich kmeny Ize snadno sehnat ze sbirek kultur
autotrofnich organismi. Dale se buiky téchto fas vyskytuji solitérné, a tudiZ je mozné meéfit
jejich hustotu pomoci automatického pocitadla bunek nebo mikroskopu (OECD, 2006).
Na tasach se nejcastéji testuje inhibice fotosyntézy, ristova inhibice, obsah chlorofylu, obsah
proteinti a aminokyselin, akumulace chemické latky v fase, citlivost na toxiny, stanoveni ROS

a exprese gentl (Li et al., 2021; Liu et al., 2022; Mitchell et al., 2011).

Test inhibice fotosyntézy (Photosyntetic Inhibition Test)

Tento test vyuziva k detekci toxicity méfeni fluorescence chlorofylu v bunkach fas.
Pokud je testovand latka pro fasu toxicka, méni se parametry fotosyntetické fluorescence.
Pouzivanym parametrem pro zhodnoceni fytosyntetické fluorescence je tak zvany kvantovy
vytézek fotosystému II (Fy/Fm), kdy Fm ndm zna¢i maximalni moznou fluorescenci a Fy variabilni
fluorescenci, coz je rozdil mezi maximalni a minimalni fluorescenci (Gu et al., 2022; Kitajima

& Butler, 1975). Dalsim méfenym parametrem je primarni index absorpce svétla Plags, ktery je
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citlivy na rizné typy stresu a pouziva se zejména pro srovnani primarnich fotochemickych reakci
(Martinazzo et al., 2012). To znamena, Ze pii snizovani fluorescence chlorofylu dochézi u rostlin
1 k oxidativnimu stresu, ktery je také métitelny.

U tohoto testu mohou nékdy vznikat 1 problémy s nedostatecnou citlivosti pro detekci
komplexni toxicity polutantii ve vode¢, a tudiz 1ze tento test pouzit jen na nékteré druhy latek (Gu

et al., 2022).
Test inhibice ristu fas (Algal Growth Inhibition Test)

Béhem tohoto testu se fasa vystavi chemické latce o riiznych koncentracich po urcitou
dobu a za definovanych podminek. Rist fas se porovnava s kontrolou, kterou je fasa v ristovém
mediu bez testované chemické latky.

Roztoky testované latky se aplikuji do banck a ptidavaji se ziviny spolu s inokulem fas.
Takto pfipravené roztoky se inkubuji pfi konstantni teploté s nepfetrzitym svétlem po dobu 72
hodin. Poté se porovnava pocet bun¢k v roztocich testované latky s poc¢tem bunck v kontrolnim
roztoku. PocCet bun¢k na mililitr Ize zméfit elektronickym pocitadlem bunék nebo
hemocytometrem. Pokud dochdzi u fas k inhibici jejich rlstu, pak mtizeme tuto latku povazovat
za toxickou. Misto ban¢k lze pouzit i 24 nebo 96 jamkové mikrodesticky, kde se objemy roztokli
pohybuji v mikrolitrech. Na zaklad¢ toho je sniZzena spotfeba chemickych latek a pouzitého

v oo

zkouSené latky v jeden okamzik (Environmental Protection Series, 2007).

Test bio akumulace (Bioaccumulation Test)

Pojem bioakumulace definuje pfijimani, skladovani a kumulovani anorganickych
a organickych latek v télech organismu z jejich prostiedi (Braunbeck et al., 1998) Pii testovani
bioakumulace se méfi nariisty koncentrace cizorodych latek v organismech v disledku expozice
prostiedi (Stein, 2012). Biosorpcni kapacita fas je ovlivnéna fyzikalné-chemickymi faktory,
zejména teplotou, druhem a koncentraci exponované latky, pH a hmotnosti biomasy tas (Pace et
al.,2024). U tohoto typu testu se zjiSt'uje bioakumula¢ni faktor (BAF), ktery se pocita jako pomér

koncentrace cizorod¢ latky v organismu ku jeji koncentraci v prosttedi (Weisbrod et al., 2009).

Test viability fas (Viability Test)

U testovani zivotaschopnosti bun¢k se pouzivaji metody mikroskopie, cytometrie
a prutokova cytometrie. Diky témto metodam muiiZeme rozdélit a rozeznat Zivé a mrtvé buiiky

(Kummrow et al., 2013; Wang et al., 2023a).
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Mikroskopicka analyza je spojena s barvenim buné¢k, kdy se pouzivaji fluorescencni
barviva jako fluorescein diacetat, tak reaktivni jako trypanova modf nebo neutralni ¢erven (Liu
et al., 2019). Mikroskopie je vSestrannéjsi technikou pro testovani viability jednotlivych bunck,
zejména adherentné rostoucich. Pritokova cytometrie vSak nabizi vysokorychlostni kvantitativni
multiparametrovou analyzu bun¢k v suspenzi (Kummrow et al., 2013).

Béhem priitokové cytometrie je svedena suspenze bunck do tenkého proudu, ktery je
ozatovan laserem. Prichodem bunky dochazi k rozptylu svétla a k emisi fluorescenéniho zateni.
Tyto svételné signaly jsou snimany detektory a nésledné jsou pfevedeny do pocitace, kde jsou
analyzovany. U pritokové cytometrie se pouzivaji fluorescencni €inidla, jako jsou barviva pro
zivotaschopnost, fluorescencné konjugované protilatky, iontova indikatorova barviva apod.
(McKinnon, 2018)

V cytometrickych metodach se sleduje zivotaschopnost bunék pomoci fluorescencnich
barviv, kterd bud’ obarvuji zivé nebo mrtvé buniky. Pro spolehlivost tohoto zplisobu testovani je
dalezité vybrat vhodné barvivo a postup barveni, aby intenzita fluorescence obarvenych bunék
byla vysoka. Tyto testy obvykle probihaji ve vice jamkovych destickach. Tento typ testu je pouzit

v praktické ¢asti pro zjiSténi Zivotaschopnosti bunék P. Subcapitata ( Wang et al., 2023a).

Test exprese genll (Gene Expression Assay)

Testovani genové exprese analyzuje jednotlivé geny, skupiny genii nebo cely genom
v burice ¢i v tkani (Kirby et al., 2007). Genom obsahuje velké mnozstvi genti, které maji mnoho
riznych drah. Kazda toxicka latka mize ovliviiovat jinou drahu a jinym zptisobem. Na zakladé
informaci z tohoto typu testovani mizeme urcit mnoho uc€inki testované latky, at’ uz se jedna o
zménu syntézy proteini nebo naptiklad funkce enzymi apod. (Kirby et al., 2007; Snell et al.,
2003). Piikladem metody pro testovani genové exprese je qPCR nebo Microarrays. Kvantitativni
polymerazova fetézova reakce, téz zndma pod zkratkou qPCR, je metoda, pii které se
kvantifikuji transkripty mRNA (ribonukleova kyselina, z angl. messenger Ribonucleic acis)
vybraného genu (Derveaux et al., 2010; Volland et al., 2016). Microarrays je jedna z nejnovéjSich
technologii v testovani genové exprese. Tento typ testu umoziuje sledovat paralelné tisice genii

(Brazma & Vilo, 2000).
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4 Cil prace a hypotézy

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zminiatiruzovat a zoptimalizovat metodiku
testovani toxického vlivu PFAS, konkrétné PFOS, PFOA, GenX, PFHxA, PFHxS na fase
P. subcapitata. Zamérem bylo tedy zefektivnit spotfebu chemickych latek a materialu a aby oba
toxikologické testy byly proveditelné v 96 jamkové mikrodesti¢ce. Nejen, Ze diky tomu je mozZné
snizit spotfebu chemickych latek, ale také 1ze zméfit n€kolik paralel o riiznych koncentracich
PFAS najednou.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda 1ze sledovat viabilitu i pomoci fluorescencniho barviva

a zda by byl dany test srovnatelny se standardizovanym testem riistové inhibice. Pro zjiSténi
viability byla nejprve stanovena ristova kiivka a korelace mezi poctem bunék a zmétenou
fluorescenci chlorofylu. Déle bylo nezbytné vybrat vhodné fluorescen¢ni barvivo, na zakladé¢
jehoz fluorescence by bylo mozné rozeznat zivé a mrtvé builkky a zarovenn mélo dostatecny
fluorescencni signal.

V této préci bylo také zamérem celkove poukédzat na dilezitost testovani toxicity PFAS na
niz§ich rostlinach, protoze jsou citlivé na znecistujici latky a reprezentuji celou rostlinou fisi
(Hsieh et al., 2006). Pokud jsou PFAS toxické pro rostliny, pak ohrozuji cely ekosystém a je na

miste tyto latky co nejvice regulovat.

Hypotézy:

PFAS inhibuyji rist fasy P. subcapitata.

FDA test je rovnéz pouzitelny jako standardizovany test inhibice rastu k zjisténi toxického vlivu
PFAS na P. subcapitata.

Testy pro zjisténi toxicity PFAS na P. subcapitata je mozné miniatiruzovat a optimalizovat.
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5 Materialy a metodika

Jednobunécna tasa P. subcapitata kmen €. 433 (synonymum: R. subcapitata)

5.1 Chemikalie

Piiprava BBM média

NaNo3
CaCl;, «2H,0
MgSOs4 « TH20

dusi¢nan sodny
chlorid vapenaty dihydrat

siran hote¢naty

K>HPO4 hydrofosfore¢nan draselny
KH>PO4 dihydrofosforecnan draselny
NacCl chlorid sodny

Roztok EDTA:

NaFeO; Zelezitan sodny

KOH hydroxid draselny

Trace Metals Solution:

ZnS04 = TH,O siran zine¢naty heptahydrat

MnCl, = 4H>O chlorid manganaty tetrahydrat
Na;MoOs « 2H,O ~ molybdenan sodny dihydrat
CuSOq4+ SH2O siran m&d’naty heptahydrat
Co(NO3)2 = 6H,0 dusi¢nan kobelnaty hexahydrat

Acidified Iron Solution:
FeSO4 = TH20
H>S04 95 %

siran Zeleznaty heptahydrat

kyselina sirova
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VWR chemicals, Belgie
Sigma-Aldrich, Némecko
Lach-Ner s.r.0., Cesko
Lach-Ner s.r.0., Cesko
Lach-Ner s.r.0., Cesko
Carl Roth, Némecko

Sigma-Aldrich, Némecko
Penta, Cesko

Sigma-Aldrich, Némecko
Erba Lachema, Cesko
HiChem spol s.r.0., Cesko
Penta, Cesko

HiChem, Cesko

Lach-Ner s.r.0., Cesko

VWR chemicals, Francie



Piiprava standardi PFAS

PFOS
PFOA
GenX
PFHxA
PFHxS

MetOH metanol

perfluorooktanova kyselina

pentadecafluoroktanova kyselina

perfluorhexansulfonova kyselina

Tabulka 2: Souhrn certifikovanych sloucenin PFAS pouczité v této studii

perfluorooktansulfonatova kyselina SynQuest Labs., Inc., USA

Mere spol. s.r.0., Cesko

hexafluorpropylenoxid-dimer kyselina SynQuest Labs., Inc., USA

SynQuest Labs., Inc., USA
SynQuest Labs., Inc., USA
Lach-Ner s.r.0., Cesko

Nazev Zkratka Vzorec Cislo CAS Molirni
hmotnost (g/mol)

Perfl ktansulfc 5

crifuorooxtansutionova PFOS CsFKOsS | 2795-39-3 538.22
kyselina
Perfluorooktanova kyselina PFOA C4HF 50, 335-67-1 414.07
Perfluorhexanova kyselina PFHxA C¢HF,0, 307-24-4 314.05
Perfluorh 11¢ i

crifuorhexansutionova PFHxS CFr0sS | 3871-99-6 438.20
kyselina
Hexafluorpropylenoxid- HFPO-DA C.HF..O 13.252-13-6 330.05
dimer kyselina (GenX) OIS ’ :

Fluorescenéni barviva

CFDA-AM
FDA fluorescein diacetat
PI propidium jodid

5.2 Pristroje a pomicky
Pristroje

Analytické véha AE 240
Centrifuga EBA 20

Mini centrifuga

Magneticka michacka VELP
Vortex MX-S, DLAB
Mikroskop

Laboratorni tfepacka LT3
Buné¢ény inkubator
Thermoblok

Ockovaci box HBB 2448

Laboratorni ultrazvukova vana K-12

30

karboxyfluorecein diacetat acetoxymethylester Sigma-Aldrich, Némecko

Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko

Mettler Toledo GmbH, Némecko
Hettich Zentrifugen, Némecko
Phoenix, Cesko

Scientifica Srl, Italie

Scientific Inc., USA

Optika, Italie

Verkon, Cesko

Lovibond, Némecko

Bioer, Japonsko

Holten Laminar Air, Indie

Kraintek, Cesko



Multifunkéni modularni reader Infinite 200Pro Tecan, Rakousko

Kapalinovy chromatograf Shimadzu Nexera X2 HPLC  Shimadzu, Japonsko
systém spojeny s trojitym kvadrup6lovym hmotnostnim
spektrometrem Sciex 4500

Laboratorni pomucky

Kadinky

Lahve s modrym Sroubovacim uzavérem, ¢irda 100 ml, 500 ml, 1000 ml
Laboratorni 1Zicky

Laboratorni vanicky

Navazovaci lodi¢ka

Pipetovaci $picky D200, D1000, Diamond Tipack, Gilson, Francie
Pipetovaci Spicky 10 ul Neptune Schoeller Pharma Praha, Cesko
Automaticka pipeta P100, P200, P1000, P10 Gilson, Francie
Multikandlova-automaticka pipeta P300 Gilson, Francie

Pipetovaci pfistroj pro sklenéné a plastové pipety

od 1 do 100 ml Gilson, Francie

Mikrotitracni desticky 96 jamek Thermoscientific 130188 Thermo Fisher Scientific, Korea
Mikrotitracni desticky 24 jamek zjistit Cellstar Dialab spol. s.r.0., Cesko
Mikrozkumavky 1,5 ml Biologix, Cina
Mikrozkumavky 5 ml Avantor, USA

Centrifugaéni zkumavky 15 ml JET Biofil, Cina

Biirkerova pocitaci komtrka Marienfeld, Némecko

Alobal

Krabicka s uzavérem pro inkubaci ve tmé

5.3 Kultivace tas P. subcapitata kmen ¢.433

Aby bylo mozné zacit s praktickou casti, bylo potfeba zvolit vhodnou fasu k testovani

toxickych ucinki PFAS. Byla zvolena P. subcapitata, jelikoz je to fasa, kterd se hojné€ pouziva

k testovani toxicity dle mezindrodnich norem a je citliva na perzistentni latky, jako jsou pravé

PFAS (Hsieh et al., 2006; Nguyen et al., 2024; OECD, 2006).

Inokulum tasy P. subcapitata kmen ¢.433 bylo pofizeno v Centru ALGATECH, které

spada pod Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.

Ke kultivaci bylo vybrano BBM médium (Bold’s Basal medium), které je bohaté na ziviny

a prevazné se pouziva ke kultivaci mikrotas. Vyznamné ovliviuje rychlost kli¢eni a rtst riiznych
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druhti fas (Agrawal & Sarma, 1982). Médium typicky zahrnuje zakladni makro a mikroprvky,
organické slouceniny a vitaminy, které jsou klicové k vyvoji bunék (Sudheer et al., 2022).

M¢dium bylo pfipravené podle ¢lanku Bold Basal Medium Recipe (2019) , vysterilizovano
autoklavovanim (teplota 121 °C, tlak 101,3 kPa, 20 min) a poté uskladnéno v temném prostiedi
pti 4 °C.

Udrzovani kultury

Za sterilnich podminek bylo do sterilni 100 ml Erlenmeyerovy banky aplikovan 1 ml
inokula fas (kmen €. 433) a 9 ml BBM. Takto pfipravend suspenze byla inkubovana pfi 22 £ 1 °C
pod svétlem o intenzit¢ 4000 lux na kontinudlni tfepacce LT3 s intenzitou 8 (Environment
Canada EPS 1/RM/25, 2007). Podminky inkubace byly ptevzaty z OECD normy 201 (OECD,
2006)). Po 7 dnech byly tasy ptepasazovany (1 ml narostlé suspenze bunc¢k a 9 ml BBM média),

aby byl zajiStén jejich nepfetrzity rist.

Obrazek 2: Kultivace ras
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Obrazek 3: Ockovaci box Holten Laminar Air HBB 2448

5.4 Raustova kiivka

Experiment toxicity PFAS je moZny provadét v exponencidlni fazi riistu (rychlost riistu fas
je stald). Tato faze se da zjistit pomoci riistové kiivky.
Nejprve byla spocitana koncentrace fas v suspenzi pomoci Biirkerovy tabulky pod mikroskopem
(zvétSeni 10x 0,25). Na zakladé zjisténé koncentrace byla z této suspenze za sterilnich podminek
pfipravena suspenze bunék o koncentraci 10 000 bunék/ml v objemu 20 ml BBM do
Erlenmeyerovy banky. Koncentrace bunék tas byla zvolena dle diplomové prace od Hajkové
(Hajkova, 2010). Banka byla inkubovana pti 22 + 1 °C pod svétlem o intenzité 4000 lux na
kontinualni tfepacce LT3 s intenzitou 8 po dobu 10 dnt (Environment Canada EPS 1/RM/25,
2007). V case nula a nasledné kazdych 24 hodin bylo odebirdno 0,5 ml suspenze pro méfeni
optické density (OD). Méteni probihalo v 96 jamkové mikrodesticce, ktera byla poté vlozena
do multifunkéniho modularniho readeru a byla zmétfena absorbance pti vinové délce 680 nm.
Hodnoty absorbance byly zlogaritmovany a vynasobeny ¢islem 1000, aby hodnoty nevychazely
v minusu, a ze zméfenych hodnot byl vytvofen graf riistové kiivky. Linearni ¢ast kiivky byla
proloZena pfimkou linedrni regrese, kde smérnice piimky odpovida riistové rychlosti.

Nasledné bylo zjisténo, zda se riistova rychlost lisi, pokud fasy porostou ve tiech riznych
nadobach. Byl sledovan riist v bance, v 24 a 96 jamkovych mikrodesti¢kach.

Za sterilnich podminek byly pfipraveny dvé suspenze bunék o koncentracich

10 000 bun¢k/ml a 50 000 bunck/ml v objemu 20 ml BBM. Na zakladé vysledki (6.1.)
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z ptredchoziho méieni riistové kiivky bylo rozhodnuto pokracovat s koncentraci 10 000 bun¢k/ml
a zaroven otestovat koncentraci 50 000 bunck/ml, cozZ je nejvyssi doporucend koncentrace pro
fasu P. subcapitata dle OECD normy ¢. 201 (OECD, 2006). Z téchto dvou suspenzi byly
zaockovany tasy do dvou Erlenmeyerovych ban¢k (c= 10 000 bunék/ml a 50 000 bunék/ml) po
10 ml. Suspenze byly rovnéz aplikovany do 24 jamkové mikrodesticky (do kazdé jamky 1 ml
suspenze, do krajnich jamek 1 ml BBM) a 96 jamkové mikrodesticky (do 6 jamek 200 ml
suspenze a 200 ml BBM). Pokud byly nékteré¢ jamky prazdné, byly doplnény vodou, aby bylo
zabranéno nadmérnému odpatovani z testovanych jamek. VSechny nadoby byly inkubovany pfi
22 £ 1 °C pod svétlem o intenzit¢ 4000 lux na kontinudlni tfepacce LT3 s intenzitou 8
(Environment Canada EPS 1/RM/25, 2007).

OD byla zmétena v Case t = 0 pti vinové délce 680 nm a néasledné kazdych 20 az 24 hodin
po dobu jednoho tydne. Doba méfeni byla zkracena na zédklad€ hodnot z ptedchoziho testu, kdy
8-10 den uz exponencialni riist klesal. Zmétené hodnoty absorbance byly vyhodnoceny stejnym

zpusobem jako u pfedchoziho testu.

5.5 Z;isténi korelace mezi poctem bunck a zmétenou fluorescenci chlorofylu

K testovani toxicity PFAS na tase P. subcapitata. je nutné sledovat riist biomasy. Sledovat
narlst 1ze pomoci pocitani bun€k v pocitaci komlrce nebo pomoci automatického pocitadla
bunck . Zéaroven lze pouzit i fluorescencni signal chlorofylu, pokud se prokaze korelace mezi
signalem chlorofylu a poctem bunck (OECD, 2006). Posledni zminéna metoda je rychla,
jednoducha, ekonomicka a nejvhodnéjsi pro pouziti v mikrotitracni desti¢ce. Proto byla v této
praci pouzita. Pro ur¢eni poctu bun¢k pomoci intenzity fluorescen¢niho signalu chlorofylu bylo
potieba zjistit, jaky signdl odpovidd danému poctu bunék. Diky tomu je nasledné mozné rozlisit,
zda tasy pii expozici PFAS rostou nebo ne.

Nejprve byla pomoci Blirkerovy pocitaci komurky spocitdna suspenze bunék, ze které byla
pfipravena suspenze o koncentraci 10 milionti bunék/ml o objemu 1,2 ml. Z této suspenze byla
vytvofena fedici fada o danych koncentracich viz Tabulka 3. Kazd4 koncentrace udava jasny
pocet bunck v jamce. Z takto piipravenych zkumavek bylo aplikovano 40 pl suspenze + 160 pl
BBM do jamek 96 jamkové mikrodesticky. V jedné jamce bylo celkové 200 ul a kazda
koncentrace bun¢k byla zméfena v 6 opakovani na jamku. Jako kontrola blank slouzilo 200 pl
¢isttho BBM. Po napipetovani roztok do desticky byla zmétena fluorescence chlorofylu na
ptistroji Tecan Infinite Pro reader (excitace: 430 nm, emise: 670 nm). Cely tento experiment byl
proveden ttikrat. Z praméra ziskanych hodnot byl vytvoien Graf 5 (viz Vysledky). Z hodnot byl

spocitan korelacni koeficient.
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Tabulka 3: Pocet bunék v jamce na zaklade koncentrace bunék/ml a redéni s BBM

Koncentrace
bunék/ml
Pocet bun¢k v
jamce

10000000 | 5000000 | 250000 [ 1250000 [ 625000 | 312500 | 156250 78125 39063 19531 9766

400000 | 200000 | 100000 50000 25000 12500 6250 3125 1563 781 391

5.6 Testovani pouZiti dalSich fluorescen¢nich barviv k ureni viability
Sledovani nardstu viability pomoci signalu chlorofylu nedokaze spolehlivé detekovat
pocty bunék nizsi nez zhruba 1500 (viz vysledky 6.2.). Otazkou bylo, zda by bylo mozné pocty
bunék nizs§i nez 1500 detekovat jinak. A zaroven zda by bylo mozné detekovat, jestli nizké
hodnoty signalu chlorofylu jsou zplisobeny inhibovanymi buiikami, nebo zda jsou bunky jiz
mrtve.
Procentualni obsah zivych buné¢k fas je mozné sledovat pomoci fluorometrickych metod,
které nam diferencuji zivé a mrtvé buiikky pomoci fluorescen¢nich barviv (Yewalkar et al., 2019).
V této podkapitole je testovano nejvhodnéjsi fluorescenéni barvivo pro méfeni zivotaschopnosti
P. subcapitata. Byla otestovana tfi barviva. V kazdém testu s fluorescen¢nim barvivem bylo
potieba nejdiive zjistit, zda dané barvivo buiiky oznacuje, v jaké koncentraci se ma pouzit a jaky

pocet bungk je potieba pro dostatecny fluorescencni signal.

5.6.1 Propidium jodid (PI)

Tento typ barviva neprochézi skrz neporusenou bunéc¢nou membranu kviili své polarni
povaze. Ve chvili, kdy buitka zemfe, tak se i jeji membrana narusi a PI je schopen vstoupit do
buiiky, kde se interkaluje mezi pary bazi nukleovych kyselin a tim dojde k emisi fluorescencniho

zéteni. PI tedy oznacuje buiiky, které jsou mrtvé (Rioboo et al., 2009; Xiao et al., 2011).

Postup testu s PI

Nejprve byly spocitdny buniky P subcapitata v suspenzi, ze které byla nasledné
piipravena suspenze o koncentraci 1 milion bunék/ml (pocet bun€k alesponi 4 miliony). Tato
suspenze byla rozdélena do dvou zkumavek, které byly oznaCeny na ,mrtvé a ,,zivé™.
Zkumavky s oznacenim ,,mrtvé* byly inkubovany na 30 min do termobloku pfi teploté¢ 100 °C,
aby doslo k usmrceni bungk.

Byly ptipraveny dva roztoky s barvivem PI o koncentracich 20 pg/ml a 6 ug/ml ve 2 ml
a byly ulozeny do tmy (Hu et al., 2020; Yewalkar et al., 2019).

Ze zkumavek ,,zivé*“ a ,mrtvé” (¢ = 1 milion buné¢k/ml) byla vytvofena fedici fada

o koncentracich 500 000, 50 000, 5000 a 500 bun¢k/ml (Tabulka 4). Takto pfipravené suspenze
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byly napipetovany do 96 jamkové mikrodesticky Thermoscientific 130188 do kazdé jamky po
100 pl a nasledné byly ptidany roztoky PI, do kazdé¢ jamky 100 pl. Koneénymi koncentracemi
PI roztoku v jamkach byly 10 pg/ml, 3 pg/ml. Do dvou fad desti¢ky bylo do kazdé jamky ptidano
100 pl suspenze o danych koncentracich + 100 ul BBM, coz slouZilo jako negativni kontrola.
Mikrodesticka byla poté inkubovana 30 min ve tm¢ pii pokojové teploté. Poté byla zméfena
fluorescence propidium jodidu (excitace: 535 nm, emise: 615 nm) a fluorescence chlorofylu
(excitace: 430 nm, emise: 670 nm). Signal fluorescence chlorofylu byl méten kvuli kontrole
spravného natedéni bunck tas a zda samotny PI neovliviiuje fluorescenc¢ni signal chlorofylu. Test

byl 3x zopakovan, vS§echny kombinace koncentraci bun€k a PI byly méteny v duplikatu.

Tabulka 4: Redici rada koncentraci suspenze ras

Koncentrace |\ a1 1500 000/ml 50 000/ml| 5 000/ml | 500/ml
bunék/ml

Pocetbunék v 1,55 000 | 50000 | 5000 500 50
jamce

5.6.2 Karboxyfluorescein diacetat acetoxymethylester (CFDA-AM)

Karboxyfluorescein diacetat (CFDA) je nepolarni a nefluorescencni latka, kterd volné
vstupuje do bunéck, kde je hydrolyzovana intracelularnimi esterdzami na fluorescencéni
fluorescein. CFDA barvi zivé bunky, protoze oproti mrtvym buiikam vykazuji metabolickou
aktivitu, a tudiz i1 funkci esteraz (Jochem, 1999; Pinillos & Cuevas, 2008). CFDA ma silné
negativni ndboje, coz mu umoziiuje se dobie udrzet v buiice. CFDA ma také derivaty a jednim
z nich, ktery se hojné vyuziva, je CFDA-AM. Tento derivat je elektricky neutralni a je mozné ho
ve fluorometrickych metodach aplikovat v nizSich koncentracich nez samotny CFDA

(Gorokhova et al., 2012).

Potup testu CFDA-AM

Na zacatku testu byly spocitany buniky v suspenzi P. subcapitata, ze které byly nasledné
pfipraveny 3 ml suspenze o koncentraci 1 milion bun€k/ml. Z takto pfipravené suspenze byla
napipetovana fedici fada o koncentracich 500 000, 50 000, 5000 a 500 bun¢k/ml do zkumavek
(Tabulka 4). Nasledné byly tyto koncentrace aplikovany do 96 jamkové mikrodesticky
Thermoscientific 130188 (do kazdé jamky 100 pul).

Barvivo CFDA-AM bylo nafedéno do dvou 3ml zasobnich roztokti o koncentracich 40 uM
a 8 uM, které byly poté aplikovany do mikrodesticky v objemu 100 pl na jamku. Vysledna
koncentrace CFDA-AM v jamce byla 20 pM, resp. 4 uM (Debenest et al., 2010; Machado &
Soares, 2013).

Jako negativni kontrola byla 100 ul suspenze tas o danych koncentracich + 100 ul BBM. Takto

pripravend mikrodesticka byla na 30 minut pfi pokojové teploté inkubovana ve tm¢. Na konci
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testu byl zméten fluorescencéni signal CFDA-AM (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) a chlorofylu
(excitace: 430 nm, emise: 670 nm). Fluorescencni signal chlorofylu byl méten ze stejnych
divodu jako u predchoziho testovani barviva PI. Test byl 3x zopakovan, vSechny kombinace

koncentraci bun€k a CFDA-AM byly méteny v duplikatu.

5.6.3 Fluorescein diacetat (FDA)

FDA je fluorochrom s lipofilni povahou, ktery funguje na stejném principu jako CFDA.
FDA je vhodné barvivo pro hodnoceni metabolickych aktivit bun€k fas, protoze ma vysokou
penetrabilitu, vynikajici citlivost a efektivné barvi jak prokaryotické, tak eukaryotické buily fas.
(Brookes et al., 2000). U¢innost FDA se miize u jednotlivych druhii fas lisit, proto je nezbytné

individualné tuto latku otestovat (Yewalkar et al., 2019).

Obrazek 4: Molekularni struktura FDA (fluorescein diacetat)

Postup testu FDA

Nejprve byly spocitany buiiky v suspenzi P. subcapitata, ze které byla nasledné
pfipravena suspenze o koncentraci 1 milion bunék/ml v 3 ml. Barvivo bylo nafedéné do tii
zkumavek o koncentracich 20 uM, 40 uM, 80 uM ve 3 ml a byly ulozeny do tmy (Debenest et
al., 2010; Machado & Soares, 2013). Jejich naslednéd koncentrace v jamkach pak bude 10 uM,
20 uM a 40 uM, jelikoz polovina roztoku v jamce bude suspenze bunék a druha roztok FDA.

Z ptipravené zkumavky se suspenzi bun€k o koncentraci 1 milion bunc¢k/ml byla
vytvorena fedici fada o koncentracich viz Tabulka 4 v predchozi kapitole. Takto piipravené
roztoky byly napipetovany do 96 jamkové mikrodesticky Thermoscientific 130188 (do kazdé
jamky 100 pl). K bunikdm byl ptidan roztok barviva (do kazdé jamky 100 pl). Jako negativni
kontrola byla 100 pl suspenze fas o danych koncentracich + 100 ul BBM. Takto pfipravena
desticka byla inkubovana ve tmé¢ po dobu 30 min za pokojové teploty. Poté¢ byla zméfena
fluorescence FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) a chlorofylu (excitace: 430 nm, emise:
670 nm). Fluorescen¢ni signal chlorofylu byl méfen ze stejnych diivodl jako u predchozich testii
barviv.
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Tento test byl zopakovan 2x a vSechny koncentrace bun¢k byly méteny v duplikatu.
Vysledky tohoto testu ukazuji, Ze FDA vykazuje dostatecny signal k méteni viability
P. subcapitata (viz vysledky 6.3.3.). Dale bylo potiebné zjistit, zda je FDA dostatecné selektivni
a lze na zéklad¢ jeho fluorescenéniho signdlu odlisit zivé buiiky.

V dal$im testu byla piipravena suspenze o koncentraci 50 tisic bunék/ml ve 4 ml. Tato
koncentrace bunék fas byla zvolena na zékladé vysledkl z pfedchoziho experimentu, kdy byl
signal FDA pii koncentraci 50000 bunc¢k/ml dostate¢ny pro kvantifikaci. Zaroven se dle
standardizovaného testu ¢. 201 jedna se o nejvyssi moznou pouzitelnou koncentraci bun€k pro
P. subcapitata (OECD, 2006). Z této suspenze byly odebrany 2 ml do zkumavek s oznacenim
,,mrtvé® a byly vloZzeny na 15 min do termobloku o teploté 100 °C, aby doslo k usmrceni buné¢k.

Poté byly smichany zivé a mrtvé bunky do zkumavek na 100 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 %
a 0 %, kdy 100 % znamena pouze zZivé bunky, 80 % znamena 80 % zivych bun¢k + 20 % mrtvych

bun¢k apod. Zkumavka s oznacenim 0 % obsahovala pouze mrtvé buiiky (Tabulka 5).

Tabulka 5: Smichani zZivych a mrtvych bunék, 100 % zivych bunék, 0 % mrtvych bunék

Koncentrace 50000 50000 50000 50000 50000 50000
fas bunék/ml bunék/ml bunék/ml bunék/ml bunék/ml bunék/ml
Obsah zivych
. 100% 80% 60% 40% 20% 0%
bunék

Nasledné byl pripraven roztok FDA v objemu 3 ml o koncentraci 40 uM a uchovan
ve tmé. Koncentrace 40 uM, kterd odpovidéa koncentraci 20 uM v jamce, byla zvolena na zakladé
vysledkl pfedchoziho experimentu.

Ptipravené roztoky o riiznych pomérech Zivych a mrtvych bunék byly aplikovany do 96
jamkové mikrodesticky Thermoscientific 130188 (do kazdé jamky 100 pl). Do dvou tadku
mikrodesticky byl k suspenzi pfidan roztok FDA (do kazdé¢ jamky 100 pl). Na zaklad¢ tohoto
fedéni byla kone¢nd koncentrace FDA v jamce 20 uM. Do dalSich dvou tadkt bylo do jamek
pridano ¢isté BBM (do kazdé jamky 100 pl), které slouzilo jako negativni kontrola. Kontrola
blank FDA (roztok FDA + BBM v jamce o objemu 200 pl) byla pro jamky se suspenzi s FDA.
Kontrola blank BBM (samotné BBM v jamce o objemu 200 pl) byla pro jamky se suspenzi
s BBM. Mikrodesti¢ka byla inkubovéana ve tmé na 30 min pii pokojové teploté. Po ptl hoding
byla zmétena fluorescence FDA a chlorofylu (oboji excitace: 485 nm, emise: 520 nm). Test byl
2x zopakovan a vSechny koncentrace bunék v pomeéru zivych a mrtvych byly méfeny

v duplikatu, aby byla prokézana jeho validita.

5.7 Testovani adsorpce PFAS na povrch jamek 96 jamkové mikrodesticky
Pied testovanim toxicity PFAS na fasach bylo potfeba zjistit, zda se pouzit¢é PFAS
adsorbuji na stény polystyrenovych jamek pouzit¢ 96 jamkové desticky. Je dilezité znat, zda
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koncentrace PFAS bude v jamce po celou dobu experimentu stejnd, nebo se snizi pravé kvili

adsorpci. Proto byla adsorpce PFAS otestovana podle nasledujiciho postupu.

Postup testovani adsorpce:

Nejprve byly nafedény zasobni roztoky (PFOA, GenX, PFOS) o koncentracich
10 000 pg/ml a 1000 pg/ml. Tyto roztoky byly pouzity k natfedéni roztoka (0,1 pg/ml; 1 pg/ml
a 50 pg/ml), které byly aplikovany do 96 jamkové mikrodesticky Thermoscientific 130188
po 100 pul do jamky (kazda koncentrace méla 5 paralel). K fedéni bylo pouzito BBM (do jamky
100 pl).

Po napipetovani byla mikrodesticka inkubovéna pii pokojové teploté 3 dny. Mezitim byly
pripraveny standardni roztoky, které slouzily jako porovnani s koncentracemi roztoku, které byly
3 dny inkubovany v mikrodesti¢ce. Ke stanoveni koncentraci slouzila kalibra¢ni fada PFOA,
GenX a PFOS o koncentracich 0,1; 0,5; 1, 5, 10, 25, 50, 100, 150 a 200 ng/ml.

Po 3 dnech byly roztoky z jamek desticky nafedény, atoz 0,1 pg/mlna 10 ng/ml, z 1 pg/ml
na 100 ng/ml a z 50 pg/ml na 200 ng/ml. Roztoky byly nafedény na tyto koncentrace, jelikoz
pfistroj, ve kterém byly PFAS nasledné detekovany, ma rozsah meéfeni koncentraci pouze
v hodnotach 1-200 ng/ml.

PFOA, GenX a PFOS byly analyzovany vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
s tandemovou hmotnostni detekci (Kapalinovy chromatograf Shimadzu Nexera X2 HPLC
systém spojeny s trojitym kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem Sciex 4500). K separaci
byla pouzita kolona Angilent EclipsePlus C18 (3x 50 mm; 1,8 um). V detekci PFAS byly pouzity
dvé mobilni faze (A:5 mM octan amonny v mili-Q vod¢, B:100 % MetOH). Gradientova eluce

byla upravena nasledovné:

Tabulka 6: Hodnoty gradientové eluce pro detekci PFAS

¢as (min) | % faze B
0,01 20
0,5 20

4 60
15 100
22 100
25 20

5.8 Testovani toxického vlivu PFAS na P. subcapitata kmen ¢.433

Pted timto experimentem byly nejprve pfipraveny standardni roztoky latek PFOA, GenX,
PFOS, PFHxA a PFHxS o koncentracich 100 000 pg/ml, 75000 pg/ml, 50 000 pg/ml,
25000 pg/ml, 10 000 pg/ml, 5000 pg/ml, 1000 pg/ml a 100 pg/ml rozpusténé v Cistém

metanolu.
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Prvni den bylo do 100 ml sterilni baiikky zaockovéano 10 000 buné¢k/ml v 10 ml BBM, ktera
pak byla umisténa do inkubétoru na 4 dny pii 22 £ 1 °C pod svétlem o intenzité¢ 4000 lux
na kontinuélni tfepacce LT3 s intenzitou 8. Po ¢tyfech dnech, kdy uZz fasy byly v exponencialni
fazi ristu, byly spocitdny buiiky v suspenzi, ze které byla ndsledné pfipravena suspenze
o koncentraci 20 000 bun¢k/ml v 20 ml. Poté byly natfedény roztoky danych testovanych PFAS
ze standardi o koncentracich 200 pg/ml, 150 pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml,
2 pg/ml a 0,1 png/ml v BBM do mikrozkumavek tak, aby koncentrace rozpoustédla (v nasem
pfipad€ metanolu) neptesahla 0,2 % objemu roztoku.

Pro testovani byla také pfipravena pozitivni, negativni a solvent kontrola. Pozitivni
kontrolu pfedstavoval roztok 20 pm/1 dichlorfenolu v BBM + suspenze bun¢k 20 000 bunck/ml.
Dichlorfenol je pouzivan dle norem a pro fasy je extrémné toxicky. Negativni kontrolou byl
roztok suspenze bunék + BBM, ktery nam ukazuje, zda pfi danych podminkach fasy v BBM
mediu rostou. Jako solvent kontrola byl roztok 0,2 % MetOH (latky PFAS jsou v ném
rozpusténé¢) v BBM + suspenze bun¢k. Diky solvent kontrole Ize zjistit, zda samotné
rozpoustédlo nema vliv na fasy.

Takto pfipravené roztoky byly napipetovany do 96 jamkové mikrodesticky Thermo
Scientific 130188. Nejprve byla do desticky napipetovana suspenze fas v objemu 100 pl a poté
k nim byly aplikovany roztoky testované latky o danych koncentracich také v objemu 100 pl.
Koneéna koncentrace fas v jamce byla 10 000 bun€k/ml ¢ili 2000 bunék v jamce. Vyslednymi
koncentracemi PFAS v desticce byly 100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml,
5ug/ml, 1 pg/ml a 0,1 pg/ml. Do jamek pozitivni kontroly bylo aplikovdno 100 pl roztoku
dichlorfenolu (20 pg/ml) + 100 ul suspenze a do jamek negativni kontroly
100 pl suspenze + 100 ul BBM. Jamky solvent kontroly obsahovaly 100 pl 0,2 % MetOH
rozpusténého v BBM +100 pl suspenze. Prazdné jamky byly doplnény 200 ul BBM.

Nasledné byla mikrodesticka vlozena do multifunkéniho modularniho readeru Infinite
200Pro, kde byl zméfen pocatecni fluorescencni signal chlorofylu (excitace: 430 nm, emise: 670
nm). Poté byla mikrodesticka inkubovéna pti 22 = 1 °C pod svétlem o intenzit¢ 4000 lux na
kontinudlni tfepacce LT3 s intenzitou 8 po dobu 72 hodin.

Po uplynuti 72 hodin byl znovu zméfen fluorescencni signal chlorofylu (excitace: 430 nm,
emise: 670 nm).

K testovani viability pomoci FDA byl piipraven roztok FDA o koncentraci 400 uM
a objemu 1,5 ml (60 pl 10 mM FDA + 1440 ul BBM) (viz 6.3.3.). Do vsech jamek bylo ptidano
10 pl FDA roztoku, i do jamek pouze s BBM. Tyto jamky slouzily jako blank kontrola. Kone¢na
koncentrace FDA v jamce ¢inila 20 pM. Roztoky v jamkach byly promichidny a nasledné

inkubovéany ve tm¢ po dobu 30 minut. Po uplynuti této doby byla zmétena fluorescence FDA
40



(excitace: 485 nm, emise: 520 nm). VSechny zmétené hodnoty fluorescen¢niho signalu (relativni
jednotky fluorescence- RFU, z angl. relative fluorescence units) byly zprimérovany a byla
spocitana jejich smérodatnéd odchylka (SD). Z RFU chlorofylu (biomasa-chlorofyl) byl spo¢itan
procentualni obsah biomasy fas v jamkach s koncentracemi PFAS ku solvent kontrole a z RFU
FDA (viabilita-FDA) byl spocitan procentudlni obsah zivych bunék. Hodnoty procentuédlniho
obsahu biomasa-chlorofyl a viabilita-FDA byly spolu s koncentracemi PFAS (pug/ml) vyneseny
do sloupcovych grafti, které byly vytvofeny v programu Microsoft Excel (MS Office 365).
Kazda latka (PFOA, PFOS, GenX, PFHxA, PFHxS) byla zméfena v 6 opakovani na jamku a
cely experiment byl s kazdou latkou

zopakovan 3x, tudiZ se od kazdé zmétené koncentrace PFAS ziskalo 18 paralel.

Také byla provedena statisticka analyza pomoci tiicestné analyzy rozptylu (ANOVA),
zahrnujici faktory polutantu, oSetfeni (pfidani urcité koncentrace polutantu ¢i solvent kontroly)
a typu toxikologického testu (FDA test a test inhibice riistu). Pro ovéteni pfedpokladii analyzy
rozptylu byly pouzity Shapirtiv-Wilklv test pro ovéfeni normality a Leventiv test shody rozptylu.
K identifikaci nejnizSich koncentraci pozorovaného tu¢inku (LOEC) byla provedena
mnohondsobné porovnani vici solvent kontrole pomoci Dunnettova testu. Tento test umoznil
analyzovat kazdou uroven faktoru osetfeni vici solvent kontrole samostatné pro jednotlivé
polutanty a testy. Dale byl v rdmci této analyzy testovan rozdil mezi vysledky dvou
toxikologickych testii pro jednotlivé interakce faktort polutant a oSetfeni. Pro kontrolu chyby
1. druhu pfi vicendsobném testovani byla pouzita Bonferroniho korekce. Statistickd analyza byla

provedena v softwaru R (verze 4.4.1).
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6 Vysledky a diskuse

6.1 Testovani rastové kiivky

Jak uz bylo zminéno v metodické ¢asti, bylo potieba pfed samotnym testovanim toxicity
polutantli na fasach zjistit jejich fazi exponencialniho ristu, kdy rychlost ristu je stala.
Z grafu lze vypozorovat, Ze 4.-7. den se rustova rychlost ustalila a po 7. dni zacala rychlost

klesat. Tudiz testovani toxicity PFAS na P. subcapitata by mélo probihat 4.-7. den jejiho ristu

y=0,0363x- 1,1511 . °
6 R? = 0,996

In(OD*1000)
@

0 50 100 150 200 250 300
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Graf 1: Ristova krivka proloZend kiivkou linearni regrese v exponencialni fazi ristu P. subcapitata kmen ¢. 433 (10 000
bunék/ml), banka 1. test, absorbance zmerena pri vinové délce 680 nm
Nasledné bylo zjisténo, zda se bude lisit ristova rychlost, pokud fasy porostou ve tiech riznych
nadobéch. Byl sledovan riist v banice (10 ml suspenze) , v 24 (1 ml suspenze v jamce a 96 ( 200
ul suspenze v jamce) jamkovych mikrodestickach.

Ristova rychlost koncentrace bun€k 10 000 bun€k/ml u baniky a 96 jamkové desticky vysla
podobné¢, u 24 jamkové byla rychlost vyssi. Timto pokusem byla potvrzena moznost inkubovat

fasy 1 v 96 jamkové mikrodesticce, ¢imz se uSetii na spotiebé chemikalii.

42



v =0,0389x+ 1,4259
R*=0,9956

In (OD*1000)
[ ]

0 20 40 60 80 100 120 140 160
¢as t [h]

Graf 2: Rustova kifivka prolozena primkou linedrni regrese v exponencialni fazi rustu P. subcapitata kmen ¢. 433 (10 000
bunék/ml), 96 jamkova mikrodesticka, absorbance zmérena pri vinové délce 680 nm
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Graf'3: Rustova krivka prolozend primkou linearni regrese v exponencialni fazi P. subcapitata kmen ¢. 433 (10 000 bunek/ml),
24 jamkova mikrodesticka, absorbance zmérena pri vinové délce 680 nm
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Graf 4: Ristova kiivka prolozena primkou linedrni regrese v exponencialni fazi P. subcapitata kmen ¢. 433 (10 000 bunek/ml),

banka 2. test, absorbance zmérena pri vinové délce 680 nm

U koncentrace 50 000 bun¢k/ml byly velké rozdily v ristovych rychlostech mezi nadobami

(barika, 24 a 96 jamkova desticka), a proto bylo rozhodnuto s touto koncentraci nepokracovat.

6.2 Korelace mezi po¢tem bun€k a zmétenou fluorescenci chlorofylu

Hodnoty primérti fluorescenc¢niho signdlu chlorofylu byly vyneseny na osu y a pocty
bun¢k tas na osu x do Grafu 5. Lze pozorovat linearni zavislost fluorescencniho signalu na poctu
bunék. Diky zjisténi linearni zavislosti je mozné pouzit hodnoty signalu chlorofylu ke sledovani
biomasy.

Jak 1ze vidét v Tabulce 7, fluorescenéni signdl chlorofylu byl uz dostate¢né vysoky pii
poctu 1562 bunck v jamce 96 jamkové mikrodesticky. Na zakladé toho bylo rozhodnuto
aplikovat 2 000 bunék v 200 ul do jamky (c =10 000 bunék/ml) pfi testovani toxicity PFAS.
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Tabulka 7: Pocet bunék v jamce na zdkladé koncentrace bunék/ml a redéni s BBM, priméry hodnot fluorescencnich signalii

(RFU, relative fluorescence units) zméreny u danych poctii bunék v jamce

K;’Sfl:nldtﬁlce 10000000 | 5000000 | 250000 | 1250000 | 625000 | 312500 | 156250 | 78125 | 39063 | 19531 9766
Pocigztzekv 400000 | 200000 | 100000 | 50000 | 25000 | 12500 6250 3125 1563 781 391
Pramér RFU | 20545 | 1076,75 | 555,625 | 277,5 | 14425 | 80,875 | 41,25 | 22,75 | 14,375 9,5 7,25
Smérodatnd |15 4034 | 80,144 | 34801 | 15.62 17 4,856 1,802 | 0,763 1,527 | 0,577 0,289
odchylka
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Graf'5: Zavislost fluorescencniho signalu chlorofylu (RFU) zméreného pri vinovych délkach excitace: 430 nm, emise: 670 nm

na poctu bunek P. subcapitata. Chybové usecky predstavuji smerodatnou odchylku z 6 nezavislych paralel.

6.3 Vysledky z testovani fluorescen¢nich barviv

6.3.1 Propidium jodid (PI)

Na Grafu 6 Ize pozorovat, Ze fluorescencni signal PI (10 pg/ml, 3 pg/ml) nebyl u zivych
ani mrtvych bun¢k detekovan, oproti fluorescencnimu signalu chlorofylu, jehoz intenzita byla
u zivych bunék vysoka. Pokud by barvivo PI fungovalo, byl by jeho fluorescencni signal

pozorovatelny u mrtvych bun¢k. Na zdkladé tohoto testu bylo rozhodnuto, Ze PI neni vhodné

barvivo pro dalsi testovani.
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Graf 6: Vysledky testovani fluorescencniho signalu PI o koncentracich 10 ug/ml a 3 ug/ml (excitace: 535 nm, emise: 615 nm)
u zivych (Z) a mrtvych (M) bunék o danych koncentracich a porovnani s fluorescencnim signalem chlorofylu (excitace: 430 nm,
emise: 670 nm). Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku z 6 nezavislych paralel. Pro kontrolu, zda samotny PI
neovliviiuje signal chlorofylu, je zméren i fluorescencni signal chlorofylu v pritomnosti PI. Negativni kontrola: suspenze bunék

o danych koncentracich s BBM.

Naptiklad ve studii od Hu a kol., barveni bun¢k fas pomoci PI pfi testovani toxicity PFOA
fungovalo, jelikoz PI poskytoval fluorescencni signal o mrtvych buiikdch (Hu et al., 2020).
Oproti této diplomové préci ale pouzili jinou fasu (C. pyrenoidosa) a jiné kultivaéni médium.
V dalsi studii, kde také pouzili PI k barveni mrtvych bun€k fas, pouzili také jiné druhy fas

(C. pyrenoidosa, Synechococcus 7002) a jiné kultivacni medium (Yewalkar et al., 2019).
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6.3.2 Karboxyfluorescein diacetat acetoxymethylester (CFDA-AM)

Nameétené hodnoty (viz kapitola 5.6.2.) fluorescenéniho signdlu CFDA-AM byly
vyneseny do Grafu 7, ve kterém lze pozorovat, ze RFU CFDA-AM byl nedostatecny, protoze
v koncentracich nizSich nez 500 000 bun¢k/ml dosahoval nizkych hodnot signalu. V néslednych
experimentech, kde se budou pocty bun¢k pohybovat v fadech deseti tisicti bunék/ml, by nebylo

pouzitelné. Z této podstaty je barvivo CFDA-AM k testovani viability P. subcapitata

nevyhovujici.
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Graf 7: Vysledky testovani fluorescencniho signalu CFDA-AM o koncentracich 20 uM a 4 uM (excitace: excitace: 485 nm,
emise: 535 nm) u danych koncentraci bunek ras a porovnani s fluorescencnim signalem chlorofylu (excitace: 430 nm, emise:
670 nm). Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku z 6 nezavislych paralel. Pro kontrolu, zda samotny CFDA-AM
neovliviuje signal chlorofylu, je zméren i fluorescencni signal chlorofylu v pritomnosti CFDA-AM. Negativni kontrola: suspenze

bunék o danvch koncentracich s BBM.

6.3.3 Fluorescein diacetat (FDA)

Z testovani fluorescen¢niho signalu FDA bylo zjis$téno, ze pfi koncentracich 20 uM
a 40 uM m¢l FDA dostatecné vysoky signal na to, aby bylo mozné zméfit pocet zivych bunék
(Graf 8). K nasledujicimu testovani vhodnosti pouziti FDA pro sledovani toxicity PFAS byla
vybrana koncentrace 20 uM. Z Grafu 8 lze také vypozorovat, Ze fluorescencni signal
u koncentrace 50 000 bunék/ml byl dostatecné vysoky pro detekci Zivych bunck. To bylo

dualezité zjisténi, jelikoz pii takové koncentraci se bunky fas pohybovaly béhem testovani toxicity
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PFAS. Déle bylo zjiSténo, Ze oproti samotnému fluorescen¢nimu signalu chlorofylu je

fluorescencni signal FDA mnohem citlivéjsi.
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Graf 8: Vysledky testovani fluorescencniho signalu FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) o koncentracich 10 uM, 20 uM
a 40 uM pri danych koncentracich bunék ras a porovnani s fluorescencnim signalem chlorofylu ( excitace: 430 nm, emise: 670
nm). Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku ze 4 nezavislych paralel. Pro kontrolu, zda samotny FDA neovliviiuje

signal chlorofylu, je zméren i fluorescencni signal chlorofylu v pritomnosti FDA. Negativni kontrola: suspenze bunék o danych

koncentracich s BBM.

80
70
—
o}
E 60
=
B 50
w
B
g 40
¥
7
8
S 30
[
20
0 ] [ ]
5000
Koncentrace bunék fas [bunék/ml]
= Fluorescenéni signal FDA 10 pM = Fluorescenéni signal FDA 20 pM
H Fluorescenéni signal FDA 40 pM mFluorescenéni signal chlorofylu v pfitomnosti FDA 10 uM
m Fluorescenéni signal chlorofylu v pfitomnoesti FDA 20 pM mFluorescenéni signal chlorofylu v pfitomnosti FDA 40 uM

® Fluorescencni signal chlorofylu. negativni kontrola

Graf 9: Vysledky testovani fluorescencniho signalu FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) o koncentracich 10 uM, 20 uM
a 40 uM pri koncentraci 5 000 bunék/ml a porovnani s fluorescencnim signalem chlorofylu ( excitace: 430 nm, emise: 670 nm).
Chyboveé usecky predstavuji smérodatnou odchylku ze 4 nezavislych paralel. Pro kontrolu, zda samotny FDA neovliviiuje signal
chlorofylu, je zmeren i fluorescencni signal chlovofylu v pritomnosti FDA. Negativni kontrola: suspenze bunék o danych

koncentracich s BBM. Priblizeni hodnot fluorescencnich signalit pri koncentraci 5 000 bunék/ml z predchoziho Grafu 8.
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Z testovani, zda FDA dostatecn¢ odliSuje zivé bunky od mrtvych na zakladé jeho
fluorescen¢niho signalu, byl ze ziskanych hodnot vytvoten Graf 10, ze kterého 1ze vyvodit, ze
RFU je u 100 % zivych bunék dostatecné vysoky, a tudiz odliSitelny od signalu mrtvych bunék,
ktery je nulovy. Fluorescencni signél chlorofylu je pti téchto vinovych délkach emise a excitace
také nulovy, a tudiz bylo potvrzeno, ze fluorescencni signal FDA neni ovlivnén fluorescenci
chlorofylu.
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Graf 10: Testovani fluorescencniho signalu FDA (excitace: 485 nm, emise: 535 nm) u zivych a mrtvych bunék a jejich porovnani.
Testovani fluorescencniho signalu chlorofylu méreného pri stejnych vinovych délkach jako FDA. Chybové usecky predstavuji
smerodatnou odchylku ze 4 nezavislych paralel

JiZ existuji studie o pouziti barviva FDA. V nékterych studiich byla testovana celkova
viabilita fas (Wang et al.,2023a; Yewalkar et al., 2019) a v nékterych pouze sledovali esterazovou
aktivitu (Machado, 2013). V této préaci bylo pouzito k sledovani aktivity esteraz FDA jako
ukazatel viability. Test FDA jesté nikdy nebyl pouZit ke sledovani toxicity PFAS u fas.

6.4 Vysledky z testovani adsorpce PFAS na povrch jamek 96 jamkové

mikrodesticky

Ze zmétenych hodnot bylo zjisténo, ze GenX a PFOA se na sténu desti¢ek neadsorbuji

vibec €ili jejich koncentrace v jamce byla i po 3 dnech inkubace stejnd. U roztoku PFOS doslo
ke zménam. Pti koncentraci 0,1 pg/ml se veskera latka PFOS naadsorbovala na sténu desticky.
U koncentrace 1 pg/ml se adsorbovalo 22,9 % PFOS a u koncentrace 50 pg/ml zlstala
koncentrace v jamce stejna.

Adsorpce PFHxA a PFHxS nebyla testovana, protoze jejich uhlikovy fetézec je jen o dva
uhliky kratsi oproti PFOS a PFOA, a proto ptfedpokladame, ze jejich sorpce je podobna.
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6.5 Testovani toxického vlivu PFAS pomoci testt riistové inhibice a FDA testu

na P, subcapitata.

Test tiicestné analyzy rozptylu (ANOVA) vyhodnotil, Ze faktory polutant (druh testované
PFAS) a osetieni (koncentrace testované latky a solvent kontrola) maji statisticky vyznamny vliv
na biomasu fas (biomasa-chlorofyl) a viabilitu (viabilita-FDA).(hladina vyznamnosti o = 1 %).
Rovnéz byla identifikovana statisticky vyznamna interakce mezi faktory toxikologicky test,
polutant a oSetfeni. Tyto vysledky naznacuji, Ze jednotlivé polutanty vykazuji rozdilny pribéh
toxicity u studovaného organismu mezi sebou. Vysledky z mnohonasobného porovnani jsou

popsany v nasledujicich podkapitolach.

6.5.1 Testovani toxicity PFOS

Vytvotené grafy vyobrazuji vysledky z testu inhibice ristu a FDA testu, které byly
pouzity u vSech testovanych PFAS. V Grafu 11 je vyobrazen vliv PFOS na buiiky fas a lze
konstatovat, ze PFOS ma stimulacni 1 toxicky vliv na P. subcapitata. Fluorescencni signal FDA
pfedstavuje procentudlni viabilitu Cili obsah Zivych bun¢k (viabilita-FDA), fluorescen¢ni signal
chlorofylu piedstavuje procentudlni biomasu fas (biomasa-chlorofyl) po 72 h expozici PFOS
v porovnani se solvent kontrolou.

Dle testu mnohonasobného porovnavani (Dunnettiiv test) je vliv PFOS na fasu statisticky
(LOEC) béhem testovani rustu, je 1 ug/ml (Tabulka-8). Pii této koncentraci dochazi vzhledem
k solvent kontrole ke stimulaci rastu o 39,5 %. LOEC, u kterého dochézi k inhibici ristu je
50 pg/ml. Cim vyssi je pak koncentrace PFOS, tim vy$si je inhibice ristu.

U FDA testu je detekovan LOEC od 10 pg/ml (Tabulka-9). Oba tyto testy potvrdily toxicky vliv
PFOS na P. subcapitata.

V ramci sledovani toxicity byla také vyhodnocena ECso, kdy dand koncentrace ma
toxicky vliv na 50 % testovanych jedincti. U testu inhibice rustu (biomasa-chlorofyl) byla
ECso=5,7 pg/ml a u FDA testu (viabilita-FDA) ECso= 4,6 pg/ml. Pomoci tficestné analyzy
rozptylu byl také zjistén rozdil vysledkid mezi obéma testy. U koncentraci 1-10 pg/ml byl ale
potvrzen signifikantni rozdil vysledki mezi pouzitymi testy (Tabulka-10). Hodnoty
fluorescencniho signalu chlorofylu, které udavaji pocet bun¢k ukazuji, Ze oproti solvent kontrole
doslo k nariistu po¢tu bunék €ili k stimulaci ristu. Vysledky z FDA testu ale maji opacny trend.
Jako vysvétleni se nabizi, Ze PFOS naruSuje funkci esterdz, které jsou esencialni k hydrolyze
FDA, aby z ného vznikl fluorescencni fluorescein. Pokud jsou tedy esterazy naruSeny, nelze

pomoci FDA spolehlivé rozeznat zivé buiiky. Proto FDA test nevykazuje takové vysledky, které
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by odpovidaly danému procentudlnimu obsahu Zivych bunék, ale odpovida naruseni metabolické

aktivity.
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Graf 11: Vliv PFOS na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescencni signal FDA (oranzova barva) (excitace: 485 nm, emise:

535 nm) predstavuje procentualni viabilitu FDA a fluorescencni signal chlorofylu (zelend barva) predstavuje procentudlni obsah

biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztazené k solvent kontrole. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku z 18

nezavislych paralel. Solvent kontrola: suspenze bunék s 0,1 % MetOH. pozitivni kontrola: dichlorfenol (10 um/l) v suspenzi

bunek, negativni kontrola: suspenze bunék s BBM médiem. Hvezdicky oznacuji LOEC pozitivniho a negativniho efektu: viabilita-

FDA (neg. efekt- modra, pozit. efekt-cervena), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- cerna, pozit. efekt.-zelend)

z Dunnettova testu

Dunnett test- inhibice/stimulace ristu- LOEC
Polutant Typ efektu Expozice Procentudlni rozdil viici P-hodnota
solvent kontrole [%o]
PFOS Pozitivni efekt 1 pg/ml +395 p<<0,001
Negativni efekt 50 pg/ml -55,0 p<<0,001
Pozitivni efekt 5 ug/ml +279 0,001
PFOA v bg/ p<
Negativni efekt 0
Pozitivni efekt 5 pg/ml +23,7 0,001
GenX .
Negativni efekt 0
Pozitivni efekt 1 pg/ml +22,1 0,003
PFHxA -
Negativni efekt 0
Pozitivni efekt 5 pug/ml +23,6 0,001
PFHxS -
Negativni efekt 0
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Dunnettova testu

Dunnett test- FDA test- LOEC
Polutant Typ efektu Expozice Procentudlni rozdil vuci P-hodnota
solvent kontrole [%]
Pozitivni efekt 0 p<0,001
PFOS —
Negativni efekt 10 pg/ml -20.2 0,004
Pozitivni efekt 0,1 pg/ml +16,1 0,041
PFOA —
Negativni efekt 25 pg/ml -22.8 0,001
Pozitivni efekt 0 0,001
GenX .
Negativni efekt 75 ng/ml -22.1 0,001
Pozitivni efekt 1 pg/ml +25,5 p<0,001
PFHxA —
Negativni efekt 75 pg/ml -21,44 0,002
Pozitivni efekt 1 pg/ml +19,0 0,009
PFHxS _
Negativni efekt 0

Tabulka 10: Koncentrace jednotlivych latek, pri nichz byl zaznamenan rozdil odpovédi mezi dvema studovanymi testy

o :
Polutant Vyssi odezva u FDA testu Vys051 c‘>d.e zvaou estu
inhibice riistu
PFOS 50, 75 pg/ml 1-10 pg/ml
PFOA 10 - 100 pg/ml
GenX 10 - 100 pg/ml
PFHxA 10 - 100 pg/ml
PFHxS 10 - 100 pg/ml

Napriklad ve studii od Wang a jeho kol. bylo tvrzeno, ze barvivo FDA lze pouzit pro detekci
zivych bunék. Na zaklad¢ predchozich vysledk v této diplomové préaci je toto tvrzeni
rozporovano ( Wang et al., 2023b).

V nedavné studii od Pietropoli a kol. byly srovnavany toxické u¢inky PFAS u Daphnia
magna a P. subcapitata. U D. magma byly sledovany toxické u¢inky pomoci testu OECD 202
(OECD, 2004) a u P. subcapitata byl pouzit test ke sledovani toxicity OCSPP 850.4500 Algal
toxicity (EPA, 2012). V tomto vyzkumu byla zjist€na vyznamné vyssi toxicita PFOS u fasy
v porovnani s D. magna. U tfasy byla zmétena koncentrace ECso, ktera ¢inila 29,11 ug/ml, coz je
vys$$i hodnota oproti naSemu ECso. U D. magna byla ECs50=67,82 pg/ml (Pietropoli et al., 2024).
V dalsi studii, kde byly pozorovéany toxické ti¢inky PFOS na riistovou inhibici u P. subcapitata
a D. magna byly hodnoty ECso p subcapitata = 48,2 pg/ml a ECso p. magna = 130 pg/ml (Boudreau et
al., 2003). Ve studii od Rosal, kde byl také pouzit test ristové inhibice (OECD, 2006), byl
pozorovan toxicky ucinek PFOS na P. subcapitata a ECso byla 48,2 ng/ml (Rosal et al., 2010).
Mojiri a kol. zkoumal toxické u¢inky PFOS pomoci stejného testu jako v predchozich studiich
na Chlorella vulgaris a Scenedesmus obliquus. Jiz pti koncentracich 1-10,0 pg/ml byla u fas

snizena viabilita (Mojiri et al., 2023).
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Ziskané vysledky toxicity PFOS v této diplomové praci, tak vysledky z ostatnich
citovanych studii, demonstruji vysokou toxicitu PFOS pro jednobunécné tasy. Jelikoz tasy
zaujimaji klicovou roli v trofickych fetézcich, mohlo by jejich vyhynuti zplisobit posSkozeni
sladkovodnich ekosystému (Pietropoli et al., 2024). Proto je relevantni, aby se koncentrace PFOS
v téchto ekosystémech nezvySovala. Momentalné se koncentrace PFOS v povrchovych vodach
pohybuji v ng/l (ppt), coZ jsou oproti testovanym koncentracim velmi nizké. Samoziejmée se ale
koncentrace lisi vzhledem k riznym oblastem. Ve studii, kde sledovali koncentraci PFOS
v povrchovych a podzemnich vodach v Chorvatsku, detekovali PFOS pfi koncentracich
4,57 £ 0,21 ng/ml (Radeti¢ et al., 2024). Studie od Zhang a kol. se zabyvala monitorovanim
PFAS v ¢inskych povrchovych vodach, kde primérnd koncentrace oproti chorvatskym vodam
byla o dost vyssi. Nejvice znecisténou fekou byla Xiaoqing, kde hodnoty PFAS dosahovaly
az 25, 4 ng/ml (Zhang et al., 2023).

6.5.2 Testovani toxicity PFOA

Dle statistického zhodnoceni je toxicky vliv PFOA v porovnani se solvent kontrolou
na fasu signifikantni. U testu inhibice riistu byla pomoci Dunnettova testu zjisténa
LOEC = 5 pg/ml (Tabulka-8) s pozitivnim efektem. V Grafu 12 1ze pozorovat, Ze u koncentraci
> 5 ng/ml dochazi k stimulaci rastu fas. U koncentraci 50 pg/ml, 75 pg/ml a 100 pg/ml je
dokonce procentualni obsah biomasy oproti solvent kontrole o cca 50 % vysSi, coz znac¢i nartst
poctu bunck. FDA test naopak vykazoval u vyssich koncentraci PFOA inhibi¢ni ucinky
(LOEC= 25 pg/ml) (Tabulka-9).
testovani PFOS. Tyto rozdily ve vysledcich jednotlivych testd byly statisticky potvrzeny
prostfednictvim analyzy rozptylu (ANOVA). U koncentrace 50 pg/ml byl rozdil mezi hodnotami
biomasa-chlorofyl a viabilita-FDA 80 % a u koncentraci 75 pg/ml a 100 pg/ml byl az 90 %
(Tabulka-10). Tudiz na zaklad¢ tohoto testovani je znovu potvrzeno, Ze FDA test nevykazuje

obsah zivych bunék, ale u kolika % bunck fas doslo ke sniZeni esterazové aktivity.
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Graf 12: Vliv PFOA na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescencni signal FDA (oranzova barva) (excitace: 485 nm,
emise: 535 nm) predstavuje procentualni viabilitu FDA a fluorescencni signal chlorofylu (zelend barva) predstavuje procentualni
obsah biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztazené k solvent kontrole. Chybové usecky predstavuji smérodatnou
odchylku z 18 nezavislych paralel. Solvent kontrola: suspenze bunék s 0,1 % MetOH, pozitivni kontrola: dichlorfenol (10 um/l)
v suspenzi bunék, negativni kontrola: suspenze bunék s BBM médiem. Hvezdicky oznacuji LOEC pozitivniho a negativniho
efektu: viabilita-FDA (neg. efekt- modra, pozit. efekt-cervena), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- cerna, pozit. efekt.-zelend)

Esterdzy hraji vyznamnou roli v metabolickych procesech. Podileji se zejména na
degradaci proteinli a metabolismu lipidd, kde hydrolyzuji estery karboxylovych kyselin
s dlouhym a kratkym feté¢zcem (Hermetter et al., 2001; Lockridge et al., 2018).

Ve studii od Machado a Soares, kde testovali toxicky t¢inek médi na P. subcapitata,
nebylo barvivo FDA pouzito k rozeznéani zivych bunék, ale k zjisténi esterdzové aktivity tasy.
Pii vyssich koncentracich médi se esterazova aktivita u fasy snizila, a tedy se i snizil
fluorescencni signal FDA (Machado, 2013). Pfitom zavéry ve studiich od Yewalkar a kol.
a Wang a kol. tikaji, ze 1ze pomoci barviva FDA rozeznat zivé bunky (Wang et al., 2023b;
Yewalkar et al., 2019) Pokud se ale snizuje esterdzova aktivita, nemize FDA spravné rozeznat
zivé bunky. Proto jak studie od Machado a Soares, tak tato diplomové prace dokazuje, ze FDA
test 1ze pouzit pouze k testovani metabolické aktivity.

U vyssich koncentraci PFOA pravdépodobné dochdzi u bunék fas ke snizeni esterazové
aktivity, ale zaroven lze dle fluorescenc¢niho signalu chlorofylu pozorovat, ze bunky rostou.

Odpovédi, pro¢ buiiky rostou i ptes toxicky vliv PFOA, miize byt takzvana horméza.
Jedna se biologicky jev, kdy nékteré toxické latky mohou pti nizkych koncentracich mit pozitivni
ucinky na organismy. Napiiklad se miZe jednat o ptiznivé pisobeni stresu vznikajici odezvou

na toxické latky (Mattson, 2008).
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6.5.3 Testovani toxicity GenX (HFPO-DA)

Pomoci testu ANOVA a Dunnettova testu byl zjistén statisticky vyznamny toxicky vliv
GenX na P. subcapitata. vzhledem k solvent kontrole. Nejnizsi koncentrace GenX, pii které byl
Jiz detekovan pozitivni efekt u testovani inhibice riistu, byla 5 pg/ml (Tabulka-8) a u FDA testu
byl signifikantni negativni efekt LOEC= 75 ng/ml (Tabulka-9).

Fluorescen¢ni signal chlorofylu ukazuje zvySeny procentualni obsah biomasy, naopak
fluorescencni signal FDA ukazuje opacny efekt. Tudiz bunky jsou stale zivé, ale i zde miizeme
ptedpokladat, Ze je u nich snizena esterdzova aktivita, zejména u vyssich koncentraci 50 pg/ml,

75 ng/ml a 100 pg/ml.

Dle FDA testu lze ptedpokladat, Ze se u koncentrace 100 pg/ml snizila esterazova aktivita
az 0 32 %. Naproti tomu u testu inhibice ristu se obsah biomasy tas zvysil o 30 %. Analyza
rozptylu prokazala, Ze rozdily ve vysledcich testl jsou statisticky vyznamné pii koncentracich

10 pg/ml a vyssich (Tabulka-10). Pii vysSich koncentraci GenX dochéazelo k nartstu tohoto

' ® Fluorescendni signal
FDA
H Fluorescenéni signal
chlorofylu
—

Pozitiv. k. Solvent k. Negativ. k

rozdilu.
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Graf'13: Vliv GenX na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescencni signal FDA (oranzova barva) (excitace: 485 nm, emise:
535 nm) predstavuje procentudlni viabilitu FDA a fluorescencni signal chlorofylu (zelena barva) predstavuje procentudlni obsah
biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztazené k solvent kontrole. Chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku
z 18 nezavislych paralel. Solvent kontrola: suspenze bunék s 0,1 % MetOH, pozitivni kontrola: dichlorfenol (10 um/l) v suspenzi
bunek, negativni kontrola: suspenze bunék s BBM médiem. Hvézdicky oznacuji LOEC pozitivniho a negativniho efektu: viabilita-

FDA (neg. efekt- modra, pozit. efekt-cervend), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- cernd, pozit. efekt.-zelena)

Latka Gen-X byla vyvinuta spolecnosti DuPont v roce 2009, aby nahradila na trhu latku
PFOA, u které byla zakdzana distribuce (Heidari et al., 2021). Zda je ale GenX vi¢i zivotnimu

prostiedi SetrnéjSi oproti PFOA mnoho studii vyvraci. Napiiklad v jednom vyzkumu byly
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testovany toxické ucinky PFOA a GenX na C. pyrenoidosa. U tasy byla métena inhibice rustu
a obsah fotosyntetickych pigmentd pii expozici slatkami o koncentracich 100 ng/ml
a 100 pg/ml. Po 12 dnech expozice PFOA (100 pg/ml) a GenX (100 pg/ml) byla bunééna hustota
snizena o 15 % a 14,4 %. PFOA a GenX také redukovaly obsah fotosyntetickych pigmentt Chla
a Chlb.
U obou latek byl tedy prokazany toxicky vliv na C. pyrenoidosa (Y. Li et al., 2021c). Ve studii
od Pietropoli a kol. byl také testovany toxicky vliv GenX na P. subcapitata. pomoci Akutniho
testu toxicity- OCSPP 850.4500, kdy hodnota ECso GenX ¢inila 996,2 ng/ml (Pietropoli et al.,
2024).

GenX je na seznamu SVHC, ale zatim pro n¢ho neplati Zadné evropské restrikce 1 ptesto,

ze jeho toxicky vliv je obdobny jako u PFAS, kter¢ jiz zakdzané jsou (ECHA, 2024).

6.5.4 Testovani toxicity PFHxA

Predchozi studie, které testovaly toxicitu PFAS, se zamé&fovaly piedev§im na slouceniny
s dlouhym uhlikovym fetézcem (PFOS, PFOA), pfi¢emz slouCeniny s kratkym uhlikovym
fetézcem, jako naptiklad PFHxA, se v Zivotnim prostfedi také kumuluji a udajt o jejich toxicité
je zatim malo (Reynaldo Patifio et al., 2023). Proto byly v této diplomové praci testovany
1 PFHxA a PFHxS.

V Grafu 14 lze pozorovat, ze PFHXA stimulovala u fasy rtst. Vysledky z testu inhibice
rustu byly u vSech koncentraci kromé 0,1 pg/ml statisticky vyznamné v porovnani se solvent
ucinek, byla tedy 1 pg/ml. U koncentrace 50 pg/ml se zvysil pocet bunék o 46 % v porovnani se
solvent kontrolou.

U FDA testu byl statisticky vyznamny rozdil hodnot v porovnani se solvent kontrolou
u koncentraci 1, 5, 75 a 100 pg/ml, tudiz se snizila esterdzova aktivita. V Grafu 14 si mizeme
v§imnout, ze u koncentraci 0,1; 10, 25 a 50 pg/ml je fluorescenéni signal FDA blizko k signalu
solvent kontroly. V téchto koncentracich také dochézi jiz k zmifiovanému stimulacnimu ristu.
Dle téchto vysledk jsou tyto koncentrace PFHXA pro P. subcapitata netoxické. Toto pozorovani
bylo nasledné potvrzeno analyzou rozptylu s pouzitim Bonferroniho korekce, kterd prokazala,

ze rozdily vzhledem k solvent kontrole nejsou statisticky vyznamné (o =5 %).
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Graf' 14: Vliv PFHxA na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescencni signal FDA (oranzova barva) (excitace: 485 nm,
emise: 535 nm) predstavuje procentualni viabilitu FDA a fluorescencni signal chlorofylu (zelend barva) predstavuje procentualni
obsah biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztazené k solvent kontrole. Chybové usecky predstavuji smérodatnou
odchylku z 18 nezavislych paralel. Solvent kontrola: suspenze bunék s 0,1 % MetOH, pozitivni kontrola: dichlorfenol (10 um/l)
v suspenzi bunék, negativni kontrola: suspenze bunék s BBM médiem. Hvezdicky oznacuji LOEC pozitivniho a negativniho

efektu: viabilita-FDA (neg. efekt- modra, pozit. efekt-cervena), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- cerna, pozit. efekt.-zelend)

Neinhibi¢ni u¢inky PFHxXA na rlist fas potvrzuje také studie od Liu, kde zkoumali toxické u€inky
PFHXA na S. obliquus. Také ale zjistili G¢inek na bunéénou membranu, u které se zvysila
permeabilita, coz mlze celkoveé ohrozit funkci a integritu buiiky (Liu et al., 2008).

Toxické uc¢inky PFHxA byly rovnéz zaznamenany ve studii od Latala a kol., kde sledovali
toxicitu PFHxA dle pokynt Evropského vyboru pro normalizaci u tfech druht fas C. vulgaris,
Skeletonema marinoi a Geitlerinema amphibium. Pti sledovani riistové inhibice méla PFHxA
toxicky vliv na vSechny druhy fas. Nejvice citlivda vii¢i PFHXA byla modrozelend tasa G.
amphibium (Latala et al., 2009). V jiz zminéné studii od Pietropoli a kol. byla také sledovana
toxicita PFHXA u P. subcapitata, kde bylo ECso= 883 pg/ml, tudiz PFHxA méla toxicky vliv na
fasu az pti vysokych koncentracich.

Produkce PFHxXA je stale povolena, ale dne 19.9. 2024 bylo schvaleno nafizeni od
Evropské komise tykajici se jeji regulace. Od 10.10. 2026 se PFHxA nebude moct uvadét na trh
a pouzivat v koncentracich > 25 ng/ml v textilnim, papirenském, obuvnickém a kosmetickém
pramyslu a ve smésich pro Sirokou vetejnost. Od 10.4. 2026 bude zakazané pouziti PFHxA

o koncentraci > 25 ng/ml v hasicich péndch (Nafizeni komise (EU), 2024).
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6.5.5 Testovani toxicity PFHxS

Pomoci statistického zhodnoceni tficestnou analyzou rozptylu a mnohonasobnym
porovndnim byl zjistén toxicky signifikantni vliv rovnéz u latky PFHXS na P. subcapitata.
Nejnizsi koncentrace, u které byl zaznamenany pozitivni efekt na riist fasy, je 5 pg/ml (Tabulka-
8). V ptipadé sledovani vlivu PFHxS pomoci FDA testu, byl detekovan LOEC u koncentrace
1 ng/ml také s pozitivnim efektem (Tabulka-9).

V porovnani se solvent kontrolou jsou fluorescencni signaly chlorofylu u fas v kontaktu
s PFHxS vyssi. Napiiklad pii koncentraci 25 pg/ml je signdl chlorofylu az o 39,7 % vyssi.
Naopak hodnoty ziskané FDA testem jsou velmi blizko ke 100 % ¢ili k solvent kontrole. To také
potvrzuje Dunnettav test, kdy je v FDA testu signifikantni hodnota pouze u koncentrace 1 pg/ml
s mirnym narustem viability (viabilita-FDA) ptiblizné o 20 %. V piipad¢ i této latky byl také
zjistén rozdil mezi signaly FDA a chlorofylu (Tabulka). Nejvétsi diference vysledkti mezi testy
je pti koncentraci 25 pg/ml o 50 %, coz l1ze i dobte vidét v Grafu 15.

Jelikoz PFHXS ma nejmensi efekt na aktivitu intracelularnich esteraz Ize konstatovat, ze

PFHxS je oproti ostatnim testovanym latkam nejméné toxicky.
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Graf 15: Vliv PFHxS na biomasu a viabilitu P. subcapitata. Fluorescencni signal FDA (oranzova barva) (excitace: 485 nm,
emise: 535 nm) predstavuje procentualni viabilitu FDA a fluorescencni signal chlorofylu (zelend barva) predstavuje procentualni
obsah biomasy (excitace: 430 nm, emise: 670 nm).) vztazené k solvent kontrole. Chybové usecky predstavuji smérodatnou
odchylku z 18 nezavislych paralel. Solvent kontrola: suspenze bunék s 0,1 % MetOH, pozitivni kontrola: dichlorfenol (10 um/l)
v suspenzi bunék, negativni kontrola: suspenze bunék s BBM médiem. Hvezdicky oznacuji LOEC pozitivniho a negativniho

efektu: viabilita-FDA (neg. efekt- modra, pozit. efekt-cervena), biomasa-chlorofyl (neg. efekt- cerna, pozit. efekt.-zelend)
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Studie, které se zabyvaly PFHxS, sledovaly toxické u¢inky ptfedev§im na vodnich organismech
a lidském organismu, avSak na fasach jen velmi malo.

Jedna ale z mala studii, ktera se také zabyva toxicitou PFHxS vic¢i fasam, je disertacni
prace od Ihenyen. Jeji studie si kladla za cil porovnat vliv PFOS a PFHxS na dvou druzich fas
Chlorella sorokiniana a Prymnesium parvum. U C. sorokiniana nebyl diagnostikovan vyznamny
vliv PFHXS na jeji rlst, ale byl snizen obsah chlorofylu pti koncentraci 100 pg/ml a snizeném
mnozstvi zivin. Expozice PFHxS také vyvolala vyznamné zvySeni hladiny ROS, coz vede
k oxidativnimu stresu. U tfasy P. parvum. byla potvrzena vyss§i toxicita PFOS nez PFHxS
(Ihenyen, 2023).

PFHxS byla alternativou PFOS, protoZe ma kratsi uhlikovy fetézec a na zékladé tohoto
faktu byla PFHxS povaZovana za mén¢ nebezpecnou vuci zivotnimu prostiedi (Ihenyen, 2023).

Na zaklad¢ vyzkumi, které dosvédcily toxicitu PFHxS, byla nakonec také pfidana na

seznam POPs Stockholmské timluvy, a tedy doslo k jeji regulaci (S.-10/13 UNEP, 2023).
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7 Zavér

V této diplomové praci byla sledovana toxicita PFOS, PFOA, GenX, PFHXA a PFHxS
vuci fase P. subcapitata pomoci dvou testd, a to pomoci standardizovaného testu inhibice rustu
a testu vyuzivajici FDA. Celkovd metodika testovani byla uspéSné optimalizovana
a miniaturizovana. Testovani toxicity probihalo v 96 jamkové desticce, coZ bylo pozitivni nejen
pro niz§i spotfebu vSech pouzitych chemikalii, ale také pro rychlé a efektivni méteni nékolika
paralel najednou. U kazdé sledované latky bylo zméfeno 18 paralel od kazdé testované
koncentrace.

Test inhibice ristu se pouziva k testovani toxickych latek na fasach dle norem (OECD,
2006), ale testovani viability pomoci barviva FDA neni v normach zakotveno. Test FDA jesté
nikdy nebyl pouzit k testovani toxickych t¢inkti PFAS na fasach, a proto tato prace piinasi z
tohoto hlediska nové poznatky.

Béhem sledovani toxicity PFAS bylo zjisténo, Ze FDA test nevypovidal o viabilité, jelikoz
PFAS narudily funkci esterdz u P subcapitata , a ty jsou pro detekci barviva FDA
nepostradatelné. To znamena, Ze ale Ize pomoci tohoto testu sledovat esterazovou aktivitu, ktera
byla latkami PFAS ovlivnéna.

Ze ziskanych vysledki byly prokazany nejvétsi toxické ucinky PFOS na P. subcapitata.
Nejmensi toxicky vliv vykazovaly PFHxA a PFHxS.

Na zakladé téchto poznatkili je mozné na zavér konstatovat, ze dle testu inhibice rlstu
méla pouze PFOS inhibi¢ni u€inky. Ostatni sledované latky vykazovaly u P. subcapitata
stimulaci ristu. FDA test neni stejné pouzitelny pro testovani toxicity na P. subcapitata jako
standardizovany test inhibice rlistu, nicméné timto testem byly zaznamendny subletalni toxické

ucinky. Timto zjiSt€nim se otevira dalsi téma sledovani G€¢inkii PFAS na intracelularni esterazy.
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