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1. Uvod

Zivotni prostiedi planety Zemé se neustale potyka s rostoucim mnozstvim obyvatel
a Jejich technologickou vyspélosti, primyslem. Mnozstvi, distribuce, ale i Zivotni
uroven lidstva maji za nasledek zvysujici se znecisténi odpadnich vod. V soucasné dobé
to jsou napiiklad rtizné druhy prostiedkiu denni lidské péce, farmaka nebo drogy
(PPCPs), které lze na &istirnach odpadnich vod (COV) odbourat jen s ¢asteénou
ucinnosti (Golovko a kol., 2014a), coz v kombinaci se zvySujici se spotiebou muze vést
k jejich bézn¢ se vyskytujicim, relativné vysokym koncentracim v fadu stovek az tisict
ng.I't ve volnych vodach po celém svété (Bade akol., 2018; Yargeau a kol., 2014).
Takto castecné vycisténa odpadni voda stale obsahujici vyznamné mnozstvi
nezadoucich latek se dostava do fek a jinych povrchovych vod, kde mohou setrvavat i
nékolik desitek let a ovliviiovat vodni organismy (Jaglova a kol., 2009).

Pies Ctvrt stoleti trvajici boj proti diive nejcastéji sklonovanym POPS (perzistentni
organické polutany) polutantim, mezi které patii polychlorované bifenyly (PCB),
hexachlorbenzen (HCB) nebo diive masivné vyuzivany pesticid DDT, byl sice v Evropé
pomérn¢ Gspésny (Deaellenbach a kol., 2020; Sousa a kol., 2022), nicméné Vv soucasné
dobé se do poptedi dostavaji dalsi druhy znecisténi, jako jsou jiz vyse zminéné PPCPs,
¢i nové druhy pesticidi. Piedpoklada se, Ze jejich negativni vliv nejen na vodni
prostiedi je nam stale jesté¢ velmi nezndmy a mohou pfedstavovat mnohem vyznamnéjsi
riziko nez si soucasna spole¢nost uvédomuje. Mezi hlavni divody patii naptiklad
relativné naro¢na detekce jejich pfitomnosti z divodu neustalé syntetizace novych,
vefejnosti neznamych, latek. Mezi dalsi problémy miZeme zatadit zptisob a rychlost
ptimého i nepfimého plsobeni na organismus spojené se specifickymi, casto
ale neznamymi vlastnostmi (Randak a kol., 2013). Zasadni je také zptsob a rychlost
degradace (polocas rozpadu) jednotlivych latek, ktery v piipadé PPCPs probiha hlavné
v organismu konzumenta a po vylouceni i v Cistirnach odpadnich vod. Poloc¢as rozpadu
jedné z nelegalnich drog — metamfetaminu (METH), je v lidském organismu 8-35 hodin
a Cetnost zastoupeni raznych forem, ve kterych je METH vyloucen, se odrazi
od zptsobu aplikace. Naptiklad pfi peroralnim podani se 30-54 % davky vylou¢i moci
jako 4-hydroxymetamfetamin, 10-23 % jako amfetamin (AMFA) a zbytek davky

je prteménén na nékolik dalsich metabolitti, jako jsou naptiklad 4-hydroxynorefedrin,



norefedrin, 4-hydroxyamfetamin a dalsi (Cho a kol., 2001, Bisango a Cadet, 2021;
USFDA, 2013; DrugBank, 2022b; Santagati a kol., 2002). Tyto informace tedy
poukazuji na to, ze jejich mnozstvi vylucované lidskym organismem do odpadni vody
je pomérné vyznamné. I pies to, ze vétSina vyprodukované odpadni vody v Evropé
prochazi skrze Cistirny odpadnich vod, jsou ve vycisténé vodé detekovany koncentrace
v fadu jednotek ng.It, ale i pg.l? (EMCDDA, 2022b; Golovko a kol., 2014b;
LiaZhang, 2011; Trudeau a kol., 2005). Koncentrace téchto nevycisténych latek
se odviji od vstupujiciho mnozstvi a celkovych, fyzikalné-chemickych podminek
ovlivitujicich G¢innost pfislusné (Cistirenské technologie odstranéni jednotlivych
polutantt (Richardson a Bowron, 1985). Mezi dalsi cesty vstupu polutanti do volnych
vod patii necisténé odpadni vody. Dle dat publikovanych Ministerstvem zemédélstvi
CR bylo v roce 2020 piipojeno na kanalizaci 86% obyvatel Ceské republiky (MZe CR,
2021). Mén¢ vyznamné vstupy vyse zminénych polutantli do vodniho prostiedi vznikaji
i pfi obycéejném letnim koupani, pfi nelegalni a neodborné manipulaci sirokou vetejnosti
nebo v ramci ojedin€lych havarii. Dle Jarolimové (2019) se mimo tyto piimé cesty
dostavaji drogy a 1éCiva do recipientu také i splachem ze zemédé¢lsky
obhospodafovanych ploch, na které byl Cistirensky kal navezen jako testované
nezavadné hnojivo spliujici vSechny podminky stanovené aktualné platnou vyhlaskou
¢. 541/2020 Sh. zakona o odpadech. Pravé tato fakta a mnozstvi jiz publikovanych
studii popisujicich negativni vliv PPCPs ptitomnych nejen v povrchovych vodach
po celé Zemi (Ebele a kol., 2017; EMCDDA, 2022b; Liu, 2020; Mhuka a kol., 2020;
Zhang a kol., 2022) dokazuji, ze je velmi dilezité studovat mechanismy ptsobeni téchto
polutantd na jednotlivé vodni organismy i populace, které v kone¢ném dutsledku
ovliviuji celé zivotni prostiedi.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat hypotézu, zZe environmentalné relevantni
koncentrace METH ovliviiuje chovani pstruha obecného forma potoéni (Salmo trutta
morpha fario). Pomoci telemetrie byla sledovana explora¢ni aktivita, tedy schopnost
objevovat neprozkoumané prostiedi, lateralita, tedy upfednostiiovani vyuziti jednoho z
parovych organt pohybovych ¢i smyslovych a ¢etnost vyskytu ryb v blizkosti krmného
mista. Pro ovéfeni podminek experimentu a dokumentaci pfitomnosti METH a AMFA,
byly analyzovany vzorky vody, jater a mozku ryb pomoci kapalinové chromatografie s

hmotnostni detekci.



2. Literarni reSerse

2.1. Metamfetamin (METH)

Metamfetamin, jinak také metylamfetamin nebo neodbornym nazvem pervitin
V soucasné dobé je METH v rtznych formach uzivan nejcastéji jako nelegalni droga,
zatimco jako 1ék je predepisovan jen ojedin€le, a to pii poruchach pozornosti,
problémech s hyperaktivitou a obezitou (Yu a kol., 2015). Do roku 2012
se metamfetamin prodaval napiiklad pod obchodnim nazvem Desoxyn, pod ochrannou
znamkou déanské farmaceutické spolecnosti Lundbeck (Internet archive, 2012) a v lednu
2013 byla ochrannid znamka Desoxynu prodana italské¢ farmaceutické spolecnosti

Recordati (Internet archive, 2013).
2.1.1. Historie metamfetaminu

Metamfetamin (METH) byl poprvé syntetizovan z efedrinu v roce 1893 japonskym
chemikem Nagai Nagayoshi (Grobler a kol., 2011).

Od roku 1938 byl METH ve velkém méfitku prodavan v Némecku jako volné
prodejny 1ék pod obchodnim nazvem Pervitin, vyrabény berlinskou farmaceutickou
spole¢nosti Temmler (Freye, 2009). Za druhé svétové valky byl pouzivan vsemi
jednotkami Wehrmachtu pro jeho povzbuzujici u¢inky a pro navozeni tzv. prodlouzené
bdélosti. Vedlejsi ucinky byly ovSem tak zavazné, Ze Némecka armada v roce 1940
vyrazné omezila jeho pouzivani. (Defalque a Wright, 2011). V 50. letech 20. stoleti byl
v USA patentovan dal§i pfipravek na bazi METH — Obetrol, ktery byl pouzivany
k 1é¢be obezity. Kvili svym psychologickym a povzbuzujicim G¢inkam se stal velmi
oblibeny a jeho konzumace rostla (Rasmussen, 2008). Nicméné postupem ¢asu byly
jeho negativni u¢inky na organismus prokazany mnoha studiemi, a tak se jeho vyroba
a distribuce zacala vyznamné regulovat. Na pocatku 70. let byl v USA byl
metamfetamin zakomponovan do seznamu Il. zakonu 0 kontrolovanych latkach (CSA,
2009).
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2.1.2. Farmakokinetika METH

Metamfetamin se fadi mezi tzv. psychostimulanty (tzv. budivé aminy), coz jsou
latky stimulujici CNS. Zde METH zvysuje koncentraci neuromediatord, tedy dopaminu,
serotoninu nebo noradrenalinu. Po aplikaci do organismu muze vyvolat siroké spektrum
reakci, jako je pocit svézesti, aktivace motoriky, zbaveni unavy organismu, urychleni
myslenkovych pochodu, energi¢nost, agresivitu, epileptické zachvaty az smrt. Druh
reakce byva c¢asto neptedvidatelny a odviji se od mnozstvi aplikované davky.
Neptijemnému stavu, kdy vliv METH na organismus za¢ne odeznivat, se fika ,,dojezd".
Ten je zplisoben nedostatkem vyse zminénych neuromediatort, kvali ¢emuz
exponovany organismus pocituje silné vycerpani, deprese a za¢ne tak vyhledavat dalsi
»davku“. Mimo METH fadime mezi psychostimulanty i amfetaminy (benezedrin,
dexedrin) a kokainové drogy (koka, kokain, crack). Dale je mozné do této skupiny
zatadit i tzv. halucinogenni aminy, které jsou na pomezi, protoze se jedna o amfetaminy
se substituci na aromatickém jadie (MDMA - extaze), (PubChem, 2022; Kalina a kol.,
2015). Ptibuznost nebo podobnost chemickych struktur METH a nékterych vyse

zminénych latek je znazornéna na obrazku ¢. 1.
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Obr. ¢ 1: Chemicka struktura 1) Amfetaminu, 2) Metamfetaminu, 3) Kokainu, 4) Extdze, 5)
Efedrinu, 6) Noradrenalinu, 7) Serotoninu, 8) Dopaminu

Dle Dattel (1990) nebo Nordahl a kol., (2003) patii metamfetamin mezi chemické
latky s pomérné slabou lipofilni bazi, které snadno difunduji plazmatickou membranou
nebo hematoencefalickou a placentarni bariérou. Strukturalné se jedna o (2S)-N-methyl-
I-fenylpropan-2-amin, jehoz molekula se podoba molekule efedrinu, diky ¢emuz maji
I podobné stimula¢ni vlastnosti (Anglin a kol., 2000).

Dle Kirkpatricka a kol. (2012) maze vstup METH do téla probihat nékolika
zpusoby, a to analng, intravendzné, oraln¢ nebo inhalaci. Zptsobu vstupu METH do téla
odpovida i urcita biologicka dostupnost. Pii peroralni aplikaci dojde k vyuziti asi jen
62 % davky, pti nasalni aplikaci je efektivita okolo 79 %, v ptipad¢ inhalace je vyuzito
zhruba 90 % a nejvétsi efektivity vyuziti aplikované davky, tedy 100 % je dosazeno
pfi injekénim podani drogy. V poslednim piipade€, tedy pii injekeni aplikaci, castéji

dochazi k snadné&jsimu vyvolani zavislosti nebo k predavkovani.
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Metylova skupina v molekule METH zajistuje rezistenci na vliv degrada¢niho
enzymu monoaminooxidaza obsazeného Vv jaterni tkani, coz zajistuje prodlouzeni
polocasu rozpadu, ktery zpravidla trva 12 az 34 hodin. Vétsina jiz metabolizované
davky (az 70 %) je u ¢lovéka vylou¢ena moci, nicméné u vodnich organismu je tento
udaj jesté vyssi. Odbourani molekuly METH probiha v jatrech tfemi riznymi zptsoby.
Prvni z nich je N-demetylace, ktera metabolizuje 45 % davky METH na amfetamin.
Druhy zptsob probiha B-hydroxylaci za vzniku noradrenalinu a tieti zpusob probiha
pomoci aromatické hydroxylace za vzniku 4-hydroxymetamfetaminu. Tyto koneé¢né,
metabolické produkty METH byvaji vylu¢ovany zpravidla renalni exkreci (Cho a kol.,
2001, Bisango a Cadet, 2021).

Pfi peroralnim podani se 30-54 % davky vylouci moci jako METH a 10-23 % jako
AMFA. Po ctyfech davkach se asi 45 % vylou¢i jako METH a 7 % jako AMFA
(Santagati a kol., 2002). Pti analyzach moc¢i bylo identifikovano nejméné sedm
metabolit, pficemz hlavnimi metabolity jsou amfetamin a 4-hydroxymetamfetamin
(DrugBank, 2022b). Mezi dalsi méné vyznamné metabolity patii 4-hydroxyamfetamin,
4-hydroxynorefedrin, 4-hydroxyfenylaceton, kyselina benzoova, kyselina hippurova,
norefedrin a fenylacetonmetabolity amfetaminu (USFDA, 2013; DrugBank, 2022b).
Ptiklad vybranych metabolickych drah METH je znazornén na obrazku ¢. 2.
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Obr. 2: Priklad metabolickych drah metamfetaminu, prepracovano dle Kanamori a kol.,
2005.

2.1.3. Farmakodynamika METH

1%

Podobnost molekuly METH s molekulou dopaminu (obr. ¢. 1) usnadnuje jeho
vychytavani  axony  dopaminu.  Metamfetamin  je  strukturaln¢  podobny
i s katecholaminy, coz ma za nasledek vétsi ovlivnéni nejen dopaminovych,
ale i noradrenalinovych a serotoninovych neurotransmiterovych systému (Herlenius
a Lagercrantz, 2004). Mechanismus uc¢inku METH (obr. ¢. 1) tedy spociva
ve schopnosti substituovat monoaminy na membranovych transportérech pro dopamin
(DAT), noradrenalin (NAT) a serotonin (SER). Dale spociva i ve schopnosti
substituovat monoaminy na vezikularnich transportérech (VMATZ2) (Cruickshank
a Dyer, 2009).
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Obr. ¢. 3: Mechanismus ucinku MA — dopaminovd neurotransmise (DAT — transportér pro

dopamin, VMAT2 — vezikuldarni transportér monoaminit; Hrebickovd, 2018)

Membranové transportéry maji za ukoly pomahat zpétné vychytat monoaminy
a posilat je zpét do presynaptického zakonceni. Zde jsou poté za pomoci VMAT?2
ulozeny do vezikula. Po aplikaci davky do téla se METH v mozku rychle distribuuje.
Poté, co se dostane do nervového zakonceni, kde je METH rozpoznan VMAT?2
adochazi kaktivaci synaptickych vacki a knaslednému uvolnéni monoamint
do presynaptického zakonceni. Misto snizovani koncentrace monoamina tak dochazi
ke zvysSeni jejich koncentrace z divodu zmény chemického gradientu. Mimo jiné
je tento jev posilen inhibici degrada¢ni funkce monoaminooxidaz v dusledku povahy
derivatd vstupujiciho METH (Sulzer a kol., 2005). Tento proces ma za vysledek
stimulaci  postsynaptickych monoaminovych receptori a jejich nahromadéni
v synaptické stérbin¢  (Cruickshank a Dyer, 2009), coz posiluje celkovy
psychostimula¢ni efekt METH v organismu (Cass a Manning, 1999; Rothman a kol.,
2001). Studie realizované na hlodavcich a publikované Rothmanem a kol., (2001)
prokazaly, ze METH zptsobuje asi 2X. vyssi vylu¢ovani noradrenalinu nez dopaminu
a zaroven 60nasobné nizs$i vyluCovani serotoninu nez noradrenalinu. Dobré je také

zduraznit, Ze interakce dopaminu s dal$imi neurotransmitery typu kyselina gama-
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aminomaselna nebo glutamat hraji podstatnou roli v modulaci reakce METH na sekreci
dopaminu (Riddle a kol., 2006). Nezanedbatelnou roli v mechanismu ptisobeni METH
hraji i CART peptidy (Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript). Tyto peptidy
maji pravdépodobné vliv na modulaci ac¢inki amfetamind a jsou tak jednim z podnéti

anorektickych ucinka na organismus (lversen a kol., 2013).
2.2. Amfetamin (AMFA)

Amfetamin (systematickym chemicky nazvem alfa-methylfenethylamin - AMFA)
je methylovy homolog sav¢iho neurotransmiteru (fenetylaminu) s chemickym vzorcem
CoH13N. Amfetamin je jednim z metabolitd metamfetaminu (viz kap. 2.1.), dale je také
mateiskou slou¢eninou své vlastni strukturalni tfidy, kterd zahrnuje tadu
psychoaktivnich derivatt (PubChem, 2022c; EMCDDA, 2022a).

Amfetamin byl syntetizovan v r. 1887 v Némecku, a je metabolitem metamfetaminu
(METH). V ptipadé¢ METH je na aminoskupinu navazana jesté jedna metylova skupina
navic, ktera u AMFA chybi. Z tohoto divodu je METH zhruba 0 30 % vice lipofilni,
diky ¢emuz snadnéji difunduje skrze hematoencefalickou bariéru. AMFA se pod
komerénim nazvem Benzedrin vyrabi jiz od roku 1933 (Rasmussen, 2006). Ptivodné byl
hojné vyuzivan podobnym zpisobem jako Pervitin, tedy k 1é¢bé poruch pfijmu potravy,
ucpaného nosu, chronickych bolesti ¢i depresi. Amfetamin se také pouziva jako
posilova¢ sportovniho vykonu a kognitivnich schopnosti nebo byva vyuzivan jako
rekreaéni afrodiziakum ¢i prostiedek pro zlepSeni nalady a dodani energie. V soucasné
dobé se prodava pod mnoha obchodnimi zna¢kami Vv rtizné pozménéné formé. V mnoha
zemich se pouziva jako 1€k na ptedpis a jeho neopravnéné drzeni ¢i distribuce jsou Casto
ptisné kontrolovany kvili vyznamnym zdravotnim rizikim spojenym s vy$e zminénym

rekreacnim uzivanim (Rasmussen 2008).
2.3. Metamfetamin ve vodnim prostredi

METH se dostava do vodniho prostfedi nékolika zpisoby. Prvnim zptsobem
jeuziti latky spotiebitelem a jeji nasledna exkrece do odpadni vody. Odpadni vody
z odkanalizovanych domacnosti sice putuji do cistiren odpadnich vod, nicméné jejich
ucinnost odstranéni se dle Aydina a kol. (2022) pohybuje u AMFA jen mezi 37-100 %
a u METH mezi 10-100 %. Zbytek téchto latek se dostava do stojatych i tekoucich vod
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CR. Druhy zpiisob je tmyslny ¢i netmysIny unik z nelegalnich laboratoii, napiiklad
pfi jejich vyrobé, provozu, likvidaci nebo snaze zni¢it dukazy pii policejnim zasahu
(Thomas a kol., 2012). Dalsim ptipadem vstupu METH do vodniho prostfedi jsou tiniky
odpadnich vod kvuli zastaralé, netésnici kanalizaci ¢i technickym chybam pi#i vyrobé
ainstalaci potrubi. Tyto ztraty dosahuji jednotek, ale i niz$ich desitek procent
z objemu celkové produkce odpadni vody. Toto nezanedbatelné mnozstvi odpadni vody
znecistuje méstskou podzemni vodu a muze se infiltraci dostat az do fi¢niho koryta
(Karpf a Krebs, 2011; Jasek a kol., 2020).

Mnoho studii zamétujicich se na produkci odpadnich vod naznacuje, Ze soucasna
celosvétova produkce odpadnich vod se pohybuje okolo 400 miliard m® (Quadir a kol.,
2020; Sato a kol., 2013). Ocekava se, ze celosvétova produkce odpadnich vod vzroste
do roku 2030 o ¢tvrtinu a do roku 2050 o 51 % (Sagasta a kol., 2015; Qadir a kol.,
2010). Tyto predikce podtrhuji nejen dileZitost piitomnosti COV i v té&ch nejmensich
lidskych sidlech, ale i technologickou uroven pouzivanych ¢istirenskych procesi.

Dle vyzkumu provedeném EMCDDA (2022b) patii METH a AMFA mezi v Evropé
standardné konzumované nelegalni drogy, ackoli AMFA je uzivan castéji. Spotieba
METH byla historicky omezena na Cesko a Slovensko, i kdyz v poslednich letech doslo
K nardstu uzivani i v jinych zemich. AMFA je uzivan spiSe v severskych zemich
(Svédsko, Finsko) a v Belgii (EMCDDA, 2022b). Obsah AMFA a METH v odpadni
vodé (OV) byl ovsem zkouman i na mnoha dal$ich mistech, které jsou v ptipadé AMFA
znazornény na obrazku ¢. 4 a v piipadé¢ METH jsou znazornény na obrazku ¢. 5. Zatéze
AMFA zjisténé v odpadnich vodach se v riznych lokalitach znacné lisily, pficemz
nejvyssi urovné byly hlaSeny ve méstech na severu a vychodé Evropy. Ve méstech
na jihu Evropy byl AMFA nalezen v mnohem nizSich hladinach. Naproti tomu uZzivani
METH, obecné nizké a historicky koncentrované v Cesku a na Slovensku, se nyni zda
byt piitomno také ve vychodnim Némecku, v Belgii, ve Spanélsku, Turecku
a Vv nékolika zemich severni Evropy (LotyS$sko, Litva, Dansko, Finsko, Norsko).
Zjisténé zatéze METH v ostatnich lokalitaich byly velmi nizk¢ (EMCDDA, 2022b).
Naméfené koncentrace na vybranych COV jsou v piipadé AMFA znazornény v tab. &. 1

a v pripadé¢ METH v tab. ¢. 2.
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Tab. ¢. 1: Prumérny obsah AMFA v odpadnich voddch vybranych Evropskych mést
za rok 2021 (zaokrouhleno na 2 platné cislice; EMCDDA, 2022b).

Meésto (Stat) mg/10000b./den
Sandviken (Svédsko) 500
Soderhamn (Svédsko) 440
Antverpy (Belgie) 430
Helsinky (Finsko) 320
Utrecht (Nizozemsko) 240
Zahieb (Chorvatsko) 150
Krakov (Polsko) 100
Kodan (Déansko) 91
Ostrava (Ceska republika) 76
Praha (Ceska republika) 40

®
W
\

mg/1000p/day

Obr. ¢. 4: Mapa Evropy s bodovym oznacenim zjisténé pritomnosti amfetaminu
V odpadnich vodach Sledovanych mést za rok 2021. S rostoucim mnozstvim AMFA roste
I velikost bodu (EMCDDA, 2022b).
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Tab. ¢. 2: Priumérny denni obsah METH v odpadnich voddch vybranych
Evropskych mést za rok 2021 (zaokrouhleno na 2 platné cislice, EMCDDA, 2022b).

Mésto (Stat) mg/10000b./den
Ostrava (Ceska republika) 680
Brno (Ceska republika) 550
Ceské Budgjovice (Ceska republika) 510
Riga (Litva) 230
Bratislava (Slovensko) 190
Drazd’any (Némecko) 120
Istanbul (Turecko) 72
Barcelona (Spanélsko) 62
Kodan (Dansko) 42
Brusel (Belgie) 17

=g/ 10009 /day

Obr. ¢. 5 Mapa Evropy s bodovym oznacenim zjistené pritomnosti METH
v odpadnich voddch sledovanych mést za rok 2021. S rostoucim mnozstvim METH roste
i velikost bodu (EMCDDA, 2022b).
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Celkové udaje z monitoringu AMFA a METH v odpadnich vodach neprokazaly
zadné zasadni zmény v trendech uzivani, ackoli v roce 2021 doslo v nékolika méstech
k nardstu zjisténych koncentraci obou latek. Z 55 mést, s udaji o reziduich amfetaminu
v komunalnich odpadnich vodach za roky 2020 a 2021, jich 28 vykazalo narust,
9 stabilni stav a 18 pokles. Nejvyssi zatizeni bylo zjisténo ve méstech Svédska, Belgie,
Nizozemska a Finska. Z 58 mést, ktera maji udaje o reziduich metamfetaminu
vV komunalnich odpadnich vodach za roky 2020 a 2021, 27 hlasilo nartst, 9 stabilni stav
a 22 pokles. Viech 5 mést s nejvys§im zatizenim se nachazi v Cesku, nasleduji mésta
v Loty$sku, na Slovensku, v Némecku, Nizozemsku, Belgii, Turecku, Estonsku a Litvé
(EMCDDA, 2022b).

Dle dat z roku 2021 vyplyva, ze uzivani amfetaminu a metamfetaminu bylo béhem
celého tydne rozlozeno rovnomérnéji nez v piedchozich letech, coz je pravdépodobné
znamka stalejsiho a pravidelngjsiho uzivani téchto drog typicka pro konzumaci
rizikovymi uzivateli (EMCDDA, 2022b), coz by mohl byt nasledek celosvétové
pandemie COVID-19.

2.4. Toxikologie a vliv METH a AMFA na vodni organismy

Lozek a kol. (2020) zkoumali ucinky metamfetaminu na raka signalniho
(Pacifastacus leniusculus) pii dlouhodobé expozici environmentalné relevantnich
koncentraci. V ramci této prace byli analyzovany srde¢ni a lokomotorické reakce
na akutni stres b&hem 21denni expozice METH v davce 1 pg.lI”' s naslednou 14denni
depuraci. Srde¢ni frekvence a lokomoce byly zaznamenavany po dobu 30 minut pied
a 30 minut po expozici testovaného jedince, a to ctyfikrat béhem expozice METH
a Ctyfikrat béhem depuracni faze. Raci vystaveni metamfetaminu vykazovali slabsi
srdecni reakci, nez jaka byla pozorovana u kontrol béhem expozi¢ni i depuracni faze.
Podobn¢ raci vystaveni metamfetaminu vykazovali b&éhem expozice nizsi
lokomotorickou reakci, nez tomu bylo u kontrol. Vysledky naznacuji biologické zmény
u raka vystavenych expozici METH v nizké koncentraci, Coz mize mit za nasledek
posun v interakcich mezi organismy v pfirozeném prostiedi.

Wang a kol. (2020) testovali vliv METH na medaku japonskou (Oryzias latipes)
v koncentracich relevantnich pro Zivotni prostiedi (0,05, 0,2, 0,5, 5 pg.I?)
a ve vysokych koncentracich 25 a 100 ug.I" po dobu 90 dnti. Zkouman byl hlavng vliv
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METH na funkce ekologického chovani, histopatologii, biokoncentraci a transgenera¢ni
toxicitu. Vyznamné zvySeni lokomo¢ni aktivity (vzdalenost a rychlost pohybu) ryb bylo
pozorovano pii nizsich koncentracich METH (0,2-0,5 ng.I"), zatimco pfi vysokych
koncentracich (25-100 pug.I") doslo k vyraznému poklesu aktivity. Tento efekt mize
zvysit riziko predace ryb, agresivitu, predacni tlak na potravni zakladnu, v obdobich
klidu zapfiCinit brzky ubytek tukovych =zasob a jiné dalekosahlé dusledky.
Metamfetamin také vyvolat zjevnou glidzu, coz je tzv. zmnozenim glii. Glie jsou bunky
podporujici neurony a k jejich zmnozeni dochazi pfi naruseni nervové tkané (Stefanek,
2022).

U medaky japonské zpusobil METH ztratu neuroni a nekrotické ucinky
v mozkovych tkanich. Také doslo k vyznamnému zvyseni jaterné-somatického indexu
(HSI) u samct exponovanych na koncentraéni hlading 0,2-5 pg.l", zatimco u samic
doslo pti koncentraci 100 pg.I™ k poklesu HSI. To znamen4, ze samci medaky japonské
byli nachylngjsi kK METH nez samice. Dale byl zaznamenan vyrazny pokles nefricko-
somatického indexu (NSI) medaky, vyvolany expozici METH pf#i koncentracich 0,05 —
100 pg.I" . Biokoncentra¢ni faktor (BCF) odpovidal hodnotam 0,4 — 5,8; coz znamena,
7e nalezené mnozstvi METH v tkani bylo 0,4 - 5,8x. vy$$i nez ve vodé. V neposledni
fad¢ prokazala tato studie i fakt, z2 METH muze uz v koncentracich relevantnich
pro zivotni  prostfedi  indukovat vyvojové defekty larev Vv F1 generaci,
coz ma za nasledek vyznamné snizeni schopnosti ryb produkovat potomstvo. Jednim
z poslednich vysledkt je také to, ze expozice METH vykazuje vysoké riziko
teratogennich &inki na trovni Koncentraci naméfenych v Cing, Severni Americe
a Australii, coz naznacuje, ze by METH mohl mit negativni vliv i na arovni ekosystému
(Wang a kol. 2020).

Wang a kol. (2021a) zkoumali vliv METH, v koncentraci 25 pg.l?, na tyto &tyii
druhy ryb: medaka ¢inska (Oryzias sinensis), hotavka asijska (Rhodeus ocellatus),
sekavec tajvansky (Paramisgurnus dabryanus) a zivorodka komaii (Gambusia affinis).
Vysledky ukazaly, ze se METH koncentruje v mozkové tkani s distribu¢nim faktorem
232,5krat vyssim nez ve vodnim prostiedi. METH zplsoboval poruchy fyziologickych
funkci (tj. smery a vzdalenosti pohybu nebo frekvence krmeni) a stimuloval chovani
sekavcl pfi vynotfovani. VIiv METH byl prokazan i na produkci neurotransmiterti

(dopaminu, serotoninu aj.).
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2.5. Vliv METH na chovani ryb

Behaviorismus je védecka disciplina zkoumajici chovani lidi a zvifat, v¢etné ryb.
V ramci behavioralniho aktivity ryb je mozné zkoumat napiiklad zmény v celkové
pohybové aktivité jedince, zmény v hejnovém chovani, lateralité, dominanci, explora¢ni
aktivite, agresivité ¢i reakci organismi na zakladé odmén a trestd, aj. (Horky a kol.,
2021; Araiba, 2019; Barnard a kol., 2015; Zalta, 2000). Tyto zmény Vv chovani zvifat
jsou cCasto prvnimi indikatory ménicich se vné&jSich nebo vnitinich faktord, ¢imz
behavioralni reakce, jako je napiiklad intenzita dychani, pohybu ¢i agresivita,
piedstavuji klicové ukazatele dobrych zivotnich podminek ryb (Martins a kol., 2011;
Martins a kol., 2012). Naptiklad stimula¢ni ac¢inky AMFA na lokomoci ryb jsou zavislé
na mife a rychlosti zvySovani synaptické koncentrace dopaminu a norepinefrinu
ve Striatu, coz je oblast koncového mozku slouzici ke kontrole pohybt (Heal a kol.,
2013).

Zmény behavioralni aktivity na zakladé expozice uréitym polutantem lze dobie
sledovat pomoci tzv. T-labyrintu, coz je jednoduché bludist¢ pouzivané
v experimentech zvifeciho poznani, kdy jeho jednoduchy tvar poskytuje pouze pfimou
volbu. T-bludisté je mozné pouzit ke studiu paméti, uc¢eni nebo prostorového vnimani.
Studovany organismus mize byt také motivovan k plnéni riznych uloh, jako
je rozliSovani levostranného ¢i pravostranného pohybu a jeho nucené stiidani sméru.
Motivace probiha nejcastéji formou krmeni a testuje se zpravidla referen¢ni a pracovni

paméti (d'lsa a kol., 2021).
2.5.1. Lateralita

Lateralita mize utvaret nebo byt spojena s kterymkoli z vy$e uvedenych indikatord
chovani. Vzhledem k obecné jednoduchym metodam, které Ize pro hodnoceni laterality
pouzit a vlivu raznych ekologickych ¢i stresovych faktori na lateralitu, roste zajem
o0 vyuziti laterality napiiklad pti hodnoceni chovani ryb v ramci posouzeni toxicity
polutantti (Berlinghieri a kol., 2021).

Lateralizace mize nastat bud’ na urovni jednotlivce, nebo na urovni populace
(Lehman, 1981; Berlinghieri a kol., 2021). Lateralizaci na trovni jedince se muze
rozumét napiiklad preference pii vyuzivani jednoho z parovych organu, preference

jedné z koncetin (levaci a pravaci u lidi), preference levé ¢i pravé hemisféry mozkové,
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preference levostranného ¢i pravostranného pohybu a dalsi faktory (Berlinghieri a kol.,
2021; Bisazza a kol., 1998).

O populaci se fika, ze je lateralizovana, kdyz je vice nez 50 % jedinch
lateralizovano stejnym smérem. Lateralizace na urovni populace mize byt povazovana
za dikaz evoluce (Denenberg, 1981).

Dle Bisazza a kol. (1998) muze byt za nepiimy dikaz lateralizace u ryb povazovano
asymetrického rozlozeni jizev v disledku netspé$nych pokusi o predaci.
U zkoumanych sihti (Coregonus nasus a C. clupeaformis) se totiz zdalo, ze se jizvy
nachazeji mnohem castéji na ventralni ¢asti levé strany ryb. Asymetrie v umisténi jizev
vsak byla u vSech tii typu jizev stejna. Dle autort studie je tato prevaha jizev na levé
stran¢ ryby obzvlasté zajimava a poukazuje na urcitou ,,zru¢nost“ ryb spocivajici
v pravdépodobné preferenci jedné z unikovych cest, tedy v lateralitu. Nedavno byly
shromazdény piimé dikazy podporujici tento nazor pomoci riznych druht ryb (Reist,
1987).

Lateralita také urcuje organizaci hejn u duhovek (gavankd; Melanotaenia spp.).
Tyto ryby prokazuji individualni preference strany téla (oka) pti zkoumani svého odrazu
v zrcadle. Ryby, které v zrcadlovém testu preferuji pravé oko, preferuji i levou stranu
hejna. Naopak ryby, které v zrcadlovém testu preferuji levé oko nebo byly
nelateralizované, preferuji umisténi mirné na pravou stranu hejna. Nicméné chovani

také zaviselo i na druhu a pohlavi (Bibost a Brown, 2013).
2.5.2. Explora¢ni aktivita

Dalsim z ukazateli behaviorismu muze byt exploraéni aktivita, Ktera vyjadiuje
schopnost organismu objevovat nové prostiedi. V ramci tohoto prizkumného chovani
jedinec zkouma nové podnéty, vcetné novych jednotlivcu vlastniho druhu, organismu
¢iobjekt (Hall a kol., 2014). Mezi potencialni vyhody patii objev lepsich zdroju
potravy, vhodnéjsiho stanovisté nebo pfilezitosti k pafeni. Pfili§ vysoka uroven
explora¢ni aktivity vSak muze byt Skodliva, protoze muze zvysit riziko vystaveni
predatorim nebo nepfiznivym podminkam prostiedi (Sih a kol., 2004; Ahmad a kol.,
2013).

Diikazy na proximalni urovni naznacuji, Ze exploracni aktivita je zprostfedkovana

mezolimbickym dopaminovym systémem mozku, pficemz jeji vyS$i trovné jsou

23



spojeny s vy$$imi hladinami dopaminu a vy$§im mnozstvi dopaminovych receptort
(Ahmad a kol., 2013; Kleerekoper, 1974).

V praci prezentované Serrano a kol. (2016) vykazovaly jednotlivé testované ryby
exponované latkou patiici mezi amfetaminy — methylfenidatem (C14H19NO2) zvysenou
schopnost objevovat nové prostiedi. Exponované ryby castéji proplouvaly skrze vice
novych, neprozkoumanych poli (test v otevieném poli), stravili vice ¢asu prohlidkou
nového predmétu a jevily vétsi zajem o nového jedince, kterému byli vystaveni
nez kontrolni ryby. Dale byla zjisténa pozitivni souvislost mezi lokomotorickou
explora¢ni aktivitou v otevieném poli a testy objevovani novych objektt. Nasledné
provedené testy naznacovaly, ze tyto rozdily nebyly vysledkem pfirozené (nahodn¢)
zvySené aktivity nebo snizené urovné stresu. Dle autort této studie tyto vysledky
naznacéuji, ze dopamin hraje roli v citlivosti testovanych ryb na novinky, coz otevira

dvete ke studiu mechanismut chovani v piirozenych populacich.
2.5.3.Vliv kondice a krmného apetitu na chovani

Jednotlivci v populaci Casto vykazuji rozdily v reakcich na hledani potravy
a na setkani s predaci (Polverino a kol., 2016). Odhaduje se, Ze takové reakce maji 20 —
50 % genetického zakladu (van Oers & Mueller, 2010; van Oers & Sinn, 2013), pticemz
zbyvajici variabilita je pfipisovana vyvoji a naucenym zkuSenostem (Arnold a kol.,
2007; Brydges a kol., 2008; Quinn & Cresswell, 2005; Sih a kol., 2015). Takova
environmentalni a vyvojova plasticita v behavioralnich reakcich umoznuje jednotlivetim
rychle se adaptovat na ménici se ekologické souvislosti a stavové podminky (napf.
naucené zkuSenosti nebo fyzicky rust; Ahrens a kol., 2012; Buskirk, 2012) béhem
Zivota jednotlivce.

Adaptivni chovani zavislé na stavu jedince naznacuje, Ze behavioralni reakce
se vyvijeji na zakladé wvn&jSich (hrozby predace, techniky hledani potravy atd.)
a vnitinich stavovych proménnych (velikost téla, rychlost metabolismu aj.; Polverino
a kol., 2016).

Tlaky na vngjsi stav jedince se lisi v zavislosti na veku, velikosti, hmotnosti
¢i celkové kondici jednotlivee, coz ovlivituje pomér energetickych naklad a piinost
jakéhokoli konkrétniho chovani v pribéhu casu (Wolf & Weissing, 2010). Optimalni
behavioralni reakce na shanéni potravy a predaci kterymkoli jednotliveem v kteroukoli
danou chvili se odviji od kombinace vné&jsich a vnitinich stavovych proménnych. Na
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jejich zakladé se jednotlivec nasledn¢ rozhoduje, jak se zachovat, tedy ktery
z kompromist mezi rizikem a odménou je optimalni (Carere & Maestripieri, 2013).
To pak muze zpusobit stavové zavislé rozdily v chovani na trovni pfirozenych populaci
(Killen a kol., 2011; Réale a kol., 2007; Sih a kol., 2015).

Pii posuzovani behavioralnich zmén jedince, nesta¢i vyhodnotit pouze
zaznamenana data chovani, ale je nutné zohlednit i vnitini a vnéj$i vlastnosti organismu,
jako je naptiklad chut k jidlu nebo kondice ryb (Bjornson F. a Anderson G.W., 2018).

Pravé kondici ryb lze vyjadiit Fultonovym kondi¢nim koeficientem, ktery
se Vypotita ze vztahu mezi hmotnosti a délkou ryby za vyuziti vzorce Fk=W/L?, kde Fk
= Fultontv kondi¢ni koeficient, W = hmotnost ryby a L = délka ryby. Zamérem
je popsat kondici daného jedince (Nash a kol., 2006).

Sofistikovangjsi kondi¢ni koeficient podle Clarka dokonce zohlediiuje mozné
rozdily v obsahu gastrointestinalniho traktu, vyvojovém stupni gonad a obsahem tuku
mezi vnitfnostmi. Pro vypocet tohoto koeficientu je v ¢itateli zlomku udavana hmotnost

ryby bez vnitinosti (Pokorny a kol., 1995).
2.6. Bioindikace

Dle Kulicha a kol. (2002), je biologickym indikatorem (bioindikatorem) zivy
organismus ¢i spolecenstvo, z jehoz chovani, stavu ¢i existence je mozné vyvodit
pritomnost urcitého cinitele v prostiedi a jeho vliv na stav a zmény prostiedi. Dale
je také mozné rozdelit bioindikatory do téchto 4 typu: Prvnim typem jsou tzv. hlidky
neboli sentinely, coZz jsou citlivé organismy, jez jsou do zkoumaného prostiedi
introdukovany tmysiné s cilem indikovat jeho aktualni zmény. Druhym typem jsou
tzv. detektory, které se podobaji vySe zminénym hlidkam, ale na rozdil od nich
se hlidky vyskytuji ve zkoumaném prostiedi pfirozené. Tretim typem jsou
tzv. exploatatory neboli vykofistovatelé. To jsou organismy, jejichz piitomnost
signalizuje naruseni nebo zneCiSténi ekosystému. Poslednim, ¢tvrtym typem jsou
tzv. akumulatory (neboli hromadici), coz jsou organismy, které piijimaji a akumuluji
ve svych télech chemické latky.

Obecné je mozné fici, ze dlouhodoba piitomnost ¢i nepfitomnost daného druhu
muze definovat stav ekosystému, protoze pravé piitomnost organismu je mirou

podminek jeho existence. Piikladem muzou byt larvy jepic, chrostikii ¢i pakomart.
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Larvy téchto vodnich organismu potiebuji k vyvoji vodu, nicméné 1isi se jejich naroky
na jeji parametry. Velka cast larev rtuznych druhti jepic (Ephemeroptera sp.) dava
prednost cCistéjsim, tedy minimalné organicky zatizenym vodam pted t€émi znecisténymi.
Zatimco niténku obecnou (Tubifex tubifex) ¢i larvy pakormara koutového (Chironomus
plumosus) nalezneme v hojnych poctech hlavné ve vodach eutrofnich, tedy vyznamné
organicky zatizenych (Spellerberg, 1995; Mufioz-Colmenares a kol., 2021).

P. Holland (1996) tvrdi, Ze za bioindikator je mozné povazovat jak organismus jako
takovy, tak i spoleCenstvo organismd, jejichz Zivotni funkce jsou piimo zavislé
na faktorech ekosystému tak tésn¢, az mohou slouzit jako jejich ukazatele. Indikacni
schopnost bioindikatort stoji na principu ekologické valence, kdy tzv. stenovalentni
druhy organismu jsou lepsimi indikatory nez tzv. euryvalentni druhy.

Pii monitoringu vodniho prostiedi je zadouci vyuzit takové druhy ryb, které jsou
snadno dostupné a zaroven citlivé. Oproti vodnim saveim a obojzivelnikim jsou ryby
dostatecné pocetné, citlivé a selektivni k vybranym polutantim. Dalsi vyhodou
je relativné snadna manipulace a velké mnozstvi zkusenosti s jejich umélym chovem
a reprodukci. Citlivost ryb k polutantim ve vodnim prostiedi ovliviiuje piedevsim druh,
stati nebo lipidicky podil ve svaloviné sledovanych ryb. Pfitomnost uréitych polutanta
muzeme detekovat sledovanim riznych ukazateld, mezi které patii naptiklad
behavioralni zmény, morfologické zmény ¢i dokonce thyn sledovanych jedinct.
Jako prevence pro zabranéni thynu ryb byl vyvinut vystrazny systém BEWS
(Biological Early Warning System). Principem BEWS je monitoring urcitych
fyziologickych funkci testovanych organismu. Jestli-ze dojde k naruseni ¢i modifikaci
nékteré z vybranych fyziologickych funkci, za¢ne se detailné sledovat chovani onoho
organismu (Holland, 1996).

Prikladem celého spolecenstva jako bioindikatoru mize byt rybi spolecenstvo
velkych fek, jenz se vyznacuji velkou rozmanitosti. To zpravidla odrazi strukturalni
rozmanitost a bohatstvi litoralniho pasma a ptilehlych zaplavovych oblasti. Pro detekci
polutantti ve vodnim prostfedi se pouzivaji primarné nemigrujici druhy ryb. Migrujici
druhy ryb, tedy katadromni a anadromni druhy, je mozné pouzit pouze za piedpokladu,
ze se dostatecné dlouhou dobu zdrzuji ve zkoumaném prostiedi (Schiemer, 2004).

Pii detekci polutantt s potencialem akumulace v tucich, je dobré rozdélit si ryby

na 3 skupiny podle procentualniho zastoupeni tuku ve svaloviné. V prvni skupiné jsou
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na tuk chudé druhy ryb, kdy svalovina obsahuje 0,2 - 2,5 % tuku (napf.: Stika obecna —
Esox lucius). V druhé skuping jsou stiedné tu¢né druhy ryb s 2 - 10 % tuku ve svaloving
(napf.: kapr obecny - Cyprinus carpio). V tieti skupiné jsou tu¢né druhy ryb, kdy jejich
svalovina obsahuje vice jak 10 % tuku (napi.: tolstolobik bily - Hypophthalmichthys
molitrix). Druhy ryb z tieti skupiny nejvice tu¢nych ryb jsou tedy nejlepSimi
bioindikatory, protoze jsou nejvice postizeny kumulaci polutantt v jejich tuku (Pipova
a kol., 2006).

Z hlediska bioindikace jsou za nejlepsi vékovou skupinu povazovany juvenilni
ryby. Oproti dospélé populaci je jejich vzorkovani ¢asové i ekonomicky vyhodnéjsi.
To je zptisobeno mnoha faktory, kdy prvnim z nich je migrace. Juvenilni ryby v rannych
stadiich svého vyvoje prakticky nemigruji a setrvavaji v mistech vykuleni.
Prvni migrace nastava az na podzim, kdy tzv. pladek migruje do hlubsich ¢asti toku,
zatimco dospé€li jedinci migruji po celou sezéonu. Druhym faktorem je potrava,
ktera se u juvenilnich ryb sklada z planktonu, fas a biofilmu, které maji obdobné slozeni
obsahujici 1 stejna xenobiotika. A pravé proto umérné odpovida zatizeni juvenilnich ryb
zatizeni sledovaného prostredi, ve kterém ryby ziji a pfijimaji piirozenou potravu.
Dalsim faktorem je ulovitelnost ryb, ktera se s pfibyvajicim vékem snizuje. Juvenilni
ryby se v prvnim roce svého zivota zdrzuji v piistupnéjsich ¢astech tekoucich i stojatych
vod. Zdrzuji se hlavné u biehd a ponofenych ¢i plovoucich objekti. Dospélé ryby
naopak najdeme ve vétsich hloubkach, v proudnych ¢astech toku nebo na volné vodé.
Nutné je také zminit, Ze mortalita juvenilnich ryb je vyssi a jejich role v ekosystému
a populaci méné vyznamna, nez je tomu u pohlavné dospélych ryb (Randak a kol.,
2008).

Biokoncentra¢ni faktor (BFC) METH a AMFA u ryb byl stanovovan naptiklad
ve studiich Santos a kol. (2020) a Yin a kol. (2019), kde byly pozorovany nizké hodnoty
BCF (BCF < 500). Tyto slouceniny maji pomérné nizky rozdélovaci koeficient n-
oktanol-voda (log Kow), 2,07 pro METH a 1,76 pro AMPH, coz naznacuje jejich
hydrofilni povahu.
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3. Material a metodika

3.1. Laboratorni organismy a podminky experimentu ,,in vivo*

Pro ucely experimentu této diplomové prace jsme pouzili pstruha obecného forma
poto¢ni (Salmo trutta morpha fario) ve véku 1 az 2 let. Jejich odchov probéhl na farmé
Busanovice vlastnéné Vladimirem Seflem. V3ichni pstruzi byli pfed obéma experimenty
opatfeni ¢ipem, rozdéleni do skupin po 15 rybach a pfemisténi do 6 akvarii 0 objemu
150 litra. T akvaria byla vyhrazena pro exponované ryby a ve zbylych téech akvariich
byly ryby kontrolni, bez pfitomnosti METH. V téchto akvariich probéhla tydenni
aklimatizace a nasledna 21denni expozice ryb METH, jehoz koncentrace v akvariu
odpovidala 1 pg.I. Vsechny ryby byly krmeny denné ,ad libitum* standardnim
granulovanym krmivem pro lososovité ryby (BioMar, Déansko). Béhem experimentu
byla monitorovana kvalita vody, jejiz primérné nasyceni kyslikem odpovidalo 99,6 %
(SD + 2,4), primérna teplota odpovidala 13,6 °C (SD % 0,8) a pramérné pH ¢inilo 7,8
(SD £ 0,1). Béhem experimentu byla voda v akvariich srybami pravidelné ménéna
kazdych 24 hodin. Pro ovéteni koncentrace METH bylo nutné pied a po vyméné vody
odebrat vzorky pro jejich analyzu. Po 21denni expozici byla cela skupina ryb z jednoho
akvaria premisténa do T-labyrint (obr. ¢. 6), kde byla pomoci osmi antén
zaznamenavana jejich pohybova aktivita. Vsechny skupiny ryb byly vysazeny
na stejném misté T-labyrintu. Tento experiment byl realizovan 2x, poprvé na podzim
(experiment ¢. 1), kdy byly pouzity velikostné mensi ryby s primérnou hmotnosti
18,6 g a podruhé na jafe (experiment ¢. 2), kdy byly pouzity velikostné vétsi ryby
s pramérnou hmotnosti 36,9 g (obr. ¢. 7). Experimenty probihaly v souladu
s prislusnymi pfedpisy o welfare zvifat (zakon ¢. 246/1992, § 19 odst. 1 pism. c),
které byly odvozeny ze smérnice 2010/63/EU.
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Obr. ¢. 6 a 7: T-labyrint a ryby v akvariu

3.2. Méreni a vazeni ryb, odbér vzorku vody a tkani

Na zacatku obou experimenti byly ryby poprvé, jesté pred 21denni expozici,
zvazeny (obr. ¢. 8) a zméfeny (obr. ¢. 9). Podruhé byly ryby méfeny a vazeny
bezprostredné po vyloveni z T-labyrintu. Primérna délka téla ryb v experimentu ¢. 1
pred expozici byla 117 mm, pramérna délka trupu 103 mm a primérna vaha cinila
18,6 g. Po expozici ¢inila praimérna délka téla ryb 129 mm, primérna délka trupu ryb
¢inila 114 mm a primérna vaha ryb ¢inila 26,2 g. V ramci druhého experimentu ¢inila
primérna celkova délka téla ryb pied expozici 154 mm, prumérna délka trupu 135 mm
a primérna vaha ¢inila 36,9 g. Po expozici €inila celkova primérna délka téla 167 mm,

primé&rna délka trupu ¢inila 149 mm a priimérna vaha ryb ¢inila 47,9 g.

Tab. ¢. 3: Prumeérnd délka a viha ryb (+ smérodatnad odchylka).

Experiment ¢. 1 Experiment ¢. 2
Pred exp. Po exp. Pied exp. Po exp.
Priamérna délka téla (mm) 117 (+ 13) 129 (+ 19) 154 (+ 8) 167 (+ 10)
Primérna délka trupu (mm) | 103 (£ 12) 114 (+18) 135 (£ 7) 149 (£ 9)
Primérna vaha (g) 18,6 (+6,3) | 26,2(x12,1) | 36,9 (x6,0) | 47,9 (+10,3)
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Obr. ¢. 8 a 9: Méreni a vazeni ryb

Poté byly ryby usmrceny, byla vypreparovana jatra a mozek z divodu odbéru tkani
pro analyzu obsahu METH a AMFA. Tyto orginy byly odebrdny do oznacenych
zkumavek Eppendorf a uchovavany v mrazaku pii - 20 °C do doby zpracovani. Vzorky
vody byly béhem experimentu ¢. 1 odebrany 4x. a béhem experimentu ¢. 2 odebrany 3x.
Odbér probéhl vzdy den pred vyménou vody a den po vyméné vody i ptidani METH

do vsech 6 akvarii.
3.3. Analyza vzorki tkani a vody

Odebrané vzorky tkani ryb byly nejprve rozmrazeny pii laboratorni teploté.
Ke kazdému vzorku jater (pfiblizn¢ 0,5 g) bylo ptidano 5 ng vnitiniho standardu (IS,
smés izotopicky znac¢eného amfetaminu-Ds a metamfetaminu-Ds, 5 ul o koncentraci
1 ug.ml?), 0,5 ml extrakéniho rozpoustédla (acetonitril a isopropanol v objemovém
poméru 3:1, s 0,1 % piidavkem kyseliny mravenc¢i a 1 nerezova homogenizacni kuli¢ka
(obr. €. 10). Tyto vzorky byly nasledn¢ umistény do homogenizatoru (TissueLyser II,
Quiagen, Némecko) po dobu 10 minut pfi frekvenci 30 Hz, kde doslo k rozmélnéni
tkan¢ a extrakci cilovych analyti do organického rozpoustédla. Poté byly vzorky
odstfedény v centrifuze (Mini spin, Eppendorf, Némecko) po dobu 5 minut pii 10 000
rpm (otacek za minutu), kde doslo k separaci pevné slozky od tekuté, tedy supernatantu
od pevné tkané. Poté byl supernatant odebran jednorazovou injekéni stiikackou,
piefiltrovana pres stiikackovy filtr (regenerovana celuldza, 0,45 pm poéry) a ulozen
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do mrazaku pii-20 °C na 24 hodin. V mrazaku doslo k vysrazeni zbylych proteinu,
které bylo nutné opét separovat odstredénim na centrifuze (3 minuty, 10 000 rpm).
Nasledné jsme si pripravili odpovidajici mnozstvi vialek sinserty, do kterych jsme
prepipetovali alikvot uréeny k analyze.

Vzorky mozku byly pfipraveny stejné, jen kvili nizs$i hmotnosti celého mozku
(pramérmé 0,11 g) bylo pfidano 2,5 ng IS a 250 pl extrakéniho rozpoustédla.

Dale byly stejnym zpisobem piipraveny slepé vzorky (blank), ovsem
bez biologické matrice. Blank tedy obsahoval pouze IS, extrak¢éni rozpoustédlo
a homogenizacni kulicku.

Z divodu kontroly opakovatelnosti analyz bylo pfipraveno nékolik identickych
vzorku (duplikati), kdy z jater jedné ryby byly pfipraveny a analyzovany dva vzorky.

Dale byly ptipraveny vzorky pro prokazani kvality neboli fortifikované vzorky,
které slouzi k ovéfeni spravnosti metody. Pfiprava téchto vzorkd probéhla na tiech
koncentra¢nich trovnich vzdy v triplikatech. Pfidani nativniho standardu (NS; smés
nativniho amfetaminu a metamfetaminu) a IS probéhlo uz pied extrakci.

K zohlednéni vlivu matrice (tkan¢), byly obdobnym zptasobem pfipraveny
matricové vzorky s tim rozdilem, ze NS a IS (pfidané mnozstvi 5 ng IS a 25 ng NS)
byly pfidany az po extrakci, tedy do extraktu vzorku, tésn¢ pted odebranim alikvotu pro
analyzu.

Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena V tkanovém, koncentra¢nim rozsahu 0,02 —
100 ng-g*. Obsahovala IS, NS a smés acetonitrilu a destilované vody v objemovém
pomeru 1:1.

Koncentrace METH a AMFA v odebranych vzorcich bioty byly stanoveny pomoci
kapalinové chromatografie s vysoko-rozlisujici hmotnostni detekci (Grabicova a kol.,
2018). Analyticky systém byl sestaven z cerpadla Accela 1250 LC, autosampleru,
analytické kolony (Hypersil Gold aQ (50 x 2,1 mm; ¢astice 5 um, Thermo Fisher
Scientific, USA) a hmotnostniho spektrometru (orbitalni past v kombinaci
s kvadrupélem Q Exactive, Thermo Fisher Scientific). V ptipadé vzorku jaterni
a mozkové tkan¢ bylo v ramci experimentu ¢. 1 odebrano 60 vzorki (30 kontrolnich
a30 sMETH), zatimco vramci experimentu ¢. 2 Dbylo odebrano 90 vzorka
(45 kontrolnich a 45 s METH).

31



Vzorky vody byly nejprve rozmrazeny pii laboratorni teploté, nasledné bylo 5 ml
vody piefiltrovano pies stiikackovy filtr (regenerovana celuléza, 20 um poéry) a bylo
ptidano 2,5 ng IS (obr. ¢. 11). Poté byla pfipravena kalibra¢ni ktivka v rozsahu
2 az 2000 ng-l'l, ktera obsahovala 5 ml Dobré vody, 2,5 ng IS a 0,01 — 10 ng NS.

Stejné jako u vzorku tkani byly i u vzorkt vody ptipraveny slepé vzorky (blank),
které obsahovaly pouze IS a Dobrou vodu, ktera by neméla obsahovat AMFA
nebo METH.

V ramci experimentu ¢. 1 bylo odebrano 46 vzorki vody, zatimco Vv ramci
experimentu €. 2 bylo odebrano 36 vzorkli vody. Vzorky vody byly analyzovany
pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Analyticky systém byl
sestaven z dvou cerpadel Accela 1250 + 600 LC, autosampleru, extrakéni (Hypersil
Gold aQ (20 x 2,1 mm; ¢astice 12 pm) a analytické kolony (Hypersil Gold aQ (50 x 2,1
mm; ¢astice 5 um, Thermo Fisher Scientific) a hmotnostniho spektrometru (trojity
kvadrupol TSQ Quantiva, Thermo Fisher Scientific).

Limity kvantifikace (LOQ) byly vypocitany pro kazdy analyzovany vzorek zvlast,
ato z obsahu 1/2 plochy piku nejniz§iho bodu kalibra¢ni kiivky, kdy se relativni
smérodatna odchylka primérného faktoru odezvy neodchylila o vice nez 30 %
(Grabicova a kol., 2018).

Obr. ¢. 10 a 11: Priprava vzorku tkani a vody

Namétené hodnoty METH a AMFA ve vzorcich vody a tkani byly vyhodnoceny
pomoci TraceFinder software (Thermo Fisher Scientific) a vizualizovany pomoci MS
Excel (Microsoft) a Statistika (TIBCO Software Inc.).
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3.4. Behavioralni zmény ryb

V ramci tohoto experimentu byly sledovany behavioralni zmény ryb po 21denni
expozici METH. Tyto zmény byly sledovany po dobu 22 hodin v prostoru nadrze
stzv. T-labyrintem (obr. ¢. 6) a Kkrmnymi misty opatfenymi anténami,
které zaznamenavaly pfitomnost signalu c¢ipu ryby Vv blizkosti krmného mista,
a tedy i cetnost vyhledavani krmeni jednotlivymi rybami. Dalsim sledovanym faktorem
byla lateralita, tedy preference levostranného ¢i pravostranného vystupu ryb z T-
labyrintu. Dale byla jesté sledovana explora¢ni aktivita ryb, tedy schopnost objevovani
neprozkoumaného prostiedi.

Vyhodnoceni dat monitoringu behavioralnich zmén ryb po expozici METH
v koncentracich relevantnich pro Zivotni prostiedi probihalo ve spolupraci s Ceskou
zemédélskou univerzitou v Praze. Data ze systému Lid650665, Dorset ID identification
(www.dorset.nu) byla stazena a zpracovana pomoci statistického programu SAS
(Statistical Analyses Systém — Institute Inc., verze 9.4, www.sas.com). Pluvodné
planovana osobni tcast na vyhodnoceni téchto dat nebyla z dtivodu pandemie Covid-19
mozna. Vysledky zpracoval doc. Ing. Pavel Horky, Ph.D., se kterym byly nasledné

konzultovany.
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4. Vysledky a diskuse

Nejdtive je dobré si uvédomit, Ze koncentrace METH je v blizkosti vtoku
vycisténych odpadnich vod do feky povazovana za pomérné stabilni, nicméné existuje
zde spousta faktort, které jeho koncentraci mohou v ¢ase ovlivnit (Ma a kol., 2017,
Radjenovic a kol., 2009). Mezi ty vyznamné miizeme zahrnout u¢innost &isténi COV
(Golovko a kol., 2014a), spoticba METH kolisajici v dennich i tydennich periodach
(ECCDA 2022a; 2022Db), sorpci do sedimentu (Aljeboree a Alshirifi, 2018) nebo
prutokové poméry ek (K'Oreje a kol., 2018), které zavisi naptiklad na mnozstvi srazek
nebo na charakteru toku, kdy horské bysttiny mohou vykazovat az Snasobnou zménu
svého primérného pritoku béhem 24 hodin, zatimco velké feky vykazuji denni
fluktuaci pramérného prutoku v fadu jednotek procent (Brazdil a kol., 2021; Jeni¢ek
2011). Z téchto a nasledujicich divoda jsme pro experiment této diplomové prace
zvolili koncentraci 1 pg.lt. Ta miZe byt povazovana jako kompromis (prostiedni
hodnota) mezi niz§imi koncentracemi METH bézné se vyskytujicimi ve volnych vodach
(v ¥adu desitek az stovek ng.1™) a vy$simi koncentracemi (v fadu nizsich desitek ug.I?),
které byly nékolikrat naméfeny ve vodnim prostfedi fek po celém svéte (ECCDA
2022b; Lin a kol., 2010; Paciuszkiewicz a kol., 2019; Wang a kol., 2021b). Dale je také
dobré zminit, 7e koncentrace 1 pg.I"* byla pouzita v obdobnych studiich (Bedrossiantz
akol., 2021; Guo a kol., 2020; Horky a kol., 2021; Hossain a kol., 2019; 2020; 2021;
Hubena a kol., 2020; Lozek a kol., 2020; Santos a kol., 2021; Wang a kol., 2020; 2021a;
Zheng a kol., 2014).

Jak jiz bylo feceno, metamfetamin je psychoaktivni chemicka latka stimulujici
centralni nervovou soustavu. V mozku pusobi jako inhibitor dopaminovych,
ale i noradrenalinovych a serotoninovych neurotransmiterovych systému (Herlenius
a Lagercrantz, 2004). Vétsina nasich znalosti 0 behavioralnich t¢incich dopaminovych
receptord a dalSich neurotransmiterti pochazi ze studii se savéimi modely (Sweatt,
2009). Pravé savci Vv poslednich desetiletich ptestavaji byt vhodnym experimentalnim
organismem Vv neuro-behavioralnim vyzkumu. VyZzadovani velkého prostoru, vysoké
naklady na pofizeni i adrzbu a vyspélost (slozitost) savéiho organismu, které je obtizné
mefit a interpretovat, je v mnoha studovanych oborech prespfilis nevyhodné a prestavaji

tak kompenzovat vyhody “ptibuznosti s ¢lovékem (Bowman a Zon, 2010, Newman
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akol., 2011). Z téchto ekonomickych, humannich a dalSich divodid byl v poslednich
desetileti kladen dtiraz na nalezeni vhodnéjsich testovacich organismil, jako jsou nizsich
obratlovci, bezobratli nebo uméle kultivované bunécéné kultury (Doke a kol., 2015;
Schaeck a kol., 2013). Jelikoz byl v této diplomové praci zkouman vliv METH
na chovani ryb, tak by jednim z vhodnych testovacich druhti ryb mohla byt napiiklad
zebricka pruhovana (Danio rerio), ktera se ukazala jako idealni modelovy organismus
Vv genetice a vyvojové biologii. Ta v soucasné dobé upeviiuje své misto jako vhodny,
nakladové efektivni modelovy organismus pro neuro-farmakologicky a behavioralni
vyzkum (Bailey a kol., 2015, Carvan a kol., 2007; Kalueff a kol., 2013). Zebiicka
pruhovana je oviem druhem teplomilnym, tedy druhem v CR neptivodnim. Vysledky
experimentu provedeném na zebficce by tedy nebyly pro volné vody CR vypovidajici
a ani samotny experiment by nebyl mén¢ ekonomicky naro¢ny. Proto byl jako testovany
organismus vybran ptvodni, v CR b&Zné se vyskytujici pstruh obecny forma potoéni,
ktery jiz byl vyuzit v nékolika studiich provadénych v Ceské republice (Horky a kol.,
2021; Santos a kol., 2022) i v Evropé (Corum a kol., 2018; Jacob a kol., 2018; Rogall
a kol., 2020; Ziegler a kol., 2020).

4.1. LC/MS analyza vzorku

4.1.1.Vyhodnoceni analyz vzorki vody

Koncentrace METH a AMFA v odebranych vzorcich vody byly stanovovany
pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS).

U vSech vzorki vody z kontrolnich akvarii obou experimentd byla koncentrace
METH pod LOQ, coz potvrzuje, ze kontrolni ryby nebyly studovanou latkou ovlivnény.
U exponovanych vzorkdl vody byly koncentrace METH v ramci experimentu ¢. 1
stanoveny v intervalu 970 - 1700 ng.I" (priméma koncentrace 1200 ng.I*; + 137),
zatimco Vramci experimentu & 2 byly stanoveny vintervalu 990 - 1200 ng.I?
(primérna koncentrace ¢inila 1100 ng.I™; = 50).

Analyza pritomnosti AMFA byla provedena pouze pro jistotu, kdy koncentrace
AMFA v exponovanych i kontrolnich vzorcich vody byly stanoveny pod LOQ.
Podrobnéjsi  zastoupeni vyslednych koncentraci jednotlivych vzorki  vody
je vizualizovano grafem ¢. 1. Konkrétni koncentrace a LOQ METH vzorkt vody jsou
zobrazeny v priloze ¢. 1.
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Graf ¢. 1: Koncentrace METH vV exponovanych vzorcich vody (ng.I™)

4.1.2.Vysledky analyz vzorku jaterni tkané

U kontrolnich skupin obou experimentti byly stanovené koncentrace METH
i AMFA pod LOQ, coZ opét potvrzuje, Zze kontrolni ryby nebyly exponovany témto
slouc¢eninam.

U exponovanych skupin ryb se piiexperimentu ¢. 1 pohybovaly koncentrace
METH v intervalu 0,24 — 2,9 ng.g (primér z pozitivnich hodnot 0,68 ng.g*), z toho v 8
vzorcich z 29 analyzovanych byla koncentrace METH pod LOQ. P#i experimentu ¢. 2
se pohybovaly koncentrace v intervalu 0,27 — 1,6 ng.g?, kdy priméma koncentrace
¢inila 0,59 ng.g™* a koncentrace zadného vzorku nebyla nalezena pod LOQ (graf ¢. 2).

Koncentrace AMFA se pii experimentu ¢. 1 pohybovaly v intervalu 3,6 - 27 ng.g2,
kdy primérna koncentrace ¢&inila 8,1 ng.g?, zatimco pii experimentu ¢. 2 byly nalezeny
koncentrace v intervalu 1,1 — 12 ng.g? s pramérnou koncentraci 5,2 ng.g* (graf ¢. 2).
Konkrétni koncentrace nebo LOQ METH vzorki jaterni tkané jsou zobrazeny

Vv piiloze €. 2.
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Graf ¢. 2: Koncentrace METH a AMFA ve vzorcich jater ryb (ng.g™t)

Vtabulce ¢. 4 je zndzornéna procentudlni vytéznost vzorkt jaterni tkané
obohacenych (fortifikovanych) nativnim standardem METH a AMFA, vypocitana jako
podil naméfenych hodnot a teoretického ptidavku analytd do vzorku. V ptipadé vzorku
fortifikovanych na hlading 5 ng.g™* byla koncentrace AMFA po odeéteni blanku piili§
nizkd, proto nebylo mozné vytéznost spocitat. Vzhledem ktomu, ze se celkova
vytéznost metody pohybovala v intervalu 80 - 128 %, je mozné fici, Ze zvolena metoda

fungovala spravné.

Tab. ¢. 4: Procentudlni vyteznost fortifikovanych vzorkii v koncentracnich hladinach 5,
10 a 50 ng.g*t

Oznacenivzorkd | F_5a | F_ 5b | F_5c | F_10a | F_10b | F_10c | F_50a | F_50b | F_50c
a konc. hladin

AMFA (%) - - - 95 109 80 99 100 110

METH (%) 108 92 96 128 119 100 103 100 118

Dle vysledktt mnoha experiment se METH hromadi a metabolizuje i v jatrech ryb,
savcu a dalSich organismid. Zde muze dochazet k cytoplazmatické vakuolizaci
hepatocytd vV pomérné intenzivnim rozsahu (Carvalho a kol., 2012; Halpin a Yamamoto,
2012; Kamijo a kol., 2002; Koriem a Soliman, 2014; Milroy a kol., 1996; Santos a kol.,
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2020; Wang a kol., 2017). Vliv METH po dobu 35 dni v koncentracich 1 pg.I* a 50
ug.It byl publikovan autory Santos a kol. (2020). Vysledky této studie ukazaly,
7e METH v koncentraci 50 pg.I? zpisobil u néktery ryb az velmi silnou
makrovakuolizaci hepatocytl, rupturu buné¢né membrany a jednobunéénou nekréozu,
charakterizovanou zvySenou karyopyknoézou (kondezace chromatinu). V pfipadé
environmentalng relevantni koncentrace 1 pg.l? zpidsobil vliv  METH lehkou
vakuolizaci hepatocyti jen u nékolika ryb. Hepatotoxicita latek amfetaminového typu
byla jiz bohaté popsana i v dalsich studiich ( Milroy a kol., 1996; Wang a kol., 2017),
kde byla casto doprovazena hypertermii, zvySenym oxida¢nim stresem a snizenou

aktivitou antioxida¢nich enzymu (Koriem a Soliman, 2014).
4.1.3.Vysledky analyz vzorka mozkové tkané

V ramci experimentu této diplomové prace byly stanovovany koncentrace METH
i AMFA ve vzorcich mozkové tkané ryb. V obou experimentech byly u vsech vzorka
kontrolnich ryb koncentrace METH a AMFA pod LOQ), coz opét potvrzuje, ze kontrolni
ryby nebyly METH ovlivnény.

U vzorkd exponovanych ryb z obou experimentd, byly koncentrace METH
pod LOQ, coz bylo pravdépodobné zpusobeno kombinaci nizké koncentrace METH
a 22hodinovym testovanim behavioralnich zmén ryb v T-labyrintu, jenz zaroven
fungovalo jako depurace, béhem které mohlo dojit k Castecnému odbourani
(metabolizaci) METH.

Koncentrace AMFA ve vzorcich z experimentu ¢. 1 byly také nalezeny pod LOQ,
ovSem V ptipadé vzorkl z experimentu ¢. 2 bylo stanoveno pod LOQ pouze 13 vzorkd,
zatimco ve zbylych 32 vzorcich jiz AMFA kvantifikovan byl a jeho koncentrace
se Vv téchto vzorcich pohybovala v rozmezi 2 — 4 ng.g? (graf ¢. 3). Tento rozdil mezi
experimenty byl pravdépodobné zpisoben kombinaci ponékud horsi citlivosti pfistroje
Q-Exactive béhem analyzy vzorkd experimentu ¢. 1 a prumérnou men$i hmotnosti
mozkl (ryby v experimentu ¢. 2 byly vétsi). LOQ AMFA ve vzorcich z experimentu
¢. 1 byl vrozmezi 2,1 — 4,6 ng.g™?, zatimco z experimentu &. 2 byl v rozmezi 0,32 —
2,3 ng.g%. Na zékladé toho predpokladame, Zze se AMFA ve vzorcich experimentu ¢. 1
vyskytoval Vv podobnych koncentracich jako ve vzorcich experimentu ¢. 2,

tzn. na urovni LOQ.
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Graf ¢. 3: Koncentrace AMFA v exponovanych vzorcich mozkové tkané
experimentu ¢ 2 (koncentrace vzorki stanovené pod LOQ jsou uvedeny jako

koncentrace 0 ng.g?)

Vytéznost pouzité metody V piipadé vzorkti mozkové tkané ryb nebyla stanovovana
z duvodu nedostateného mnozstvi tkané, protoze cely mozek byl vyuzit na analyzu
koncentrace METH a AMFA. Nicméné vytéznost této extrakéni a analytické metody
pro METH byla validovana a publikovana (Grabicova a kol., 2018) a pohybovala
se v intervalu 104 — 129 % pro koncentraéni hladiny 5, 20 a 50 ng.g™.

Obecné se tedy da fici, ze hladiny METH a AMFA byly detekovany
a kvantifikovany pouze ve vzorcich jaterni tkdné ryb, zatimco U vzorkl mozkové tkané
ryb METH kvantifikovan nebyl vilbec a AMFA jen u nékterych vzorkt. Nase vysledky
odpovidaji vysledkim studie provedené¢ Santos a kol. (2020), kde byl k experimentu
vyuzit stejny druh testované¢ho organismu (pstruh obecny), stejna extrakéni a analyticka

metoda (Grabicova a kol.,, 2018) a stejna koncentrace METH pro expozici ryb.
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Z publikovanych vysledka vyplyva, Ze nejvyssi koncentrace byla nalezena v jaterni
tkani, konkrétng 0,4 - 2 ng.g* METH, 2,5 - 20 ng.gt AMFA, zatimco V piipadé vzorkl
mozkové tkané byla stanovena koncentrace 0,2 — 1, ng.g* METH a 1,3 - 5,1 ng.g*
AMFA. Dale bylo v této studii zjisténo, ze rychlost odbouravani METH byla nejvyssi
pravé v jatrech a mozku exponovanych pstruht.

Dle Melega a kol. (1999) se METH u krys distribuuje ve vSech organech, ale jeho
nejvyssi koncentrace je v mozku. Tato informace je ale v rozporu s ndmi nalezenymi
koncentracemi METH a AMFA, coz potvrzuje i jiz vySe zminéna studie Santos a kol.
(2020), kde byly nejvyssi koncentrace METH zaznamenany v ledvinach, nasledné
V jatrech a az tieti nejvyssi koncentrace byla zaznamenana v mozcich testovanych ryb.
Nizs8i koncentrace byly pak zaznamenany uz jen ve svaloving a plazmé ryb.
Koncentrace mozku byly stanovovany také v ramci studii Hubena a kol. (2020) a Wang
a kol. (2021a), kde byly pfi podobnych experimentech nalezeny srovnatelné
koncentrace METH. Dle vysledkd studie, publikované Hubenou a kol. (2020),
se METH pIn¢ biokoncentruje v mozkové tkani uz od prvniho dne expozice,
ato v primérnych koncentracich 1,4 + 0,62 ng.g. Dale jejich vysledky naznaduji,
7e metamfetamin zastava v mozku i po 14denni depuraci, primérné v koncentraci 0,82
+0,25 ng.gl. Po depuraci pietrvavaly i fyziologické zmény na urovni produkce
hormoni a dalSich latek (Huben4 a kol., 2020).

Metabolit AMFA je farmakologicky aktivni slou¢enina s podobnymi vlastnostmi
jako METH. V ptedchozich studiich na savcich se metabolit nepovazoval za ptispivajici
ke klinickym u¢inklim kvuli pfili§ nizkym koncentracim stanovenych ve zkoumanych
vzorcich (Carvalho a kol., 2012; Cruickshank a Dyer, 2009). Naopak v experimentu této
diplomové prace a dalSich studii (Santos a kol., 2020; Yin a kol.,, 2019) byly
koncentrace metabolitu podstatné vyssi nez koncentrace mateiské slouc¢eniny (METH)
v obou analyzovanych tkanich, a tak pozorované U¢inky mohly c¢astecné souviset
I S pusobenim metabolitu. S ohledem na zna¢né mnozstvi AMFA v rybich tkanich
by se nasledujici vyzkumy méli zaméFit i na stanoveni potencionalniho vlivu vzniklych

metabolitt METH.
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4.2. Vysledky monitoringu behavioralnich zmén

Zmény chovani byly stanoveny na zakladé¢ dat ziskanych z obou experimentd
porovnanim kontrolni skupiny a skupiny exponované METH. Z téchto dvou soubort
dat byl stanoven klasicky F-test 2 rozptyll, vcetné stupnti volnosti a hladiny
vyznamnosti. Vysledky byly nasledné vizualizovany pomoci statistického programu
SAS.

4.2.1. Lateralita

Vliv metamfetaminu zptsobil u exponovanych jedinct pstruha obecného odlisnosti
pti orientaci v prostoru experimentalniho labyrintu a v jeho celkovém vyuzivani.
Z vysledki klasického F-testu (Fi, 1209 = 6,52; p < 0,0118) lze fici, ze ve Srovnani
s kontrolou, vyuzivali exponovani pstruzi s vétsi pravdépodobnosti Castéji levy vystup

z tzv. T-labyrintu. Tyto vysledky jsou vizualizovany v grafu ¢. 4.
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Graf ¢. 4: Pravdépodobnost vyuziti levého vystupu z T-labyrintu ve vztahu
k prredchozi expozici ryb metamfetaminem.
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Lateralita v ramci chovani ryb byla zkoumana i v dalSich studiich publikovanych
autory Gatto a kol. (2019), De Santi a kol. (2001) Chivers a kol. (2017), Miletto
Petrazzini a kol. (2019), Sovrano a kol. (1999). N¢které druhy ryb mohou vykazovat
lateralitu na trovni populace (Bisazza a De Santi 2003; De Santi a kol., 2001; Sovrano
a kol., 1999) nebo lateralitu na urovni jedince (Bibost a Brown 2014; Chivers a kol.
2017; Gatto a kol. 2019). Levostranna lateralita ryb, tedy preference pravé hemisféry
mozku, ve vyse popsanych vysledcich této diplomové prace, byla zjisténa i u nékterych
druhti ryb dalSich studii. Zde ryby na trovni populace vykazovaly preference pro levé
oko (pravou hemisféru) pii pohledu na jejich zrcadlovy obraz (De Santi a kol., 2001,
Sovrano a kol., 1999).

4.2.2.Vyskyt u krmiva

Jak jiz bylo v této praci popsano (kap. 3.1.), pohyb ryb byl zaznamenavan pomoci
antén, Které byly, mimo jiné, umistény i v misté, kde byla rybam piedkladana standardni
potrava ve formé granulovaného krmiva, na které byly ryby zvyklé z aklimatiza¢ni
a expozi¢ni faze experimentu. Vyskyt ryb v tomto prostoru nebyl na piedchozi expozici
METH zavisly, ovSem jako vyznamny faktor ovliviwujici vyskyt ryb v tomto prostoru
se prokazal Fultoniv kondiéni koeficient (F1, 1337= 18,64, p < 0,0001). Ryby s vyssi
kondici se tak v prostoru skrmivem vyskytovaly castéji, coz je vizualizovano

grafem ¢. 5.
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Graf'¢. 5: Pravdepodobnost vyskytu jedince v prostoru s krmivem ve vztahu ke

kondici jedince vyjadrené pomoci Fultonova koeficientu.

METH a AMFA jsou obecné povazovany za latky, které snizuji pfijem potravy
u lidi (Sebastiani a kol., 2018; Davison a kol., 2018), hlodavci (Hsieh a kol., 2006;
Kuo, 2003), ale i u ryb (Volkoff, 2013, Wang a kol., 2020). Ve studii VVolkoff a kol.
(2013) byl testovan ptijem potravy karase stiibfitého (Carassius auratus), kterému byl
injekéné poddvan AMFA Vv koncentracich 25 - 75 ug.g™?. Vysledky této studie prokazaly
pokles piijmu potravy a zmény chovani exponovanych ryb béhem krmeni.

Dle publikaci Bolger a Connolly (1989) nebo Jones a kol. (1999) jsou ryby
se stejnou délkou téla, ale vyssi hmotnosti v lepsi kondici neZ ryby s niz8§i hmotnosti.
Délka a véaha jedinct, které jsou nutné pro vypocet kondice, se mohou ménit s rocnim
obdobim, lokalitou nebo vékem ryb (Froese, 2006). Krom¢ toho muze byt rust také
ovlivnén environmentalnimi stresory, jako je napiiklad pfitomnost znecist'ujicich latek
v zivotnim prostfedi (Nallani a kol., 2016). Pro hodnoceni kondice ryb jsou i v soucasné
dobé vyuzivany vypocty kondi¢nich faktort (Brauer a kol., 2020; Konoyima a kol.,
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2020), nicméné dle Hubené a kol. (2020) je vztah vlivu farmak na mozek a kondici ryb
zkouman nedostatecné, | kdyz vysledky studie publikované autory Hubena, Horky
a Slavik (2018) prokazaly, ze ke zménam ve vztahu mezi délkou a hmotnosti u ryb
dochazi i ve spojitosti s farmaky znecisténym prostiedi.

Vyse zminéna studie (Hubena a kol., 2020) byla proto zaméiena na 42denni
expozici METH v koncentraci 1 ug.I"t na kondici jelce tlousté (Squalius cephalus),
coz je, podobné jako pstruh obecny, bézné se vyskytujici ryba evropskych ftek
(Balestrieri a kol., 2006; Krywult, Klich a Szarek-Gwiazda, 2008; Silkina, Mikryakov
a Mikryakov, 2016), definovanou délkou téla a hmotnosti ryby. Vysledky ukazaly,
ze U jedincu s vyssi kondici (podle Fultona) byly nalezeny i vyssi koncentrace METH
v mozkové tkani. Intenzita pfijmu potravy byla zkoumana i ve studii Wang a kol.
(2020), kde byl testovan vliv METH po dobu 40 dni v koncentraci 25 ug.I"t na 4 druhy
ryb, konkrétn¢ medaku cinskou (Oryzias sinensis), hoifavku asijskou (Rhodeus
ocellatus), gambusii komaii (Gambusia affinis) a sekavce tajvanského (Paramisgurnus
dabryanus). Vyznamné snizeni rychlosti i intenzity Kkrmeni bylo pozorovano
uz po 20 dnech expozice u 3 druhii ryb (medaky ¢isnké, hofavky asijské a gambusie
komaii). U sekavce tajvanského snizeni rychlosti a intenzity krmeni nebylo prokazano
ani po 40 dnech expozice. Neprokazani snizeni piijmu potravy experimentem této
diplomové prace bylo tedy pravdépodobné zptisobeno relativné nizkou experimentalni

koncentraci 1 pg.I™.
4.2.3.Exploraéni aktivita

Dle zjisténych vysledki vyvolal METH u exponovanych pstruhi zmény
Vv tzv. explora¢ni aktivité, tedy zmény ve schopnosti objevovani neprozkoumaného
prostoru. Ta byla vyjadiena pohybem jedince po celém prostoru T-labyrintu
zaznamenaném na vSech osmi anténach. Z vysledkt provedeného F-testu (Fy, 141= 10,93,
p < 0,0012) je patrné, ze pravdépodobnost, kdy jedinec béhem experimentu vyuzije cely
prostor bludisté, byla vys$s§i u exponovanych pstruhti, nez u pstruhti kontrolnich.

Vysledky jsou zobrazeny grafem ¢. 6.
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Graf ¢. 6: Pravdepodobnost vyuziti celého labyrintu ve vztahu K prredchozi expozici

metamfetaminem.

Vliv METH na pohybovou aktivitu ryb potvrdily Horky a kol. (2021), Hubena
a kol. (2021), Wang a kol. (2020), na vodni bezobratl¢ pak ve studiich Guo a kol. (2019;
2020), Hossain a kol. (2021), Imeh-Nathaniel a kol. (2016; 2017) nebo Lozek a kol.
(2020). Aktivita raka mramorovaného (Procambarus virginalis) ovlivnéna METH
v koncentraci byla sledovana v ramci studie publikované autory Hossain a kol. (2019),
kdy bylo zjisténo, ze v piipad¢é dostupnosti tkrytd, travili raci vyrazné€ vice ¢asu mimo
ukryt neZz neexponovani raci. Toto zvySeni smélosti a aktivity rakt je spojeno
s agresivitou (Huntingford, 2013), coz casto vede k vy$S§imu riziku predace takto
odvaznych jedincu. Odvaha pti hledani tkrytu mize byt také spojena se zvysenou
uzkosti prostiednictvim zvySenych hladin serotoninu v mozku (Fossat a kol., 2014;
2015). Uzkost, vysoka agresivita a vy$§i zranitelnost vici predatorim ma dopad
na fungovani ekosystémi a je potieba prozkoumat dal$i podrobnosti pomoci studia
behavioralnich zmén (Hossain a kol., 2019). Zavislost ryb na METH byla nedavno
prokazana studii Horky a kol., (2021), coz ve spojitosti s agresivitou lidi odvykajicich
zavislosti na METH (Sekine a kol., 2006; Hamilton a Goeders, 2010), mtze vyvolavat
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otazKky agresivity u ryb. Tuto otazku si polozili autofi studie Hubena a kol. (2021), kteii
testovali vliv 42denni expozici (+ 14denni depurace) METH v koncentraci 1 pg.I™*
na agresivitu jelce tlousté. Vysledky prokazaly zvySenou agresivitu u ryb srovnatelnou
se zvysenou mirou agrese u savcu.

NaSe vysledky behavioralnich zmén nejsou bez kontextu zadnym prekvapenim,
protoze je obecné znamo, z& METH posiluje ¢innost metabolismu a celkovou
pohybovou aktivitu organismu (Vrajova a kol., 2021). Nicméné pokud zdtraznime,
ze byl zkouman vliv METH v koncentracich relevantnich pro Zivotni prostfedi, nabyvaji
vysledky na vyznamnosti. VIiv METH na ryby v koncentracich relevantnich pro Zivotni
prostiedi byl popsan ve studii publikované Hubenou a kol. (2020), kde byla
jednoznaéné prokazana zvysena aktivita ryb exponovanych METH.

Nicméné je dobré zduraznit, Ze totozna koncentrace METH nemusi mit stejny efekt
na vsechny jedince stejného druhu ryb a uz vubec ne na mezidruhové trovni,
coz potvrzuje studie publikovana Metcalfem a kol. (2016). To by mohlo znamenat,
ze konkrétni jedinci ze stejné znecisténého vodniho prostiedi Celi riznym tlakam
dle jejich osobnosti. To by mohlo v kone¢ném disledku ovlivnit slozeni populaci
na zakladé toho, jaké typy jedinci budou lépe prosperovat, pokud budou ovlivnéni
psychoaktivni latkou, jako je napiiklad i METH. Tuto myslenku nastinil i Brown a kol.
(2009) ve studii pojednavajici o kombinovaném vlivu genetickych variacich,
inbreedingu a chemické expozici polutantem u volné Zijicich zivocichu.

Vliv AMFA na pohybovou aktivitu byl zkoumana ve studii publikované Ironsem
a kol. (2010). Zde bylo popsano zvySeni lokomoce u rannych stadii zebtficky pruhované
(Danio rerio), které byly exponovany 0,2; 0,7; 2,2 a 6,6 uM AMFA, nicméné¢ pii 20 uM
uz u zebticek dochazelo k celkovému utlumu, tedy snizeni pohybu.

Vyse zminéni autofi také poukazuji na to, ze vliv METH je zavisly na testovanych
druzich, pouzit¢é koncentraci, dob& expozice, technice expozice, jakoz
I na experimentalnich podminkach a pozorovanych odezvach organismu.

Nasi pstruzi byli v ramci této diplomové prace exponovani vlivu METH po 21 dni
s 22hodinovou depuraci v T-labyrintu, kde bylo zkoumano jejich chovani. Stejné
¢i delsi doby expozice byly pouzity i dalsich studiich (Guo a kol., 2020; Horky a kol.
2021; Hossain a kol., 2019, 2020, 2021; Hubena a kol. 2020, 2021; Lozek a kol., 2020;
Santos a kol., 2022; Wang a kol., 2020), kde doslo k podobné negativnim vliviim
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na testované vodni organismy. Nasimi vysledky prokazana pfitomnost METH i jeho
negativni vliv na testované ryby i ve vyse zminénych studiich, otevira prostor
pro snizeni doby expozice Vv nasledujicich studiich. To naznacuji i jiz publikované
vysledky negativniho vlivu METH na ryby a krysy, které byly exponovany po dobu
7 dnu (Crowley a kol., 2005; Hsieh a kol., 2006; Kuo, 2003; Liao a kol., 2015; Zheng
a kol., 2014). Na druhou stranu je nutné zdlraznit, ze pfitok odpadnich vod s METH
je permanentni jev, ktery muze pusobit na ryby dlouhodobé. Studie zkoumajici
chronicky vliv METH se tak jevi jako vice vypovidajici, nicméné jsou casové

S chronickou expozici ovsem pfichazi otazka zavislosti ryb na METH, ktera byla
zkoumana ve studii publikované Horkym a kol. (2021). Jeji vysledky ukéazaly, ze ryby
vystavené environmentalné relevantnim koncentracim METH si na ném vyvijeji
zavislost a jsou tak pfitahovany k mistim s pfitokem vycisténich odpadnich vod
z méstskych COV. Tato zavislost, ktera mize snizovat i migratni aktivitu ryb
vyskytujicich se v blizkosti METH obohacenych odpadnich vod, by spolu
s dokumentovanymi zménami chovani této diplomové prace i dalSich studii (Hossain
akol., 2019; 2021; Wang a kol., 2020) mohla zastinit piirozené zdroje potéSeni, jako
je hledani potravy nebo pateni. Ty zajistuji homeostaticky a reprodukéni uspéch
(Hyman a kol., 2006) ryb, coz muze posilit nepiiznivé ekologické disledky METH
ve vodnim prostiedi ovliviiujici celé ekosystémy (Boulétreau a kol., 2011; Prokkola
a Nikinmaa, 2018). Je tedy dost mozné, ze by tento vedlejsi antropogenni vliv mohl
zpusobit evolucéni selekéni tlak a zménu ve struktufe druhového slozeni vodniho
prostfedi, coz podporuje i studie publikovana Johnsonem a Munshi-Southem (2017).

Nicméné pro tyto zavéry je zapotiebi dalsich vyzkumu.
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5. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni behavioralnich zmén ryb po expozici
METH. Analyzou odebranych vzorkd vody, jaterni a mozkové tkané ryb pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci jsme dokumentovali prubéh i vysledky
experimenti. Koncentrace METH ve vzorcich vody z akvéarii s pridavkem METH
odpovidala nominalni koncentraci (primér 1,1 pg.I). Koncentrace METH ve vzorcich
vody z kontrolnich akvarii se pohybovaly pod limitem kvantifikace. V ptipad¢ vzorku
bioty nebyla pfitomnost METH ¢i AMFA prokazana u zddného z kontrolnich vzorkd.
U exponovanych vzorkii mozkové tkan¢ byla prokdzana ptitomnost AMFA pouze
u vzorkil experimentu €. 2. Koncentrace METH byly ve vzorcich mozkové tkan€ obou
experimentll nalezeny pod LOQ. Pfitomnost METH a AMFA pak byla prokazana
Vv exponovanych vzorcich jaterni tkang, a to v primémych koncentracich 0,64 ng.g*
pro METH a 6,65 ng.g pro AMFA.

Exponované ryby vykazovaly oproti kontrole odlisnosti pifi orientaci v prostoru
experimentalniho labyrintu a v jeho celkovém vyuzivani, protoze S VEtsi
pravdépodobnosti vyuzivaly castéji levy vystup z labyrintu. Dale byla zkoumana
tzv. explora¢ni aktivita, tedy schopnost jedince objevovat nové prostiedi. Ta byla
vyjadiena pohybem jedince po celém prostoru bludisté, ktery byl zaznamenavan pomoci
osmi antén. Exponované ryby vykazovaly vyssi pravdépodobnost vyuziti celého
prostoru bludisté. Vliv METH na vyskyt ryb v prostoru s krmivem nebyl potvrzen,
ovSem jako vyznamny faktor ovliviiujici vyskyt ryb vtomto prostoru se prokazal
Fultoniv kondi¢ni koeficient. Ryby swvys$si kondici se v prostoru s krmivem
vyskytovaly Castéji.

Vysledky této prace tedy dokazuji, ze metamfetamin zptisobuje zmény chovani ryb
I v environmentaln¢ relevantnich koncentracich, coz by mohlo mit negativni vliv na cela

vodni spolecenstva a jejich ekosystém.
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7. Seznam pouzitych zkratek

AMFA - amfetamin ((RS)-1-fenylpropan-2-amin)

BCF - z angl. bioconcentration index

BEWS - z angl. Biological Early Warning Systém

CART - z angl. Cocaine and Amphetamine Regulated Transcript
CNS - centralni nervovy systém

cov - Cistirna odpadnich vod

DAT - transportér pro dopamin

DDT - dichlordifenyltrichlorethan

ESI - z angl. Electrospray lonization

HCB - hexachlorobenzen

HSI - z angl. hepatosomatic index

LOQ - limit kvantifikace

IS - z angl. isotopic standard

LC/MS - z angl. liquid chromatography/mass spectrometry
METH - metamfetamin ((2S)-1-fenyl-N-methylpropan-2-amin)
MDMA - 3,4 — Methylenedioxymetamfetamin, ilegalni droga znama jako Extaze
NAT - noradrenalin

NS - z angl. native standard

NSI - nefricko-somaticky index
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PCB

PPCPs

POPs

SAS

VMAT?2

-z angl. Polychlorinated biphenyl

- z angl. Pharmaceuticals and personal care products
- z angl. Persistent Organic Pollutants

- z angl. Statistical Analyses Systém

- z angl. vesicular monoamine transporter
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8. Prilohy

8.1. Priloha ¢. 1: Vysledky analyzy vzorki vody

Tab. ¢ 5: Stanovené konc. METH a AMFA ve vzorcich vody experimentu ¢. 1

Kontrolni vzorky

Oznaéeni Koncentrace (ng.l")
vzorku AMFA METH

C1-1po <15 <3,9
C2-1po <13 <3,3
C3-1po <14 <3,7
C1-2 po <14 <3,7
C2-2 po <15 <4,1
C3-2 po <16 <4,3
C1-3 po <14 <3,8
C2-3 po <12 <3,1
C3-3 po <13 <3,4
Cl-1pred <14 <3,8
C2-1pred <16 <4,2
C3-1pred <13 <3,5
C1-2pred <23 <6,1
C2-2pred <17 <4,4
C3-2pred <15 <3,9
C1-3 pred <16 <4,1
C2-3 pred <17 <4,5
C3-3 pred <16 <4,1
Blank <10 <2,6
LOQ min. 12 3,1

LOQ max. 33 8,8

Exponované vzorky

Oznaéeni | Koncentrace (ng.l™)
vzorku AMFA METH

M1-1 po <16 1200
M2-1 po <15 1300
M3-1 po <16 1200
M1-2 po <17 1100
M2-2 po <17 1200
M3-2 po <16 970

M1-3 po <16 1200
M2-3 po <24 1200
M3-3 po <21 1100
M1-1 pred <18 1200
M2-1 pred <20 1200
M3-1 pred <19 1100
M1-2 pred <16 1200
M2-2 pred <14 1200
M3-2 pred <21 970

M1-3 pred <18 1100
M2-3 pred <17 1700
M3-3 pred <13 1200
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Tab. ¢. 6: Stanovené konc. METH a AMFA ve vzorcich vody experimentu ¢&. 2

Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.l"?)
AMFA METH

C1-1po <0,68 <1,3
C2-1 po <0,73 <1,5
C3-1 po <0,76 <1,6
C1-2 po <0,77 <1,6
C2-2 po <0,74 <1,5
C3-2 po <0,81 <1,7
C1-3 po <0,72 <1,4
C2-3 po <0,66 <1,3
C3-3 po <0,72 <14
C1-1 pred <0,75 <1,6
C2-1 pred <0,75 <1,5
C3-1 pred <0,75 <1,7
C1-2 pred <0,67 <1,4
C2-2 pred <0,71 <1,5
C3-2 pred <0,70 <1,5
C1-3 pred <0,77 <1,5
C2-3 pred <0,71 <1,5
C3-3 pred <0,75 <1,5
Blank <0,78 <1,4
LOQ min. 0,65 1,3

LOQ max. 0,87 1,8

Exponované vzorky

Cislo vzorku | Koncentrace (ng.I%)
AMFA METH

M1-1 po <0,80 1100
M2-1 po <0,76 1100
M3-1 po <0,78 1100
M1-2 po <0,71 1100
M2-2 po <0,81 1200
M3-2 po <0,76 1000
M1-3 po <0,78 1100
M2-3 po <0,72 1100
M3-3 po <0,71 1100
M1-1 pred <0,87 1100
M2-1 pred <0,79 1100
M3-1 pred <0,78 1100
M1-2 pred <0,75 1200
M2-2 pred <0,72 1100
M3-2 pred <0,76 1100
M1-3 pred <0,79 1100
M2-3 pred <0,65 990

M3-3 pred <0,78 1100
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8.2. Priloha ¢. 2: Vysledky analyzy vzorku jaterni tkané

Tab. ¢. 7: Stanovené koncentrace METH a AMFA ve vzorcich jaterni tkané ryb

experimentu ¢. 1

Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH
01 <0,18 <0,22
02 <0,16 <0,19
03 <0,19 <0,24
04 <0,21 <0,25
05 <0,17 <0,22
06 <3,90 <4,40
07 <0,19 <0,24
08 <0,14 <0,17
08-D <0,14 <0,17
09 <0,15 <0,19
11 <0,15 <0,19
12 <0,16 <0,19
13 <0,19 <0,24
14 <0,16 <0,20
15 <0,18 <0,22
17 <0,20 <0,23
18 <0,17 <0,21
19 <0,19 <0,22
20 <0,22 <0,27
21 <0,22 <0,27
22 <0,16 <0,20
23 <0,19 <0,22
23-D <0,19 <0,23
24 <0,21 <0,25
25 <0,20 <0,25

Exponované vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH
01 5,4 0,32
02 5,5 <0,24
03 7,4 1,2
04 11 0,35
05 5,9 0,24
06 7,7 <0,29
07 8,9 0,46
08 7,6 <0,3
09 17 0,57
10 10 1,4
11 5,5 <0,21
12 16 <0,25
12-D 16 <0,29
13 8,9 0,36
14 27 0,39
15 7,2 0,46
16 5,7 0,74
17 7,3 0,75
18 4,2 0,35
19 51 0,75
20 4,5 <0,22
21 8,2 0,52
22 3,7 0,30
23 6,0 0,30
24 6,5 0,52
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Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

26 <0,16 <0,20

27 <0,19 <0,23

28 <0,17 <0,20

29 <0,19 <0,22

30 <0,17 <0,21

Blank <0,098 <0,12

LOQ min. 0,14 0,17

LOQ max. 3,9 4,4

Exponované vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

25 5,7 0,50

25-D 5,7 0,50

26 5,0 <0,25

27 8,1 0,81

28 5,4 0,64

29 5,4 0,50

30 54 1,1
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Tab. ¢. 8: Stanovené koncentrace METH a AMFA ve vzorcich jaterni tkané ryb

experimentu ¢&. 2

Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g)
AMFA METH
01 <0,29 <0,25
02 <0,27 <0,24
03 <0,27 <0,24
05 <0,27 <0,25
06 <0,33 <0,29
07 <0,28 <0,25
08 <0,27 <0,23
09 <0,23 <0,20
10 <0,35 <0,32
11 <0,28 <0,25
12 <0,42 <0,38
13 <0,25 <0,22
14 <0,30 <0,26
15 <0,26 <0,23
16 <0,25 <0,21
17 <0,23 <0,19
18 <0,25 <0,22
19 <0,30 <0,27
20 <0,25 <0,21
21 <0,23 <0,20
22 <0,24 <0,20
23 <0,28 <0,24
24 <0,27 <0,23
25 <0,27 <0,23
26 <0,25 <0,21
26-D <0,25 <0,22

Exponované vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

01 2,1 0,61
02 3,2 0,48
02-D 3,2 0,48
03 10 0,78
04 5,1 0,55
05 8,5 0,47
06 44 0,48
07 7,6 0,66
08 12 0,57
09 5,0 0,76
10 9,6 0,61
11 7,2 0,52
12 1,7 0,37
13 2,1 0,4
14 3,1 0,33
15 13 0,69
16 1,1 0,40
16-D 1,1 0,40
17 2,6 0,45
18 6,4 0,79
19 4,7 0,50
20 1,2 0,46
21 4,6 0,64
22 4,0 0,84
23 2,7 0,68
25 1,7 0,32
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Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

27 <0,35 <0,30
28 <0,36 <0,33
29 <0,28 <0,24
30 <0,27 <0,23
31 <0,33 <0,27
32 <0,26 <0,22
33 <0,27 <0,23
34 <0,25 <0,21
35 <0,25 <0,21
36 <0,29 <0,25
37 <0,34 <0,29
38 <0,30 <0,24
39 <0,28 <0,24
40 <0,19 <0,18
a1 <0,18 <0,18
42 <0,25 <0,23
43 <0,28 <0,26
a4 <0,26 <0,23
45 <0,26 <0,23
45-D <0,22 <0,19
Blank <0,14 <0,14
LOQ min. 0,18 0,18
LOQ max. 0,54 0,45

Exponované vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

26 1,6 0,59
27 1,4 0,33
28 4,4 0,39
29 5,7 0,38
30 3,6 0,38
31 11 1,1

32 7,8 0,87
33 1,4 0,29
34 2,0 0,45
35 3,4 0,37
36 8,8 1,6

37 7,1 0,27
38 3,7 0,62
38-D 3,7 0,62
39 4,5 0,39
40 6,1 0,81
41 5,4 0,57
42 8,1 0,42
43 3,2 0,64
44 7,2 0,40
45 9,9 0,83

72




8.3. Priloha ¢. 3: Vysledky analyzy vzorka mozkové tkané

Tab. ¢. 9: Stanovené koncentrace METH a AMFA ve vzorcich mozkové tkané ryb

experimentu €. 1

Kontrolni vzorky Exponované vzorky
Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?) Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH AMFA METH
01 <2,7 <0,29 01 <2,9 <0,32
02 <2,1 <0,21 02 <2,9 <0,33
03 <4,0 <0,44 03 <3,9 <0,46
04 <3,5 <0,38 04 <3,7 <0,41
05 <3,1 <0,34 05 <3,3 <0,37
06 <3,0 <0,35 06 <3,4 <0,38
07 <4,0 <0,45 07 <3,1 <0,34
08 <2,8 <0,30 08 <3,7 <0,41
09 <2,3 <0,25 09 <3,9 <0,46
11 <3,2 <0,35 10 <4,3 <0,48
12 <3,1 <0,34 11 <3,6 <0,39
13 <3,3 <0,36 12 <3,1 <0,61
14 <2,7 <0,29 13 <3,8 <0,42
15 <3,0 <0,31 14 <3,3 <0,35
17 <3,1 <0,33 15 <3,9 <0,45
18 <3,2 <0,34 16 <3,4 <0,36
19 <2,8 <0,30 17 <3,9 <0,43
20 <3,5 <0,38 18 <3,7 <0,40
21 <4,3 <0,47 19 <4,3 <0,46
22 <4,3 <0,46 20 <3,3 <0,35
23 <3,0 <0,30 21 <3,3 <0,37
24 <3,3 <0,37 22 <3,0 <0,32
25 <2,7 <0,27 23 <4,2 <0,45
26 <3,6 <0,40 24 <4,5 <0,50
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Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

27 <3,8 <0,40

28 <3,5 <0,37

29 <2,9 <0,31

30 <3,1 <0,33

Blank <1,4 <0,21

LOQ min. 2,1 0,21

LOQ max. 4,6 0,61

Exponované vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

25 <3,2 <0,33

26 <3,1 <0,34

27 <4,6 <0,50

28 <3,3 <0,36

29 <3,6 <0,38

30 <4,5 <0,48
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Tab. ¢. 10: Stanovené koncentrace METH a AMFA ve vzorcich mozkové tkané ryb

experimentu &. 2

Kontrolni vzorky Exponované vzorky
Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?) Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH AMFA METH
01 <1,8 <0,38 01 2,9 <0,52
02 <1,3 <0,36 02 2,0 <0,48
03 <1,0 <0,57 03 2,4 <0,42
05 <2,3 <0,40 04 <1,6 <0,37
06 <1,6 <0,42 05 2,9 <0,47
07 <1,8 <0,40 06 <1,9 <0,38
08 <1,5 <0,36 07 <1,7 <0,45
09 <1,6 <0,40 08 2,3 <0,44
10 <1,5 <0,45 09 2,2 <0,44
11 <1,7 <0,37 10 <1,9 <0,47
12 <1,4 <0,42 11 <1,9 <0,41
13 <2,0 <0,47 12 <1,3 <0,43
14 <1,6 <0,45 13 2,0 <0,47
15 <1,5 <0,42 14 <1,7 <0,40
16 <1,7 <0,44 15 2,9 <0,51
17 <1,7 <0,32 16 3,0 <0,62
18 <1,9 <0,42 17 3,0 <0,51
19 <2,0 <0,46 18 2,9 <0,51
20 <1,9 <0,46 19 2,5 <0,54
21 <1,8 <0,44 20 2,1 <0,52
22 <2,2 <0,53 21 2,2 <0,51
23 <1,7 <0,47 22 3,3 <0,58
24 <1,5 <0,39 23 2,9 <0,52
25 <1,9 <0,40 24 <1,9 <0,55
26 <1,5 <0,43 25 <1,9 <0,46
27 <1,6 <0,42 26 2,4 <0,52
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Kontrolni vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH

28 <1,9 <0,43
29 <1,8 <0,42
30 <1,9 <0,47
31 <1,2 <0,47
32 <0,8 <0,44
33 <0,96 <0,44
34 <1,3 <0,44
35 <1,7 <0,50
36 <1,5 <0,47
37 <0,59 <0,39
38 <1,1 <0,49
39 <1,1 <0,48
40 <1,6 <0,52
a1 <1,0 <0,41
42 <2,0 <0,51
43 <1,6 <0,43
a4 <1,3 <0,51
45 <1,4 <0,53
Blank <0,18 <0,22
LOQ min. 0,32 0,32
LOQ max. 2,3 0,62

Exponované vzorky

Cislo vzorku Koncentrace (ng.g?)
AMFA METH
27 24 <0,43
28 2,0 <0,44
29 2,1 <0,46
30 <1,6 <0,52
31 4,0 <0,52
32 2,3 <0,43
33 <1,9 <0,49
34 2,3 <0,50
35 <1,9 <0,51
36 2,5 <0,57
37 3,4 <0,59
38 2,4 <0,54
39 2,3 <0,59
40 2,2 <0,56
41 2,7 <0,55
42 2,7 <0,57
43 <1,5 <0,49
44 2,3 <0,50
45 2,2 <0,55
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9. Abstrakt

Nezakonné uzivani drog piedstavuje nepiiznivé dasledky pro lidi po celém svéte,
ale jak je to u ostatnich organismu? Podle vysledkti nedavno zvetejnénych studii
ma konzumace nelegalnich drog negativni vliv i na vodni organismy ve vodnim
prostiedi, kam se dostava nedostate¢né vyciSténymi odpadnimi vodami. V této
diplomové praci je zkouman vliv nelegalni drogy metamfetaminu (METH) na zménu
chovani pstruha obecného (Salmo trutta morpha fario) v environmentalné relevantnich
koncentracich (1 pg.I%). Vysledky experimentli potvrdily piitomnost METH i jeho
hlavniho metabolitu amfetaminu (AMFA) ve vzorcich jaterni a mozkové tkané
exponovanych ryb. Vysledky zmén chovani ryb naznacuji, ze expozice této droze méla
vliv na prostorovou orientaci, vyjadienou levostrannou lateralitou a na lokomoci ryb,
vyjaditenou vyssi exploracni aktivitou exponovanych ryb. VIiv expozice ov§em nebyl
prokazan na vyskyt ryb v blizkosti krmného mista. Z této laboratorni studie vyplyva
negativni vliv expozice METH na jednotlivce, s moznymi disledky pro populace,

spolecenstva a pravdépodobné i celé ekosystémy.

Kli¢ova slova: amfetamin, biokoncentrace, nelegalni droga, pstruh obecny, zména

chovani
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10. Abstract

Illegal drug use has adverse consequences in the global society, but what about
other organisms or ecosystem? According to the results of recently published studies,
the use of illegal drugs also has a negative effect on organisms in the aquatic
environment, where it enters via insufficiently treated wastewater. This diploma thesis
is focused on the effect of the illegal drug methamphetamine (METH) on the change
in the behaviour of brown trout (Salmo trutta morpha fario) at environmentally relevant
concentrations (1 pglt). The results of the experiments confirmed the presence
of METH and its major metabolite amphetamine (AMFA) in the liver and brain tissue
of exposed fish. The changes in fish behaviour suggest that exposure to METH affected
the spatial orientation of fish, expressed by left laterality, and the locomotion,
represented by higher exploratory activity of exposed fish. However, the effect
of METH has not been demonstrated in the presence of fish near the feed site. Based
on the results of this laboratory study, the negative impact of METH and its metabolites
on individuals, populations, communities, and possibly entire ecosystems was

concluded.

Keywords: amphetamine, behaviour changes, bioconcentration, brown trout, illegal

drug
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