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1 Uvod

Celosvétove, nejvice znepokojujicim problémem je znecisténi zivotniho prostiedi,
zapri¢inéné lidskou c¢innosti (Abrantes a kol.,, 2010). Tento narustajici problém
je ptipisovan faktorim, které souvisi primarn¢ se zeméd€lstvim a pramyslovymi
technologiemi (Figueiredo-Fernandes a kol., 2006). Spolu se zvySenim zemé&délské
produkce rapidné vzrostla i spotieba chemickych latek, jez jsou nezbytné pro ochranu
rostlin pfed Skadci. Ackoliv vede pouziti téchto latek ke zvysSeni produkce, tak nelze
nezminit jejich negativni vliv nejen na necilové organismy a zivotni prostiedi,
ale i na lidské zdravi (Bermudez-Saldana a kol., 2005; Abrantes a kol., 2010). V tomto
ohledu lze oznacit vodni ekosystémy za nejvice ohrozené, nebot’ po aplikaci téchto latek
na polni kultury dochazi ke kontaminaci jak povrchovych, tak podzemnich
vod (Ceyhun a kol., 2010).

Triazinové herbicidy jsou povazovany za kontaminanty, které jsou ve vodnim
prostedi ¢asto sledovany kvuli své toxicité a perzistenci. Detekovatelné hladiny téchto
latek je mozné sledovat jak v pitné vodé, tak 1 v potravinach, rybach, a dalSich vodnich
organismech (Plhalova a kol., 2011). Triaziny maji schopnost narusit energeticky
metabolismus, coZ se u postizeného organismu projevuje jako ties, kieCe, paralyza,
zpomalené dychani, problémy s chizi a prijem (Hayes a Laws, 1991). V poslednich
letech rostou obavy z perzistence, mobility a toxicity triazini a jejich metabolitt
v disledku zjisténych zbytkovych koncentraci téchto herbicidii ve vodé a v riznych
slozkach Zivotniho prostredi (Chapadense akol., 2009).

Atrazin (6-chloro-N2-ethyl-N4-(1-methylethyl) -1,3,5,-triazin-2,4,-diamin) se diive
pouzival pro kontrolu nékterych listnatych a travnich plevelt, cukrové titiny
a hospodaiskych  ploch, kde postupem let dochazelo kjeho kumulaci
(Ahrens a kol., 1994). Je mirn¢€ az vysoce toxicky pro vodni organismy. Atrazin spolu
sjeho rezidui negativné ovliviiuje vodni organismy vcetné rakl uz prfi
environmentalnich koncentracich (Loughlin a kol., 2016). Je schopny poskozovat DNA
organismi, coz zahrnuje genotoxicitu, mutagenitu, imunotoxicitu a kumuluje
se v tkanich. Nejvice nebezpecna je jeho perzistence a karcinogenita, ktera se tyka
jak rakd, tak ryb (Nwani a kol., 2010; Xing a kol., 2015).

Sladkovodni raci jsou ekologicky vyznamnymi bentickymi organismy obyvajicimi
vodni prostfedi. Jsou povazovani za jedny z klicovych ekosystémovych bioindikatord,

ukterych se negativni ucinky latek projevuji nejen na urovni populaci,



ale vedou ke zménam v ramci celych spolecenstev (Bufi¢ a kol. 2013). Navzdory této
skuteCnosti existuje nedostatek udaji o subchronickych nebo chronickych expozicich
triazind v environmentalnich koncentracich na racich.

Cilem této diplomové prace je vyhodnotit subchronické plisobeni atrazinu na raka
ni¢ivého (Cherax destructor). Vliv atrazinu na raky bude hodnocen piedevsim
podle zmén v chovani a za pomoci biochemickych analyz: biochemického profilu
hemolymfy, oxidativniho stresu a antioxida¢nich biomarkert v tkanich. Sledované
parametry budou hodnoceny u raki béhem 14denni expozice atrazinu a dale budou tyto
parametry posouzeny po 14denni expozici rakt Vv Cisté vodé pro zotaveni.
Cilem této studie bude také rozsitit podklady hodnoceni rizik atrazinu nejen na raky,

ale také na zivotni prostedi s doporu¢enim dalsiho zapojeni rakt do testu s pesticidy.



2 Literarni prehled

2.1 Pesticidy

Za pesticidy l1ze oznacit vSechny slouceniny anebo jejich smési, které jsou urcené
pro prevenci, niceni, potla¢eni, odpuzeni, ¢i kontrolu Skodlivych organizmi
(nezadoucich rostlin, mikroorganizmi ¢i Zzivo¢ichi) béhem produkce, skladovani,
transportu, distribuce a zpracovani potravin, zeméd¢elskych komodit a krmiv a dale latky
aplikované u zvifat proti ektoparazitim (Codex Alimentarius Commision, 2013).
Mezi pesticidy jsou rovnéz zatazeny slouc¢eniny pouzivané jako desikanty, regulatory
¢i stimulatory ristu akliceni aplikované na plodiny pfed nebo po jejich sklizni
(Velisek a kol., 2014).

Pouziti pesticidii provazi lidstvo jiz po staleti. Jiz ve Starovékém Recku a Cing byly
znamy ucinky siry a arsenu, jako uc¢inného insekticidniho pfipravku k ochrané rostlin.
Ve starovékém Rimé byly izolovany z pryskyinikovitych rostlin alkaloidy, které byly
poté usp&$né pouzivany pro hubeni hlodavct (rodenticidy). S postupem casu byly
objevovany dalsi, vétSinou vesmés pfirodni latky, které vykazovaly pesticidni u¢inky.
Jednu z takovych latek popisuje napiiklad zprava z roku 1669, ktera hovoii o vyuziti
tabadkového vyluhu, v boji proti mSicim (Shepard, 1939). Od druhé poloviny 19. stol.
az do pocatku 20. stol. byly pesticidni pfipravky zaloZeny ptedev§im na ptirodni
a méné pak na anorganické bazi. Mezi prvni pesticidy na anorganické bazi lze zaradit
takzvanou Bordeaux smés (hydratované vapno a siran méd’naty), ktera byla poprvé
pouzita ve Francii v roce 1883 jako ucinny fungicid. Podobné tGspéchy zaznamenaly
I slouceniny na zakladé arsenu a rtuti (Hayes, 1982). Tyto anorganické latky byly
pozdéji nahrazeny jejich organickymi formami, které vSak vykazovaly vysokou toxicitu
pro ¢lovéka a z tohoto diivodu bylo zna¢n€ omezeno jejich pouziti (Bakir a kol., 1973).
Ve 30. a 40. letech byl ucinén objev pesticidi na bazi chlorovanych uhlovodiki.
Tyto halogenderivaty, u kterych byla c¢ast nebo vSechny atomy nahrazeny atomem
chloru, byly nejcastéji vyuzivany jako pfipravky s insekticidnimi, fungicidnimi
arodenticidnimi ucinky (Brundage a Barnett, 2010). Pesticidi na této bazi bylo
vyrobeno zna¢né¢ mnozstvi naptiklad aldrin, eldrin, heptachlor, lindan, toxafen a dalsi,
pfiCemz vysadni postaveni ziskalo DDT (dichlordifenyltrichlorethan), za které
byl objevitel jeho G¢inku, doktor Paul Miiller ocenén v roce 1948 Nobelovou cenou
(Velisek a kol., 2014). Toxicita chlorovanych uhlovodikii spocivala v zamezeni

nervového vzruchu, ktery se projevoval kiecovitymi pohyby (Narahashi, 2010).
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Pesticidy na bazi chlorovanych uhlovodiki se vyznacuji afinitou k tukim a velmi
nizkym stupném degradace. Z toho divodu byly v 70. letech postupné nahrazovany
organofosfaty a pyrethroidy, které se staly zakladem pro pesticidy pouzivané dodnes
(Velisek a kol., 2014).

Vlivy pesticidi na jednotlivé slozky ekosystému nebyly az do 60. let minulého
stoleti podrobné zkoumany. Pielom nastal v roce 1962, kdy Rachel Carson vydala knihu
Silent spring, ve které popisuje vedlejsi ucinky DDT na ekosystém (Carson, 1962).
Po uvetejnéni této publikace doslo k rozvoji analytickych metod, které byly schopny
detekovat rezidua pesticidi v potravinach a zaroven zapocaly vyzkumy, které
se zabyvaly vlivem pesticidi na zivé organismy. Na zdklad¢ téchto studii byla
vytvofena Stockholmska umluva, ktera reguluje a zakazuje pouziti nebezpe¢nych
pesticidnich a perzistentnich latek (Velisek a kol., 2014).

2.1.1 Déleni pesticidi
Rozd¢leni pesticidii na zaklad¢ hubeni uréitého Skidce, podle aplikace a podle

puvodu, podrobné zpracoval Zapletal a kol. (2001).

2.1.1.1 Rozdéleni podle urc¢itého Skidce
e Akaricidy: ptipravky uréené pro hubeni roztoct
e Algicidy: ptipravky u¢ené pro hubeni fas
e Arboricidy: ptipravky uréené pro hubeni stromt nebo ket
e Avicidy: pfipravky ur¢ené k hubeni ptaka
e Fungicidy: prostfedky pouzivané k ochrané pte houbovymi chorobami
e Herbicidy: ptipravky ur¢ené k hubeni rostlin
e Insekticidy: ptipravky urcené k hubeni hmyzu
e Moluskocidy: prostiedky pouzivané pro hubeni mekkysa
e Pisticidy: pfipravky pouzivané k hubeni ryb

e Rodencidy: prosttedky vyuZzivané k hubeni hlodavcil

2.1.1.2 Rozdéleni podle aplikace
e Postiiky
e Aerosoly
e Fumiganty (plyny nebo pary)

e Poprase
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e Pevné a tekuté nastrahy
e Moridla

e Natéry a impregnace

2.1.1.3 Rozdéleni podle ptivodu
e Piirodni latky (napiiklad pyretriny, nikotinoidy)
e Syntetické latky (naptiklad pyrethroidy, neonikotinoidy)

e Biopreparaty

2.2 Herbicidy

Herbicidy jsou chemické slouceniny, které jsou fazeny mezi pesticidni latky.
Podle Jagera (1983) lze za herbicidy oznacit takové slouceniny, které u rostlin zptisobuji
vyznamnou inhibici jejich ristu nebo aplikace téchto latek vede ke zniceni celé rostliny
¢i jeji Casti.

Primérni funkce herbicidi spo¢ivd v mechanizmu potladeni, odlisténi nebo thynu
nam nehodicich se plevelnych rostlin, které jinak ve vysokém rozsifeni vyrazné snizuji,
az zpusobuji Uplnou ztratu produkce péestovanych rostlin, napiiklad v zeméd€lstvi,
lesnim hospodafstvi i zahradnictvi (VeliSek, 1999). Je velmi dulezité fici, Ze vétSina
Z herbicidnich ~ pfipravkl svym  ucinkem ovliviluje nejen  rostliny,
ale diky svym kumulaénim a perzistentnim vlastnostem se mohou zaroven ukladat
v riznych forméch v potravnim fetézci, a tim negativné ovliviiovat necilové organismy
véetné ¢loveéka (Velisek a kol., 2014).

Potize sristem plevell jsou zndmé uz odnepaméti. V rannych pocatcich
zem&délské vyroby slouzilo k odstranéni nezddoucich rostlin primarné rucni pleti,
které bylo v prubéhu dalsich let usnadnéno =zapojenim hospodaiskych zvirat.
Spolu s technickym pokrokem byla do zeméd¢€lstvi zapojena prvni mechanizace,
ktera vedla k rychlejsi redukci plevelnych rostlin. Pouziti prvnich chemickych latek
k likvidaci plevele, Ize oznacit za prelomovy okamzik, diky kterému doslo k vyraznému
zefektivnéni v péstovani zemédélskych plodin. Mezi prvni takto pouZité latky patfila
modré skalice, jejiz uCinky byly popsany jiz v roce 1896 (Mikulka a Kneifelova, 2004).
V pribéhu dal$ich let byly objeveny a zaroven testovany dalsi latky, mezi které patiil
napiiklad raphanit, chlorid méd’naty, kyselina sirova, slou¢eniny arsenu, boru a dusikaté

vapno. V roce 1945 byly poprvé pouzity herbicidy na organické bazi, mezi tyto latky
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patfil napiiklad diuron, simazin, aminotriazol a mnohé dalsi. Béhem 90. let 19. stoleti
predstavovaly herbicidy nejrychleji se rozsitujici odvétvi v ramci zlepSovani funkénosti
pesticidi. Rozvoj vyvoje herbicidd byl ovlivnén hned dvéma hlavnimi divody.
Prvni zahrnoval ¢innost zemédélskych center, které se zacaly zamétovat na péstovani
monokultur, diky kterym bylo dosazeno mnohem vysSich vynosti. Druhy davod
predstavoval vysoké ndklady, jez musely byt vynalozeny na provoz mechanizace,
ktera byla nezbytna pro odstraiiovani plevele (Marquis, 1986). Jak uvadi
Patocka a kol. (2004) uz béhem indoc¢inské valky v letech 1961-1973 byly herbicidy
ve vysokém mnozstvi pouzivany piedevSim ve Vietnamu, Laosu a dal§ich zemich.
Pouziti herbicidnich ptipravki mélo nasledné negativni vliv na faunu a floru, i na mistni
obyvatele. Ztohoto divodu jsou jiz nov€ vyvinuté herbicidni pfipravky peclivé
ekotoxikologicky testovany.

Herbicidy jsou schopny vyuzivat hned nékolik mechanizmt, kterymi pusobi
naplevelné rostliny. Prvni mechanismus je podle Ecobichona (1991) zalozen
na principu inhibice fotosyntézy s naslednym dopadem na nadzemni casti rostlin.
Druhy typ mechanismu popisuji Fuerst a Norman (1991), kdy je omezen mechanismus
prenosu elektroni béhem procesu fotosyntézy v chloroplastech rostlin a zamezi
se takzvané Hillové reakci. Zamezenim této rekace dochazi k naruSeni bunécného
uspofadani a fytotoxicité. Tento druh mechanizmu je typicky pfedev§im pro triazinové
herbicidy a fenylkarbamaty. Nasledujici mechanismy herbicidii mohou také poskozovat
syntézu bilkovin, bunééné déleni a podobné. (Ecobichon, 1991). Uginky a transport
herbicidu v prostiedi jsou ovliviiovany celou fadou riiznych faktord, kam fadime teplotu
vzduchu, rychlost vétru, vlhkost pady, pidni druh, deStové sradzky, intenzitu svétla

a dalsi (Mikulka a Kneifelova, 2004).
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2.2.1 Déleni herbicida

Systém rozdéleni herbicidii byl zpracovan podle Zapletala a kol. (2001)
a Mikulky a Kneifelové (2004).

2.2.1.1 Podle uéinku
e Selektivni herbicidy — chemické latky, které jsou schopny redukovat
jen urcity druh plevelt, aniz by poskodily okolni druhy rostlin.
e Neselektivni herbicidy — jedna se o chemické latky pouzivané k likvidaci

veskeré vegetace.

2.2.1.2 Podle fyziologického piisobeni

e Kontaktni (dotykové) herbicidy — jde o latky, které jsou schopné
bud’ ponicit, anebo zcela zni€it tu ¢ast rostliny, kde se ji herbicid dotkl.
Mechanizmus téchto herbicidi je zalozen na schopnosti srazet bilkoviny
a dehydrovat pletiva rostlin. Funguji jako plazmatické jedy.

e Systémové (translokacni) herbicidy — tato skupina herbicidli pronika
do rostlin a je pomoci floému nebo xylému rozvadéna do vSech ¢asti rostlin,
kde zplsobi zpomaleni ristu, narusi latkovou vymeénu a nasledné thyn celé
rostliny. Proto se tyto latky pouzivaji i na vytrvalé plevele.

e Herbicidy sterilizujici pidu — jsou schopny zni€it rozmnozovaci organy

rostlin v pude.

2.2.1.3 Podle zptisobu pfijmu rostlinou
e Aplikace na listy — osetfeni probiha v pribéhu vegetacni doby.
e Aplikace na koteny — aplikace se provadi na pidu a nasledné¢ je latka

pfijimana kofenovym systémem rostlin.

2.2.1.4 Podle obdobi jejich aplikace
e Predsetova aplikace — herbicid je aplikovdin na pfipravenou
nebo nepfipravenou pudu, nez dojde k seti ¢i sazeni plodin.
e Preemergentni aplikace — aplikace je provaddéna po zaseti rostliny,
ale nez dojde K jejimu vzejiti.
e Postemergentni aplikace — aplikace je provadéna po vzejiti rostliny

a je mozné ji aplikovat jen na ohniskové misto.
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2.2.1.5 Podle mechanismu ucinku

e Syntetické auxiny — jde 0 skupinu takzvanych regulatorti ristu,
které vyvolaji enormni rist, avSak dochdzi k deformacim listli, stonkl
a celkovému vycerpani rostliny.

e Inhibitory syntézy bilkovin — jde o skupinu herbicidl, jejiz mechanismus
je zalozen na blokaci syntézy esencialnich aminokyselin ovliviiujicich stavbu
téla rostlin. Nasledné dochazi k zastaveni riistu a postupnému tthynu.

e Inhibitory bunééného déleni — jde o plidni herbicidy ovliviiujici kliceni
plevelu.

e Inhibitory fotosyntézy — jsou to herbicidy inhibujici pfevazné fotosystém II,
ale i transport eletroni ve fotosystému I. Jsou zde zahrnuty triazinové
herbicidy a fenylkarbamaty.

e Inhibitory biosyntézy karotenoidi — jde o latky narusujici vytvafeni
rostlinnych barviv, pievazné chlorofylu. Plisobeni se projevuje vybélenim

listdl a ndslednym odumiranim rostlin.

2.2.2 Herbicidy ve vodach

Povrchové vody v Ceské republice byly podle studie Sehonové a kol. (2012)
kontaminovany béhem let 2004-2005 a to nejvice herbicidy na bazi triazind
a chloracetanilidii. PrestoZe byly tyto latky zakazany jiz v roce 2004, jejich pfitomnost
v povrchovych vodach je stdle patrnd. Problémy s rezidui pesticidnich piipravki
v povrchovych vodach se netykaji pouze Ceské republiky, ale bez nadsazky lze fici,
ze se jednd o celoevropsky problém. Atrazin byl prok4dzdn napiiklad v Némecku,
ato natece Labi v koncentraci okolo 0,11 pg-1"t (Gétz a kol., 1998). Stejné tak byly
triazinové herbicidy prokazany v polské Odfe, ve které se namétené koncentrace rezidui
pohybovaly od hodnot pod mezi stanovitelnosti az po hodnotu 1,9 pg-I?t
(Wolska a kol., 2003). Jak uvadi Loos a kol. (2010) povrchové vody na fece Dunaji
byly taktéZ kontaminovany riznymi druhy pesticidi. Mnozstvi téchto latek bylo nizké
a lze ho vysvétlit odbéry provedenymi dlouho po aplikaci. Naméiené koncentrace
rezidualnich triazini v fece Dunaji se pak pohybovaly v okoli Budapesti okolo
0,01 pg-Ita dale potoku byla koncentrace 0,005 pg-1. Nejvétsi problém s rezidui
pesticidi v povrchovych vodach mélo podle Maloschika a kol. (2007) Mad’arsko,
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kde se krom¢ atrazinu a acetochloru objevil i diazinon. Je tedy patrné, ze rezidua
aplikovanych pesticidnich latek nejen z podskupiny herbicidi se mohou objevovat
v povrchovych vodéch, ackoliv jejich pouzivani bylo jiz pted nckolika lety zakazano

(Sehonova a kol., 2012).

2.3 Triaziny

Mezi nejstarsi selektivni herbicidy, jeZ byly objeveny v roce 1952 J. R. Geirynem,
fadime pesticidy na bazi triazinii. Triaziny patii mezi nejcastéji pouzivané pesticidy
na celém svéte. V poslednich letech vyvstavaji obavy, které se tykaji mozné perzistence,
mobility a také toxicity nejen samotnych triazint, ale i jejich metabolitd, jez se objevuji
v rezidudlnich  koncentracich ve  vSech  oblastech  Zivotniho  prostredi
(Chapadense a kol., 2009). Triazin a jeho metabolity byly detekovany jak v pitné,
tak i v podzemni vodé, rybach a dalsich potravinach (Solomon a kol.,1996; Hogan,
2013). Triaziny jsou skupinou pesticidii, jez je charakterizovana heterocyklickou
strukturou, to znamena SestiClenny kruh skladajici se zatomt uhliku a dusiku
(Kamrin, 1997). Nejznaméj$imi a nejpouzivangj§imi triaziny jsou atrazin, simazin,
cyanazin, hexazinon, terbutryn, prometryn, propazin, metribuzin a ametryn.
Nyni se ve svété pouzivd 14 pesticidli na bazi triazint, aviak v Ceské republice
Jsou Vv soucasné dob¢ registrované jen Ctyfi pripravky, u kterych jsou G¢innymi latkami
metribuzin, metamitron, terbutylazin a tebuconazol (Velisek a kol., 2014).

Triaziny miZzeme délit podle jejich chemické struktury na asymetrické
a symetrické. Pfevazna Cast triazinii ma svoji stavbu symetrickou s moznym zaménénim
nebo stfidanim nckterych ionth uhliku za atomy dusiku. Do symetrickych triazint
fadime simazin, atrazin, ametryn, propazin, terbutryn a prometron. Nejzndmné&jSim
asymetrickym triazinem je pak metribuzin (Pauli a kol., 1990). Kamrin (1997) uvadi,
ze u latek s riznymi rozdily ve struktufe nebyly nalezeny zadné rozdily ani v toxicite,
ani v ucinku. Podle Sandersona a kol. (2001) se triazinové slouceniny pouzivaji
primarné pro potlaceni Sirokého spektra rGznych druhl Sirokolistych a travnatych
pleveli. Tyto latky mohou byt pouzivany samostatné anebo v kombinaci s jinymi
herbicidnimi ptipravky (Fishel, 2012). Jak uvedl Sanderson a kol. (2001) pfiblizné
od 60. let minulého stoleti se pesticidni latky na bazi triazind vyuzivaly hlavné
na porosty kukutice, a to jak v Evropé¢, tak i v Severni Americe. Predpokladané
mnozstvi pouzitého samotného atrazinu Ccinilo Vvroce 1993 ve Spojenych statech

35 000 tun.
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Bowmer a kol. (1995) popsal triaziny jako inhibitory fotosyntézy,
které jsou aplikovany na pudu. Z ni jsou pieneseny do kofenl a odtud jsou rozsifeny
do dalsich ¢asti rostlin (Kamrin, 1997). Nasledné¢ Das a kol. (2000) a Hogan (2013)
uvadi, Ze mechanizmus u¢inku u rostlin spociva v potlaceni fotosyntézy v disledku
blokace elektronti v pribé¢hu Hillovy reakce fotosystému II (Pauli a kol., 1990;
DeLorenzo a kol., 2001). Polo¢as rozpadu u pesticidi na bazi triazini
muze byt az 300 dni.  V pfipadé¢ sedimentli, mlze trvat degradace triazina
a jejich metabolitt i né&kolik let. |pfes to, ze pouzivani vétSiny triazini bylo
Vv poslednich letech zakazano, najdou se na celém svéte ve vodnim prostiedi tyto latky
ve formé rezidui (Garmouma a kol., 2001; Belmonte a kol., 2005; Bocquene a Franco,
2005; Abrantes a kol. 2010; Vryzas a kol., 2011). Ztohoto divodu jsou takzvané
S-triaziny (atrazin, cyanazin, prometryn, propazin, sebutylazin, simazin, terbutylazin
a terbutryn) povazovany pro Zzivotni prostiedi za nebezpecné a jsou podle Evropské
komise (Evropska komise, 1999) a Agentury pro ochranu zivotniho prostiedi
(US EPA, 1994) soudasti seznamu prioritnich latek.

Pesticidy na bazi triazinh muizeme fadit mezi latky toxické a Skodlivé.
Nejcitlivéj§im organismem vic€i triazinim jsou buchanky, jejichZ citlivost k témto
latkam je ptiblizn¢ Skrat vétsi, neZ je tomu u ryb. Pfiznaky otravy triaziny u ryb nejsou
nijak neobvyklé. Ve vétsin€ piipadd se vyznaCuji prevazné utlumovou fazi
(Svobodovaa  kol, 1987). Patologickym obrazem pifi otravé triaziny
podle Veliska a kol. (2011a) a Svobodové a kol. (1987) je ztmavnuti barvy povrchu téla
a zejména vytvoreni tak zvaného transudatu v télni dutiné a v travicim dstroji.
Dale mohou byt otravy také doprovazeny snizeniou koncentraci hemoglobinu
a plazmatickych bilkovin. Ipfes to se s akutni otravou triaziny ve vodnim prostiedi

setkdvame jen minimalné.

2.3.1 Atrazin

Atrazin  (1-chloro-3-ethylamino-5isopropylamino-2,4,6-triazin)  patii ~ mezi
celosvétoveé nejvice pouzivané herbicidy (Jablonowski a kol., 2011). Jen v USA
je kazdoro¢né v zeméd€lstvi pouzito 74-80 milioni liber a je tedy druhym
nejpouzivanéjSim herbicidem po glykofosfatu. Tento druh herbicidu byl vyvinut
v 50. letech minulého stoleti a od t¢ doby je v USA a dalSich statech stale aplikovan
proti plevelim v monokulturach s cukrovou titinou a kukufici. Atanor (2012) uvadi

b&Zné pouzivanou davku 1-2 kg-hal. Dopady atrazinu na vodni ekosystém byly
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zkoumany jiz koncem 90. let (Huber, 1993). Béhem téchto vyzkumil bylo zjisténo,
ze atrazin ma afinitu k sorbci v pudé. Walther (2003) uvedl, Ze atrazin muze v pudé
pretrvat po dobu 3 let. BohuZzel pozdéjsi studie prokazaly, ze kontaminace pidy mize
trvat az 22 let po jeho aplikaci (Jablonowski a kol., 2011). Diky své perzistetnci
predstavuje tento herbicid redlné riziko pro podzemni i povrchové vody
(Walther, 2003). Comber (1999) uvedl, Ze poloCas rozpadu atrazinu ve vodach
je zavisly na fyzikalné¢ chemickych parametrech vodniho prostiedi. Koncentrace
atrazinu, které byly zjiStény v povrchovych vodach po celém svéte, se pohybuji
Vv rozmezi od 0,05 pg-1™ do 227 pg-I"t (CHMU, 2018; Herrero-Hernandez a kol., 2017;
Zheng a kol., 2017). Dale bylo zjisténo, ze se atrazin muze vyskytovat i ve vzdalenych
vodnich ekosystémech, pfestoze se v jejich okoli nikdy nepouzival. Kontaminace téchto
do vzdalenosti vyssi nez 1000 km (Thurman a Cromwell, 2000).

Kromé téchto vlastnosti byly u tohoto herbicidu testovany i ucinky na vodni
organismy. Ve vysledcich téchto pokust bylo zjisténo, ze jak akutni, tak chronické
pusobeni atrazinu vede u zivocichli ke zménam jak ve fyzikalnim, tak i behaviordlnim
chovani (Zhu a kol., 2011). Specifikovat ptesny dopad na jednotlivé vodni organismy
je obtizny, nebot efekt atrazinu se projevuje u kazdé skupiny organismi jinym
zpusobem. Na pokusnych rybach (Pimephales promelas) a s$keblich druhu
(Elliptio complanata) bylo prokazano, ze akutni expozice atrazinu vedou k endokrinnim
porucham, které maji za nasledek zménu pohlavi (Hayes a kol., 2010). U fady rybich
druhti, které byly vystaveny stejnému herbicidu, byly zjiSt€ény zmény v chovani.
Tyto zmény jsou s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeny poruchami, které atrazin
vyvolava v Cichovych chemosenzorech (Belanger a kol., 2016). Diky tomu byla
napiiklad u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) pozorovana jen velmi slaba
reakce na poplachové signaly, ryby Vv piipadé nebezpeci nevyhledavaly skupinové
chovani ani nemély tendence se ukryvat (Saglio a Trijasse, 1998). Zaroven bylo
u pstruha a dalsich ryb zjisténo, ze poruchy chemorecepce vedou rovnéz ke snizeni
schopnosti reprodukce. Tento jev je zptisoben tim, Ze samci ryb nejsou schopni
detekovat prostaglandin (F2), ktery je produkovan samicemi (Moore and Lower, 2001).

Diky vyskytu atrazinu ve vodach, perzistenci a obavam z jeho ucinka byl tento
herbicid v roce 1991 zakazan v Némecku a Italii a v roce 2003 byl zakazan jiz v celé

Evropé (Evropska komise, 2003).
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2.4 Raci

2.4.1 Obecna charakteristika raku

Raky fadime mezi korySe nalezici fadu Decapoda. Stejn¢ jako u ostatnich korysu
jepovrch téla chranén exoskeletem, ktery je tvofen hlavné chytinem, proteiny,
polymerovanymi lipidy a mineralnimi solemi. Je dulezité fici, Ze krunyt (exoskelet)
neroste spolu stélem, proto jej jako ostatni ¢lenovei musi rak v pravidelnych
intervalech svlékat (Velisek a kol., 2014).

Stavbu raciho téla (Obr. 1) 1ze rozdélit na hlavohrud’ a zadecek. Hlavohrud’ vznikla
sristem 5 hlavovych a 8 hrudnich ¢lankd. Svrchni stranu a boky hlavohrudi kryje
kruny¥, ktery se nazyva kaparax. Na jeho povrchu se nachazi cervikalni a 2 branchio-
kardinalni brazdy. Predni ¢ast karapaxu se zuzuje a vytvari rostrum,
n¢kdy také nazyvané jako celni trn. Rostrum je obvykle shora zplostélg,
pii¢emz jeho boc¢ni strany mohou tvofit drobné trny. Zadni ¢ast rostra piechazi v o¢ni
jamky, za nimi poté rostrum vybiha do takzvanych post orbitalnich list, které mohou
spolu se samotnym rostrem slouZit jako rozpoznavaci znak. Z hlavohrudi vyrista
zaroven 5 part kracivych koncletin, pficemzZ prvni par koncetin je vyrazné zvétSeny
atvori klepeta. SkuteCny pocet koncetin je vSak vyssi, celkem 19 part koncetin,
vcetné zadeCkovych, ustnich koncetin a tykadel (Kozak a kol., 2013).

Zadecek je u vétSiny rakll ptiblizné stejné velky jako hlavohrud® a sklada
se z 6 pohyblivych &lankd. Clanky jsou uspoiadany tak, aby se Gastedné navzijem
kryly. Tyto Stitky slouZi podobné jako karapax k ochrané téla. Zaroven kazdy clanek
nese par zadeCkovych koncetin. U samic je zadecek vzdy Sir§i neZ u samcq,
ato z divodu ochrany nakladenych vajicek. Posledni zadeckovy c¢lanek nese ocasni
ploutvicku, ktera je slozena celkem ze 4 uropodi a ploché desticky — takzvany telson
(Hobbs, 1974; Kozak a kol., 2013).
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Obr. 1 Stavba rac¢iho téla (ptevzato a upraveno podle: www.biologyjunction.com,
2018).

2.4.2 Parastacidae

Na svét¢ je popsano vice nez 640 druhti rakd. Taxonomicky je lze rozdélit
do 2 hlavnich nadceledi — Astacoidea (severni polokoule) a Parastacoidea
(jizni polokoule). Astacoidea se dale rozdéluje do fadi Astacidae a Cambaridae,
oproti tomu nadceled” Parastacoidea je samostatna skupina (Richardson, 2007).
Parastacoidea a z ni ¢eled’ Parastacidae zahrnuje celkem 15 rodi a pies 170 druht,
pfi¢emZ jen 10z 15 rodi se nachdzi v Australii. Zbylé rody obyvaji Jizni Ameriku
(3 endemické rody s 12 druhy, vyskytujici se ptredev§sim v jizni Chile, Uruguay
a jizni Brazilii), Novy Zéland (1 endemicky rod se 2 popsanymi druhy a Madagaskaru
(1 endemicky rod s9popsanymi druhy) (Crandall a Buhay, 2008).
Do celed¢ Parastacidae patii rovnéz endemicky a zaroven nejvétsi rak na svéte —
velerak tasmansky (Astacopsis gouldi) z oblasti Tasmanie (Hamr, 1992). Zvlastnosti
celedi Parastacoidea je i skutecnost, ze ztaxonomického hlediska jsou vyvojove
mnohem star§i nez taxony ze severni polokoule (Shull a kol., 2005).

Celed Parastacidae ma rovnéz zna¢ny akvakulturni vyznam. Mezi hlavni chované
druhy ztéto celedé patii predevsim rod Cherax (quadricarinatus, destructor
a tenuimanus). Je to dano predevsim jejich velikosti, kvalitou masa, snadnou reprodukci

a nizkymi naroky na kvalitu chovu (Jones, 1989; Thompson a kol., 2005).
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S chovem téchto druhii se zapocalo jiz v 70.letech minulého stoleti, avSak diky
selekénimu  programu vroce 1998 se jejich produkce masové zvysila

(Jerry a kol., 2005).

2.4.3 Cherax destructor

2.4.3.1 Zarazeni

Rige: Zivotichové — Animalia
Kmen: Clenovci — Arthropoda
Ttida: Rakovci — Malacostraca
Rad: DesetinoZci — Decapoda
Nadceled: Parastacoidea
Celed: Parastacidea

Rod: Cherax

Druh: Cherax destructor

2.4.3.2 Popis a biologie druhu

Cherax destructor (Cesky oznacovan také jako ,rak ni¢ivy”) je patrné jednim
z nejznaméjsich a nejvyznamnéjsi raktl z celé oblasti Australie.

Tento druh raka patii mezi stfedné velké druhy Celedi Parastacidae. V dospélosti
muize méfit okolo 15 cm a vazit az 150 g, vyjime¢né i 300-350 g. V idedlnich
podminkach se muze dozit 3-6 let (Kozak a kol., 2013).

Mezi jeho charakteristické znaky patii predev§im hladkd hlavohrud,
ktera nese pouze jeden par suborbitalnich list. Tyto liSty jsou typicky protahlé a vybihaji
do dvou kyli, napovrchu hlavohrudi jsou dobife rozeznatelné. Rostrum je kratké
s Sirokou bazi, bez vyrazné stiedni ryhy. Zuzujici se okraje liSty jsou rovnéz hladkeé.
Okoli tylni brazdy je charakteristické absenci trni. Rak ni¢ivy ma znaéné vyvinuta
klepeta, jejichz povrch je rovnéz hladky (Hutchings, 1988; Mosig 1998).

Zbarveni povrchu téla je pomérn¢ variabilni a velmi zaleZi na prostfedi, ve kterém
rak zije (Obr. 2). Jeho pfirodnim zbarvenim jsou odstiny bézové az ¢erné. Spodni strana
Klepet je vétsinou Sedava az bila. Za zminku jisté stoji i jedinci, ktefi mohou nabyvat
modrého, Zlutého nebo i Cerveného zbarveni. Tyto barevné mutace jsou vyhledavany

predevsim akvaristy (Withnall, 2000; Holdich a kol., 2006).
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Pivodni aredl rozSifeni zasahuje predevSim vychodni oblast Australie,
konkrétn¢ Victoria, Novy Jizni Wales a Jizni Australie
(Holdich a kol., 2006).  V roce 1936 byl introdukovan za 1Gelem akvakultury
do zapadni Australie (Morrissy a Cassells, 1992). Béhem chovu vSak néktefi jedinci
unikli do volné pfirody, kde obsadili nové biotopy v podobé ek, piehradnich nadrzi
a podobné. Vysledkem této nezamérné introdukce bylo postupné vytlacovani pivodnich
druht raka (napiiklad Cherax quinquecarinatus), vcetné destrukce puvodnich vodnich
ekosystémt (Jasinska a kol., 1993). K destrukci vodnich ekosystému zaroven
napomohla i jejich zna¢na agresivita a teritorialita (Seebacher a Wilson, 2006).
Do $panélskych vod byl rak ni¢ivy introdukovan v roce 1983. Tyto populace byly vSak
postupné¢ vyhlazeny ra¢im morem, na ktery je raknifivy extrémné citlivy
(Holdich a kol., 2006). Dalsi introdukce tohoto druhu za akvakulturnimi Gcéely byla
provedena i v Italii, kde se rovnéz uniklym rakim povedlo zaloZzit reprodukujici
se populaci (Scalici a kol., 2009). Kozak a kol. (2013) poukazuje na skute¢nost, ze diky
své adaptabilit¢ a snadné dostupnosti miize ptredstavovat pro teplejsi oblasti Evropy
zavazny problém.

Tento druh raka dokaze obyvat rizné typy biotopd. Byl nalezen jak v rznych
pramennych oblastech, tak 1 v fekach. Nejcastéji byli vSak jedinci raka nicivého
nalezeni ve stojatych vodach, a to predevSim v riiznych zavlaZovacich kanalech,
nadrZich irybnicich, pficemz dava prednost nadrzim, které maji zarostly litoral
abahnité dno (Holdich a kol., 2006). Casto obyva lokality, jako jsou baziny,
které v letnich mésicich trpi prehfivanim a naslednym vysychanim. Tyto extrémni
podminky je rak ni¢ivy schopen piezit diky schopnosti vyuzivat castecné atmosféricky
kyslik (Morris a Callaghan, 1998). Zarovenn je tento druh odolny vic¢i zméndm
chemismu vody. Proti vysychani habitatu a s tim spojenymi problémy se u raka
ni¢ivého vyvinula schopnost hloubit nory, které dosahuji urovné podzemni vody.
V téchto norach je schopen piezivat az po dobu nékolika let (Johnston a Robson, 2009).
Diky témto vlastnostem je tento druh schopen obyvat Siroké spektrum vodnich habitatt
(Jasinska a kol., 1993).

Raci jsou obecné omnivornimi druhy, pficemz diky svym potravnim narokiim jsou
schopni obsadit vice trofickych urovni, bohuzel pfi jejich premnozeni muze dojit
k poskozeni potravnich vztahi (Lodge a kol., 1994). Rak ni¢ivy ma zaludek uzpisobeny

k drceni mekc¢ich materialt, z toho divodu tento rak upfednostiiuje zivocisné bilkoviny
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(ryby, mékkysi, larvy hmyzu) a fasy (Linton a kol., 2009). V ptipad¢ jejich nedostatku
slouzi jako potrava detrit a ptipadné vyssi rostliny (Beatty, 2006).

Néstup pohlavni dospélosti zacind jiz velmi brzy. V piipad¢, ze ma rak nicivy
idealni podminky, mlzZe pohlavné dospét jiz ve stafi necelého 1 roku, pfi hmotnosti
okolo 20 g (Holdich a kol., 2006). K pafeni dochazi pti zvySeni teploty vody nad 15 °C
a pii prodluzovani svételné periody. Samice v prvnim roce zivota jsou schopné naklast
v pruméru 300-500 ks vajicek, se zvySujicim se v€kem a velikosti pocet nakladenych
vajicek roste. Withnall (2000) uvedl, Ze dosp¢lé samice jsou schopny naklast
az 1 500 ks. Délka inkubacni doby je variabilni a zavisi na teplot¢ vody, v priméru
se délka inkubace pohybuje mezi 30-40 dny (Morrissy, 1990). Béhem inkubacni
doby samice  ovajicka peCuje a poskozenda ¢&i  zaplisnéna  odstraiuje
(Sandeman a Sandeman, 1990). Racata se osamostatiiuji ve tfetim vyvojovém stadiu.
V tomto stadiu se racata zivi planktonem, ktery dokazi velmi aktivné lovit
(Meakin a kol., 2008).

Dalsi rist racat je rychly, v akvakultufe dosahuji trzni velikosti jiz ve staii 1 roku
a hmotnosti okolo 90-100 g (Leland a kol., 2012). Pro akvakulturni uéely je vyhodng&jsi
produkce celosaméich populaci z diivodu jejich rychlejsiho ristu a vyssiho podilu masa
Vv klepetech. Produkce celosamdéich populaci je vyhradné zajistovana ru¢nim sexovanim
juvenilnich jedinci (Rodgers a kol., 2006). Pro rychlejsi rist byla u raka ni¢ivého
rovnéz testovana i hybridizace s dalSimi druhy z rodu Cherax

(Lawrence a Morrissy, 2000).

Obr. 2 Rak ni¢ivy (Cherax desctructor) (Foto: M. Hlavkova).
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2.4.4 Pouziti raka v testech toxicity s triaziny

Raci jsou vSeobecné tazeni mezi ekologicky velmi dilezité bentické organismy
(Momot, 1995). Jejich vyznam spociva vtak zvaném polytrofismu, coz znamena,
Ze svymi potravnimi naroky obsazuji riizné urovné¢ potravniho fetézce, pfi¢emz se sami
stavaji kofisti. Raci jsou rovnéz diilezitymi organismy pro pfenos energie mezi vodnimi
a suchozemskymi potravnimi sitémi. Diky vySe popsanym vlastnostem se raci stavaji
vhodnym modelovym organismem, na kterém lze pozorovat vysledny stav a zatizeni
vodnich ekosystémtll. Zaroven se raci stdvaji ideadlnim organismem pro testovani
toxickych uc¢inki pesticidl, nebot’ raci vyuzivaji pro vyhledavani potravy nebo partnera
primérné ¢ichového vjemu, ktery je ucinky pesticidi znacné ovliviiovdn a ma vliv
na celkové chovani (Belanger a kol., 2016). Z divodu ochrany ptivodnich druhd rakd
se v Ceské republice pro testy toxicity vyuzivaji primarné neptvodni a invazni druhy
(Kozdk a kol.,, 2013). Takovym piikladem je studie Veliska a kol. (2014),
ktery se zabyval ucinky prometrynu na vyvojovd stidia raka mramorovaného
(Procambarus fallax f. virginalis). Podobné Stara a kol. (2014) popsala chronické
pisobeni prometrynu na raku ¢erveném (Procambarus clarkii). Chovani raka druhu

Orconectes virilis po expozici atrazinem popsala i Belanger a kol. (2016).

2.5 Oxidativni stres a poSkozeni organismu

znecisténi vodniho prostiedi. Jejich vyznam spociva predev§sim ve schopnosti vypovidat
o urovni znelisténi zménami na urovni oxidativniho stresu a antioxidant
(Livingstone, 2001). Jak uvadi Parihar a kol. (1997) rozpustény kyslik a teplota
jsou ve vodnich ekosystémech velmi dualezité proménné, které maji s vysokou
pravdépodobnosti vliv na probihajici oxida¢ni procesy. Van der Oost a kol. (2003)
uvadi, ze Siroké spektrum neptiznivych vlivi, jako jsou naptiklad xenobitoka, zptisobuji
zménu oxidativniho stresu nejen u cloveéka, ale 1 u dalSich organisml vcetné
téch vodnich.

Oxidativni stres je v praci Azziho a kol. (2004) popsan jako nerovnovéha
mezi antioxida¢nimi enzymy a oxida¢nimi ¢inidly (Obr. 3). Tato nerovnovaha
ma afinitu k oxida¢nim ¢inidlim a v disledku toho mize nasledné dochazet k destrukci
bun¢k, poskozeni organismu nebo smrti. Nerovnovaha zpusobuje v tkanich vyssi

produkci reaktivnich kyslikovych radikald (ROS = reactive oxygen species;
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Toyokuni a kol., 1995). Reaktivni kyslikové radikaly vznikaji pfi redukci molekularniho
kysliku a mnozstvi je usmérilovano antioxidacnimi systémy. Jako ROS miZzeme oznacit
superoxidové anionty (0O2°), peroxid vodiku (H202), ozon (Os3) aV neposledni fadé
také hydroxylové anionty (OH’). Nebezpe¢i ROS spociva ve schopnosti reakce
s dilezitymi  makromolekulami v bunkach.  Van der Oost a kol. (2003)  uvadi,
ze ROS muze ovlivnit lipidni peroxidaci, oxidaci proteint, naruseni rovnovahy bunky
a potlaceni aktivity enzyma (Winston a Di Giulio, 1991).

V oblasti vyzkumu volnych radikall je nejcastéji pouzivanou metodou peroxidace
lipidt. Lushchak (2011) ve své praci uvedl, Ze zminéna metoda je zalozena na principu
schopnosti oxidace lipidi za tvorby peroxidi. Velmi casto je tento princip aplikovan
na organismy, a to zejména na vodni, protoze jako substrat pro oxidaci se vyuziva
vysoké mnozstvi lipidi s polynenasycenymi zbytky mastnych kyselin obsazenych
V jejich tkanich. Pomoci Hermesem-Limou metodou fermentace bylo umoznéno
charakterizovat ~ vyvoj  oxidativntho  stresu u  nckterych  druhd  ryb
(Lushchak a kol., 2005a, 2005b, 2007) a dienové konjugaty v tkanich zlatych karast
(Carassius auratus; Lushchak, 2001). Nejcastéji se vSak pouzivaji metody,
které jsou zaloZzeny na zmé&feni kone¢nych produktd peroxidace lipida. Tyto koneéné
produkty jsou dynamickymi parametry, ponévadZ mohou byt katabolizovany
nebo mohou vzajemné ovliviiovat dal$i bunééné slozky (Toroser a kol., 2007).
| pfesto princip  metody peroxidace lipidid je doporucovan za spolehlivy,
reprodukovatelny, nendkladny a snadno pouZitelny pii analyze oxidativniho stresu
U vodnich organismti.

Oxidativni stres ma negativni vliv na vSechny bunéné organy. Nejcasteji
se projevuje Vv hepatopankreatu, zabrach a svalech rakd a je méfen pomoci lipidni
peroxidace a antioxidativnich biomarkert. Nejvetsi nebezpeci
podle Finkela a Holbrooka (2000)  vsak  pfredstavuje  poskozeni  mitochondrii,
které v dlsledku poskozeni produkuji vys$si mnozstvi ROS, nasledkem ¢ehoz dochazi
k vyssi tirovni poskozovani DNA. Vyse zminéné poskozeni je aplikovano i na vyssi
urovné, kdy dochéazi nejen ke ztrat€¢ funkci organd, ale 1 celych organovych soustav

(Lushchak, 2011).
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Obr. 3 Zobrazeni rovnovahy mezi volnymi radikidly a antioxidanty

(upraveno podle Amira a Adly, 2010).

2.5.1 Biomarkery

Biomarkery jsou oznaCovany jako tak zvané varovné signaly organismu,
které jsou schopné vyvolat odpovéd” na stresory, které mohou byt fyzikalng-
chemického, toxického, biologického, antropogenniho nebo ptirodniho plvodu
(Buchelli a Fent, 1995). Dale mohou byt biomarkery definovany jako zména biologické
odpovédi v zavislosti na expozici nebo negativnimu U¢inku toxické latky v zivotnim
prostiedi (Van der Oost a kol., 2003).

Podle NRC (National Research Council, 1987) je schopnost méteni biomarkert
v télesnych  tekutinach, bunkich anebo tkénich, dilezitd pro identifikaci
zmén V biochemickych nebo bunéénych modifikacich. V environmentalni souvislosti
jsou biomarkery hodnoceny jako ukazatele, jez jsou citlivé na toxické latky. Pfi zjisténi
zmén v jejich hodnotdch biomarkery dokladaji nejen vstoupeni toxickych latek
do organismu, ale i naslednou distribuci mezi tkanémi a v neposledni fadé vyvolani

toxického ucinku (McCarthy a Shugart, 1990).
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Rozdéleni biomarkert (Van der Oost a kol., 2003):

e Biomarkery expozice — vyuzivaji se k potvrzeni nebo zhodnoceni expozice

danou latkou ¢i skupinou latek u jedincti nebo populaci.

e Biomarkery ucinku — vyuzivaji se jako doklad o ptredklinickych zménach,

nepfiznivych ucincich v zavislosti na absorbované latce a jeji expozicni
dobé.

e Biomarkery citlivosti — objasiuji rozdily mezi odpovéd’'mi mezi jednotlivymi

organismy na expozici dané toxické latky.

Schopnost biomarkerti poskytnout rychlou odpovéd organismu a poukazat
na dostupnost toxikantu patii mezi nezaménitelné vyhody v jejich pouzivéni,
protoze vétSina stresovych situaci, které se naskytnou, posléze vyvolava kaskadu
odpovédi, jez mohou byt povazovany jako biomarkery. Naproti tomu Spatné aplikace
podotknout, Ze vysledky odpovédi u jednoho druhu nemusi souhlasit s odpovéd'mi
u jinych druhti. Stejné tak by se méla dodrzovat opatrnost pii vyuzivani laboratornich

dat ve vné&jsim prostiedi (Van der Oost a kol., 2003).

2.5.2 Biomarker oxidativniho poskozeni tkani
U vodnich organismt vystavenych cizorodym latkam se jako dusledek oxidativniho
stresu (poskozeni) nejcastéji pouziva metoda stanoveni miry lipidni peroxidace,

dale se vyuzivd 1 mira peroxidace proteinl, oxidativni poskozeni DNA a podobné

(Paskerova, 2009).

e Lipidni peroxidace

K lipidni peroxidaci, také nazyvanou jako oxidace nenasycenych mastnych kyselin,
dochazi v ptripad¢, kdy funkce antioxidacniho systému neni dostacujici. Jak uvadi
Cazaneva a kol (2006) a Van der Oost a kol., (2003), pii lipidni peroxidaci dochazi
k reakci mezi ROS sbunéénymi nenasycenymi mastnymi Kyselinami obsazenymi
V bunéénych membranach. Poté dochdzi k naruseni a zméné propustnosti membran
pro ionty. Toto naruseni mize mit fatdlni vliv na zmény struktury nejen celych bunck,
ale také tkani a organi. Zmény koncentrace lipidni peroxidace jsou méfeny pomoci

TBARS, kdy dochazi kreakci produkti lipidni peroxidace, jako je pfirozené
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se vyskytujici indikator malondialdehyd (MDA), s kyselinou thiobarbiturovou (TBA)
(Cazaneva a kol., 2006).

2.5.3 Antioxida¢ni biomarkery

Vzestup koncentrace kysliku v zemské atmosféie pied 2,5 miliardami let
pravdépodobné zpusobil stres, jenz patrné prezili jen takové druhy organismii, u kterych
doslo k vyvinuti mechanism, jez dokazaly ochrédnit organismy pifed vysoce reaktivnimi

prvky. Diky tomu jsou organismy schopny vyuzivat 3 typy ochrany (Stipek., 2000).

wev

e Prvnim nejbezpecnéjsim mechanismem je schopnost branit se tvorbé
vysokého mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku pomoci regulace
aktivity enzymut nebo vychytavanim tranzitnich prvkl z reaktivnich pozic.

e Druhy mechanismus je zaloZzen na principu zachytavani a odstranéni
jiz vzniklych radikala.

e Treti moznost antioxidaéni ochrany je zaloZzena na reparacnich
mechanizmech poskozenych biomolekul. Piikladem reparacnich enzymu

muze byt oprava poskozené¢ DNA.

Antioxidacni ochrana organismu piedstavuje slozity komplex mechanismd,
které jsou zaloZené na vzajemné souhte. Jsou schopné se navzajem dopliovat, regulovat
aktivitu latek produkujicich volné radikaly a také transformovat nebo snizovat reaktivitu
volnych radikald, a to i1 s ostatnimi nitrobunéénymi neenzymovymi antioxidanty.
Antioxidanty by se mély vyskytovat vrovnovaze s latkami produkujicimi volné

radikaly (Obr. 4) (Racek, 2003; Lushchak, 2011).
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Obr. 4. Zobrazeni vzajemného  pusobeni antioxidaénich  enzymu

(upraveno podle Amira a Adly, 2010).

Antioxidanty neni jednoduché rozdélit pouze podle jednoho kritéria,
protoze vétS§inou se jednotliva stanoviska piekryvaji. Existuji takzvané piirozené
antioxidanty, coZ jsou latky, které jsou zivé organismy schopné sami vyprodukovat
anebo je pfijmout v potravé. Dalsi skupinou jsou hydrofilni antioxidanty. Ty délime
na enzymové, kam fadime superoxid dismutdzu (SOD), katalazu (CAT), peroxidazy —
napiiklad glutathion peroxidazu (GPx), glutathion reduktdzu (GR). Jako neenzymovy
antioxidant je povazovan glutathion (GSH) spole¢né s B — karotenem (vitamin B),
kyselinou askorbovou (vitamin C), o-tokoferolem (vitamin E), ubichinolem
(koenzym Q10), kyselinou mocovou, melatoninem, polyfenolickymi antioxidanty,
antioxidanty s prechodnymi kovy a dal§imi. (Racek, 2003). Vétsina zminénych latek
se v organismech nachazi v zavislosti na pfijmu potravy, ve které jsou obsazeny,

jelikoz buiikky nemaji schopnost dané latky samovolné vytvaret (Lushchak, 2011).

2.5.3.1 Enzymové antioxidanty

e Katalaza — CAT

Katalazy ¢ili H2O2 oxidoreduktazy jsou enzymy, které ve svych strukturach
obsahuji Ctyfi tetraedicky usporadané podjednotky, které obsahuji porfyrinové skupiny
s Fe®* (Sipek a kol., 2000) nebo atomy manganu, které maji vyznamny vliv na jejich
reaktivitu. Klicova funkce katalyzy CAT spociva ve Stépeni peroxidu vodiku na vodu

a kyslik v peroxizomech, pfi¢emz oproti peroxiddzdm CAT pulsobi na peroxid vodiku
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ve vysokych koncentracich (Aebi, 1984). Nejvyssi aktivita CAT v bunkach zivych
organismil se nachazi v mitochondriich, cytoplazmé erytrocyti (Gaetani a kol. 1996),
ale také v peroxisomech hepatocytu (Zamocky a kol., 2008). Vyznam pro organismy
je ziejmy, diky CAT jsou bunky chranény pied toxickymi vlivy vysSich koncentraci
peroxidu vodiku (Racek, 2003).

o  Superoxid dismutaza — SOD

Superoxid dismutaza je zakladnim antioxidatnim enzymem, ktery je schopny
odstranit volny radikal. Tento radikdl vznika jednoelektronovou redukci kysliku
a je jednim z nejCastéji se objevujicich radikalt u zivych organismu (Babior, 1997;
Bowler akol., 1995). Superoxid sam o sob&é neni piili§ reaktivni, to znamena,
Ze neni ani nebezpe¢ny. Nebezpeci u superoxidu je spojeno s moznosti vzniku dalsich
SkodlivejSich forem kyslik. Mezi tyto formy napiiklad patii hydroxylovy radikal,
ktery je v disledku velmi kratkého biologického polocasu rozpadu nemozné pomoci
néjakého mechanismu odstranit (Racek, 2003). Jak uvadi Paoletti a Mocali (1990)
SOD se vyskytuji u vSech aerobnich organismil a spadaji do skupiny metaloenzymd,
které ve své struktufe obsahuji ionty kovii (Mn?*, Fe?* u prokaryotickych fas a protozo,
Cu?*, Zn** u zivogichtl) zodpovidajici za reaktivitu SOD. Funkce SOD je zaloZzena
na katalyze pfemény reaktivnich superoxidovych radikald na molekularni kyslik
a peroxid vodiku, ktery je nasledné za pomoci enzymu katalazy a glutathion peroxidazy

detoxikovan (Van der Oost a kol., 2003).

e Glutathion S-transferdza - GST

Glutathion S-transferazy jsou primarné rozputstnymi multifunkénimi enzymy,
které se nachazeji zejména v cytosolické frakci jater (Ballantyne a kol., 1999).
Jsou to enzymy II. faze detoxikace a katalyzuji konjugaci redukovaného glutathionu
s nukleofilnimi xenobiotiky vstupujicimi do organismu (Carlberg a Mannervik, 1975).
Podle Ballantyne a kol. (1999) je mozné diky aktivité glutathion S-transferazy sledovat

citlivost riznych druhi ryb k chemické karcinogenezi.

o  Glutathion reduktiza - GR

Princip glutathion reduktazy spocivéa ve schopnosti katalyzovat pfeménu oxidované

formy glutathionu na redukovanou formu za ptitomnosti nikotinamid adenin dinukleotid
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fosfatu (NADPH). Tim dochazi k udrzeni rovnovazného stavu mezi formami

glutathionu (Van der Oost a kol., 2003; Voet a Voet, 2004).

2.5.3.2 Neenzymové antioxidanty
Neenzymatické antioxidanty lze rozliSit na piimé a nepfimé. Piimo pusobici
antioxidanty jsou nezastupitelné béhem pocate¢ni obrany v boji s oxidativnim stresem

(Racek, 2003).

e Glutathion - GSH

Glutathion je nejvyznamnéjSim intracelularnim neenzymovym antioxidantem.
Je to tripeptid vyskytujici se bud’ v redukované formé (GSH), nebo oxidované (GSSG).
Tento tripeptid se ucastni jak v detoxikacnich, tak i metabolickych a transportnich
procesech (Voeta Voet, 2004). Hlavni funkce glutathionu je zalozena na ochrané
bilkovin se sulfhydrilovymi (-SH) skupinami (Cardoso a kol., 1998).
Spear a Aust (1995) uvadi, ze se GSH neprojevuje jen v cytoplazmé,
ale také pred oxida¢nim  poskozenim  DNA  ulozené v bunééném  jadre.
Dale se GSH podili nejen na odstranéni peroxidu vodiku a lipidovych hydroperoxid,
ale také pfi reakcich, kde se jako katalyzovany enzym vyuzivéa glutathion S-transferdza.
Jde o detoxikac¢ni reakce zahrnujici likvidaci produktt pii lipoperoxidaci (Racek, 2003;
Lushchak, 2011).

2.5.4 Biochemicky profil hemolymfy

Biochemické vysetieni krve u ryb nebo hemolymfy u raki se stalo neodmyslitelnou
soucasti pfi celkovém vySetfeni zdravotniho stavu (Doubek a kol., 2003;
Hawkins a Mawdesley-Thomas, 2006). Jak uvadi Thrall (2004) a Pimpao a kol. (2007)
provedeny biologicky profil ndm demonstruje jedny z nejzékladngjSich informaci
0 procesech ve vnitinim prostfedi organismii. V rdmci vSech laboratornich vySetieni
pfi stanoveni biochemického profilu poskytuje 60-70 % informaci o testovanych
organismech (Masopust, 2000).
Vnitini stav organismu je podle Sala-Rabanala a kol. (2003) ovlivnén pusobenim
jak exogennich faktort jako je teplota vody, koncentrace kysliku, sezénni cykly
Vv pfirod¢ a dalSimi., tak i faktory endogennimi kam fadime druh ryby, vék, pohlavi,
zdravotni stav, reproduk¢ni cyklus a jiné. V porovnani s teplokrevnymi ZzivocCichy

mohou vysSe zminéné faktory mit neblahy vliv na vysokou variabilitu biochemickych
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ukazatelti (Luskova, 1996; Svobodova a kol., 2005). Pfi hodnoceni vysledkt akutnich
a chronickych testl toxicity je vyuziti biochemického vySetfeni plazmy nepostradatelné
(Gallardo a kol., 2003). Zaroven pokud nékteré organy nevylucuji nebo nesyntetizuji
dalezit¢  latky  spravné, napfiklad v disledku  zdvazného  poskozeni
(hepatopankreas nebo jatra), mize to mit nasledné implikaci na snizeni nékterych
biochemickych faktord v krvi nebo v hemolymf€ zvirat, ktera byla vystavena puisobeni

pesticidu (Banaee, 2010).

Sledované parametry biochemického vySetieni krve

O biochemickych parametrech hemolymfy raki po expozici pesticidy zatim neni
provedeno mnoho studii, které by piesnéji popisovaly, jak jsou zminéné parametry

ovlivnény, a proto vychazime z parametrt ryb (Kolafova a Velisek, 2012).

o  Glukoza - GLU

Hlavnim zdrojem energie u vSech organismu je glukéza. Jeji zvysSeni koncentrace
v krvi ryb je indikatorem stresu. Oproti tomu vyrazné snizeni hodnoty GLU v Krvi
pak indikuje akutni selhani jater zapficinéné akutnim vycCerpanim glykogenu

(Svobodova a kol., 1986).

o (Celkove proteiny - TP

Koncentrace celkovych proteinit zahrnuje vSechny bilkoviny. U zdravych
organismiit do TP ftadime hlavni jednoduchou slozku nazyvanou albumin (ALB)
se zbyvajicimi alfa, beta a gama globuliny (GLOB). Pfi stanovovani TP je sledovano
mozné poskozeni funkce ledvin a jater u ryb (Kolafova a Velisek, 2012). Jak uvadi
Walmsley a kol. (1992) zvysena hodnota TP indikuje poskozeni bunék jater a ledvin.
Oproti tomu podle Veliska a kol. (2008) snizeni hodnoty TP ma za nasledek

dlouhodoby pribéh infekce nebo otravy naptiklad pesticidy na bézi triazint.

e Albuminy - ALB

Syntéza ALB probihd pfedevSim V jatrech a ta jsou tvofena z40-60 %
plazmatickymi bilkovinami. Vyznam ALB je zalozen na regulaci osmotického tlaku
a transportu metabolickych produktli, iontl,, hormoni. Za podminky, Ze ALB unikne

a dostane se do mezibunéénych prostor, je to odpovéd organismu na prozité trauma.
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Pfi stanovovani ALB je sledovano mozné poskozeni funkce jater a ledvin

(Svobodova a kol., 1986).

e Globuliny - GLOB

Stanoveni koncentrace GLOB byvéa provadéno naptiklad oddélenim albuminu
od celkového proteinu. Zvysena koncentrace GLOB poukazuje na probihajici zanétlivé

procesy (Kaplan a Pesce, 1989).

e Amoniak - NH3

Je vyslednym produktem katabolického produktu traveni a metabolismu bilkovin
a je zna¢né toxicky. Hladina NHs v krevni plazmé je variabilni a ptisobenim vnéjsich
a vnitinich faktorl je intenzivné ovlivilovdna. ZvySené hodnoty NHs jsou vypovidajicim
indikatorem mozného selhani funkce jater nebo metabolickych defektii amoniaku

v Krebsové cyklu (Svobodova a kol., 1986).

e Triglyceridy - TAG

Jsou produkovany v jatrech, a to zeyména jako karbohydraty poskytujici sekundarni
zdroj energie, a navic jejich pfitomnost byva obsaZena v predkladaném krmivu.
Triglyceridy jsou soucasti tukové tkané, a proto je jejich stanoveni zaloZeno

na zjistovani abnormality lipidového metabolismu (Colombo, 1994).

e Aspartdt aminotransferdza - AST

Vyskytuje se prevazné v mitochondriich a cytoplazmatické tekuting
a je nejaktivnéjsi hlavné ve svalovych bunikach a v jatrech. Uvolnéni mitochondrialniho
AST je doprovazeno téz$im poSkozenim bunck, které naruSuji i mitochondrialni
membrany. Vyrazné¢ zvySené hodnoty AST upozoriiuji na nekrozy jaterniho

parenchymu (Folmar, 1993).

o Alanin aminotransferaza - ALT

Jde o cytoplazmaticky enzym nachazejici se zejména v cytoplazmé jaternich bunék.
Do ob¢hu se dostava vyplavovanim pfi zvySené permeabilité hepatocytarni membrany.

Intenzivni zvySeni aktivity ALT poukazuje na toxické poskozeni jater (Neff, 1985).
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o Laktat dehydrogendza - LDH

Jedna se o vSudyptitomny enzym v cytoplazmé. Stanoveni aktivity LDH poukazuje
na poskozeni jaternich buné¢k, kosterni a srde¢ni svaloviny a na moznost vyskytu

nekterych nadorovych onemocnéni (Svobodova a kol., 1986).

o Kreatinkindza - CK

Jedna se o enzym, ktery katalyzuje reverzibilni fosforylaci kreatinu na kreatinfosfat
a ten je hlavnim zdrojem vysokoenergetického fosfatu vyuzivaného pii svalové
kontrakci. Kreatinkinaza je slozena ze dvou podjednotek, a to M (v kosternim svalstvu)
a B (v mozku). Maximalni aktivity CK je docileno 6 hodin po poskozeni tkan¢,
navic polo¢as odbourdni je 15 hodin. Zména aktivity pak poukazuje na poSkozeni

svaloviny anebo intoxikaci (Svobodova a kol., 1986; Musil, 1991).
o Laktat - LACT

Jedna se o sil kyseliny mlécné, jez je produktem anaerobni glykolyzy. Aktivita

LACT je dana pomérem mezi jeho tvorbou a odbouravanim. Vysoka produkce LACT

Pii béZném puasobeni je LACT zpracovavan v jatrech. Kumulace LACT ve svalech
je pti¢inou svalové unavy a bolesti (Schneiderka, 2004).
o Vipnik - Ca?*

Jedna se o esencialni prvek, ktery je soucasti mnoha télnich systému. Snizena
hladina koncentrace vapniku miize mit vliv na onemocnéni kosterniho aparatu, ledvin,

a nakonec i na defekt metabolismu vapniku (Svobodova a kol., 1986).

o Hoicik - Mg?*

Jednd se o prvek, ktery hraje nezastupitelnou roli pifi aktivaci enzymil
béhem anabolickych a  katabolickych  procesi. Zmény  hodnot  hoiciku

se v biochemickém profilu objevuji jen mimotadné (Svobodova a kol., 1986).

e Anorganicky fosfat - PHOS

Fosfor je prvek, ktery hraje nezastupitelnou roli v metabolickych procesech.
Fosfaty jsou soucésti pufrujicich systémii v tkdnovych tekutinach. Zmény hladiny

PHOS poukazuji na té¢zké poskozeni ledvin (Svobodova a kol., 1986).
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o Alkalicka fosfatdza - ALP

Jde o enzym nachézejici se v mnoha tkanich, pfevazné ve vystelkach zlucovych
cest. Alkalicka fosfatdza ma vliv na membrénovy transport, metabolismus glykogenu
a syntézu proteinli. Zmény v aktivit¢ ALP charakterizuji onemocnéni jater a zvySené

hodnoty se pak vyskytuji naptiklad po podani 1ékd (Bhavan a Geraldine, 2001).
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3 Material a metodika

Vliv atrazinu na uroven oxidativniho stresu a antioxida¢nich biomarkeri byl u raka
ni¢ivého hodnocen pomoci subchronického testu toxicity. Pokus probihal 28 dni
v akvaristické mistnosti Laboratoie vodni toxikologie a ichtyopatologie na Fakulté
rybafstvi a ochrany vod, ve Vyzkumném ustavu rybaiském a hydrobiologickém JU

ve Vodnanech.

3.1 Princip a podminky subchronického testu

Subchronické testy toxicity jsou pouzivany K posouzeni vlivu nizkych koncentraci
testovanych chemickych latek na vodni organismy. Experimentdlni organismy
jsou po uréitou dobu vystaveny koncentraci testované latky rozpuSténé ve vodé
nebo v jiném rozpoustédle (napiiklad DMSO — dimethylsulfoxid). V pribéhu konani
celého subchronického testu bylo nezbytné pravidelné, Vv jednotlivych akvariich,
sledovat zmény v chovani a piipadnou mortalitu raki. Jednou za 24 hodin byly
zaznamenavany fyzikalné-chemické parametry vody (teplota, hodnoty pH, mnozstvi
rozpusténého kysliku. VSechny naméfené hodnoty déale zminénych parametri
byly pravideln¢ zaznamenavany do protokolt. V pribéhu experimentu byla naméfena
prumérna teplota 19,13+0,25° C, pH 8,19+0,25, nasyceni vody kyslikem
92,64+7,36 %. Pro splnéni validity probihajiciho testu byly po jedné hoding
a po 24 hodinach pied vyménou lazn¢ odebrany vzorky vody z pokusnych akvarii.
Obsah atrazinu byl méfen pomoci kapalinové chromatografie (LC-MS). Koncentrace
atrazinu ve vzorcich odpovidala +5 % nominalni koncentraci. Zaroven byli raci
v pravidelnych intervalech krmeni komerénim krmivem (Crabs Natural, Sera GmbH,
Némecko) a to v davce, ktera odpovidala 1 % jejich t€lesné hmotnosti.

Délka testu byla stanovena na 28 dni, pfi¢emZ raci byli exponovani roztoku
atrazinu pouze 14 dni. Po uplynuti prvnich 14 dni nasledovala takzvana faze zotavovaci.
Béhem zotavovaci faze byli raci vystaveni Cisté vodé, bez atrazinu. Tato faze byla

zafazena z divodu procisténi a regenerace testovanych raka.

3.2 Experimentalni material
Pro tcely experimentu byl pouzit rak ni¢ivy zceledi Parastacidae,
ktery je nepivodnim druhem na uzemi Ceské republiky, a proto je vhodnym druhem

pro toxikologické studie. Puvodni druhy rak vyskytujici sena nasem uzemi
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JSOu zafazeni mezi ohrozené druhy. Z toho duvodu jsou chranéni piedpisy
jak Ceské republiky, tak i piedpisy Evropské unie (Kozék a kol., 2011).

Pro tuto studii byli pouziti dospéli jedinci raka ni¢ivého (Obr. 5), ktefi byli ziskani
zZchovu Fakulty rybafstvi a ochrany vod, Vyzkumného ustavu rybaiského
a hydrobiologického ve Vodnanech. Pro experiment byli vybrani jedinci pfiblizné stejné
velci, vykazujici dobry zdravotni stav. Pfed samotnym experimentem bylo provedeno

jejich individualni méfeni a vazeni.

Obr. 5. Rak ni¢ivy pouzity pro experiment (Foto: M. Hlavkova).

3.3 Priprava experimentalnich akvarii a rozdéleni rakua do skupin

Pro experiment bylo celkem pouzito 9 akvarii, kazdé o objemu 100 1. Do kazdého
Z nich bylo ptidano 50 | vody. Z divodu simulace ptirodnich podminek a omezeni
kanibalismu, byly do jednotlivych akvérii instalovany Ukryty v podobé odiezkl
z plastovych biobloku (Obr. 6).

Celkem bylo pouzito 72 ks raki, ti byli rozdéleni do 3 skupin (kazdd po 8 ks),
pficemz kazdé¢ skupiné¢ odpovidaly 3 opakovani. Prvni skupinu tvofila kontrola.
Tato skupina nebyla vystavena G€¢inkiim atrazinu. Pro 2. a 3. skupinu byly jiz pro atrazin
stanoveny jeho presné koncentrace. Pouzity atrazin mé¢l chemickou cistotu 98,9 %
a byl potizen od firmy Sigma Aldrich. Pro pfesné davkovani byl z tohoto atrazinu
vytvoten roztok, ktery vznikl smichanim 640 mg cistého atrazinu s 50 ml DMSO
(v 1 ml roztoku bylo 12,8 mg atrazinu). Pro test byly pro jednotlivé skupiny pouzity

nasledujici davky roztoku atrazinu.
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1. Skupina (Kontrola): Kontrola bez atrazinu.

2. Skupina (ATRenv): environmantalni koncentrace atrazinu 6,86 pg-I*
zjisténa v povrchovych vodach Ceské republiky (CHMU). Davka roztoku
atrazinu v mnozstvi 26,80 ul na 50 I.

3. Skupina (ATR10%): koncentrace atrazinu 1,21 mg-I?, ktera odpovida
10 % LC50 pro raka ni¢ivého. Davka roztoku atrazinu v mnozstvi 4,75 ml

do 50 I.

2.Atrazine A

10%LCS0 (1.21mg/
Kontrola A 1.Atrazine A 4.75ml roztoku &1 do 50L
nviron konc. 6,86 ug/L
26.8ul roztoku €.1 do 50L

Obr. 6. Na obrazku je zobrazena kontrolni skupina spole¢né s experimentalnimi
skupinami obsahujicimi atrazin. Akvaria obsahuji ukryty v podobé odiezki
plastovych ¢ernych biobloku (Foto: M. Hlavkova).

3.4 Odbér vzorku

Vzorky  tkdni  byly  odebirdany  po  stanovené = expozicni  dobé
atopo 7,14 apo 28 dnech. V obdobi mezi 14 a 28 dnem probihala zotavovaci faze
vSech raki v Cisté vodé bez testované latky. Z kazdého akvaria byli ndhodné odebrani
2 raci (celkoveé vzdy 6 raki z kazdé posuzované skupiny). Kazdy rak byl polozen do
misy se Supinkovym ledem kvuli zklidnéni a ¢aste¢nému zpomaleni jeho Zivotnich
funkci. Raci byli poté postupné zméfeni pomoci digitalniho posuvného méfitka (Obr.
7), nasledné zvazeni na vaze typu Mettler toledo (Obr. 8). Primérna hmonost rakd byla
5,69+1,61 grami a délka hlavohrudi ¢inila 25,00 + 2,37 mm.
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Obr. 7. Jednotlivé vazeni jedincti raka niCivého na vahach Mettler toledo

(Foto: M. Hlavkova).

Obr. 8. Méfeni délky a pramémé postorbitdlni délky hlavohrudi digitalnim

posuvnym méfitkem u raka ni¢ivého (Foto: M. Hlavkova).

Nasledné byli raci umisténi zpét do misy se Supinkovym ledem. Tentokrat zde byli
ponechéni po delsi dobu, coz vedlo k jejich humannimu usmrceni. Poté probéhl odbér
vzorkta hemolymfy, hepatopankreatu, svalu a Zzaber od kazdého jedince pro dalsi
analyzy (Obr. 9).
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Obr. 9. Odbér vzorki hemolymfy, pankreatu a svalu u raka ni¢ivého
(Foto: M. Hlavkova).

Takto odebrané vzorky byly uchovany v hluboko mrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

Zde byly vzorky ponechany do doby, nez probéhly jejich analyzy.

3.5 Metody stanoveni oxidativniho stresu a antioxida¢nich

biomarkeru

Pfed samotnymi analyzami byly vzorky po vyjmuti z mraziciho boxu ponechany
a nasledn¢ rychle zpracovany na Supinkovém ledu, ktery zamezil jejich znehodnoceni.
Jednotlivé vzorky hepatopaknreatu, svalu a zaber byly polozeny na Petriho misku,
kde byly za pomoci skalpelu zpracovany na drobngjsi ¢asti (Obr. 10), které byly
nasledné vazeny na analytickych vahéch typu WAS 220/C/2 spole¢nosti RADWAG
(Obr. 11). Takto upravené vzorky byly poté vlozeny do piedptipravenych plastovych
zkumavek typu ependorf.

Obr. 10. Zpracovani vzorka hepatopankreatu, zaber a svalu na mensi ¢asti pro dalsi

analyzy (Foto: M. Hlavkova).
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Obr. 11. Vazeni zpracovanych vzorki na analytickych vahach typu
WAS 220/C/2 (Foto: M. Hlavkova).

Do zkumavek byl dale ptidan fosfatovy pufr. Pro stanoveni CAT a SOD byl pouzit
50 mM PP pufr (KH2POs-fosfore¢nanu draselného) s obsahem 1 mM EDTA o pH 7,4.
Pro ostatni parametry (GST, GSH, GR, TBARS) byl pouzit PBS pufr (0,8 % NaCl,
0,02 % KCI, 0,29 % NaHPO4-12 H20, 0,02 % KH2PO4). Mnozstvi pouzitého pufru
se odvijelo podle hmotnosti vzorku, t0 znamena, ze ke 100 mg vzorku byl ptidan 1 ml
pufru. Nasledné¢ byly vzorky homogenizovany v Ultra Turrax homogenizatoru
(od firmy Ika, Némecko) po dobu 8 minut. Po homogenizaci byl homogenat rozdélen
na dvé casti. Prvni ¢ast homogenatu byla ptipravena pro méfeni lipidni peroxidace
(TBARS) a druha ¢ast homogenatu byla rozdélena do piedem ptipravenych zkumavek
pro méfeni antioxidanich enzym@ a pro stanoveni proteini (typ ependorf).
Takto pfipravené homogenaty vzorki byly zamrazeny na -80°C pro méfeni
jednotlivych anylyz. Pted zapocetim kazdé analyzy byly vzorky pomalu rozmrazeny
na ledu. Po rozmrazeni byly vzorky promichany na Vortexu typu Vortex-Genie 2T
(Obr. 12) a centrifugovany na centrifuze Mikro 200R znacky Maneko (Obr. 13).
Pro analyzu CAT a SOD byla doba centrifugace 30 minut, pii4°C a otackach
15 000 rpm. Pro ostatni parametry (GR, GST, GSH) byla doba centrifugace 15 minut,
pii 4 °C a otackach 10 000 rpm. Homogenat pro lipidni peroxidace byl bez centrifugace.
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Déle byly vzorky zpracovany podle jednotlivych metod. VSechny metody sledovanych
biomarkeri byly méfeny spektrofotometricky za pouziti mikrotitracnich desti¢ek

vptistroji Infinite M200PRO (TECAN; Obr. 14).

Obr. 12. Promichavani vzorkih na vortexu typu Vortex-Genie 2T
(Foto: M. Hlavkova).

Obr. 13. Centrifuga Mikro 200R (Foto: M. Hlavkova).
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Obr. 14. M¢feni na pristroji Infinite M200Pro (TECAN) (Foto: M. Hlavkova).

3.5.1 Metoda stanoveni lipidni peroxidace (TBARS)
Princip

Lipidni peroxidace se stanovuje pomoci TBARS testu (thiobarbituric acid reactive
substances, coZ jsou latky, jez jsou reaktivni s Kyselinou thiobarbiturovou = TBA).
Princip této metody je zalozen na stanoveni barevnych aduktd, které vznikaji béhem
reakci produktd lipidni peroxidace s TBA. Malonaldehyd (MDA) je sekundarni
lipidicky oxidacni produkt lipidni peroxidace, ktery vznika reakci reaktivnich forem
kysliku spolu s nenasycenymi mastnymi kyselinami. Pfi interakci MDA s TBA vznika
barevny komplex spektrofotometricky méfitelny (Livingstone a kol., 1990; Surai a kol.,
1996; Uchiyama a Mihara, 1978).

Vysledna aktivita TBARS byla zméfena podle metodiky Lushchak (2005a)

spektrofotometricky pii vinové délce 550 nm.

Chemikaélie a reagencie

TCA-BHT (20% kyselina trichloroctova (w/v), 2% butylovany hydrotoluen (w/v),
v poméru 200:1 TCA : BHT)

0,6 M HCI
TRIS-TBA (25 mM TRIS, 100 mM TBA v destilované vod¢ o pH 7.,4)
Standard MDA (0,22 % 1,1,3,3 — tetraethixypropan (w/v) v 1 % H2SO4)

2 mM FeSO,4 v PBS
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Postup

Pro analyzu lipidni peroxidace byl pouZzit necentrifugovany homogenat vzorku
rakl. Vzorek o objemu 250 pl smichany s 12,5 ul 2 mM FeSO4 byl po dobu 30 minut
inkubovan v termoboxu (Biological Thermostat BT 50) pii teploté 37 °C. Po uplynuti
inkubace byl vzorek zvortexovan a k homogenatu byl v poméru 250 ul : 75 pul ptidan
roztok TCA — BHT. Vzorek byl promichan na vortexu a centrifugovan pii otackach
4000 rpm a 4 °C 20 minut. Poté bylo do zkumavek typu ependorf odpipetovano 250 pl
supernatantu  z  centrifugovaného  vzorku a knému bylo pfidano
50 ul HCl a 200 ul TRIS-TBA. Ptipraveny vzorek byl 45 minut vafen pii 90 °C
Vv termobloku znacky Termomixer comfort (Obr. 15). Po uplynuti 45 minut bylo 250 pul
zchlazeného vzorku (Obr.16) odpipetovano do mikrotitraéni desticky (Obr. 17).
Vysledné zbarveni bylo méfeno spektrofotometricky nejprve pii vinové délce 550 nm

a nasledn¢ 590 nm po dobu 15 minut.

Obr. 15. Termoblok znacky Termomixer comfort (Foto: M. Hlavkova).

Obr. 16. Zchlazené vzorky z termobloku (Foto: M. Hlavkova).
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Obr. 17. Odpipetovani zchlazenych vzorkd do mikrotitraéni desticky a nasledny

vysledek TBARS po zméfeni ve spektrofotometru (Foto: A. Stara, vedouci prace).

Vyhodnoceni

Naméfené hodnoty byly vypocteny pomoci rovnice, kterd byla zjisténa z kalibracni
ktivky (Tab. 1). Kalibrace byla pfipravena a zméfena za pouziti standardu MDA.
Vysledné hodnoty byly vyjadieny jako nmol TBARS-mg™* proteinti.
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Tab. 1. Tabulka pro kalibraci TBARS.

Nmol/reakci 100 UM roztok MDA (pl) PBS (ul)

Blank 0 750
0,5 (tzn. 2 uM) 15 735
1 30 720

2 60 690

3 90 660

4 120 630

5 150 600

6 180 570

7 210 540

8 240 510

3.5.2 Metoda stanoveni enzymatické aktivity superoxid dismutasy (SOD)
Princip

Principem této metody podle Ewinga a Janera (1995) je schopnost SOD inhibovat
reakce fizené superoxidy. K produkci superoxidi je pouzit systém NADH (nikotinamid
adenin dinukleotid) a phenazin methosulfonatu (PMS). Tyto superoxidy
jsou stanovovany za pomoci NBT (nitrobluetetrazolium), které je po reakci
se superoxidy ménéno na barevny stabilni formazanovy produkt, jez je nasledné
spektrofotometricky méfen.

Aktivita SOD  méfena v mikrotitraCnich  destickach  byla  stanovena

spektrofotometricky pti vinové délce 560 nm (Marklund a Marklund, 1974).

Chemikadlie a reagencie

Homogenizac¢ni pufr: 50 mM PP pufr (KH2PO4) s1 mM EDTA (0,68 g KH2POs,
229,22 mg EDTA-100 ml destilované vody o pH 7.,4)

PP pufr: 50mM PP pufr s 0,1 mM EDTA (0,68 g KH2POs, 2,922 mg EDTA-100 ml
destilované vody o pH 7,4)

60 uM NBT (nitrobluetetrazolium) v PP pufru (4,9056 mg NBT-100 mI™* PP pufru)
100 puM NADH (7,9 mg-100 mI™* 60 uM NBT)

35uM PMS (phenazine methosulfonate) (1,072 mg-100 ml* PP pufru)
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Postup

Do mikrotitra¢ni desticky bylo odpipetovano 25 pl supernatantu vzorku (pro blank
25 ul PP pufru) spolu s 200 pl 50 mM PP pufru, NTB a NADH. Cely objem byl
dikladné promichdn a nésledn¢ méten pii vinové délce 560 nm ve 20 sekundovych
intervalech podobu 2 minut. Samotna reakce byla odstartovana po ptridani
25 ul 35 uM PMS. Po 5 sekundovém protiepani byla zmétena kinetika reakce opét
pii vlnové délce 560 nm ve 20 sekundovych intervalech po dobu 5 minut. Analyza

se provadéla ve tiech opakovanich (Obr. 18).

Obr. 18. Vysledek SOD po méfeni ve spektrofotometru (Foto: M. Hlavkova).

Vyhodnoceni

V pribéhu méfeni byla sledovana inhibice tetrazoliové soli na formazan.

Hodnota aktivity SOD byla vyjadiena v nmol NBT-min™*-mg proteind.

(Smérnice kiivky blanku + smérnice kiivky se vzorkem/min) — smérnice kiivky
L s PMS se vzorkem/min
SOD aktivita = *108
0.679 *15000 * (mg -ml™ protein)

3.5.3 Metoda stanoveni enzymatické aktivity katalaz (CAT)

Princip

Klicovou funkci katalaz je katalyza. Tato metoda je zalozena na schopnosti
kataldzy preménit peroxid vodiku na vodu a kyslik. V pribéhu méfeni je sledovan
ubytek peroxidu vodiku v disledku poklesu absorbance smési vzorku s H202

v mikrodestickach na spektrofotometru pti vinové délce 240 nm (Aebi, 1984).
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Chemikaélie a reagencie

Homogeniza¢ni pufr: 50 mM PP pufr (KH2PO4) s1 mM EDTA (0,68 g KH2POa,
229,22 mg EDTA-100 ml destilované vody o pH 7.4)

TRIS EDTA pufr: 50 mM TRIS pufr s0,1 Mm EDTA o pH 7,6 (1,5125 g TRIS,
7,306 mg EDTA-250 ml* destilované vody)

009 % H,0, v50 mM TRIS EDTA pufr s0,1 mM EDTA o pH 76
(600 pl 3 % H20,-19,8 mIt TRIS EDTA pufru)

Postup metody

Do mikrodesti¢ek bylo odpipetovano 50 pl supernatantu z scentrifugovaného
vzorku a k tomu bylo pfidano 250 pl 0,09 % H.02 v50 mM TRIS — EDTA pufru
s0,1 mM EDTA. Vse bylo promichano a ihned méfeno V jednotlivych intervalech.
Intervaly byly vzdy po 5 sekundich po dobu 1 minuty pii vlnové délce 240 nm

vzdy ve 3 opakovanich.

Vyhodnoceni

Vysledna hodnota aktivity CAT byla vyjadiena jako smérnice kiivky, od niZ byla
odeCtena smérnice blanku a nasledné vypoctena podle niZze zobrazené rovnice.

Vysledna hodtnota byla vyjadfena jako pmol H202 min"t-mg? proteind.

. Smeérnice kiviky/min
CAT aktivita= =103

39.4%1%(mg-mlY)

3.5.4 Metoda stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

Princip

Podle Ellmana (1959) je princip této metody zalozen na reakci thiolselektivni
Ellmannovy reagencie (DTNB = 2,2-5,5,-dithiobenzoova kyselina) s volnymi-SH
skupinami za produkce barevného produktu, ktery je stanovovan. Volné-SH skupiny
se vyskytuji ve vzorcich zbavenych proteini, zejména pak v molekule GSH.

Vyslednd aktivita GSH byla zméfena spektrofotometricky na mikrotitraéni desti¢ce

pii vinové délce 420 nm.
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Chemikélie a reagencie

TRIS pufr (0,8 M TRIS; 0,02 M EDTA, pH 8,9)

0,02 M DTNB (2,2-5,5,-dithiobenzoova kyselina, MW = 396,3) v methanolu

GSH (1mg/ml PBS roztok, MW = 307,3)

TCA (25 % kyselina trichloroctova)

Postup

1.

Odstranéni proteinl ze vzorku

K 180 pl supernatantu vzorku bylo pfidano 18 pl TCA. Pro kalibraci bylo
k500 ul blanku a GSH standardd pfidano 50 ul TCA (v poméru 10:1).
Po smichani byl obsah vzorku zvortexovan a ponechan stat 15 minut
pfi pokojové teploté 20 °C. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu
10 minut pfi teploté 4 °C a otackach 8 000 rpm.

Stanoveni GSH

Do mikrotitra¢ni desti¢ky se postupné napipetovalo 190 ul TRIS pufru spole¢né
s50 pl supernatantu z centrifugovaného vzorku a 10 ul DTNB.
Takto pfipravené se promichaly a nechaly se inkubovat po dobu 5 minut
apii teploté 22 °C.  Po dokon¢eni  inkubace probéhlo méfeni vzorkl
ve 3 opakovanich na spektrofotometru pii vinové délce 420 nm proti blanku

a na pozadi pti 680 nm.

Kalibrace

Kalibrace GSH v rozsahu 0,005-0,075 mg-ml* (s body 0,005-0,0075-0,01-
0,015-0,025-0,05-0,075).

Standart GSH (1 mg-ml? PBS roztoku o MW = 307,3) se 10 krat vyfedil

na 0,1 mg-ml?! PBS a nasledné se piipravi koncentra¢ni fada (Tab. 2).
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Tab. 2 Tabulka pro kalibraci GSH.

GSH [uM] GSH [mg i Viyfedéni ze zasobniho Ul
roztoku

244 0,075 375 pl 0,1 mg:ml-* 125 pl
162,85 0,05 250 pl 0,1 mg-ml-t 250 pl
81,42 0,025 125 pl 0,1 mg'ml-* 375 pl
48,85 0,015 75 pl 0,1 mg-ml-t 425 pl
32,57 0,01 50 pl 0,1 mg-ml-! 450 pl
24,42 0,0075 37,5 pl 0,1 mg-ml-* 462,5 pl
16,28 0,005 25 pl 0,1 mg-mk-! 475 pl
8,14 0,0025 12,5 pl 0,1 mg-ml* 4875 pl

K500 pul GSH standardi bylo ptfidano 50 pl TCA. Obsah byl zvortexovan
a ponechan odstat 15 minut.

Nasledné¢ bylo do mikrotitraéni desticky napipetovano 190 ul TRIS pufru
spolecné¢ s50 ul standardu a 10 pl DTNB, postup byl dale stejny

jako u stanoveni GSH ve vzorku/supernatantu (Obr. 19).

Obr. 19.: Vysledek GSH po spektrofotometrii (Foto: M. Hlavkova).

Vyhodnoceni

Koncentrace gluthathionu u raki byla vypoctena na zaklad¢ kalibra¢ni kiivky

pro standardni GSH. Vysledné hodnoty byly vyjadieny v nmol GSH-mg™? protein.
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3.5.5 Metoda stanoveni enzymatické aktivity glutathion S-transferazy
(GST)
Princip
Princip této metody je podle Habiga a kol. (1974) zaloZen na detekci konjugatu
mezi redukovanym glutathionem a CDNB (1-2,4-dinitrobenzen) - substratem béznym

pro vSechny isoformy glutathion S-transferazy.

Vysledna aktivita GST byla zméfena spektrofotometricky pti vinové délce 340 nm.

Chemikélie a reagencie

PBS pufr (0,8 % NaCl; 0,02 % KCI; 0,29 % NaHPO4-12H20; 0,02 % KH2PO4

Vv deionizované vod¢, pH 7,2).
10 mM roztok redukovaného GSH (MW = 307,7)

50 mM CDNB (1chloro-2,4 - dinitrobenzen; MW = 202,55) v 96 % ethanolu

Postup

Supernatant vzorku byl nejprve vyfedén s PBS v poméru 1:1 a poté byla tato smés
zvortexovana. Nasledné byla tato smés napipetovana do mikodesticky 10 ul zfedéného
a zvortexovaného supernatantu spolu se 180 pul PBS a 10 ul CDNB. Samotné reakce
byla odstartovana pfidanim substratu 50 pl redukovaného GSH a ihned méfena
ve 3 opakovanich spektrofotometricky pti vlnové délce 340 nm po dobu 5 minut

s 3 sekundovym tfepanim pred kazdym métenim.

Vyhodnoceni

Celkova hodnota aktivity GST byla vyjadiena jako smérnice kiivky,
od niz je odeCtena smérnice blanku a piepoétena dle nasledujici rovnice
na nmol-min~t-mg proteinu.

Smérnice kitvky/min

GST aktivita = *106
9600 *0,6791 * (mg-ml" protein)
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3.5.6 Metoda stanoveni enzymatické aktivity glutathion reduktazy (GR)

Princip

Hlavnim principem této metody je schopnost enzymu glutathion reduktazy
katalyzovat pfeménu oxidovaného glutathionu (GSSG) na redukovany (GSH)
za spotifebovavani nikotinamid adenin dinukleotid fosfaitu (NADPH). Podle metodiky
Carlberga a Mannervika (1975) byla stanovena aktivita glutathion reduktazy

spektrofotometricky méfenim oxidace NADPH pfi vinové délce 340 nm.

Chemikalie a reagencie

GR pufr (0,1 M KH2PO4, 2 MM EDTA, pH 7,0)
GSSH (10 mM ve vod¢) (MV = 656,6)

NADPH (1 mM v GR pufru) (MV = 833,4)

Postup

Do mikrodesticek bylo postupné napipetovano 80 pul GR pufru, 20 ul NADPH,
20 pl GSSH a nakonec 30 pl destilované vody vychlazené z ledni¢ky. Takto smichany
roztok byl 20 sekund promichavan na vortexu pii pokojové teploté 25 °C.
Po promichdni byla meéfena spotteba NAPDH, pokles absorbance pii 340 nm
bez vzorku po dobu 2 minut. Reakce byla nastartovana ptidanim 50 pl vzorku
a poté bylo provedeno méfent pii 340 nm Vv jednotlivych intervalech
vzdy po 15 sekundach. Doba celkového meéteni trvala 5 minut a analyza kazdého

vzorku byla métena ve 3 opakovanich.

Vyhodnoceni

Molarni extinéni koeficient NAPDH je pii 340 nm 6220 M*-cm™,

Aktivita GR byla vyjadiena jako pocet jednotek na ml: mU/ml = nmol NADPH

mint-ml™.
Pozad'ova pfeména Smeérnice kiivky/min
NADPH = *10°
- bez vzorku 04075 * 6220 * (mg-ml™ protein)

GR aktivita Smeérnice kiivky/min

1 *106
- s¢ vzorkem 0.5433 * 6220 * (mg-ml-! protein)
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3.5.7 Metoda stanoveni hladiny koncentrace proteini

Princip

Hlavnim  principem  stanoveni koncentrace proteini  podle  metody
Lowryho a kol. (1951) je vyuziti Folin-Ciocalteu fenolové reakce za vzniku modie
zabarveného komplexu.

Vysledné stanoveni koncentrace bilkovin bylo provedeno na mikrodestickach

pfi vinové délce 562 nm.

Chemikalie a reagencie

BSA standard (bovinni albumin): P0914-Sigma Aldrich (1mg BSA-mlI™* ampule)
BCA reagent A: Bicinochoninic acid solution-Sigma Aldrich (B-9643)
BCA reagent B: Copper(Il)sulfate-Sigma Aldrich (C-2284)

0,1 M NaCH

Postup

Do zkumavek typu ependorf s 30 ul rozmrazeného zhomogenizovaného vzorku
bylo pfidano 570 pul 0,1 M NaOH a suspenze byla promichana. Takto ptipravené vzorky
byly ponechany do druhého dne pfti pokojové teploté £20 °C. Dalsi den byla ptipravena
kalibra¢ni fada (Tab. 3). Vyfedené vzorky standardu pro kalibraci i vzorky ptipravené
z predchoziho dne byly opét zvortexovany a jednotlivé napipetovany po 10 ul vzorku,
standardu nebo blanku do mikrodesticek, nasledn¢ bylo pfidano 200 ul A+B reagentt.
Po smichani byla na titra¢ni desticku pfilozena folie a vzorky byly inkubovany po dobu
30 minut v termoboxu pfi teploté 37 °C. Po dokonceni inkubace prob&hlo méfeni

vzorkt na spektrofotometru pii vinové délce 562 nm proti blanku.

Vyhodnoceni

Koncentrace proteintt v homogenatu vzorkt raka byla vypoétena podle kalibracni

ktivky (Tab. 3) pro BSA.
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Tab. 3: Tabulka pro kalibraci proteint.

Mg ml-t 1 mg-ml-* BSA (ul) 0,1 M NaOH (ul)
1000 250 0

800 200 50

400 100 100

200 100 100

100 100 100

50 100 100

25 100 100

12,5 100 100

blank 0 100

3.6 Metoda stanoveni biochemického profilu hemolymfy

Pro biochemické stanoveni hemolymfy byla pomoci injekéni stiikacky odebrana
hemolymfa od kazdého raka zoblasti pod poslednim parem krafivych koncetin
(Obr. 9). Takto odebrané vzorky hemolymfy byly aplikovany do pfedem heparinem
oSetfenych zkumavek typu ependorf, které¢ byly uzavieny a ptiblizné po dobu 15 sekund
promichévany z divodu promichani vzorku s heparinem. Aby nedoslo ke znehodnoceni
vzorkd, byly takto pfipravené vzorky uchovavany na Supinkovém ledu. Po provedeni
veSkerych odbéri byly vzorky vloZeny do vychazené centrifugy (4° C), ve které byly
centrifugovany po dobu 4 minuty pii otackach 10 000 rpm (Obr. 20). Po centrifugaci
byla opatrné ze zkumavek (typ ependorf) pomoci mikropipety odebrana plazma
(Kolatova a Velisek, 2012).

Na biochemickém analyzitoru VETTEST 8008 byly nasledné¢ stanovovany
jednotlivé parametry hemolymfy mezi néz fadime: GLU, TP, ALB, GLOB, NHs, TAG,
AST, ALT, LDH, CK, Ca?", Mg?*, PHOS, ALP, LACT, CREA a AMYL.
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Obr. 20 Pripravené vzorky pro stanoveni biochemického profilu hemolymfy

(Foto: M. Hlavkova).

3.7 Statistické vyhodnoceni

Pro porovnani rozdil mezi skupinami byl pouzit software STATISTICA v. 12.0.
pro Windows (Statsoft). Pfred zapocetim analyzy byly vSechny naméfené hodnoty
zkontrolovani na normalitu dat (Kolmogoroviiv-Smirnoviv test) a na homoskedasticitu
rozptyll (Bartlettiv test). Po splnéni téchto podminek byly dale pouzity
T-testy pro stanoveni rozdili mezi exponovanymi skupinami v porovnani s kontrolni
skupinou. V jinych piipadech byly pouzity Mann-Whitney U testy. Nulova hypotéza
byla ve vSech testech zamitnuta pifi a <0,05. VSechna data jsou prezentovana

jako pramér + SD.
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4 Vysledky

4.1 Chovani raku

V prubéhu experimentu bylo u raka ni¢ivého sledovano chovani (pfijem krmiva,
pohybova aktivita) a mortalita v jednotlivych experimentalnich skupinach a v kontrole.
Raci, jez byli vystaveni environmentalni koncentraci atrazinu vykazovali v porovnani
s kontrolou srovnatelné chovani, aktivitu i piijem potravy. U rakl vystavenych
koncentraci atrazinu odpovidajici 10 % 96LC50 nebyl shledan rozdil v piijmu potravy
Vv porovnani s kontrolou, avsak naproti tomu byla zaznamenana viditeln¢ nizsi aktivita.
Utéto skupiny byla vpribéhu expozice zaznamenana 12 % mortalita.

Béhem faze zotaveni nebyl zjiStén uhyn v Zadné skuping.

4.2 Biomarker oxida¢niho stresu

4.2.1 Lipidni peroxidace

Utinky subchronické expozice atrazinu na hladinu TBARS v tkanich raka ni¢ivého
jsou uvedeny v Grafu 1.

V tkanich raka ni¢ivého (hepatopankreas, sval a zabra) nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily hladiny TBARS v experimentalnich skupinach rakd vystavenych

atrazinu v porovnani s kontrolou.
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u Kontrola m ATRenv = ATR10%

TBARS (nmol-mg! protein)

Doba trvani testu (dny)

Graf 1. Aktivita lipidni peroxidace (TBARS) v tkanich raka ni¢ivého po dlouhodobé
expozici atrazinu. Hodnoty v grafu uvadéji praimér + smérodatnou odchylku. N = 6.
ATRenv = environmentalni koncentrace atrazinu 6,86 pg-1"t. ART10% = 10 % 96hLC50
atrazinu pro raka ni¢ivého 1,21 mg-1". d = denni expozice; 14d rec = 14denni zotavovaci

faze v Cisté vodé. Hepatopan. = hepatopankreas.

4.3 Antioxidac¢ni biomarkery

4.3.1 Superoxid dismutaza

Utinky subchronické expozice atrazinu na aktivitu superoxid dismutazy (SOD)
v tkanich raka ni¢ivého jsou uvedeny v Grafu 2.

Statisticky vyznamné (P<0,05) snizeni aktivity SOD v hepatopankreatu bylo
zjisténo po 7denni expozici Vvprvni a druhé experimentdlni skupiné raku
v koncentracich 6,86 pg-1"! a 1,21 mg-1"! ve srovnani s kontrolou. Po 14denni expozici
bylo taktéZ zaznamenano statisticky vyznamné (P<0,05) snizeni SOD u obou
experimentalnich  skupin  vystavenych atrazinu v hepatopankreatu V porovnani
s kontrolni skupinou. Ke snizeni aktivity SOD doslo iu druhé skupiny po 14denni
zotavovaci fazi v porovnani s kontrolou.

Ve svaloviné rak@l vystavenych koncentraci 1,21 mg-17 atrazinu po dobu 14 dni

bylo zjiSténo statisticky vyznamné (P<0,05) zvySeni aktivity v porovnani s kontrolni
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skupinou. Snizena aktivity SOD byla statisticky vyznamné zjisténa po 14denni
zotavovaci fazi uobou experimentalnich skupin raki (ATRenv a ATR10%)
ve porovnani S kontrolou. Statisticky vyznamné (P<0,05) zvySeni hladiny SOD bylo
zjisténo na zabrach po 14denni expozici u druhé experimentalni skupiny v porovnani
s kontrolni skupinou. Po této expozici byly hodnoty aktivity SOD v experimentalnich

skupinach na trovni kontroly.

m Kontrola m ATRenv m ATR10%
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Doba trvani testu (dny)

Graf 2. Aktivita superoxid dismutazy (SOD) v tkanich raka ni¢ivého po dlouhodobé
expozici atrazinu. Hodnoty v grafu uvadeji praimér + smérodatnou odchylku. N = 6.
Statisticky vyznamné rozdily experimentalnich skupin v porovnani s kontrolni skupinou
(*P<0,05). ATRenv = environmentalni koncentrace atrazinu 6,86 g1t
ART10% = 10 % 96hLC50 atrazinu pro raka ni¢ivého 1,21 mg-1t. d = denni expozice;

14d rec = 14denni zotavovaci faze v ¢isté vodé. Hepatopan. = hepatopankreas
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4.3.2 Katalaza

Utinky subchronické expozice atrazinu na aktivitu katalazy (CAT) v tkanich raka

ni¢ivého jsou uvedeny v Grafu 3.

Po 14denni expozici atrazinu v kocentraci 1,21 mg-1? bylo zjisténo statisticky
vyznamné (P<0,05) zvySeni aktivity katalazy v hepatopankreatu v druhé experimentalni
skuping rakd v porovnani s kontrolni skupinou. U 7denni a 14denni fazi zotaveni nebyl
Vv tkdni hepatopankreatu prokézan statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolni
skupinou.

Po 7denni expozici bylo zaznamenano statisticky vyznamné (P<0,05) sniZeni
aktivity kataldz ve svaloviné rakli u druhé experimentdlni skupiny ATR10%
V porovnani S kontrolni skupinou.

V ostatnich skupinach svalu, zaber i hepatopankreatu nebyl prokazan statisticky

vyznamny rozdil v aktivité katalaz.

m Kontrola m ATRenv m ATR10%
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Graf 3. Aktivita katalazy (CAT) v tkdnich raka ni¢ivého po dlouhodobé expozici atrazinu.
Hodnoty v grafu uvadéji primér = smérodatnou odchylku. N = 6. Statisticky vyznamné
rozdily experimentalnich skupin v porovnani s kontrolni skupinou (*P<0,05; **P<0,01).
ATRenv = environmentélni koncentrace atrazinu 6,86 pg-1. ART10% = 10 % 96hLC50
atrazinu pro raka ni¢ivého 1,21 mg-1". d = denni expozice; 14d rec = 14denni zotavovaci

faze v Cisté vodé. Hepatopan. = hepatopankreas.
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4.3.3 Redukovany glutation

Utinky subchrinocké expozice atrazinu na aktivitu redukovaného glutathionu
(GSH) v tkanich raka ni¢ivého jsou uvedeny v Grafu 4.

Statisticky vyznamné (P<0,01) zvySeni aktivity GSH bylo zjisténo jen po 14denni
expozici ve svalu rakli v experimentalni skupiné ATR10% (1,21 mg-1*) v porovnani
s kontrolni skupinou. V ostanich expozicich tkani hepatopankreatu, svalu a zaber nebyla
zjiSténa statisticky vyznamna aktivita redukovan¢ho glutathionu v porovnani

s kontrolou.

u Kontrola m ATRenv @ ATR10%
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Graf 4. Aktivita redukovaného glutathionu (GSH) v tkanich raka ni¢ivého po dlouhodobé
expozici atrazinu. Hodnoty v grafu uvadeji praimér + smérodatnou odchylku. N = 6.
Statisticky vyznamné rozdily experimentalnich skupin v porovnéni s kontrolni skupinou
(**P<0,01). ATRenv = environmentidlni koncentrace atrazinu 6,86 ug-1™.
ART10% = 10% 96hL50 atrazinu pro raka ni¢ivého 1,21 mg-I". d = denni expozice;

14d rec = 14denni zotavovaci faze v ¢isté vode. Hepatopan. = hepatopankreas.
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4.3.4 Glutathion S-transferaza

Uginky subchronické expozice atrazinu na aktivitu glutathion S-transferazy (GST)
v tkanich raka ni¢ivého jsou uvedeny v Grafu 5.

Statisticky  vyznamné (P<0,01) =zvySeni aktivity GST bylo zjisténo
v hepatopankreatu po 7denni expozici v druhé experimentalni skupiné rakd vystavené
koncentraci atrazinu 1,2 mg-1" v porovnani s kontrolni skupinou. V ostanich expozicich
tkdn¢ hepatopankreatu a svalu nebyla zjiSténa statisticky vyznamna zmeéna v aktivité
glutathion S-transferazy.

Po 7denni expozici bylo zjisténo statisticky vyznamné (P<0,01) snizeni aktivity
GST v tkani Zaber u druhé experimentalni skupiny (1,21 mg-1*) v porovnani s kontrolni
skupinou. Statisticky vyznamné (P<0,05) snizeni bylo detekovano i po 14denni expozici

v zébrach u druhé experimentalni skupiny.
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Graf 5. Enzymaticka aktivita glutathion S-transferazy (GST) v tkanich raka ni¢ivého
po dlouhodobé expozici atrazinu. Hodnoty v grafu uvadéji primér + smeérodatnou
odchylku. N = 6. Statisticky vyznamné rozdily experimentalnich skupin v porovnani
s kontrolni skupinou (*P<0,05; **P<0,01). ATRenv = environmentalni koncentrace
atrazinu 6,86 pg-1"t. ART10% = 10 % 96hLC50 atrazinu pro raka ni¢ivého 1,21 mg-1™.
d=denni expozice; 14d rec = 14denni =zotavovaci faze Vv Cisté vodé.

Hepatopan. = hepatopankreas.
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4.3.5 Glutathion reduktaza

Utinky subchrinocké expozice atrazinu na aktivitu glutathionreduktazy (GR)
v tkanich raka ni¢ivého jsou uvedeny v Grafu 6.

Z grafu je ziejmé, 7e expozice atrazinu V koncentracich 6,86 ug-1* a 1,21 mg-1?
nem¢la statisticky vyznamny (P<0,05) vliv na aktivitu GR v tkénich svalu a Zaber
u obou testovanych skupin v porovnani s kontrolni skupinou.

Statisticky vyznamné (P<0,05) zvySeni aktivity glutathionreduktazy bylo zjisténo
pouze v hepatopankreatu po 14denni expozici v druhé experimentalni skupiné rakd

ve vystavené koncentraci 1,21 mg-1! v porovnani s kontrolou.
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Graf 6. Aktivita glutathion reduktazy (GR) v tkanich raka ni¢ivého po dlouhodobé
expozici atrazinu. Hodnoty v grafu uvadéji primér + smérodatnou odchylku. N = 6.
Statisticky vyznamné rozdily experimentalnich skupin v porovnani s kontrolni skupinou
(**P<0,01). ATRenv = environmentalni koncentrace atrazinu 6,86 g1t
ART10% = 10 % 96hLC50 atrazinu pro raka ni¢ivého 1,21 mg-1%. d = denni expozice;

14d rec = 14denni zotavovaci faze v Cisté vode. Hepatopan. = hepatopankreas.

4.4 Biochemické ukazatele hemolymfy

Na zaklad¢ biochemického vySetieni hemolymfy byly zjistény celkem 4 vyznamné
zmény. Zjisténé hodnoty jednotlivych parametri biochemického profilu hemolymfy
rakd ni¢ivych jsou uvedeny v Tab. 4. Hladina hlavniho stresového faktoru-glukozy

(GLU) byla statisticky vyrazné zvySena (P<0,01) po 7, 14 a 14denni zotavovaci fazi
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u testované skupiny ATR10% v porovnani s kontrolou. Vyznamné zvySeni (P<0,01)
amoniaku (NH3) bylo detekovano po 14denni expozici u testované skupiny ATR10%
vV porovnani s kontrolou. Prokazatelné zvySené hodnoty (P<0,01) byly také zjistény
u laktazy (LACT) po l4denni expozici u testované skupiny ATRenv a taktéz
U7, 14 a 14denni zotavovaci fazi u skupiny ATR10% Vv porovnani s kontrolni skupinou.
Rovnéz hladina alkalické fosfatdzy (ALP) vykazovala statisticky vyznamné zvyseni
(P<0,01) po 14denni fazi expozice a 14denni zotavovaci fazi u ATRenv a taktéz tomu
bylo i u skupiny ATR 10%, ve které se zvySeni projevilo po 7, 14 a 14 denni fazi
zotaveni. U ostatnich parametri nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil:
celkovy protein (TP), albuminy (ALB), globuliny (GLOB), triglyceridy (TAG), aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferdza (ALT), laktat dehydrogenaza (LDH),
kreatinkinaza (CK), Ca®* (vapnik), Mg?* (hot¢ik), anorganicky fosfat (PHOS) a kreatinu
(CREA).
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Tab. 4. Zobrazuje namétené biochemické parametry v hemolymf€ raka ni¢ivého po dlouhodobé
expozici v atrazinu. Data jsou vypoctena pomoci medianu (minimum — maximum). Statisticky
vyznamné rozdily experimentalnich skupin V porovnani s kontrolni skupinou (**P<0,01).
ATRenv = environmentalni koncentrace atrazinu 6,86 pg-1. ART10% = 10 % 96hL50 atrazinu
pro raka ni¢ivého 1,21 mg-1™. d = denni expozice; 14 d rec = 14denni zotavovaci faze v ¢isté
vodé.

Doba Testované koncentrace atrazinu
Parametr X
expozice Kontrola ATRenv ATR10 %
(dny) (0) (6,86 pglL) (1,21 mglL)
7 1,36 £0,34 1,35+ 0,27 1,94 £ 0,25
GLU (mmollL) 14 1,28 £ 0,21 1,30 £ 0,15 2,23 £0,34*
R14 1,23+0,16 1,33+£0,23 2,05 % 0,38*
7 24,00 £2,58 25,50 £ 1,12 24,83 +£1,77
TP (g/L) 14 24,83 + 2,41 2417 £2,27 2417 £ 2,57
R14 2517 £ 1,57 24,50 + 2,14 24,17 £ 0,69
7 3,00+0,82 2,83+0,90 3,33+£0,94
ALB (g/L) 14 3,17£0,90 3,50+ 1,26 3,17 £ 0,69
R14 2,83+0,69 2,67 £047 2,68+0,48
7 21,00 £2,58 25,50 £ 1,12 21,50 £ 1,61
GLOB (g/L) 14 21,67 £2,87 20,67 + 3,04 21,00 £ 1,53
R14 22,33+1,80 21,83 +£1,77 21,50+ 0,76
7 121,83 £ 13,56 130,00 + 12,26 131,33 £ 20,60
NH; (pumoliL) 14 128,67 + 11,16 131,00 + 21,44 184,50 * 20,76*
R14 129,67 £ 13,06 134,67 £ 21,01 128,50 £ 19,49
7 0,18 £0,08 0,17 £0,05 0,18 £0,03
TAG (mmoliL) 14 0,19 +0,05 0,20 £ 0,08 0,18 £ 0,05
R14 0,19 £ 0,05 0,21 £ 0,04 0,16 £ 0,03
7 0,61+0,23 0,62 +0,27 0,73+0,15
AST (mkat/l) 14 0,69 £0,20 0,73+0,14 0,82 +£0,17
R14 0,65+0,14 0,68 £ 0,20 0,65+0,16
7 1,09 +£0,30 1,34 £ 0,21 1,39+ 0,11
ALT (mkat/L) 14 1,34 £0,23 1,26 £ 0,20 121+£0,33
R14 1,27 £0,29 1,31+£0,24 1,32 0,17
7 5,00+ 1,16 548 +£0,72 5,52 + 0,56
LDH (ukat/L) 14 5,38 £ 0,65 583+0,75 571+£0,83
R14 5,72 £ 0,50 571044 5,34 £ 0,39
7 0,058 £ 0,029 0,058 £ 0,023 0,084 £ 0,027
CK (pkat/L) 14 0,075+ 0,029 0,072 +0,018 0,092 £ 0,016
R14 0,067 + 0,022 0,072 +0,018 0,075+ 0,032
7 1,53 £0,30 1,45+0,23 2,46 £0,23**
LACT (mmol/L) 14 1,60 £ 0,20 1,91 £ 0,14* 3,13 0,31*
R14 1,38+ 0,10 1,49+0,10 2,18 £ 0,17+
7 2,77+£0,27 243+0,35 2,65+0,26
Ca?* (mmol/L) 14 2,57 £ 0,30 2,60 +£0,18 2,60+0,25
R14 2,62 +0,28 2,65 +0,29 2,64 £ 035
7 1,03+0,16 1,07+0,16 1,18 £0,52
Mg?* (mmol/L) 14 1,10 £ 0,26 0,95+0,12 1,08+£0,15
R14 0,95+ 0,17 0,92+0,12 0,94 £ 0,14
7 0,33+0,09 0,34 £ 0,11 0,31+£0,16
PHOS (mmoliL) 14 0,31 +0,06 0,34 £0,12 0,34 £0,10
R14 0,37 £0,11 0,39+0,14 0,39 £ 0,10
7 0,16+ 0,08 0,16 £ 0,05 0,33 £ 0,08*
ALP (mkat/L) 14 0,14 £0,04 0,33 £0,08* 0,53 % 0,08*
R14 0,19+0,08 0,34 +0,11* 0,78 £ 0,19**
7 717 £2,41 8,00 + 3,51 8,33 14,11
CREA (pmol/L) 14 8,83 +2,91 7,33+£2,62 7,67+4,38
R14 8,50 + 3,35 8,83+4,18 8,17 £ 4,52

64




5 Diskuze

Zivotni prostedi je Gasto znedi§tovano celou fadou latek, véetné jejich metabolit,
které mohou v zavislosti na jejich toxicité souviset se zménami oxidativniho stresu
a tim zapfic¢init poSkozeni vodnich organismid (Lushchak a kol., 2005a;
Staraa kol., 2013a, 2014). Raci jsou diky své citlivosti hojné vyuzivani
jako bioindikatory zivotniho prostfedi. Proto jsou i vhodnymi modelovymi druhy
ptfi hodnoceni ucinkt xenobiotik. | pfes jejich maly vzrist, poskytuji dostate¢né
mnozstvi tkani vhodnych pro laboratorni analyzy (Gedik a kol., 2017; Buric a kol.,
2013; Arceo a kol., 2015).

5.1 Chovani raku

Atrazin (ATR) je povazovan za nejrozsifenéjsi herbicid, ktery je diky
své perzistenci vpudé a ve vodé povazovan za béznou kontaminujici latku
(Gianessi a Reigner, 2007). U rakl, jez byli vystaveni 1,21 mg-I? atrazinu,
coz odpovida 10 % 96hLC50 (ATR10%), byla zjisténa vyznamné niz§i aktivita
V pohybové aktivit¢ oproti kontrole a skupiné rakii vystavenych environmentélni
koncentraci atrazinu 6,86 ug-1! (ATRenv), zatimco piijem potravy nebyl ovlivnén.
Belanger a kol. (2015, 2016) ve svych pracich uvadi, Zze vystaveni raka Orconectes
rusticus a Orconectes virilis ATR o koncentraci 80 ug:1! po dobu 72 hodin
mélo za nasledek snizeni schopnosti lokalizace a zajmu o potravu. Naproti tomu
pusobeni atrazinu  neovlivnilo chovani a  aktivitu téchto  rakd.
Druh Pacifastacus leniusculus exponovany ATR 1mg-1? po dobu 96 hodin
podle Veliska a kol. (2013) nevykazoval zadné rozdily v chovani. Avsak raci, jez byli
vystaveni vys§i koncentraci nez 10 mg-1? ATR, se obtizné pohybovali, zistavali
Vv rozich akvarii nebo se pohybovali v kruhu uprostied akvaria. VeliSek a kol. (2011a)
ve své praci dosel k zavéru, ze U kaprd obecnych (Cyprinus carpio) vystavenych
triaziniim, simazinu o koncentraci 0,06-4 ug-1* a terbutrynu o koncentraci v rozmezi
0,02-2 pg-I* nebyl zaznamenan rozdil aniVpi{jmu potravy, ani v pohybu.
K podobnému zavéru dosla i Staraa kol. (2016), v jejiz studii byly raci cerveni
(Procambarus  clarkii)  vystaveni  subchronickému ptsobeni terbuthylazinu
v&etné jeho derivatl pti koncentraci 2,9 ug-1' a 580 ug-1t. Rutkoski a kol. (2018)
dosla k podobnym zavérim a to, ze letalni a subletalni pisobeni ATR ma vliv

uz na embryonalni vyvoj hvizdalky kiehké (Physalaemus gracilis).
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5.2 Oxidativni stres a antioxida¢ni enzymy

Oxidativni stres a antioxidac¢ni biomarkery jsou indikatory poukazujici na toxické
ucinky xenobiotik u vodnich organismii (Banaee, 2010). Subchronické ptisobeni ATR
V této studii nevedlo K vyznamnym zménam Vv hladiné TBARS.
Naproti tomu koncentrace ATRenv zpisobila ve sledovanych tkanich raka nicivého
zmény v aktivit¢ SOD. U testované skupiny ATR10% byly pozorovany zmény
u hepatopankreatu a svalu ve vSech nami testovanych antioxida¢ni biomarkerech,
atoSOD, CAT, GR, GST aGSH. Kpodobnému zavéru rovnéz dosla
I Stara a kol. (2014), ktera ve své studii testovala vliv prometrynu o koncentraci
0,51 pg-1?, 0,144 a 1,144 mg-1? v tkanich (hepatopankreas, sval) raka cerveného
a jeho enzymatickou aktivitu pti expozi¢ni dobé 25 dni. Pfestoze nezjistila vyznamné
rozdily na trovni peroxidace lipidi mezi jednotlivymi skupinami, byl projev
prometrynu patrny na snizen¢ aktivité antioxida¢nich enzymtit CAT, SOD a GR.

Vétsina studii, které se zabyvaji vlivem triazinovych herbicidl na vodni zivocichy,
provadi testy toxicity primarné¢ na rybach. Bldhov4d a kol. (2013) ve své praci
porovnavali vliv ATR o koncentracich 0,3; 3, 30 a 90 ngl1! po dobu 28 dni
na daniu pruhovaném (Danio rerio). Dosli k zavéru, ze vysoké koncentrace (90 pg-1?)
ATR v tkanich dania mohou zplsobovat snizenou aktivitu SOD, CAT, GR, GST,
avSak zvySovat Groven TBARS. U slunecnice velkoploutvé (Lepomis macrochirus)
vystavené atrazinu (0, 3,6, 9 ug-1t) ve studii Elia a kol. (2002) byla v tkanich
zaznamenana zvySena aktivita GSH, GST, SOD a snizend aktivita GR
uz po 96 hodinach. Rossi a kol. (2011) provedli v laboratornich podminkach experiment
zalozeny na pusobeni herbicidli na ryby Zijici v tropickych oblastech, ve kterych
se nejCastéji pouziva roundup ahexaron. Dosli k zavéru, ze zvySena aktivita GST
U hexaronu souvisela se snizenou hodnotou CAT. Studie provedena
Nwaniem a kol. (2010) popisuje ucinky vlivu ATR v tkanich ryby Channa Punctatus.
Lipidova peroxidace, kterd byla stanovovana pomoci TBARS testu, méla signifikantné
nelinedrné vzrlstajici trend. Naproti tomu aktivity antioxidacnich enzymil byly
riaznorodé. Aktivita SOD se Vv zavislosti na Case a koncentraci dané latky postupné
zvySovala, naproti tomu aktivita CAT a GR zaznamenala postupné sniZeni. Dal§im
zajimavych pfipadem bylo pouziti 2,4-dichlorfenolu na karase stfibrného
(Carassius auratus) Vv praci Zhang a kol. (2004) po dobu 40 dni o koncentracich

v rozmezi 0,005-1 mg-1. Autofi uvadi, Ze se zvysujici se koncentraci této latky dochazi
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ke zvySovani aktivity CAT, ustalené aktivit¢ GR, ale naproti tomu enzymy SOD, GSH,
GST byly v disledku tohoto trendu spiSe inhibovany. Dale pak Xiang a kol. (2012)
provedli  studii na kapru obecném, kdedosli Kk podobnym  zavérim
jako Blahova a kol. (2013), ze se zvySujici se koncentraci nejen atrazinu, dochazi
ke snizovani aktivity CAT, SOD béhem dlouhodobé expozice této latky. K podobnym
vysledkim dospéli i Santos a Martinez (2012), ktefi testovali koncentrace 2 a 10 pg-1*
ATR po dobu 24 a48 hodin na prochilodusu ¢arkovaném (Prochilodus lineatus).
Aktivita CAT a SOD byla se vzrustajici koncentraci vyznamné snizena, ale aktivita GR
se zvysovala. Jako Vv ostatnich studiich, i zde doslo pii vysSich koncentracich této latky
ke snizeni aktivity CAT, SOD a GST. Dal$im zajimavym piikladem je studie
Star¢ a kol. (2012), ktera popisuje vliv prometrynu (0 koncentracich 0,51; 80;
1200 pg-1) na oxidativni stres a antioxida¢ni biomarkery u vyvojovych stadii kapra
obecného (Cyprinus carpio) po dobu 35 dni. Z vysledku je zifejmé, ze na aktivitu CAT a
SOD spole¢né s tvorbou TBARS vyse uvedené koncentrace prometrynu nemély vliv.
Na druhou stranu vys§i aktivita byla zaznamenana jen u GR pfi koncentraci 0,51 pg-17.
K rozdilnym vysledkim vsak doSel Velisek a kol. (2011b) taktéz u kapra obecného
po 90 dnech. Hladiny lipidni peroxiddzy (méfené¢ pomoci TBARS) byly po piisobeni
terbutrynu zvysené v tkanich mozku a jater. Naproti tomu aktivita SOD a GR byla
ve vSech  experimentdlnich  skupinach  sniZend. Podobny pokus provedla
Stara a kol. (2013b) na kapru obecném za pouziti prometrynu po dobu 60 dni a dospéla
k velmi podobnym vysledkim. Hladina TBARS nebyla touto latkou nijak ovlivnéna,
nybrz aktivita SOD, CAT i GR byla na konci pokusu jako u pfedeslych studii snizena.
Dale je tato studie podobna se studii Staré a kol. (2012) pfi pouziti simazinu na Kapra
obecného po dobu 60 dni v koncentracich 0,06 ug-1%, 2a4 mg-1?t. V tomto piipadé
doslo ke zvySeni hladiny TBARS pievazné pii 4 mg-1! simazinu v tkani jater
V porovnani s kontrolou. Ackoliv aktivita SOD a CAT, GR méla zpocatku u vSech
zvysujici se trend, po 60 denni expozici simazinu doslo skoro u vSech tkani k jejimu
snizeni. Zvysena aktivita GSH byla zaznamenana hlavn¢ u tkan¢ jater pfi koncentraci

2a4mgl1t.

5.3 Biochemicky profil hemolymfy

U ryb se jako cenny ukazatel stresu vyuziva hematologicky a biochemicky profil
krve (Blahova a kol., 2014; Velisek a kol.,, 2012). Podobn¢ je tomu u rakd,

kdy se k analyzam souvisejicim s vyhodnocovanim vlivu zmén zivotniho prostiedi
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vyuziva primarn¢ jejich hemolymfy (Digilio a kol., 2016; Faggio a kol., 2016).
V této studii bylo zjisténo, ze u raku, ktefi byli vystaveni environmentalni koncentraci
atrazinu (ATRernv), se projevilo zvySeni koncentrace LACT a ALP.
Naproti tomu hladiny GLU a NHsz byly zvySené u skupiny ATR10%. Glukdza
patii mezi ptedni zdroje energie, navic se povazuje za jeden z mnoha markerd,
které maji odezvu na stresové situace (Zahedi a kol.,, 2013). Koncentrace LACT
jak uvadi Kolafova a Velisek (2012) je dana rovnovahou mezi jeho tvorbou
a odbouravanim probihajicim v jatrech. Navic hromadéni LACT, jak uvadi
Schneiderka (2004), zptsobuje bolesti a svalovou tnavu. Analyza ALP je schopna
detekovat naruseni funkce jater. Podobné i zvySené koncentrace NHz nam indikuji
selhavani funkce jater ¢i metabolické vady v Krebsoveé cyklu
(Kolatova a Velisek, 2012). Bldhova a kol. (2014) ve své praci zaznamenala zmény
pii pouziti ATR o koncentraci 5 mg-1™po dobu 96 hodin u nisledujicich parametrti
GLU, TP, PHOS, Ca?, ALB, ALT, AST, ALP, LDH u kapra obecného
(Cyprinus carpio). Avsak po 7denni zotavovaci fazi se u parametru LDH, ALT a LACT
projevily trvalé rozdily ve srovnani s kontrolou. Podobné tomu bylo i Vv této studii,
kdy i po 7 a 14denni expozici ATR a 14denni zotavovaci fazi parametry GLU, LACT
a ALP vykazovaly trvalé naruseni. Velisek a kol. (2012) uvadi, Ze 90denni vystaveni
kapra obecného simazinu (0 koncentraci Vrozmezi 0,06-4 pg-1t) mélo vliv
na vyznamné vyssi aktivitu ALP, AST, TP, ALB vriznych koncentracich
oproti kontrole. Zbylé méfené indexy GLU, GLOB, NHs, LACT a podobné. vysly
ve vSech testovanych skupinich beze zmény. Z toho mizeme usuzovat, ze vysledky
uvedené ve studii Veliska a kol. (2012) na kapru obecném jsou odlisné od nami
zjisténych vysledki a kazdy organismus miiZze byt pesticidnimi latkami ovlivnén rtizné.
Vysledky této studie se podobaji praci, kterou publikovala Starda a kol. (2016).
V jeji studii byl rak Cerveny vystaven triazinovému derivatu terbuthylazin-desethylu
v koncentraci 2,9 pg-1t a580 pug1?l, pii délce expoziéni doby 28 dni. Podobné
jako u raka ni¢ivého, bylo v koncentraci 580 pg-1? zjisténo zvyseni koncentrace LACT.
Zvysena koncentrace LACT byla patrna jak po 14denni expozici, tak i po 14denni
zotavovaci dob€. Aktivita ALP byla naopak u raka ¢erveného snizena. V tomto ohledu
se tento vysledek neshoduje s vysledky ziskanymi u raka nicivého. ZvySeni
aktivity ALP bylo rovnéz zjisténo ve studii, kterou zpracovali Banaee a Ahmadi (2011).
V jejich publikaci byl rak bahenni (Astacus letodactylus) exponovan ucinkim

endosulfanu v koncentracich 32,5 pg-1* a 65 pg-17, pii expoziéni dob& dlouhé 30 dni.

68



Pii koncentraci 65 pug-1™* bylo u raka bahenniho zji§téno nejen zvyseni aktivity ALP,
aleizvySeni urovné kyselé fosfatazy (ACP) a LDH. I Velisek a kol. (2011a)
zaznamenal po expozi¢ni dobé 90 dni u kapra obecného vystavené¢ho uc¢inkiim dvou
triazinovych herbicidii zménu. V prvnim piipadé bylo pozorovano zvySeni aktivity
ALP, LACT, GLU, AST a LDH pfi pouzité koncentraci 0,2 a 2 ug'l'1 terbutrynu
V porovnani s kontrolou. Podobné tomu bylo i u druhého triazinového herbicidu,
simazinu, u kterého byla pii koncentraci 2 pg-1 zaznamenana zvysena aktivita ALP
a ALT, apti koncentraci 4 pg-1" doslo k vyraznému zvyseni aktivity TP, ALB, ALP
a ALT v porovnani s kontrolou.

Z vyse uvedenych studii vyplyva, Ze pisobeni triazinovych pesticidi na vodni
prostfedi je ovliviiovdno druhem, vékem, prostfedim, fyzikalné-chemickymi vlastnosti
a dal$imi nemén¢ dilezitymi faktory. PouZivani herbicidii je v dneSni dobé& velmi
obtizné¢ omezit, predevsim z diivodu neustdle se zvySujicimu ristu potteby produkce,
souvisejici se vzrustajici populaci, s ¢imz souvisi zlepSujici se technika a moznosti
pouzivani novych funkéné ptesnych herbicidl, které obsahuji stejnou funkéni latku,
ktera se jevi UCinngj$i. Nicméné v kone¢ném dusledku tyto nové latky mohou byt
toxiCtéj$i nez ptivodni, diive pouzivané. Pro dalsi vyzkumy by bylo potfebné se zaméftit
nejen na vyse zminéné latky, ale 1 na jejich rezidua, kterd byvaji v prostiedi jesté dlouho

po aplikaci zakladnich latek.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo hodnoceni subchronického pilisobeni atrazinu na raka
ni¢ivého. Na zakladé provedenych analyz a ziskanych vysledku lze konstatovat,
ze subchronické pasobeni atrazinu sice zasadné neovlivnilo chovani rakti a nezptsobilo
oxidativni stres. Expozice atrazinu vSak méla vliv na aktivitu sledovanych
antioxidaCnich enzyma V tkdnich a na nékteré ukazatele biochemického profilu
hemolymfy (glukozu, amoniak, alkalickou fosfatazu a laktat). Touto skutecnosti
Ize potvrdit, Zejiz velmi nizka koncentrace atrazinu, ktera odpovida skutecné
koncentraci zjidténé v povrchovych vodach Ceské republiky, jiz miZe ovlivnit
homeostazu raciho téla. Z tohoto divodu lze tedy raky doporucit jako vhodné
organismy k monitoringu atrazinu a jinych pesticidi Vv ekotoxikologickych studiich.
Subchronické pisobeni atrazinu u raka ni¢ivého nevyvolalo zadné vyznamné zmény
Vv chovéni, avsak ditvodem pro jejich nezjisténi mohla byt pfili§ kratka expozi¢ni doba,
nebot’ je tfeba si uvédomit, Ze raci a ostatni vodni zivo€ichové jsou chronickému
pusobeni atrazinu vystaveny jiz od utlého véku. Pro vyssi prukaznost testu by bylo
pro pfisti studie vhodné pouziti stejné koncentrace atrazinu, avSak za vyuziti

chronického testu toxicity.
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Seznam zkratek

96hLC50: koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvola 50% uhyn testovanych organismi
za 96 hodin

ALB: albuminy

ALP: alkalicka fosfataza

ALT: alanin aminotransferaza

AST: aspartat aminotransferaza

ATR: atrazin

BCA reagent A: Bicinochoninic acid solution-Sigma Aldrich (B-9643)
BCA reagent B: Copper(ll)sulfate-Sigma Aldrich (C-2284)
BHT: butylovany hydroxy toluen

BSA: bovinni albumin

Ca?*: vapnik

CAT: katalaza

CDNB: 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

CK: kreatinkinaza

Cu?*": méd’naté ionty

CHMU: Cesky hydrometeorologicky tistavs
DDT: dichlordifenyltrichlorethan

DMSO: dimethylsulfoxid

DNA: deoxyribonukleova kyselina

DTNB: 2,2-dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina
EDTA: ethylendiaminotetraoctova kyselina
Fe?* zeleznaté ionty

FeSOQg: siran Zeleznaty

GLOB: globuliny

GLU: gluko6za
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GPx: glutathion peroxidaza

GR: glutathion reduktaza

GSH: redukovany glutathion

GSSG: oxidovany glutathion

GST: glutathion S-transferaza

H>0,: peroxid vodiku

H2SO04: kyselina sirova

HCI: kyselina chlorovodikova

KCl: chlérid draselny

KH2PO4: dihydrogenfosfore¢nan draselny
LACT: laktat

LDH: laktatdehydrogenazy

LPO: lipidni peroxidace

MDA malonaldehyd

Mg?*: hot¢ik

Mn?*: manganaté ionty

NaxHPO4-12 H,0: dodekahydrat dihydrogenfosfore¢nan sodny
NaCl: chlérid sodny

NADH: nikotinamid adenin dinukleotid
NADPH: nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NaOH: hydroxid sodny

NBT: nitrobluetetrazolium

NCR: national research council

NHs: amoniak

Oy superoxidovy aniont

Os: 0zon

OH": hydroxylové anionty
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PHOS: anorganicky fosfat

PMS: phenazin methosulfonat

ROS: reactive oxygen species-reaktivni kyslikové radikaly
-SH: sulthydrolové skupiny

SOD: superoxiddismutaza

TAG: triglyceridy

TBA: kyselina 2-thiobarbiturova

TBARS: thiobarbituric acid reactive substances, to znamena latky, jez jsou reaktivni

s kyselinou thiobarbiturovou

TCA: kyselina trichloroctova

TP: celkové proteiny

TRIS: tris(hydroxymethyl)aminomethan

Zn?*: zineénaté ionty
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9 Abstrakt

Hodnoceni subchronického piisobeni atrazinu na raka nic¢ivého

Cilem této studie bylo zhodnotit vliv subchronického ptsobeni atrazinu na chovani,
hladinu oxidativniho stresu, aktivitu antioxida¢nich biomarkert a biochemicky profil
hemolymfy raka ni¢ivého a tim doplnit stavajici informace pro posouzeni vlivu této
latky na Zivotni prostiedi.

Celkova doba trvani testu byla 28 dni, béhem prvnich 14 dni byli raci vystaveni
dvéma koncentracim atrazinu: 6,86 pg-1? (ATRenv = environmentilni koncentrace
zjisténa Vv povrchové vodé Ceské republiky) a 1,21 mg-1* (ATR10% = odpovida
10% 96hLC50) nasledovanych 14denni zotavovaci fazi v Cisté vodé bez chemické
latky.

Subchronické plisobeni atrazinu neprokazalo vliv na chovani raki a na hladinu
oxidativniho stresu (méfenou pomoci TBARS). Naproti tomu subchronické ptisobeni
atrazinu vyvolalo zmény v aktivit¢ antioxidanich enzyml (tkan€ hepatopankreatu,
svalu a Zaber) sledovanych rakli, kdy byly pozorovany zmény aktivity
superoxiddismutazy (SOD) ve vSech tkanich. Déle pak byly zmény aktivity prokadzany
U katalazy (CAT; tkané hepatopankreatu a svalu), glutathionu S-transferazy
(tkan€ hepatopankreatu a zaber), u glutathionreaduktazy (GR) (hepatopankreas)
a redukovaného glutathionu (sval). Koncentrace ATRenv méla vliv na biochemicky
profil hemolymfy u nésledujicich parametri — laktat a alkalickd fosfatdza,
naproti tomu vliv. ATR10% byl prokazan u glukézy, amoniaku, laktatu a alkalické
fosfatazy.

Vysledky ptedstavené touto studii dopliuji informace 0 vlivu atrazinu na raky
ana zivotni prostiedi jako celek. Spolecné se jevi jako idedlni néstroj pro hodnoceni

testll toxicity pii uziti triazinovych herbicidi.

Klic¢ova slova: herbicidy, triaziny, atrazin, oxidativni stres, antioxida¢ni biomarkery,

biochemicky profil hemolymfy, Cherax destructor.
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10 Abstract

The evaluation of the sub-chronic exposure to atrazine on crayfish

The aim of this study is to evaluate the sub-chronic effect of atrazin on a behaviour,
oxidative stress, antioxidant enzyme aktivities and biochemical profile of haemolymph
in. These complex data should help to appraise the impact of this substance in the
environment.

The total test duration was 28 days and was divided into two periods. The first 14
days the crayfish were exposed to two concentrations of atrazine: 6.86 pg-1 (ATRenv
= environmental concentration in the water in the Czech Republic) and 1.21 mg-1?
(ATR10% = is coincident to 10% LC50). After the atrazine treatments the depuration 2
weeks phases in water without any chemicals followed.

The results indicate that sub-chronic effect of atrazine influenced neither the
behaviour of the crayfish nor the level of oxidative stress (measured by TBARS),
whereas the changes of superoxiddismutase (SOD) were observed in all tissues
(muscles, gills and hepatopancreas). The changes of enzyme activity were observed in
catalase (CAT; hepatopancreas and the muscle tissue), glutathione S-transferase
(hepatopancreas and the gills tissue), glutathione reductase (GR; the hepatopancreas
tissue) and reduced glutathione (the muscle tissue). The influence of ATRenv on the
biochemical profile of haemolymph at the following parameters was estimated only for
lactate and alkaline, however phosphatase changes made by ATR10% were significant
for glucose, ammonia, lactate and alkaline phosphatase measurements. The sub-
chronical effect changed the activity of all antioxidant enzymes in hepatopancreas,
muscles and the gills tissue of the observed crayfish.

The presented results in this study are giving compact information of impact of
atrazine on the crayfish and the whole water environment. The suggestion of using the
crayfish for tests of toxicity looks like an ideal supplement for triazine herbicide

estimations.

Key words: herbicides, triazine, atrazine, oxidative stress, antioxidant biomarkers,

biochemical profile of haemolymph, Cherax destructor.

89



