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1.Uvod

1.1. Uvod

Béhem druhé sttové valky a v povalné dok zazilo lidstvo vyvoj
obrovského mnozstvi d&ych latek na nemoci, pro které vegchozi dob
neexistovalo zZadné d&o nebo byla nemoc nedostate terapeuticky zvladnuta
(napr. rozvoj antibakterialnich latek, antidepresiv,... &ivé latky byly pélivé
studovany a zérovie se zpisnily podminky, za kterych byly latky testovany
(nag. po thalimidové afi@), aby se pokii mozno snizily na minimum mozné
nezadouci &inky (Hartl, J. a kol.; 1998).

AvSak i kdyz byly Uspchy nalezeni novych ¢évych latek pati¢cné cereny,
tak se méalokdo zajimal o vliviidhto latek na Zivotni pragtdi. V dnesni dab
je studovani tohoto vlivué&novana stale &tSi pozornost, i kdyz dat, kterych by bylo
treba, stale neni mnoho.

Lidé by si ngli uvédomit, Ze Iéivo je vlast jed, ktery v ukitych
koncentracich pomaha, ale zamvaiaze byt toxické pro jiné orgamismy. Proto by
melo byt samorejmosti zanechavat v Iékarnach nesglmbvana mnozstvi dévych
piipravki (I&civé pripravky proSlé, poSkozené, atd.) namisto fikdgd jejich
splachovani do zachodové misy a tim padem gokémim osudu k&vého
piipravku do stok, podzemnich votgk, mdi, pitné vody atd. VZdy uz nyni
jsou prokazany nafklad v Labi tyto latky: diklofenak, ibuprofen, Keamazepin,
raizna antibiotika, latky na regulaci lipid latky dalSi a jejich metabolity
(Wiegel, S. a kol; 2004). Je to ovSem jen ¢&pi ledovce®, je feba prozkoumat
velka mnoZzstvi latek, nachazet nové, s lepSi vygamiihodnotou, citligjSi, rychlejsi
metody a zarove upozornit na tento problém i#ggnost i odborniky, ki@
jsou schopni v této problematicéco udlat.

Nebude lehké se s timto obtiznym uUkolem vgoat, ale je na nas abychom
a’ uz ve vlastnim zajmu nebo i v zajmu ostatnich wiggal usgli a nelitovali
investovanéh@asu a financi.

Doufam tedy, Zz€asem bude k dispozici stéle vice informaci o oskidito
latek v Zivotnim prosedi, Ze se situace zlepSi a nebude jiz hledanirnvaoi

o efektech l&vych latek gipominat ,hledani jehly v kupce sena.”



1.2. Cil prace

Cilem prace bylo zjistit mozny vliv diazepamu n&atni prostedi. V této
praci jsme porovnavali ipmy vliv léciveho gipravku Diazepam tbl. - 5 mg
a standardudinné latky diazepamu.

Cheli jsme experimentahoiit jeho ekotoxikologicky efekt na z&stupcich
jednotlivych trofickych Urovni v poda@blaboratornich teéttoxicity. Jako zastupci
byli vybrani: Tetrahymena pyriformis vicegeneri test toxicity,Thamnocephalus

platyurus- RAPIDTOXKIT a Sinapis alba- inhibice kl€eni semen.



2.TEORETICKA CAST

2.1. Ekotoxikologie

Ekotoxikologie je interdisciplindrni &dni obor kombinujici poznatkyéd
studujicich ekosystémy (ekologie) &dy studujici interakce chemickych latek
s organismy (toxikologie) (Pavlikov4, D. a kol.;020.

Pojem ekotoxikologie zaved| v roce 1969 Truhakijgiirozené rozgeni
toxikologie a byla ¥dou zabyvajici se odcinka jeda na jednotlivé organismy
az po ekologickédinky polutanti (FargaSova, A.; 2008).

Ekologicka toxikologie (ekotoxikologie) se zabyikéinky Skodlivin na fléru,
faunu, ekosystémy a pohybem latek v bigsf@ejména potravnidretzcich). Mezi
specializace vtéto oblasti patnag. hydroekotoxikologie a fytotoxikologie
(Kominkov4, D.; 2008).

Hlavnim cilem ekotoxikologie je poznéni interakeézi Zivymi organismy
a chemickymi/toxickymi latkami v pragdi na vSech urovnich a vyuzitichto
poznatki pro racionalni ochranu zZivych organigmjejich populaci, spotenstev
a ekosystérinpied chemickym zngsténim (Pavlikova, D. a kol.; 2007).

Jiz ve 13. stoleti byl sledovan negativni vliv késc¢innosti na Zivotni
prostedi. Tehdy anglicky kral Edward |. vydaliieeni, podle kterého bylo zakazano
spalovat uhli v obdobi zasedani parlamentu. V 8518&elnik Seattle z kmene
Duwamistii varoval ed devastaciifrody a prezidentu USA Franklinu Piercovi
napsal: “AZ budou vSichni buvoli vybiti, divoci kéakroceni, az budou skryté kouty
lesa z¢zklé pachem mnoha lidi a pohled na plodné pahodtyazené mluvicimi
draty, kde potom bude orel? Bude to konec Zivotagatek pezivani*
(Pavlikov4, D. a kol.; 2007).

Prvni zaklady moderni toxikologie lze nalézt \edM. J. B. Orfila z roku
1815, které je prvni knihouibec ¥novanou Skodlivémudinku chemickych latek
na organismy. Toto dilo diskutujeradé aspeki toxikologie, které se ukazuji i dnes
jako platné. DalSim pokrokem ve vyvoji toxikologée dalSim krokem ke vzniku
ekotoxikologie byl vyzkum zahajeny ve 20. letech @0leti, ktery vznikl na zakl&d



obav z moZnych vedlejSiché¢iakt potravinovych aditiv, 16k a pesticid. V této
dok® zaalo dochézet ke stovani znalosti z klinické toxikologie, farmacie,
mediciny s poznatky z biologie a ekologie. Do 480-let 20. stoleti se toxikologie
jen vyjime&n¢ zabyvala zjiSovanim vlivu antropogennich latek na jiné organismy
nez ¢lovéka. V piibchu 2. sétové valky zdala byt testovana moZnost vyuZiti
vodnich organisiin pro indikaci zne&isteni (Kominkova, D.; 2008). Velky vliv
na rozvoj ekotoxikologie #ta kniha The Silent Spring (Tiché jaro) publikovana
vroce 1962 jeji autorkou Rachel Carson. Kniha opage na vliv pouZzivani
pesticidi, predevsim DDT, na pta populace, klade idaz na zastaveni Sirokého
a bezohledného pouZivani pesticid dalSich agrochemikalii a obhajuje vyuZziti
ekologickych postujp Pres utité nedostatky fedlozenych navihje kniha cegna,
protoZe upozornila na tento problém a vedla v USZalbZeni Wadu pro ochranu
Zivotniho prostedi (US Environmental Protection Agency - EPA)
(Pavlikov4, D. a kol.; 2007).

Asi nej&tSim problémem je posuzovani &hnskodlivych latek. Jejich riziko
se neda posoudit na zaksagnalosti toxicity jednotlivych slozek ssi. Proto jsou
vyvijeny metody, které by &y umoznit sledovat néfznivy vliv latek na Zivé
organismy za standardnich reprodukovatelnych poeknin
(Pavlikova, D. a kol.; 2007).

Jak jiz bylo sdleno na z&atku, ekotoxikologie je &da, ktera hodnoti
vzajemné interakce mezi toxickou latkou a ZzZivym téyem. Proto je i¢ba
chemickou latku charakterizovat, tzn. znat jejizelu, strukturu, zdroj, distribuci
v prostedi, atd. Dale je nutné si ¢&domit, Ze ne vSechny latky jsou dostupné
ve vodnim progedi (nap. limitujici maze byt jejich rozpustnost) a Zé&ktere latky
se mohou v organismech koncentrovat (FargaSovZ088).

Bohuzel i v dneSni débje malo informaci o ekotoxikologickych efektech
lécivych latek na vodni a terestrické organismy. Pikteré latky sice zname
vysledky provadnych akutnich test na vodnich organismech, ale data
o chronickych efektech latek zname jen okrajoulezité jsou proto zagiené
ekotoxikologické studie, které by dovolily lepSkamplexrEjSi hodnoceni k&vych
latek v budoucnosti. So¢asné testy jsou prezentovany jen malym vzorkem
organisnii, ktery ¢asto neni ani dost citlivy a ktery neni schoperashi vedlejSi
acinky Iécivych latek. Oisledkem je nutnost pouzivani vice speétifsich tesh

(je nutné ugdomit si hypotézy pro budouci Beni — nap. 1&Civé latky maji podobné



chronické efekty jak na savce, tak i na nesavcekdigoe i na rostliny) diky
podobnym receptém a biomolekulam. Diky tomu se mohou objevit paubb
chronické efekty jako «lovéka a savé také u nizSich obratlovuca bezobratlich,
atd.) (Fent, K. a kol.; 2006).

2.2. Ekotoxikologické testy

Prvni testy toxicity se zaly pouZzivat ve 40. letech 20. stoleti, prvnimi
testovacimi organismy byly ryby. Po druhé&tewé valce se zal prosazovat trend
standardizace testtoxicity, ale stale se pouZzival pro testy pouzdeje druh
organisnii a jednalo se o stacionarni testy, které se pidyadjednom az gti
galonovych kontejnerech. V 50. letech se objevilanast testovat organismy
na rznych stupnich potravnihtettzce. Od poatku 60. let dochazi k velkému
rozvoji testi toxicity, vedle testovani skupin organigrse z@aly pouzivat #izné
expozEni systémy a multifaktorové experimenty. V této &éslk zé&al klast znany
duraz také na kontrolu kvality vody a na testovanpamthich vod a jejich dopad
na recipient. 70. léta byla v duchu prvniho vyuzitysledki tesfi toxicity
a identifikovanych hodnot akutni toxicity pro deéinpravnich norem a hodnoceni
rizika spojeného s toxickymi latkami vstupujicimio dZivotniho prosedi.

V néasledujicich dvou desetiletich se vyvoj v ekdtobogii zanefil na standardizaci
testi toxicity a na mezilaboratorni porovnani, na prepdjznalosti ziskanych
v laboratdi se zkuSenostmi z terénu a na zlepSeni monitofovaechnik. V druhé
polovirg 90. let se z&n& velkou mdrou prosazovat vyuZivani vysleidktesti
ziskanych ze studii provéaych na lidech nebo ziskanych pavarijnich udalostech.
V poslednich letech je v ekotoxikologii néfgi diraz kladen nejen na testy toxicity,
ale zejména na komplexnifigtup k Zivotnimu prosedi, tzn. sledovani nejen
fyzikélné-chemické, ale i biologické slozky présti a zalenéni toho komplexniho
pohledu do legislativy. S@¢asny vyvoj se da také shrnout jako éma pohledu
od studia vztahu davka — odgdV ke studiu vztahu stresor — odgdy ktery
zahrnuje i dynamiku ekosystému (Kominkova, D.; 2008

Zvysené zné@sténi Zivotniho prosedi si dnes vyzaduje vyvoj spolehlivych
jednoduchych test na stanoveni dinka chemickych latek, které by se mohly



hromadit nejen v abiotickém présti — v @dé, ovzdusi, fekdch a miich
(hlavre v jejich sedimentech), ale i v béoa mohly by byt potencidmebezpenymi
az proc¢loveka.

Testovani toxickych latek v zivotnim priedi je ale znené problematické.
V soutasnosti Zije na nasi plasetice nez 1®druhi, co? nedava moznost otestovat
kazdou novou chemickou latku ani na alesgednom pedstaviteli kazdého
biologického rodu. Jedinou moznosti v této oblgstvyvinuti test, které sleduji
Gcinky potencialg toxickych latek na Zziv@ichy nebo rostliny nachéazejici
se na jednotlivych trofickych drovnich. Z hlediskavironmentalni toxicity jsou
testy na fiznych trofickych Urovnich potravnihiettzce velmi dilezité pro navrh
komplexniho testovaciho systému. Idedlni testovasystém hodnoceni
environmentalni toxicity se sklada z destruentaktdrée, houby), priméarniho
producenta i@asy, sinice), primarniho konzumenta (hapvodni c¢lankovci),
sekundéarniho konzumenta (rybyfigadre terciarniho konzumenta (ptak) — tak jako

je nagriklad uspdadany typicky vodni ekosystém (Fargasova, A.; 2009)

2.2.1. Rozdéleni testi ekotoxicity

. dle doby expozice — akutni, semiakutni (semichiajicchronické

dle pokrailosti designu testovaciho systému:
1.generace — klasické (standardni) testy,
2.generace — mikrotesty,
3.generace — biosenzory, biosondy, biomarkery.

. dle trofické Urovd testovacich organisin — producenti
(rostliny, bakterie), konzumenti (byloZravci, masoii, vSezravci),
destruenti (bakterie, houby cikovci).

. dle testované matrice — voda, vzduch, sedimeirijap odpad,
chemicka latka apod.

. dle spektra testovacich organismjednodruhové, vicedruhové

. dle typu testovaného vzorku éisté chemické latky, sési latek,
piirodni vzorky.

. dle zpisobu pipravy vzorki — definované koncentrace chemickych

latek, extrakce frodnich vzork, nag. pady, organickymi

rozpoustdly, roztoky anorganickych soli,fipraizném pH, @zné
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teplo€, vodné vyluhy, vyuZziti semipermeabilnich membnaiimych
kontaktnich test (nag. Direct Test, Solid Phase Test, apod.)

. dle stup® komplexnosti deteiiho systému — testovani ma probihat
od jednodusSich ke slo&gim systémim, tj. od enzymatickych
zkouSek, biosond, bgtnych a tk&ovych kultur in vitro az po
populace, mikro/mezo kosmos a terénni experimenty.

. dle zpisobu vyhodnocovani — naphodnoceni letalnich efekt
(mortalita, imobilizace), subletélnich eféakt
(chovani organisin — nag. rychlost a srir pohybu), hodnoceni
fyziologické aktivity (fotosynteticka asimilace, &maticka aktivita,
zmeény na membranach,fipistky — délky kaéene rostliny, pé&tu
burék v populaci, hmotnosti organismu), reprodok aktivity,
malformaci, teratogenity apod. (Pavlikova, D.a;Ka007).

. dle charakteru uspadani: statické, semistatickéjfmené

. dle stup® komplexnosti deteliiho systému: enzymy, biosondy,
bunkové a tk&ové kultury in vitro, intaktni Zivy organismus,
populace, mikro/mezokosmos, terénni experimenty
(Fargasova, A.; 2009).

Vybér biotesti pro ekotoxikologické testovani se liSiiznych autot, firem,
laboratdi. Neexistuje Zadné obecné pravidlo, podle kteréhojednotlivé testy
do posuzovacich sad &enuji, i kdyz by ngly sphovat alespt nektera kritéria
(minimalre ti trofické Urovré testovacich organisin— producent, konzument,
destruent; rila by se brat v Gvahu dasova narénost provedeni teta ¢asovou
dosazitelnost vysledk tam, kde piprava vodného vyluhu postrada smysl, igba
uzit pouze kontaktni testy; pro pevné materialy infy$ pouzit alespi jeden test
s vodnym vyluhem testovaného materialu vedle kdntek test, pokud to ma
smysl; atd.) (Pavlikov4, D.a kol.; 2007).

Neni chybou, kdyZ se pro testy vybere kterykofedstavitel trofické trowh
AvSak vysledky musi byt reprodukovatelné @®gmé (musi vyhovat pozadavk
GLP — Good Laboratory Practice nebo pozadavkakreditace podle ISO/IEC
17025). Z hlediska poZzadavkna standardizaci se vyttim velké mnoZstvi tegt
které maji pesré definované mezinarodrodsouhlasené protokoly a zahrnujggre
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definované reprezentativni druhy organismNa standardizovanych testech
se zw@astnily tyto organizace: International Organizatfon Standardization (ISO),

European Commitee for Standardization (CEN), U.8vi®nmental Protection

Agency (U.S. EPA) a Organization for Economic Cegpion and Development
(OECD) (Fargasova, A.; 2009).

2.2.2. Testy akutni toxicity

Tyto testy jsou kratkodobymi testy, které hodnatinky toxickych latek
na organismy v kratkém intervalu jejich Zivotaét¥inou se hodnoti dnky latek
na gezivani organist po 24 az 96 hodinovémuigobeni. Na hodnoceni akutni
toxicity je dnes uviejnénych mnoho standardnich metod a postpm vice druf,
které zvéejnili 1ISO, CEN, ASTM (The American Society for Tiegy and Materials),
Environment Canada, U.S.EPA OECD a dalSi. Orgamiskigré jsou vdchto
testech pouzivany, jsou napimephales promela@kleble poténa), Oncorhynchus
mykiss (pstruh duhovy),Ictalurus punctatus(sumec velky), Daphnia magna
Ceriodaphnia dubia Lemna Skeletonema costaturmoiské fasy), Crassotrea
virinica (Ustice), atd. Mezi endpointy stanovujici sesgtto testech p#tLCso, EGso
nebo NOEC koncentrace a pozorovani chovani (Favga®o; 2009).

2.2.3. Testy chronickeé toxicity

Tyto testy se pouZivaji na deni (Einka toxickych latek, které {sobi
na organismy po dobu, kteréepstavuje alesgiodesetinu jejich zivotniho cyklu. Zde
se nefastji hodnoti &inky latek na W#st, reprodukci a chovani vyvolané
biochemickymi poruchami. N&sgjSim hodnocenym dinkem je gezivani. Mezi
druhy pouzivanéiptéchto testech jsou nap Salvelinus fontinaligsivoin potainy),
Brachydanio rerio (danio pruhované),Daphnia magna Ceriodaphnia dubia
Chironomus tentans(larvy pakomat), Mysidopsis bahia (krevety) a dalsi.
NejcastjSi meiené endpointy jsou: schopnost vysedavani a lihwagéc, fhst

a prezivani (Fargasova, A.; 2009).

2.2.4. Testy na korySich -Daphnia magna
Daphnia magnge primarnim konzumentem a je systematickiazavana do
kmene Arthropoda ¢{ankovci), podkmene Crustaceae (korysijdy Phyllopoda

(lupenonoZzci) a naddu Cladocera (perloky) (FargaSova,A.; 2009).
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Mriviw s

a nejl#zrejSich vodnich organisintestovanych v akvatické ekotoxikologii na celém
swté. Hrotnatky jsou pouzivany jak v akutnim (24 hodi@m, 48 hodinovém), tak
i v chronickém testu toxicity (21 dni).

Pro standardni ekotoxikologické testy je pouzidavné druh Daphnia
magna nekdy také Daphnia pulex ptipadré Daphnia pulicaria a Ceriodaphnia
dubia(Pavlikova, D.a kol.; 2007).

OECD guideline for testing of chemicals; 2@aphnia sp., Acute Immobilisation
Test.

Princip testu: Na z&atku testu se pracuje s pert@ami Daphnia které
nejsou starsi 24 hodin. Ty jsou vystavefgnym koncentracim testované substance
po dobu trvani testu (48 hodin). Viipghu testu se zaznamenava imobilizace kibrys
za 24 a 48 hodin, ktera se porovnava s kontrolsysledkem testu je hodnota EC
za 48 hod (je mozna i hodnota &Qa 24 hod.). Test se provadi za teploty 18-22°C,
sttidani s¥tla (16 hodin) a tmy (8 hodin) a dalSich podming&denych v guideline
(OECD; 202).

OECD guideline for testing of chemicals; 2Daphnia magna&reproduction Test.

Princip testu: Vtomto testu se hodnoti vliv testované substanee n
reprodukni schopnost perl@y Daphnia magna Saméky perloaky mladsi
24 hodin jsou vystavené vlividiznych koncentraci testované latky po dobu 21 dni.
Ke konci testu se @ttaji Zivi potomci Zijicich hrotnatek. Test je pémkn za teploty
18-22°C, 16 hodin s¥#la a dalSich podminek. Hrotnatky jsothbm testu krmeny
fasami (OECD; 211). Vysledkem testu je stanoveniydgj koncentrace, ktera jest
nema toxicky dinek (NOEC) a nejnizsi koncentracéij které se pozoruji statisticky

vyznamneé rozdily v porovnani s kontrolou (LOEC)rfegova, A.; 2009).

2.2.5. Testy naraséach

Rasy jakoZto primarni producenti zaujimaji jedimé& postaveni ve vodnim
ekosystému. Podle Walshe a Merilla tasové hodnoceni vSeobeéchepsSim
indikatorem potencialniho z#igténi nez Zziva@ichové, jelikoz odpovidaji jak
na toxicke latky, tak i na stimulatorgggtu (Amparado, R., F. a kol.; 1996).
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Rasové testy fizeme rozdlit na:

- testy s méskymi fasami —Skeletonema costatum, Phaeodactylum tricornutum
(nap. v normach Algal Marine Bioassay, ISO 10253)

- testy se sladkovodnimiasami — Raphidocelis subcapitata (Selenastrum
capricornutum), Chlorella wvulgaris, Chlorella keedl Desmodesmus
subspicatus, Desmodesmus quadricauda, Chladydonmeimdmardtii

- testy se sladkovodnimi sinicemiMicroystic aeruginosa, Navicula pelliculosa,

Anabaena flos-aqua@-argasova, A.; 2009).

Pouzivaji se metody statického testovani, metodyitopmé nebo
polopritocné. Jako testovaci organismus se pouzivaji jedhoslérasy nebo sis,
kde jsou zastoupeny sinice, rozsivky a zel@s§ (Pavlikova, D. a kol.; 2007).

Pro sladkovodnfasy je vypracovan od organizace OECD Freshwatea Alg
and Cyanobacteria, Growth Inhibition TesZilem tohoto testu je &it efekt
testované substance nastr sladkovodnich druhzelenychias. Tento test fize
hodnotit efekt pes rekolik generaci.

Princip testu: Exponencialni rostouci kultury vybranych zelenyéhs
jsou vystaveny vlivu rznym koncentracim testované substance po dehkalika
generaci za definovych podminek. Inhibidestu je porovnavana ke kontrolam.
Banky testovanych kultur se promichavaji a jsou ugnistdo kultivaéniho aparatu,
piicemz je nutné&asy udrzovat v suspenzi a usnadigrms CQ. Teplotni rozmezi
pro tento test je 21 — 24 2°C. Koncentracegasové biomasy v kazdé e
je urkovana \wase 24, 48, 72 hodin od ¢&ku testu. Endpoint tohoto testu
je inhibice 6stu, z niz se vygita hodnota E€ (OECD; 201).

2.2.6. Testy na rostlinach

Z etnickych a ekonomickychastodi se testy se zkaty provadji minimalne
pii hodnoceni toxicity xenobiotik. Kultury ztdcich/lidskych bugk a tkani vyZzaduji
komplexni média a je¢tké udrzZet jejich stabilitu dnem dlouhych experimeint
Je zde i nebezpeinterakci testované latky s komponentami méditchto divoda
je rekdy mozné se testem na z&&ich vyvarovat, jestlize jsou pouzity vhodné
rostliny, semena, organy, tkéa buiky (Kristen, U.; 1997).
OECD guideline for testing of chemicals; 208: Tetral Plant Test: Seedling

Emergence and Seedling Growth Test.
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Princip testu: Test dle OECD hodnoti vliv testované substance yanv
sazenice a na jejiast. Semena rostlin jsou v kontaktu s testovanokolat
a jsou hodnoceny efekty nasledujici obvykle 14 azdéi po 50% vyvinu semen
v kontrolnich skupinach. Mezi endpointy ziskanéomto testu pdt vizualni
hodnoceni vyvinu semene, vaha suchéhdeh® (mozny je icerstvy kden),
v nékterych gipadech délka kene, steji jako hodnoceni viditelnych n&pnivych
efekii na 1Gzné c¢asti rostliny. Tyto vysledky jsou porovnany s vyileg
v kontrolnich skupinach.

Test niize byt proveden zacélem zjiSéni kiivky davka-odpo¥d” nebo
v jedné koncentraci jako limitni test v zavislasdi cili studie (OECD; 208).

Testované druhy rostlin: Jsou pouzivana semena jed#lodnych
i dvouckloznych rostlin, obvykle alespiol zastupce z kazdé této skupiny. Mezi
nejfrekventovagSi pouzivané rostliny pét hoicice (Sinapis alba, Brassica alba,
Brassica rapy salat sety lactuca sativa L), rajské jablko I{ycopersicon
esculentury okurka seta Qucumis sativuip kukuiice (Zea mays L), jecmen
(Hodeum vulgare [}, pSenice Triticum aestivum L).a dalsi.

Je ovSem nutné podotknout, Zec¢&hi semen neniifhis citlivé k pasobeni
fady chemikdlii, protoZéada latek nepronikd snadno do semene a i semizngch
druhi rostlin jsou @izr¢ citliva viaci testované latce. Vigledku toho nelze testovat
latku jen na jednom druhu rostliny, ale felda provést testy s vice rostlinnymi druhy
(Pavlikov4, D. a kol.; 2007).

2.2.6.1. Test na Sinapis alba

Princip testu: Test se provadi steknym vodnym vyluhem
(testovacim roztokemiipravenym z vodného vyluhu odpadu obohacenym sdlemi
Z filtra¢niho papiru se vyshnou kruhy dle dna pouZzitych Petriho misek. Tywk&i
na dna Petriho misek a nasyti se 10 ml vodnéhchuyheboredici vody (kontrola).
Na navll€ené filtra&ni papiry se pinzetou rovna@mé rozmisti po 30 semenech. Pak
se misky umisti do termostatu s teplotou 20°C liestypu s¥tla (Metodicky pokyn
odboru odpail ke stanoveni ekotoxicity odpadMinisterstvo Zivotniho prostdi
Ceské republiky; 2007). Test probiha 72 hodin. Retéfesre zmeii délka kdene
kazdé rostliny v jednotlivych koncentracich. Prdd@redini se vypdte aritmeticky
pramér délky kaeni L v mm a vypgita se inhibice |l (pog. i stimulace) #istu

korene v toxické latce v porovnani s nasazenou kantrgAmbroZzova, J.; 2003).
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Ip=[(Le-Ly) X 100)/ Le

Iu....inhibice fistu kaene v %

Lc....aritmeticky piimér délky ka'ene v kontrole v mm

Ly....aritmeticky  pimér  délky kdene vtestovaném  roztoku v mm
(Ambrozova, J.; 2003).

2.2.7. Test akutni toxicity na rybach
Tento test se provadi #itnaPoecilia reticulataneboBrachydanio rerio
Test sP. reticulata tato Zivorodka musi byt ktestu akutni toxicitphpavre
diferencovana, vedku 3 - 4 ngsial, délka &la 15 - 25 mm. Samice nesmi mit
zietelnou ,zarodénou” skvrnu. Pouzivaji se i samci (celkge poner pohlavi 1:1).
Princip testu Test probiha 48 hodin a po tuto dobu jsou rybgtayeny
acinku riznych koncentraci testované latky, ryby jsou saejo® i v kontrolach.
Standardni podminky jsou teplota 23 2fC, os¥tleni 12 — 16 hodin dewrn
V prabéhu testu se pravideirkontroluje stav i chovani ryb a lovi se mrtvi jedli
Jejich péet se zaznamenava v doB4 a 48 hodin. Vysledky jsou hodnoty 4,C
za 24 a 48 hodin (Svobodova, Z. a kol.; 2000).

2.3. Diazepam

2.3.1. Skupina benzodiazepir

Benzodiazepiny jsou skupina, jejichZz objeveni saijdakolem roku 1960
(Hartl, J. a kol.; 1993). Maji sedativni, anxiobké, myorelaxéni, hypnotické,
antikonvulzivni a amnestickéciky (Lincova, D. a kol.; 2007). Prvni latkou
zavedenou do praxe byl chlordiazepoxid a dale @d&i datky, které se mezi sebou
navzajem liSi #&zn¢ vystupiovanymi jiz dive popsanymi vlastnostmi
(Hartl, J. a kol.; 1993).
Mechanismus d&inku této skupiny spova v ovlivnieni GABAa receptoroveho
komplexu, pesrgji dochazi ke zvySeni afinity kyseliny- aminomaselné k receptoru
a tim ke zvySeni influxu chloridovych iagnt dovnit  buiky
(Lincova, D. a kol.; 2007).
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NejcastjSi skupinou benzodiazefinjsou derivaty 1,4 - benzodiazepinu
(Hartl, J.a kol.; 1993).

Obr.¢. 1: Vzorec 1, 4 — benzodiazepamu.

Mezi (inky a strukturou benzodiazepibyly nalezeny tyto zakonitosti:

1. Pro zachovani aktivity je nutn&ipmnost zakladniho benzodiazepinového
skeletu, ktery je v poloze 5 substituovan fenyldeho nahrada jinym arylem,
s vyjimkou 2-pyridylu, se neossiila. Ucinek se zvy3i substituci fenylu
nejlépe chlorem nebo fluorem v o-poloze.

2. Uginek po kvalitativni strance oviiwje substituce v poloze 7. Vhodnymi
substituenty jsou elektronegativni halogeny, zegnéhlor a brom, skupina
trimethylova a nitroskupina. U latek s anxiolytichky¢inkem se v uvedené
poloze nejastji nachazi chlor, fipadré brom. Nahrada nitroskupinou vede
k vyhraréni hypnotického charakteru latek (nitrazepam, thaziepam, fip.
klonazepam). fesun elektronegativnich substituentdo jinych poloh
ovliviiuje Einek negativa.

3. Pro zachovani dinku je nezbytnd fitomnost dvojné vazby v poloze 4. Jeji
hydrogenace ovliwje &inek negativl. Naproti tomu odstrami dvojné
vazby v poloze 1 je procinek vyhodné.

4. Sirsi moznosti pro ob#my struktury poskytuji polohy 1, 2, 3 a 4, kde vhad
substituce ovlisiuje &inek po kvantitativni strance. Jako vhodna modidéa
struktury se ukazalo i fjpojeni pticetného heterocyklického kruhu,
nag. triazolového, v polohach 1, 2 (alprazolam).

5. Charakter @inku zistava zachovan i u derivat izomerniho
1, 5 - benzodiazepinu (klobazam) a 2,3 - benzogdiare (tofisopam)
(Hartl, J. a kol.; 1993).
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2.3.2. Diazepam

Vzorec:C16H13CIN2O (Kimmerer, K.; 2008).

Obr. ¢. 2: Vzorec 7-chlor-2,3-dihydro-1-methyl-5-fenyH1l,4-benzodiazepin-2-on
(Hartl, J. a kol.; 1993).

ATC k6d:NO5BAO1 (MEDICAL TRIBUNE BREVR 2009).

CAS:439-14-5 (http://en.wikipedia.org).

Zarazeni:anxiolytikum (MEDICAL TRIBUNE BREVR 2009).

Molekularni hmotnost284,74 g/mol

Roza@lovaci koeficient n-oktanol /vod@;82 (Kimmerer, K.; 2008).
Rozpustnostvelmi mirré rozpustny ve vag rozpustny v alkoholu a voirrozpustny

v chloroformu (http://toxnet.nim.nih.gov).

Diazepam byl objeven chemikem doktor&eem Henrykem Sternbachem
(1908 — 2005) roku 1963 ve fighha-Roche a byl uveden na trh pod ndzvem Valium
(http://en.wikipedia.org).

Diazepam ma sedativni, hypnotické, anxiolytické omejax&ni, amnestické
a antikonvulzivni vlastnosti (Lincova, D. a kolQQ7).

Dnes pes 40 let stard sléanina byla a stale gatmezi velmi uzivana téva
— je uvedena v List of essential medicine vydawayO, bohuzel jako vSechny leky
i diazepam ma jak &vé tak i nezadoucidinky (http://en.wikipedia.org).
Inaktivace: Pfi metabolismu farmaka vznikad post@pihada fiznych latek podle
uréittho schématu. Diazepam sefeydzré demethyluje na dusiku, vzniké

1-demethyldiazepam, ktery se pak pomalu hydroxywupoloze 3 (oxazepam), na
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této hydroxy-skupié se konjuguje a tim biologicky inaktivuje. Vedlejsi
metabolickou cestou se diazepantizen hydroxylovat fimo, vznika temazepam,
ktery se bd miZze demethylaci ipmenit na oxazepam, anebdimo konjugovat
(Lallmann, H. a kol.; 2004).

Vylucovani: Vylu¢ovani u lidi je hlava skrz ma@ovy trakt ve forn¢ konjugati
(Kimmerer, K.; 2008). Diazepam je vylwan jako fivodni latka v malém podilu
(Jjemba, P. K.; 2006). AvSak Kimmerer v kapitoleliazepamu uvadi, Ze se tato
hodnota utznych autoit velmi liSi (rtkde se diazepam jakaiyodni latka vylduje
az v 50%, jindeitba jen v 11% jako parentni latka nebo jeji glukidd<onjugat)
(Kiimmerer, K.; 2008).

2.3.3. Testovana latka
Testovana latka Biazepam - SLOVAKOFARMA 5 mg

Indikace: Uzkost, nagti, panicky strach, fobie, obscese, €motenze a neklid
u neurdz, psychosomatickych onemémdch a psychopatiich - vzdycky jen tehdy,
kdyZ je @icina €chto staw prechodna aigdem je #ejmé, Ze nebude nutné aplikaci
poskytovat déle nez 4 - 5 tyilnP¥i svalové spastiditjako centralni myorelaxans.
Lécba abstinetniho syndromu u alkoholik Na p@&atku hospitalizace u osob, které
trpi problémy s adaptaci a v ramadiedoperani pripravy. Ri lécbé epilepsie Ize
podavat dlouhodab

Davkovani: Bézre¢ Ize vyjit s denni davkou vrozmezi 4 - 15 mg podtahy
a zavaznosti onemoémni. Podle paeby lze denni davku zvysit az na 30 mg, neni-li
ospalost na fgkazku. Starym lidem se podavajinpétens nizSi davky vzhledem

k tomu, Ze pol@as se prodluzuje az o 60% a snadno dojde ke kumulac

Kontraindikace: Myastenia gravis, glaukom s uzaaym Uhlem, intoxikace
alkoholem, barbituraty a jinymi latkami tlundvpasobicimi, €ZSi posSkozeni jater

a ledvin, prvni trimestr gravidity a kojeni, alexgia pipravek.

Speciélni upozowni: Béhem I&€eni se nedopotuje pit alkoholické népoje. P
delSim podavani dochazi k enzymové indukci, kteca 4o - 5 tydnech vede
k projevim tolerance. B dlouhodobém pravidelném pouzivani se lék nesrhiena

vysadit. Nahlé vysazeni ihe vyvolat neklid az iece, delirium a epileptické
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zachvaty. EH dlouhodobém podavani vysokych davek je mozny kziékové
zavislosti, proto by podavantipravku nendlo trvat déle nez 5 - 6 tydn

Interakce: Diazepam zvySuje dnnost a toxicitu fenytoinu, d-tubokurarinu
a gallaminu, snizujedinnost suxamethonia.dihnost gripravku zvy3uji latky tlumici
CNS a alkohol a snizuji psychostimulancia a fenbit@r Sowasr® podavana
antacida a anticholinergika mohou snizit fgbivani diazepamu po p.o. uZziti.

Nevhodné je satasné podavani tricyklickych antidepresiv.

Tehotenstvi a laktace:Jako dsledek uZzivani ipravku v prvnim trimestru
teéhotenstvi byl popsan zvySeny vyskyt deformit u rrozendé. Béhem kojeni
se aplikace nedopatuje, nebd pronika do mateského mléka.

Moznost snizeni pozornosti tizeni motorovych vozidel a u obsluhy siiroj
Pripravek sniZuje schopnogkzeni motorovych vozidel a vSe¢mnosti vyZadujicich

zvySenou pozornost, koordinaci poliyd rychlé rozhodovani.

Nezadouci ¢inky: Vyskyt asi 8%, neéjpstji neuropsychické poruchy jako spavost,
ataxie, vertigo, boleni hlavy, poruchy zraku, dspreagitovanost, poruchy spanku
(MV AISLP —CR 2010.1).

V sowlasné dob jsou na k dispozici na&eském trhu tyto ippravky obsahujici
diazepam:

Apaurin

Diazepam Desitin rectal tube 10 mg

Diazepam Desitin rectal tube 5 mg

Diazepam - SLOVAKOFARMA 2 mg

Diazepam - SLOVAKOFARMAS mg

Diazepam - SLOVAKOFARMA 10 mg (MV AISLP R 2010.2).

2.3.4. Spotieba |&iv obsahujicich diazepam Weské republice

2.3.4.1. Spaktba za rok 2008
Spoteba I€iv obsahujicich diazepam bylo 1 019 216 baleni @angrnou
cenu 22 562 314 & coz odpovida 15 440 339 sfeiiovanych DDD (definovanych
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dennich davek), tj. 16,2997 spethovanych DDD/1000 obyvatel/den (definovanych
dennich davek na tisic obyvatel a den).

Na peroralni l&iva obsahujici diazepam fipadalo 914 227 baleni
za pameérnou cenu 10 418 952 & coz odpovida 14 514 854 DDD (definovanych
dennich davek), tj. 15,32271 sfmiiovanych DDD/1000 obyvatel/den (definovanych
dennich davek na tisic obyvatel a den) (http://wsukl.cz).

Graf¢.1: Spoteba I€iv s obsahem diazepamu za rok 2008.

Spotieba lé €iv za rok 2008

@ spotfeba IéCiv s obsahem
diazepamu (1 019 216
baleni)

m spotfeba peroralnich |1é€iv s
obsahem diazepamu(914
227 baleni)

47%

53%

2.3.4.2. Spatba za rok 20097t ctvrtleti

Spoteba I€iv obsahujicich diazepam bylo 737 243 baleni zZapmou cenu
15576 067 K, coz odpovida 11 202 555 DDD (definovanych denndévek),
tj. 11,72843 spdebovanych DDD/1000 obyvatel/den (definovanych demmiavek
na tisic obyvatel a den).

Na peroralni l&va obsahujici diazepam fipadalo 661 326 baleni
za pamérnou cenu 7 563 844 & coz odpovida 10 540 710 DDD (definovanych
dennich davek), tj. 11,0355 spathovanych DDD/1000 obyvatel/den (definovanych
dennich davek na tisic obyvatel a den) (http://wswukl.cz).
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Graf¢.2: Spoteba I€iv s obsahem diazepamu #ectvrtleti roku 2009.

Spotieba Ié €iv za rok 2009, t Fi Ctvrleti

@ spotfeba IéCiv s obsahem

47% diazepamu(737 243 baleni)

m spotfeba peroralnich |éCiv s
obsahem diazepamu(661
326 baleni)

53%

2.3.5. Vydeje z nemocnéni Iékarny z oddéleni vydeje pro veaejnost za rok 2009
Tab.c. 1:

M¢ésic Diazepam — 10 mg Diazepam — 5 mg
Leden 13 11
Unor 24 8
Brezen 10 23
Duben 13 18
Kvéten 26 24
Cerven 36 21
Cervenec 20 16
Srpen 20 22
Z&i 41 21
Rijen 26 18
Listopad 20 31
Prosinec 21 18
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Graf¢.3: Spoteba I€ivych piipravki s obsahem diazepamu dle vyidejnemocnini

lekarny.
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2.3.6. Testy s diazepamem na voknzijici organismy

Carrina Carlsson a kolektiv uvadi, Ze diazepam n@uoivaZzovan
za slodeninu, ktera by fedstavovala riziko pro své akutni toxick&nky na vodni
organismy, protoZze PEC/PNEC této sleniny je méa nez 1.

David Pascoe a kolektiv zkoumali vliv 1@4n¢ predepisovanych té&v v UK
— ibuprofen, paracetamol, aspirin, amoxicilin, berfidmethiazid, furosemid,
atenolol, diazepam, digoxin a amlodipin — za pduzZahavceHydra vulgaris.
Pracovalo se se standardyninych latek, aby se zabranilo komplikacim dikySdal
slozkdm obsaZenych v kondafch gipravcich. U kazdé latky bylyijpraveny tyto
koncentrace: 10, 10Qg/l, 1 a 10 mg/l, které vzniklyfedinim zakladnich roztak
latek Hydra médiem s ethanolem. Jako kontrola biggdra médium s ethanolem.
Tym zkoumal akutni i chronickou toxicitu.

Mnohé testy s diazepamem byly provedeny pro fithoffmann — La Roche
Ltd., které ale nebyly publikovany. Jedna sernaptesty na organismecBaphnia
magna, Danio rerio, Oncorhynchus mykiss, Chirononteistans, Scenedesmus

subspicatus, Synechococcus leopolieras (Kimmerer, K.; 2008).
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2.4. Testované organismy

2.4.1. Sinapisalba, L.

Taxonomické zéazeni:

Oddleni: Spermatophyta (Semenné rostliny)
Pododdleni: Angiospermophyta (Krytosemenné rostliny)
Oddtleni: Magnoliophyta

Trida: Magnoliopsida (Dvoudbzné rostliny)

Podtida: Dilleniidae

Ré&d: Capparales

Celed: Brassicaceae (Brukvovité)

Druh: Sinapis alba(Hoicice bild) (Jahodal.; 2006).

Odctleni: Spermatophyta (Semenné rostliny)

Semenné rostliny jsou zdaleka nejetejSim seskupenim mezi cévnatymi
rostlinami, zahrnuji okolo 270 000 zijicich dfu@ahodg L.; 2006). Jejich sporofyt
vyrazre dominuje nad gametofytni generaci, ktera je jam&sti sporofytu a neni
schopna samostatné existence. Ve srovnani gsegimi vysSSimi rostlinami jsou
dulezité pro evoldani strategii semennych rostlin dva momenty: 1. wishdst
procesu oplozeni na vodnim piesti, 2. tvorba semen (Kincl, L. a kol.; 2000).

DalSi charakteristikou semennych rostlin je tvodiava — sekundarniho
xylému, ktery (spolu s mechanismem obnovyj§h kary — tvorbou peridermu)
umoZiuje vyvoj zakladniho stonku. Cévnaté rostliny rostdo délky aktivitou
primarniho apikalniho meristétmu na &a stonku a ki@ne. Apikalni meristémy
tvoii nediferencované lalky, které postuph proctlavaji mitotické buscne cleni.
N¢které buiky produkované apikalnim meristémem se uvoisy diferencuji do
zvlastnich provac tkare, které v konéné forne vytvéeji vodivé pletivo-cévni
svazky, ve kterych je patrna diferenciace primanidylému (smdtuje do stedu
rostlinné osy) a floému (sffuje vré osy). Mezi xylémem a floémemugtava
nediferencovana vrstva btlkh — kambium. Tato vrstvadgobi jako sekundarni
meristém — vytvei nové butky na ol strany. Vznikaji tedy nové Iy lyka
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a deva. Tato vznikla pletiva se ozngi jako sekundarni floém a xylém
(Jahodg L.; 2006).

V dnesni dob je popisovano & hlavnich linii semennych rostlin:
Cycodophyta (Cykasy), Ginkgophyta (Jinany), Cowmidgryta (Jehtinany)
a Gnetophyta (Lidnovce), coZz jsou Gymnospermoplfitahosemenné rostliny)
a Angiospermophytina (Krytosemenné rostliny) (Jaiod.; 2006).

Pododdleni: Angiospermophyta (Krytosemenné rostliny)

Krytosemenné rostliny jsou nejmladsi, nepmejSi a vyvojog
nejpokrailejSi skupinou semennych rostlin, ktery¢ttd asi 250 000 druh Jejich
vajicka jsou uzakena v pestiku, ktery vznikd z jednoho nebo z vitmlqgdisti;
vajicka se po oplozeni a dozraniémh v semena. DalSim rysem je tvorbastkv
Pylova zrna, kterd jsouignaSena n&gstji hmyzem nebo &rem, KI¢i na blizre
v pylovou I&ku. Ta protistd ¢nélkou do semeniku a nese éwnepohyblivé
spermatické hitky, které se obucastni oplozeni vajka. Jde tedy o dvojité oplozeni
vajicka, kdy jedna sath gameta splyva s libou vajgnou a druha sjadrem
zarodéneho vaku. Vajgna buika se po oplozeni éni v zygotu, kterd se dale vyviji
v embryo. Vysledkem splynuti jadra zarédého vaku a vaimé buiky je vznik
endospermu, coz je Zivné pletivo z&éjigci vyzivu embrya (Kincl, L. a kol.; 2000).

Krytosemenné rostliny seéldl na #idy Magnoliopsida (Dvoutdozné rostliny)
a Liliopsida (Jedna#lozné rostliny) (JahoddL.; 2006).

Oddleni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida (Dvoutbzné rostliny)

Tato tida zahrnuje ®viny i byliny se zarodky kticimi dwma dllohami,
mezi nimiz se nachazi vzrostly vrchol stonku. Rogtinaji karen hlavni, z 8hoz
vyrustaji kaeny postranni. Naffgnémiezu stonkem jsou rozeznatelné cévni svazky
majici kruhovité usp@dani. ProtoZe jefffomné kambium, stonky sekundé&rn
tloustnou. Listy jsou &tSinou fapikaté a maji zpravidla dlanitou nebo ig®u
Zilnatinu. KWty jsou ¢ty - nebo gticetné, nejasgji s kvétnim obalem rozliSenym
na kalich a korunu (Kincl, L. a kol.; 2000).
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Pro sekundarni metabolismus dvélednych rostlin je charakteristicka
rozsahlejSi biogeneze alkaléigtiznych tym (s prevahou benzylisochinolinovych),
silic, ttislovin (gallotaniny, ellagotaniny i katechinové opnthocyanidiny),
steroidnich saponiny iridoidnich a sekoiridoidnich glykosid glukosinolatd,
polyyni, seskviterpenovych laktén nerozpustnych tavelarm ve forne krystal,
pisku a driz. Farmaceuticky vyznamné piayt jsou: Magnoliidae, Ranunculidae,
Hamamelididae, Caryophyllidae, Dilleniidae, Rosida€ornidae, Lamiidae,
Asteridae (JahodaL.; 2006).

Podtida: Dilleniidae

Ré&d: Capparales

Jsou to stromy, Ke, nefastji byliny obsahujici myrosinové lilky a buiky
bohaté na proteiny. Dale obsahuji sirné glukosigplarotoalkaloidy, kyanogenni
glykosidy, brassicasteroidy, mastné kyseliny (eudkmlejova, linolova), sinapovou
a ferulovou kyselinu, kardioaktivni glykosidy, basmy anthokyanového twodu —
rubrobrassicin.

Farmaceuticky vyznamnéceledi jsou Brassicaceae a Capparaceae
(Jahodg L.; 2006).

Celed: Brassicaceae (Brukvovité)

Brukvovité (Kizaté) pedstavuji pdetnou skupinu rostlin (asi 3 500 di)h
roz8tenou hlava v mimotropnich oblastech (Kincl, L. a kol.; 200Q)sou to
jednoleté az vytrvalé rostliny (Jahddd..; 2006). Listy maji stdavé a kety
v hroznovitych kétenstvich. Plodem byva rejstji SeSule a SeSulkafidka strukgi
nazka.

Charakteristickym znakem tétdeledi je gitomnost idioblast, burgk
obsahujici enzym myrosinazu # pozdrceni pletiv $pi obsah sousednich hiknza
uvolnéni haci¢cnych silic oste palivé chuti (Kincl, L. a kol.; 2000).

Mezi zastupce p#t Erysimum cheiranthoideéryzel malokwty), Armoracia

rusticana(kien selsky)Brassica nigra(brukev nebo higice ¢ernd),Brassica juncea
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(brukev sitinovita), Brassice oleraceae(brukev zelnd), Leucosinapsis alba
(bélohoicice setd), Capsella bursa - pastoris(kokoSka pastusi tobolka)
(Jahodg L.; 2006), kedluben, kapustaSinapis alba (hoi¢ice bila), atd.
(Kincl, L. a kol.; 2000).

Druh: Sinapis albal..

Je jednoletou rostlinou o vysce 30 az 60 cm. Lodglgy gimeé, &tvene,
hranaté. Listy jsourapikaté, 4 - 10 cm dlouhé, vef podlouhlé, lyrovi
perenodilné, se 2 - 3 péary zubovitych udkrpjk(http://analytic.profitux.cz).
Kvétenstvim je dlouhy Zluty hrozen, ktery se opylugm pylem. Plodem je kratka
silna Sesule kafici meovit¢ zahnutym zobanem. Semeno je drobné, kulaté&tiesv
Zluté. Obsahuje 25 - 35% oleje a glykosid sinali@ela rostlina i plod jsou kryty
tuhymi trichomy.

Olej Ize vyuzit k potravingkym nebo technickymc¢élim (vyroba mydla,
farmaceuticky a kosmeticky fomysl).

Rostlina ma kratké vegetai obdobi. Nkdy se vyséva jako nahradni olejnina
za Spati prezimované porosty ozinfépky. Kron& péstovani na semeno, se pouziva
na zelené krmeni (v mladych rostlinach je obsakagunolati nizky), fevazri jako
strniskova meziplodina a na zelené hnojenCegké republice se bila kare vyséva
na még nez 50000 ha. Nejsi vyuziti ma p vyrobé stolni hdcice
(Benda, V. a kol.; 2000).

27



Obr.¢.3: Sinapis albazdroj: www.luirig.altervista.org).

Obr.¢.4: Semendinapis albazdroj: www.progast.cz).

2.4.2. Tetrahymena pyriformis, Ehr.

Taxonomické zéazeni:

RiSe: Animalia (Zivéichové)

PodiSe: Protozoa (Prvoci)

Kmen: Ciliophora (Obrveni)

Trida: Ciliata (Nalevnici)

Ré&d: Holotricha (Stejnobrvi)

Druh: Tetrahymena pyriformié/ojtkova, L; 1988)

RiSe: Animalia (Zivéichové)
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Podise: Protozoa (Prvoci)

Prvoci byli po dlouhou dobu rozsahle studovanpipovani a klasifikovani
protozoology. Jsou tweni eukaryotickou htkou a vyskytuji se ve vodnim a
terestrickém progedi. Jejich normalni chovani vipdk maze byt spojeno
s piitomnosti polutarit a kvalitou vzduchu, jgy a vody. Tento poznatek vedl
toxikology a ekotoxikology k uzivani prvakjako testovacich organisiv testech
pro xenobiotika a testech hodnoceni zdravotnihkai¢Sauvant, M. P. a kol.; 1999).

K jednoburénym (Protozoa) pét Zivocichové, jejichz &lo je tvareno
jedinou butkou, ktera vykonava vSechny zakladni funkce &&wého organismu
(Vojtkova, L; 1988). Prvoci majiatSinou mikroskopické rozémy (um — 10™* mm)
(Papé@ek, M. a kol.; 2000). Btky n¢kterych prvoki obsahuji chloroplasty a na
swtle vjejich €lech probihd fotosyntéza. Takovymi prvoky jsou iiildpd
krasnodka.

Vyhradré heterotrofni jednobutné organismy viceménformalré fadime
k Zivocicham a vylenujeme pro B  zvlastni  podsi prvoka
(Papé&ek, M. a kol.; 2000). WSi ¢ast prvok ma buiku pohyblivou. Nejastjsi
je pohyb pomoci Biku. Rada skupin prvak ma vice neZ jeden k. Od btiku Ize
odvodit i dalSi pohybové organely, rfap nalevnik obecné brvy (cilie) a z nich
odvozené membranely apod.iBy se pohybuji také pomoci panozek (pseudopodii).

NejjednodussSim Zpobem pijmu potravy je osmoOza, odvozena
je pinocytoza. Velkéastice ¥etns drobnych organisihjsou gijimany fagocytozou.
Vznikla dutina pi fagocytéze - potravni vakuola, kde dochazi kerdvpotravy
enzymy, @i traveni putuje cytoplazmou a poskytujenbe Ziviny vzniklé travenim.
Vakuola tedy slouZzi jako travici soustavgetné produkce exkremeiit ale take jako
systém obhovy, ktery roznési Ziviny.

Vylucovani exkrei se dje jejich sousedovanim z cytoplazmy do jiného
typu vakuol, které pak stahem vyvrhujiipebsah na povrch lily.

Dychani probiha na principu prosté difuze p@lyndo buiky
(Smrz, J. a kol.; 2004).

Prvoci se mohou rozmnozovat nepohkgvdélenim na d¢ dceiné buiky
nebo rozpadem na mnoho diogch Utvafi. Rozmnozuji se ovSem i jinymi &goby,
které mizeme oznét jako pohlavni rozmnoZovani. Jejich rozmnozZovamize

probihat bd’ jako splyvanicastic, které jsou produkovany iitkami prvoki a které
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muzeme povazovat za gamety, nebo splyvani celycmgédipopr. jejich jader
(Papé&ek, M. a kol.; 2000).

Prvoci maji gt kmeni: Sarcomastigophora (bezbrvi), Sporozoa (vytrugpvci
Cnidosporidia (mnohojaderni), Microsporidia (hmyzawky) a Ciliophora (obrveni)
(Vojtkova, L.; 1988).

Kmen: Ciliophora (Obrveni)

Za svéceské pojmenovani ¥di nalevnici tomu, Ze se jejich aktivni stadia
objevuji v ndlevech ffipravenych ze sena nebo travy a vody. Do nalevu {etiz
spolu se senemigneseny i klidova stadia nalevhiKcysty), které se ve vodnim
prostedi uvedou do aktivniho stavu (Papi& M. a kol.; 2000).

Do tohoto kmene p#tvice jak 7 000 drubh (Vojtkov4, L.; 1988). Nalevnici
maji mezi prvoky nejodvozejsi znaky. Unikatni je jaderny dimorfismus, tedy
morfologické a funkni rozliSeni jadra na makronukleus a mikronukleus.
Makronukleus ftom ftidi Zivotni (vegetativni) procesy (pohyb, metabulis),
kdezto mikronukleus secastni procesu konjugacefi mémz dochazi k vzajemné
vymeéné genetického materidlu mezi &wa jedinci. Pohybovymi organelami
jsou primarg cilie (brvy), homologické s biky, které mohou byt modifikovany
a vzajemn spojovany nap v membranely. Nalevnici Ziji &Sinou volrg, ale
vyvinuly se i formy parazitické a komenzalni (Smrza kol.; 2004).

Mezi zékladni znaky nélevnikpati: fasinky, dale pelikula, ktera je zimg&
silnd, tvdena dvojitou membranou. Ta nese pravidehozmiséné pohyboveée
organelyfasinky, které se svou stavbou podobajiksim.

V silné pelikule jsou zeslabena mista, kterymiewmalci @ijimaji potravu
a vylwuji ji, tzv. buré¢na fit a Uusta. V pelikule jsou drobné trichocysty
(organely obsahuijici latky s charakteremdamych jed).

Mezi nejznam§sSi nélevniky paf druhy rodu Paramecium (trepka),
Colpidium (bobovka), Glaucoma (vejcovka), Vorticella (vitenka), Suctoria
(rournatky),Entodiniomorphgbachdci), aj ( Papéek, M. a kol.; 2000).

Ciliophora se di na d« tiidy, a to na Ciliata (nalevnici) a Suctoria
(rournatky) (Vojtkova, L.; 1988).
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Trida: Ciliata (Nalevnici)

Nalevnici maji @izny tvar tla, nefasgji vSak ovalny nebo kulaty. Velikost
téla je mizna, kolisa ¥tSinou od 0,3 mm do 1 mm,tde byt ale i ¥tSi. Z hlediska
fylogenetického vyvoje pétnalevnici mezi nejpokedlejSi skupinu prvol, cemuz
odpovida i porérn¢ slozita stavba jejichéla. Cytoplasma je vzdyfetelre rozdilena
na dv¥ vrstvy, vrejSi — ektoplasmu (cortex) a viii endoplasmu. Ektoplasma
vytvéii na povrchu elastickou pelikulu.

Na povrchu maji nalevnici brvy, které ¢maaji v ektoplas@ bazalnim
téliskem. Pdget brv se u nalevniklisi, primitivngjSim rysem je, kdyz jsou brvy po
celém povrchu da, kdezto brvy, které se koncentruji naiidr casti €la nebo
se spojuji do #Sich utvah, swdci o vyvojow pokraiilejSi skupirg. Dale mohou byt
v ektoplasmi ochrannadiska — trichocysty. Jsou to kratkégitykovité utvary, které
po podrazdéni zivaticha vysteluji dlouhé vldkno, diky émuz se do da obxsti
pienaseji jedovatée latky.

Skoro vSichni nalevnici maji did vyvinuty organely fljimani potravy
— jsou to buina asta, kterymi prvokifjima potravu. Ta je poigmuti v Ustech a
hitanu sodasti potravni vakuoly, kterd se kolem ni vyivéotravni vakuola putuje
endoplasmowtem prvoka a zbytky jsou pak vyvrzeny Ednoufiti ven.

V endoplasm maji nalevnici velky makronukleus a mensi mikrdeuk, jez
se liSi funkci. RozmnoZovéani prvibke pohlavni i nepohlavni.

Nalevnici ziji volg v maich nebo ve sladkych vodach. i&ob jejich Zivota
je rnizny. Trida Ciliata ma c¢tyii tady: Holotricha (stejnobrvi), Spirotricha
(pasmobrvi), Entodiniomorpha (badhp a Peritricha (kruhobrvi)
(Vojtkova, L.; 1988).

R&d: Holotricha (Stejnobrvi)
Stejnobrvi nélevnici maji brvy po celéiet nebo alespona kisni stras.
VétSina Zije volg na d vod nebo v planktonu ve volné wgdnekteri jsou

cizopasnici. Okolo Gst nemaji nikdy membranely.iZbe bakteriemi, drobnymi

fasami, drobnym zahnivajicim detritemekiexi jsou dravi.
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Mriviw s

NejdilezitéjSi zastupci jsou: Paramecium caudatum(trepka velka),
Tetrahymena (vejcovka), Colpidium (bobovka), Ichthiophthirius multifiliis

(koZovec rybi)Chilodonellacyprini (cepelenka rybi) (Vojtkova, L.; 1988).

Druh: Tetrahymena pyriformj<hr.

Mezi prvoky je Tetrahymena pyriformisiejvice pouzivanyniasinkovym
modelem v laboratornim vyzkumu. Je charakterizovié@ddkym Zivotnim cyklem,
ktery dovoluje jednoduchou kultivaci ve vhodnychbdeatornich podminkach.
Toxické efekty substanci mohou byt také testovamy mikolika generacich.
Tetrahymena pyriformisbyl prvni prvok, ktery byl kultivovan axenicky
v definovaném médiu. VSechny tyto vlastnosti mokgsvétlovat cetné studie, které
byly provedeny stimto organismem, ve fyziologickéochemickém vyzkumu
a také ve farmakologickém a toxikologickém vyzkumu.

Télo prvoka Tetrahymena pyriformige obecg 50 — 60um dlouhé, 30um
Siroké a ma tvar podobny hruSce. Jsou mo#rgé modifikaceda ve starych nebo
stresovanych kulturach. U prvok&etrahymena pyriformisjsou obvyklé tyto
cytoplazmatické organely: mitochondrie, endoplaichét retikulum, Golgiho
aparat, ribosomy, peroxisomy a lysozomy. Jejichkstira odrazi fyzilogicky stav
buinky. Béhem hlado¥ni, ve stacionarni fazi nebo v odgdv na utitou l&bu
se v buice objevuji strukturalni zémy.

Je jasné, Ze mnoho strukturalnichémnorganel jsou citlivymi indikétory
fyzilogického stavu prvokaetrahymena pyriformia mohou byt pouzity k vytwani
jednoduchého modelu ke studovani toxicity mnoho  swuTi
(Sauvant, M.P. a kol.; 1999).

Vejcovka Zije kosmopolith ve sladké voé& casto se objevuje ve véd
Zejmeéna se vyskytuje ve vodne&istené hnojem (Bick, H.; 1972).

Tento nalevnik se Zivi bakteriemi. Byl Wgbovan \isté kultde a slouzi
jako pokusny objekt ip biochemickych a farmakologickych zkouSkach
(Vojtkova, L.; 1988).

Mame rkolik druhi rodu Tetrahymena T. americanis, T. australis,

T. borealis, T. canadensis, T. capricornis, T. cogatitanis, T. hyperangularis,
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T. pigmentosa, T. pyriformis, T. thermophila, T.opicalis, T. vorax
(Hausmann, K. a kol.; 2003).

ZatimcoTetrahymena pyriformjsktera je drzena v labora&toh pres 40 let,
je amicronukleoidni a neschopna sexualni reprodukeg&si teplotu tolerujici
Tetrahymena thermophilajako WtSina nalevnilkk vlastni zarodény diploidni
mikronukleus, coz umaiije genetickou vyrnu. Aby se popsaly toxické efekty na
téchto jednobu&nych organismech,tak se¢tsina studii odkazuje na zhorSeni
béZnych konénych vysledk (end point) burgcné proliferace, dychani nebo
bunééné Zivotaschopnosti. ®Btova hodnoceni v tomto kontextu jsou provedena za
axenickych podminek, na proteinech zaloZenych rsmetickych médiich nebo
v médiich s bakteriemi jako jedinym zdrojem potréwauli, W. a kol.; 1997).

Obr.¢. 5: Tetrahymena pyriformi&droj: http://biology.bard.edu)

2.4.3. Thamnocephalus platyurus, Packard
Taxonomické z&azeni:

Ri%e: Animalia (Zivéichové)

Kmen: Arthropodalenovci)

Trida: Branchiopoda (LupenonoZci)
R&d: Anostraca (Zabronozky)

Celed: Thamnocephalidae

Rod: ThamnocephalugSedlak, E.; 2003)

Ri%e: Animalia (Zivéichové)
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Kmen: Arthropoda(lenovci)

Velikost zastupk se pohybuje od mémez 1 mm az po 60 cm. & druhi
je okolo 1 milionu.

Clenovci jsou ¢lankovci s vyraznym sdruzovanim stejnocennygénki
a sclankovanymi kosetinami. ®lo je kryto mnohavrstevnou kutikulou, které
obsahuje chitin. Kutikula jegkolikrat za Zivot svlékana, protoze bratstu.

Koncetiny jsou dvouwtevné nebo jedn@tevne.

Nervova soustava je ti@na gangliem.

Cévni soustava vzdy ot@na.

Vychozi typ dychacich Ustroji jsou zabry. S vygtenim na sou$S souvisi
vznik plicnich vak a vzdusnic.

Clenovci jsou ¥tSinou gonochoristé (Buchar, J.; 1991).

Trida: Branchiopoda (LupenonoZci)

Je charakterizovana mnatté@nkovym trupem a tzv. thorakofagii, tedy
uzivanim trupovych kafetin k gijmu potravy. Jejich dvoptvené plovaci nohy
se méni v mnoho¥tevné kowetiny s filtratnimi hitebinky na vniini strag a nmeni

se v lupenité struktury (Zrzavy, J.; 2006).

R&d: Anostraca (Zabronozky)

Zabronozky jsou pommné velké (5,5 — 136 mm), 8kké, protahnuté
lupenonozky (tvaremifpominajici malou rybu), s rovn@mé ¢lankovanym &lem,
které se sklada z hlavy, hrudi a z&de Jsou vzdy bez jakékoliv schranky.

Hlava nese tenka jedélédnkova tykadla, par velkych stopkatych sloZenych
o¢i, mohutna tykadla jevici velmi vyrazny sexualnindrfismus a na jeji spodni
straré (stni Ustroji: velké horni rty, napadna hryzadippdni rty a dva pary
nendpadnychielisti —celisti 1.paru &elisti druhého paru.

Hrud je 1ll<lankova. Kazdyclanek nese nafiitdni strag par listovitych
nohou, které jsou na koncich huebrvené a slouzi k plavani a cezeni potravy.

Zadeek, pivodre 9 - ¢lankovy, je bez nohou. Jeho prvni dva (tzv. genijal

¢lanky nesou naiisni strag u samic nepatrny vejcovy vak, u sangaici penisy.
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Posledni ¢lanek nese po bocich distalni strany par koncovyafiivéski
(Brtek, J.; 2005).

Pohybovym organem zabronoZek jsou exopodity haidndzek.

Zabronozky se Zivicasticemi detritu, rostlin a Zzi¢aht, které jsou
odfiltrovany z vodyinnosti hrudnich katetin.

Dychani probiha na vyficich hrudnich noZek.

Zabronozky jsouiedstavitelé gonochoris(Lellak, J. a kol.; 1982).

Celed: Thamnocephalidae

Rod: Thamnocephalus

Charakteristiky tohoto rodu, ktery zalozil Packajspu: zadéek kortici
rozStenym lalokem, hlava nesouci stromoviie@ni lalok u samic(u samic chybi)
a endity thoracopod jsouiSi a vice zaoblené nez u jinych diuh

Dnes obsahuje rodrThamnocephalustii druhy (zaznamenano z USA):
Thamnocephalus platyurugackard, 1877 (vyskytuji se v centralni a zapadsti
USA a v severnim Mexiku)[. mexicanud.inder, 1941 (z Arizony a jizniho Texasu
k severnimu Mexiku) &. Venezuelens{®d Zulia a Falcon, Venezuela).

V souwasnosti byl objeven novy druFhamnocephalus salinarupochazejici
z datasré zakalenych, slanych rybnikv Salinas Grandes v CordhbArgentina.
Tento novy druh se od ostatnich liSi negzegnym gednim givéskem u samc
a parem rékkych tvarem gipominajicich srdce vedle penisu vyskytujicichadek.
LiSi se tedy sexualnim dimorfnim ocasnim lalokefipgminajicim ploutwiku.
T. salinarumby mohl byt novym druhem, ale zatim bylo nalezeswo gt zastupé
(Cohen, R. G.; 2002).

Thamnocephalus platyurys druh korySe, ktery je soésti zooplanktonu.
Jako ostatni korysiipima potravu pomoci filtrace vody. Tato filtrace svSem
sniZuje, jestlize je organismus stresovan, emvironmentalnim faktorem nebo
piitomnosti toxické latky. Pré&wéto vlastnosti se vyuziva v rychlych testech diyi
(RAPIDTOXKIT).
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Obr. ¢. 6: Druh korySeThamnocephalus platyurysouzivany v miniaturizovanych
testech toxicity (zdroj: http://vydavatelstvi.vsaz).

Obr. ¢. 7: Jeden

Z instar
(zdroj: http://vydavatelstvi.vscht.cz).

korySe  Thamnocephalus  platyurus
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Testované organismy

3.1.1. SemenaSinapis alba, L. - zakoupeno baleni s nazvemitioe bil4, odiida
Veronika.
- pavod: OSEVA UNI a. s., Choge

3.1.2. Tetrahymena pyriformis, Ehr. - odebrdna zasobni kultura z Katedry
parazitologie, Hrodowdécka fakulta UK v Praze.

3.1.3. Thamnocephalus platyurus, Packard- pivodem z testu Thamnotoxkit.

3.2. Chemikalie, pomicky a zarizeni

3.2.1. Pouzité chemikalie
Pouzité I€ivé pripravky
Diazepam - SLOVAKOFARMA 5 mg: — drzitel rozhodnotiegistraci: Zentiva a.s.,

Hlohovec

baleni: POR TBL NOB 20X5 MG
ATC skupina: NO5BAO1

- kod SUKLu: 2477

- lékova forma: bilé tablety difici ryhou

aciselnym ozn&enim (2, 5, 10)

- slozeni: diazepam, lactosum monohydricum,
maydis amylum, solani amylum,
carboxymethylamylum natrium, Zelatina,
glycerolum, kalcii stearas (MV  AISLP
- CR 2010.2).
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Standard &inné latky

Diazepam — dodavetel: Dr. Kulich Pharma, s. rHi,

Ostatni chemikalie

Dichroman draselny ¥Cr,0O;
Deionizovana voda

Zasobni roztok soli — slozen ze 4 zasobnich rdztok

a) 117,6 g CaGl 2 HO.............. 10 ml
b) 49,3 g MgS®@. 7 HO.............. 1 ml
€) 25,9 g NaHCQ..........ccevvvnnnn..n. 1ml
d) 2,3gKClciiiiiiiiiiiiiie, 1mi

téchto 13 ml se doplni do 1000 ml deionizovanou vodowznikne standardni
médium.  SloZzeni  zasobniho roztoku soli  odpovida agadam
CSN EN ISO 7346 - 2 (757761)E8N EN ISO 6341 (757751).

3.2.2. Pomicky
Laboratorni 12éky
Zkumavky

Stojan na zkumavky
Eppendorfovy zkumavky
Plastové destky
Kédinky

Véazenky

Lihové fixy
Mikropipety
PodloZni skitka
Filtra¢ni papir
Ochranné rukavice
Parafilmy

Cerny papir
3.2.3. Pristroje
Analytické vahy

Vortex
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Ultrazvukové laza
Lednice
Mikroskop
Reader

Laminér

Patitag

Inkubator

3.3. Vlastni provedeni experimenti

3.3.1. Test toxicity na semeneclsinapisalba, L.

Pripravili jsme si gkolik koncentraci diazepamuciga, standardu diazepamu
a dichromanu draselného (stand@rdnestovana latka) mednim pomoci
standardniho médidémito koncentracemi jsme navih filtra ¢ni papiry vioZzené do
Petriho misek. Do kazdé misky jsme rovriwngé umistili pinzetou po 10 @évé
vybranych semen héice bilé. Zarove jsme je&t provedli kontroly, kde se misto
chemikalii pouzilo standardni médium. VSechny PRetrinisky jsme kultivovaly po
dobu 72 hodin za tmyipteplot 20°C.

Po uplynuti uvedené doby jsme &jali pocet vyklicenych semen, u kterych
jsme zngtili délku korene. U kazdé koncentrace se Wijpal aritmeticky pémeér

délky kaeni a inhibice fistu kaene v procentech dle vzorce:
lu=[(Lc-Lv) x 100]/ Le
Iu....inhibice fistu kaene v %

Lc...aritmeticky pamér délky karene v kontrole v mm
L,..aritmeticky pémér délky ka‘ene v testovaném roztokumm
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Obr.¢. 8: Petriho miska se seme8inapis alba.

sSemeno Sinapis alba

Do wylozené filtrocnim papirem

3.3.2. Rustovy inhibiéni test (vicegener#éni)

Pripravili jsme si rkolik koncentraci diazepamu c¢iga, standardu
diazepamu a dichromanu draselného pomoci deiomgovady.Do mikrotitratnich
desttek jsme v laminarnim boxu dle schématu postugrpetovali pepton,
testovanou latku (nebo standatil standardni toxin) a prvokal etrahymena
pyriformis.Po dokokeni schématu jsme nasleédmmerili optickou hustotu v readeru
pii urcité vinové délce a vSe nechali kultivovat v inkuratza tmy. Po uplynuti 24
hodin se znovu zatila opticka hustota ip stejné vinové délce. Ze zienych
hodnot se vypéetl rist nebo inhibice prvokdetrahymena pyriformiga 24 hodin
a jeji procentualni inhibice fijpadré stimulace.
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Obr.¢. 9: 96 - jamkova mikrotitkni destéka se schématem.
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3.3.3. Rapidtoxkit

U tohoto testu jsme si nejprve nechali vylihnogamismusrhamnocephalus
platyurusz cyst dle postupu uvedeném v manualu testu. Lamvgely mit vyvinuty
travici trakt, avSak zarovienesngly byt starSi nez 45 hodin v délprovedeni testu.
Pripravili jsme si koncentrace diazepamuiv@ a diazepamu standardui@dnim
pomoci standardniho meédia¢nito koncentracemi jsme naplnili zkumavky do
objemu 4,5 ml a naslednjsme gidali mikropipetou 0,5 ml vylihnutych larev
(kontroly obsahovali 4,5 ml standardniho média%ari| larev organismu). VSechny
zkumavky jsme uzaeli zatkou a po 1 hodinu nechaligobit testované latky. Po
uplynulé dols jsme do zkumavek fgali kapku suspenze€ervenych mikrosfér
a nechali jsme zkumavky stat dalSich 15 minut. j[Bade do kazdé zkumavkyigali

fixa¢ni roztok a po 5 minutach jsme sgftali mnozstvi uhynulych larev.
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Obr.¢. 10: Schéma provedeni Rapidtoxkitu

Rézne
koncentrace
Lathy

Kontrolo
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4. VYSLEDKY

4.1. Vysledky testi na semeneclsinapisalba, L.

Experimentélni podminky: 20°C, tma

Délka trvani testu: 72 hodin

Tab.¢. 2: Pouzité koncentrace diazepamiiMa a standardu diazepamu (mg/l).

C1 C2

C3 C4 C5 C6 Cc7

1500,00 750,00 375,00 187,5 93,75 46,88 23,44

Béhem 3 opakovéni tohoto testu byly zji$y nasledujici prmérné hodnoty:

Tab.¢. 3: Pamérna délka kéene (mm).

Primer C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7
Standard

diazepamu | 11,6016,29 20,17 27,33 32,1736,57 39,00
Tableta

diazepamu 1,72 7,00 8,13 9,20 14,1%,83 21,83

Tab.¢. 4: Inhibice fistu kaene v procentech.

Pramer C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7
Standard
diazepamu | 75,6665,83 57,68 42,64 3250 23,26 18,
Tableta
diazepamu (96,40 85,31 82,95 80,69 70,32 66,78 54,

16

18

Byly ziskany tyto statistické hodnoty: hodnotadC72 hod) pro dichroman draselny
13,65 mg/l (interval spolehlivosti 10,41 — 17,9 fhghodnota 1G, (72 hod) pro
standard diazepamu 171,6 mg/l (interval spolehtivdsi4,5 — 203,9 mg/l).

Statistickou hodnotu I§ pro tabletu diazepamu nelze &ftat, protoZze p nejmensi

koncentraci tablety byla inhibicéstu kaene vice jak 50%.
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Graf ¢. 4: Vliv koncentraci diazepamu u standarducivéna délku kéene hdcice
bilé.
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Graf¢.5: Vliv koncentrace diazepamu «ia a standardu na inhibidistu kaene.

100

Inhibice r Gstu

kofene (%) O Standard

m Lécivo

1500,00 375,00 93,75 23,44

Koncentrace (mg/l)

Jak je vidt z tchto dvou graf, tak I&€ivo pasobilo vZdy ¥tSi inhibici nez samostny
standard. Z tohoto Ize tedy usoudit nha mozny ighibvliv n¢kterych pomocnych
latek v tablet.
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4.2. Vysledky rastového inhibiéniho testu

Experimentélni podminky: 25°C, tma, vinova délkd2 fim
Délka trvani testu: 24 hodin

Tab.¢. 5: Pouzité koncentrace diazepamimMa a standardu diazepamu (mg/l).

C1 C2 C3 C4 cCs5 C6 Cr C8 (C9 cCi10

1500,00 750,00 375,00187,50 93,75 46,88 23,44 11,72 5,87 2,93

Experiment byl 3x ogfovan.

Tab.¢. 6: Pamérné hodnoty optické hustoty u standardu diazepamu.

Koncentracg C1 C2 C3 C4 C5 cC6 cC7 cC8 C9 Ci10

kontrola

Tetrahymena

p.vcase 0
hod 0,0220,019 0,022 0,020 0,021 0,019 0,019 0,021 0,021 0,023 0,019
Tetrahymena
p.vcase 24
hod 0,1320,173 0,180 0,186 0,193 0,196 0,201 0,214 0,220 0,230, 0,231
Tab.¢. 7: Pamérné hodnoty optické hustoty u tablety diazepamu.
Koncentrace C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 (C9 C10 |kontrola
Tetrahymena
p. vcase O
hod 0,0190,019 0,018 0,019 0,021 0,020 0,022 0,021 0,020 0,020| 0,020
Tetrahymena
p. vcase 24
hod 0,0880,115 0,153 0,178 0,228 0,240 0,251 0,253 0,253 0,257 0,260

Tab.¢. 8: Vypaitena procentudlni inhibice.

Koncentracq C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

Standard

diazepamu| 48,1127,36 25,4721,70 18,87 16,51 14,15 8,96 6,13 2,36

Tableta

diazepamu| 71,2560,00 43,7533,75 13,75 8,33 4,58 3,332,992 1,25

Statisticky byly ziskany nasledujici hodnoty: ho@ntCso (24 hod) pro dichroman
draselny 20,82 mg/l (interval spolehlivosti 17,2725,11 mg/l), hodnota Kg
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(24 hod) pro l&ivo s obsahem diazepamu 507,9 mg/l (interval spioletti 476,7 —
541,1 mg/l) a hodnota Kg (24 hod) pro standard diazepamu 3397 mg/l

(interval spolehlivosti 2267 — 5091 mg/l).

Graf¢. 6: Porovnani procentualni inhibiaestu u standardu a tablety diazepamu.
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4.3. Vysledky testi Rapidtoxkit

Experimentélni podminky: 25°C, souvislé &gsni 3000 — 4000 lux

Délka trvani testu: 60 minut

U testu s korySemThamnocephalus platyurubyly ze 3 opakovani ziskany

nasledujici pimérné hodnoty:

Tab.¢. 9: Standard diazepamu.

Koncentrace Celkovy % inhibice gijmu
(mgl/l) pocet mrtvi | Zivi [%Zzivych organ barviva
1103,20 16 0 16 100,00 0,00
551,60 17 0 17 100,00 0,00
275,80 16 0 16 100,00 0,00
137,90 9 0 9 100,00 0,00
68,95 9 0 9 100,00 0,00
34,48 15 0 15 100,00 0,00

Kontrola 7 0 7 100,00 0,00
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Tab.¢. 10: Tableta diazepamu.

Koncentrace celkovy % inhibice gijmu
(mgl/l) pocet mrtvi | Zivi [%Zzivych organ barviva
1103,20 12 5 7 58,33 41,67
551,60 10 2 8 80,00 20,00
275,80 10 1 9 90,00 10,00
137,90 13 0 13 100,00 0,00
68,95 7 0 7 100,00 0,00
34,48 16 0 16 100,00 0,00
Kontrola 7 0 7 100,00 0,00

Graf¢. 7: Porovnani vlivu koncentraci diazepamu (stach@al&ivo) na procentualni

inhibici ptijmu barviva.
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5. DISKUZE

Az donedavna seémovalo malo pozornosti vlivu é&ych substanci na
Zivotni prostedi. Ritom roini expozice w#kterych latek mZe byt velika.
Halling-Serensen a kolektiv uvadi ve svéttanku nasledujici zjighé koncentrace
diazepamu v zivotnim prasdi: koncentrace diazepamu v pitné ¥@dvod z ieky
okolo 10 ng/l a v odpadnich vodach koncentrace imaksl ug/l. V dalSimélanku
od Jonese a jeho tymu seifeme doist, Ze v Nmecku byl diazepam detekovan
v odpadnich vodach v koncentraci 40 ng/l. Fent leltiv ve své praci uvadi, ze
v Némecku byl diazepam zji&t v 8 ze 2(istiren odpadnich vod v relatignmalé
koncentraci do 0,04ug/l, zatimco v Belgii byla nadiena koncentrace az do
0,66ug/l.

Na paéatku naSi prace jsme si zvolili geini nejvyssi koncentraci dé&va
a standardu 1 500,00 mg/l (tato hodnota je takpvadtoze jsme na zZatku prace
pacitali s molarni koncentraci). Jako prvni zteggme si zvolili test se semeny
Sinapis alba néasledovany vicegenérdam inhibinim testem s prvokem
Tetrahymena pyriformisBohuZel u itetiho a zaroue posledniho testu jsme zjistili,
Ze koncentraci uzitou u kace bilé a testu s prvokem neni mozitévgst na test
s korySemThamnocephalus platyurugelikoz prvni koncentrace tablety byla velmi
bila a korys tudiz nebyl vitl. Z tohoto dvodu jsme si zvolili koncentraci nizsi, a to
1 103,20 mg/l. B této koncentraci byla situace lepsi, i kdyZ nevea idealni.

Zarover jsme mli i problémy srozpustnosti testované latky. Jak
u standardu, tak i t&va nedochazelo k Uplnému rozpirit a tak jsme pracovali
se suspenzi. Moznou filtraci jsme nepouZiliixadu velké absence testované latky.

P¥i testovani vlivu diazepamu na semen#&ioe bilé jsme zjistili, Ze tableta
pusobi tSim inhibtnim efektem neZ standard, cozZ jieeja¢ dano pomocnymi
latkami obsazenymi v tabketNejvyssi inhibice irstu kaene byly zaznamenanyip
nejvyssi koncentraci, a to pro tabletu 96,4% aspandard 75,66%.

Ani u testu s prvokenTetrahymena pyriformisiebyla situace jina. Tableta
pusobila &tSim efektem (B nejvySSich koncentracich) na inhibiciistu nez
standard. B nejvySSi koncentraci byla u tablety vyjiidna inhibice 71,25%, u
standardu 48,11%.
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U posledniho prov&mého testu — testu s korySem platyurusjsme ot
zjistili vétsi inhibiéni vliv tablety. V tomto testu anifp nejvysSi koncentraci
standardu nedochéazelo k umrti kary&dezto u tablety byl zaznamenan intii
vliv u prvnich ti koncentraci.

Skupina okolo Nunese (2005) hodnotila akutni taMicidiazepamu
(klofibratu, kyseliny klofibrové a dodecylsulfatodného) na vodnich organismech
Gambusia holbrookiArtemia parthenogenetica Tetraselmis chuii F¥i rustovém
fasovém inhikinim testu trvajiciho 96 hodT ( Chui) byl diazepam pouzit ¥thto
koncentracich: 7,9; 11,85; 17,78; 26,67 a 40 mg48 hodinového testu s korysem
byly koncentrace diazepamu: 6,25; 12,5; 25; 50 @@/l a v 96 hodinovém testu
sG. Holbrooki byly koncentrace nasledujici: 5,21; 7,29; 10,2;284a 20 mg/I.
U testi byly ziskany nasledujici hodnoty diazepamu#C16,5 mg/l proT. chuii
LCs;= 12,2 mg/l pro A. parthenogeneticaa hodnota LE= 12,7 mg/l pro
G. holbrooki Diazepam se ze vSec¢tyr latek ukazal jako nejtoki¢jSi proT. chuii
a na druhém mistdiazepam. Tyto vysledky tedy shledavaji diazepako pe zrovna
zanedbatelnou latku ve vodnim piest.

Cilem dalSiho provedeného testu od Nunese a kolek#008) bylo zjistit
vliv diazepamu (klofibratu, kyseliny klofiborové aDS — dodecylsulfat sodny) na
parametry oxidéniho stresu uG. holbrooki Enzymatické biomarkery oxidaiho
stresu se #&iily vjaterni a Zaberni tkani. Také se hodnotilaopelace lipidi
a oxid&ni stav glutathionu. Zid/odu inhib&éniho vlivu diazepamu na centrélni
nervovy systém se také hodnotilo chovani rylzdBeni koncentrace pro diazepam
byly nasledujici: 4,26; 5,11; 6,13; 7,36 a 8,83 Imgiskané vysledky vykazovaly
celkow snizenou odezvu na oxitd stres zfisobené diazepamem (a i u SDS).
Diazepam navic Zpoboval viditelné zrmy v chovani, zvwata ngla tmavou
pigmentaci, dale vykazovala lethargii a zvlastriyay €la.

Tym okolo Nunese (2006) pracoval na dalSim obdobngipadu,

a to s organismerrtemia parthenogenetic@de byl ogt hodnocen vliv diazepamu
a dalSich latek (klofibrat, kyselina klofibrovd @&©$S) na parametry oxidativniho
stresu — GPx (glutathion peroxidaza), Gred (glubath reduktaza), SOD
(superoxiddismutaza), GSTs (glutathion — S - trdsfy) a na TBARS
(latky reagujici s kyselinou thiobarbiturovou) a EClicholinesteraza). Rateni

koncentrace byly: 4,07; 4,89; 5,86; 7,04 a 8,44l pig diazepam. Vysledkem bylo
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zjisteni, Ze diazepam Zgoboval vyznamné sniZeni aktivity Chi g¢vou nejvyssich
koncentracich; vyznamné zvySeni celkovych GPx #dkdiwyznamné sniZzeni obsahu
TBARS pi koncentraci 7,04 mgl/l.

Mohamed Hassan Mourad (1992) hodnotil vliv diazepama
kardiovaskularni a respifai systém uhie (Anguilla anguilld. Pomoci elektrod bylo
snimano jejich EEG a zho byla vypdétena tepova frekvence, zatimco frekvence
dychani byla vyp&tena pomoci p@tani mandibularnich pohyb Kazdy uhd
v akvariu byl individualg podroben koncentraci 5 mg/l diazepamu ve 20 litrec
dechlorované vody z hohoutku a byly zaznamenavaminy ve vinové amplitug
srdeéni a dechové frekvenci. Nejgi efekty byly pozorovany prvnich
30 minut — dochazelo k menSimu snizeni v tepovgchati frekvenci, avSak po 60
minutach dochazelo ke zvySeni frekvenci &&ma shodné hodnoty, jakééin
kontroly. Ve vinové amplitudl dochazelo ghem 60 minut ke sniZzeni hodnot QRS
a T vin. AvSak po statistickém zpracovani byly daley tyto zminy jako
nevyznamne.

Lilius (1995) a jeho kolektiv testovali diazepam i( dalSi chemikalie) na
cerst izolovanych Zabernich epitelialnich itkéch pstruha duhového. lzolaci
ziskané bilkky byly dany do vhodného inkutaiho pufru, ktery obsahovatizné
koncentrace testované latky. Pcgjaké dokk byl pridan Calcein — AM
(acetoxymethylester Calceinu) rozpust v DMSO (dimethylsulfoxid) a po 30
minutach se rfila intenzita emise pomoci fluoreséaiho spektrofotometru. Pro
stanoveni hodnoty Egméla testovana latka nejme&b koncentraci a experiment byl
opakovan minimalatrikrat. Hodnota Egybyla vypaitana pomoci regresni analyzy.
Zjisténa hodnota E£ pro diazepam byla okolo 0,37 mM.

David Pascoe a kol. (2003) zkoumali vliv 18Zk¢ predepisovanych &v
v UK — mezi nimi byl i diazepam — za pouziti Zab@wydra vulgaris. Zahavce
kultivovali v laboratornich podminkach (Lenhoff, HM.; 1983). Pracovalo
se se standardyinych latek, aby se zabranilo komplikacim dikySéal slozkam
obsazenych v komeémich ipravcich. P&ateni koncentrace latek byly 10,
100ug/l, 1 a 10 mg/l. Tym zkoumal akutni i chronickaxititu.

Pri akutnim testu se hodnotil mikroskopicky morfoldgyr stav polypa.
Kdezto v chronickém testu (pracovalo se s Zahakteki prezili akutni toxicitu)
se hodnotilo, zda jejich schopnostijmu potravy a pteni nebyla posSkozena.

U vSech Zahavg ktei byly vystaveni koncentraci @/l hodnocenych latek, se po
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akutnim testu a testovani, zda jejich schopnd§mp potravy a pteni nebyla
poSkozena, hodnotila mikroskopicky po dobu 72 hodigenerace jejich travici
dutiny, kterd se zthto Zahavk vynala a penesla do zkumavky obsahujici
testovany roztok. Regenerace se také hodnotila yiatych travicich dutinach
Zahavd, kteri predtim nebyly vystaveni Zadné latce. Zde se tralutiny po vyjmuti
vystavily vlivu roztoku testované latky o koncemirdO pg/l.

V akutnim testu vSichni Zahavci vystaveni vlivu zdipamu fezili krome
koncentrace nejvysSi (10 mg/l), kterd bylapmvena s pouzitim 10% ethanolu,
v kontrolach pezili vSichni kron¢ kontrol s 10% ethanolem. OvS8em u ostatnich
koncentraci byly pozorovany zmy — nap. lehce kontrahované&lob, palickovita
chapadla. U chronického testu nebyl u diazepammaragnan vyznamny pokles
piijmu potravy, ani nebyl statisticky vyznamny rozdipuieni, ale bylo zjigno,
Ze u travici dutiny Zahavce (vystavenému vlivu d@mu po dobu akutniho
a chronického testu) nedochézelo k jeji regenaacitravici dutiny Zahavce, ktery

nebyl gedtim vystaven vlivu diazepamu, byla patrna takébice regenerace.
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6. ZAVER

V této praci jsme si za cil vyifi zhodnotit vliv diazepamu na Zivotni
prostedi a ziskat jeho ekotoxikologicka data. Jako pastul€ivych piipravki
s obsahem diazepamu jsme si zvolili Diazepam — SAKOFARMA 5 mg a jako
standard diazepam ziskany od firmy Dr. Kulich Preasm.o.

Vybrali jsme fi testy akutni toxicity, které zastupuji jednotlivéofické
arovre — producent, konzument, destruent.

V testu se semeny fice bilé Sinapis albd jsme hodnotili vliv diazepamu
na inhibici fistu kdene. Do Petriho misek vyloZzenych fikrdm papirem
nasycenym suspenzic¢léa nebo standardu jsme vloZili fd& ¢ vybrana semena
a nechali je kultivovat 72 hodin ve &pii teplo€ 20°C. Soudasré se provedly
kontroly se semeny kultivovanymi pouze ve standandmédiu a referami test
toxicity se standardnim toxinem. Zjistili jsme, ¥gsoka inhibice byla dosaZzené p
vSech testovanych koncentraci u tabletyicemz @i nejnizSi koncentraci,
tj. 23,44 mg/lbyla dosazena inhibice vice jak 50 - ti procentni.

KorySe Thamnocephalus platyurysme testovali pomoci testu Rapidtoxkit.
U tohoto testu jsme sifipravili koncentrace standardu &iMa. Do jednotlivych
zkumavek se standardem &ivem jsme pidali vylihlé larvy, které nily vyvinuty
travici trakt. Po jedné hodinpisobeni latek jsmeflali cervené mikrosféry a po
¢tvrt hodirg fixaéni roztok. Nasledh jsme spéitali uhynulé larvy a vypétali
procentualni inhibici iimu potravy. Provedli jsme také kontroly jen zaupibi
standardniho média. U vSech koncentraci stand#rdld 03,20 mg/l az 34,48 mg/l)
nedoSlo k usmrceni kor§SU tablety byla situacgna, a to u prvnichit koncentraci,
kde smrt kory8 nastala — 1103,20 mg/l, 551,60 mg/l a 275,80 md/lprvni
koncentrace tablety diazepamuizemerici, ze latka je potenciatnnebezpéna pro
Zivotni prostedi, jelikoZ zfisobila vice jak 30% inhibiciifmu potravy.

Experimenty s prvokem Tetrahymena pyriformis jsme  provadi
v laminarnim boxu pomoci 96 — jamkové mikrotitna desttky, do které jsme
postupi pipetovali pepton, latku (o, standard a standamdriestovana latka)
a prvoka. Naslednjsme v readeru zé#ili absorbanci a nechali 24 hodin kultivovat
pii teplot 25°C za tmy. Po apovném zngieni jsme vypeetli procentudlni inhibici.
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Z experimenit byly ziskany nasledujici statistické hodnoty: hadnIGso (24 hod)
pro dichroman draselny 20,82 mg/l (interval spoleddti 17,27 — 25,11 mg/l),
hodnota 1G, (24 hod) pro Il&vo sobsahem diazepamu 507,9 mg/l
(interval spolehlivosti 476,7 — 541,1 mg/l) a hotindCsy (24 hod) pro standard
diazepamu 3397 mg/l (interval spolehlivosti 2265091 mg/l).

Jako nejcitli¢jSi organismus pro testovani diazepamu jsme shl&iahpis
alba, tedy jeji semena.
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6.2. Zakladni pojmy pouzivané v ekotoxikoloqii

Bioindikator — organismus (mikroorganismus, prvok, houba, metlnizsici vyssi
Zivogich), ktery slouzi k posouzeni toxicity latek ngdicsobeni vigjSich podminek
Biotest— proces,  némz je testovaci systém (organismus, populace) ex@Eon
v presreé definovych podminkachiznymi koncentracemi zkoumane latky

Davka — je mnozstvi latky fjaté do organismu; zpravidla se vyjapk

v hmotnostnich jednotkdch Skodliviny vztaZzenych jednotku Elesné hmotnosti
organismu (naip v mg/kg)

DDT (dichlordifenyltrichnlormethylmethan) je aromatické&alogenslotenina.
Je jednim z nejstarSich a nejzrggich insekticid.

ED - efektivni davka = dinna davka (EC - efektivni koncentrace) udava, jaké
procento jeding testovaného souboru reaguje po expozici sledovdatkou.
EDso — efektivni davka, ip které reaguje 50% jedificsouboru. ER — efektivni
davka, pi které nereaguje zadny jedinec testovaného souboru

Doba expozice je doba, po kterou je organismus vystavisopeni sledované latky
Endpoints — parametry, které jsou v testech sledovany a Zzslduhodnoceni
ekotoxicity

Expozice— je vystaveni organismuiakam latky nebo proces vstupu Skodliviny
do organismu

GABAa receptor receptor pro kyselimp— aminomaselnou (GABA)

LOAEL - nejnizSi davka, ip které byl pozorovan Skodlivy ¢inek
(lowest observable adverse effect level)

Monitoring — opakované, &Sinou dlouhodobé a systematick&reni vybranych
fyzikélnich, chemickych i jinych ukazatelpro zji¥ovani zmén charakteristik
prostedi véase a predikce&thto charakteristik nebo jejich dalSiho vyvoje

NOAEL - davka, p které jes nebyl pozorovan Skodlivy dinek
(no observable adverse effect level)

NOEC - nejvy8Si koncentrace testovaného vzorku, ne@asjici Zzadné
pozorovatelné &inky (no-observed effect concentration)

PEC (Predicted Environmental Concentration) regpokladana koncentrace latky

v Zivotnim prostedi
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PNEC (Predicted No Effect Concentration) — nejvySEdpokladana koncentrace
bez Skodlivych &inki

Ucinek — je odpo¥di organismu na expozici latkoucidek mize byt: 1. akutni —
bezprostedni po jednorazové davce toxickeé latky; 2. chionie po dlouhodobém
styku s latkou. Zakladnim Gdajem o akutni toxigé smrtelnd =letalni davka (LD)
nebo pro plyny a pary letalni koncentrace (LC). K@Av@i niz uhyne 50%
jeji ciselnd hodnota LE3. Ze dvou latek je toxi¢jSi ta latka, ktera ma L9 1 mg/kg
oproti latce, kterA ma L9 10 mg/kg. Uvadi se druh testovaného ietd
(mys, krysa, pes atd.) aigob podani latky (zazivacim, dychacim uGstrojimkina

apod.)
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Abstrakt

Silhava Tereza, Ekotoxikologicky screening vybraméiva ll1, (diplomovéa prace)
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultddradci Kralové, Katedra

farmaceutické botaniky a ekologie, celkovyebstran: 61

V dnesni dob se stale vice setkavame it@mnosti rezidui Evych latek
v Zivotnim prostedi, kde mohou dale ovhwvat organismy nachazejici seirpce.
V naSem experimentu jsme hodnotily ekotoxicitu d@amu v léivém pipravku
Diazepam 5 mg v porovnani se standardem diazep@inhodnoceni toxicity jsme
pouzivali nasledujici organismy: prvoKatrahymena pyriformjsnauplium korySe
Thamnocephalus platyurus semendginapis alba Ukazalo se, Ze nejvice citlivym
organismem byl&inapis albaPri nejvyssi koncentraci tablety diazepamu dochazelo
az k 96,4 % inhibicitstu kaene.

Kli¢cova slova: ekotoxikologie, diazeparBjnapis alba Tetrahymena pyriformjs

Thamnocephalus platyurus
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Abstract

Silhava Tereza, Ecotoxicological screening of #lect drug 11, (graduation thesis)
Charles University in Prague, Pharmaceutical Fgcuht Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Botany and Ecologg) ttumber of pages: 61

At the present time, we are increasingly discovgetime residue of medical
drugs in the environment where they can continumflaence organisms found in
nature. In our experiment, we were assessing theecity of diazepam found in
the medical drug Diazepam 5 mg in comparison wiindard diazepam. When
evaluating the toxicity, we were using the follogrinorganisms: unicellular
Tetrahymena pyriformjsauplii of Thamnocephalus platyuruand seeds ddinapis
alba. It was revealed that the most sensitive organigs Sinapis alba.At the
highest concentration of diazepam tablet, root gnomas inhibited by up to 96.4%.

Key words: ecotoxicology, diazepanginapis alba Tetrahymena pyriformjs
Thamnocephalus platyurus
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