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1. Uvod



Slune&ni z&eni je naprosto nezbytnyfgapoklad pro zachovani Zivota na

Zemi a zarove nejvyznamgijSim zdrojem energie. Solarni radiaciizeme podle
vinovych délek rozéit do nékolika oblasti. \étSinu biologickych dGinki méa oblast
vinovych délek 280-800nm,figemz pasmo 280 az 320nm se nazyvéerzan
stredrevinnym ultrafialovym (UVB), 320 aZz 400nm dlouhovim ultrafialovym
(UVA) a pasmo 400 az 700nmizaim viditelnym (VIS). Tzv. UVC z&ni o vinové
délce sahajici od 100 do 280nm se do biosféry né@ddsje odfiltrovano vrstvou
ozOnu pitomnou v dolni ¢asti stratosféry. Infigervena radiace 1) vy3Sich
vinovych délek (2,5-14tm) ma @&inky tepelné.

VSechny organismy jsou vSak také vystaveny SkodiivyiEinkam
jednotlivych sloZzek slurmiho zdeni. Clovék svou ¢innosti vytvdi razné latky,
které zmisobuji vznik ozénovychd, tj. zterfeni ochranné vrstvy, nasledkeehoz
se k Zemi dostava vice UV papiiskoton UV zé&eni nese mnohem vice energie nez
fotony ostatnich vinovych délek. Toto vysokoeneigiet z&eni je schopno poskodit
mnoho biologickych materiél Navic miZze vyprovokovat série reakcifi kterych
vznikaji tizné reaktivni formy kysliku (ROS = Reactive Oxydecies), jeZisobi
oxidativni stres bikdm i tkanim. DalSi @lezitou vlastnosti UV zZ&ni je jeho
vSudygitomnost. Organismy jsou &l své zavislosti na si#le nevyhnuteld
vystaveny Skodlivému #éni. Roviz mize kombinace efekt UV z&eni s
ostatnimi faktory Zivotniho prastdi vést k zesilenyméinkam; prikladem niize byt

aktivace organickych polutahnti fotosensitizace.

Fotosensitizace je proces kdy latka zvana fotobdizéAtor dokaze
absorbovat z&ni a na #Zi vystavené slurimimu zdeni zprostedkuje reakci. Mezi
fotosenzibilizatory séadi rektera I€iva, sekundarni metabolity rostlin, kosmetické

piipravky a potravinova aditiva (nagoarviva).

V sowasné dobje pro posouzeniifpadné fototoxicity latek velmi podstatny
vyvoj laboratornich testovacich metod nebo matarkg@ath model, které umozni

piedvidat osud novych chemickych steain v Zivotnim prosedi.



1.1.Cil prace

Vyzkum Katedry farmaceutické botaniky a ekologienino jiné zansien na
hodnoceni fotosenzibilizaich vlastnosti testovanych latek tirpdnich latek
ziskanych izolaci z rostlii latek ziskanych chemickou syntézou. Test vyuZiva
nittnku obecnouTubifex tubifex Mul), ktera ve fylogenetickém systénpati mezi

bezobratlé (nizSi organismy), nevztahuje se na motoplegislativa spojena se

Z&konem na ochranu zat proti tyrani.

Nasim cilem bylo o¥it fotosensibilizujici vlastnosti latek nasyntetiazmych
na Katede anorganické a organické chemie, které jsou pktispé zejména co se

tyce jejich antimykobakteridlnich a antifungalniafinku, a tyto vlastnosti prokazat.

Nemérg vyznamnym cilem bylo i vlastni propracovani mektgdikteré

vyplyne ze zkuSenosti ziskanych po mnohonasobnékowani testovani.



2. Teoreticka cCast




2.1. Slune éni zareni

2.1.1.Atmosféra a jeji slozeni

Povrch Zems je obklopen plynnym obalem — atmosférou. Atmosfgga
tvofena zvlastni sgsi plyni — vzduchem. Podle chemického sloZeni Ize atmosféru
roz&lit na homosféru (do 90 km, molarni hmotnost sekiicky neneni) a
heterosféru (probiha disociace plya zné¢na molarni hmotnosti). V homoséjsou
hlavnimi plynnymi slozkami dusik (78%) a kyslik (@) Zbytek tvai vodni pary,
oxid uhligity, vzacné plyny a jiné. Vedle plynobsahuje atmosféra i malé pevné a
tekuté slozky — atmosférické aerosoly. Ty mohoujaktairozené (90% - kosmicky
a vulkanicky prach, kaové, prachové a vodiastice, pyl), tak i antropogenni (do

ovzdusi se dostavajinnosticloveka).

V souvislosti s istem vzdalenosti se atmosféra podle&zneploty a dalSich
hledisek dli na troposféru, stratosféru, mezosféru, termoséexosféru. Ve vysce
od 10 do 50km s maximem asi ve 23 km se nachazinowZ0 vrstva
(Stonawski, J., 1993).

2.1.2.Solarni radiace

Sluneéni swtlo poskytuje energii naSi biog& atmosfée, pevnig i
ocearim. Fotochemické reakce hraji v Zivotnim predt vyznamnou roli. S¥lo se
zapojuje do velkécasti reakci v atmosfé, @irodnich vodach, qué i Zivych
organismech. Tyto reakcerigpivaji k syntéze mnoha organickych latek a jejich

degradaci a podileji se na chemické rovnovazeptaséty (Boule, P. et al., 1999).

UV zé&eni dopadajici na zemsky povrch je elektromagnétickeni s
vinovou délkou kratSi nez ma viditelnéétle, ale delSi nez ma rentgenovéerd,
ktere se di na ft pasma: UVA (320-400nm), UVB (280 —320nm)
a UVC (100-280nm). Pasma UVB a UVC jsou pro organs nebezpma — letalni,
zejména UVC Zzé&ni je vSak téwt Uplné pohlcovdno v ozdnové vrstvve

stratosfée. Cast UVA z&eni prochazi na zemsky povrch. Iieavena radiace
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vySSich vinovych délek mé&imky tepelné. UV zéeni tvai asi 5 — 7% slunmiho
z&eni. Expozice UV z&ni vyvolavaradu nezadoucichéiinka: zaréty az rakovinu
ktuze, snizeni fotosyntetické aktivity rostlin, Z&n oéni rohovky a spojivky

(Prokes, J. a kol., 1997, cs.vikipedia.org.).

Pokud z&eni prochazi &i, pak se tak&e v zavislosti na jeho vinové délce
v tom smyslu, Ze hloubka penetrace jeijhm unerna. Tedy zatimco &drevinné
UVB zéreni prochazi epidermis maximaldo dermalnich papil, UVA radiace se
dostava az po rozhrani koria a podkozi. Viditel&@zi pak prochazi az do podkozi
(Malina, L., 1999). Vyrazna davka UV ighi niZe oslabit imunitni systém a zvysit
riziko infekéniho onemoceni. Détska expozice UV Zéni a pdet spaleni v éstvi

prispivaji ke vzniku rozvoje melanomu v dalSim zé&/ftww.khsbrno.cz).

Nekteré dilezité biologické tdinky UV z&eni: poSkozeni DNA, RNA,
proteini, enzymii a dalSich dlezitych makromolekul; zastava replikace genetické
informace a mnoZeni bakterii; znem&iireparace poskozenim nukleovych kyselin

a tim zabrana @povného pomnoZzeni mikroorganigriwww.h2o-logic.cz).

2.1.3.0z06n

Asi 90% atmosférického ozonu {Qcoz je tiatomova molekula kysliku, je
piitomno v ¢asti stratosféry — ozonos$é (20 — 25 km nad zemskym povrchem),
kterd z velkécasti pohlcuje UV zgeni, jehoz wokteré vinové délky (180 -280nm)
jsou nebezpmeé pro zdraviclovéka (rakovina kZe, postizeni rohovky), ale i pro
zelené rostliny (inhibice fotosyntézy, odumirarnk. Zde ozén a cela ozonosféra
vznikd psobenim elektrickych vybdj (blesku) nebo {sobenim UV z#&ni na
molekuly kysliku.

DalSich giblizn¢ 10% ozénu se nachazi v nizSich vrstvach atmosféry
troposfée a jeho obsah od &itku nasSeho stoleti postuprzrista, gedevsSim v

dusledku zné&isteni ovzduSi uhlovodiky a NQ které v dalSich fotochemickych

A

NO, - NO +0O
0+0, - O,
0, +NO - NO, + 0,
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Kyslikové atomy dale simultagnreaguji s uhlovodiky ftomnymi v
atmosfée za vzniku oxidovych sl@enin a volnych radikal které vytvéi s oxidem
dusnatym dal$i mnozstvi NOVysledkem je kumulace N@ O; pri tvorbg  tzv.

fotooxidaniho smogu (Voprsalova, M., 1996).

Naopak velkym nebezpen pro prospSny stratosfericky o0zén jsou
organické sloteniny na bazi nizSich alkAhn(metanu, etanu) s obsahem chloru a
fluoru (chlor - fluorkarbony). Jsou to velmi st@éetoxické uhlovodiky se snizenym
bodem varu. Pro své vlastnosti jsou pouzivany adinénstvi, v rozpraSovizh a k
cisteéni sowastek pi vyrobe elektroniky. Jejich chemicka stalostizpbuje, Ze jsou
schopny velmi dlouhou dobu&dow desitky az stovky let) setrvat v atmasfé
Vzdusnym proudem se dostavaji az do vrchni vranatasféry, kde sedinkem UV
z&eni rozkladaji za uvolmi atomi chloru. Ty pak zfsobuji rozklad ozoénu dle

schématu:

Cl+0, - ClO+0,
O, + foton - O, +O
ClO+0 - CI+0,

Vlivem UV zé&eni dojde k odtrzeni atomarniho chloru, ktery z ekoly
0ozénu odtrhava atom kysliku a reaguje s nim zakwzoiidu chloru. Dochazi k
fotochemickému uvalbvani chloru z molekuly oxidu chloru, ktery rozkéadalSi

molekulu ozénu.

Ke skupirg freoni jsou pd@itany téz chlorované nebo fluorované uhlovodiky

s bromem (tzv. halony), které maji téZz schopnagtléalat 0zon.

Postupg dochazi k vyraznému zeslabeni ozonové sféry nathrkidou

zvlase v z&i aftijnu — vznikaji tzv. ozénove diry (Prokes, J.a kb897).

e

vznikaji v daleko ¥tSi mie prirodni cestou (mikrobialnim rozkladem) nez jako
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pramyslové produkty (emise z mofortryskovych letadel, raketovych paliv a
hnojiv)(Malina, L., 1999).

Dosud vSak neni jasnprokadzano, ze ztéani ozonové vrstvy nevznika i
nasledkem firozenych mechanisinv atmosfée. Je vSak prokazano, ze chemickymi
reakcemi mezi freony a ozénem k Ubytku ozénu vatassfée dochazi, a proto je
nezbytné jejich vyrobu co nejvice omezit. V tomiaclu uzagelo 42 stat v roce
1988 tzv. ,Montrealskou dohodu” vykazujicialv vyrazré tuto produkci snizit
(Prokes, J.a kol., 1997).

V USA byla zalozena organizace U.S.EPA (Environmmken®rotection
Agency), ktera se zabyva ekologii samotnou jakovak a veSkerymi ekologickymi
problémy, napp i naruSovanim ozonové vrstvy, tvorbou ozonovycér @
Klimatickymi zménami s tim souvisejicimi (www.epa.gov). Je nezbyafgchom
ziskali co nejvice informaci o osudu xenobiotickylékek v Zivotnim prosedi a
pokud mozno se vyhnuli opakovani takovychijg@ko je ozonova dira. Lidstvo vSak
bude i nadale poktavat ve vypou&ni xenobiotik do Zivotniho prasdi, protoze
jejich odstragini z ptimyslového i komunalniho odpadu by bylo neurosakladneé.
Proto je dlezité wdét zda materialy, které jsou bezpé ve forng ve které jsou
vypousEny, zistavaji bezp&é i poté co projdou chemickymi a biochemickymi

piremgnami v Zivotnim prosedi.

Pro lepsi kontrolu bezperosti chemickych latek prédoveéka a prostedi jsou
v riznych zemich vyti@ny zakony tykajici se toxickych latekéda mize k tomuto
posouzeni fispst ve dvou oblastech; jednak v oblasti toxikologigednak v oblasti
chemické expozice. Velmi podstatnyntigmévkem chemie Zivotniho prasdi
kttmto zakodim by n®l byt vyvoj laboratornich testovacich metod nebo
matematickych mod#) které umozni fedvidat osud novych chemickych steain
v Zivotnim prostedi (Boule, P et al., 1999).

2.1.4.Pasobeni UV za Feni na ekosystém

UZ mnoho let je dok&zano, #mveék svoucinnosti a produkci g ochrannou
ozénovou vrstvu. Bsledkem tohoto poskozeni je pak zvySena koncentthAc®
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z&eni, které je nebezpaé pro zdravtloveka (rakovina kze, poskozeni rohovky),
ale i pro zelené rostliny (inhibice fotosyntézy, uadrani tkéni)
(Voprsalova, M., 1996).

Velmi negiznivy vliv ma UVB z&eni také na vodni fytoplankton a
zooplankton kde ffspiva k inhibici biomasy. Tim se také redukuji it
Zivocichové a rostliny, které v é&kterych zemich tvid velmi vyznamnou slozku

vyZivy obyvatel (Soni, A.K., 1997).

V praxi se setkavame s tim, zé&které druhy jsou k UVB zé@ni velice citlivé
zatimco jiné stejnou davku toleruji. Timto problémee ve své studii zabyval
Rasanen a kol. (2003). Vy&leni sp@iva v tom, Ze organismy majiiané
mechanismy ochranyi@d Skodlivymi efekty UVB z&ni. Dilezité je zejména
piitomnost pigmentu melaninu, ktery na sebe UVBeménaabsorbuje a tim snizi
jeho davku pro hiku, pfitomnost DNA reparaich mechanisfy pripadré slizovy
obal, ktery ochrauje vajicka obojzivelnik. VSechny tyto mechanismy jsou od sebe

neoddalitelné a dobrou ochranu zaji§i ve vzajemné kombinaci.

2.1.5.Pdsobeni UV za Feni na €lov éka

UV z&eni vyvolava na&zi dvoji druh @inku: a to @inky ¢asné a pozdni.

Z casnych dinka je to radigné¢ zprostedkovany zagt, opaleni,
imunologické zmny, hyperplazie &Ze a syntéza vitaminu D. Radig podmirgny
zarét — absorbce UV zéni bilkovinami a DNA #&Ze ma za nasledek vznik
molekularniho a butného posSkozeni spojeného s poruchouidigich funkci a
zaretem. Mezi piznaky zastu pati erytém, otok, paleni a bolest vipéhu nékolika
hodin, nejvySe din Erytemogenni je figvaz UVB z&eni vinové délky kolem

300nm, porkud mensi efekt v tomto smyslu m&edi pasma 260 — 280nm.

Opéleni - fotooxidativér zprostedkované ztmavnuti preformovaného

melaninu a jehoiignos z melanocitdo keratinocyi.
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Imunologické zminy - UVA, UVB, UVC z&eni vyvolava na Wi i pri
nizkych davkach radiace poskozeni Langerhansovyatgékba ovlivreni jejich

funkce, méni se charakter proceprezentace antigéra zvySuje mira imunosuprese.

Hyperplazie kzZe — ztlusini kize, a to zejména jeji rohové vrstvy
(www.mzcr.cz). Hyperplastické zmy trvaji i rékolik mésiai, jsou nésledkem
urychleni syntézy DNA, RNA a bilkovin s mnohonasainzvySenim mitotické
aktivity keratinocyti. Epidermis i korium se ztlti§ji az ¢tyindsobs, coz Fnasi

vyznamny vzist fotoprotektivni schopnostiike.

Pozdnimi @inky jsou starnuti &e (vlivem kumulujiciho se poSkozeni DNA
po ogEtovné expozici sluncem a wym UV z&enim, dochazi ke vzniku vrasek,
suchosti a Zloutnuti &e, hyperpigmentaci a ochabnuti kozniho turgoru) a
fotokarcinogeneze (n&paktinické keratdézy, nemelanomové zhoubné kozdbna
jako bazaliom, spinaliom a v menSifmimaligni melanom; zodp&ané jsou za to
patrre zmeny DNA spaivajici v chybné opravpo poSkozeni UV Zé&nim spolu s

poruchou imunitnich funkci (Malina, L., 1999; wwwzamn.cz).

UV zaeni zpisobuje poskozeni DNA , a to zejména vznik cyklobuta
pyrimidinovych dimeé (CPD) a DNA-crossling, zlomy chromozdam Tato
poSkozeni jsou vyvolana Buptimo absorpci energie UVB nebo figpo vznikem
reaktivnich kyslikovych radikal UVA zarenim. DNA fotoprodukty jsou CPD.
Nejsou-li tato poSkozeni opravena mohou interferguaanskripci a replikaci, ime
dojit az ke vzniku mutace. Tyto genetické anomdtiehou vést ke spusti
karcinogeneze indukované iegaim. Sunscreeny pouzivané jako opalovaci
prostedky obsahujicastice jako TiQ, ZnO a jiné, které UV zéni absorbuiji,
zabrauji spaleni, ale nedokdzou odstranit poSkozeniktd¥é organismy
(nap.bakterie) disponuji specifickymi enzymy (fotolyasiteré dovedou ,svazat”
mista poSkozeni. U mnoha organismu ¢lovéka, vSak tyto enzymy chybi. Katalyza
enzymu je indukovana sttem. Fotolyasa rozStipne cyklobutanovy kruh a ddid
uvolnéni a obno¥ pyrimidinovych bazi. V roce 2005 byla provedenadst ohleds
repar&ni aktivity konstituované fotolyasy (Photosome®)lidakych keratinocytech.

DoSlo k vyraznému sniZeni vzniku CPD a zioohromozoni, takze Photosome®
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by mohl byt aditivem k sunscreiam, kde by snizoval riziko vzniku karcinomu
ktize(Decome, L.et al, 2005; Heelis, P.F. et al, 1993)

2.1.6.Vyuziti UV za rFeni p A dezinfekci vody

Jak jiz bylo uvedeno vySe, UV i&ni velmi &inn¢ zasahuje do procesu
mnozZeni mikroorganisina eliminuje takiadu bakterii, vit a parazii. Jednou z

moznosti vyuziti UV zgeni je dezinfekce vody.

Voda fFitéka do nerezové nadrze, kde je vystavena Uerda vinové délce
153,7nm vysilanému nizkotlakou UV lampou. Ta je si#na v Kemikovém
pouzde, které slouzi k udrZzovani idealni pracovni tgplat sodasré zabraiuje

piimému kontaktu UV lampy s vodou.

UV zaeni pronikd ochrannou bariérou, kterou ftvaytoplazmaticka
membrana, do jadra a napadad DNA, kterou fotochgmpdSkodi, tim zastavi jeji
dalSi replikaci a napadenaika odumird. Takto se mimo jiné inaktivujivodci
infek¢nich onemocEni prenasSenych alimentarni cestou jako koliformni badkter

Vibrio cholerag viry hepatitidy A a ostatni.

Tato metoda dezinfekce ném chemickeé ani fyzikalni vlastnosti vody, nemé

vliv na jeji cha’ ani na obsah minefalve vod (www.h2o0-logic.cz).
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2.2. Fototoxicita

2.2.1.Definice a princip mechanism

Pro vlastnost mnoha chemicky i biologicky odliSnytékek, které u Zivych
organisni (Clovéka i zvirete) vyvolavaji nezadouctiky az po ozéeni mista, které
bylo t€mito latkami exponovano nebo bylo v kontaktu sezped termin fototoxicita
(Isaksson, M. et al., 1997). Fototoxicky se projewanemické latky jako takové
(substance), velky vliv maji iskteré obsahové latky rostlin a v neposledauik
mohou fototoxicitu zfisobovat léiva. Tyto latky absorbujici zéni a vyprovokujici

reakci na kzi vystavené sluri@imu zdeni se nazyvaji fotosenzibilizatory.

Fotosenzibilizani  reakce jsou vests zavislé na  kysliku.
Fotosenzibilizatorem fiZe byt chemicka sl@enina fizného slozeni, kter4 absorbuje
elektrony ve formy specifickych foton, které se femenuji na chemickou energii
uloZenou v molekule v excitovaném elektronovém wstdw té doby nez vstoupi do
chemické reakce schopné duyrenmenit pavodni slodeninu v jeji fotoprodukt,

pienést energii na organickou molekulu nebo ji ¥igzako swtlo nebo teplo.

Existuji dva hlavni mechanismy fotosenzitizovanéakoe: u reakce
fototoxického typu je fotosenzibilizator po excitazarenim transformovan ve
vysokoenergeticky singletovy intermediér s kratkbwotnosti. Ten se obratem
piengnuje v delSi dobu Zivotnou niZzeenergetickou &minu (tripletového stavu),
majici WtSi schopnost vstoupit do fotobiologické reakcetomu dochazi bdi
odvrzenim atomu vodiku a tim ke vzniku radikaluglam genosem elektronu z
tripletového stavu fotosenzibilizatoru na jinou wleninu ot za vzniku radikalu.
Timto se v sekvenci oxidaich a reduénich reakci tvii vesngs vysoce reaktivni

peroxidové radikaly.

Druhym mechanismem fotosenzitizované reakce jeceed@toalergického
typu kdy dochazi kipmému penosu energie z fotosenzibilizatoru v tripletovem
stavu na kyslik jsouci na zakladni energetickéihtara vzniku kysliku singletového
schopného oxidovat biologicky vyznamné slewniny (Malina, L., 1999). Reakce
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fotoalergického typu je wvyuzivdana ve fotodynamickéerapii (PDT)
(Glickman, R.D., 2002).

Fotosenzibilizani reakce mohou byt i na kysliku nezavislétSinou jde o
vznik kovalentnich vazeb mezi fotosenzibilizatora®NA vyvolany UVA z#&enim
(Malina, L., 1999).

Béhem rekolika poslednich let byla fototoxicita studovana molekularni
arovni, coz umoznilo pochopit mechanismus poskozBiNA, jeji opravu a
burgé¢nou odpo¥d na stres indukovany UV #nim. Vyvoj novych l&iv (zejména
antibiotik a protizagtlivych latek) ukazal nutnost zkoumat fototoxickénky téchto
latek (Meunier, J-R.et al., 2002).

2.2.2.Reaktivni formy kysliku

K reaktivnim formam kysliku p#tsingletovy kyslik. Pod timto terminem se
rozumi molekula kysliku v elektrondvexcitovaném stavu, kterd& ma vsSechny

elektrony sparované — singlet (multiplicita spimurevna 1).

Vyskytuje se zde tzv. ,kyslikova anomdlie“ — v ziddkhim energeticky
nejnizs§im stavu ma molekula kysliku v nejvySSim ivazebném orbitalu dva
neparove elektrony s paralelnimi spiny a tedy mpliditu spinu 3 (triplet). Naprosta
vétSina latek (organické sléeniny, anorganické aniony, negghodné kovy ...) ma
v zakladnim stavu vSechny elektrony sparovany. Jseingletovém stavu a pro
jejich reakce s tripletovou molekulou kysliku naagietové produkty plati dle

pravidla zachovani spinu spinovy zakaz.

Dusledek: vSechny reakce kysliku v zédkladnim stavu ssegletovymi
molekulami maji velmi vysokou aktiai energii a mafitelnou rychlosti probihaji
jen tehdy, poda-li se vytvdit podminky pro obejiti spinového zakazu. Neexisten
spinového zakazu by se veSkera organicka hmotadaexia v pitomnosti

vzdusného kysliku na oxid ubiiy a vodu.

Singletovy kyslik vznika celou fradou fyzikélnich, chemickych,
fotochemickych a biologickych reakci.Z fyzikalnicheakci je to naipklad

mikrovinny vyboj v kyslikové atmosfé; z chemickych reakci je to tepelny rozklad
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endoperoxiél, reakce chlornanu s peroxidem vodiku, reakce ozéniznymi
latkami; v biologickych reakcich je produkovan pedasami a vjfmych
fotochemickych reakcich dochazi k jeho vzniku fgtolu ozonu ve vysSich vrstvach
atmosféry (Lang, K. et al., 2005). Singletovy kigsdi dalSi reaktivni formy kysliku
zpisobuji degeneraci nukleovych kyselin proteinenzymi, lipidi a dalSich
biomolekul (Ray, R.S. et al., 2002)¢idky reakci generujicich singletovy kyslik
jsou souhra ozn&ované jako fotodynamicky efekt a nalézaji Sirokéatrgni ve
fotobiologii, @i Iécbé rakoviny nebo aterosklerdzyyipnaktivaci bakterii a vik a

v novych insekticidech a herbicidech.

Fenoménem singletového kysliku, jeho vyznamem, ykoidi zpisoby

detekce se zabyva studie Langa a kol. (2005).

2.2.3.Duvod tvorby fototoxicky aktivnich latek a jejich
metabolizace a detoxifikace

Hlavnim divodem pr¢ vlastreé rostliny vytvai takto &inné latky je funkce
ochranna. Fototoxické sldeniny, Siroce rozg&né v rostlinn&isi, maji schopnost
reagovat s kyslikem a tiib reaktivni toxické kyslikové radikdly, které riémive

pusobi na organismy, které se jimi Zivi (savci, hniyeg, K., 1993).

Rostlinné fototoxiny jsou tueny Sirokym spektrem latek, které jsou
namieny proti rostlinnym Skdcaim a patogeim pienaSejicich choroby, hlish,
byloZravaim a dalSim. Takovéto rostliny se obvykle nachaziphe oslurénych
stanovistich, kde jsou defenzivni ochranné mechanisndukované sstlem

nejefektivrejSi (Downum, K.R.et al, 1991).

Napriklad rostliny ¢eledi Asteracaea Hypericaceaeprodukuji sekundarni
metabolity, které indikuji fotooxidmi dje u Zivaicha, kteri se jimi Zivi.
NejcastjSim efektem psobeni &chto latek je peroxidace membranovych lipid
prostednictvim singletoveho kysliku.dkteré Zivé organismy totaesi* vyhybanim
se s¥tlu po pozeni €chto rostlin nebo schopnosti tyto Skodlivé metapoli

detoxifikovat a vylodit (Aucoin, R.et al, 1995).

Velmi vyznamnou roli v detoxifikaci a metabolizaichto latek zde hraje

oxidace zprosedkovana zejména enzymatickym systémem cytochror®bOP
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Zakladem je cytochrom P-450, jenz jiegstavovan velkou rodinou enzgrthem-
protein), které obsahuiji prostetickou skupinu Fe-protogorti IX. V hemu vazané
Zelezo mini v prabéhu cyklického procesu oxidace vicekrat své mocénstv
Jednotlivé enzymy tohoto systému se liSi svou #irok (sekvenci aminokyselin),
specifikou substratu, indukovatelnosti, svymi intoty. Systém vyuzivd NADPH,
molekularni kyslik, cytochrom P-450, NADPH - cytoom P-450 reduktazu
(flavoprotein, ktery postugnbé¢hem oxid&niho cyklu genasi dva elektrony na
cytochrom P-450) a fosfolipidy, zvl&Stfosfatidylcholin. Reakci, kterou systém
katalyzuje, Ize popsat takto:

NADPH + H" + O, + X-H - NADP+X-OH+H20 X — substrat

Jeden atom kysliku jeiemistn na substrat a druhy redukovan na vodu.
Vysledkem reakce jeifprava substratu ke konjugaci s vysoce polarnirkalai,
pof. uplna inaktivace substratu (Eybl, V., 2003).

DalSim gidatnym mechanismem v boji proti fototoxicijsou potravni
antioxidanty g-karoten, vitamin E, kyselina askorbova), kteryektaré organismy

maji vysokou hladinu a vyznamsniZuji mortalitu po vystaventiinku fototoxin.

Nekteré druhy hmyzu také na fototoxické latky v pedraodpovidaji
zvySenim hladiny glutathionu. V laboratornich podkdich undle vyvolana inhibice
syntézy glutathionu, jakozto vyznamného konjigho prvku pro usnadni
detoxifikace a vylgovani Skodlivych latek, vyrazrevySuje fototooxidéni efekty na
peroxidaci lipidi (Aucoin, R.et al, 1995).

2.2.4 Fototoxicita ve vztahu k  ¢lov éku

2.2.4.1.Negativni U €inky fotosenzitivhich reakci

Dusledkem pitbéhu fotosenzitivnich reakci e byt fotocytotoxicky efekt
nebo fotogenotoxicky efekt. Fotocytotoxicky efeld @kutni dopad UV zZéni,
dusledkem je peziti nebo usmrceni kiky. Fotogenotoxicky efekt znamena, Ze

bunka prezije, ale siisledky na jeji genetickou vybavu.uBledky cytotoxickych
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studii zavisi na koncentraci pouzitého fotoseneitiz davce UV z&ni a pouZité
metod (Meunier, J-R.et al., 2002).

2.2.4.1.1.Nezadouci U ¢inky fotosenzitivhich reakci na k  uzi

Fototoxicka reakce se projevuje jakasna nebo pozdni z#hva reakce
nastavajici jako ikledek buatného poskozeni vyvolaného fotochemickym
prvnim styku s fotosenzibilizatorem a jeji vznikvish na grekrateni prahové davky
radiace a koncentrace vyvolavajici sleniny v prostedi tkar. Diskutuje se o
piitomnosti imunologické slozky tohot@jd.

Klinicky se mize fototoxicita projevovat nejen jako z#ivy erytém, ale
v urgitych pripadech vyvolava i edém &ifmwmny mohou byt zeny vezikuloznici
bul6zni. Pro mnohé sldaniny je typickd pigmentai reakce, zrny jsou pravidel&
lokalizovany na odkrytycliastech kozniho povrchu.

U fotoalergickych reakci se jedna o typickou &im¢ zprostedkovanou
alergickou reakci pozdniho typu, jejiz mechanisnsgs nijak neliSi od vzniku
alergické kontaktni dermatitidy. Od reakce fototké se odliSuje zejména v tom, Ze
postihuje pouze vnimavé osoby a jeji vznik nezamesikoncentraci fotoalergén
nebo dok expozice jeho vlivu. Akni spektrumdchto reakci obvykle spada do UVA
pasma radiace (Malina, L., 1999). Tato reakce sly ytojevuje az po dité doke
latence, ve které probiha senzibilizace skrifez projev na kizi. Miva wtSinou
te¢ZSi pabeh a byvé zava#jsi (Ditrichova, D. a kol., 1999).

Fotoalergické reakce jsolwtéinou vyvolany kontakih pasobicimi latkami,
nag. dezinficiencii¢i slozkami germicidnich mydel a Samm@o(Malina, L., 1999).
Rozsahlou skupinuftfpravka s obsahem fotoaktivnich latek Wdkrome rady Iéka
raizné kosmetické a dezinféki prostedky, pfamyslové chemikdlie, barviva
v textiliich, rostliny aj. Psoraleny v rostlinachsynteticky pipravované indukuji
nejen znamé fotokontaktni dermatitidy, ale i celkaeakce  peroralnim podani
(Ditrichov4, D. a kol., 1999). Psoraleny seiirepdé vyskytuji zejména ¥eledich
Rutaceae a Umbelliferaceae. Mohou zmisobovat velmi nefjemné
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fytofotodermatitidy po kontaktu se zeleninou (hamrkev, celer) a naslednym
oz&enim nefastji  u lidi urcitych  profesi  (zahradnici, kuchp
(Lankerani, L., 2004).Prvni poznané fototoxicky iahki latky byly halogenované
salicylanilidy pouzivané v antimikrobialnich, kosickych a dezodoraich
mydlech. Jejich testovani a proto poznani tohatmkin bylo zapi¢inéno kwili
zhorSeni zdravotnich potizi u lidi, Ktepravidel# pouZzivali tato mydla. i®
systémovem podani vznikaji fotoalergické reakcemgep po fenothiazinech,
sulfonamidech, nesteroidnich  antirevmatikach aékterych antibioticich
(Malina, L., 1999). Zajimava je studie antibaktkriéh fluorochinolori, ze které
vyplyva Ze ke klinicky vyznamnym fototoxickym ve@en (Einkam velmi ¢asto
vede uzivani pefloxacinu, lomefloxacinu a sparflora
(Neumann, N.J. et al, 2005).

DalSi studie v oblasti antibakterialnich fluoroabioni byla provedena
skupinou Rayeet al (2006). Prace se tykalkdyi latek: enoxacinu, lomefloxacinu,
ofloxacinu a norfloxacinu. U vSech byla studovamadpkce singletového kysliku,
superoxidoveho radikalu, poskozeni DNA (fotodegcad@’-deoxyguanosinu) a
peroxidace lipid v lidské krvi po vystaveni UVA, UVB a sluteimu zdeni.
Produkce singletového kysliku byla nejvySsi u esoxa produkce superoxidového
radikalu u ofloxacinu, poSkozeni DNA u enoxacinpeaoxidace lipid byla nejvyssi
u norfloxacinu po oz@ni UVA a UVB zdenim a u lomefloxacinu po vystaveni

slune&nimu zd&eni (Ray, R.S.et al, 2006).

Zajimavy vedlejsi &inek-fotoonycholyza (odlupovani nehtu od nehtového
laizka byl zaznamenan po podani fluorochinélonpsoralefi, tetracyklini,
chloramfenikolu, oralni kontracepce aj. Mechanisnfsoto fenoménu neni gin
objasrén. Podle jedné teorie byiipinou mohlo byt malo melaninu v nehtovém
lazku, nasledkendehoz je tkd malo chragna ged slunénim z&enim. Podle jiného
nazoru v nehtovémifku nejsou mazové zlazy, coz jevddem negitomnosti lipid,
které redukuji UV-zéeni (Lankerani, L., 2004).

K diagnostice fototoxickych a fotoalergickych reblse vyuziva zejména

fotoepikutannich test
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Terapie fototoxickych a fotoalergickych reakci jegmptomaticka: u
fototoxickych reakci spva jednak v zabrami kontaktu se znadmymi fototoxiny a
jednak ve fotoprotekciip nemoznosti vyhnuti (Malina, L., 1999). Za{igt &inné
fotoprotekce je vyznamné i z tohdwbdu, Zefada praci zikaziuje souvislost mezi
fotosenzibiliz&nimi reakcemi a karcinogenezi. Kozni povrch je imnmamalnich
podminek vystavenigsobeni znénych energetickych davek UV ighi, sumovanych
béhem celého Zivota. Patologicka fotosenzitivita zeaén vystupovani této
fototraumatizace e stadou nefiznivych disledii na celularni a subcelularni
arovni, coz se klinicky projevujefedevsim urychlenim starnutize, ale i zvySenym
rizikem vyvoje bazocelularnich a zejména spinoéhith karcinom
(Ditrichov4, D. a kol., 1999). #° vzniku reakce se podavaji kortikosteroidy. U
fotoalergickych reakci jetdezita identifikace riskantnich sléenin, jejich eliminace

z prostedi a pro terapii klinickych zém také steroidni preparaty (Malina, L., 1999).

2.2.4.1.2.Nezadouci U éinky fotosenzitivhich reakci nao ¢éni
tkan

Lidské oko je neustéle exponovano skimimu a undlému z&eni. Setlo je
pienaseno skrze oko a dava signal mozku; tim &amwime, Ze &co vidime. U dti
a mladych lidi neni poskozeni oka intenzivnim okolz&enim velké, neltboko je
chrdreno velmi &innym antioxid&nim systémem (ndp ochranné pigmenty
kynureniny véo¢ce a melanin v sitnici a rohovce, které absorbéfgrd a rozptylu;ji
jeho energii bez vazného poskozeni). Viediiim ¥ku je vSak snizena produkce
téchto ochrannych pigmeinttyto protektivni pigmenty jsou chemicky modifikdvy
(v c¢otce je 3-hydroxykynureninovy pigment enzymatickyfreyeden na
xanthurenovou kyselinu, melaninfgghazi z antioxidani formy do prooxidéni
formy) a kumuluje se fluoresc&mi chromofor lipofuscin, ktery zéna produkovat
reaktivni kyslikové radikaly (Roberts, J.E., 2001).

K poskozeni vSak fize dojit i u mladého oka zejménaiitpmnosti s¥tlem
aktivovanych latek (nap I&iv, potravnich dopikt, kosmetiky, diagnostickych
latek), v nejhorSim ifpact miaze dojit az k oslepnuti (Roberts, J.E. et al., 2002
Swtelné poskozeni fize oko zasahnoutemi hlavnimi mechanismy zahrnujicimi
tepelné, mechanické i fotochemick&iinky (Glickman, R.D., 2002).Rozsah

poskozeni, které mohou jednotlivé exogenni fotogienz substance zisobit zavisi
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na reékolika parametrech — chemické struiguatky, absorgnim spektru, vazbna
oc¢ni tkar a na schopnostiigjit pres bariéru krev — oko (lipofiitnebo hydrofilit).

Sloweniny s tricyklickym, heterocyklickym nebo porfyanym skeletem
inkorporované do @ni tkaré jsou potencialé fototoxické. K owteni, zda latka
pusobi fototoxicky se zejména vyuziva testovianvitro, které se provaditpvyvoji
nového Iéiva. Nejprve je prostena schopnost fotoabsorpce u vyvijené latky
v oblasti zé&eni vinové délky 300-750nm spektrofotometricky. @dKatka v této
oblasti neabsorbuje #ni, je dalSi testovani baggnttné. Pokud vSak je latka
fotoabsorbérem v daném rozmezi vinovych délekngikovano dalSi testovani, a to
pomoci validovanych screeningovych tegtrovadnych in vitro ve tk&ovych
kulturach. Pokud jsou tyto testy negativni, mohgt zahajeny klinické fototesty u
lidi za predpokladu, Ze vSeobecné toxikologické Udaje to uygZzPokud vysledky
in vitro testi nazn&uji, Ze latka je potenci&nfototoxickd, je tato skutmost
indikaci k provedeni testna zvtatech. Pokud latka v testech naiatéch nepotvrdi
fotosenzibiliz&ni vlastnosti, je oft mozné pistoupit ke klinickym fototesim u lidi.
Pokud se vSak v testech naiatech potvrdi fotosenzibilizai vlastnosti, v dalSim
testovani se nepokfaje. Udaje zdchto test jsou vtomto pipadt podkladem
k odhadu rizika, nap ke stanoveni NOEL (koncentracefi které jeSt neni
pozorovan fototoxicky &inek)(Ditrichova, D. a kol., 1999; Roberts, J.Eak12002).

2.2.4.2.1 ékarskeé vyuziti

Velmi dynamicky se rozvijejici metodotii pecbé nékterych drule nadon je
tzv. fotodynamicka terapie (PDT), kde maji mi@dny vyznam reakce generujici
singletovy kyslik. B 1é¢b¢ rakoviny se intravenozni formou aplikuje fotos¢izer a
po uplynuti ukité doby nutné k selektivni akumulaci fotosenzitizé/ tumoru je
oblast nadoru ozavéana viditelnym sitlem (Lang, K. et al., 2005). Kombinaci
fotosenzitizujici latky, sstla a kysliku dochazi k produkci cytotoxickych agen
které nti nddorové biky. ZvySené selektivity v zasahu na cilovéiky se dosahne
zlepSenou kumulaci fotosenzitizéru v nddorové tlkawmizéenim jen wité oblasti.
(Zim¢ik, P., 2004). Emo v tumoru se tak generuje singletovy kyslik nktepisobi
oxidatni destrukci nadoru aniz dojde k poskozeni ostantravé tkan
(Lang, K. et al., 2005).
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Rostouci rezistence proti pouzivanym antimikrobi@lna antifungalnim
latkam vede k nutnosti hledani alternativnich meterdpie. Jednou z moznosti by
mohla byt antimikrobialni fotodynamicka inaktiva¢@DIl). Tato metoda vyuZivaa
viditelného z#&eni k aktivaci fotosenzitizéru (v fipad této studie derivatu
porfyrinu). Aktivovany fotosenzitizér fize reagovat s molekulami z priesti gfimo
za (enosu elektroin nebo vodiku,coZz vede ke vzniku radikahebo nefimo
transferem energie na kyslik za vzniku reaktivrikghlikovych radikal. Oke cesty
mohou vést k buitné smrti daného mikroorganismu. V této studii bpguzity
Staphylococcus aureusPseudomona aeruginosa Candida albicans Nejlepsi
vysledky byly dosazeny s&taphylococcus aureuale Festo je antimikrobialni PDI

stale ve stadiu vyzkumu (Lambrechts,S.A.G. et@D5).

V dermatologii se vyuziva é&bnych dinka fotochemoterapie i samotné
fototerapie. Fototerapii se rozumi vystaveni nerdbon neionizujicimu
ultrafialovému z#eni k dosazeni t&bného tinku. Pouziva se k ni oblasti radiace
UVB i UVA sraznymi Stkami pasem spektra aizanych jejich kombinaci.
Fotochemoterapie je pak metodou vyuZivajici UV ifem&d v kombinaci
s fotosenzibilizujici latkou podanou dusystémow nebo misté (v masti, krému,

koupeli).
Onemockgni, u nichZ je vhodna fototerapie:

- Psoriaza

- Atopicka dermatitida

- Pruritus

- Akné

- Ekzém

- n¢které fotodermatozy
Onemocsni, u nichz je vhodn& fotochemoterapie:

- Psoriaza

- Ekzém

- Alopecia areata

- Vitiligo

- Pruritus

- nekteré fotodermatozy

25



Pacienti museji byt pbézné kontrolovani, davkovani ¥éni se musi dit
podle gedem zji&nych hodnot erytémovych préahmodifikovanych podle reakce.
Pfi pouziti fotochemoterapeutickych metod museji peatZz ochranné potitky

(bryle, oblek, pokryvka hlavy) a nevystavovat geqgzenému slungimu zdeni.

2.2.4.2.1 Metody fototerapie

Pro I&bu ultrafialovym z&enim se uziva jak samotného UVB, tak i
UVA zéteni, lze vSak vyuZit i jejich kombinaci. Pokud mléJVB fototerapii, plati
pro ni rekteré zakladni f@dpoklady. Je to v prvitad jednoznand indikace tohoto
druhu I&€by, wetrg zjiSttni kontraindikaci. Déle je nutnéiquchozi vysdeni
erytémového prahu a dynamiky erytémové reakce kew@acienta. Konge sem
pati fadna dokumentace jednotlivych davek a sumarni d@ddrzeného zéni.

Béhem I&eni musi byt nemocny soust&kontrolovan.

Podle konkrétni diagn6zy a stadia onemémérje UVB terapie provagha
bud’ aplikaci Sirokého spektra UVB radiace (280 — 32)nmebo vybranou uUzkou
oblasti @i 311nm (tzv. 311nm — UVB terapie)iipadré tzv. SUP-UVB terapii, kde
se terapeuticky vyuZziva delSich, mié&@rytémogennich vinovych délek UVB spektra,
hraniicich s jeho UVA oblasti (305 — 325nmYizhivé vysledky byly referovany i
po uziti kombinace oralniho podavani psoralenu 8 Wdenim. K terapeutickym

Gcelam je dale vhodna i kombinace UVA + UVBigai.

2.2.4.2.2. Fotochemoterapie s pouzitim psoralen &

Fotochemoterapie s psoraleny &pé v terapeutické  kombinaci
psoralenovych derivata dlouhovinného UVA zé&ni (315 — 400nm), kdy uvedené
chemické sloteniny vyvolavaji zvySenou citlivostiwi uvedenému pasmu solarni
radiace. Psoraleny sditom podavaji bd’ celkow perorali, nebo misté v krému,

nebo jsou fidavany ke koupeli.

Principem fotochemoterapie je &pvné vyvolavani kontrolované
fototoxické kozni reakce, ktera vede postupnhojeni patologického tké@vého
procesu. Lok@&lni reakci na feai je intenzivni erytém, zavisejici na podaném

mnozstvi Iéku a davce i&ni.
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NejvyznamjSi indikaci této tzv. PUVA metody je lupénka, Nijo a
nékteré fotodermatdzy.

Psoraleny jsou tricyklické furanokumarinyitomné viad rostlin tiznych
druhi. Jejich nejastji Iécebre pouzivanym derivatem je 8-methoxypsoralen. Jinak

se pouziva téz 4',B-trimethylpsoralen a dale 5-methoxypsoralen.

Z fyzikalniho hlediska dochazi u psoralen temnu bez fistupu s¥tla
k premoséni s pary bazi DNA za vzniku kompliexPo absorpci UVA radiace se
vytvéri bifunkéni komplexni slotenina, tzv. ,crosslink”. Tatofiemoséni Sroubovic
DNA bréni jeji normalni syntéze, a timdleni burtk. Predpoklada seifiom, Ze tyto
vazebné zmny maji vyznam pro terapeuticky efekt u hyperpeshtivnich
onemockni epidermis, jako je psoriaza. Pro t@&di i skut&nost Ze pi lé¢ebném
pouziti psoralef, které zmigna gemoséni mezi Sroubovicemi DNA nevytgji, u

psoriazy ke zlepSovani nedochazi.

Posledni dobou se uziva i dalsi systégnimtosenzibilizujici slotenina, a to
furanochrom khellin, struktur&npribuzny s psoraleny. Je st&jfako ony aktivovan
UVA slozkou solarniho zéni. Jeho hlavni indikaci je onemenon vitiligem. Tato
metoda byva téz nazyvana KUVA. Khellin ma vyhoddnak v tom, Ze postrada
fototoxickou erytemogennitgobnost, jednak v moznosti pouzivat [@cbé jako
zdroj z&eni slunéni swtlo. Pro moZnou hepatotoxicitu je vSak schvalen terapii

jen v rekterych zemich.

Kromé vySe uvedenych metod se rozméha i tzv. PAUVA ierakdy se
k senzibilizaci KZe uziva aminokyseliny L- alaninu. Ani tato sieanina neni
fototoxickd a davkovani UV #ani neni proto problémem. Existuji vSakiledi,
ktera pokladaji tento terapeuticky tgob za malo efektivni ve srovnani
s klasickou PUVA — terapii (Malina, L., 1999).
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OCH;

8-methoxypsoralen

4,5, 8 - trimethylpsoralen
Obr. 1: Chemicka struktura rejstji terapeuticky pouzivanych

furanokumarir
(prevzato a upraveno z Malina, L., Fotodermatdzy, 1999
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2.3. Testovaci metody fototoxicity

Pro studium fototoxicity mohou byt pouzivanyzné metody, testin vitro i
testy in vivo. Eticky faktor vyZaduje spolehlivén vitro testy pro posouzeni a
predpovzeni kozni fototoxicity. Testovanin vitro vSak neni fili§ jisté, nebd u
Zivych organisn existuje mnohotiznych mechanistnfototoxického dinku a tizné
burg¢né cile. Proto je lepSi kombinace vice metod. eaioita in vitro i in vivo
zpisobuje poSkozeni befného jadra (DNA nebo RNA), membrany a

cytoplazmatickych sloZek (Kornhauser, A.et al.,&99

Pro geedvidani fototoxickéhodinku byly vyvinuty testyin vitro, které jsou
pouzivany ve screeningovych studiich a wssmé dob uz je jejich metodika
propracovana natolik, Zeg¢které z nich mohou nahradit i testovani narateich.
Jejich vyhodou je men&fasova narénost na provedeni, nizSi cena a i redukce
pokusnych zvat pouzivanych v experimentech (Ellis, L.A., 1998).

V roce 1982 bylo schvaleno Mezinarodni sjednocest ttoxicity OECD
(Organization for Economical Cooperation and Depglent), picemz navrhy
doporwieni byly vytvdeny proto, aby vSechny chemické latky byly testgvatmodré
, jak vCeské republice, tak i v ostatnich zemich OECD,\azéskané vysledky byly

srovnatelné a vzajenmrakceptovatelné (Prokes, J.a kol., 1997).

Pred d¥ma lety byla schvalena koncepce nové pravni UpEaVy oblasti
nakladani s chemickymi latkami, tzREACH systém (Registration, Evaluation,
Authorization and Restriction of Chemical$znik této pravni normy byl nezbytny
zejména poté, co bylo zj&to, Ze spokenost ma dostatek informaci o nebezpgeh
vlastnostech jen u 10% pouzivanych chemickych lalekto skuténost vychazi
z toho, Ze vEU od roku 1981 platilo r@ehi chemickych latek na ,nové” a
.existujici”, které byly do roku 198lradre zaregistrovany a nebyly u nich
pozadovany zkousky na neskodndREACH stira hranice meziémito latkami a
naizuje novou registraci pro nové i stavajici latlpuwasti podklad pro registraci
je soubor informaci o latce, o jejim bezpém pouzivani a odstravani a zprava o
jeji chemické bezpmosti @i vSech éekavanych zfisobech jejiho pouZiti. Vysledky

testovani, které bylo provedeno v jednomé&sHit jsou akceptovatelné i v ostatnich
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statech (Blaha, K., 2005). Pro zamezeni zkouSekzvigatech se zkouSky na
obratlovcich pro €ely tohoto n&zeni provadji az jako posledni moznost. Rainje
nutné @ijmout opateni, kterymi se zamezi zdvojovani jinych zkouSek

(Www.mpo.cz).

Opateni sodasné platné legislativy vedou k nalezeni novych dwyoh
metod pro testovani nezadouciatinkt na biologické systémy a i k redukcigho

zvirat pouzivanych pro testovani chemickych &eun.

Definice alternativnich testse fizni; podle Evropského centra pro Validaci
Alternativnich Metod Spojenych Vyzkumnych Center rdpské Komise
(ECVAM JRC EC) i podle Centra Johna Hopkinse preojyalternativ k testovani
na zvfatech (CAAT = Center for Alternatives to Animal Tiag) je alternativni
metodou jakakoli metoda, kterd pobe zredukovat, vylepSit nebo nahradit
pouzivani pokus na zvfatech ve vyzkumu, testovani nebo vyuce tim, Ze ywoda
informace stejné Urownjako informace ziskané se waty (Tichy, M., 2005). Tato
definice je zaloZena na koncepci JReplacement, Reduction and Refinement)

kterou v roce 1959 definovali Russel a Burke.

K alternativnim metodam jsou dnigzeny testyn vitro (testy prova#éné na
tkanich, tkéovychiezech a bikach), testyin silico (pomoci pegitacovych modeil)
a figuruji zde také metody vyzkumu na nizSich (Zh)yorganismech (rostlinach,
prvocich, bakteriich a bezobratlych). Velice peképai jsou take
metody vyuZzivajici matematické modelovani
(Tichy, M., 2005; www.caat.jhsph.edu/history/ AWE&ds.htm).

2.3.1.Testovani na zvi Fatech — testy in vivo

Co se tye testovani na zkdtech, je uZitené Fipomenout existenci rozdilu
mezi pokusnym a laboratornim petem. Laboratorni zie je specialé urcené pro
laboratorni testovani, vySle¢n® se znamym genomem a chované pouze Vv
laboratornich podminké&ch. Pokusnéievhaproti tomu rize byt jakékoliv zvie
pouzivané k pokuisn.
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Volba pokusného zigte pro testovani je dana jistymi konvencemi,
piedpokladanym charakterendiiikt latky, uvazovanym Zjsobem pouZiti a dobou
expozice. Také je vyZadovanarepna definice zwéte (mivod, pohlavi, sta,
zdravotni stav aj.). Obvyklé zastoupeni sanacsamic ve studiich je 1:1, neni-li

pozadovano jinak (Kupec, J., 2004).

K testim toxicity se BZné pouZivaji nebo pouZivala laboratorni izatd —
mysSi, potkani, kralici, maata, k@&ky, psi a primati. Dlouholetou snahou je vSak tyto
testy na obratlovcich omezit, na druhou stranu uyak testy na zvatech zatim
nelze zcela vylatit (Prokes, J.a kol., 1997).

Jako piklad nedostatmého testovani na Zatech je popisovana
tzv.thalidomidova aféra. Tento lék byl roku 1957edgn na &mecky trh jako
sedativum Contergan a propagovan jako zcela ne$kadwyl indikovan ghotnym
Zenam pro potkgeni nevolnosti a zvraceni shiotenstvi. Vysledky testna zvtatech
prokazaly pouze nizkou akutni toxicitupbec nebyla testovana embryotoxicita.
Pozdiji vyslo najevo, Ze thalidomid #Zgobuje poruchy zakladani kietin, tzv.
fokomelii a je to silny teratogen (Zurlo, J. et d1994). Pozgi bylo zjiSténo, Ze toto
specifické poskozeni plodu lze vyvolat jethbm desetihodinového intervalu
v desatém dnu gravidity (LUllmann, H. et al., 2002)

Pri studiich, které vyuZivaji jako testované objekipratlovce nastava
n¢kolik problémi. Zejména jde o spémi podminek pro chov a testovani na
laboratornich zwatech, rozdily v metabolismu testovanéhoretei a ¢lovéka a
extrapolace zjignhych vysledk naclovéka. Rovigz je feba vzit do Uvahydasovou

nara:nost jednotlivych testa finartni zatz (Zurlo, J. et al., 1994).

Problémem je i otazka testace jediné chemické lat&yperimentu, zatimco
za normalni situace j&lovek v prostedi, ve kterém Zije, vzdy vystaven vlivu celé
fady takovychto latek soustaunToto je teba si u¥domit, zvIast pak [
interpretaci  ziskanych  vysletlk a jejich  extrapolaci na c¢lovéka
(Prokes, J.a kol., 1997).

Je pravdpodobné, Ze v budoucnu dojde ke snize®fipavirat pouzivanych

pro testy.in vivo. Tento nazor je také publikovan v zasadnim rozbOECD
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(Organisation for Economic Co-operation and Devehlgmt) ,Health effects test
guidelines forin vivo testing”. Bylo zjiS€no, jak vylepSit stavajici testy. Zdsadnimi
body je eliminace nadbyieych tesi, pouziti jednoho pohlavi ip testovani,
simultanni aplikacedkterych tesi stejnym zvfatim, SirSi pouzivani screeningovych

metod @i primarnim testovani (www.oecd.org.).

Roku 2002 bylo pro testovani pouZzito asi 10,7 awitat. 10% z nich se
vyuzilo pii testovani toxicity a stanoveni bezZpesti chemickych latek. Zbylych

90% bylo pouzito pro dalSidecke dely (www.jrc.it).

Pri testovani na laboratornich tafech se vyuZzivaji studie kratkodobé a
studie dlouhodobé. Mezi kratkodobé studie Izéad# testy akutni toxicity, testy
subchronické toxicity, testovani lokalnichirntki chemickych latek nati a oku a
testy kozni drazdivosti. Mezi dlouhodobé studiefadi studie kancerogenity a

chronické toxicity.

Toxikologické testy na laboratornich fatech seidi Zakonem. 246/1992
Sb. Na ochranu zkdt proti tyrani, a dale v dopamnich OECD vydanych pod
nazvem ,OECD GUIDELINES FOR TESTING OF CHEMICALS".

Doporweni OECD situaci uletuji vtom, Ze pesr¢ uréuji jaké druhy
laboratornich zwat pro utity test pouzit, obeenjaké mnoZzstvi latky aplikovat a
jakym zpisobem a udavaji co vSechno musi obsahovat protmkebktaci. Kazda

zmeéna pak musi bytiesré uvedena a Zovodnéna (Prokes, J.a kol., 1997).

NejSieji akceptovany test pro zj&ti fotokarcinogenniho potencialu je test
na bezsrsté mysi. Délka tohoto testu je asi jeddn(obvykle 40 tydd podavani
zkouSené latky a UV oravani a dalSich 12 tydnpro pozorovani koznich nadoy
z tohoto divodu je také dosti finamé narany. Proto je tady velky zajem najit

zkracenou lev&si metodu pro fedpovd’ fotokarcinogenity (Ellis L. A., 1998).

V provadnych fotobiologickych studiiich bylo zji&o, Ze hlavni principy
fotokarcinogeneze jsou u mysi i lidi sp#ié. Studie z roku 1998 se zabyvala
relevanci zwieciho modelu pro studie fotokancerogenity. U obouhil se vyviji

nezhoubna forma rakovinyike na nekrytych oblastech v zavislosti na délce a
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intenzi¢ oz&eni, u obou se objevuje poskozeni DNA a mutace 3v p5
tumorsupresorové oblasti, u obou se zvySuje fotokageneze vifitomnosti
uhelného dehtu, imunosupresivnich latek a 8-metbsonalenu. Toto je vychozi bod
pro odhad moznych rizik prélovéka v oblasti mnoZstvi dopadajiciho sltmidno
z&eni i v oblasti lidskych zdraj(Forbes, D., 1998).

2.3.2.Alternativnhi metody

Jak jiz bylo uvedeno vysSe dle Centra Johna Hopkpmeevyvoj alternativ k
testovani na zvatech jsou alternativni testy definovany jako mgtdderé redukuii,
zmimuji nebo nahrazuji testovani na iatéch

(www.caat.jhsph.edu/history/AWE/awards.htm).

Alternativa redukce: Pro pokus je pouzit minimalni pet zviat za dosazeni

stejnych vysledk jako @i pouziti wtSiho souboru jediric

Alternativa zmirn éni: Pri provedeni testna laboratornich ziatech jeteba
v prabéhu testovani zmirnit stres, bolest Appavit vhodné Zivotni podminky. Po

ukonieni experimentu ma byt pouzita nejrychlejSi a nejaorgjSi metoda utraceni.

Alternativa nahrady: Zde jde o Uplnou eliminaci vyuZziti obratlavqri
testovani. Obratlovec duneni pouzit ubec a je nahrazen bezobratlym organismem,
piip.se vyuZiji data, matematické modely nebo obvattaneni podroben testovani a

slouZzi jako zdroj tkani, orggmebo bugk (Frazier, J.M., 1990).

Alternativni metody testovani jsou staléegmétem zkoumani a zajin
odborné veejnosti. na celém sw(ec.europa.eu/comm). ECVAMéEbem svych
workshopi obsahle projednav&iptupy k validaci a problémy s tim spojené. Jednim
z prvnich cii ECVAM bylo zvySeni celkové informovanosti o vyva@i validaci
neanimalnich tedta koné&né moznost zélereni alternativnich teétdo regulani
toxikologie. Mibec prvniin vitro metoda, ktera byla zavedena v toxikologii
regul&nich mechanisiin byl pred vice nez dtma desetiletimi test mutagenity
in vitro (Jirova, D. 2005).
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Alternativni metody se dnes vyuZivaji zejméntahmdnoceni kosmetickych
prostedki, které jsou pouzivany de&nproto musi zartit bezp&nost uzivani pro
spotebitele. VyuZivaji se velmiasto pi hodnoceni oni a kozni tolerance,
fototoxicity, fotoprotekce, senzitizacaide a perkutanni absorpce v oblasttgé

plet a viasy.

2.3.2.1.Testy in vitro

2.3.2.1.1.3T3 NRU in vitro test fototoxicity

Pro vyvoj a wvalidaci in vitro fotoirittnich test zidila EC
(European Commision) a COLIPA (European Cosmeflasletry and Parfumery
Association) roku 1991 spaley program. Zde byl objeven 3T3 NRU PT test. Tento
fotocytotoxicky test pouziva kultury fibroblastovyc burek 3T3 uptake
( = péijem buikou) neutralnicervere (NRU = Neutral Red Uptake) jako endpoint
(prokazujici znak) cytotoxicity (Jones, P.A., 2003)

Prakticky se provede tak, Ze se fibroblasty naskmlidvou paralelnich
mikrotitratnich destiek, 24 hodin se nechaji inkubovat a pak se médiahraai
osmi koncentracemi testované latky. Necha ssopit 1 hodinu a pak se jedna
desttka ozdi netoxickou davkou UVA zé&ni, zatimco druh& desita se ponecha po
stejnou dobu ve tth Po ozéeni se v obou desgkiach vynéni testovaci médium,
buiky se kultivuji do druhého dne, kdy se obarvi rédaircerveni a podle toho, zda
doSlo k inkorporaci barviva do zivé biimé kultury se fluorimetricky stanovi jeji

Zivotnost.

Lze tici, Ze porovndvame cytotoxicitu latky vitpmnosti zé&eni a bez &ho.
Z hodnoty 1G, (koncentrace, které #apobi 50-tiprocentni inhibici astu) je
vypaocitana mira toxicity bez a s UV azhi, tzv. PIF (fotoiritani faktor). Definice
iika, ze testovany material je potencéalfototoxicky nebezpey, je-li PIF > 5
(Jones, P.A., 2003; Jirova, D., 2005).

Podobr jako buré¢né kultury Ize k testovani fototoxicity vyuzit idhové

kultury.
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Pro testovani lze pouzit tkdvou Kkulturu pochazejici z normalni i

abnormalni biiky ¢lovéka nebo z\vete.

Problémem vSak byva uchovavani i nasledna kultiiizég@ovych kultur.
Jednotlivé biiky se v kultite snazi ziskavat vlastnosti nespecializovanychelboun
misto toho, aby si zachovaly vlastnosti tkame které pochazeji. Pro testovani je
proto vhodné pouZzivat mélo diferencovanékyu(fibroblasty) (Zurlo, J.et al., 1994).

Prikladem z oblasti fotobiologie e byt pouziti rekonstruovanéiie
obsahujici Zivou dermis a epidermis ke zhodnocemlodgické modifikace
pusobenim UVB, UVA a slunmiho z&eni. Tato metoda nam dnes uniogg
nag.hodnoceni éinnosti opalovacich krétna jejich slozeni (Leclaire, J., 1998).

Komerng je dostupny tesEPISKIN™ | co? je trojrozrrny model lidské
kuze skladajici se z epidermis s fdnkstratum corneumPi testu dochazi k topické
aplikaci testované latky na povrclide a zhodnocenicinku akutniho UVA oz#eni

na Zivotaschopnost bék (vymizeni fibroblast z pokozky) (www.invittox.com).

2.3.2.2.Testy na nizSich organismech (biotesty)

Tyto testy trvaji kratSi dobu neZz testy in vivoe abbtizrjSi je zde
extrapolace vysledknaclovéka. Radi se sem néifiklad testy na prvocich, bakteriich,
bezobratlych a rybach (Tichy, M., 2005).

Z bakterii je vyuzivana bakteri&almonella typhimuriumve znameém
Ameso¥ testu, ktery hodnoti mutagenni potencial testoghniatek sledovanim
jejich Cinku na gt kmeni Salmonella typhimuriuravSak tento test se nevyuzivia p
testovani fototoxicity (N&s, O. et al., 2000).

Z bezobratlych je velmiasto vyuzivan druhTubifex tubifex Zde byly
provedeny studie, kdy mechanismus fototoxicity pgsuzovan pomoci pozorovani
produkce reaktivnich forem kysliku, 2nmou biologickych parameira ugenim
prahové davky, po které &aa toxickA reakce dofiit hodin po expozici
(Mishra, R.B., 2002).
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Hlavnimi p‘ednostmi testu je jednoduchost, reprodukovatelnmgstlost a

finan¢ni nenaronost

Jednim z probléipouziti bezobratlych pro prvotni screening jsoliSodsti
v biologickém usptadani vyssich organigma s tim souvisejici potize s extrapolaci
vyslediiic na obratlovce. Specificka odp@li obratlovdé, kter4 je asociovana
s metabolickymi pochody, Wie limitovat extrapolaci ziskanych vyslédkna
obratlovce (Lagadig, L.; 1998).

VyuZzivani bezobratlych organism pri toxikologickém screeningu je
vyhodné z gkolika divodi. Jedna se o organismy s kratkym Zivotnim cyklem a
vysokou fertilitou, Ize je tedy kultivovat za lalaornich podminek. Kratkodobé
testy provadné na hlodavcich trvaji 1-2 tydny, kdezto testyezdbratlymi
organismy asi 2-4 dny. Toto a niZSi naklady na kaughov bezobratlych znamenaji

celkow menSi finatni zatZ toxikologickych test (Lagadig, L.; 1998).

Jako dalSi testované organismy se mohou vyuZivat imphnia magna
neboArtemia salina Testovani fototoxicity na artemiich provhtaké edecky tym
Kagan, J.etal. Nauplia (organismy mladsi nez 24 hodin) byla wste roztokm
jednotlivych fotosenzitizér, jako endpoint byl v jednomifpads pouzitéas potebny
k imobilizaci, ve druhém ifjpact mortalita jedind vyhodnocena pod mikroskopem
jako nepitomnost pohybu ani jako odp&li na sv¥telnou a mechanickou
stimulaci (1984).

2.3.2.3.Testy in silico — po ¢itacové metody

Metodyin silico jsou zaloZzeny na odhadu vypem na peitacich, respektive
pomoci modeal vytvorenych v pditatich, mezi nimiz jsou jiz dlouho vyuZivany
metody a modely analyzy QSAR (Quantitative Struetéctivity Relationship —
kvantitativni vztahy mezi chemickou strukturou katevelikosti jejich biologického
Gcinku) a SAR (Structure — Activity — RelationshigDSAR modely se spojuji s
kvantitativnimodhademdinku, SAR modely jsou kvalitativniho charakteruladaji

prostorové usp@dani mist &inku (Waisser, K., 2001).
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Z metod in silico byl vytvoien novy toxikologicky obor, tzv. prediki
toxikologie (Tichy, M., 2005). Ta slouzi ke studaplikaci a postujy kterymi je
mozno ukit vliv chemikalii a rozsah dinku bez uziti pokusnych zt. K tomu
vyuZiva nashromazdé Udaje a vytid pccitacové programy, pomoci nichz pak
odhaduje toxicitu novych latek (Nesrak, K., 2005).

Vysledky ziskané metodanm silico jsou po validacirovnocenné s Udaji
ziskanymi.in vivo (Tichy, M., 1983).

Spravnost pouzitéin silico metody zavisi na veSkerych faktorech
ovliviiujicich ziskané parametry. Mezi tyto faktoryipatoba a podminky expozice,
vék testovaného subjektu a jeho zdravotni stav (K#MSeE. et al., 1994).

2.3.2.3.1.0SAR analyza

QSAR je matematické (kvantitativni) vyjéhi vztahu chemickych viastnosti
k biologickému dinku, naproti tomu SAR je kvalitativni vztah meziemnickou

strukturou a potencialnim biologickyngitikem.

QSAR analyza se vuzivad v postupech hodnoticiclkajzzejména u jiz
stavajicich chemickych latek (Karcher,W., 1998).tdlami matematické statistiky
jsou analyzovana data o biologickych, chemickychonéyzikalnich vlastnostech
série latek. Takto d¥e byt vytvdena nap matematicka formule, ktera zoliege
data ziskana experimentdlo latkach vybranych v dané sérii pro vSechny latky
které by do série podle stanovenych kritéritipatPro vyker latek je vhodné dodrzet
dva pozadavky:l. latky v sérii bydhy vykazovat stejny mechanismusiniku a 2.
série by ndla obsahovat latky s co ne€pgim rozdilem fyzikalsa chemickych
vlastnosti. Série fZe byt strukturéd homogenni-sloZzena ze struktéirpodobnych
latek nebo struktugh heterogenni-slozena z latek strukturnrozdilnych
(Tichy, M., 2005).

Mezi nejmodergjsi metody QSAR analyzy pat aplikace molekulové
grafiky. Tuto metodu Ize také velmi vyhaflivyuzit @i testovani novych [gv.
Pomoci poitace Ize modelovat interakci sldeniny s receptorem a zéfit se na
latky u kterych bude tato interakce n#gi (Waisser, K., 2001).
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2.3.3.Epikutanni (photopatch) testy

Tento druh koZnich tast'slouzi k ptikazu jednak fototoxickéhotigobeni a
jednak fotoalergické senzibilizai schopnosti trznych substanci. Zatimco jimi
prokdzand pozitivni fotoalergickd reakce je spekifimn  potvrzenim
fotosenzibilizace, pozitivni reakce fototoxickd mubyt pojimana vzhledem
k individualni citlivosti jednotlivych osob jen jakpnikaz relativni a hodnocena

zasada spolu s klinickym nalezem.

Fotoepikutanni testovani bylo zavedeno v souviskstillezem kontaktnich
fototoxickych a fotoalergickych reakci po aplikatilfonamidi koncem fticatych a
zacatkemctyricatych let. Posléze se objevily pozitivni reakotmépikutannich test
po rekterych fenothiazinech. V dalSich letech byly 28t i fotosenzitivni reakce po

dezodorantechifiomnych v gkterych mydlech gisticich prostedcich.

Pokud jde o indikaci fotoepikutannich tiestmély by byt provedeny
v kazdém pipact suspektni kontaktni fotosenzitivity. Dale by takialy byt
vySeteni i pacienti s perzistujicimi formami fotosenaty, zejména s chronickou
aktinickou dermatitidou. Vysgni fotoepikutannim testem je vhodné i dcht
nemocnych, u nichz je zji&ia fotoerupce lokalizovana ve slunci exponovanych
koznich oblastech a neodpovidajicich svym charektezadné z idiopatickych
dermatdz. To plati zejména pro nemocné&ethe mistd ¢i systémow prostedky,

jejichz fotosenzibilizaéni schopnost je znama.

Praktické provedeni fotoepikutanniho testucpd v aplikaci podeziraného
antigenu ve vhodné forna koncentraci, néasgji ve vazelinovém zakladu, na
zdravou KiZi zad testované osoby pomoci vihké koky chrargné gred osétlenim

(nejlépe krytim testovaného mista aluminiovou Yolii

Suspektni alergen sdiklada na d¢ mista vedle sebefipemz druhy test
slouzi jako kontrola. DobatiozZeni ¢ini 24 hodin. Po sejmuti jedné z kbrak se
testovaci misto pod ni aizaadianim zdrojem emitujicim Siroké UVA spektrum
(320 — 400nm), davkou odpovidajici 10 Jciomirka se pak ofi uzawe a oba
testy se od#ou po dalSich 24 hodinach (netedy test tedy stane
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neodkryt po 48 hodin). Odet se provede okaméjt dale pak po 24, 48 a 72
hodinach po ozéni (Malina,L., 1999).

Pro ziskani odpovidajicich vysledle nutné snizeni davky u jedina
kterych se pedpoklada nizka minimalni erythemalni davka (MEDYAJzareni,
stejrg jako jeji zvySeni u jedinics tmavou pokozkou (Isaksson, M.et al., 1997).

Predpokladem ziské&ni smodatného vysledku testu jeckolikatydenni
neopalovani se a nepouzivani lokalnich kortikoidmiépravki na testované ploSe

kaze.

Pozitivni morfologicky vysledek (erytém, infiltracpapulovezikuly, eroze a
buly) a dynamika zen swd¢i o fotoalergickém nebo fototoxickémugobeni

vySetované latky.

U rfady slodenin nelze zajistit dobrou fochodnost epidermalni bariérou.
Fotoepikutanni testy je proto nutné modifikovat. dfilkace tesi je mnohdy nutnd i
pii systtmovém podavani fotosenzibilizujicich gknin vzhledem k vzniku jejich

odliSré reagujicich metabotit (Malina,L., 1999).
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2.4. Tubifex tubifex

2.4.1. Taxonomické za Fazeni

Ri%e:Animalia (Zivogichové)

Kmen: Annelida(Krouzkovci)

Trida: Clitellata (Opaskovci)
Podtida: Oligochaeta(Malosgtinatci)
Rad: Plesiopora(Niténkovci)
Nacteled’: Tubificoidea

Celed”: Tubificidae

Podteled’: Tubificinae

Druh: Tubifex tubifexMuill. (Niténka obecnd) (Sedlak, E., 2003)

2.4.2 Anatomicka charakteristika n  ékterych
taxonomickych skupin

Annelida(Krouzkovci)

Krouzkovci se vyznduji stejnocennymc¢lankovanim &la (homonomni
segmentace). Jednotlivélrti ¢lanky (segmenty) jsou od sebe eolohy vnittnimi
blanitymi prepazkami (dissepimenty). Prvndirti ¢lanek se nazyva prostomium,
posledni¢lanky siistaji a tvéi koneny clanek (pygidium). Kazdylanek krong
prvniho a posledniho obsahuje par coelomovyctkisdzauzlin, nélevkovitych
metanefridii a pvodre i pohlavnich orgain U maloSétinatai a pijavek jsou
pohlavni organy jen vékterych¢lancich. Travici soustava prostupuje celyermn,
je diferencovana na jednotlivé typické oddily. Ugau na druhémgéinim &lanku,

anus na pygidiu.

Povrch €la kryje kolagenova kutikula, pokoZka obsahuje asl& Zlazy a
smyslové biikky. Na povrchu dla se také vyskytuji réankované atvary zvané

parapodia slouzici k pohybu. Pohyb je mimoto z&jidtozresvalovym vakem, tj.
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hladkou svalovinou srostlou s pokozkou. Svalovina okruzni, podélny i icny
priabéh. Coelomové vy jsou naplgné tekutinou, kterou podpira ka&valovy vak

a ma funkci vnitni kapalné kostry — hydroskelet.

Nervova soustava zsibkovitd zauzlinova byva natiBni strag téla. Je
tvofena parem mozkovych (nadhltanovych) zauzlin spajenyobhltanovym
prstencem, ze kterych vybihaji dva pruhy. V kazgérpo péaru zauzlin spojenych

piicnou spojkou. Podélné spojky zauzlin se nazyvajektny, @icné komisury.

Nalevkovité metanefridie, které tkiovylu¢ovaci soustavu jsou otané do
coelomového w&ku, vyvodné kanalky prochazeji do naslednéldmku v imz Usti
na povrch. Metanefridii se Zla vylu¢uje prebyte&na voda se zplodinami a ve
vyvodnych kltkach jsou v mist opredeném cévamidhkteré latky zpt vstrebavany
do krve. V rkterych €lnich ¢lancich slouzi metanefridigast&né nebo zcela jako

pohlavni vyvody — gonodukty.

Krouzkovci dychaji zabrami nebo celym povrcheia.t Maji velkou

schopnost regenerace.

Cévni soustava je uz&na, tvéena libetni a BiSni cévou, které jsou spojené
kruhovitymi spojkami. Toto zakladni sloZzeni byv&@edoplreno dalSimi cévami,
na@. cévou subneurdlni, cévami pokryvajicimi travicfakt, pulsujicimi
obloukovitymi spojkami zvanymi auxilarni srdce agi Krevni barvivo hemoglobin

neni vazano na krvinky.

Krouzkovci jsou pevazi hermafroditi. Casté je také nepohlavni
paratomické nebo architomickéleni, kEZna je regenerace (Lellak, J. a kol., 1982).

Oligochaeta(maloS&tinatci)
Spol&nym znakem malo&tinatal a pijavek je opasek (clitellum), ktery hraje
dulezitou roli @i rozmnozovani. 3o je kulovitého piifezu, parapodia jsou zakia,

zastavaji jen &tiny ve étyrech parech (www.referaty.info.cz).

T¢lo se vyznéauje stejnocennou (homonomni) segmentactePdanki je u
raznych ¢eledi fzny (Tubificidae 40 — 200,Naitidae 7 — 40). VrjSi segmentaci

odpovida segmentace umt. Teélo je kryto kutikulou, ¢lanky jsou opdaeny
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Stetinkami, které vylistaji vectyrech svazcich na kazdéftanku. Jejich peet kolisa
od dvou [umbriculidag do wtSiho pd@tu ve svazéku (Tubificidad. Nikdy nejsou
na vykEzku prvniho &niho ¢lanku — na prostomiu. Otvor ustni je nashi straw téla

za prostomiem, analni otvor asti na posledrimirm ¢lanku.

Travici soustava e byt diferencovand na Usta, hltan, jicen, Zl&znat

Zaludek, zvykaci Zaludek,teto afitni otvor.

Plesiopora(Niténkovci)
Maiji jeden par testes s vyvody v nasleduji¢lédnku a jeden par ovarii.€lo
je tenké, malych rozémi (Sedlak, E., 2003).

TubifextubifexMuill.

Niténka ma jako vSichni mala&inati valcovité, dvoustragnsoungrné €lo
(Lucan-Bouché, M.L. et al., 1999). Je 20 az 85maukié, fizové a sklada se az ze
130 segmeiit Ve hibetnim segmentu je 2 az §jivovitych a tyZ poet vlasovitych
Stetin. V biiSnich svazcich 3 az 5 rozeklanycktist za opaskem je &n meért.
Pohlavni &itiny nejsou pitomny. Opasek se nachazi na jedenactém az dvamacté
segmentu (Hrah S., 1981).

2.4.3.Biologie a ekologie nit énky obecné

2.4.3.1.Pohyb, potrava a dychani

Nekteré druhy mohou plovat ve vé&dnrskavym pohybem celéhgla a
mohou se také objevit i jako s@st planktonu. Rodyristina a Stylaria plavou
velmi dolie bodovitym pohybem, kdezto druhy ro8alosomase pohybuiji ve vad
pomoci rychle kmitajicich brv jen nargunim konci dla. Nittnka se pohybuje
kontrakcemi podkoZni svaloviny, jako opora slougfisy, kterymi se zachycuje na
podkladu. Zivi se detritem a bakteriemifigemZ nevybira jednotlivé potravni
Castice, ale fijima veSkery material uloZzeny na&mestravitelné zbytky vyvrhuje
analnim otvorem. Zazivaci trubici projde ze 24 hogtinoZstvi bahnatpvySujici

4 — 6nasobtivahu tla jedince.
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VSichni malo&ttinatci dychaji celym povrchengla. U rekterych druli je
vyvinuto i dychani sinou stevni gicemz vynénu vody obstaravaji svaly a obrveny
epitel na konci geva. Tento zfisob mize dokonce ifevazovat u &kterych celedi
nad dychanim kozninT (bificidag. U nekterychcervii jsou vyvinuty tenké vilaknité
Zabry. Z¢eledi Tubificidaema zabra pouze druBranchiurasowerbyj umistné po
paru na kazdémlanku v zadntasti €la.

U fady druli (predevSimceled’ Tubificidag je vyvinuta schopnost Zit
v prostedi velmi chudém na kyslik a&které druhy vydrzi bez kysliku velmi dlouho.
Dle pokus Alsterberga (1922) vydrZTubifex tubifexMull. 25 dni bez kysliku.
Zjistil, Ze schopnost anoxybiosy je do Zné miry zavisla na teplot(pii teplotach
2 - 3°C pezilo 30% pokusnych jedidanoxyi po 48 da, zatimco pi 18 — 20°C byla
jiz devaty den vSechna pokusnaiaté mrtva). Jako zdroj energie j& pnoxybiose
ve zvySené niié vyuzivan glykogen. Z&thto podminek se @ze podil glykolyzy na
metabolismu z#tSit 3 — 4kréat. Velky podil na schopnosti tohotaitdr Zit i i
nizkych koncentracich kysliku ve wwdma také hemoglobin rozpeaty
v hemolym&. Jeho mnoZstvi je n&mo unmeérné mnozstvi kysliku ve ved
v nadrzich se zahnivajici vodou a tudiz s nizkysyoenim kyslikem jsou populace
nittnek intenzivd ¢erveré zbarvené, zatimco ve vodach s dostatkem kysligu js

pouze s¥tle ¢ervené.

Alsterberg zjistil u druhubifex tubifexstavy chovani zavisejici na mnozstvi
kysliku ve vod. Jestlize se procento nasyceni vody kyslikem povglo kolem
100% (g dané teplat), pak byly nignky zavrtany v bahha vy¢nivalo jen rkolik
poslednich¢lanki, které se nepohybovaly. Tento stav @zngako apnoe. R
postupném poklesu procenta nasyceni se vysunot@a &tSi a \&tSi ¢ast €la
z bahna ven a provéa rytmické vinivé pohyby, jejichZ intenzita neust&toupala
(eupnoe a dyspnoe). fiP poklesu mnozstvi rozpudtého kysliku k nulovym
hodnotdm zalézala pokusna iata ogt do bahna, nepohybovala se — asphyxie.
VInivy pohyb a vysunovanié&si casti €la z bahna do vody ma dle Alsterberga dva
Gcely — jednak umaiuje vymenu plyni na WtSi ¢asti tla a jednak pichazi k tlu

voda bohatsi kyslikem.
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2.4.3.2.Rozmnozovani a vyvoj

MaloSttinatci jsou hermafroditi. # kopulaci se dva jedinci k sélpripojuji
bfiSni stranou (&kdy je pitom jeSt vylu¢ovan hlen koZnimi Zldzami — to vSak je
castjSi u suchozemskych forem), a to tak, #e’gednoho jedince séiuje vzdy ke
kaudalnicasti druhého. # tom jsou jedinci k sob piiloZzeni vyvody semennych
schranek (receptaculum seminis) a otvory chamv8g@ojeni trvatiznou dobu, H
kterém si partngé predavaji spermatophory, tj. shluky spermii stalycfant

vyznaujici se obalovou vrstvou.

U pohlavrg zralych jedind se spermatophory nachazeji ve spermatekach. U
rodu Tubifex jsou dlouhé 1,2mm. Pohlavni zralosttervii se utuje nejen podle
vyvoje pohlavnich orgdn ale gedevSim podle fitomnych spermatophorve
spermatekach. Vdjka a spermie ziskané =z druhého jedince se hromadi
v posunujicim se hlenovém potiedvzniklém uvoldnim z opaskovych Zzlaz, ze
kterého po svkeni vznika kokon. Zlazy nejprve vytkiovrchni vrstvu budouciho
kokonu a pak spodni, coz jétginou pfizrathd nebo mlén¢ zakalena hmota, ktera
obsahuje bilkovinu anebo neslouzi vy2ivKokon je vol odkladan na dno.
Konetny tvar dostava kokon az po uvéim a tento tvar je charakteristicky pro
jednotlivé druhycervii. VétSina kokori ¢ervii ¢eledi Tubificidae je dvoustrané
stope&katd, jsou heteropolarni s nestefirokymi a dlouhymi stopkami. U druhu
Tubifexuvadi Penners (1933) kokony jednoduché,iblpdnym obalem, ovalného
tvaru asi 1 az 2mm Siroké a 2 az 3mm dlouh&ePwajiek v kokonu je dzny
(1 — 40), vyvoj embryi probihafimo, u fiznych druli nestej@ dlouhou dobu.
Vyvoj oplozeného vafka v kokonu do jeho uvodémi trvd u celedi Tubificidae

piiblizn 20 dri.

Embrya uvolgna z kokonu jsouizné dlouha a liSi se od do&gch wetSinou
i menSim pétem SEtin. ProtoZe po rozmnozovagérva dochézi k uplné resorbci
pohlavniho aparatu dochazi Kennedy (1966) KmfvzZze neexistuje spolehliva

metoda jak ufit vék cervi.

Vyvoj ¢ervii po uvolreni z kokori do obdobi pohlavni zralosti jé&izny a

zavisi ot na teplo a mnoZzstvi vhodné vyzivy. Drububifex tubifexse g kolisani
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Zivotnich podminek rozmnoZoval dvakrat do roka,,tZze obdobi pohlavni zralosti

je priblizné pal roku.

Vedle rozmnozovani pohlavniho je zachovano tak@lnlepni — architomie
a paratomie. # architomii dochazi k regeneraci clyilsich ¢asti €la az po uplném
odcEleni dcéinnych jedind. Je znama i udkterych druli ¢eledi Tubificidae Fxi
paratomii naopak figdchézi regenerace jednotlivyeasti €la jejich odaleni a tim

vznikaji fetzce jedin@ — zooidi.

2.4.3.3.Bionomie

VétSina druli z celedi Tubificidae Zije vbahré. Nitenky obyvaji tSinou
vrstvu do 6¢cm hloubky. Ojedite jsou nalézani i v hloubce 40cm. Podle Boruckého
(1940) vypada vertikalni ro2téni malosttinatal na dré jezera takto:

Vrstva bahna (v cm od povichu)5 — 10 10-15 15-25 35—-40

% z celkového pau jedind 81 8 9 2

Nekteri cervi se za ndjiznivych podminek encystuji (byly nalezeny cysty
Tubifex tubifex Nekteri jedinci Ziji na fiznych, ¢asto velmi odliSnych biotopech.
Nekteré druhy dote snaseji pokles teplot i na velmi nizké hodnotyténka az na -
8°C.

Cervi jsou potravou dravého hmyzu, Zivi se jimi lawazek, idel, larvy
sttechatek, potapnik a obojzivelnik, obojzivelnici, ale fedevSim ryby
(Lellak, J.a kol., 1982).

2.4.4 Nékteré vyznamné poznatky o  Tubifex tubifex

2.4.4.1.0Obecné informace

Niténka je kosmopolité rozSfeny malo&itinatec. Tento organismus a dalSi
piibuzni  krouzZkovci jsou  vyznamnym indikdtorem &8&nim  vod
(Beauchamp, K.A., 2001). Hrozi ocjnale i nebezpd neba Tubifex tubifexje
velmi c¢asto hostitelem Myxobolus cerebralis ktery zpisobuje onemocmi

lososovitych ryb. Niinka se nakazi poenim myxosporM. cerebralis Takto
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infikovany organismus do vody uvalje triactinomyxony, které Zgobuji infekci
ryb, ze kterych se pak po jejich smrti a rozklacho\ai uvohuji myxospory, které
nakazi dalsi ndhky - vznika takzvany bludny kruh
(Stevens, R.et al., 2001; Gilbert, M.A., 2001).

Niténka Zije na rozhrani vody a sedimentiedni cast €la je v sedimentu
zahraband a zadgést se vini v okolni vad Praw proto je vystavena vlivu latek
zneistujicich zivotni progedi gitomnych v sedimentu i v okolni védProto jsou
tito malosttinatci, ktei jsou roviez dalezitym ¢lankem vodniho potravnihi@zce
velmi dobrym materidlem pro hodnoceni akutni tdyiciriznych kow
(Lucan-Bouché, M.L. et al., 1999; FargaSova, A94)9

2.4.4.2 Proces dekontaminace u nit énky

Tubifex tubifee znam jako velmi odolny druh ke zi&eni vody &zkymi
kovy, zejména rdi a olovem, avSak mechanismy této adaptace ngjsesre

znamy. Proto se také pouziva jako bioindikato&wni.

Byla provedena studie, kdy po expoziciénRy subletalni koncentraciddi a
olova doslo k abnormaditzadnicasti €la. Morfologie gednic¢asti €la téchto nitnek
byla podobn& jako u kontrolni skupiny. Nebyla zdelrd morfologicka zema
biiSnich ani kbetnich &tin, prostomium bylo neporusené. AvSak asi 7%%hto
nittnek nelo abnormalni kaudalriast. Polovina nének zadnicast Uplk postradala

nebo ji obnovovala ze zbytku.

Ztrata ocasntasti zahrnovala &kolik kroka. Nittnka nejdive odSkrtila a
izolovala zadntéast od zbytkuda. Izolovanaiast pak zdegenerovala, zkroutila se a
kazdy jednotlivyclanek se zformoval do kdky. Ve druhém kroku byl ztracen ocas.
Ve tretim kroku se rana uzgala a zhojila. Veitvrtém stupni se regeneroval novy
ocas. Toto ukazuje, ZEBubifex tubifexse timto zfisobem chraniied zvySujici se
koncentraci &kych kowi oddlenim zadni ¢asti €la, kde jsou tyto kovy

naakumulovany (Lucan-Bouché, M.L. et al., 1999).
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2.4.4.3.Interakce nit énky s UV za fenim

Soni a Joshi (1996) ve své studii fimaali Tubifex tubifeXJVA, UVB, UVC
a gimym slunénim swtlem aby demonstrovali z¢ny v chovani. Ve své zpréav
referuji o nasledcich oni Tubifex tubifexXJV swtlem.

Kontrolni set organisth byl ponechan v laboratiov neozéené destilované
vodé nebo ve zn#stené vod zieky — po 24 hodinach byla mortalita pod 5%.
Organismy vystavené UVA éni o intenzit 2,5J a 10J figzivaly az do 20 hodin
ozaovani, ale po 480 hodindch nasledného stani jichymdo 12 — 17%.
Tubifex tubifexvelmi citlivé reagoval na UVC zéni. Po ozé&eni UVC o intenzit
50mJ byla pozorovana okamzita umrtnost orgafis@rganismy projevovaly velmi
rozdilné stup& mortality po expozici UVB zZ&nim. Rti az desetihodinové oni
nizkou davkou UVB z&ni o intenz& 100mJ pezilo 100% organisin a [i
pozorovani dalSich 48 hodin byl stupenortality pongrné nizky. Organismy
vystavené dvou aZz desetihodinovémuienéd UVB o intenzi¢é 250 — 500mJ sice
kompletrg prezily oz&eni, ale nasledgnumiraly mnohem rychleji neztippokusu

s intenzitou 100mJ.

Ze studie vyplynulo, Ze vystaveni nizkoenergetickétiouhovinnému UVA
z&eni Tubifex tubifex neposSkozuje. Nejvice toxické se projevovalo
vysokoenergetické kratkovinné UVCieai, coz ale v praxi neni tak podstatné webo
toto z&eni je atmosférou odfiltrovano a k zemskému povrd®i nedostane.
Nejzavazijsi zjiS€ni bylo zaznamenandaippouziti UVB z&eni, kde i maly vrst
davky nEl za nasledek vyrazné zvySeni mortality &un(Soni, A.K., 1997).
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2.5. Testovaneé toxiny

2.5.1. Thiosalicylanilidy

2.5.1.1.Chemicka struktura

R1 R>
Chemicky nazev: Thiosalicylanilid H H
3,4 -dichlorthiosalicylanilid H 3,4-Gl
4’-methylthiosalicylanilid H 4-CHl
5-chlorthiosalicylanilid 5-Cl H

3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid 3,5-¢l 4-Cl
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid 3,5-¢l  4-Br

Zakladni chemicka struktura:

0 K
R2
\ \E

R H
SH

2.5.1.2.Biologicka aktivita

Anilidy jsou funkéni derivaty karboxylovych kyselin, vytvené od anilinu
reakci s pislusnou kyselinou (ndp acetanilid — vznikl reakci kyseliny octové s
anilinem, benzanilid — vznika reakci kyseliny beow® s anilinem, salicylanilid —
vznika reakci kyseliny salicylové s anilinem). Téadicylanilidy jsou pak sirnou
obdobou salicylanilid, tzv. izostery. U anilil aromatickych kyselin se substituenty
v acylové ¢asti molekuly oznéuji ¢isly bez indexu, kdezto v anilidové&asti
molekuly se zn& cisly s c¢arkou jako indexem (podoBnjako u bifenylu)
(Waisser, K., 2001).
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Substituované aromatické amidy a thioamidy jsolKatede anorganické a
organické chemie FaF UK v Hradci Krélové intenzigtudovany jiZadu let.

Substituované thiosalicylanilidy pouzité pro testov fototoxicity byly
piipraveny na Katei@ anorganické a organické chemie FaF UK reakcitsutgané
kyseliny thiosalicylové sifisluSnym anilinem a chloridem fosforitym v chlorzenu
(Waisser, K.a kol.,, 2003). Syntéza byla provedenamikrovinném reaktoru.
Pripravené sloteniny byly gekrystalizovany zeredného ethanolu. TotoZnost latek

byla owfena stanovenim teploty tani@ $pektry (Kubicova,L., 1992).

o) NH, )i} -
PCLs
SH R?

ZlepSeni syntézy salicylanilidpomoci mikrovinného Zani bez nutnosti
pouzit rozpougdlo provadla pracovni skupina Evy Veverkové a kol. Kratka
expozice smsi fenylsalicylatu a anilinu mikrovinnému izhi trvala pouze
3—7 minut a finesla vytzek 70 — 95% vysoky (2003).

Salicylanilidy jsou vyznamnou skupinou biologickitignich slo&enin. V
zavislosti na druhu, @tu a poloze substituahmohou mit #izné biologickeé &inky,
nag. antibakterialni, antituberkulotické, antimykotigkanalgetické a protizéttive,
antiprotozoarni, anthelmintické a herbicidni
(Kubicova, L., 1992; Waisser, K.a kol, 2001).

Salicylanilidy pati do skupiny latek, které se ukazaly aktivniiciv
G’ patogeim véetns methicilin rezistentnih&taphylococcus aurews vankomycin
rezistentnihdenterococcus faeciunkmeny, které fedstavuji v sotasné dob velky

klinicky problém. V roce 1998 byl navrZzen novy manlsmus jejich fisobeni.
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Salicylanilidy pisobi jako inhibitory dvoukomponentovych regiiach systém
(TCS = Two-component regulatory system) baktegntd systém hraje Gstni roli

v procesu infekce. Prociinek je nezbytny elektron akceptorovy substitueat n
salicylové c¢asti a hydrofobni skupina na anilidovéasti. Latky inhibujici
dvoukomponentovy systtm mohou vést ke smrti baltdri buiky
(VinSova, J., 2004).

U autotrofnich organistn n¢které salicylanilidy fsobi inhibéné na
fotosyntézu. Vliv nap 3,5—dichlorsalicylanilid byl studovan na izolovanych
chloroplastech Spenatu. Tento efekt byl studovaktspfotometricky v pitomnosti
akceptoru elektran 2,6-dichlorfenol-indofenolu. Studované latky inbvaly
fotosynteticky transport elektrénv chloroplastech Spenatu. Pdidani unglého
donoru elektrodi 1,5-difenylkarbazidu k chloroplast inhibovanym vySe
zmirenymi  salicylanilidy dochazelo ke kompletni obgov redukce
2,6-dichlorfenol-indofenolu. Z toho vyplyva, Ze jadfotosystému P680 aast
elektronového transportnihéetzce (ginejmensim az po plastochinon)istala
neposkozena (Kubicova, L.a kol., 2000; Sustr, Mg, R001).

Halogenované salicylanilidy vykazuji dva typyinka souvisejicich s
oz&enim. Prvni je fototoxicky dinek, tj. zawtlivd reakce po ozéni. Toto je
dusledek chemického poSkozeni tkani vlivem fotoch&gab proced (posSkozeni
biologicky aktivnich molekul reaktivnimi formami &ljku), které jsou stimulovany
fototoxickou latkou. Kromy toho halogenované salicylanilidyagobi roviz jako
fotoalergeny. Zde jde o kkami zprostedkovanou reakci pozdniho typuidem2z
fotoalergen psobi jako prohapten. K fotoalergizujicimutspbeni dochazi
uvolnénim jednoho nebo vice halogenovych radikad ozdéeni UV z&enim: volny
radikal reaguje s proteiny za vzniku nové molekutgra mize pisobit jako antigen
in vivo (Harber, L.C. et al, 1967).

2.5.1.3.Vyuziti

Halogenované salicylanilidy byly iive ¢asto pouzivany pro své
antimikrobiélni @inky jako desinficiencia a antiseptika v medigirkosmetice i

technickych oborech. V souvislosti s jejich zavdderdo terapie u nich byla
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provedenarada toxikologickych studii. Akutni ani chronickaxicita nebyla nijak
vysokd a latky nevyvolavaly vyrazné organovéémy presto byl popsan toxicky
efekt a vznik malformaci u rybich embryi. Metabkéic studie prokazaly, Ze
salicylanilidy pisobi oxidativni rozpojeni oxidativni fosforylacemitochondriich
bezobratlych i obratlovdKubicova, L., 1992). Za rozpojeni oxidativni fosflace je
pravdipodobré zodpowdna hydroxybenzamidova ¢ast molekuly
salicylanilidu(Vinsova, J., 2004). Narggdomu 50. a 60. let minulého stoleti se ale
zZjistilo, Ze halogenované salicylanilidy vyvolavigiokontaktni dermatitidy a proto

byly az na vyjimky postupgnstazeny z pouzivani (Kubicova, L., 1992).

Velky vyznam vSak halogenované salicylanilidy majé veterinarni
medicirg, zejména pro jejich antiparazitarni aktivitu jakatitrematoda (l&va proti
plochym ¢ervim — motolicim — trematoda). Trematodozy z paraagmwkéeho
hlediska pedstavuji velmi zavaznou skupinu helmintéreqevsim ve skupin
hospodé&skych a volg Zijicich zviat. NejvyznamgSim halogenovanym
salicylanilidem je klosantelgsobici proti dosglym i vyvojovym stadiim motolic,
proti hlisticim a ektoparafitm, ktery je pouzivan u skotu, ovci a sparkatérev
DalSim z&stupcem je rafoxanid uzivany pouze u sp@rkeie, ktery misobi proti
dosglym i vyvojovym stadiim motolic a ektoparaki(Lamka, J., 1998; Department
of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Veteringcience, University of

Pretoria, 1999).

V sowasné dob jsme s¥dky stoupajiciho zajmu édecké véejnosti o
salicylanilidy a jejich analoga. Na Farmaceutick&uitt UK se intenzivl studuje
antimykobakterialni a antifungalni aktivita salagllidi a jejich analog
(Waisser, K.a kol., 2003).
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3.EXPERIMENTALN| CAST
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3.1. Metodika testu

Experimentalni metodika screeningového testovanimqmod Tubifex
tubifexMull. je sowasti navrzeného a propracovavaného testu pracdwuminy
~Fototoxicity* na Katede farmaceutické botaniky a ekologie. Vychazi zeSekwosti
pracovniki a je navrZzena pro ékovani fotosenzibilizénich vlastnosti testovanych

latek.

3.1.1. Design testu

Vlastni test probiha ve 24jamkovych mikrotéingch destikach, coz pla
odpovida nejnagjSim trendim v ekotoxikologii a screeningové toxikologiilbec, tj.
miniaturizace usp@dani, Uspora experimentalnich orgarisen zarové daleko

mensi spdtba nez je i klasickém usptadani v Petriho miskach.

Pri kazdém pokusu byl zéaroires fotosenzibilizujicimi latkami testovan
MnCl, jako standardni toxin, ktery @&koval standardnost experimentalnich

organisnii.

3.1.2. Hodnoceni

Existuje vice hodnoticich parametrV naSem fpad byly zvoleny dva

endpointy — mortalita a posSkozeni.

Zarover byly vyhodnocovany i temnostni kontroly, tj. dékti, v nichz se

nachézela fotosenzibilizujici latka, ale nebylytayeny UV zéeni.

3.1.3. Preliminery test

U kazdé testované latky byly nejprve provedetgdiezné testy, které slouzi
k odhadu citlivosti testovaného organismu k danéowinu. Ri predkéZnych testech

se zkouma SirSi rozsah koncentraci: podle jejidtedki se zvoli oblast koncentraci
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N 1

k vlastnimu testovani tak, abyi mejvy3Si koncentraci reagovaly vSechny organismy

a i nejnizsi koncentraci nebyl zasazen Zadny orgamsm

3.1.4. Vlastni test

Na paatku kazdého testovani je proveden test se stamidartbxinem -
MnCl,. 24jamkova destka je vystavena gsobeni toxinu po dobu jedné hodiny
celkem v Sesti koncentracichfadh paralelnich stanovenich. Po uplynuti stanovené

doby je vyhodnocena mortalita.

Na zaklad ziskani standardnich vysledkje pristoupeno k vlastnimu
testovani. Bpravime koncentimi fadu alespt 12 redéni, které je dosazeno

postupnyntedinim vychoziho koncentratu testované latky.

Do kazdé jamky mikrotitni desttky umistime 6 jedinc Pod
stereomikroskopem @time jejich nezavadnost a vitalitu. Poslé#igl@dme testovany

toxin.

Pri kazdém experimentu mame zachovany kontroly jedinbez
fotosenzibiliz&nich latek a zarovei temnostni kontrolu, tj. vliv fototoxinbez UV

z&eni.

Po zvolené dob ozaovani dochazi ihned k vyhodnoceni pod

stereomikroskopem.
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3.2. Chemikalie, pom uUcky a zaFizeni, testovaci
organismus

3.2.1. Chemické latky

Destilovana voda

Chlorid manganaty MnGKH,0O p.a. Lachema a.s.
Thiosalicylanilid

3,4 -dichlorthiosalicylanilid

4’-methylthiosalicylanilid
5-chlorthiosalicylanilid
3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid

3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid (vSechny vyderedené thiosalicylanilidy

byly pfipraveny na Katei@ anorganické a organické chemie FaF UK)

3.2.2. PFistroje a pom ucky

Mikrotitracni 24jamkové destky
Laboratorni n&ni
Kadinky 25, 100, 250 a 400m|
Zkumavky
Stojan
Erlenmayerovy bigky
Petriho misky @ 5, 10cm

Sklergné tyinky
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Teplomner

Entomologické pinzety

Vazenka

LZicky

Pipety

Automatické pipety a Sgky firmy Bran; 100 — 1004, 0,5 — 5ml
Pristroje

Predvazky Kern 440-47N

Analytické vahy Kern Abj

pHmetr pH/Cond 340

Oxymetr Oxi340i

Termostat VTB Binder

Ultrazvukova laze Bandeln

UV lampa DDHN 16 330 (345/245nm)

Stereomikroskop

3.2.3. Testovany organismus

Niténka obecnaTubifex tubifexMuller)
Tubifex tubifexe chovan v akvariu s 6cm vrstvou pisku a 8cm vody
Swételny rezim den:noc 10:14 hodin.

Akvarium je 24 hodin derinprovzdusiovano, koncentrace kysliku je 8mgl/l,
teplota 20 = 2°C, pH 7,5 £ 0,1.
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3.3. Priprava latky a postup testovani

3.3.1. Priprava testované latky

MnozZstvi toxinu odpovidajici nejvysSi koncentracylob navdZzeno a
rozpuséno v zadbrusové zkumavce v 2% roztoku dimethylsudfox K rozpustni
byla vyuZzita ultrazvukova laze Z toho vzorku byly fipraveny roztoky o nizSi

koncentraci tzv. flovym fednim.

3.3.2. PAprava experimentalniho organismu

Den pged pokusem bylo z chovu o#dno dostaené mnoZstvi

malosttinatal potrebnych pro experiment.

Niténky byly 24 hodin ped pokusem nekrmeny a udrZzovary kpnstantni
teplot 20°C. Pro pokus byli vybirani daspjedinci v rozmezi 0, 0140 — 0, 020g.

3.3.3. Samotny pokus

Podrobr popsan v kapitole Metodika testovani (3.1.). Pdodnoceni
mortality standardniho toxinu (MnLH chlorid manganaty, jehoZz indexy akutni
toxicity byly stanoveny dlouhodobym sledovanim. sE®InCl, byla stanovena
68,04mmol/l) pistoupime kvlastnimu testovani. Do dvou 24jamkdvyc
mikrotitracnich destiek pridame n&edny fototoxin tak, Ze mame vytvenu fadu

12 koncentraci vegch paralelnich stanovenich.

Mikrotitra¢ni destéky umistime pod UV lampu (366nm; 0,3W.3nza
standardni teploty 20 + 0,5°C.

Na konci zvolené doby ormavani pokus vyhodnotime a vysledky zapiSeme
do tabulky v pétech mrtvychii poSkozenych jedinc
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3.4. Zpracovani vysledk u

Vysledky byly odéteny bezprogsedre po pokusech okulometricky pod
mikroskopem; byla hodnocena mortalita a poSkozegdrasni.

Tyto vysledky byly poté fepateny na procenta mortality a a zpracovany
statistickym programem Prisma 3.0.; byly vyfemy standardni hodnoty £ 95%
intervaly spolehlivosti.

Pro lepSi zndzowmi a srovnani toxickych a fototoxickych vlastnosyily

hodnoty EGy pievedeny do grafové podoby.
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4 \/ysledky
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Vysledky n&feni jsou prezentovany jako

1) tabulky primarnich vysledkméieni

- hodnoty Y1, Y2 a Y3 jsou vysledky paralelnich steemd — poSkozeni

¢i mortalita testovanych organisnfe zde uvedeno v procentech (%)

- hodnota X vyjatlje koncentrace toxin vz mmol/l, pgicemz
13. koncentrace ipdstavuje slepy vzorek, ¥mz je roztok toxid
nahrazen destilovanou vodou

2) vysledné hodnoty EC (mmol/l) pro jednotlivé toxiny

- hodnoty EGp jsou doplgny 95% konfidetnimi intervaly (tam, kde
vypocet €chto hodnot z priméarnich vysledlbyl mozny)

3y grafy hodnot EGy
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4.1. Thiosalicylanilid

Thiosalicylanilid byl testovan v koncentracich 1;28,0006mmol/l.
Latka v testovanych koncentracichugpbovala mortalitu, nebylo prokazano
poSkozeni.

Doba expozice byla 60 a 120 minut.

Tab.1. Primarni vysledky méfeni

THIOSALICYLANILID (0za feni UV)
Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 100 100 100 100 100 100
2 0,625 100 100 100 100 100 100
3 0,3125 83,33 83,33 83,33 100 100 100
4 0,1563 83,33 83,33 83,33 100 100 100
5 0,0781 16,66 16,66 33,33 83,33 83,33 83,33
6 0,039 0 0 0 66,66 66,66 83,33
7 0,0195 0 0 0 33,33 33,33 33,33
8 0,0098 0 0 0 16,66 0 0
9 0,0049 0 0 0 0 0 0
10 0,0024 0 0 0 0 0 0
11 0,0012 0 0 0 0 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 2. Priméarni vysledky méfeni
THIOSALICYLANILID (bez UV) |
Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 100 100 100 100 100 100
2 0,625 100 100 100 100 100 100
3 0,3125 50 50 50 100 100 100
4 0,1563 33,33 33,33 33,33 83,33 83,33 83,33
5 0,0781 16,66 0 0 83,33 83,33 66,66
6 0,039 0 0 0 16,66 16,66 16,66
7 0,0195 0 0 0 0 0 0
8 0,0098 0 0 0 0 0 0
9 0,0049 0 0 0 0 0 0
10 0,0024 0 0 0 0 0 0
11 0,0012 0 0 0 0 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 3. Vysledné hodnoty ECsg

THIOSALICYLANILID — mortalita
Doba EC (mmol/l) - ozafované | EC (mmol/l) —
ozafova neozarené
ni (min)
60 0,1232 0,251
(0,08770-0,1731) (0,188 - 0,335)
120 0,02969 0,06367
(0,02331 - 0,03782) (0,04598 - 0,08816)

Graf 1. Hodnoty ECsxq
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4.2. 4'- METHYLTHIOSALICYLANILID

4’- methylthiosalicylanilid byl testovan v konceatfch 2,5 — 0,0012mmol/I.

Latka v testovanych koncentracichugpbovala mortalitu, nebylo prokazano
poSkozeni.

Doba expozice byla 60 a 120 minut.

Tab. 4. Priméarni vysledky méreni

4 -methylthiosalicylanilid (0z&  Feni UV)
Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 2,5 100 100 100 100 100 100
2 1,25 100 100 100 100 100 100
3 0,625 33,33 50 33,33 100 100 100
4 0,3125 16,66 16,66 16,66 33,33 33,33 33,33
5 0,1563 0 0 0 33,33 16,66 16,66
6 0,0781 0 0 0 16,66 16,66 16,66
7 0,039 0 0 0 16,66 16,66 0
8 0,0195 0 0 0 16,66 0 0
9 0,0098 0 0 0 0 0 0
10 0,0049 0 0 0 0 0 0
11 0,0024 0 0 0 0 0 0
12 0,0012 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 5. Primarni vysledky méfeni

4 -methylthiosalicylanilid (bez UV)
Koncentrace A B
mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 2,5 100 100 100 100 100 100
2 1,25 100 100 100 100 100 100
3 0,625 50 50 50 100 100 100
4 0,3125 33,33 33,33 16,66 100 100 100
5 0,1563 16,66 0 0 50 50 33,33
6 0,0781 0 0 0 33,33 16,66 16,66
7 0,039 0 0 0 16,66 16,66 16,66
8 0,0195 0 0 0 16,66 16,66 0
9 0,0098 0 0 0 0 0 0
10 0,0049 0 0 0 0 0 0
11 0,0024 0 0 0 0 0 0
12 0,0012 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 6. Vysledné hodnoty ECs

Doba | EC (mmol/l) - ozafované
ozafovani

EC (mmol/l) - neozéafené

(min)
60 0,6401 0,5074
(0,4523 - 0,9059) (0,3807 - 0,6761)
120 0,2597 0,1244

(0,1917 - 0,3518)

(0,09296 - 0,1664)

Graf 2. Hodnoty ECsxp
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4.3. 5 — chlorthiosalicylanilid

5 — chlorthiosalicylanilid byl testovan v koncemtieh 1,25 — 0,0006mmol/I.

Latka v testovanych koncentracichugpbovala mortalitu, nebylo prokazano
poSkozeni.

Doba expozice byla 60 a 120 minut.

Tab. 7. Priméarni vysledky méreni

5-chlorthiosalicylanilid (ozd Feni UV)
Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1l Y2 Y3 Y1l Y2 Y3
1 1,25 100 100 100 100 100 100
2 0,625 100 100 100 100 100 100
3 0,3125 100 100 100 100 100 100
4 0,1563 50 50 50 100 100 100
5 0,0781 16,66 16,66 16,66 66,66 66,66 83,33
6 0,039 16,66 0 16,66 50 50 50
7 0,0195 0 0 0 16,66 16,66 16,66
8 0,0098 0 0 0 16,66 16,66 0
9 0,0049 0 0 0 0 0 0
10 0,0024 0 0 0 0 0 0
11 0,0012 0 0 0 0 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 8. Priméarni vysledky méfeni

5-chlorthiosalicylanilid (bez UV)

Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 100 100 100 100 100 100
2 0,625 100 100 100 100 100 100
3 0,3125 100 100 100 100 100 100
4 0,1563 50 50 50 100 100 100
5 0,0781 33,33 33,33 33,33 100 100 100
6 0,039 16,66 16,66 16,66 66,66 66,66 66,66
7 0,0195 0 0 0 33,33 33,33 33,33
8 0,0098 0 0 0 16,66 16,66 16,66
9 0,0049 0 0 0 16,66 0 0
10 0,0024 0 0 0 0 0 0
11 0,0012 0 0 0 0 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 9. Vysledné hodnoty ECx,

5 - CHLORTHIOSALICYLANILID - mortalita
Doba |EC (mmol/l) - ozafované |EC (mmol/l) - neozafené
ozafovani
(min)
60 0,1343 0,1147

(0,09841 - 0,1833) (0,08840 - 0,1489)

120 0,04013 0,0245
(0,03172 - 0,05076) (0,01908 - 0,03145)

Graf 3. Hodnoty ECs,

Koncentrace (mmol/l)
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3,

4 -

44, %, 4'- dichlorthiosalicylanilid__

0,625 — 0, 0003mmol/I.

Latka v testovanych koncentracichugpbovala mortalitu, nebylo prokazano

poskozeni.

dichlorthiosalicylanilid

Doba expozice byla 60 a 120 minut.

Tab. 10. Primarni vysledky méfeni

byl

testovan

Vv

koentracich

3',4- dichlorthiosalicylanilid (oz&  Feni UV)
Koncentrace A B
mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 0,625 100 100 100 100 100 100
2 0,3125 100 100 100 100 100 100
3 0,1563 83,33 83,33 83,33 100 100 100
4 0,0781 66,66 66,66 66,66 83,33 83,33 83,33
5 0,039 50 50 33,33 66,66 66,66 66,66
6 0,0195 33,33 33,33 33,33 50 50 50
7 0,0098 16,66 16,66 16,66 33,33 33,33 50
8 0,0049 0 0 0 16,66 16,66 16,66
9 0,0024 0 0 0 0 0 0
10 0,0012 0 0 0 0 0 0
11 0,0006 0 0 0 0 0 0
12 0,0003 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 11. Primérni vysledky méfeni
3',4 - dichlorthiosalicylanilid (bez UV)
Koncentrace ‘ A ‘ B
mmol/l Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 0,625 100 100 100 100 100 100
2 0,3125 100 100 100 100 100 100
3 0,1563 100 100 100 100 100 100
4 0,0781 83,33 83,33 83,33 100 100 100
5 0,039 66,66 66,66 83,33 100 100 100
6 0,0195 50 50 66,66 83,33 83,33 83,33
7 0,0098 33,33 33,33 33,33 83,33 83,33 66,66
8 0,0049 33,33 33,33 16,66 66,66 66,66 66,66
9 0,0024 0 0 0 50 50 50
10 0,0012 0 0 0 16,66 16,66 0
11 0,0006 0 0 0 0 0 0
12 0,0003 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 12. Vysledné hodnoty ECsq

Doba EC (mmol/l) - ozafované EC (mmol/l) - neozéafené
ozarfovani
(min)
60 0,04149 0,01662
(0,03612 - 0,04766) (0,01417 - 0,01950)
120 0,1874 0,003443
(0,0163 - 0,02154) (0,002823 - 0,004199)

Graf 4. Hodnoty ECs
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4.5. 3,5 —dichlor — 4- chlorthiosalicylanilid

3, 5 — dichlor — 4°- chlorthiosalicylanilid byl tesan v koncentracich
1,25 — 0,0006mmol/l.

V obou testovanyckiasech a ve v3ech koncentracich latksopila poSkozeni i
mortalitu.

Doba expozice byla 60 a 120 minut.

Tab. 13. Primarni vysledky méfeni

3,5 - dichlor - 4'- chlorthiosalicylanilid (oza ~ Feni UV)
Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 100 100 100 100 100 100
2 0,625 100 100 100 100 100 100
3 0,3125 100 100 100 100 100 100
4 0,1563 100 100 100 100 100 100
5 0,0781 100 100 100 100 100 100
6 0,039 100 100 100 100 100 100
7 0,0195 100 100 100 100 100 100
8 0,0098 83,33 83,33 83,33 100 100 100
9 0,0049 50 50 50 83,33 83,33 83,33
10 0,0024 0 0 0 33,33 33,33 33,33
11 0,0012 0 0 0 16,66 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 14. Primarni vysledky méfeni

3,5 - dichlor - 4'- chlorthiosalicylanilid (bez UV)
Koncentrace A B

mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)

X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 100 100 100 100 100 100
2 0,625 100 100 100 100 100 100
3 0,3125 100 100 100 100 100 100
4 0,1563 100 100 100 100 100 100
5 0,0781 100 100 100 100 100 100
6 0,039 100 100 100 100 100 100
7 0,0195 100 100 100 100 100 100
8 0,0098 83,33 83,33 100 100 100 100
9 0,0049 66,66 66,66 66,66 100 100 100
10 0,0024 16,66 16,66 16,66 50 50 50
11 0,0012 0 0 0 16,66 16,66 16,66
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 15. Vysledné hodnoty ECs,

Doba |EC (mmol/l) - ozafované |EC (mmol/l) - neozarené
ozafovani
(min)
60 0,005372 0,004075
(0,003859 - 0,007479) (0,002997 - 0,005540)
120 0,002758 0,002055
(0,002032 - 0,003745) (0,001479 - 0,002854)
Graf 5. Hodnoty ECs
3,5-DICHLOR-4"-CHLORTHIOSALICYLANILID -
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Tab. 16. Primarni vysledky méfeni

3,5 - dichlor - 4'- chlorthiosalicylanilid (0z&  Feni UV)
Koncentrace A B
mmol/l Poskozeni 60 min (%) Poskozeni 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 33,33 50 50 66,66 50 50
2 0,625 33,33 33,33 50 50 50 50
3 0,3125 33,33 33,33 33,33 50 50 50
4 0,1563 33,33 33,33 33,33 50 50 50
5 0,0781 33,33 33,33 33,33 33,33 50 33,33
6 0,039 16,66 16,66 16,66 33,33 33,33 33,33
7 0,0195 0 0 0 33,33 33,33 33,33
8 0,0098 0 0 0 16,66 16,66 16,66
9 0,0049 0 0 0 0 0 0
10 0,0024 0 0 0 0 0 0
11 0,0012 0 0 0 0 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 17. Primarni vysledky méfeni
3,5 - dichlor - 4'- chlorthiosalicylanilid (bez UV)
Koncentrace A B
mmol/I Poskozeni 60 min (%) Poskozeni 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 1,25 66,66 66,66 50 66,66 66,66 50
2 0,625 50 50 50 50 50 50
3 0,3125 50 50 50 50 50 50
4 0,1563 50 50 50 50 50 50
5 0,0781 33,33 33,33 50 33,33 33,33 50
6 0,039 33,33 33,33 33,33 33,33 33,33 33,33
7 0,0195 33,33 33,33 33,33 33,33 33,33 33,33
8 0,0098 0 0 0 16,66 16,66 16,66
9 0,0049 0 0 0 0 0 0
10 0,0024 0 0 0 0 0 0
11 0,0012 0 0 0 0 0 0
12 0,0006 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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4.6. 3,5 —dichlor — 4" - bromthiosalicylanilid

3, 5 — dichlor — 4 - bromthiosalicylanilid byl tesan v koncentracich
0,625 — 0,0003mmol/I.

V obou testovanycliasech a ve v3ech koncentracich latksopila poSkozeni i
mortalitu.

Doba expozice byla 60 a 120 minut.

Tab. 18. Primarni vysledky méfeni

3,5 - dichlor - 4"- bromthiosalicylanilid (oza Feni UV)
Koncentrace A B
mmol/I Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 0,625 100 100 100 100 100 100
2 0,3125 100 100 100 100 100 100
3 0,1563 100 100 100 100 100 100
4 0,0781 100 100 100 100 100 100
5 0,039 100 100 100 100 100 100
6 0,0195 83,33 83,33 83,33 100 100 100
7 0,0098 33,33 33,33 33,33 100 100 83,33
8 0,0049 16,66 16,66 0 50 50 50
9 0,0024 0 0 0 16,66 16,66 16,66
10 0,0012 0 0 0 0 0 0
11 0,0006 0 0 0 0 0 0
12 0,0003 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
Tab. 19. Primarni vysledky méfeni
3,5 - dichlor - 4”- bromthiosalicylanilid (bez UV)
Koncentrace A B
mmol/l Mortalita 60 min (%) Mortalita 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 0,625 100 100 100 100 100 100
2 0,3125 100 100 100 100 100 100
3 0,1563 100 100 100 100 100 100
4 0,0781 100 100 100 100 100 100
5 0,039 100 100 100 100 100 100
6 0,0195 100 100 100 100 100 100
7 0,0098 83,33 83,33 83,33 100 100 100
8 0,0049 50 50 50 100 100 83,33
9 0,0024 33,33 33,33 33,33 83,33 83,33 66,66
10 0,0012 0 0 0 33,33 33,33 33,33
11 0,0006 0 0 0 0 0 0
12 0,0003 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0
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Tab. 20. Vysledné hodnoty ECs

3,5 - DICHLOR-4"-BROMTHIOSALICYLANILID - mortalita
Doba |EC (mmol/l) - ozafované |EC (mmol/l) - neozafené
ozarovani
(min)
60 0,01151 0,004317
(0,008443 - 0,01569) (0,003379 - 0,005516)
120 0,004509 0,001589
(0,003296 - 0,006168) (0,001158 - 0,002180)
Graf 6. Hodnoty ECs
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3, 5 — dichlor — 4" - bromthiosalicylanilid — POSKENI

Tab. 21. Primarni vysledky mérfeni

3,5 - dichlor - 4”- bromthiosalicylanilid (oza Feni UV)
Koncentrace A B
mmol/l Poskozeni 60 min (%) Poskozeni 120 min (%)
X Y1 Y2 Y3 Y1l Y2 Y3
1 0,625 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66
2 0,3125 16,66 16,66 0 16,66 16,66 16,66
3 0,1563 0 0 0 16,66 16,66 16,66
4 0,0781 0 0 0 0 0 0
5 0,039 0 0 0 0 0 0
6 0,0195 0 0 0 0 0 0
7 0,0098 0 0 0 0 0 0
8 0,0049 0 0 0 0 0 0
9 0,0024 0 0 0 0 0 0
10 0,0012 0 0 0 0 0 0
11 0,0006 0 0 0 0 0 0
12 0,0003 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 22. Primarni vysledky méfeni

3,5 - dichlor - 4”- bromthiosalicylanilid (bez UV)
Koncentrace A B
mmol/I Poskozeni 60 min (%) Poskozeni 120 min (%)
X Y1l Y2 Y3 Y1 Y2 Y3
1 0,625 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66
2 0,3125 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66
3 0,1563 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66 16,66
4 0,0781 0 0 0 16,66 16,66 16,66
5 0,039 0 0 0 0 0 0
6 0,0195 0 0 0 0 0 0
7 0,0098 0 0 0 0 0 0
8 0,0049 0 0 0 0 0 0
9 0,0024 0 0 0 0 0 0
10 0,0012 0 0 0 0 0 0
11 0,0006 0 0 0 0 0 0
12 0,0003 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0 0




5.Diskuse
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Pro lepsi kontrolu bezperosti chemickych latek prédoveéka a prostedi jsou
v riznych zemich vyti@ny zakony tykajici se toxickych latekéda mize k tomuto
posouzeni fispét ve dvou oblastech; jednak v oblasti toxikologigednak v oblasti
chemické expozice. Velmi podstatnyntigmévkem chemie Zivotniho prasdi
k ttmto z&koim by nel byt vyvoj laboratornich testovacich metod nebo
matematickych mod#) které umozni fedvidat osud novych chemickych steain
v Zivotnim prostedi (Boule, P et al., 1999).

V souwasné dob ma toxikologie obrovsky vyznam. Zkouma negativopald
latek @irodniho i syntetického twodu nac¢lovéka i ostatni organismy. DneSni
toxikologie sefadi mezi multidisciplinarni obory. Nedavno se puténs fotobiologii

a vznikla tak nova disciplina, fototoxikologie (Res, J.a kol., 1997).

Jednim z dsledlka vypouseni velkého mnoZzstvi chemickych a odpadnich
produkti moderni spokénosti do Zivotniho progtdi je ztetovani ozénové vrstvy
(Boule, P et al., 1999). Velkym nebezpa pro prospsSny stratosfericky ozon jsou
organické sloteniny na bazi nizSich alkAn(metanu, etanu) s obsahem chloru a
fluoru (chlor - fluorkarbony). Jsou to velmi st@éetoxické uhlovodiky se snizenym
bodem varu. Pro své vlastnosti jsou pouzivany adinénstvi, v rozpraSovizh a k
cisteéni sowastek pi vyrobe elektroniky. Jejich chemicka stalostizpbuje, Ze jsou
schopny velmi dlouhou dobu&dow desitky az stovky let) setrvat v atmasfé
VzdusSnym proudem se dostavaji az do vrchni vranatasféry, kde sedinkem UV
z&eni rozkladaji za uvobmi atomii chloru, ktery z molekuly 0zénu odtrhava atom
kysliku a reaguje s nim za vzniku oxidu chloru. Bami k fotochemickému
uvoliovani chloru z molekuly oxidu chloru, ktery rozkéadalSi molekulu ozénu.
NejvétSi nebezpd predstavuji freony a oxidy dusiku (Prokes, J.a k&b97).
NejvyznamrjSim nasledkem ztéovani ozonové vrstvy je zvySené pronikani
zejména velmi nebezpieého UVB zé&eni k zemskému povrchu (Soni, A.K., 1997).
UV zé&eni ma samo o selschopnost posSkozovat mnoho biologickych materil
kombinaci s ostatnimi factory Zivotniho pr@sti nize dojit i k synergickému

Gcinku, jehoz pikladem je fotoaktivace organickych polutai fotosenzitizace.

Pred d¥ma lety byla schvélena koncepce nové pravni UpEWyv oblasti
nakladani s chemickymi latkami, tzREACH systém (Registration, Evaluation,
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Authorization and Restriction of Chemical$znik této pravni normy byl nezbytny
zejména poté, co bylo zj&to, Ze spoknost ma dostatek informaci o nebeapgh
vlastnostech jen u 10% pouzivanych chemickych lalekto skuténost vychazi
ztoho, Ze vEU od roku 1981 platilo r@kehi chemickych latek na ,nové” a
Lexistujici”, které byly do roku 198If4dreé zaregistrovany a nebyly u nich
pozadovany zkousky na neSkodnd3EACH stira hranice meziémito latkami a
naizuje novou registraci pro nové i stavajici latlpuwasti podklad pro registraci
je soubor informaci o latce, o jejim beZpém pouzivani a odstravani a zprava o
jeji chemické bezpmosti @i vSech éekavanych zfisobech jejiho pouziti. Vysledky
testovani, které bylo provedeno v jednomé&sEit jsou akceptovatelné i v ostatnich
statech (Blaha, K., 2005).

V ramci vyzkumu Katedry farmaceutické botaniky alekie je rozvijena
oblast fototoxikologie. Vyzkum je kro&jiného soustdn i na propracovani nového
testu, ktery by @l pomoci @i screeninguci hodnoceni fotosenzibilizaich
vlastnosti testovanych latek. Testujicim organismgm nitnka obecna
(Tubifex tubifexMull.), ktera je v ramci fylogeneze zahrnuta mbéezobratlé, tzn.
niz8i organismy, a tudiz se na ni nevztahuje letigl spojend se Zakonem na

ochranu zwiat proti tyrani.

NasSim cilem bylo o%it fotosenzibilizujici vlastnosti Sesti latek

nasyntetizovanych na Katedanorganické a organické chemie.

Pro nastitni rozsahlosti a vyznamnosti problematiky jsou déaledeny
piiklady nekterych fotosenzibilizujicich latek z oblasti ¢i¢, kosmetického a

potravindského piimyslu.

Latky zpisobujici fototoxickou reakci: tp zevnim kontaktu-antiseptika,

antimykotika,_halogenované salicylanilidatky obsazené v kamenouhelném dehtu,

bergamotovyi citrusovy olej. Bi vnitinim podani-fenothiaziny, hydrochlorothiazid,
amiodaron, chinolony, tetracykliny, profeny.

Latky zpisobujici fotoalergickou reakciipzevnim kontaktu-halogenované
salicylanilidy, nektera antimykotika. ® systémovém podani-chlorpromazin,

promethazin, sulfonamidy.
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Rostliny zpisobujici fytofotodermatitidy:Heracleum, Angelica silvestris
Ruta graveolens, Daucus carota, Petroselinum sativdastoupeny jsou hlagn

celediRutaceaea ApiaceagMalina, L., 1999).
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
THIOSALICYLANILID U

Substituované aromatické amidy a thioamidy jsoui@idu let intenzivé

studovany na Katéd anorganické a organické chemie FAF UK v Hrad@l&iré.

V tad praci zabyvajicich se fototoxicitou a fotokontaktn alergiemi se
pouziva 3,3",4",5-tetrachlorsalicylanilid jako slamdni synteticky fototoxin a
fotoalergen (Waisser, K.a kol., 2003).

Halogenované salicylanilidy vykazuji dva typyinka souvisejicich s
oz&enim. Prvni je fototoxicky dinek, tj. zawtlivd reakce po ozéni. Toto je
dusledek chemického poskozeni tkani viivem fotoch&gab proces (poskozeni
biologicky aktivnich molekul reaktivnimi formami &ljku), které jsou stimulovany
fototoxickou latkou. Kromy toho halogenované salicylanilidyagobi roviz jako
fotoalergeny. Zde jde o kkami zprostedkovanou reakci pozdniho typuigemz
fotoalergen psobi jako prohapten. K fotoalergizujicimutspbeni dochazi
uvolnénim jednoho nebo vice halogenovych radikad ozdéeni UV z&enim: volny
radikal reaguje s proteiny za vzniku nové molekubgra mize pisobit jako antigen
in vivo (Harber, L.C. et al, 1967).

V roce 1998 byl navrzen novy mechanismus jejiébgbeni. Salicylanilidy
pusobi jako inhibitory dvoukomponentovych reguiach systém (TCS = Two-
component regulatory system) bakterii. Tento systéaje Ustedni roli v procesu
infekce. Pro Ginek je nezbytny elektron akceptorovy substituensalicylovéiasti a
hydrofobni skupina na anilidow#&sti. Latky inhibujici dvoukomponentovy systém
mohou vést ke smrti bakterialnitky (VinSova, J., 2004).

U autotrofnich organistn n¢které salicylanilidy fsobi inhibéné na
fotosyntézu. Vliv nap 3,5—dichlorsalicylanilid byl studovan na izolovanych
chloroplastech $penétu (Kubicova, L.a kol., 200st6 M.a kol., 2001).
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
THIOSALICYLANILIDU

Pri testovani na n¥hkach se u této latky jako jediné prokazala niz&inota
ECso po ozdeni testovanych jediidJV z&enim nez hodnota Egu neozéovanych
jedincl po 60-ti i po 120-timinutové expozici. Hodnota &Qu oz&ovanych
organisnii byla az o polovinu niZsi nez u neéa@anych.

Projevuje se zde také&tyinasobny pokles hodnoty BLu oza&ovanych i
neozdovanych jedingé po 120-timinutové expozici oproti hod®otEGCs, po

60-timinutové expozici ze sledovanych latek.
Latka u ni¢nek nezjsobovala Zadné povrchové poskozeni.

Pro nazornost jsoufiinZzeny grafy zavislosti E§ na dokd expozice u
ozaovanych organisfiy u neozéovanych organisih a u oz#&ovanych |

neozd@ovanych dohromady.

Graf 7. Zavislost ECso na ¢ase (UV zéafeni)
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Graf 8 Zavislost ECsgna ¢ase (bez UV)
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Graf 9. Zavislost ECsgna ¢ase (UV i bez UV)
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
4" - METHYLTHIOSALICYLANILIDU

Pti testovani této latky byla BEgu ozaovanych organisinpii 60-timinutové
expozici o kco vysSi nez u neoavanych, ale po 120-timinutové expozici byla
ECso u oz&ovanych organisin o vice neZz polovinu vySSi neZz u ne@menych
organisnii. RovreZ Ize zde doke pozorovat pokles hodnoty EfCu oz&ovanych
jedinai po 120-timinutové expozici o vic nez polovinu, weord&ovanych
¢tyindsobny pokles oproti hodrdECso po 60-timinutové expozici.

Latka u ni¢nek nezjsobovala Zadné povrchové poskozeni.

Pro nazornost jsoufiinZzeny grafy zavislosti E§ na dokd expozice u
ozaovanych organisfiy u neozéovanych organisih a u oz#&ovanych |

neozd@ovanych dohromady.

Graf 10. Zavislost ECso na Case (UV zafeni)
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Graf 11. Zavislost Efgnacase (bez UV)
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Graf 12. Zavislost ECsg na ¢ase (UV i bez UV)
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
5 — CHLORTHIOSALICYLANILIDU

Pri testovani této latky byla hodnota BCu ozd&ovanych jedind po
60-timinutové expozici jen nepatrnvysSi nez hodnota EE u neozéovanych
jedinai. Po 120-timinutové expozici se hodnotaskEQ oz&ovanych jeding zvysila
o polovinu nez u neoravanych. Pokles hodnoty E§ ozaovanych organisiinpo
120-timinutové expozici byl trojnasobny, u nefimaanych az ginasobny oproti

60-timinutové expozici. Tento pokles je velmi delvidt v prilozenych grafech.
Latka u ni¢nek nezjisobovala Zadné povrchové poskozeni.

Pro nézornost jsouftiinZzeny grafy zavislosti E§ na dold expozice u
ozaovanych organisfiy u neozéovanych organisih a u oz#&ovanych |

neozdovanych dohromady.

Graf 13. Zavislost ECs na Case (UV zéafeni)
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Graf 14. Zavislost ECso na ¢ase (bez UV)
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Graf 15. Zavislost ECso na ¢ase (UV i bez UV)
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
3.4 — DICHLORTHIOSALICYLANILIDU

Pri testovani této latky byla hodnota gQu oza&ovanych organiskn pri
60-timinutové expozici o vic nez polovinu vySSi nezneozéovanych, zvyseni
hodnoty EGoy u oz&ovanych jedingd oproti neozéovanym po 120-timinutové
expozici bylo az gtinasobné.

Také je zde dadie znatelny pokles hodnoty B u oz&ovanych jeding po
120-timinutové expozici oproti hodroECs, po 60-timinutové expozici o vic nez
polovinu. Tento pokles je u nedpaanych jeding az trojnasobny. Latka u aitek
nezmsobovala Zadné povrchové poskozeni.

Pro nazornost jsoufiinZzeny grafy zavislosti E§ na dok¥ expozice u
ozaovanych organisfiy u neozéovanych organisih a u oz#&ovanych |
neozd@ovanych dohromady.

Graf 16. Zavislost ECs na Case (UV zéafeni)
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Graf 17. Zavislost ECso na ¢ase (bez UV)
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Graf 18. Zavislost ECsg na ¢ase (UV i bez UV)
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
3,5 - DICHLOR 4’- CHLORTHIOSALICYLANILIDU

Pri testovani této latky byla hodnota ECu ozd&ovanych jeding pri
60-timinutové expozici jen 0 malo vysSi neZz u néozanych, po 120-timinutové
expozici byla hodnota EBg u ozd&ovanych a neozavanych jedind témef

vyrovnana.

Rovrez se zde projevuje pokles hodnotd G oz&ovanych i neoz@vanych
jedinal po 120-timinutové expozici az o polovinu oproti dnotdm EGy po

60-timinutové expozici.

Po 60-timinutové expozici UV #énim toxin zfisoboval poSkozeni gitek
od koncentrace 0, 039mmol/l do koncentrace 1, 25Whmpoo 120-timinutové
expozici se poSkozeni projevilo od koncentrace @8mmol/l do koncentrace
1, 25mmol/l. po 60-timinutové expozici bez UV tedi nastalo poskozeni
v koncentraci 0, 0195 — 1, 25mmol/l, po 120-timou# expozici v koncentraci
0, 0098 — 1, 25mmol/I.

Pro nézornost jsouftiinZzeny grafy zavislosti E§ na dold expozice u
ozaovanych organisfiy u neozéovanych organisih a u oz#&ovanych |
neozd@ovanych dohromady.

Graf 19. Zavislost ECs na Case (UV zéafeni)
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Graf 20. Zavislost ECso na ¢ase (bez UV)
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Graf 21. Zavislost ECsg na ¢ase (UV i bez UV)
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OVERENI FOTOSENZIBILIZUJICICH VLASTNOSTI
3,5 DICHLOR 4’ - BROMTHIOSALICYLANILIDU

Pri testovani této latky byla hodnota gQoii 60-timinutové expozici u
ozaovanych organisin az trojnasob& vyssi nez u neoravanych, rozdil hodnot
ECso mezi oz&ovanymi a neozavanymi jedinci po 120-timinutové expozici byl
také trojnasobny. Rowd je zde patrny pokles hodnoty &Qu oza&ovanych i
neozdovanych jedingd po 120-timinutové expozici oproti 60-timinutovépezici az
o polovinu.

Po 60-timinutové expozici UV #anim toxin zpsoboval poskozeni od
koncentrace 0, 3125 do koncentrace 0, 625mmol/l, 1@0-timinutové expozici
UV z&enim nastalo poSkozeni v koncentracich 0, 1563 &2%mmol/l,. po
60-timinutové expozici bez UV édni nastalo poskozeni v koncentracich
0,1563 - 0,625mmol/l, po 120-timinutové expozicv koncentracich
0, 0781 — 0, 625mmol/I.

Pro nazornost jsouiiozeny grafy zavislosti E§ na dokd expozice u
ozaovanych organisfiy u neozéovanych organisih a u oz#&ovanych |

neozd@ovanych dohromady.

Graf 22. Zavislost E€nacase(UV zareni)
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Graf 23. Zavislost ECso na ¢ase (bez UV)
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Graf 24. Zavislost ECsg na ¢ase (UV i bez UV)
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Ve

ROVNANI TOXICITY JEDNOTLIVYCH TOXIN U

SROVNANI MORTALITY PO EXPOZICI NiT__ENEK UV ZA RENIM PO
60-T1 A 120-TIMINUTOVE EXPOZICI

Pti vyhodnocovani mortality po 60-timinutové expozngttnek UV z&enim

se jako nejvice toxicka latka projevil 3,5-dichrchlorthiosalicylanilid.

viv s

3,4 -dichlorthiosalicylanilid a nesubstituovanyiasalicylanilid. Nejmén toxicky
byl 5-chlorthiosalicylanilid a 4" -methylthiosaliasilid.

Toto paadi plati i pro 120-timinutovou expozici.

Pro nazornost jsouriipZzeny grafy mortality po 60-timinutové expozicMU
z&enim a po 120-timinutové expozici UVieaim.
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Graf 25. Srovnani hodnot ECs u jednotlivych toxinl po 60-ti minutové expozici (UV
zareni)
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Graf 26. Srovnani hodnot ECsq u jednotlivych toxin po 120-ti minutové expozici (UV
zareni)
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SROVNANI MORTALITY PO EXPOZICI NiT__ENEK BEZ UV ZA RENI
PO 60-TL A 120-TIMINUTOVE EXPQZICI

Pfi vyhodnocovani mortality po 60-timinutové expozigittnek bez UV

z&eni se jako nejvice toxicka latka projevil 3,5-dazk4 -chlorthiosalicylanilid.

3",4 -dichlorthiosalicylanilid a 5-chlorthiosaligilid. Nejmér toxicky byl
nesubstituovany thiosalicylanilid a 4 -methylthibsganilid.

Toto paadi plati i pro 120-timinutovou expozici.

Pro nazornost jsouiioZeny grafy mortality po 60-timinutové expoziced

UV zéeni a po 120-timinutové expozici bezU\reai.
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Graf 27. Srovnani hodnot ECsg u jednotlivych toxin po 60-ti minutové expozici (bez UV)
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Graf 28. Srovnani hodnot ECs, u jednotlivych toxint po 120-ti minutové expozici
(bez UV)
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Nakonec jsou filoZzeny souhrnné grafy mortality po 60-ti a 120itiitové
expozici s UV z&enim i bez UV zéeni.

Graf 29. Srovnani hodnot ECsg u jednotlivych toxin po 60-ti minutové expozici
(UVibez UV)
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Graf 30. Srovnani hodnot ECs, u jednotlivych toxint po 120-ti minutové expozici
(UVibez UV)

Srovnani mortality po 120 min expozici

Koncentrace (mmol/l)

025
02
015
01
005
EC (50) - ozafeni UV
5-CITSA
3,4 -
ciatsa 3,5-Cl2-4"

CITsA  3.5-Cl2-4-
BITSA

EC (50) - bez UV

@ EC (50) - bezUV B EC (50) - ozafeni UV

96



NejvetSi rozdil mezi EG pii testovani s UV Z&nim a pi temnostni kontrole a
tedy nejvyssi fototoxicky potencial (tzv. fotoidta faktor — PIF) se projevil u
nesubstituovaného thiosalicylanilidu (v tabulce razygn cerverg). U vSech
ostatnich testovanych toxinbyly hodnoty PIF menSi nez 1 (tzn., Ze latka
zpisobuje stejnou reakcitipoz&eni UV z&enim i i temnostni kontrole nebo je
dokonce fotoprotektivni). Tyto hodnoty jsou vyZeay v tabulce zeleén Latky

s hodnotou PIF vrozmezi 1 — 5 majfesit silny fototoxicky potencial. Je-li

hodnota PIE 5, latka vykazuje silny fototoxicky potencial.

Nize je piloZzena tabulka srovnani fotoirttaich faktofi jednotlivych

testovanych toxiin.

Tab 23. Porovnani fotoiritacnich faktor( jednotlivych toxinu

Pomér ECsg bez UV / EC5g — ozafeni UV
Doba expozice (min) 60 120
Thiosalicylanilid 2,04 2,14
4’- methylthiosalicylanilid 0,79 0, 48
5-chlorthiosalicylanilid 0,85 0,61
3, 4" - dichlorthiosalicylanilid 0, 40 0,18
3, 5 - dichlor - 4” - bromthiosalicylanilid 0,38 0,35
3, 5 - dichlor - 4" - chlorthiosalicylanilid 0,75 0,75
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SROVNANI POSKOZENI U CINKEM
JEDNOTLIVYCH TOXIN U

Poskozeni zisobovaly pouze adv latky -
3,5-dichlor-4’- chlorthiosalicylanilid a 3,5-dichild”-bromthiosalicylanilid.

Poskozeni nastalo po 60-timinutové i 120-timinutexpozici UV z&enim i bez UV.

Pfi puasobeni UV z#eni a 60-timinutové expozici #poboval
3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid poskozeni okloncentrace 0,039mmol/l, po
120-timinutové expozici uz v koncentraci 0,0098mitol

Bez pisobeni UV zEeni a po 60-timinutové expozici ugoboval
3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid poskozeni dkbncentrace 0,0195mmol/l, po

120-timinutové expozici od koncentrace 0,0098mmol/l

Pri pasobeni UV z#eni a 60-timinutové expozici #poboval
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid poskozeni odricentrace 0,3125mmol/l, po

120-timinutové expozici uz v koncentraci 0,1563minol

Bez pisobeni UV zEeni a po 60-timinutové expozici goboval
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid poskozeni odricentrace 0,1563mmol/l, po

120-timinutové expozici uz v koncentraci 0,0781minol
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6. SHRNUTI TESTOVANI

Na zaklad provedenych test lze fici, Ze jedina latka s fototoxickym
potencialem je nesubstituovany thiosalicylaniliehd PIF po 60-timinutové expozici
je 2, 04 a po 120-timinutové expozici je 2, 14mito hodnotami séadi k latkam se
stredrg siln¢ fototoxickym potencialem. VSechny ostatni test@vdatky maji
hodnoty PIF niZSi nez 1, coZz znamena, z&sapuji stejnou reakcifpozéeni UV
z&enim nebo dokonce mohou byt fotoprotektivni. Kéotaho vSechny testované
toxiny krome thiosalicylanilidu maji vySSi hodnoty E§€u oz&ovanych organisin
nez u neozavanych (tzn., Ze efektivni koncentrace, ktera tisB0% pokusnych
jedinal musi byt vySSi ) ozarovani UVzdenim nez fi temnostni kontrole), a torip
60-ti i 120-timinutové expozici. U vSech latek gké pozorovatelndima ungra
mezi rostouci délkou expozice a toxicitou (vlivert @éreni i bez &j). Cim delsi je

doba expozice, tim vice riesta toxicita pi pusobeni UV zg&eni i bez gj.

3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid a 3,5-dichldr-bromthiosalicylanilid
byly vyhodnoceny jako latky s absolétnejvySsi toxicitou po ozani i bez fisobeni
UV zé&eni, ale neni u nich patrnyilis velky rozdil mezi mortalitou pokusnych
jedinai po ozdéeni a mortalitou bez gsobeni UV z#eni. Vysoka mortalita
pokusnych jedint po expozici 3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilide a
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilidem patfnsouvisi s fitomnosti halogehn v
molekulach &chto latek. 3", 4" - dichlorthiosalicylanilid obsgl pouze dva atomy
chloru, vykazuje i nizSi toxicitu nez &vvySe uvedené latky. Nasleduje
nesubstituovany thiosalicylanilid, pak 5-chlorttabsylanilid s jednim halogenem a

nakonec 4" - methylthiosalicylanilid, ktery je ne&jm toxicky.

Pfi hodnoceni mortality testovanych organisbez gitomnosti UV zéeni je
poradi toxicity podobné, pouze thiosalicylanilid seistihna gedposlednim mist

Co se tge posouzeni poSkozeni, to uspboval pouze 3,5-dichlor-4"-
chlorthiosalicylanilid a 3,5-dichlor-4"-bromthiogaflanilid po 60-timinutové i
120-timinutové expozici UV Zé&nim i bez UV. \¥tSi miru poSkozeni #igoboval
3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid, coZz vede k&wru, Ze chlor je pro dany

testovaci organismus t@xéjSi nez brom. Po 120-timinutové expoziciéolatky
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zpisobovaly poSkozeni v nizSich koncentracich nezQptinginutové expozici, a to v
piitomnosti UV i bez &.

Z téchto vysledk se da usoudit, Ze zvysujici secebhalogen v molekule
thiosalicylanilidi zvySuje akutni toxicitu, ale sniZuje fototoxickytpncial latky.
Pfitomnost methylové skupiny, kterd je izosterem ¢Hatw toxicitu
thiosalicylanilidi snizuje.

,,,,,

ktery ale v prova&hém rozsahu testovani nemohl byt potvrzen.

Zajimavé je postaveni nesubstituovaného thiosaliihtiu, ktery se v pi@adi
toxicity po ozdeni i bez UV umiguje uprosted, ale jako jediny m& fototoxicky
potencial. Je mozné, Ze fototoxicky potencial thieylanilidi se bude spisSe

projevovat u nesubstituovanych derivat

Z hodnoceni Ize vyvodit, Ze kranthiosalicylanilidu ostatni zkoumané latky
nevykazuji  standardni  fototoxicky c¢iaek, jaky byl prokazan u

3,3",4" ,5-tetrachlorsalicylanilidu.

Duvod se bohuzel nepofil@ pies® objasnit. Testované latky se
projevovaly jako porfrné stabilni, coz souvisi i s jejich obtiznou rozpuwsti. Proto
neni pravédpodobna hypotéza moznosti rozklagchto latek vliivem UV z&eni a tim
shizeni fototoxicity. Stabilita toxin vyvolava dalSi moznou hypotézu — snizeni
toxicity vlivem UV z&eni. Bezprosedre po experimentu byl pozorovan jemny
povlak na povrchu nihek, film, ktery by mohl pinit funkci protektiva.eJtedy
mozné, Ze Z&ni po udité dok® a [ urcité koncentraci toxinu navodi rychlejsi

vysrazeni latky jiz samo o sbbbtizre rozpustné.

Pro nazornost jefppoZzeno porovnani gadi akutni toxicity stejnych latekip
testovani naArtemia salina, které ve své diplomové praci s@uib¢ provadla
dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid, 3,4 -dichlortbsalicylanilid, 5-
chlorthiosalicylanilid, thiosalicylanilid a posledd-methylthiosalicylanilid. Rozdily

mohou mit ézné divody. Pravdpodobna je teorie interindividualni variabilityi p
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reakci na testované toxiny a schopnost jejich nudizdce. Ritomnost bromu v
molekule niize byt pro artemie to&i¢jSi nez pro néinky, které na & reaguji mén
citivé. Rozdil v reaktivié mezi 5-chlorthiosalicylanilidem a nesubstituovanym
thiosalicylanilidem zase @ize byt zapicinén pritomnosti chloru v wité poloze (v

tomto ipadt v poloze 5)-vliv substituentu. Tady naopak citfiveaguje ni¢nka.
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SOUHRN

Tato prace se zabyvala hodnocenim biologické aktiwybranych

fotosenzibilizatot.

Testujicim organismem jeubifex tubifexMull., test probiha ve 24jamkovych

mikrotitra¢nich destikach.

Z mnoha fototoxickych latek bylo vybrano k posouzdntodynamické
aktivity Sest slotienin nasyntetizovanych na Katedanorganické a organicke

chemie.
Z mnoha paramairbyly vybrany dva endpointy-poSkozeni a mortalita.

PoSkozeni vyvolavaly pouze 3,5-dichlor-4"-chloridbicylanilid a

3,5-dichlor-4"-bromhiosalicylanilid.

Mortalita (ozdeni UV):

Vv s

2. 3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid

3. 3".4 -dichlorthiosalicylanilid

4. thiosalicylanilid-vykazuje fototoxicky potenciél

5. 5-chlorthiosalicylanilid

6. 4-methylthiosalicylanilid-nejmé&ntoxicky
Mortalita (bez UV):

Vv s

3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid
3".4"-dichlorthiosalicylanilid
5-chlorthiosalicylanilid
thiosalicylanilid

L o

4-methylthiosalicylanilid -nejméntoxicky
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SUMMARY
This research dealed with evaluation biologicalvitgt some choice photo-

senzitizers.

Testing organism isTubifex tubifexMull, test proceeds in twenty-four

foveolated micro-titrating plates.

From many photo-toxic materials was choice to ch@uito-dynamic activity

six compounds synthesized on Department InorgardaGxganic Chemistry.
From many parameters been choice two endpoints-gkuarad mortality.

Damage induced only 3,5-dichlor-4"-chlorthiosalayilid a

3,5-dichlor-4"-bromhiosalicylanilid.

Mortality (UV-irradiation):

3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid- most toxic
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid

3,4 -dichlorthiosalicylanilid
thiosalicylanilid-embodies photo-toxic potential

a k~ wDbd P

5-chlorthiosalicylanilid

6. 4-methylthiosalicylanilid-at least toxic
Mortality (without UV-irradiation):

1. 3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid- most toxic
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid
3".4 -dichlorthiosalicylanilid
5-chlorthiosalicylanilid
thiosalicylanilid

S e o

4-methylthiosalicylanilid-at least toxic
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