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1. Uvod

Produkce a vyuzivani 1éCiv patfi mezi vydobytky moderni spolecnosti. Nejvetsi
rozmach vyuziti farmak prisel po 2. svétové valce a je spjat s védeckotechnickou
revoluci. Produkce ucinnych latek od té doby probihd primyslové a ve velkém
mnozstvi.

Farmaka jsou bioaktivni latky se specifickym u¢inkem. Uginné latky téchto farmak
jsou v organismu metabolicky transformovany a nasledné vylouceny. Exkretované latky
se dostavaji do Cistiren odpadnich vod, odkud jsou dale distribuovany do vodniho toku.
Nésledkem je expozice necilovych orgasmil témto latkdm, které mohou piedstavovat
potenciondlni riziko pro vodni ekosystémy a pro organismy, které je obyvaji. Divodem
nebezpecnosti mize byt jiny zplisob plisobeni na necilovy organismus, nez je tomu u
cilového, vychazejici také z kontinualni expozice.

Cilem této prace je ziskani informaci tykajicich se potencionalni nebezpecnosti
rezidui atenololu vyskytujicich se v povrchovych vodich a jejich vlivu na rybi
organismus prostfednictvim biomarkerti. Soucasné bylo provedeno vyhodnoceni
pouzitelnosti vybranych biochemickych reakci pro hodnoceni ucinkii expozice. Diky
vhodnym biomarkerim je umoZnéna piesnéjSi interpretace vysledkli chemického

monitoringu.



2. Léciva jako antropogenni kontaminanty povrchovych vod

Léciva predstavuji latky slouzici k odstranéni nebo mirnéni chorob a jejich projevi.
Jejich vyuzivani ¢lovékem probihd od nepaméti, pficemz se v pocatcich jednalo o latky
rostlinného a Zivoc¢isného ptivodu, které nepiedstavuji hrozbu pro pfirodni ekosystémy.

Primarnim zdrojem farmaceutickych xenobiotik jsou pacienti, ktefi tyto latky
vylucuji v nezménéné podobe nebo formou metabolitii. Prostfednictvim moci a vykali
odchazeji farmaka a jejich metabolity do gistiren odpadnich vod (COV). Zde viak &asto
nedochdzi k jejich efektivnimu odbouravédni a jsou vypoustény do povrchovych vod,
které jsou ztohoto divodu zpravidla nejvice zatizené. Zde pak mohou negativné
ovliviiovat vodni spolecenstva. Logicky se potom tento problém tyka predevsim
stfednich a dolnich tokt tek, kde se nachdzi velké mnozstvi aglomeraci a tim padem i
velké mnozstvi COV a malych vodnich tokti, kde vy¢isténé odpadni vody zaujimaji
velky podil celkového pritoku recipientu a tudiz nemuze dojit k jejich vyznamnému
ziedéni.

Hlavni problém spodiva ve faktu, ze COV nebyly primarné konstruovany pro
odstraiiovani farmak z odpadnich vod a zékladni zplsoby pouZivané pro cisténi
komunalnich odpadnich vod jako koagulace a flokulace nelze oznalit za dostate¢né
(Kotyza et al., 2009).

Z pohledu kontaminace vodniho prostiedi a podobnosti fyziologickych procesi je
mozné oznacit ryby s velkou pravdépodobnosti jako nejcitlivéjsi skupinu Zivoc€ichi viici

farmaceutickym polutantiim (Corcoran et al., 2010).
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3. Atenolol

OH
)OJ\/©/O\)\/ NYCHS
HoN ChHs

Atenolol  ((RS)-2-{4-[2-Hydroxy-3-(propan-2-ylamino)propoxy]phenyl}acetamide)
je medikament spadajici do kategorie B-blokerti, 1é¢iv ur¢enych pro lécbu pacienti
s kardiovaskularnimi chorobami, jako je hypertenze, ale také angina pectoris a akutni
infarkt myokardu. K uvedeni atenololu na trh doslo v roce 1976 z diivodu nahrady za
propranol, ktery vykazoval nezadouci vedlejsi G¢inky pro nervovy systém (Agon et al.,

1991).

3.1. Princip funkce atenololu

B-blokatory jsou latky, které tlumi nékteré funkce sympatického nervového systému
pusobenim na B-receptory nebo na jeden konkrétni druh. Tyto receptory jsou déleny do
3. skupin: Bs3- jeho stimulace na tukovych bunkach pisobi Stépeni tuku, B, rozsifovani
prudusek a 1, jehoz stimulace probihd prostiednictvim sympatomimetik, jakymi jsou
adrenalin, noradrenalin a isopenalin. Nasledkem stimulace tohoto receptoru
nachazejiciho se predevSim v srdecni tkani dochazi ke zvySeni srdecnich kontrakei.
Princip funkce beta blokatori spociva ve struktufe podobné sympatomimetikiim jakym
je adrenalin a jejich afinité k receptoru a zaroven absenci hydroxylové skupiny na
aromatickém jadru, ktera je zodpovédna za samotnou sympatomimetickou aktivitu
(Kamenik, 2001). Inhibici B1 je mozné selektivné provadét pravé pomoci atenololu.
(Lopez-Sendon et al., 2004)

Atenolol patii k jednomu z nejvice pouzivanych B-blokatoram, ale jeho podil vyuziti
pfi lécbé kardiovaskularnich chorob se postupné snizuje z ditvodu jeho nahrazenim
novéj$imi a ucinnéj§imi léky. Neékteré studie navic naznacuji, Ze jeho pouziti zvySuje

riziko vyskytu diabetu typu 2 (Higgins et al., 2006).

3.2 Vyskyt atenololu ve vodach
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Atenolol neni vyznamnéji metabolizovana a velka cast 1éku je pacienty vyluCovana
V nezménéné podobé, ve které je z Cistiren odpadnich vod nasledné vypousténa do
vodniho toku (Winter et al., 2008).

Koncentrace atenololu uvedené v tabulce 1 byly zjistény v ramci projektu detekce a
hodnoceni vlivu 1é€iv a jejich transformacnich produktii na lidské zdravi nachazejicich
se v povrchovych a pitnych vodach. Méteni byla provadéna v fijnu roku 2009. Vzorky
byly odebrany v Nizozemské ¢asti povodi feky Ryna, Meuse a potom také v misté jejich
soutoku (de Jongh et al., 2012). Koncentrace atenololu v povrchovych vodach CR zatim

nebyly publikovany.

Tabulka 1. Environmentalni koncentrace atenololu v povodi fek Ryn a Meuse (2012)

Primérna koncentrace v povrchovych vodach (ng/l)
Primérna [ Maximalni Pocet Celkovy pocet
koncentrace | koncentrace | pozitivnich vzorku
vzork
6 26 6 14

3.3. Vliv atenololu na ichtyofaunu

Vliv atenololu na vodni organismy nebyl doposud podrobné¢ studovan. Toto 1é€ivo se
dostavd do povrchovych vod ve smési spoleéné s dalSimi polutanty pfedevSim
vypousténim odpadnich vod. V prub&hu in vitro expozice ledvinovych bunék dania
pruhovaného (Danio rerio) samotnym atenololem doslo k mirnému navyseni bunééné
proliferace. Pfi testovani latek ve smési se vSak efekt neprojevil, coz naznacuje mozny
antagonisticky vztah s dal$imi polutanty (Pomati et al., 2007).

Testy toxicity provadéné na medace japonské (Oryzias latipes) a korysich
(Thamnocephalus platyurus) neprokazaly akutni toxicitu atelonolu pi#i koncentraci
prevysujici 100 mg- ™" (Kim JW. et al., 2009). Avsak jiz environmentaln& relevantni
koncentrace mohou u lososa obecného (Salmo salar) zptisobit utlum/ aktivaci exprese
specifickych gent. Jedna se naptiklad o indukci ¢asti procesu oxidativni fosforylace,
signalni drahu vapniku a naruseni procesu bunééného cyklu (Hampel et al., 2010).

Pusobeni B-blokatoru atenololu na ryby je spojeno také s funkci B-receptort, kdy pti
stresové tvorbé glukozy dojde k inhibici receptoru a tim i inhibici syntézy (Ings et al.,
2012). Vztah atenololu a jaterni enzymatické aktivity a jeho vliv na jaterni

mikrosomalni systém zatim nebyl studovéan.
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3.4. Detekce a kvantifikace pomoci HPLC-MS/MS

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii, pfredstavuje velmi citlivy analyticky nastroj kombinujici separacni
ucinnost HPLC s identifikac¢ni a kvantifika¢ni schopnosti MS/MS. To umoziuje velmi
pfesné urceni jednotlivych latek v komplexni smési. Instrumentélni analyzy vyuzivajici
HPLC-MS/MS predstavuji velice citlivou metodu pro zjistovani koncentraci polarnich

sloucenin, mezi které patii také atenolol.

3.41HPLC

Klicovou vlastnosti HPLC je vysS$i ucinnost separace latek v krat§i dobé& oproti
sloupcové chromatografii diky vysokotlakému cerpadlu, kterd je soucasti aparatury a
umoznuje prutok mobilni faze kolonou mensich rozméri,, v niz je stacionarni faze

vazana na Castice o velikosti nékolika mikrometri (Gerber et al., 2004).

3.4.2 MS/IMS

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemickd metoda urcujici hmotnost molekul a
molekulovych fragmenti po jejich pfevedeni na ionty.

Tandemovy hmotnostni spektrometr obsahuje dva hmotnostni analyzatory, které jsou
sériové spojené kolizni celou. V prvnim znich dochazi krozliSeni matetskych
(nekurzorovych) iontlh a k vybéru jednoho z nich. Ten je poté podroben fragmentaci
Vv kolizni cele a vzniklé dcefiné (produktové) ionty jsou rozliSeny v druhém analyzatoru

(Chace et al., 1993).

3.5. Moznosti odstranéni
Mechanismy vedouci k odstranéni organickych sloucenin z volnych vod je mozné

rozdélit do dvou druhti. Sorp¢nich a degradacnich (biotickych a abiotickych).

3.5.1 Fotochemicka degradace

Fotolyza molekul 1é¢iva je zplisobena absorpci slune¢niho zafeni a je povazovana
hlavni zptisob degradace farmak v povrchovych vodach. Hlavnimi faktory, které
ovliviluji Uc¢innost tohoto procesu jsou absorpéni spektrum molekuly polutantu,

intenzita slune¢niho zafeni a hloubka, ve které se molekula nachazi, nebot’ slunecni
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zéfeni je vodou a ostatnimi slozkami v ni rozpuSténymi pohlcovano, proto probiha

degradace ve vétsich hloubkach v daleko mensi mife (Lam et al., 2000).

3.5.2 Biodegradace

Tento proces zajistuji mikroorganismy resp. puisobeni v aktivovaném kalu COV.
Vysledkem je bud’ jen caste¢na degradace léCiv, nebo jejich Uplné rozlozeni. Diky
nizkym koncentracim 1é¢iv dochazi k degradaci timto procesem jen V mensSi mife a

nejsou zcela presné znamy ani faktory ovliviiujici i¢innost (Zwiener et al., 2000).

3.5.3 Sorpce

Jednd se o mechanismus, ktery je Vsoucasné dobé v odstraiovani farmak
z odpadnich vod nejpouzivangjsi. Princip funkce spociva v absorpci na zaklade
hydrofobnich interakci alifatickych a aromatickych skupin 1é¢iv s lipofilnimi ¢astmi
aktivovaného kalu a lipofilni membranami mikroorganismi. Soucasn€¢ dochdzi také
k adsorpci vlivem elektrostatickych sil mezi pozitivnim nabojem farmak a zaporné

nabitym povrchem biomasy (Schwarzenbach et al., 2003).
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3. Biomarker

Pro rtizné obory toxikologie a jiné odvétvi s nimi spojené jsou dilezitymi aspekty

kvantifikace expozice organismu polutantem, urceni reakce organismu a také pokud

mozno schopnost predpovidat celkovy efekt, ktery by chemicka latka mohla mit.

Nastrojem pro ziskavani téchto poznatki jsou biomarkery (Timbrell, 1998).

Biomarkery piedstavuji méfitelnou zménu biologickych parametrti Zivého systému,

k niz dochazi po expozici cizorodymi latkami, nebo fyzikalnimi podméty. Jedna se o

prvotni zmény vnitiniho prostfedi organismu na molekuldrni Grovni, se kterymi jsou

spjaté nasledné negativni diisledky naruSenim homeostdzy ptipadné negativni ovlivnéni

populaci, & celych ekosystémi (Obrazek 1.). Uginky toxické latky na vyssich Girovnich

napiiklad orgdnové uz do biomarkerti fazeny nebyvaji, protoze jsou dusledkem

pusobeni latky na niz$ich arovnich (van der Oost et al., 2003).

Prvotni signaly
biomarkeru

Expozice
organismu
xenabiotikem

Konecny efekt

molekularmni

bunéénych

organel
bunécéna

tkanova

organova

organismu

populaci

spoleCenstev

ekosystéemu

Obrazek 1. Postup toxického ucinku vyvolaného puisobenim Xxenobiotika. Pfevzato z van der

Oost (2003).
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4.1. Klasifikace biomarkeri

- Biomarkery expozice se vyuzivaji pro potvrzeni expozice latkou, nebo skupinou
latek a jejich metaboliti. Tvoifi dikaz mezi vnéjSim vyskytem podnétu a wvnitini
odpovédi organismu.

- Biomarkery citlivosti odrazeji rozdilnou senzibilitu jedincti na sledovanou latku.
Jeden z faktort variability citlivosti viaéi toxickym latkam vychazi ze skuteCnosti
urCitych genetickych odliSnosti jedinci v ramci jedné populace a enzymatickym
polymorfismem, ktery je s témito variancemi spjat.

- Biomarkery uéinku dokumentuji druh zmény Vv organismu zptsobené cizorodou
latkou pied zjevnym stadiem jejich projevu. Spektrum biomarkerd u¢inku obsahuje
mimo jiné také velmi sofistikované metody, naptiklad stanoveni enzymatické inhibice
a indukce.

Vyse uvedené rozdéleni neni fixni a jednotlivé kategorie se mohou vzajemné
prolinat. Soucasn¢ je dilezité podotknout skutecnost, ze samotné vymezeni pojmu
biomarker neni zcela konzistentni a v rtiznych publikacich mizeme narazit na mirné

odli$nosti (Timrell, 1998; van der Oost et al., 2003).

4.2. Prednosti a limity vyuziti biomarkert

Vyhody pouziti biomarkerti oproti monitorovani chemickému spocivaji v moznosti
integrace individualnich 1 provdzanych procest, které v organismech probihaji spole¢né
biologickou dostupnosti kontaminantu. Na druhou stranu mohou byt limitovany
nékterymi faktory, které nesouvisi se zneCiSténim a je tfeba je brat v uvahu pfi
interpretaci dat biomarker (Oost et al., 2003). Existuji totiz proménné, které mohou
ovlivitovat enzymatické pochody v organismu, ackoliv nesouviseji se zneciStujici
latkami, kterym je organismus vystavovan. Jedna se naptiklad o faktory jako je
migrac¢ni chovani, reprodukéni chovéani, dostupnost potravy, veék, pohlavi a celkovy
zdravotni stav (De Kruijf, 1991).

Dulezita je schopnost citlivé kvantifikace odpovédi organismu na environmentalné
relevantni davku toxické latky. Vyuzitelnost biomarkeru je hodnocena na zakladé
kriterii v souvislosti s jejich efektivitou pii hodnoceni ekologickych rizik
(environmental risk assessment- ERA). Prostfednictvim pokusi byl jako cenny
biomarker vramci ERA mimo jiné oznacCena aktivita enzymu CYP 450 I. faze

detoxika¢niho procesu (van der Oost et al., 2003).
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4.3. Cytochrom P450

Cytochromy P450 tvofi jaterni systémem oxidacné- redukCnich enzymut
(hemoproteint), které jsou hlavni aktivni slozkou metabolické transformace velkého
mnozstvi substrat jako napiiklad mastnych kyselin, steroidnich hormont a xenobiotik.
Tyto enzymy tvofi oxida¢ni komplex prvni faze metabolismu, metabolizuji cizorodé
latky a wvytvaii polarngjsi slouceniny, které jsou v pribéhu druhé faze snadngji
vyluéovany (Lewis et al., 2001). Velké pozornosti se cytochromu P450 dostava
v souvislosti s biotransformaci 1é¢iv v lidském organismu a stejné tak i jinych savci.
Ackoliv muze byt mechanismus funkce tohoto enzymatického komplexu v mnoha
ohledech u ryb velmi podobny, nelze ocekévat, ze tomu tak bude ve vSech aspektech
(Franklin et al., 1980).

Exprese gend pro indukci detoxikac¢nich enzymi nalezicich do skupiny cytochrom
P450 je do zna¢né miry zavisla na Ah receptoru neboli receptoru aryl substituovanych
uhlovodikd aktivovaného navazanim ligandu a naslednym piesunem do jadra, kde se
podili na expresi isoforem CYP 450 (Fujii-Kuriyama a Mimura, 2005).

Nejvyznamnéjsi z celé skupiny ve vztahu ke kontaminaci zivotniho prosttedi je u ryb
CYP 1A, jenz se osvédCil jako indikator polutantd skupiny POP. (napt.: PAH-
polycyklické aromatické uhlovodiky, PCB- polychlorované bifenyly, PCDD-
polychlorované dibenzo-p-dioxiny) (van der Oost et al., 2003).

4.4, Méreni enzymatické ¢innosti

Ethoxyresorufin-O-dethylasa (EROD) je enzymaticka reakce slouZzici jako biomarker
pouzitelny pro indikaci kontaminace perzistentnimi organickymi polutanty (POP).
Funkce EROD je zprosttedkovana afinitou k enzymi CYP450 1A a jeho aktivitu Ize
méfit riznymi metodami detekce fluorescenéniho zareni, nebot’ je schopen pfeménovat
substraty na produkty vykazujici fluorescenci, kterou je nasledné mozné méfit pomoci
spektrofluorimetrie. Obdobnym zptuisobem je méfeni provadéno i u dal$ich dvou
biomarkert MROD (CYP1A2) methoxyresorufin-O-demethylase a PROD (CYP2B)
penthoxyresorufin-O-depenthylase (Burke et al., 1985).
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5. Material a metody

5.1. Chemikalie a ¢inidla

Atenolol, Resorufin, 7-ethoxyresorufin (ER), 7-methoxyresurofin (MR), 7-
pentoxyresurofin (PR), nicotinamid adenin dinucleotid phosphat (NADPH) a kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) byly ziskdny z Sigma-Aldrich (Steinheim,Némecko
nebo Ceské republika).

5.2. Testovaci organismus a podminky experimentu

Pro pokus byli pouziti juvenilni jedinci pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss),
ptvodem z komeréniho chovu (Husinec, Ceska republika). Primérna délka téla ¢inila
23,38 + 1,25cm a hmotnost 145 g + 22,22 g. Podrobné informace uvedeny v tabulce 2 a
tabulce 3.

Tabulka 2. Udaje délek skupin testovanych ryb. Délky jsou uvadény v milimetrech (mm).
Ryby byly roz&lenéni podle expozice sledovanou latkou (CO/CA- 0 pg1™, Al-1 pgl™ A2- 10
ngl1™a A3- 1000 pgl™) a délkou jejiho trvani (0,21,42 dni).

celkova télo

co 221,25+11,39 198,125+8,64
CA_21d 230,75+15,25 205,25+15,30
Al1_21d 236,25+11,65 212,13+10,2
A2_21d 234+11,49 206,5+9,31
A3_21d 23449,53 208,13+7,88
CA_42d 245+13,46 215,63+11,3
Al_42d 243,13+10,59 214,38+10,14
A2_42d 246,25+10,83 216,8618,64
A3_42d 240,6319,82 215410

Experiment byl proveden v akvariich s objemem 200 | sladké vody pfi stale aeraci a
12. hodinovym svételnym rezimem. Méfeni hodnot pH a obsahu kysliku (8.33 + 0.75
mg'l'1 respektive 7.43 £ 0.31) bylo provadéno kazdy den po dobu trvani experimentu

pied vyménou vody, kterd spocivala ve vypusténi 150 1 z celkového objemu a
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naslednym doplnénim vody nové spolu s piislusnou koncentraci atenololu.
(semistaticky prub¢h testu).

Pied samotnym zacatkem pokusu probéhla 14denni aklimatizace na podminky
experimentu. Ryby byly nahodné rozmistény do akvarii po 20. kusech. Experiment
vcetn¢ kontrol probihal duplicitné celkem v 8. akvéariich. Ryby byly vystaveny G¢inkiim
environmentalng relevantni koncentraci 1 pg I, stiedni koncentraci pg 10" a vysoké
koncentraci 1000 pg I s dobou trvani 42 dni.

Pro ovéfeni koncentrace atenololu v jednotlivych akvariich bylo provedeno tiikrat s

odstupem 20 dni odebirani vzorkd.

Tabulka 3. Udaje hmotnosti skupin testovanych ryb spolu s pohlavim. Hmotnosti jsou uvadény
v gramech (g). Ryby byly roz&lenéni podle expozice sledovanou latkou (CO/CA- 0 pgl?, Al-1
ng 1™ A2- 10 pgl™a A3- 1000 pg1™) a délkou jejiho trvani (0,21,42 dni).

pohlavi
celkovd bez vn. organl ledviny srdce gonady 3/
co 120,74+11,46 99,8519,81 1,61+0,23|0,17+0,02 | 5,04+3,32 6/2
CA_21d | 142,5£25,25 118,75+23,05 |1,48+0,18|0,23+0,05|5,4215,41 4/2
Al_21d |144,38+27,78| 126,25+20,12 | 1,7+0,31 |0,2310,05 |1,82+4,40 1/0
A2_21d |146,88+20,15| 125,63+15,7 |1,75+0,24 |0,24+0,06 |5,63+6,51| 3/1
A3_21d | 146,2519,27 122,5+11,18 1,59+0,29 | 0,22+0,03 | 6,8+5,58 5/0
CA_42d |169,38+30,77| 141,88+22,9 |1,76+0,41|0,26+0,03 |8,25+8,82 4/0
Al_42d | 163,13130,3 140,63+21,13 |1,59+0,43|0,23+0,05| 5,1+8,34 2/4
A2_42d | 167,5+25,86 | 146,88+22,07 |1,69+0,33|0,25+0,05| 2,17+4,6 1/1
A3_42d | 164,38£15,5 141,25+14,09 |1,62+0,18|0,25+0,02 | 4,916,48 2/4

5.3. Vzorkovani a priprava mikrosomi

Odbéry vzorkl byly provedeny tiikrat v pribéhu testu, a to na zacatku testu (CO-
kontrolni skupina na za¢atku tesu bez expozice), po 21 a 42 dnech (CA- 21d, respektive
CA- 42d). Na konci expozice jednotlivych skupin byly ryby usmrceny v souladu se
zakonem ¢. 246/1992 Sb. a vzdy u 4 ryb z akvaria (8 ryb/skupina) bylo provedeno
odebrani vzorku jater o hmotnosti 0,5 g, fixace kapalnym dusikem. Zmrazené vzorky
byly skladovany pii teploté -80 °C.

V prubéhu vzorkovani byly déale odebrany také ledviny a svalova tkan pro hodnoceni

bioakumulace sledované latky (vysledky nejsou pfedmétem této prace).
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Piiprava mikrosomalni frakce probéhla pomoci metody diferencialni centrifugace.
Vzorky jater byly pozvolna rozmrazeny, umistény do pufracniho roztoku Tris-sachar6zy
(10 mM Tris—HCI, 250 mM sucrose, pH 7.4) a nasledné mechanicky homogenizovany
(Schuett homogen, Germany). Nasledovaly dvé faze centrifugace. Prvni 10 000g pii
4°C po dobu 15 min. Poté byl odebran do nové zkumavky vznikly supernatant, ktery
byl pouzit v druhé fazi centrifugace 36 000g trvajici 60 min. Po vyjmuti z centrifugy
bylo mozné na dn¢ zkumavek pozorovat usazené mikrosomalni frakce. Posledni krok
piedstavovalo fedéni vzorku pufra¢nim roztokem Tris-sachar6zy na objem 1 ml a jeho
homogenizace (UltraTurrax; lka, Germany). V pribéhu celé preparace je nezbytné
vzorky chladit.

Kvantifikace proteinti byla provedena BCA testem (bicinchoninic acid). Standardem
pro tvorbu kalibra¢ni fady byl plazmaticky albumin (BSA). Pfiprava mikrosomalni
suspenze spocivala v rozmrazeni vzorkt, ptidani NaOH v poméru 1:20 (30 ul:570 pl) a
promichani. Stejnym zptisobem byla pfipravena kalibra¢ni fada. Jednotlivé vzorky o
neznamé koncentraci spolu s kalibra¢ni fadou byly umistény duplicitné do jamek
transparentni mikrodesti¢ky spolu s reakénim roztokem, ktery se skladal z 19,6 ml
reaktantu A (roztok bicinchoninové kyseliny) a 0,4 ml reaktantu B (roztok siranu
médnatého), €ili 200 pl na jednu destiCku. Po pfidani reakéniho roztoku ke vzorkim je
nutné jejich promichani a prelepeni desticky folii. Nasledovala inkubace po dobu 30
min. pii teploté 37 °C. Poté byla méfena absorbance roztokl spektrometrem pii vlnové
délce 562 nm. Na zakladé vysledki byla upravena koncentrace ve vzorcich mikrosomu

na hodnotu 4 mg ml™.

5.4. Mikrosomalni enzymaticka aktivita

Pro urceni aktivity jaternich enzymu prvni detoxikacni faze P450 a jeho izoforem
(CYP450 1A1, CYP450 1A2, CYP450 2B) byl pouzit fluorescencni katalyticky test pro
ER substrat.

EROD reakce pfedstavuje transformaci z ER na resorufin. Detekce resorufinu
(excitace/emise 544/590 nm) ve fluorescencnim detektoru (Infinite 200 — Photometer
TECAN) probihala na ¢erné mikrodesticce s 96 jamkami, pficemz se reakéni smés
skladala z: pufracni roztok (50 mM, pH=7.8), mikrosomalni proteiny (0.2 mg), ER
substrat (8§ uM). Reakce byla iniciovana NADPH (1.2 mM).
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Me¢éieni enzymatické Cinnosti MROD (P450 1A2) a PROD (P450 2B) probihalo
obdobnym zptisobem jako v ptipadé EROD jen byl 7 -ethoxyresorufin nahrazen 7 -
methoxyresofurin (MR) a 7 -pentoxyresorufin (PR). Enzymaticka aktivita byla
vyjadiena jako pmol resorufinu uvolnéného za min a na mg mikrosomalniho proteinu

(mez detekce pro resorufin 2 pmol - mg™ - min™).

5.5. Statistické vyhodnoceni enzymatické aktivity

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu Statistica 10 (StatSoft). Jako
test normalniho rozd€leni poslouzil Kolmogoriv-Smirnovuv test (K-S test)
prostfednictvim porovnani vypoctené hodnoty testované statistiky s kritickou hodnotou,
kdy je Hy zamitnuta, pokud plati, ze D, = D, (). Kriticka hodnota D,, (a) byla zjisténa
z tabulky upravenych kritickych hodnot dle Lillieforse. Poptipadé Shapiro-Wilkovym
testem normality (S-W test) a porovnani p-value vi¢i hladé vyznamnosti «=0,05. Data
byla normalizovana pomoci logaritmické transformace s prezentaci vysledki po zpétné
transformaci.

V piipadé ovéfeni normality a homoskedasticity dat (Levenilv test) respektive
provedeni normalizace dat bylo pro hodnoceni mezi skupinovych rozdili pouZito
analyzy rozptylu a parametrického Tukeyova testu, nebo v piipadé heteroskedasticity
dat neparametrického Kruskal-Wallisova testu, jejichz vystup umoziuje vzajemné
porovnani vSech 9 skupin. Vysledky oznaceny za signifikantni, pokud dosahovalo p-
value< 0,05.

Pro vizualizaci vysledku poslouzil krabicovy diagram (box plot) se stiedni hodnotou
vymezenou primérem (mean) a mirou variability jako smérodatnou odchylkou spole¢né

s vyzna¢enim minimalni a maximalni hodnoty souboru.
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6. Vysledky

6.1 EROD

Vysledky méfeni aktivity EROD v jatrech ryb po expozici atenololem jsou uvedeny
v grafech 1 a 2.
Vysledky méfeni reakce 7 -ethoxyresurofin O -deethylace jejimz prostifednictvim

prob¢hlo méteni hodnot enzymatické aktivity CYP450 1A byly podrobeny statistické
analyze, pfi které byla ovéfena normalita vSech podmnozin statistickych soubord s
naslednym pozitivnim testem homoskedasticity. Po splnéni ptedchozich nalezitosti
probéhlo vzajemné porovnani skupin koncentraci (1, 10, 1000 ug~|'1) vSech dob expozic
(0,21,42 dni) jedno-faktorovym ANOVA testem, jehoz vysledek neprokazal zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (signifikantni pokud p-value < 0,05).
Primérné hodnoty spole¢né se smérodatnymi odchylkami jsou zaneseny v tabulce 4.
Ackoliv statistické vyhodnoceni nepotvrdilo prokazatelny rozdil mezi jednotlivymi
skupinami je mozné z grafu 2 pozorovat mirny narist stfedni hodnoty enzymatické
aktivity ve vSech skupinach po 42 dnech expozice. Naproti tomu graf 1 skupiny s

21denni expozici ukazuje velmi vyrovnané vysledky.

EROD- 21 dni
14 T
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L
i

pmole min‘1-mg‘1

IR

0 . . . . * 0 Mean+SD
co CA Atpg-t A10pg™ A-1000pg- It T Min-Max

Graf 1. Porovnani aktivity EROD po expozici 21 dni.
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Graf 2. Porovnani aktivity EROD po expozici 42 dni.

6.2 MROD

Vysledky méfeni enzymatické reakce 7- methoxyresorufin O-demethylace
odpovidajici aktivité enzymu CYP450 1A2 jsou uvedeny v grafech 3 a 4. Vysledky
ukazuji velmi podobny prubé¢h aktivity MROD, jako je tomu u reakce EROD v uvedené
v grafech 1 a 2. Ani v tomto pfipadé nebyl prokazan signifikantni rozdil.
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Graf 3. Porovnani aktivity MROD po expozici 21 dnil.
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Graf 4. Porovnani aktivity MROD po expozici 42 dnu.

6.3. PROD

7- pentoxyresurofin  O-depentylace odpovida aktivit¢ enzymu CYP450 2B.
Statistick¢é vyhodnoceni zjiSténych hodnot vyvratilo hypotézu o normalnim rozdé€leni
podmnoziny s koncentraci 1000 pg:1™ souboru s 21denni expozici (A-1000 pg:1™ 21d).
Po logaritmické transformaci a nésledné analyze rozptylu nebyl prokazan Zadny
signifikantni rozdil.

Vysledky uvedené v grafech 5 a 6 dokumentuji aktivitu PROD v mikrosomalni
frakci jater pstruha duhového. Aktivita PROD u skupiny vystavené testované latce po
dobu 21 dni (graf 5) lehce vybocuje z trendu patrného u predchozich dvou parametru.
Enzymatickd aktivita zde vykazuje men$i smérodatné odchylky v porovnani s
pfedchozimi. Také je viditelné mirné zvySeni stfedni hodnoty pfi koncentraci Atenololu
1000 pg-I™. Aktivita PROD skupiny s expozici 42 dnii uvedena v grafu 6 ma jiz stejny
prabéh jako EROD a MROD.
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PROD- 21 dni
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Graf 5. Porovnani aktivity PROD po expozici 21 dnt
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Graf 6. Porovnani aktivity PROD po expozici 42 dnu.

Tabulka 4. Piehled stiednich hodnot (AVE-averagea) 7 -ethoxyresurofin O-deethylace, 7 -
methoxyresorufin O-demethylace a 7-pentoxyresurofin O-depentylace spolecné s mirou
variability (SD-standard devioation). Data byla zpén¢ transformavana. Hodnoty vyjadieny jako

pmol - min™ - mg™ . Data vykazuji signifikantni rozdil, pokud pokud p-value< 0,05
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EROD MROD PROD
skupiny AVE SD AVE SD AVE SD
co 4,83 1,94 1,20 0,41 0,26 0,04
CA21d 5,88 1,95 1,34 0,45 0,28 0,03
A-1ugl*21d 6,01 3,07 1,39 0,59 0,30 0,06
A-10ugl™21d 6,46 2,37 1,35 0,46 0,29 0,06
A-1000 pg-l* 21d 6,53 2,07 1,43 0,46 0,33 0,12
CA42d 7,39 5,37 1,28 0,72 0,36 0,10
A-1pglta2d 7,28 2,16 1,71 0,48 0,32 0,06
A-10 uglt42d 6,70 2,78 1,58 0,63 0,31 0,05
A- 1000 pg-1™* 42 d 5,33 2,07 1,26 0,43 0,29 0,05
p-value 0,605 0.561 0,479
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7. Diskuze

Moznosti hodnoceni vlivu farmaceutickych polutanti kontaminujicich antropogenni
¢innosti vodni prostfedi je Umérnd znalosti biologickych odpovédi organisma
vystavenym témto latkdm. Vyzkum biomarkert tak dostdva rozmér nastroje, jehoz
funkce pievysuje detekci toxického ucinku, ale jejich znalost ndm poskytuje vhodny
prostfedek a argument pii ochran¢ vodnich ekosystému. Je také dulezité si uvédomit
skutecnost, ze farmaka nejsou do vodniho prostfedi vypoustény jako jednotlivé slozky,
ale vzdjemn¢ interagujici smési, jejichz G¢inek mize byt jiny (zvySovéni/snizovani
Skodlivého ucinku), nez pii ptusobeni jedlovych latek separatné. V takovém piipadé se
jedna o takzvany ,,koktejl efekt”. Zapojeni studii zkoumajici u¢inky latek ve smésich je
tedy velmi zadouci (Celander, 2011).

Cytochrom P450 ptedstavuje u ryb obdobné jako u savcii soucast metabolické drahy,
kterou jsou farmaka metabolizovana a odstrafiovana z organismu. Pfikladem uspésné
aplikace hodnoceni aktivity jaternich detoxikacnich enzyma skupiny P450 jako
biomarkeru uc¢inku 1é¢iva na rybi organismus je studie zabyvajici se hodnocenim latky
ketokonazol, ktera je v lékafstvi vyuzivana jako antimykoticky prostiedek pii 1é¢bé
dermélnich onemocnéni. Vysledky ukdzaly interakce mezi sledovanou latkou a
cytochromy P450 1A a P450 3A u juvenilnich jedinct pstruha duhového. (Hasselberg et
al., 2008).

Jednou ze sloZzek hodnoceni vlivu rezidudlnich vodnich kontaminanti jsou
bioakumula¢ni markery ryb. Vzhledem k neustalé expozici dochazi k bioakumulaci
urcitych latek, kterd vyplyva z jejich chemické povahy. Zpravidla se jedna o nepolarni
lipofilni latky. Naptiklad perzistentni organické polutanty (POP), do kterych spada PCB
spolu s DDT maji nejvétsi potencial bioakumula¢nich markert a jejich inkorporace do
tkani ryb je snadnd, kdezto u snadno odbouratelnych biologickych latek jako PAU a
chlorované fenoly nebo farmaka, které nemaji tendence k hromadéni v té€lnich tkanich,
neodrazeji jejich koncentrace v télech ryb hodnotu expozice. Pro spravné pochopeni
chovani cizorodych latek je nutné uvaZzovat faktory toxokinetiky, bioakumulace a
slozitych  metabolickych  drah.  Spojenim  analyticko-chemickych  indkatort
(bioakumalaéni markery) spole¢né s biomarkery ziskavame prostfedek biomonitoringu,
ktery spolecné¢ s monitoringem chemickym slouzi pro piesnéjsi interpretaci

komplexniho vlivu polutantti ve vodnim prostiedi (van der Oost et al., 2003).
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Winter et al. (2008) provedli studii zabyvajici se pusobenim atenololu na stievli
poto¢ni (Pimephales promelas). Predmétem ekotoxikologického pokusu bylo vymezeni
NOEC (No observed effect concentration = nejvyssi koncentrace, pfi které nejsou
koncentrace, pii které jsou pozorovany zmény) pro larvalni periodu (10 >10mg/l ),
subchronicky test (3,2 al0 mg/l) a kratkodoby reprodukéni test ( 10 >10mg/l). Jako
nejcitlivéjsi ukazatel studie ke koncentraci atenololu se ukazal byt vztah kondi¢niho
indexu samcu (1,0 a 3,2 mg/l). Z vysledki vyplyva nizka chronicka toxicita atenololu
vzhledem k environmentalné relevantnim koncentracim.

Vyzkum u¢ink 1éCiv na ryby se také zabyval vztahem mezi akutni stresovou
produkci glukézy v jatrech ryb na expozici 1éCiva atenolol a venlafaxin. Testovani
probihalo v in vitro podminkach na hepatocytech pstruha duchového (Oncorhynchus
mykiss) a to pii koncentracich sledované latky 0, 0,1, 10 a 1000 nM. Stimulace stresové
produkce gluk6zy probihala prostfednictvim kortizolu a adrenalinu. Nestimulovana
produkce gluk6ézy nebyla atenololem nijak ovlivnéna. Naopak v pfipadé stimulace
adrenalinem doslo k pferuseni tvorby glukozy uz pii koncentraci 0,01 nM. Vysledky
testu ukazaly, Ze atenolol inhiboval beta-receptory v hepatocytech pstruha duhového a
tim doslo k naruseni adaptivni reakce tvorby glukézy (Ings et al., 2012).

Nami provedené studie dopliuje soucasné znalosti plsobeni farmak na vodni
organismy o0 hodnoceni Géinku atenololu sledovanim konkrétni metabolické drahy
organismu a snahy o pochopeni osudu xenobiotika v zivém systému na molekularni
urovni detoxika¢nich hemoproteinti. Prostiednictvim méfeni (katalytické aktivity) se
snazime ziskat méfitelnou odpovéd’ organismu na tuto cizorodou latku kontaminujici
vodni prostfedi. Ackoliv analyza vysledkii neprokazala signifikantni rozdil mezi
jednotlivymi skupinami, je mozné z prubéhu grafii 42denni expozice vypozorovat mirny
narust stiednich hodnot aktivity enzymu ve srovnéani se s kontrolni skupinou C0. Tato
skutecnost muze byt ovlivhéna nékterymi faktory jako naptiklad teplota nebo
postupujicim ontogenetickym vyvojem testovanych organismid. Vzhledem k
pravidelnym kontroldm fyzikaln€ chemickych parametri vody v nddrzich je mozné

hypotézu o zméné teplotnich podminek vyvratit a ptiklonit se k varianté druhé.
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8. Zavér

Cilem prace bylo vyhodnotit vliv environmentalnich koncentraci atenololu na
aktivitu vybranych jaternich enzymi u pstruha duhového a vyhodnotit moznost pouziti
sledovanych parametri jako biochemickych markeri expozice ryb atenololu
V pfirozenych podminkach.

Ziskané vysledky neprokazaly vztah expozice juvenilnich pstruhli environmentalné
relevantnim koncentracim beta-blokeru atenololu na enzymatickou aktivitu vybranych
izoforem cytochromu P450- 1A1, 1A2, 2B. Tato studie prokazala nevhodnost vyuziti
reakci EROD, MROD a PROD jako potenciondlnich biomarkeri pro hodnoceni
expozice vodnich organismu atenololu v pfirozenych podminkach. V soucasné dobé
zatim nebyl nalezen vhodny biomarker. Z toho vyplyva nutnost dal§itho vyzkumu osudu
a ucinkti farmak na vodni organismy a studium dalSich kandidati na biomarkery jejich

pusobeni.
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Abstrakt

Farmaka a jejich metabolity jsou polutanty vodniho prostfedi spojené s nasi moderni
spolecnosti. Cilem této prace bylo ziskat informace tykajici se potencionalni
nebezpecnosti rezidui atenololu vyskytujiciho se v povrchovych vodach a jeho vlivu na
juvenilni jedince pstruha duhového (Oncorhynchus mikyss) jako modelového
organismu. Vliv environmentalnich koncentraci atenololu byl sledovan in vivo pomoci
biochemickych markeri. V praci bylo ovéfeno vyuziti detoxika¢niho komplexu
jaternich hemoproteinti nalezicich do skupiny cytochromii P450 pro hodnoceni u¢inkt
expozice V prirozenych podminkach. Konkrétné se jednalo o reakce EROD (CYP 1A),
MROD (CYP 1A2) a PROD (CYP 2B). Vysledky experimentu neprokazaly vztah, mezi
enzymatickou aktivitou vySe zminénych reakei a expozici beta-blokeru atenololu. Z této
skutecnosti plyne, Ze reakce EROD, MROD ani PROD nezle pouZit jako biomarkery

odrazejici metabolickou odpovéd’ ryb po expozici timto xenobiotikem.

Kli¢ova slova: Atenolol, Biomarker, Cytochrom P450, pstruh duhovy.
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Abstract

Pharmaceuticals and their metabolites are emerging pollutants of aquatic
environment associated with our modern society. The aim of this bachelor's thesis was
to get information about potential hazard levels of atenolol occurring in surface waters
and its effects on juveniles of rainbow trout (Oncorhynchus mikyss) as a model
organism. The effect of environmentally relevnt concentrations of atenolol was assased
in vivo by using biochemical markers. Activity of enzymatic reactions EROD (CYP
1A), MROD (CYP 1A2) and PROD (CYP 2B) were tested as possible biomarkers. The
experimental work aimed to verify wheter selected cytochromes P450 are suitable to
evaluate the effects of fish exposure in natural conditions. The results of present
experiment did not show a relationship between the enzymatic activity and exposure to
beta-blocker atenolol. This fact implies that the enzimatic reaction EROD, MROD and
PROD cannot be useful as biomarkers reflecting a metabolic response of fish after

exposure to this xenobiotic.

Keywords: Atenolol, Cytochrome P450, Biomarker, Rainbow trout.
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