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1. Uvod

Rychly rist zivotni urovné lidské populace v poslednim stoleti vede k zdsadnimu
prodlouzeni doby doziti. Z velké miry je to také zasluhou vyznamnych pokroki ve védé, vcetné
mediciny a farmakologie. Mnozstvi 1éCiv a také prostifedkii denni péce jako jsou detergenty,
syntetické viing, barviva a konzervanty se tak neustale zvysuje. Diky antropogenni ¢innosti se
pak do vodniho prostiedi dostavaji tyto cizorodé organické slou¢eniny. Léciva jsou z hlediska
jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti Sirokou arozmanitou skupinou sloucenin. Jednou
Z moznosti jejich systemizace a inventarizace je rozdéleni do tzv. terapeutickych skupin podle
ATC (anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace). Nékteré z téchto skupin podléhaji vice
¢i méné prisné regulaci, jako ptiklad mohou slouzit antibiotika, ktera jsou regulovana, aby jejich
naduzivanim nedochazelo k vyvoji kment bakterii odolnych vii¢i témto 1é¢iviim. Pouziti jinych
skupin sleduje socio-ekonomické trendy ve spolecnosti jako je napt. starnuti populace.

Po poziti se 1é¢iva v lidském téle castecné metabolizuji. Po této pfeméné jsou zbylé ptivodni
latky a jejich metabolity vylouceny a s odpadni vodou vstupuji do Cistiren odpadnich vod
(COV). Tradi¢nich technologické postupy, tzn. mechanicko-biologického &isténi vod, jsou
podle stavajici legislativy zaméfeny zejména na Ziviny (organicky uhlik, dusik a fosfor)
a n¢které cizorodé latky. Tyto postupy vSak nejsou optimalizovany pro mikropolutanty, mezi
které patii i 1éCiva jejich metabolity, a proto se tyto slouceniny dostavaji do povrchovych vod,
kde mohou ptisobit na vodni organismy po cely jejich zivot. Vzhledem Kk velkému poctu
ucinnych latek je nutné zzit (prioritizovat) pocty sloucenin na ty, které jsou nejvice relevantni.
Bylo vyvinuto nekolik strategii (Brooks a kol., 2009; Gunnarsson a kol., 2008; Huggett a kol.,
2003), které jsou zalozeny na piedpokladu, Ze slouceniny se stejnym receptorem u lidi i ryb
budou mit podobny efekt pii obdobnych koncentra¢nich hladinach v plazmé. Tento koncept je
také nazyvan efektovym pomérem (effect ratio), ktery je zaloZen na znalosti terapeutické

koncentrace v lidské plazmé a predikci rovnovazné koncentrace v rybi plazmée. Odhad



koncentrace v rybi plazmé pak byl proveden na zaklad¢ predikovanych koncentraci 500 1é¢iv
ve vodé (Fick a kol., 2010b) a pro cca 25 1é¢iv také ovéfen analyzou vody a rybi plazmy (Fick
a kol., 2010a).

Zatimco multirezidualni metody analyzy vody byly po roce 2010 jiz vyvinuty a v nasi
laboratofi pouzivané (Grabic a kol., 2012; Lindberg a kol., 2014), analyzy biologickych vzorka
(plazmy a tkani ryb) nebyly dostupné pro pozadované velmi nizké hladiny cilovych latek
ve slozité biologické matrici.

Prvnim krokem pro sledovani pfenosu 1é¢iv do vodnich organismu a jejich osud v bioté
tedy byl vyvoj vhodné extrakéni a analytické metody. Vyvinuli jsme a validovali proto relativné
jednoduchou, robustni a efektivni extrakéni a analytickou metodu pro stanoveni Sirokého
rozsahu 1é¢iv a jejich metaboliti (p¥iloha 1 — Grabicova a kol, 2018). Dal$im, neméné
dilezitym parametrem k ziskani vérohodnych vysledki je metodika vzorkovani. Tim, jak jsou
vysledky ovlivnény riznym piistupem ke vzorkovani, jsme se zabyvali v pFiloze 2 (Grabicova
a kol., 2022a).

V dal8ich studiich jsme se pak zaméfili na bioakumulaci jednotlivych 1é¢iv a jejich
metabolitll ve vodnich organismech pochazejicich ze stojatych a tekoucich vod. Jednalo se o:

e Bioakumulaci 26 1é¢iv a metaboliti v bentickych organismech exponovanych
Vv mesokosmovém méfitku po jednorazové aplikaci smési 1é¢iv (pFiloha 3 — Grabicova a
kol., 2024);

e Bioakumulaci 80 1é¢iv a jejich metabolitt v jednotlivych vyvojovych stadiich tfi druhd
bezobratlych organismu (jepic druhu Siplonurus a chrostikti Oligotricha a Limnephilus)
exponovanych odpadni vodé (priloha 4 — Let a kol., 2025);

e Bioakumulaci 67 1é¢iv a metabolitli v bentickych organismech, juvenilnich rybach
a dospélcich jelce tlousté (Squalius cephalus, svalovina a plazma) pochazejici z 10 tokt

CR (p¥iloha 5 — Grabicova a kol., 2022b);



e Bioakumulaci 19 psychoaktivnich latek v hepatopankreatu, ledvinach a mozku dospélych
ryb jelce tlou$té a homogenatu juvenilnich ryb odlovenych na 10 lokalitach CR (p¥iloha
6 — Grabicova a kol., 2020a);

e Bioakumulaci 11 psychoaktivnich 1é¢iv v jednotlivych tkanich pstruha obecného (Salmo
trutta m. fario) presazeného do toku s vysokych podilem vy¢isténé odpadni vody po dobu
1, 3 a 6 mésicu (priloha 7 — Grabicova a kol., 2017);

e Bioakumulaci 66 1é¢iv a metaboliti v jednotlivych tkanich (jatra/hepatopankreas,
ledviny, mozek, svalovina a plazma) kapra obecného (Cyprinus carpio) a candata
obecného (Sander lucioperca) exponovanych po dobu $esti mésicti v rybniku s vysokym
znecisténim (p¥iloha 8 — Grabicova a kol., 2020b).

Tyto latky se ve vodnich organismech mohou nejen bioakumulovat, ale vzhledem ke své
biologické aktivité také ovliviiovat jejich metabolismus. Vlivem studovanych psychoaktivnich
1é¢iv nebo jejich realnych smési na metabolismus ryb jsme se zabyvali v poslednich dvou
studiich zahrnutych do habilita¢ni prace (pFiloha 9 — Horky a kol., 2021, p¥iloha 10 —

Giebuttowicz a kol., 2024).

1.1.Koncentrace 1éCiv a jejich metabolitii ve vodnim ekosystému

Vlivem antropogenni ¢innosti je vodni ekosystém zneciStén rliznymi cizorodymi latkami
organického ptvodu (aus der Beek a kol., 2016; Fairbairn a kol., 2016; Fekadu a kol., 2019;
Klatte a kol., 2017; Roberts a kol., 2016). Do této kategorie spadaji i IéCiva a jejich metabolity,

jejichz spotieba v poslednich patnacti letech stoupa, jak je vidét z grafu na obrazku 1.
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Obrazek 1. Spotieba léciv (doporucené denni davky na 1000 obyvatel a den) v letech 2009, 2014, 2019
a 2024 rozdélend podle terapeutickych skupin podle ATC (anatomicko-terapeuticko-chemicka
klasifikace léciv). Zkratky terapeutickych skupin: A ... travici ustroji a metabolismus, B ... krev
a krvetvorné organy, C ... kardiovaskularni systéem, D ... dermatologika, G ... urogenitalni systém
a pohlavni hormony, H ... systémové hormonalni pripravky kromée pohlavnich hormonu a inzulinu,
J ... protiinfekcni léciva pro systemové pouziti, L ... antineoplastika a imunomodulujici léciva,
M ... muskuloskeletilni systém, N ... nervova soustava, P ... antiparazitika, insekticidy, repelenty,
R ... dychaci ustroji, S ... smyslové orgdny, V ... rizné. Data pochazeji ze statistik Statniho uradu pro
kontrolu léciv (Www.Sukl.cz).

Celkova spotteba 1€Civ narostla za pét let o 10 %, za poslednich patnact let dokonce o 40 %
(www.sukl.cz). Nejvyssi nartst byl zaznamenan v 1éCivech zafazenych do skupiny
antineoplastika a imunomodulujici 1é¢iva (tzn. 1é¢iva pouzivana na 1é¢bu rakoviny a imunitniho
syst¢tmu jako jsou antihistaminika, imunosupresiva, imunostimulancia, monoklonalni
protilatky a ofkovani; tabulka 1). Spotieba nékterych 1é¢iv naopak za poslednich patnact let
klesla, a to 1é¢iva ze skupiny urogenitalni systém a pohlavni hormony (-7 %) a protiinfek¢ni

1é¢iva pro systémové pouziti (-3 %).


http://www.sukl.cz/

Tabulka 1. Ndriist spotieby léciv mezi lety 2009-2024. Data pochdzeji ze statistik Stdtniho uradu pro
kontrolu léciv (Www.sukl.cz).

Narust 2024 Narust 2024  Naruast 2024

Terapeutické skupiny podle ATC Zkratky
vs 2009 [%] vs 2014 [%] vs 2019 [%]
Trdvici Ustroji a metabolismus A 104 42 22
Krev a krvetvorné organy B 15 16 9
Kardiovaskuldrni systém C 33 10 7
Dermatologika D 49 53 62
Urogenitalni systém a pohlavni hormony G -7 -14 -3
Systémové hormonalni pfipravky kromé
H 42 13 3

pohlavnich hormond a inzulinu
Protiinfekéni |éCiva pro systémové

o J -3 -9 10
pouziti
Antineoplastika a imunomodulujici 1éCiva L 166 80 16
Muskuloskeletalni systém M 15 10 8
Nervova soustava N 48 27 11
Antiparazitika, insekticidy, repelenty P 58 6 -1
Dychaci ustroji R 53 29 13
Smyslové organy S 57 26 5
RlGzné \ 66 14 -28
Suma 40 18 10

Jak jiz bylo napsano v tivodu, 1é€iva jsou po aplikaci ¢astecné metabolizovana a spolecné
S metabolity vyloucena z téla. Nasledné se pies odpadni vodu dostavaji do Cistiren odpadnich
vod. Stavajici Cistirenské technologie nejsou zaméfené na odstranovani cizorodych latek na
stopovych koncentracich (nanogramy az mikrogramy na litr), nebot’ ve vy¢isténé odpadni vodé
jsou regulovanymi parametry pouze obsahy makropolutantt jako jsou ziviny a pro primyslové
Cistirny 1 specifické prvky a slouceniny. V soucasné dob¢ vSak byla schvalena revize zakoni
a smérnic o odpadnich vodach (Vodni zdkon 254/2001 Sb., Smérnice Rady 91/271/EHS
0 ¢isténi méstskych odpadnich vod a Natizeni vlady ¢. 401/2015 Sb. o ukazatelich a hodnotach

ptipustného znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypousténi



odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech). V ramci téchto
zmén by ve vyc¢isténé odpadni vodé méla byt sledovana koncentrace 12 polutantl, z ¢ehoz je
10 1é¢iv (amisulprid, citalopram, diklofenak, hydrochlorothiazid, irbesartan, kandesartan,
karbamazepin, Kklarithromycin, metoprolol a venlafaxin; https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/CS/TXT/PDF/?uri=CELEX:32022D1307). Nicmén¢ finalni implementace této
smérnice na narodni urovni teprve probiha.

A tak se léciva a jejich metabolity ve vodnim ekosystému vyskytuji na koncentraénich
hladinach od ng/l do pg/l (Desbiolles a kol., 2018; Golovko a kol., 2014a; Golovko a kol.,
2014b; Kelly a Brooks, 2018; Kristofco a Brooks, 2017; Mole a Brooks, 2019; Schroder a kol.,
2016; Sehonova a kol., 2018) a jejich pifitomnost je znamkou urbanizovanych vod (Brooks,

2018).

1.2.Bioakumulace 1é¢iv ve vodnich organismech

Aby bylo mozné zhodnotit, zda a které cizorodé latky se ve vodnich organismech
biokoncentruji (expozi¢ni cesta pouze pies vodu) ¢i bioakumuluji (v§echny expoziéni cesty,
Alexander, 1999), je nutné pouzit nejen citlivou, selektivni a robustni multirezidualni
analytickou metodu (Huerta a kol., 2012), ale i spravné odebrat a ptipravit dany biologicky
vzorek (Dimpe a Nomngongo, 2016; Grabicova a kol., 2020b). V soucasné dobé je za ,,zlaty
standard* (state of art) analytickou metodu pro stanoveni mikropolutanti v komplexni
biologické matrici povazovana vysoko-u¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) v kombinaci
s tandemovou hmotnostni detekci. Zatimco nejrozsifenéj$imi hmotnostnimi spektrometry jsou
trojité kvadrupoly ¢i kombinace kvadrupolu s analyzatorem doby letu (Yue a kol., 2024),
vysoko-rozlisujici hmotnostné-spektrometricka detekce (HRMS) nabyva na dulezitosti hlavné

vzhledem k vyssi selektivité detekce (Bussy a kol., 2016; Grabicova a kol., 2018).



Nicméné vSechno zacina u odbéru vzorku — pokud je vzorek Spatné odebran, ani nejlepsi
analytickd metoda ,,nevykouzli* spravné vysledky. Pfi odbéru biologickych vzorkt (ryb) zalezi
na prodlevé mezi odlovem organismu a odbérem vzorku, na médiu, ve kterém je organismus
(ryba) prevazen (voda z lokality vs Cista voda), na zpisobu anestezie pouzité pred odbérem
vzorku i na podminkach skladovani vzorku (doba a teplota) od odbéru do jeho ptipravy
k analyze (Grabicova a kol., 2022a; Miller a kol., 2018). Odbér vzorku pfi terénnich studiich
ale neni vétsinou v literatufe uveden (shrnuto v tabulce 1 v ¢lanku Grabicova a kol., 2022a)
a vétsi duraz je kladen na analytickou metodu nez na dokumentaci a standardizaci odbéru
vzorku (Miller a kol., 2018). Dals§im kritériem pro ziskani duvéryhodného vysledku je piiprava
vzorkil. Cilem piipravy biologickych a environmentalnich vzorki je zkoncentrovani cilového
analytu v extraktu a snizeni komplexity vzorku v relativné kratkém case s ohledem na koncept
zelené (udrzitelné) chemie. Piiprava vzorku tedy zahrnuje né€kolik dualezitych krokl jako je
napf. lyofilizace, homogenizace, extrakce, filtrace a centrifugace vzorku (Baduel a kol., 2015;
Dimpe a Nomngongo, 2016; Nunez a kol., 2017; Perez-Fernandez a kol., 2017; Sanchez-Prado
a kol., 2015).

Ne vsechna léCiva, ktera se vyskytuji ve vodé€, maji schopnost bioakumulovat se ve vodnich
organismech. ZaleZi na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech. Bioakumuluji se slou¢eniny
s hydrofobnéjsi povahou, tzn. slouceniny, které maji hodnotu log Kow (rozdélovaci koeficient
oktanol-voda) vyssi nez 4 (Constantine a kol., 2024). Zda ma 1é¢ivo schopnost bioakumulovat
ve vodnim organismu mizeme zhodnotit i pomoci biokoncentraéniho (BCF) nebo
bioakumula¢niho faktoru (BAF), kdy koncentraci daného analytu nalezeného ve vodnim
organismu vydélime koncentraci ve vodé€. Rozdil mezi témito dvéma faktory je ve zplisobu
ptijmu cizorodé latky. Pokud je dana latka pfijimana organismy pouze vodou, jedna se o BCF,
pokud je v expozicni cesté zahrnut i ptijem potravou ¢i pies sediment, jedna se o BAF (OECD,

2002). Podle vyse zminéné Evropské smérnice je pouziti experimentalné zjisténého BCF/BAF



vhodnéjsi pro posouzeni schopnosti slouceniny bioakumulovat ve vodnim organismu nez
hodnoty odhadnuté vypoétem ze znamych vlastnosti sloucenin (napf. QSAR, quantitative
structure-activity relationship, Vilar a Costanzi, 2012). Sloucenina ma schopnost
biokoncentrace/bioakumulace, kdyz je BCF/BAF> 500 (OECD, 2002). Stanovisko americké
Agentury pro ochrany zivotniho prostfedi (US EPA) je benevolentnéjsi, sloucenina je
povazovana za bioakumulativni s BCF/BAF >1000 a za velmi bioakumulativni s BCF/BAF
>5000 (Gobas a kol., 2009; US EPA, 2012).

V posledni dobé se vyzkum zaméiuje na dalsi parametr znamy z 1ékaiské farmakologie, a to
zdanlivy distribuéni objem (Vp, apparent distribution volume), ktery je vypoéitan z poméru
mnozstvi analytu v homogenatu celého téla (body burden) ku koncentraci dané latky v plazmé.
Tento farmakokineticky parametr je vice spolehlivy pro odhad bioakumulace ionizovatelnych
slouéenin nez vyse zminény log Kow (Brooks a Steele, 2018; Carter a kol., 2022; Du a kol.,
2016; Nichols a kol., 2015).

Bylo zjisténo, Ze bioakumulace 1é¢iv je rozdilna v zavislosti na druhu tkdné (shrnuto napf.
v Gomez-Regalado a kol., 2023) — 1é¢iva se nejvice bioakumuluji v jatrech/hepatopankreatu
a ledvinach, orgénech zodpovédnych za metabolismus a vylouceni cizorodych latek, dale pak
v mozku, kde jsou nalézany prevazné psychoaktivni latky s cilovym plsobenim praveé v této
pro konzumenty ryb a celkové pro akvakulturu dobrou zpravou (Arnnok a kol., 2017; Bertram
a kol., 2022; Brooks a kol., 2005; Grabicova a kol., 2017; Grabicova a kol., 2020b; Grabicova
a kol., 2014; Manjarrés-Lopez a kol., 2024; Manjarrés-Lopez a kol., 2023; Sims a kol., 2024).
Ne&kteti autofi vSak nasli vys$i koncentrace V rybi plazmé v porovnani s ostatnimi tkdnémi
(Castillo a kol., 2024b), coz opét muze byt zpusobeno metodikou odbéru vzorki (Grabicova a

kol., 2022a). Pro monitorovani vodniho prostfedi, pro zhodnoceni rizika pfitomnosti 1é¢iv na

10



vodni organismy a porovnani mezi studiemi je proto dulezity vybér vhodné matrice (Castillo a
kol., 2024b).

Rozdily v bioakumulaci byly nalezeny i mezi jednotlivymi druhy ryb (Grabicova a kol.,
2020b; Sims a kol., 2024) a bezobratlych (Grabicova a kol., 2015), kdy zalezi na zpusobu
piijmu potravy, ale i na slozitosti a rychlosti metabolismu.

Bioakumulace se lisi u organismu na jiné trofické urovni — organismy na niz$i trofické urovni
obecné bioakumuluji 1é¢iva a metabolity vice V porovnani s organismy na vyssi trofické tirovni
(Du a kol., 2014; Haddad a kol., 2018; Lagesson a kol., 2016; Miller a kol., 2018; Rojo a kol.,
2019; Ruan a kol., 2020; Ruhi a kol., 2016; Zenker a kol., 2014). Toto ovSem neplati pro
vSechna 1éciva, najdou se 1 takova, kterd jsou pfitomna ve vyssi koncentraci u vrcholového
predatora v porovnani s jeho kofisti (pak hovotime o schopnosti biomagnifikace) — jedna se
napiiklad o benzodiazepin oxazepam (Lagesson a kol., 2016) ¢i antiepileptikum karbamazepin
(Du a kol., 2014). Pokud porovname koncentrace v plazm¢ motiské ryby albula 1is¢i (Albula
vulpes) a homogenatech celych tél jeji kofisti, koncentrace tii 1é¢iv, antihistaminika
hydroxyzinu, antidepresiva amitriptylinu a kardiovaskularniho irbesartanu, byla vyssi
v predatorovi oproti kofisti (Castillo a kol., 2024a).

Mezi nejvice studovana 1é¢iva zhlediska bioakumulace patii antihistaminikum
difenhydramin, psychoaktivni 1é¢iva karbamazepin, venlafaxin, citalopram, sertralin a jeho
a antibiotikum sulfamethoxazol (Gémez-Regalado a kol., 2023). Souhrn BAF ziskanych
Z terénnich studii je zndzornén na obrazku 2. Podle publikovanych dat z terénnich studii (studie
zahrnuté v tomto grafu jsou uvedeny Vv popisu obrazku 2) maji nejvyssi bioakumulacni faktor
antibiotika ve svaloviné ryb pochazejicich z ¢inskych ek (Hu a kol., 2023). V Evropskych
studiich jsou hodnoty BAF ve svaloviné publikovanych 1é¢iv <1000 ve vSech ptipadech.

Nejvyssi BAF v ledvinach byl nalezen pro N-desmethylcitalopram, metabolit antidepresiva

11



citalopramu (Grabicova a kol., 2020b), v jatrech a mozku pro antidepresivum sertralin (Sims a

kol., 2024).
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Obrdazek 2. Bioakumulacni faktory (BAF) léciv a jejich metabolitii — terénni studie, 2020-2025.

BAF = koncentrace v tkdni [ng/g] / koncentraci ve vodé [ng/l] * 1000. Do grafu jsou zahrnuta pouze
léciva s minimdiné jednou hodnotou BAF> 500 (coz odpovidd log BAF> 2,7) a s detekcni frekvenci
>50 %. Graf byl pripraven z dat uvedenych ve studiich: Grabicovad a kol., 2020a; Grabicova a kol.,
2020Db; Hu a kol., 2023; Ivankovic a kol., 2023; Manjarrés-Lopez a kol., 2024; Sims a kol., 2024; Tanoue
a kol., 2020; Weng a kol., 2023; Wu a kol., 2021; Zhang a kol., 2022.

1.3.Vliv 1é¢iv na vodni organismy

Na rozdil od laboratornich a akvarijnich experimentti, kdy se k vyvolani efektu pouziva
limitované mnozstvi slou¢enin o definované koncentraci, se v zivotnim prostiedi vyskytuje cela
fada cizorodych latek se Sirokym rozsahem fyzikalné-chemickych vlastnosti (nejen ze skupiny
1é¢iv a jejich metaboliti). Tyto latky mohou mit navzajem synergicky/antagonicky ucinek,

ktery neni mozné predvidat na zaklad¢ laboratornich experimenti. Ani stalost jednotlivych
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1é¢iv v laboratornich a piirozenych podminkach neni stejnd, vliv na stabilitu/degradaci ma fada
abiotickych faktori jako je teplota, UV =zafeni, pfitomnost dalSich organickych slozek
(nutrienttr) ¢i pFitomnost/absence sedimentu (Fahlman a kol., 2018). Antropogenni organické
znecisténi ma proto odlisny vliv na vodni organismy exponované v laboratornich podminkach
V porovnani s piirozenym ekosystémem (Vossen a kol., 2020b).

Vodni organismy vystavené ptisobeni 1é¢iv vykazuji odlisnosti uz béhem jejich vyvoje, ktery
je pomalejsi a Casto jsou pozorovany deformace a vyssi mortalita (Kim a kol., 2023; Qiang a
kol., 2016; Yang a kol., 2021; Zhang a kol., 2024; Zhang a kol., 2025). Znecisténi vodniho
prostiedi ovliviiuje i reprodukéni funkce exponovanych organismt (shrnuto v Aulsebrook a
kol., 2020; Swiacka a kol., 2022). Pomér pohlavi u exponovanych skupin neni vyrovnany
V porovnani s kontrolnimi skupinami, vyskytuje se vyssi podil samic (Wang a kol., 2020; Zhang
a kol., 2025). Dalsi zmény se tykaji zmén v histologii jejich organt (Beghin a kol., 2022;
Hanson a kol., 2021; Hodkovicova a kol., 2022; Naslund a kol., 2017; Pérez a kol., 2018;
Priyadarshinee a kol., 2023; Rodrigues a kol., 2019; Sancho Santos a kol., 2020; Sancho Santos
a kol., 2023; Vaclavik a kol., 2020; Zhong a kol., 2021), zmén v biochemickych parametrech
(Hodkovicova a kol., 2022; Steinbach a kol., 2016; Vaclavik a kol., 2020) i zvySeni markert
oxidativniho stresu (Beghin a kol., 2022; Bisognin a kol., 2020; Gayen a kol., 2023; Guerreiro
a kol., 2025; Hodkovicova a kol., 2022; Koubova a kol., 2025; Koubova a kol., 2022; Liang a
kol., 2022; Priyadarshinee a kol., 2023; VVan Nguyen a kol., 2023; VVan Nguyen a kol., 2022).

Metabolomika je jednim znovych ,,omics* piistupi, ktery studuje, jak endogennich
metabolity (na tirovni organti ¢i bunék) odpovidaji na vnéjsi stresory a podnéty (Bundy a kol.,
2009; Skelton a kol., 2014). Souhrn metabolitii formuje metabolom, ktery je vysledkem genové
exprese a kone¢nych produktii metabolismu (Hani a kol., 2021; Krumsiek a kol., 2016). S timto
pojmem souvisi i pojem exposom, ktery popisuje slouceniny, se kterymi se jedinec setkava

v prub¢hu zivota a jak expozice témto latkam ovliviuje jeho zdravi a biologické aktivity (Wild,
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2005). Zhodnocenim/stanovenim/zkoumanim metabolomu a exposomu ziskame celkovy obraz
o vlivu antropogenniho zne¢i$téni okolniho prostedi na vodni organismy (Bedia, 2022; Dumas
a kol., 2020; Hani a kol., 2021). Laboratorni expozice environmentalnim koncentracim 1é¢iv
ovlivnily metabolom/exposom vodnich organismi na riznych trofickych arovnich v porovnani
s kontrolou (Brew a kol., 2020; Horky a kol., 2021; Sancho Santos a kol., 2023). Zmény
V metabolomu/exposomu byly popsany i u vodnich organisml exponovanych V realném
prostedi ¢iu volné Zijicich organismi odlovenych v lokalitach, které jsou ovlivnéné vy¢€isténou
odpadni vodou (Berlioz-Barbier a kol., 2018; Giebultowicz a kol., 2024; Hani a kol., 2021,
Koubova a kol., 2025; Koubova a kol., 2022; Previ$i¢ a kol., 2020; Spath a kol., 2022).
Znecisténi vodniho prostiedi se u vodnich bezobratlych i obratlovcd projevuje i zménami
V jejich chovani. Byly popsany zmény ve vztazich predator-kofist (Blaha a kol., 2019; Bose a
kol., 2022; Martin a kol., 2017; Vossen a kol., 2020a), zmény ve frekvenci krmeni (Brodin a
kol., 2013; Hubena a kol., 2020), zmény na trovni socialnich interakci jako je aktivita (Aich a
kol., 2025; Brodin a kol., 2013; Brodin a kol., 2014; Chen a kol., 2021; Hossain a kol., 2019;
Kellner a kol., 2016; Polverino a kol., 2023; Sancho Santos a kol., 2023; Spith a kol., 2022;
Sundin a kol., 2019; Swiacka a kol., 2022; Vaclavik a kol., 2020), agresivita (Hubena a kol.,
2021, 2023; McCallum a kol., 2017), state¢nost (Bikker a kol., 2024; Brodin a kol., 2013;
Cerveny a kol., 2020; Martin a kol., 2019; Saaristo a kol., 2019; Santos a kol., 2021; Sundin a
kol., 2019), objevovani (Kellner a kol., 2016; Santos a kol., 2021) ¢i socializace (Brodin a kol.,
2013). Ovlivnény byly i cirkadianni rytmy (Melvin, 2017; Melvin a kol., 2016), reproduk¢ni
chovani (Fursdon a kol., 2019; Wiles a kol., 2020) a migrac¢ni strategie (Brand a kol., 2025;
Klaminder a kol., 2019). Za tyto zmény mohou byt zodpovédna psychoaktivni 1éCiva, ktera se
bioakumuluji v mozku necilovych organismt (Duarte a kol., 2023; Grabicova a kol., 2017;
Grabicova a kol., 2014; Horky a kol., 2021; Huerta a kol., 2016; Sancho Santos a kol., 2023)

a funguji tam podobné jako u cilovych pacienti. Nekteré studie se zabyvaji 1 chovanim
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organismu pii nasledné depuraci, kdy doslo k rychlé obnové puvodniho chovani (Sundin a kol.,
2019).

Rozdilné chovani (reakce na poplachovy feromon) bylo pozorované po expozici volné
odlovenych danii pruhovanych (Danio rerio) v porovnani s danii laboratorné chovanymi, kdy
doslo k adaptaci na laboratorni podminky (Vossen a kol., 2020b). Laboratorné chované druhy
ryb neposkytuji tedy relevantni informace o zménach chovani, které jsou pln¢ prenositelné na
ptirozeny ekosystém.

K simulaci bioakumulace 1é¢iv vodnimi organismy vyuZitelné pro dalsi ekotoxikologické
vyzkumy a sledovani ryb v pfirozeném prostiedi se védci v neddvné dob€ zaméfili na novy
ptistup, a to zavedeni implantatu s pomalu uvoliiujicim se lé€ivem/IéCivy injekéné piimo do
dutiny bfisni (Bertram a kol., 2025; Brand a kol., 2024; Brand a kol., 2025).

Kromé zmén pozorovanych na individualni urovni dochazi i k ovlivnéni vzajemnych
interakci a slozeni spoleCenstva, coz muze vést k ekologickym disledkiim spojenym
s dysbalanci volné zijicich organismii a s rozpadem celého vodniho ekosystému (Berger a kol.,
2016; Brodin a kol., 2014; Duchet a kol., 2024; Saaristo a kol., 2018; Time_to_get clean,

2015).

1.4.Cile prace

Cilem této prace bylo i) vyvinout a validovat metodu pro multirezidualni analyzu 1éciv
a jejich metabolitli v biologické matrici, i1) ziskat nové informace o bioakumulaci téchto
mikropolutantli ve vodnich organismech na rizné trofické Grovni z rozdilnych prostiedi a iii)
popsat zmény v metabolomu a exposomu v rybach pochdzejicich/exponovanych z prostiedi
S vyskytem léciv.

Vysledky vySe zminénych cilt jsou stru¢né shrnuty v nésledujicich kapitolach a podrobné

popsany v publikovanych ¢lancich, které jsou ptilohou této habilitacni prace.
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2. Vysledky a diskuze

2.1.Léciva pritomna ve vodnich organismech — metoda jejich stanoveni

Jak jiz bylo popsano vyse v uvodu prace, k ziskani relevantnich vysledki (s naslednym
vyvozenim zavéri a eventudlniho zhodnoceni rizik) je potfeba pouzit citlivou, selektivni
a ovéfenou metodu stanoveni. V prvni studii (Grabicova a kol., 2018, priloha 1) jsme se
zam¢étili na vyvoj robustni jednokrokové extrakéni metody pro néaslednou multirezidualni
LC-HRMS (kapalinova chromatografie s vysoko-rozliSujici hmotnostné-spektrometrickou
detekci) analyzu 1é¢iv na environmentalné relevantnich koncentra¢nich hladinach. Pro extrakci
bylo vyzkouseno né¢kolik organickych rozpoustédel v rizném pomeéru, a to acetonitril
okyseleny kyselinou mravenci (0,1 %), acetonitril s isopropanolem v objemovém poméru 1:1,
2:1 a 3:1 (vzdy okyseleno kyselinou mravenci, 0,1 %) a acetonitril s ethanolem v poméru 1:1
(také okyseleno kyselinou mravenci, 0,1 %). Na zaklad¢ vysledki vytéznosti se jako
nejvhodnéjsi extrakéni rozpoustédlo zdala byt smés okyseleného acetonitrilu s isopropanolem
(3:1), proto byla dalsi validace vyvinuté metody provedena s timto rozpoustédlem. Validace
metody probéhla na péti tkanich kapra obecného — svalovina, hepatopankreas, ledviny, mozek
a plazma. Validovano bylo né€kolik parametri. Linearni odezva byla prokézéna pro vétSinu
analyti v rozmezi kalibra¢ni ptimky 0,1-50 ng/ml, pouze pro 11 1é¢iv ze 74 stanovovanych byla
odezva linearni v rozmezi 0,5-50 ng/ml a pro antibiotikum azithromycin jen v rozsahu 5-50
ng/ml. Vytéznost byla testovana na tfech koncentracnich hladinach (5, 20 a 50 ng/g). Ptijatelné
vysledky vytéznosti (60-130 %) spliiovalo 63 az 74 1éCiv v zavislosti na druhu matrice.
V ptipad€ plazmy kritérium vytéznosti 60-130 % spliiovalo pouze 28-60 1éCiv v zavislosti na
koncentra¢ni hlading, proto pro dalsi validaci a ovéfeni metody bylo pro plazmu pouzito jiné
extrakéni rozpoustédlo, a to okyseleny acetonitril, kdy se pocet 1é¢iv v pozadovaném rozsahu

vytéznosti zvysil na 58-68 1écCiv.
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Stabilita pouzité LC metody byla dokumentovana pomoci variability reten¢niho ¢asu, ktera
byla nizka (relativni smérodatna odchylka 3,4 % v pribéhu analyzy valida¢nich vzorku v§ech
matric). Robustnost metody byla zhodnocena na zaklad¢ stability odezvového faktoru
ziskaného z bodu kalibra¢ni pfimky méfenou na zacatku a konci sekvence, kdy nebyly
pozorovany rozdily. Diiraz byl kladen i na matricové efekty. Pro tézsi tkan¢ (hepatopankreas,
ledviny a mozek) byl pozorovan vétsi vliv matrice (tj. potlaceni ionizace) V porovnani
S plazmou a svalovinou, kde vliv matrice nebyl tak patrny a kdyz ano, tak doslo spiSe ke zvySeni
ionizace. Metoda byla ovéfena analyzou sady vzorkd jednotlivych tkani ryb pochazejicich
z realného prostiedi. Limity kvantifikace se pohybovaly v rozmezi desetin ng/g az nizSich
desitek ng/g pro vSechna léciva ve vSech matricich.
provedené vzorkovani vzhledem k ucéelu experimentu. V dalsi studii (Grabicova a kol., 2022a,
priloha 2) jsme proto chtéli ziskat odpovéd’ na otdzku, zda transport ryb z terénu do laboratofe
a opozdéné vzorkovani ovlivni koncentraci cizorodych latek v plazmé ryb. Po mési¢ni expozici
kapra obecného v rybniku Cezarka, kam usti vy¢isténa odpadni voda z COV Vodnany, jsme
odlovili 45 ryb. 15 rybam jsme hned po odlovu odebrali krev (k ziskani plazmy), zbylych 30
jsme pievezli do laboratofe a umistili je do kadé€ s ¢istou vodou. 15 ryb jsme vzorkovali po
3 hodinach a poslednich 15 po 20 hodinach. Zde je potieba zminit vyhodu odbéru plazmy
z vétsich ryb, kdy vSechny ryby vzorkovani piezily a byly vraceny zpét do rybnika. V plazmé
ryb jsme detekovali 15 1éCiv a jejich metaboliti (z 81 stanovovanych) a 13 per—
a polyfluorovanych sloucenin (z 25 analyzovanych). V pfipadé¢ per— a polyfluorovanych
sloucenin piechovavani ryb v €isté vod¢ a opozdéné vzorkovani nemélo na jejich koncentraci
ani frekvenci detekce vliv. OvSem v pfipadé 1éCiv a jejich metaboliti jsme pozorovali
vyznamny pokles nejen v koncentraci, ale i v detek¢ni frekvenci u nékolika 1é¢iv. Statisticky

vyznamny pokles (p <0,05) se projevil u kardiovaskuldrnich bisoprololu, metoprololové
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kyseliny (metabolit atenololu a metoprololu) a telmisartanu, u psychoaktivnich citalopramu
ajeho metabolitu  N-desmethylcitalopramu, mirtazapinu, norsertralinu, tramadolu
a venlafaxinu. Psychoaktivni trazodon nezménil koncentraci ani detekéni frekvenci. Stejné jako
kofein, ktery patii do skupiny stimulanti, ale zaroven je 1 slozkou nékterych 1écivych ptipravkai.
Antiepileptikum karbamazepin nebyl po tfech hodindch v Cisté vod¢ detekovan v plazmé ani
Ujedné ryby, puvodni koncentrace po odlovu 0,049+0,011 ng/ml (detekovano u 11 z 15
testovanych individui) klesla pod rozmezi limitu kvantifikace 0,023-0,030 ng/ml. Kromé
koncentraci 1é¢iv byl ovlivnén i metabolom ryb (Giebuttowicz a kol., 2024, p¥iloha 10; vice
v kapitole 2.3). Ztéto studie muzeme dovodit, ze nejvhodné&jS$im piistupem k ziskani
spolehlivych vysledkti 0 bioakumulaci 1é¢iv v rybi plazmé je odbér plazmy hned po odlovu bez

jakychkoliv prodlev ¢i pfechovani v ¢istém médiu.

2.2.Sledovani léciv ve vodnich organismech

Ptechodovym stupném mezi plné kontrolovanym laboratornim testem a terénni studii je
mesokosmové méfitko. V praci Grabicova a kol. (2024, priloha 3) jsme osidlili venkovni
mesokosmové bazény nékolika druhy vodnich bezobratlych s rozdilnou preferenci potravy —
rozkladace (beruska vodni Asselus aquaticus), filtratory (mlze druhu Pisidium), spasace (mlze
druhu Lymnaea a Planorbarius) a predatory (pijavky Hirudinea, larvy vazek Anax, Libellula
a Zygoptera a znakoplavky Notonecta). Do poloviny bazénii byla jednorazové pridana smeés 15
1é¢iv na environmentalné relevantnich koncentracich (20-500 ng/l), tento pfidavek simuloval
napf. situaci u tini nebo rybniki, kam se pfi jarnim tani nebo napusténi dostane voda a pak uz
je tento utvar oddéleny od napajeni. Kromé vlivu znecisténi byl sledovan i vliv klimatickych
zmén, a to zvySenim teploty o +4 °C oproti okolni teploté. Uspofadani jednotlivych

experimentalnich bazénl je uvedeno na obrdzku 3. Poprvé probihal experiment v chladném
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obdobi roku (fijen az bfezen), podruhé v teplém (Cerven az srpen). Na konci experimentu byl

makrozoobentos vzorkovan.
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Obrazek 3. Usporadani experimentalnich mesokosmovych bazéni.

Zkratky: C ... kontrolni mesokosm, T ... experimentdalni mesokosm s jednordazovym pridavkem smési
15 léciv, L ... okolni teplota, H ... teplota zvyseni o +4 °C oproti teplote L, 1-7 ... pocet replikatii v dané
skupiné. Prevzato z Grabicova a kol. (2024).

Nejvyssi celkova koncentrace ptidanych 1é¢iv a jejich metaboliti byla nalezena ve vodnich
beruskach, coby zastupce detrivort (rozkladacii). Nejcasteji nalezenym lé€ivem byl tramadol,
ktery byl nalezen v sedmi z osmi analyzovanych druht v chladném obdobi a tfech ze C&tyf
analyzovanych druht v letnim obdobi, dale karbamazepin a telmisartan. Naopak néktera léciva
bioakumulovala pouze v nékterych druzich, naptiklad atenolol a N+O-desmethyltramadol
Vv beruskach, lamotrigin a O-desmethylvenlafaxin v mlzich Planorbarius ¢i antibiotikum
trimethoprim v pijavkach. Nejvétsi pocet 1é¢iv (6-8) byl nalezen v mlzich Planorbarius,
beruskach a larvach vazek Libellula. Porovnani bioakumulace v chladném a teplém obdobi bylo
mozno pouze u tfi druhi, a to berusek, mlzii Planorbarius a znakoplavek. Z nasich vysledkt
vyplyva, Ze 1 jednordzovy pridavek 1é¢iv ma dlouhodoby vliv na jejich pfitomnost ve vodnich

bezobratlych. Bioakumulace zavisi na druhu vodniho organismu (i diky zptisobu piijmu
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potravy) a na teploté. Sezéna (chladné versus teplé roc¢ni obdobi) ma ale vétsi vliv nez
simulovan¢ klimatické zmény (navysSeni teploty o +4 °C).

Dalsi studie tykajici se vodnich bezobratlych byla zaméfena na bioakumulaci léciv
piitomnych ve vy¢isténé odpadni vodé ve dvou druzich chrostik (Limnephilus a Oligotrichae)
a jednom druhu jepic (Siphlonurus). Sledovana byla vyvojova stadia larva a dospélec,
U chrostikt 1 stddium kukly. 15 riznych 1éCiv a jejich metabolit bylo nalezeno v alespon jedné
matrici v rozmezi celkové koncentrace 6,0 — 66 ng/g (obrazek 4).

Profil bioakumulovanych 1é¢iv byl rozdilny mezi druhy a vyvojovymi stadii. Pouze
telmisartan byl nalezen ve vSech druzich 1 stadiich, s maximalnim BAF pouze 13. Nejvyssi
BAF byl ziskdn pro norsertralin, ale vSechny hodnoty byly nizs$i nez 500, coz neznaci
bioakumulaci, ale jen rovnovazny stav mezi piijmem, metabolickou pfeménou a vylouc¢enim.
U nékterych 1é€iv byla pozorovana bioamplifikace (nartst koncentrace ve vy$§im vyvojovém
stadiu oproti niz§imu) — jednalo se o karbamazepin, sertralin a jeho metabolit norsertralin,
venlafaxin v chrosticich. V jepicich méla vSechna 1é¢iva vys$§i koncentraci v larvach
vV porovnani s dospélci. Neéktera 1éciva se bioakumuluji nejen ve vodnim hmyzu, ale
i v dospélcich Zijicich mimo vodni prostiedi, ¢imz mize dochazet K ptenosu kontaminace

vodniho prostiedi do prosttedi terestrialniho.

20



Koncentrace |éCiv a jejich metabolitl v

bezobratlych
70 L .
5 [OCetirizin [@ Citalopram
9 W Irbesartan W Karbamazepin
60 @ Kofein W Lamotrigin
W Metoprololova kys. m Norsertralin
W Sertralin O Telmisartan 6
50 O Teofylin M Tramadol
M Trimethoprim O Venlafaxin (VEN)
B VEN-O-desmethyl
40
00 7
—
[=T1]
c
30
4
20 -
2
; - ]
<0 g X 30 2o x N° ox
N \L_S*' Qe} @& \{_S*‘ Qe} @& Q&
~ \’z O‘) 0’ Oz bOc) C7’ bocﬁ
N o’ %’

Obrazek 4. Celkova koncentrace léciv a jejich metabolitii v jednotlivych vyvojovych stadiich chrostikii
a jepic exponovanych vycisténé odpadni vode.

Zkratky: L ... chrostik Limnephilus, O ... chrostik Oligotrichae, S ... jepice Siphlonurus. Cisla nad
sloupci znaci pocet léciv nalezenych nad limitem kvantifikace. Zpracovano na zakladé dat
publikovanych v Let a kol. (2025).

S dal§imi studiemi jsme se presunuli do realného prostiedi.

Nejprve jsme sledovali bioakumulaci cizorodych latek v bezobratlych a rybach v deseti
tocich Ceské republiky. Vybrané toky byly méné (napt. Ohie, Otava), vice (napt. Vltava, Labe)
¢i velmi (napf. Bilina, Svratka) ovlivnéné vycisténou komundlni vodou. Vzorkovani vodnich
organismil probéhlo ve spolupraci Ceského hydrometeorologického ustavu (CHMU) v ramci

kazdoro¢niho monitoringu. Ve studii Grabicova a kol. (2022b, p¥Filoha 5) byla bioakumulace
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1é¢iv a jejich metabolitil z riiznych terapeutickych tfid stanovovana v bentosu (larvy chrostikd,
pijavky, mlzi ¢i larvy vazek — odebrany druh zévisel na dostupnosti druhu v dané lokalité),
vmlzich druhu slavicka mnohotvarna (Dreissena polymorpha, slavicky pochazejici
Z nezatizené lokality byly v dané lokalité¢ exponované v klecich po dobu dvou mésicii),
V juvenilnich rybach a v plazmé€ a svaloviné dospélého jelce tlouSté. Kromé bioty jsme
na danych lokalitich exponovali pasivni vzorkovace (POCIS, Polar Organic Chemicals
Integrative Samplers). Porovnani detek¢nich frekvenci 1é¢iv nalezenych V jednotlivych
matricich je uvedeno na obrazku 5. Nejvice 1é¢iv na nejvétsim poctu lokalit bylo detekovano
v extraktech pasivnich vzorkovacl, dale v bentosu a slavickach, pak v juvenilnich rybach
anejméné pak v plazmé a svaloving tlousté. Trend zneCiSténi byl v obou matricich (biota

a pasivni vzorkovace) podobny.
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Obrdazek 5. Detekeni frekvence [%] 1éciv a jejich metabolitii V jednotlivych vzorkovanych matricich
(zahrnuta léc¢iva nalezend alesporn v jedné biologické matrici). Zpracovino na zdkladé dat
publikovanych v Grabicova a kol. (2022b).
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Voln¢ Zijici bezobratli a exponované slavicky bioakumulovali vétsi pocet 1éCiv v celkové
vysSi koncentraci v porovnani s juvenilnimi rybami a vybranymi tkdnémi dospélych ryb.
Sertralin a jeho metabolit norsertralin byl nalezeny v nejvy$$i koncentraci ve slavickach
exponovanych ve Svratce (83 a 43 ng/g), telmisartan v bentosu pochazejiciho z Vltavy
(31 ng/g) a citalopram v homogenatu celych tél juvenilnich ryb odlovenych ve Svratce (3,5
ng/g). V plazmé a svaloviné dospélych jelct byla nalezena 3-4 1é¢iva na koncentra¢ni hladiné
limitu kvantifikace. Bioakumulace 1é¢iv je druhové zavisla, organismy na nizsi trofické trovni
(jako je bentos, trofickd uroven ale nebyla potvrzena stabilni izotopovou analyzou)
bioakumulovaly vice 1é¢iv nez ryby z vyssi trofické trovné. Klecova expozice slavicek
ptedstavuje vhodny pfistup ke zhodnoceni bioakumulace v organismech na nizsi trofické
urovni i z duvodu porovnani stejného druhu mezi lokalitami, coz sbérem volné zijicich
bezobratlych nemusi byt zajisténo.

Dalsi celorepublikova studie byla zamétena na sledovani pouze psychoaktivnich latek ve
vodé (pasivni vzorkovace, bodové odbéry vody) a bioté¢ (smeésné homogenaty celych tél
juvenilnich ryb a vybrané tkan¢ dospélcu jelce tlousté, Grabicova a kol., 2020a, priloha 6).
Z hlediska koncentrace 1éciv a jejich metaboliti ve vodé (vzorkovani pomoci pasivnich
vzorkovacl) byly nejvice zneCisténym tokem Litavka a Bilina (>1400 ng/POCIS), feky
S nizkym pratokem, dale pak Odra a Svratka, kam usti vyciSténa odpadni voda z velkych mést
(Ostrava a Brno). Ackoli do Vltavy Usti vycisténd odpadni voda z hlavniho mésta, diky
vysokému pritoku neni Vltava pod Prahou tolik zatizena (<400 ng/POCIS). Pfi porovnani
koncentrace analyzovanych cizorodych latek ziskanych bodovymi odbéry a pasivnim
vzorkovani byl nalezen statistiky vyznamny vztah mezi témito dvéma pfistupy. Jedinou
vyjimkou byla Svratka, kdy koncentrace z bodovych odbérti vody byla mnohem niZsi nez
koncentrace v extraktech pasivnich vzorkovaci, coz bylo zpuisobeno nejspiS nestabilnim

pratokem ve Svratce zpiisobenym vodni elektrarnou.
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V biot¢ bylo nalezeno Sest z 19 analyzovanych psychoaktivnich latek, dva selektivni
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI, sertralin, citalopram a jeho metabolit
N-desmethylcitalopram), dva inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a norepinefrinu
(SNRI, venlafaxin a jeho metabolit O-desmethylvenlafaxin) a jedno tricyklické antidepresivum
(mirtazapin), nicméné BAF byly niz§i nez 500 pro vSechny nalezené latky ve vSech
biologickych matricich. Sertralin byl nalezen v mozcich ryb ze vSech testovanych lokalit
s vyjimkou horniho toku Vltavy, kter4 je lidskou ¢innosti zatim ovlivnéna jen malo.

Pasivni vzorkova¢ by mél napodobit biodostupnost s pfistupem 3R (replacement, reduction,
refinement, Kern, 2014) zivych organismi. Ale pasivni vzorkovac¢e nemusi piesné nahrazovat
mechanismus, frekvenci a trvani doby expozice vodnich organismi, a tim i zhodnoceni
ovlivnéni celého ekosystému. Navic membranou pasivniho vzorkovace projdou jen ¢éstice do
velikosti 0,1 pum, tudiz ziskdme informace jen o frakci sloucenin ve vodé rozpusténych c¢i
adsorbovanych na mensi &astice. Zadny statisticky vyznamny vztah mezi koncentraci 1é¢iv
a jejich metabolitl v pasivnich vzorkovacich a jednotlivych tkanich ryb nebyl nalezen. Ptic¢inou
by mohla byt rozdilna rychlost v piijmu cizorodych latek, jejich distribuci, metabolismu
a eliminaci a také véku ryb. Pasivni vzorkovace se tedy nezdaji byt vhodnou ndhradou vodnich
zivocicht z hlediska vyskytu cizorodych latek v bioté. Nicméné mohou pomoci pii hodnoceni
rizika.

Pritomnosti psychoaktivnich latek ve vodnim prostiedi jsme se zabyvali 1 v dal$i studii
(Grabicova a kol., 2017, p¥iloha 7), kdy jsme odlovili pstruhy obecné z horniho toku Zivného
potoka, oznacili je, cast presadili do stejného toku, ale pod misto, kam usti vycisténa odpadni
voda (exponovana skupina). Druhou cast jsme ponechali na pivodnim misté¢ (kontrolni
skupina). Pramérny roéni pritok v Zivném potoce je 39 I/s, pritok vy¢isténé odpadni vody je
pramérné 70 1/s, vycisténa odpadni voda je tedy vyznamnym pfispévovatelem do tohoto toku.

Ryby jsme vzorkovali po jednom, tfech a Sesti mésicich od ptesazeni. Vyhodou tohoto piistupu
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byl fakt, Ze i) pstruzi pochazeli z toku (byli tedy na tok adaptovani a odpadl vliv transportu),
il) diky znaceni nemuseli byt exponovani jedinci Vv klecich (nebyli tudiz ve stresu, mohli
piijimat potravu a my jsme mohli zhodnotit bioakumulaci a ne jen biokoncentraci jako
Vv piipadé laboratorni expozice), iii) diky uspofadani lokality (jezy, bariéry) bylo zndmé i misto
i Cas expozice a Iv) pstruzi byli exponovani v realném toku readlnym koncentracim (ne jen
vybrané smési jako v piipadé laboratornich experimentil). Casovy priibéh bioakumulace

a zatizeni jednotlivych orgdni je zndzornén na obrazku 6.
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Obrazek 6. Celkova koncentrace psychoaktivnich [éciv v jednotlivych tkdnich pstruha obecného
exponovaného v Zivném potoce ovlivnéném vycisténou odpadni vodou. Zpracovino na zdkladé dat
publikovanych v Grabicova a kol. (2017).

Bioakumulace téchto latek je zavisla na organu/tkani, nejvyssi zachyt byl zaznamenan

V ledvinéch a jatrech, mensi pak v mozku, svaloviné a plazmé exponovanych ryb. V jatrech,
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mozku, svaloviné a plazmé doslo k poklesu celkové koncentrace s nartstajici dobou expozice,
coz bylo pravdépodobné zpusobeno aktivaci obrannych mechanismt ryb (Koubova a kol.,
2025; Koubova a kol., 2022). V ledvinach doslo k narustu koncentrace po tiech a 18 mésicich
expozice v porovnani s prvnim odbérem po jednom mésici, coz naznacuje zpozdénou eliminaci
¢i velmi nizké vyluCovani moci. V mozku ryb byl nalezen pouze sertralin, ktery byl také
nalezen v mozku jelce tloustd ze viech vzorkovanych lokalit CR (Grabicova a kol., 2020a). Pro
ncktera 1éciva (tramadol a venlafaxin) odpovidal ziskany BAF (expozice ptfes vodu i pies
potravu) piedpovézenému BCF (expozice pouze pies vodu; obrazek 4 v publikaci Grabicova a
kol. (2017), ptiloha 7), coz odpovida hlavni expozi¢ni cesté biokoncentraci z vody (jejich
koncentrace ve vodé¢ byla nejvyssi ze vSech analyzovanych). Naopak BAF pro citalopram,
mianserin, mirtazapin a sertralin byly vyssi nez BCF, z ¢ehoz plyne vyznamny podil potravy
na jejich bioakumulaci.

Posledni studie tykajici se bioakumulace byla zaméfena na ryby piesazené do rybnika
Cezarka, ktery slouzi jako docisfovaci nadrZ (terciarni &i§téni) pro vycisténou odpadni vodu
(Grabicova a kol., 2020b). V tomto rybnice byly po dobu Sesti mésicti exponované dva druhy
ryb, kapr obecny (vSezravec) a candat obecny (rybozravy predator). Bioakumulace 1é¢iv a jejich
metabolitl byla sledovdna nejen v jednotlivych tkanich téchto ryb, ale i v homogenatu
stievlicky vychodni (potrava candéta) a planktonu (¢ast potravy kapra). Nejvice 1é¢iv (26) bylo
nalezeno v planktonu (nizsi troficka troven) s celkovou koncentraci 290 ng/g (telmisartan
72 ng/g, citalopram 66 ng/g, N-desmethylcitalopram 25 ng/g). V homogenatu stievlicky bylo
nalezeno 12 IéCiv s celkovou koncentraci 16 ng/g (telmisartan 9,4 ng/g). V kaprovi bylo
detekovano devét 1éCiv a v candatovi jedenact. Nejvyssi celkova koncentrace v kaprovi byla

nalezena v jatrech, zatimco u predatora candata v ledvinach (obrazek 7).
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Koncentrace |éCiv a jejich metabolittiv rybach
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Obrazek 7. Koncentrace léciv a jejich metabolitii v jednotlivych organech tii druhii ryb 6 mésicii
exponovanych v rybniku Cezdrka, Vodiiany.

Zkratky: K ... kapr obecny, Ca ... canddt obecny, A ... amur bily. Prevzato z Grabicovad a kol. (2020b)
a nepublikovana data.

Svalovina ryb byla zatizena 1é¢ivy nejméné, s celkovou rezidudlni koncentraci do 2,0 ng/g,
coz je dobra zprava pro akvakulturu a konzumenty ryb. Néktera 1é¢iva byla nalezena v obou

druzich

(citalopram a venlafaxin

N-desmethylcitalopram, sertralin, telmisartan,
a O-desmethylvenlafaxin), jind byla orgdnové (atenolol, metoprololova kyselina) a druhovée
(atenolol a jeho metabolit metoprololova kyselina a tramadol byly nalezeny jen v kaprovi,
pouze v candatovi azithromycin, donepezil, haloperidol, karbamazepin a verapamil) specificka.

Bioakumulace byla sledovana i v amurovi bilém (Ctenopharyngodon idella, zastupce
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bylozravych ryb), ktery byl exponovan stejnou dobu, ale v jiném roce. Celkova koncentrace
V jednotlivych tkanich bylozravého amura byla niz$i v porovnani se vSezravym kaprem
i predatorem candatem (obrazek 7). Tyto vysledky podporuji teorii, ze bioakumulace je zavisla

i na druhu piijimané potravy.

2.3.Zmény metabolomu zpusobené vlivem léciv

Posledni dva ¢lanky této habilitac¢ni prace se tykaji vlivu 1é¢iv na metabolom a exposom
vodnich organismu. Sledovali jsme tedy jednak odpovédi endogennich metaboliti a jednak
cizorodé latky, které se do organismu dostaly expozici pfes vodu a/nebo potravu.

Cilena LC-HRMS analyza pro ziskani koncentrace znamych analytti byla provedena v PRM
(paralel reaction monitoring) modu se seznamem molarni hmotnosti ku néaboji (m/z)
pozadovanych analytd. V tomto rezimu byla ziskdna data ve vySe uvedenych publikacich
(ptilohy 1-8). Pro ziskani dat pouzitych pro metabolomické studie byly vyextrahované vzorky
bioty analyzovany necilenou analyzou, tzn. pomoci LC-HRMS ve full-scanu, v pozitivnim
I negativnim ioniza¢nim modu. Data byla nasledné zpracovana pomoci Compound Discoverer
softwaru (verze 2.0 ¢i 3.1, Thermo Fisher Scientific, pracovni postup 1). Na zakladné diferen¢ni
analyzy byl vytvofen seznam m/z podezielych kandidati, ktery byl pouzit pti nasledné
LC-HRMS analyze ve full-scan a PRM moddu. Ziskana data byla znovu zpracovana pomoci
Compound Discovereru (pracovni postup 2). Schéma postupné analyzy vzorku je uvedeno na

obrazku 8.
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Vzorky bioty
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Obrazek 8. Schéma analyzy Vzorkii pri cilené a necilené analyze.

Ve studii publikované v ¢lanku Horky a kol. (2021, priloha 9) jsme jednoleté pstruhy
obecné exponovali environmentalné relevantni koncentraci 1 pg/l metamfetaminu, nelegalné
pouzivané droze. Po 0smi tydenni expozici ndsledovala faze depurace, kdy byly ryby odebrané
po 2, 4, 6, 8 a 10 dnech. Kromé& pokusti chovani zamétené na preferenci proudu
s metamfetaminem ¢i bez néj, byl odebran a analyzovan mozek. Na zaklad¢ diferencni analyzy
byly ziskany vyznamné zvySené a sniZzené signaly, pocet téchto signalii se vzristajici dobou
depurace klesal. Po dvoudenni depuraci bylo nalezeno celkem 210 signald, po desetidenni
expozici pouze 36 signald. Nejvyssi rozdily v metabolomu mozku exponovanych ryb
V porovnani s kontrolnimi byly pozorovany v prvnich ¢tyfech dnech depurace, coz je vidét
z grafu analyzy zékladnich komponent (PCA) na obrazku 9. Exponované ryby po desetidenni

depuraci mély v grafu stejnou pozici jako kontrolni ryby. I rychlost metabolismu byla rozdilna
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mezi jednotlivymi rybami, coz lze zhodnotit 1 koncentraci amfetaminu, aktivniho metabolitu
metamfetaminu, v mozku ryb béhem depurac¢ni faze (obrazek 10). V Case klesala nejen
koncentrace amfetaminu, ale i jeho frekvenc¢ni detekce. Po dvou dnech depurace byl amfetamin
piitomen nad limitem kvantifikace u vSech analyzovanych ryb, po ¢tyfech dnech u 75 % ryb,

po 6 a 8 dnech jen u 50 % a po deseti dnech pouze u jednoho jedince (13 %).

Exponované a zavislé Kontrolni
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Obrazek 9. Analyza zakladnich komponent (PCA) vysledkii diferencni analyzy u kontrolnich
a exponovanych ryb v depuracni fazi (2., 4.- a 10. den depurace); byly zahrnuty pouze statisticky
vyznamné rozdilné signdly z 2. dne depurace (p <0,05, minimdlné dvojndasobny rozdil v intenzité signdlu
mezi kontrolni a exponovanou skupinou). Prevzato z Horky a kol. (2021).
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Koncentrace amfetaminu v mozku ryb
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Obrazek 10. Koncentrace amfetaminu (prumér a smérodatna odchylka) v mozku exponovanych ryb
vV prithéhu  depuracni faze. Cisla nad sloupci znaci pocet ryb s koncentraci nad limitem
kvantifikace/vsech analyzovanych v dané skupine. Zpracovano na zakladé dat publikovanych v Horky a
kol. (2021).

V ramci studie zabyvajici se spravnym vzorkovanim (Grabicova a kol., 2022a, pfiloha 2)
jsme se zabyvali 1 zménou metabolomu a exposomu v plazmé ryb odebrané hned po odlovu, za
tii a 20 hodin po pfemisténi do Cisté vody (Giebultowicz a kol., 2024, p¥iloha 10). Do
diferen¢ni analyzy byla zahrnuta full-scan data ziskana ze dvou analytickych kolon — Hypersil
Gold aQ (50 x 2,1 mm, 5 pm ¢astice) a Syncronis HILIC (50 x 2,1 mm, 3 pum castice, ob¢
Z Thermo Fisher Scientific). Kolona typu HILIC dobie separuje vysoce polarni a iontové
slouceniny, zatimco kolona Hypersil Gold aQ piedstavuje chromatografii na reverzni fazi
a dobfe separuje stiedné polarni az nepolarni analyty. Separace na téchto dvou kolonach se
doplnuje a dochazi k pokryti Sirokého spektra latek. Z celkovych 12 904 signalti/sloucenin jich

bylo 6143 statisticky vyznamné rozdilnych (p <0,01) mezi testovanymi skupinami.
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U 1549 signalti plocha piku pozvoln¢ klesala s ¢asem odbéru, u 314 signali byl s Casem
pozorovan naopak nartst plochy piku. Na Schymanski urovni jistoty identifikace 2 a 3
(Schymanski a kol., 2014) bylo identifikovano 45 endogennich metabolitd a 9 cizorodych latek
(p <0,01, minimaln¢ ¢tyinasobny rozdil v intenzité signalu mezi skupinami).

Z cizorodych latek byla v plazmé nalezena napiiklad kyselina skoficova a jeji metabolit
4-hydroxyskoficovd kyselina (pouzivané v kosmetice) ¢i primyslové inhibitory koroze
asurfaktanty  (2-ethylhexylsulfat, N-3,7-dimethyl-2,6-oktadienylcyklopropylkarboxamid,
5-ethyl-2-hydroxyfenylhydrogensulfat, 6-chloro-5-methyl-1H-benzotriazol a triethanolamin).

Necilenou analyzou bylo potvrzeno ovlivnéni metabolickych drah biotinu, purint, mastnych
kyselin a jejich derivatl, glycerofosfolipidd, steroidl a sfingolipidii. Tyto zmény mohou byt
zpusobeny jednak expozici vyc€iSténé odpadni vodé (vysledky naznacuji poruchy jaternich
buné¢k, nebot’ v jatrech dochazi k metabolické pfeméné cizorodych latek), ale také oxidativnim
stresem, ktery mohl byt vyvolan manipulaci s rybami a jejich naslednym ptesazenim do

nezndmého prostredi.
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3. Zavéry
3.1.Vyznam vysledkii pro védni obor a moZnosti dalS§iho vyzkumu

Vyvinutad vysoce citliva a selektivni metoda pro detekci 1éCiv a jejich metabolitii v rybich
tkanich (pfiloha 1) vyrazné pfispéla k moznostem analyzy téchto sloucenin ve vodnich
organismech. Tato extrakéni a analyticka metoda byla vyuzita v dalsich studiich (pfilohy 3 az
9), které pomohly zaplnit mezery ve znalostech bioakumulace 1é¢iv v rybach a bezobratlych.
Prace pojednavajici o bioakumulaci 1é¢iv v divokych pstruzich obecnych (piiloha 7) byla od
jejiho publikovani citovana 171. Také publikace uvedené v piilohach 6 a 8 jsou vzhledem
k relativné nedavné publikaci (2020) citovany pomérné Casto (46 a 40 citaci). Tyto publikace
vyznamné piispély k vytipovani relevantnich sloucenin, které se nachazeji ve vodnich
organismech zijicich v redlnych vodnich ekosystémech, a néslednému studiu jejich vlivu na
vodni organismy.

Prace o vlivu zpozdéného odbéru vzorku na koncentraci 1é¢iv a per— a polyfluorovanych
sloucenin a na metabolom ryb (ptilohy 2 a 10) dokladaji zasadni vyznam vzorkovani pro
dosazeni divéryhodnych vysledkd. Pro monitorovani vodniho prostiedi je tedy nezbytné pouzit
relevantni vzorkovani a také co nejjednodussi, rychlou a spolehlivou metodu pro ptipravu
a analyzu vzorki biologické matrice. Zasadni informace pro organizaci monitoringu ¢i obecné
pro navrh experimentu, ktery zahrnuje vice sloZzek vodniho prostfedi, pak byly prezentovany
Vv publikacich prezentovanych jako pfilohy 5, 6 a 8. V téchto publikacich jsou doloZeny rozdily
mezi trofickymi urovnémi i mezi druhy bezobratlych.

V nejnovejSich pracich (ptilohy 3 a 4) jsou prezentovany vysledky experimenti zaméfenych
na bioakumulaci cizorodych latek na rizné druhy vodnich bezobratlych. Vétime, Ze tyto prace
ptispéji k vétsimu pochopeni realnych ekosystému, expozi¢nim scénaitim a nasledné také ke

zméné v pristupu hodnoceni rizik zptisobenych léCivy.
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Z hlediska smérovani dal§iho vyzkumu je perspektivnim zaméfenim necilend analyza
(necileny screening) pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostné-spektrometrickym
detektorem. Po analyze snaslednym vyuzitim specializovaného softwaru (Compound
Discoverer, Thermo Fisher) lze ziskat nejen pocet vyznamné zvySenych a snizenych
signali/latek, pomoci nichZ lze popsat intenzitu a kinetiku zmén, ale také je mozné jednotlivé
latky identifikovat a ziskat informace o zménach na urovni metabolickych drah. Tato metoda,
aplikovana v publikacich uvedenych jako pfilohy 9 a 10, ukazuje dulezitost Sir§iho zaméfeni
analyz biologickych vzorki nez jen na latky pfitomné ve vodé. V ¢lanku v ptiloze 9 je doloZena
zména chovani s koncentraci nikoliv latky, které byla ryba exponovana, ale s koncentraci jejiho
metabolitu. Tato prace tak narusuje dogma modelu Huggetta a kol. (2003), ze efekt je mozné
odvodit od koncentrace dané latky v rybi plazmé. Necilend analyza metabolomu a exposomu,
je moznosti, jak vysvétlit efekt expozice vodnich organismil cizorodym latkdm nejen

v laboratornim, ale i v terénnim métitku experimentu.

3.2.Vyuziti dosazenych vysledkii pri vyuce

Teoretické 1 praktické poznatky ziskané pii feSeni prezentované problematiky byly
zaClenény do pfedmétu ,,Chemie Zivotniho prostfedi vyufovaného v rdmci navazujiciho
magisterského studia oboru ,,Rybafstvi a ochrana vod“ a do pfedmétu ,,Environmentélni
analyticka chemie® urc¢eného pro studenty doktorského studia ,,Ochrana vodnich ekosystému
vyucovaného v ¢eském i anglickém jazyce. V ramci praktickych cvi€eni si studenti pfipravi
a zanalyzuji vlastni vzorky a poté vypocitaji a interpretuji vysledky, coZ jim ptibliZi praci v nasi
laboratofi.

V tomto usporadani (teoreticky uvod a laboratorni praxe) je tato problematika prezentovana
I sttedoskolskym studentim v ramci jednodennich ¢i vicedennich kurz (napf. Juniorska

univerzita, exkurze ceskobudéjovického Gymnazia Jirovcova v ramci Seminafe z chemie,
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exkurze stfedoskolskych fesiteli Korespondencniho Seminafe Inspirovaného Chemickou
Tématikou poiadanou Pfirodovédeckou fakultou Karlovy univerzity ¢i spoluprace pii feSeni
maturitnich praci).

Na ziskani vysledkii publikovanych v této praci se podileli 1 studenti doktorského studia
MSc. Maria Eugenia Sancho Santos (pfiloha 9) a Ing. Adam Boiik (pfiloha 1), jimz byla autorka
této prace konzultantkou. Do ptipravy a analyzy vzorki byla zapojena i studentka bakalarského

studia Veronika Lexova.

3.3.Vyuziti dosaZenych vysledkii pro praxi

Vyvinuta a validovana metoda pro analyzu Sirokého rozsahu 1é¢iv v biologickych vzorcich
byla pouzita v kontrahovaném vyzkumu zaméfeném na rozsahly screening novych polutantd
(vCetné 1é¢iv) naptic¢ slozkami Zivotniho prostiedi. Tento projekt jsme realizovali v konsorciu
s mezinarodni spole¢nosti COWI AB a statnim podnikem Povodi Labe pro Norsky ufrad
zivotniho prostiedi (NEA), jehoz vysledky jsou vetejné dostupné na jejich webovych strankach
(m21063.pdf, m10632.pdf).

Studie uvedené v piilohach 5 a 6 byly realizovany ve spolupraci s CHMU a ziskané vysledky
byly implementovany do strategie vzorkovani biotickych matric, které CHMU provadi.

Vysledky experimentd, zvlasté téch, které jsou zamétené na monitoring znecisténi, jsou
pravidelné piednaSeny na konferencich pro odbornou vefejnost a publikovany V profesné

zamé&fenych periodicich (Vodni hospodafstvi).
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6. Cesky abstrakt

Grabicova, K., 2025: Vliv komunalniho znec€iSténi na vodni organismy se zaméfenim na
bioakumulaci a metabolom. Habilitagni prace, Jihoeska univerzita v Ceskych Budgjovicich,

Fakulta rybafstvi a ochrany vod, Vodnany: 155 s.

Piedlozena habilitacni prace je tvorena souborem deseti komentovanych publikaci. Prace je
rozdé€lena do tii ¢asti. Prvni ¢ast je vénovana vzorkovani a vyvoji extrak¢ni a analytické metody
pro analyzu 1éCiv a jejich metabolitd. V druhé Casti je popsano pouziti této metody pro
zmapovani bioakumulace téchto cizorodych latek ve vodnich organismech na rizné trofické
urovni. Tteti ¢ast je zaméfena na necileny screening biologickych vzorki ziskanych po expozici
ryb mikropolutantim.

V habilitacni praci je dolozena dulezitost vzorkovani a pouziti vhodné extrakeni a analytické
metody pro ziskdni vérohodnych vysledkili. Pro potieby analyzy spravné odebranych vzorka
byla vyvinuta relativné jednoducha multirezidualni analytickd metoda vyuZzivajici kapalinovou
chromatografii s vysoko-rozlisujici hmotnostné-spektrometrickou detekci.

V praci jsou zdokumentovany hladiny 1é¢iv a jejich bioakumulace v zavislosti na typu
matrice, na druhu organismu i na trofické urovni. Vysledkem mesokosmovych experimentii
pak bylo doloZeni vlivu teploty prostiedi na proces bioakumulace.

Necilena analyza je nove pouzivany pfistup ke zhodnoceni vlivu znecis§téného prostiedi na
vodni organismy — at’ uz v jednodus$$im porovnani zménénych signali ziskanych zpracovanim

dat ¢i v konkrétni identifikaci endogennich metabolitli a exogennich latek.

Kli¢ova slova: bioakumulacni faktor, hmotnostni spektrometrie, kapalinova chromatografie,

1€¢iva a jejich metabolity, necileny screening, ryby, vodni bezobratli, vy¢isténa odpadni voda
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7. Anglicky abstrakt

Grabicova, K., 2025: The effect of communal pollution on aquatic organisms with a focus on
bioaccumulation and metabolome. Habilitation thesis, University of South Bohemia in
Ceské Budgjovice, Faculty of Fisheries and Protection of Waters, Vodiany: 155 p. (in

Czech)

The presented habilitation thesis is an annotated set of ten publications. The thesis is divided
into three parts. The first part is devoted to sampling and developing an extraction and analytical
method for analysing pharmaceuticals and their metabolites. In the second part, the use of this
method for mapping the bioaccumulation of these micropollutants in aquatic organisms at
different trophic levels is described. The third part is focused on non-targeted screening of
biological samples.

The importance of proper sampling is discussed in the thesis. Using an appropriate method
for obtaining reliable results resulted in the development of robust multiresidual liquid
chromatography with a high-resolution mass spectrometry analytical method.

The concentration of pharmaceuticals and their bioaccumulation was shown to be dependent
on the type of matrix, the organism species and the trophic position.

Non-targeted analysis was proposed as a new approach to assessing the impact of a polluted
environment on aquatic organisms — whether in a simpler comparison of down- or up-regulated

signals or sophisticated identification of endogenous metabolites and exogenous substances.

Keywords: aquatic invertebrates, bioaccumulation factor, fish, liquid chromatography, mass
spectrometry, pharmaceuticals and their metabolites, non-targeted screening, treated

wastewater
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8. Podékovani

Moc dékuji své rodin€ za podporu, toleranci a pomoc. Mam vas moc rada!
Kolegim z LECHB a obecné z FROV JU dékuji za skvélou spolupraci a pratelskou

atmosféru na pracovisti. Rada tu pracuji!

Tato prace mohla vzniknout diky studiim finanéné podpofenym nasledujicimi
poskytovateli a projekty:
e Ministerstvo $kolstvi mladeze a télovychovy Ceské republiky, OPVaVpl — projekty
CENAKVA CZ.1.05/2.1.00/01.0024 a LM2018099
e Grantovd agentura Ceské republiky (GACR), projekty 15-04258S, 16-06498S,
18-15802S, 20-04676X, 20-09951S, 20-16111S
e Ministerstvo zemédélstvi Ceské republiky vramci projektt NAZV, projekt
QK21020080

e Grantova agentura Jiho&eské univerzity v Ceskych Budg&jovicich, projekt 012/2016/Z
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