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1. UVOD

1.1. Historie léciv, NSAID

Udrzeni nebo znovuziskani lidského zdravi nutilo lidstvo od nepaméti hledat a
pouzivat rGzné prostredky s predpokladanym I[éCivym uclinkem. Jejich zdroje a
charakter se postupné ménily v souladu se snahou po prizplisobovani okolni prirody
lidskym potfebam a v zdvislosti na pokroku lidského poznani pfirody. NejstarSim
a nejdelSim vyvojovym uUsekem je etapa pfirodnich 1éCiv zaloZzena na empirii lidového
|éCitelstvi, kde byly prvotni poznatky ziskavany pfi obstaravani potravy. V obdobi
renesance (15. — 16. stoleti) prevladala alchymie a chemiatrie (predchidce dnesni
farmaceutické chemie), které vychazely z predpokladu, Ze latky chemického charakteru
jsou jako léciva rovnocenné latkam prirodniho plavodu. Chemiatrie v 17. a 18. stoleti
byla v nékterych laboratorich zavadéna k vyukovym ucelim vysokych Skol a postupné
se nékteré pretvarely na prvni farmaceutické manufaktury. Do poloviny 19. stoleti
farmaceuticka chemie zahrnovala v rozhodujici mife anorganické slouceniny. Poté
nastal zlom a zacaly se izolovat slouceniny s organickymi molekulami. Zasadni byla
syntéza kyseliny mocové z kyanatanu sodného v roce 1828, které odstartovala vyvoj

organickych sloucenin [1].

Ke konci 19. stoleti byla synteticky pfipravena kyselina salicylova z fenolu, ktera
po své acetylaci vedla k pripravé kyseliny acetylsalicylové, jez byla v roce 1899 uvedena
do praktického pouZiti pod ndzvem ASPIRIN - antipyretikum, analgetikum,

antiflogistikum [2].

Béhem druhé svétové valky a v povdlecné dobé nastalo svym zplsobem zlaté
obdobi ve vyvoji novych IéCiv. V této dobé se zacinala zvySovat pozornost podrobnému
prizkumu biochemickych pochod(, fyzikalné-chemickych vlastnosti [éCiv a vyvoji tzv.
prekurzord. Nova léciva v povaleéném obdobi podstatné zménila celou situaci v terapii.
S vyssi ucinnosti se zvysSilo riziko vedlejsich Skodlivych reakci. Toto vedlo k povinné
dokumentaci celého vyzkumu a vyvoji jednotlivych léciv, kterd se stdvala mnohem
detailnéjSi a obsahlejsi. Diky této dokumentaci a dUlslednéjSimu zkouseni |éCiv se

zvySovaly naklady na vyvoj novych léCiv.



Zatimco v roce 1970 se odhadovaly naklady asi na 50 milion( dolard, v roce
2000 to bylo jiz kolem miliardy dolari. Také se znacné protahla doba od pfipravy IéCiva
po schvaleni dokumentace. V dnedni dobé se tato doba mulze pohybovat az kolem 14

let [1].

V roce 1952 bylo vyrobeno druhé antiflogistikum fenylbutazon. V Sedesatych
letech pribyl indometacin a ibuprofen, ktery mél ve srovnani s predchozimi latkami
podstatné lepsi sndsenlivost. V sedmdesatych letech byl do praxe uveden diklofenak,
dalsi dodnes velmi oblibené antirevmatikum, a naproxen. Prvnim antirevmatikem
s dlouhym biologickym polo¢asem byl piroxikam, zajistujici u¢innost po celych 24 hodin
pfi jedné denni ddvce. Devadesata léta prinesla zcela novou generaci NSAID tzv.
selektivni inhibitory cyklooxygenazy 1l vyznalujici se prakticky absenci

gastrointestinalnich nezadoucich ucinkad [2].



1.2. Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit mozny vliv diklofenaku na Zivotni prostfedi pouzitim
akutnich a chronickych testll toxicity. Pouzit byl IéCivy pripravek Diclofenac AL 50

ve srovnani se standardem diklofenaku.

Experimentdlné byl tento vliv ovéfovan na organismech — zastupcich
jednotlivych trofickych urovni. Konkrétné byli pouziti - Tetrahymena thermophila
(Vicegeneracni test s Tetrahymena thermophila), Thamnocephalus platyurus
(THAMNOTOXKIT FTM), Brachionus calyciflorus (ROTOXKIT F CHRONIC) a semena

Sinapis alba (Test semichronické toxicity se semeny Sinapis alba).



2. TEORETICKA CAST

Tato kapitola je zaméfena na zpracovani udaji o ekotoxikologii a
ekotoxikologickych testech obecné, ddle o nesteroidnich antiflogisticich, o jednotlivych

testech a pouzivanych organismech.

2.1. Ekotoxikologie, ekotoxikologické testy

Ekotoxikologie je védni disciplina, ktera se zabyva studiem toxického pusobeni
latek lidského ¢i prirodniho pdvodu na Zivé organismy, jejich populace a spolecenstva.
Kromé sledovani ucinkl latek na Zivé systémy je predmétem ekotoxikologické prace i
monitoring toxickych latek v zivotnim prostredi [3].

Pavodni definice ekotoxikologie je prisuzovana Truthautovi (1977), ktery
ekotoxikologii definoval jako odvétvi toxikologie zabyvajici se studiem toxickych Gc¢inkud
zpUsobenych prirodnimi nebo syntetickymi polutanty na jednotlivé prvky ekosystému,

zvifata, lidi, rostliny a mikroorganismy [4].

Hlavnim cilem ekotoxikologie je poznani interakci mezi Zivymi organismy a
chemickymi latkami pfitomnymi v prostfedi na vSech Urovnich biologické organizace
s cilem vyuZit tyto poznatky pro ucelnou ochranu Zivych organismu, jejich populaci,
spolecenstvech a ekosystémU pred chemickym znecisténim [3].

Nastrojem ekotoxikologie jsou ekotoxikologické biotesty. Ekotoxikologické
biotesty jsou experimenty s Zivymi organismy, na nichZ pozorujeme, zda bude dana
latka pusobit toxicky. Testy probihaji ze presné definovanych podminek (jsou
standardizovany). Mlzeme je rozdélit na nespecifické, tzn. ty, které se zabyvaji
celkovymi toxickymi ucinky vSech latek pfitomnych v testovaném vzorku, nebo
specifické, které prokazuji pfitomnost urcité chemické latky nebo konkrétni toxicky
Ucinek. Dale mlzeme biotesty délit na ty, které jsou provadény v kratkém casovém
intervalu (tzv. akutni testy) a u kterych jsou zkoumany predevsim kvalitativni

parametry (mortalita, imobilita) a na ty, které jsou provadény v delSim ¢asovém useku.



Takové nazyvame chronické testy a je u nich hodnocena predevsim reprodukce a jiné
fyziologické procesy (vliv na rlst organismu, genetické zmény). Tyto testy zahrnuiji vice

Zivotnich stadii organismu ¢i vice generaci [5].

Dalsi déleni [3, 6] mlzZe byt podle:
- cilového ekosystému (sladkovodni, pldni, morské, sedimenty)
- trofické Urovné testovaného organizmu (producenti, konzumenti, destruenti)
- sloZitosti testovaného vzorku
- sledované odpovédi (letalni ucinky, reprodukéni aktivita)
- pokrodilosti designu testovaciho systému (1., 2. a 3. generace)

-jiné

Odhad, zda zkoumana latka predstavuje riziko pro Zivotni prostredi, je zaloZzen
na srovnani hodnot PEC (predpokladana koncentrace v Zivotnim prostredi) a PNEC
(predpokladana neskodna koncentrace). Je-li pomér PEC a PNEC mensi nez 1, je riziko

zpUsobené pritomnosti latky v prostredi nizké [6].

2.1.1. Léciva a zZivotni prostredi

Léciva obecné se pouzivaji k prevenci, diagnostice a |é¢bé nemoci u lidi i zvirat.
Celosvétovy pramér spotieby IéCiv se neustdle zvySuje. VétSina z téchto IéCiv neni
v téle zcela zmetabolizovana na neaktivni metabolity a je vylu€ovdna moci nebo stolici
ztéla ven a nasledné vstupuje do Zivotniho prostfedi. V soucasné dobé uz mame

technologie, které mohou detekovat kontaminanty v koncentracich ng/I.

Ke kontaminaci Zivotniho prostfedi |éCivy prispiva i fakt, Ze velké mnozZstvi
obyvatel nevraci jiz nepouzitelna Ié¢iva do lékaren k odborné likvidaci, ale odstranuiji je
sami vhozenim do komunalniho odpadu nebo splachnutim do umyvadla nebo

do zdchodové misy [7].
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2.1.2. Experimentalni design test( toxicity

Kazdy experiment musi byt provadén uréitym zplsobem, ktery vede k predem
vytéenému cili. U ekotoxikologickych testl je sledovanym cilem odpovéd na urcitou
otazku, obvykle na miru toxickych ucink( latky ¢i vzorku na zivé organismy.

Toxicita latek mulze byt podstatné ovlivnéna mnoha faktory (viz. kapitola
Faktory ovliviujici ekotoxikologické biotesty), proto je nutné na zacdtku experimentu
jasné definovat, za jakych podminek bude test provadén. Nejprve je nutné zvolit pro
testovani na Zivém organismu vhodného zastupce. Poté je potieba pripravit fedici radu
testovaného léciva a jeho standardu.

Obecné provedeni testu ekotoxicity je zndzornéno ve schématu €. 1.
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Schéma €. 1: Obecné provedeni testu ekotoxicity — modifikovano [3]

7 v

[ Lecw?pi‘ipravek]

v

[ Redici fada ]

Pozitivni Negativni

Pozitivni, odpoved > 50%

!

Orientacnitest

v

Zakladni test

Oveérovaci test

Pozitivni odpovéd’' < 50%

Negativni

=>£ Hodnoceni ]ﬂ

Po pripravé tedici rady probéhne tzv. limitni test, jehoz cilem je zjistit, zda
vzorek vykazuje toxické ucinky ¢i nikoli. Je-li limitni test vyhodnocen jako negativni,
bude nasledovat test ovérovaci. V opacném pripadé bude-li test vyhodnocen jako
pozitivni, bude nasledovat test orientacni.

Ovérovaci test je znovupfemérenim predchoziho testu s vice nasazenim. Pokud
i tento test vyjde jako negativni, bude nasledovat jeho zhodnoceni. Vyjde-li oviem jako
pozitivni a bude-li mira sledované odpovédi nizsi nez 50%, pak jiz bude nasledovat
vyhodnoceni. Bude-li vSak mira vyssi nez 50%, bude nasledovat test orientacni, jehoz
ukolem je zjistit rozmezi, ve kterém lze ocekdvat hodnotu ECsp testované Iatky.
koncentrace fedici fady se voli limitni koncentrace zjisténé v orientaénich testech.
Po urcité dobé expozice se odecitd pocet organismu, jez vykdzaly odpovéd na expozici

testovanému vzorku. Ze zjisténych Udajl se spocita hodnota ECso (LCso).
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2.1.3. Vyhodnoceni vysledk(

Po ziskani dat ze zakladniho testu se vypocitaji potfebné parametry jako ECsg
(stfedni U¢innd koncentrace kterd predstavuje koncentraci zkouSené latky majici
za nasledek 50% uhyn ¢i 50% snizeni rGstu nebo rlstové rychlosti ve vztahu
ke kontrolnimu vzorku). Vysledky z jednotlivych testl se poté porovnavaji s vysledky

pro jiné organizmy.

2.1.4. Faktory ovliviaujici toxicitu latek

Toxicita latky je jeji neménna vlastnost. Z farmakologickych predmétd je zifejmé,
Ze toxicita zavisi na davce |écivé latky (tzn., Ze latka v urcité koncentraci pusobi léCivymi
ucinky, v koncentraci vyssi pak ucinky toxickymi pro organizmus). Presto je mozno ji

v urcitém smyslu ovliviiovat riznymi faktory [3]:

chemicko-fyzikdlni faktory: koncentrace, rozpustnost, struktura latky

- doba a zpuUsob expozice

- environmentalni faktory: teplota, vlhkost, intenzita svétla

- interakce mezi jednotlivymi toxickymi latkami

- biologické faktory: pohlavi, stafi, zdravotni stav, genetickd proménlivost

- faktory vyzivy
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2.1.5. Standardizace

Ekotoxikologické biotesty jsou pouzivany v legalni kontrole chemikdlii a
kvalitativnim hodnoceni odpadnich vod. Tyto biotesty musi poskytovat pfiblizné stejné
vysledky, at uZ jsou provadény v riznych laboratofich, nebo ve stejné laboratofi v jiny
Cas, tj. vysledky vSech testl musi byt reprodukovatelné a opakovatelné. K dosazeni
vysoké opakovatelnosti a reprodukovatelnosti potfebuji byt podminky testd striktné
fizeny. Od 80. let vyviji rGzné organizace (naptiklad OECD - Organisation for Economic
Co-operation and Development, CEN - The European Committee for Standardization,
ISO - International Organization for Standardization, US EPA - The U.S. Environmental
Protection Agency) pokyny pro pfislusné biotesty za ucelem standardizace zkusSebnich
a hodnoticich metod. V souc¢asné dobé jsou v platnosti v Ceské republice CSN (Ceska
statni norma), ale soucasné jsou platné noveé prijimané normy, které jsme jako ¢lenové

OECD prejali [5, 6, 8].

Pokud bude biotest opakovan nékolikrat nebo bude provadén ve stejny cas, ale
na riznych mistech (v rGznych laboratoftich), vysledky nebudou nikdy naprosto stejné,
a to diky biologické rliznorodosti testovanych organism( (genetickd vybava) a diky
vliviim Zivotniho prostfedi. Genetickou variabilitu mulZeme eliminovat tak, Ze
pouZijeme napfiklad organismus Daphnia magna, ktery se mnoZi partenogenezi,
tzn., Ze produkuje geneticky identické potomky. Pfesto musime brat v Uvahu, Ze
mohou byt rlzné genotypy téchto organism(, coZ by znamenalo, Ze rlzné genotypy
jsou jinak tolerantni v(ci toxintim. Variabilita Zivotniho prostfedi mizZe byt redukovana
striktnim dodrZzovdnim podminek daného prostfedi. Nékteré environmentdlni
podminky mohou byt snadno kontrolovany - jako teplota, osvétleni, vihkost. Ale jiné
nikoli, predevsim dodavky potravy ve stejné kvalité, kterou je obtizné kontrolovat a

kterd mGze mit velky dopad na vyvoj testovaného organismu [5].
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2.1.6. Testy ekotoxicity a legislativa

V pravnich predpisech tykajicich se kontaminace Zivotniho prostfedi existuji
urcité mezery. Ty pravdépodobné vznikaji proto, Ze nejsou dostupné dostacujici udaje
pro kvantifikaci presného profilu znecisténi. Chybi i hojné prikazné studie o chronické
toxicité, takze nelze odvodit rizika dlouhodobé expozice IéCiv a jejich metabolitl
na faunu a fléru. Proto byly pfipraveny zakony, které vyzaduji posouzeni rizik |éciva
pro Zivotni prostfedi jako soucast registrace nového l|éciva. EU vydala potiebné
smérnice k posouzeni rizik lé¢iv vramci registraéniho fizeni, jejiz pravidla jsou

stanovena EMEA (Evropska agentura pro |écivé pripravky) [9].

Nejdllezitéj$imi dvéma zdkony v CR, kde je ekotoxicita zmiriovdna jako
nebezpecnd vlastnost, jsou Zakon o odpadech (Zakon ¢&. 185/2001 S.) a Zakon
o chemickych latkach (Zakon ¢. 157/1998 Sb.) s prisluSnymi provadécimi predpisy.

Mezi dalSi pravni predpisy zabyvajici se ekotoxicitou jsou [6]:

Zakon o lé¢ivech 378/2007 Sb.

- Vyhldska MZP a ministerstva zdravotnictvi 376/2001 Sb. o hodnoceni

nebezpecnych vlastnosti odpad
- Vyhlagka MZP 383/2001 Sb. o podrobnostech nakladani s odpady

- Vyhldska MZP 382/2001 Sb. o podminkdch pouZiti upravenych kal

na zemédélské padé

- Vyhldska MZP 306/1998 Sb., kterou se stanovi postup hodnoceni rizika

nebezpeénych chemickych latek pro Zivotni prostredi

- Smérnice EU 93/67/EHS, kterou se stanovi zasady posuzovani rizik pro ¢lovéka a

Zivotni prostredi u latek oznamenych v souladu se smérnici Rady 67/548/EHS

- dalsi pfedpisy
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2.2. Nesteroidni antiflogistika (NSAID)

2.2.1. Zanét

Zanét je nejstarsi obranny mechanismus organismu, ktery maze byt vyvolan
rdznymi podnéty. Jsou to napriklad faktory: mechanické (odreniny), fyzikalni
(popaleniny), chemické (ziraviny), nutri¢ni (hypoxie), biologické (bakterie). Lokalni
zanét se projevuje z€ervendnim (rubor), otokem (tumor), bolestivosti (dolor), zvysenim
mistni teploty (calor) a poskozenim funkce (functio laesa). Systémovy zanét je

doprovazen horeckou, mizZe vyustit aZz do zhrouceni organismu a k smrti [10, 11].

Hlavnimi medidtory zanétu jsou histamin, serotonin, kininy, prostaglandiny,

leukotrieny.

Cilem protizanétlivych latek je potlacit nepfimérenou, neucelnou reakci
organismu na zanétlivy podnét, zabranit rozvoji zanétlivych zmén bez ovlivnéni nebo

s minimalnim ovlivnénim fyziologickych funkci [10].

2.2.2. NSAID

Nesteroidni antiflogistika pafi mezi jedny z nejpouzivanéjsich Iéciv. Jsou to latky
razné chemické struktury, ale stejného mechanismu ucinku a podobnych neZzadoucich
ucinkd. Jedna se o latky, které maji antiflogisticky, analgeticky, antipyreticky a

antitrombicky ucinek [2].

Zakladnim mechanismem ucéinku NSAID je inhibice enzymu cyklooxygenazy
(COX), ktery fidi preménu kyseliny arachidonové na prostanoidy - prostaglandiny a
tromboxany (prostaglandiny se podileji na vzniku a rozvoji zanétu - vazodilatace,
zvysena permeabilita cév; tromboxany maji vazokonstrikéni ucinek a stimuluji agregaci

krevnich desticek) [10].

16



Existuji dva typy toho enzymu: COX-1 a COX-2. COX-1 je tzv. konstitutivni. Jeji
funkci je syntéza prostaglandinl, které prevainé tvori ochranu Zaludecni sliznice a
které pomahaji agregaci trombocytd. COX-2 je tzv. inducibilni, coZz znamena, Ze jeji
koncentrace se zvysuje ve tkanich, ve kterych probiha zanét. Vyvolava bolest, horecku
a dalsi projevy zdnétu. Zvyse uvedeného vyplyvd, Ze antiflogistika by méla prevainé

inhibovat COX-2 pfi minimalni inhibici COX-1 [12].

Podle miry inhibice COX-1 a COX-2 mUZeme NSAID rozdélit do nékolika skupin.

Tabulka €. 1: Rozdéleni NSAID [12]

Skupina Latka Poznamka

I COX-1 selektivni aspirin malé davky-> selekt. Inh. TXA,

I. COX-2 neselektivni aspirin vysoké davky—> poskozeni GITu a ledvin
Il.a | vyssi afinita k COX 1 indometacin, piroxikam velmi toxicka- poskozeni ledvin a GITu
Il.b | vyssi afinita k COX-2 | ibuprofen,diklofenak,naproxen | vyssi af. ke COX-2,nizsi ke COX-1->0TC

M. COX-2 preferencni nimesulid, meloxikam v doporuéenych davkach minimalni NU

V. COX-2 selektivni celekoxib, rofekoxib

Nesteroidni antiflogistika plsobi proti bolesti, zanétu a horecce. VyuZivaji se
k symptomatickému potlaceni bolesti perifernim mechanismem a c¢astecné i
ovlivnénim vnimani bolesti v CNS. Neplisobi na viscerdlni bolest. NSAID zasahuiji
do akutni faze zanétu, jsou to latky prvni volby v terapii revmatickych onemocnéni.
Rada znich ma i antiagregani Ucinky, terapeuticky vyuZitelné jen u kyseliny

acetylsalicylové [8, 13].

NSAID se podavaji perordlné, rektalné, parenterdlné a lokalné. Po peroralnim
podani se dobfe vstrebavaji z traviciho Ustroji. Vazba na bilkoviny je velmi vysoka a
muze byt pric¢inou klinicky vyznamnych Iékovych interakci. Dobfe pronikaji do tkani a
télesnych tekutin, prostupuji hematoencefalickou bariérou a vétSinou i bariérou
placentarni. V jatrech dochazi k intenzivni biotransformaci a vétSina podané latky je

vylucovana jako neaktivni metabolit moci nebo stolici [8,13].
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Indikace NSAID jsou v soucasné dobé velmi Siroké a asi neexistuje lIékarsky
klinicky obor, ktery by NSAID nevyuzival. Zakladni indikaci jsou muskuloskeletalni
choroby, zejména zanétliva revmatickda onemocnéni, degenerativni kloubni choroby,
akutni i chronické vertebrogenni syndromy a traumata. Antiflogistické pUsobeni je
vyuzivano i v |écbé zanétd jiného plvodu, napf. u zanétu Zil, adnexitid, apod.
Analgeticky uc¢inek NSAID je vyuzivan v |écbé bolesti nejriznéjsiho plvodu
v monoterapii ¢i kombinaci s jinymi analgetiky v chirurgii, stomatologii, onkologii, atd.

[2].

Mezi nezadouci UCinky NSAID patfi ¢asto zazivaci problémy a léze Zaludecni
sliznice - tzv. NSAID gastropatie (diky inhibici COX-1). Dale se mohou vyskytovat
poruchy ledvinnych funkci (retence tekutin, hyperkalémie), poruchy krvetvorby
(prodlouzené krvaceni), hepatopatie, razné alergické reakce (urtikaria, ryma),
bronchospasmus aj. Z nezadoucich ucink( wvyplyvaji i kontraindikace NSAID -

precitlivélost, gastropatie, krvacivé stavy, snizena funkce ledvin, astma, téhotenstvi [2].

2.3. Diklofenak

2.3.1 Farmakologie, farmakokinetika, farmakodynamika

Diklofenak je léc¢ivo patfici do skupiny Il.b nesteroidnich antiflogistik. Po

chemické strance je to kyselina 2-[(2,6-dichlorfenyl)amino]benzenoctova [14].
= ¢

MH

il
OH
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Diklofenak je velmi €asto uzivanou latkou. Je silné Ucinny a podava se v nizkych

davkach. Je to nesteroidni antirevmatikum, antiflogistikum s velmi dobrym

.....

Biologickd dostupnost peroralné podaného diklofenaku je pro znacny efekt
prvniho prlichodu jatry jen asi 50%. Vazba na plazmatické bilkoviny je vysoka,
presahuje 99%. Diklofenak se metabolizuje v jatrech predevsim hydroxylaci a

konjugaci.

Inaktivni metabolity jsou asi z 30% vylucovany stolici a z 70% rendlné. Pouze
1- 5% podaného Iéciva se vyluCuje v nezménéné formé. Plazmaticky polocas eliminace
diklofenaku je asi 2 hodiny, ale v synovialni tekutiné se prodluzuje az na 6 hodin.
Nezadouci ucinky se vyskytuji asi u 10 az 20% léenych a jsou spiSe mirné: bolesti
hlavy, nespavost, podrazdénost, gastrointestinalni poruchy, exantémy, fotosenzitivita,
Castéji nez po jinych nesteroidnich protizanétlivych latkach se maze vyskytnout vzestup
sérovych aminotransferas. Pro perordlni pouziti je dostupny jak v retardovanych
formach umozZnujicich podavani jednou denné, tak v lékovych formach s rychlym
nastupem ucinku. Lze tedy volit délku a nastup ucinku podle potieb pacienta. Dobre

potlacuje bolest projevujici se u kloubniho revmatismu a dny [10, 15].

Je vhodny i pfi akutnich svalovych bolestech a u bolesti hlavy, pooperacnich
bolesti, v gynekologii, u nadorovych bolesti a dalSich. Celkové podani je moZzné doplnit

lokdIni Ié¢bou (masti, gely). Lokalné se diklofenak pouZziva i v ocnim lékarstvi [8, 13].

Pouziva se ve formé sodné nebo draselné soli.
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Tabulka ¢. 2: Pripravky obsahujici diklofenak a jejich |ékové formy, které se

v soucasnosti vyskytuji na ¢eském trhu [16]

Almiral INJ SOL, POR TBL FLM, DRM GEL

Apo-diclo | POR TBL ENT

Diclofen POR TBL FLM

Diclofenak | POR TBL FLM, POR CPS RDR, DRM GEL
Dicloreum INJ DOL, RCT SUP, POR TBL ENT, POR TBL PRO
Diky DRM SPR SOL

Dolmina POR TBL PRO, POR TBL FLM, DRM GEL, INJ SOL
Dorosan SRM SPM

Flector DRM GEL, POR GRA, DRM EMP TDR

Monoflam | POR TBL ENT, RET SUP, POR CPS RDR, INJ SOL
Myogit POR TBL ENT

Olfen DRM GEL, CPS RET, POR TBL ENT, INJ SOL
Uniclophon | OPT GTT

Uno POR TBL RET, DRM EMP MED

Veral POR TBL ENT, INJ SOL, DRM GEL

Voltaren INJ SOL, POR TBL FLM, POR TBL PRO, POR TBL ENT, POR TBL OBD, DRM

GEL, OPT GTT SOL, POR CPS MOL, POR PLV SOL
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2.3.2. Diclofenac AL 50

1) slozeni: diclofenacum natricum 50 mg v 1 potahované tbl s acidoresistentni vrstvou

2) indikace: akutni artritidy, véetné dnavé artritidy; chronické artritidy, zejména
revmatoidni artritida, ankylozujici spondylitida a jiné zanétlivé revmatické
nemoce patefe, artrézy, spondylartrézy, mimokloubni revmatismus, bolestivé

pourazové nebo pooperacni otoky nebo zanéty

3) davkovani a zplsob poufZiti: u dospélych obvykle neprekracujeme celkovou

denni davku 150 mg, u mladistvych (nad 15 let) se celkovad denni davka 1-2
mg/kg télesné hmotnosti poda v 1-3 jednotlivych davkach; ¢asovy odstup mezi
jednotlivymi davkami nesmi byt kratsSi nez 4 hodiny; uZivani tablet po jidle

muzZe zpomalit vstrebavani ucinné latky

4) kontraindikace: znama precitlivélost na diklofenak nebo na pomocné latky,

neobjasnéné poruchy krvetvorby, pepticky vied Zaludku a duodena, posledni

trimestr gravidity

5) lékové interakce: mize dojit ke zvySeni hladiny a ucinku digoxinu a soli lithia;

naproti tomu muZe snizit ucinek mocopudnych latek; mohou byt zesileny
nékteré nezadouci ucinky soucasné podavanych Iékl: pak mUZe dochazet k
nadmérné zadrZovani drasliku v téle pfi uzivdni mocopudnych prostiedk(
Setficich draslik, mGze byt zvySeno riziko krvaceni ze Zaludku a stfev pfi
souc¢asném podavani hormon( kiry nadledvin a jinych protizanétlivych latek, a

mohou byt zvySeny nezadouci GU¢inky methotrexatu

6) nezddouci ucinky: ucinky na gastrointestinalni trakt - nauzea, anorexie, paleni Zahy,

bolesti v epigastriu, zvraceni, prijem, zacpa; drobné krvaceni do GIT mlze ve
vyjimecnych pfipadech vést k anemii; mohou se vyskytnout Zaludeéni nebo

duodendlni viedy, které mohou krvacet a vzacné dochazi i k jejich perforaci [15]
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2.3.3. Spotfeba Ié¢iv obsahujicich diklofenak v Ceské republice

Ve ctvrtém cCtvrtleti roku 2009 byla spotieba léciv obsahujicich diklofenak

964 093 baleni lécivych pripravkl. Podrobnéji viz. tabulka ¢. 3 [17].

Tabulka €. 3: Spotieba IéCiv obsahujicich diklofenak, 4. ¢tvrtleti 2009

pocet financni vyjadieni | pocet DDD
zpusob podani baleni (K€) celkem DDD/10000byv/den
Parent. podani 114218 6356777 463577 0,48534
Peroralni podani |472727 47948404 9466315 9,91068
Rektalni podani | 9986 879273 77650 0,08130
KoZni podani 360759 47316900 0 0,00000
Oc¢ni podani 6403 1024318 0 0,00000

Podil lé¢ivych pripravkd obsahujici diklofenak v Ceské republice byl ve tfetim
Ctvrtleti roku 2009 cca 1,237% z celkového mnoizstvi vSech lécivych pripravkd na

¢eském trhu (vypocteno z Udajll zvefejnénych SUKLem). Nazorné viz. schéma ¢.3 [17].

Schéma ¢&. 2: Podil Ié&ivych piipravk( obsahujicich diklofenak v CR [17]

Podil IéCivych pfipravki
obsahujicich diklofenak v CR

W Lécivé pripravky
obsahuijici
diclofenak

22



2.3.4. Diklofenak a Zivotni prostredi

Schéma €. 3: Moznosti toho, jak se lécivo dostava do Zivotniho prostredi [18, 19]

m riist. promotory ovoce, véelarstvi

POTRAVIN

]fekéli ] moé\ ]odpad

L‘ sklédk%

Cistirny odp.
vod

povrch,
voda

m mofrska voda

podzemnivoda

pitna voda

Diklofenak, jak bylo jiz zminéno, se vyluCuje pfevdiné moci v podobé svych

metabolitl, ale 1 - 5% se vylucuje v nezménéné formé.

Obecné nesteroidni antiflogistika patfi k jedném z nejpouzivanéjsich skupin
lé¢iv nejen v Ceské republice, ale i na celém svété, s odhadovanou ro¢ni spotiebou
nékolika kilotun. To je fadi na Sesté misto nejprodavané;jSich 1ékd. Kromé toho jsou
mnohé z nich dostupné i bez Iékafského predpisu, coz jejich spotfebu znaéné zvysuje.
V dusledku toho dosahuiji tyto latky vysokych koncentraci i v Zivotnim prostredi, hlavné

pak ve vodnim prostiedi (viz. schéma ¢.1) [19, 20].
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Prikladd ekotoxicity diklofenaku je mnoho. Pro nazornost je uvedena
ekotoxicita prokdzana u vodnich Zivocichd, napriklad u musli Baltského mote, kde byl
doloZen negativni vliv l1éCiva jak na pevnost schranek musli, tak na fyziologické zmény
téchto Zivocichl (sniZzeny metabolismus, sniZzeny rust). Ze sladkovodnich Zivocich(

naptiklad u pstruha obecného dochazi k poskozeni ledvin a zaber [19, 21].

Velkym problémem jsou klesajici populace supl hlavné v Pakistanu, Indii,
Bangladési a jiznim Nepalu v dasledku veterinarniho pouZivani diklofenaku, kdy
dochazi k expozici supl pfi konzumaci ZivocisSnych tél zvirat, které byly kratce pred
smrti oSetrfeny timto IéCivem. Zatimco byl diklofenak povazovan za bezpecny u skotu,
ukazalo se, Ze pro supy je to jedna z nejvice toxickych latek s LDsg v rozmezi 0,098 do
0,225 mg/kg a to v dusledku hromadéni kyseliny mocové v téle a ledvinového selhani.
Ztrata desitek milion( supd ma zasadni dopad na ekologii jednotlivych Uzemi, protoze
jsou hlavnim druhem zastupujicim mrchozZrouty. To ma za dlsledek nejen na Zivotni
prostredi, ale i na lidské zdravi. Konkrétné v jizni Asii se zvysil pocet divokych psu,

vztekliny a TBC [8, 22, 23, 24].
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2.4. Testované organismy

2.4.1. Tetrahymena thermophila, Nanney& McCoy

Obrazek €. 1 : Tetrahymena thermophila [25]

Taxonomické zarazeni [26]:

nadrise Eukaryota

fise Protozoa

kmen Ciliophora (nalevnici)

tfida Oligomenophorea (chudoblanni)
rad Hymenostomatida

Celed Tetrahymenidae (vejcovkoviti)
rod Tetrahymena

druh Tetrahymena thermophila

Rie: Protozoa (prvoci)

Télo maji tvoreno jednou bunkou, kterda vykonava vsechny zakladni funkce
ZivoCiSného organismu. VétSina z nich ma télo asymetrické (hlavné bicikovci a
nalevnici), ostatni maji télo symetrické (bilateralné, radidlné, atd.). Organelami pohybu

jsou panozky (pseudopoda), biciky (flagella) nebo brvy (cillie).

Pfijimaji a zpracovavaji potravu travicimi organelami (bunéc¢nd Usta, bunécny hltan,

travici vakuola, bunécna fit). K pfijmu potravy mohou slouzit i panozky.
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Néktefi jedinci pfrijimaji potravu celym povrchem téla (tzv. osmotrofni vyZiva).
RozmnoZuji se pohlavné i nepohlavné. K pohlavnimu rozmnoZovani patfi gamogamie
(hlavné vytrusovci) a konjugace (obrveni prvoci). K nepohlavnimu rozmnozZovani patfi

podélné (bicikovci) nebo pricné (nalevnici) déleni [26, 27, 28].
Kmen: Ciliophora (obrveni)

Tento kmen je vyvojové nejpokrocilejsi skupinou prvokud. Charakteristickym
rysem je pritomnost dvou kvalitativné odlisSnych typl jader: vétsSiho (vegetativniho) a
mensiho (generativniho). Jako pohybové organely slouzi brvy nebo jejich modifikace

[27].
Trida: Oligohymenophorea

Tato tfida obsahuje nejrozsitené;jsi nalevniky viibec a také nejlépe znamé druhy.

Zivotni cyklus se ¢asto vyznacuje polymorfii [28].
Rad: Hymenostomatida

Mezi znaky tohoto tadu patfi jednodilné peroralni kinety (= undulujici
membrany, tj. bicik spojeny s télem burky jemnymi mikrotubululy). Do Zivotniho cyklu
béZné patfi polymorfickd stadia (potraviny pfijimaci jedinci, potravu nepfijimajici buriky
po déleni, atd.). Maji Sirokou ekologickou valenci. Néktefi jsou volné Zijici, jini parazituji

[28].
Tetrahymena spp.

Diky svému rychlému mnoZeni a snadné kultivaci je zvlasté oblibenym objektem

pro fyziologicka, biochemicka a molekuldrné-biologicka badani.

Je to mala (40 — 60 um dlouhad), stihla a vpredu mirné naspicatéla vejcovka,
ktera ma charakteristicka mala, silné dopfedu posunuté Usta s malym pocétem
podélnych Fad brv. Zije ve sladkych kalnych vodach. Zivi se bakteriemi. Ty si pFisouva
k bunécnym Ustdm tak, Ze vifenim brv vytvari proud vody, ktery ptihani tyto bakterie
k jejim ustim [27, 28]. Hraje klicovou roli (spolu s bakteriemi) v recyklaci odumrelych

organickych zbytkd - je to destruent [30].

Vyuziva se v testu PROTOXKIT F™.
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2.4.2. Thamnocephalus platyurus, Packard

Obr. €. 2: Thamnocephalus platyurus - nauplius [31]

Taxonomické zarazeni [26]:

nadfisSe Eukaryota

fise Animalia

kmen Arthropoda (¢lenovci)
podkmen | Crustacea (korysi)

tfida Branchiopoda

rad Anostraca (Zabronozky)
Celed Thamnocephalidae

rod Thamnocephalus

druh Thamnocephalus platyurus

Ri$e: Animalia (Zivocichové)

Zivotichové jsou mnohobunééné organismy, jejichz buriky jsou tvarové i
funkéné rozliSeny a jsou sdruzeny ve vice ¢i méné specializované tkané. Tyto
organismy se mnozi jak pohlavné (délenim mateiské buriky, nejcastéji oplozeného

vajicka), tak i nepohlavné.

Jsou to heterotrofni organismy, tzn., Ze nejsou schopny samy vytvaret
organické latky z anorganickych latek a jsou proto ve své vyzivé zavisly na existenci

autotrofnich organism( [26, 27].
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Kmen: Anthropoda (Elenovci)

ees

Clenovci jsou nejpocéetn&jsi kmen Zijici prakticky po celém svété ve viech
biotopech (mofrskych, sladkovodnich i suchozemskych). Na jejich téle rozliSujeme
vétSinou hlavu, hrud a zadeclek, ale u nékterych skupin nékteré c¢asti splyvaji nebo
dochdzi k jejich dalSimu ¢lenéni. Télo ¢lenovcli pokryva chitinova kutikula, ktera nejen
chrani télo, ale ktera i spliiuje funkci vnéjsi kostry. Travici soustava tvofi Uplnou trubici
a ma u jednotlivych skupin velmi rozmanitou strukturu. Clenovci maji 3 typy dychacich
organU: Zabry, plicni vaky nebo dychaji celym povrchem téla. RozmnoZuji se prevainé

pohlavné. Jsou to gonochoristé, ¢asto s vyraznym pohlavnim dimorfismem [27].
Trida: Brachiopoda

Drobni, prevazné sladkovodni korysi. Hrudni nozky jsou lupenité, nesou zabry a
slouZi také k filtraci potravy, casto i jako pohybové organy. Mnoho druh( Zije pouze

v periodickych stojatych vodach, jejich vajicka potom vyzaduji periodu vyschnuti [26].
Rad: Anostraca (2abronozky)

Zabronozky maji protahlé, z boku mirné stlaéené télo bez krunyiku, méfici 1 — 2
cm. Maji zfetelné rozliSenou hlavu, hrud a zadecek. Hrudni nozky slouzi k plavani,
dychani a filtraci potravy. Plavou obraceny hibetni stranou dold. Ziji ve stojatych
vodach bez ryb ¢i jinych predator(, ¢asto v periodickych jarnich nebo letnich tdnich.

Jsou rozsirené po celém svété [26,27].
Druh: Thamnocephalus platyurus

Thamnocephalus je soucasti zooplanktonu. PFijima potravu pomoci filtrace
vody. Je-li tento organismus stresovdn, sniZuje se tato filtrace potravy a dochazi
k dhynu organismu. Tohoto jevu se vyuziva v ekotoxikologickém testu THAMNOTOXKIT

F™. Je to konzument.
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2.4.3. Brachionus calyciflorus, Pallas

Obrazek ¢. 3: Brachionus calyciflorus [32]

Taxonomické razeni [26]:

nadrise Eukaryota

fise Animalia

kmen Rotifera (vitnici)

tfida Monogononta (tocivky)
rad Ploima

Celed Brachionidae

druh Brachinous calyciflorus

Kmen: Rotifera

Pfevainé sladkovodni Zivocichové, ale také pldni a morsti, volné pohyblivi i
prisedli. Jejich télo je mensi nez 1Imm, je vackovité nebo trubicovité protahlé. Obvykle
rozliSujeme hlavu, trup a nohu. Na hlavé maji vifivy organ, kterym si pfihanéji potravu

a ktery jim umoznuje plavani.

Travici soustava je diferencovana na Usta, Zvykaci hltan, Zaludek, stfevo, kloaku

a anus.
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Vitnici jsou gonochoristé (maji oddélena pohlavi). U nékterych se vyskytuji
pouze partenogenetické samice. Pokud jsou pfitomni samci, jsou mnohem mensi,

s

nemaji travici soustavu a Ziji jen nékolik dni. Nepohlavni rozmnoZovani vifnici nemaji.

U nékterych sladkovodnich druh( a u vsech pudnich je vytvorena schopnost
anabidzy (utlumenim Zivotnich procesli na nejmensi mozinou miru), kterd byva
nastartovdna vysychdnim prostiedi. BEhem tohoto procesu vylouéi télo Zelatinovy
obal, ktery ztuhne v cystu. V tomto obalu vydrzi dehydratované télo az nékolik let a
kratkodobé snese i extrémni teploty. Diky této schopnosti a malé velikosti téla maji

virnici kosmopolitni rozsifeni [26,27].

Hraji roli v pfirozenych procesech samocisténi a cCisténi odpadnich vod. Virnici
se vyuzivaji i jako zkuSebni materidl v ekotoxikologickych biotestech. Ve svété ma

velkou tradici i masovy chov virnikd v akvakulturach.
Trida: Monogononta

ces

Tuto tfidu tvori pouze sladkovodni druhy Zijici prisedle i planktonicky. Bézna je

partenogeneze i heterogonie.
Druh: Brachionus calyciflorus

Brachionus calyciflorus je sladkovodni korys, ktery je velmi dllezitym clenem
mnoha vodnich spolecenstev. Je jednou z hlavnich sloZek sladkovodniho zooplanktonu.

Je to konzument.

Vyuziva se v ekotoxikologickém testu ROTOXKIT F™™ a ROTOXKIT F CHRONIC.
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2.4.4. Sinapis alba, L.

Brassicaceae

Sinapis alba L.

Obrazek €. 4: Sinapis alba [33]

Taxonomické fazeni [34]:

fise Plantae

oddéleni Spermatophyta (Semenné rostliny)
pododdéleni | Angiospermophyta (Krytosemenné rostliny)
trida Magnoliopsida (Dvoudélozné rostliny)

rad Capparales

Celed Brassicaceae (Brukvovité)

druh Sinapis alba (Hot¢ice bild)

Oddéleni: Spermatophyta

Semenné rostliny tvofi nejpocetnéjsi skupinu mezi cévnatymi rostlinami, z toho
tvori podstatnou ¢ast rostliny krytosemenné neboli kvetouci. Podstatnym krokem ve
vyvoji téchto rostlin byla heterosporie (tzn. tvorba dvou druhl vytrust - mikrospor a
megaspor). Tyto vytrusy se rozvijeji ve dva druhy gametofyti: mikrogametofyt (samci),
ktery produkuje spermatickou buriku, a megagametofyt (samici), ktery produkuje
vaje€nou bunku. U krytosemennych rostlin se vytvafi par nepohyblivych spermatickych
bunék, které jsou pfinaseny pfimo do samic¢iho gametofytu pylovou lackou.

Nasleduje oplodnéni (splynuti sami¢i a saméi gamety) a vznik zygoty.
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Diploidni zygota se rozviji do nového sporofytniho embrya a samici gametofyt slouzi

jako vyZzivné pletivo [34].

Dalsi charakteristikou semennych rostlin je produkce dreva - sekundarniho
xylému, ktery umoznuje vyvoj zakladniho stonku spolu s mechanismem obnovy vné;jsi

klry - tvorbou peridermu.
Pododdéleni: Angiospermophyta

Krytosemenné rostliny jsou charakterizovany vajicky (megasporangium), které
jsou uvnitf uzaviené dutiny vytvorené z jednoho nebo nékolika vzajemné srostlych
plodolistll (megasporofyl). Pylova zrna (mikrospory) nejsou prenesena pfimo na
mikropyle vajicka, ale na povrch blizny, kterd je schopna nejen pyl pfijmout, ale také
asistovat pfri vyvoji pylové lacky. Samci a samici gametofyty (pylova zrna a zarodecnik)
postrddaji gametangia a jsou extrémné zjednodusSené a specializované. Pro tyto
rostliny je dale typicka trojita karyogamie (tzn., Ze jedna ze dvou samcich gamet splyva
svaje¢nou bunkou a druha se spojenymi dvéma jadry centralni bunky samiciho
gametofytu - vysledkem je diploidni zygota a triploidni endosperm - tj. dvojité oplozeni

krytosemennych rostlin) [34].
Trida: Magnoliopsida

Embryo této tfidy je tvoreno obvykle dvéma délohami, které maji tfi cévni
svazky. Listy jsou vétSinou frapikaté se sitnatou Zilnatinou. Cévni svazky jsou
usporadany do kruhu. Kofenovy systém je obvykle tvofen hlavnim a vedlejsimi koreny.
Jsou to rostliny dfevnaté nebo bylinné, ¢asto sekunddrné tloustnouci. Kvéty péti- nebo

Ctyrcetné.
Celed: Brassicaceae

Jsou to jednoleté az vytrvalé byliny. Listy maji stfidavé nebo pouze pfizemni,
popfripadé ¢Elenéné aZ slozené. Kvéty maji pravidelné se Etyfmocnymi tyCinkami a
vytvareji hroznovité kvétenstvi. Plodem je SeSule, SeSulka anebo struk. Je to

hospodarsky vyznamna celed' (zelenina, olejniny, okrasné rostliny) [34, 35].
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Druh: Sinapis alba

Hofrcice bild vytvati znacné rozvétvenou kofenovou soustavu. Lodyha je ptim3,
dutd, hranata s vySkou 60 — 100 cm. Kvétenstvim je dlouhy Zluty hrozen a opyluje se

cizim pylem.

Plodem je kratka silna SeSule. Celé rostlina i plod jsou kryty tuhymi trichomy.
Semeno je drobné, kulaté a svétle zluté. Obsahuje 25 — 35 % oleje a glykosid sinalbin.
Olej je vyuzivan k potravinarskym (vyroba stolni hofcice, kofeni) nebo k technickym
ucelim v kosmetickém a farmaceutickém pramyslu - pfiprava masti a ndplasti

na prokrveni pokozky, pfi revmatismu a ischemickych potizich [35, 36].
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2.5. Pouzité testy - princip

2.5.1. Vicegeneracni test s organismem Tetrahymena thermophila

Vicegeneracni test sorganismem Tetrahymena thermophila je vodni
ekotoxikologicky biotest inhibice ptijmu potravy tohoto prvoka. Tento test je snadno
proveditelny, vyuziva jednoduché technologie. Spocivad ve sledovani rychlosti ubytku

potravy v testovaci kulture [30].

Na zacatku testovani zname mnoistvi tetrahymeny a jeji potravy. Po pfidani
toxické latky dochazi ke zpomaleni pfijmu potravy organismem. MnoZstvi potravy pak

stanovujeme spektrofotometricky jako mnozstvi zakalu a porovnavame jej s kontrolou.

Jelikoz Tetrahymena pfijima potravu konstantni rychlosti, je moiné jiz
po 24 hodinach porovnavat rychlosti ubytku potravy v testovanych koncentracich a

v kontrole, a tim pozorovat fyziologické uUcinky toxické latky [3, 30].

Pro svou diplomovou praci jsem pouzZila modifikovany vicegeneracni test

s organismem Tetrahymena thermophila, vychézejici z testu PROTOXKIT F™.

2.5.2. THAMNOTOXKIT F™

THAMNOTOXKIT F™ je ekotoxikologicky biotest pouzivany k hodnoceni tuhych
odpadu a kald, fi¢nich sedimentl a odpadnich vod. Je to akutni test letality vyuZivajici
k zachyceni moinych toxickych acinkd latek wvyuZivda sladkovodniho koryse

Thamnocephalus platyurus [37, 38].

Béhem tohoto testu je organismus vystaven odstupriované koncentracni radé

zkoumané latky. Sleduje se jeho mortalita po 24 hodinach, vysledkem je LCsq [3, 38].
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2.5.3. ROTOXKIT F CHRONIC

ROTOXKIT F CHRONIC je chronicky a citlivy biotest vyuzivajici juvenilni stadium
vifnika (Brachionus calyciflorus). Test probiha 48 hodin. Citlivost tohoto testu je
srovnatelnd s testy, které jsou aplikovany na jinych bezobratlych organismech. Virnici
rodu Brachionus maji kosmopolitni rozsifeni a nachazeji se v riznych vodnich lokalitach

na vsech kontinentech.

Organismus je vystavovan koncentracni fadé toxické latky a sleduje se jeho

mortalita po 48 hodindach a jeho reprodukce [3, 39].

Pro tuto diplomovou praci byl pouzit ROTOXKIT F CHRONIC.

2.5.4. Test semichronické toxicity se semeny Sinapis alba

V tomto testu se jedna o kultivaci semen hotcice bilé v Petriho miskach na
filtracnim papiru, ktery je nasyceny roztokem testované latky, po dobu 72 hodin pfi

absenci svétla a pfi teploté 20 °C.
Pozoruje se vliv toxickych latek na kliceni semen a rist koren( hofcice bilé.

Porovnava se primérna délka kofene u semen ovlivnénych zkoumanou latkou a
semen, kterd jsou v médiu (Zivném roztoku). Vypocitdva se prlmérnd inhibici Ci

stimulace rdstu pro jednotlivé koncentrace testované latky — 72h 1Csq [3].

Tento test vychdzi z Metodickych pokynt MZP, CSN EN I1SO 7346-2 (757761) a
€SN EN 1SO 6341 (757751).
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3. METODIKA

3.1. Materialy

3.1.1. Pouzité chemikalie

1) IéCivy ptipravek: Diclofenac AL 50

Tabulka ¢. 4: Diclofenac AL 50, prehled dle SUKL [40]

kéd SUKLu 0058142

nazev léCivého pripravku | Diclofenac AL 50
cesta podani peroralné

lékova forma potahované tablety
velikost baleni 30

sila 50mg

rezim prodeje na lékarsky predpis
zemé drzitele registrace | Némecko

ATC skupina MO1ABO5

sloZeni: Diclofenacum natricum 50 mg v 1 potahované tableté; Lactosum
monohydricum, Maydis amylum, Povidonum 25, Silica colloidalis anhydrica,
Cellulosi pulvis, Magnesii stearas. Potah: Copolymeri methacrylati L dispersio
30%, Acetytriethylis citras, Hypromellosum 2910, Macrogolum 400,
Macrogolum 6000, Magnesii stearas, Talcum, Titanii dioxidum, Ferri oxidum

flavum, Ferri oxidum rubrum [18]

popis tablet: hnédé, kulaté, bikonvexni tablety, primér asi 8 mm
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2) standard diklofenaku [41]

- spole¢nost: Sigma-Aldrich spol. s.r.o.

- ndzev produktu: Diclofenac sodium

- molekulova hmotnost: 318.1

- vzhled: bily prasek

- akutni toxicita:

3) ostatni chemikalie:

LDsg u krysy po ordlnim podani - 53mg/kg
LDso u psa po ordlnim uziti - 59mg/kg

LDso u kralika po oralnim uziti - 157mg/kg

- dichroman draselny (K,Cr,05)

- deionizovana voda

3.1.2. Pouzité pomcky

Cerny papir
Eppendorfovy zkumavky
Filtracni papir
Kadinky
Laboratorni IZicky
Mikropipety
Milimetrovy papir
Ochranné rukavice
Petriho misky
Pinzeta

Plastové desticky
Podlozni sklicko
Stojan na zkumavky
Vazienky

Zkumavky
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3.1.3. Poutzité pristroje

Analytické vahy KERN ABJ

Inkubator AQUALYTIC

Laminar Biohazard aura 2000 M.A.C
Lednice

Stereomikroskop LEICA EZ 4D

Pocitac

Predvazky 440/47N KERN

Reader ANTHOS 2010

Ultrazvukova lazert SONOREX DIGITAL 10P

3.1.4. Provedeni testU

- dichroman draselny byl pouzivan jako standardni testovana latka pro ovéreni

spravnosti pribéhu experimentu

- kazdy experiment byl opakovdn nejméné trikrat pro ovéfeni spravnosti

vysledk

- testovand koncentrace ucinné latky léciva (Diclofenac AL 50) odpovidala

koncentraci standardu (diklofenaku)
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3.2. Pracovni postup

3.2.1. Vicegeneracni test s Tetrahymena thermophila

Vlastni provedeni testu

Naneseni jednotlivych koncentraci na desticky. Do sloupce dislo 1 bylo
naneseno postupné: 180 pl peptonu; 120 pl peptonu + 60 pl latky o koncentraci ¢,
(nejvyssi koncentrace); 60 ul peptonu + 60 pl tetrahymeny; 60 ul peptonu + 60 ul

tetrahymeny + 60 pl latky o koncentraci c;. Podrobnéji viz. tabulka ¢. 5.

Tabulka €. 5: Naneseni jednotlivych latek na desticku, objemy udané v pul

1 2 3 4 5 10
P 180 180 180 180 180 180 180
P+L 120+60 120+60 120+60 120+60 120+60 120+60 120+60
P+T 60+60 60+60 60+60 60+60 60+60 60+60 60+60
1 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60
2 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60
3 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60 | 60+60+60

Po naneseni latek na desticku byla zméfena absorbance v ¢ase Ty pfi vinovych
délkdch 492 nm a 562 nm. Po té byla desticka umisténa do inkubatoru. Po 24 hodinach

byla znovu zmérena absorbance. Podle namérenych hodin byla spocitdna ECso.
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3.2.2. THAMNOTOXKIT F™

Vlastni provedeni testu

Inkubace cyst byla provedena dle navodu k testu THAMNOTOXKIT F'™ [38].
Na desticku (viz. obrazek €. 5) bylo naneseno do kazdé jamky po 1 ml
testovaného roztoku a to tak, Ze ve sloupci ¢islo 1 byla nejvyssi koncentrace a ve
vylihlych jedinc Thamnocephalus platyurus. Poté bylo vSech 10 jedinci presunuto
z fady A do fady B. Byly pouZzity celkem tfi desticky - zvlast desticka na K,Cr,0; roztok

tablety diklofenaku, roztok standardu diklofenaku a médium.

Obrazek ¢. 5: Desti¢ka pouzivana pro THAMNOTOXKIT F™

Tabulka ¢. 6: Pfehled jednotlivych koncentraci latek v jednotlivych jamkach v mg/I

latka jamka 1 2 3 4 5 6

K,Cr,0, 2 1 0,5 0,25 0,125 0,065
roztok standardu diklofenaku 100 50 10 1 0,1 0,01
roztok tablety diklofenaku 100 50 10 1 0,1 0,01
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Po rozdéleni organismi byla desticka prekryta parafiimem a umisténa na 24
hodin do inkubatoru o teploté 25 °C bez pfitomnosti svétla. Po dané dobé byla
vyndana z inkubatoru a bylo spocitdano mnozstvi uhynulych organismd s naslednym

vypoctem LCs.

3.2.3. ROTOXKIT FCHRONIC

Vlastni provedeni testu

Jak pro roztok standardu, tak pro roztok testované latky bylo ptipraveno 6

koncentraci latek. Ve zkumavce cislo jedna byla koncentrace roztoku nejvyssi a ve

evvs

latky byly redény zasobnim roztokem, ktery byl pfipraven z MgS0,4, CaSO4, NaHCOs, KCI

a deionizované vody.

tabulka €. 7: Prehled jednotlivych koncentraci testovanych latek v mg/I

zkouseny roztok 1 2 3 4 5 6

roztok léciva 100 50 10 1 0,1 0,01
roztok standardu 100 50 10 1 0,1 0,01
roztok K,Cr,0, 10 5,6 3,2 1,8 1,0 0,05

Na kazdy zkouseny roztok byla pfipravena jedna desticka (viz. obrazek €. 6)
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Obrazek €. 6: Desti¢ka pouzivana pfi testu ROTOXKIT F CHRONIC [39]
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Prvni sloupec slouzil jako rfedici fada, kam bylo umisténo nékolik jedincu
Brachionus calyciflorus. Poté byli po jednom premistovani do sloupce 1,2,3, atd.
Po naplnéni byly desticky umistény do inkubatoru na 48 hodin bez pfitomnosti svétla.
Po 48 hodinach byli spocitani dospéli jedinci, ktefi prezZili a nové narozeni jedinci.

Z téchto Udaju byla vypocitana inhibice rlstu a populacni rlistovy pomér.
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3.2.4. Test semichronické toxicity se semeny Sinapis alba

Vlastni provedeni testu

Pro zkoumané latky byla pripravena fedici fada sloZzenda z osmi zkumavek.
V prvni zkumavce byla nejvyssi koncentrace zkoumané latky a v posledni byla

koncentrace nejnizsi. Pro prehlednost jsou koncentrace uvedeny v tabulce €. 8.

tabulka ¢. 8: Koncentrace latek v redicich fadach uvedena v mg/I

latka 1 2 3 4 5 6 7 8
roztok K,Cr,0; 200 100 50 25 12,5 6,25 | 3,125 | 1,5625
roztok standardu diklofenaku 100 75 50 30 20 10 5 1
roztok tablety diklofenaku 100 75 50 30 20 10 5 1

Ke kazdé zkumavce (viz. tabulka ¢.8 + zkumavka s pfipravenym médiem) byly
pfipraveny 3 Petriho misky, do kterych byl na dno umistén filtracni papir. Na filtracni
papir bylo naneseno po 5 ml z kazdé zkumavky, tzn. 3 Petriho misky s 5 ml roztoku
stejné koncentrace (viz. schéma €. 4). Do kazdé z nich bylo rovhomérné rozprostieno
10 semen Sinapis alba. Petriho misky byly uzavieny a umistény na 72 hodin do

termostatu s teplotou 20 °C.

Testované latky byly fedény zdsobnim roztokem, ktery byl ptipraven z CaCl, . 2 H,0,

MgSQ,. 7 H,0, NaHCO3, KCl a deionizované vody.
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Schéma €. 4: Rozdéleni jedné zkumavky na 3 Petriho misky

Zkumavkadc. 1

A v
- - Zkumavka ¢. 2 A
5 - sl -
_S5m__ . B 5 ml
_/ S S

Po 72 hodinach nasledovalo vyhodnoceni testu, které spocivalo v preméreni
vykliceného semene od hypokotylu (prvniho lodyzniho ¢lanku klicici rostliny mezi
délohami a kofinkem, tedy prvniho ¢lanku stonku, ktery je pfitomen jiz v klicku
semene) po konec kofinku. Pro kazdou koncentraci testované latky byl vypocten
aritmeticky pramér délky korene ze vSech paralelnich stanoveni. Z primérnych délek

v jednotlivych koncentracich byla vypoctena inhibice rlstu.

Obrazek €. 7: Hodnoceny hypokotyl Sinapis alba [42]

Pro vSechny koncentrace byl vypocten aritmeticky pramér délky korenl a

spocitana inhibice rlstu.
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4. \/YSLEDKY

4.1. Vicegeneracni test s prvokem Tetrahymena thermophila

Podminky testu: tma, 25 °C

Délka testu: 24 hod

Tabulka €. 9: Koncentrace K,Cr,05 v jednotlivych sloupcich (mg/I)

66,67 | 33,33 16,67 | 8,33 | 417 | 2,08 | 1,04 | 0,52 | 0,26 | 0,13

Tabulka €. 10: Inhibice rGstu Tetrahymena thermophila (%) v zavislosti na koncentraci

(mg/1), pti rizné vinové délce - K,Cr,0;

Tabulka €. 11: Koncentrace léciva a standardu v jednotlivych sloupcich (mg/I)

100 75 50 30 20 10 8 5 2 1

Tabulka €. 12: Inhibice rGstu Tetrahymena thermophila (%) v zavislosti na koncentraci

(mg/l1), pfirtzné vinové délce — lécivo

82,3 54,1 51,5 | 43,9 394 | 34,7 284 | 26,1 254 | 21,6

816 | 56,7 | 50,6 | 459 | 40,5 | 357 | 296 | 29,3 | 23,6 | 22,2
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Tabulka €. 13: Inhibice rGstu Tetrahymena thermophila (%) v zavislosti na koncentraci

(mg/1), pti rtzné vinové délce — standard

77,1 58,2 48,3 38,4 37,0 27,6 25,8 23,9

23,7

18,4

76,4 61,8 51,2 36,9 30,1 29,9 27,7 23,2

21,2

9,5

Z vyse uvedenych hodnot byly ziskany tyto vysledky:
- 24h ECsoK,Cr,07: pfi 492 nm 12,57 mg/l (10,44 — 15,15 mg/)
pfi 562 nm 18,94 mg/| (15,58 — 23,02 mg/l)
- 24h ECspléciva: pfi 492 nm 32,88 mg/l (23,07 — 46,86 mg/l)
pfi 562 nm 30,52 mg/l (22,13 — 42,07 mg/l)
- 24h ECsgstandardu: pfi 492 nm 40,43 mg/l (29,65 — 55,08 mg/l)

pfi 562 nm 39,58 mg/I (30,76 — 50,93 mg/I)
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Graf €. 1: Inhibice rlistu (%) v zavislosti na koncentraci (mg/l) pfi vinovych délkach
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Graf €. 2: Inhibice rlstu (%) v zavislosti na koncentraci (mg/l) pfi vinovych délkach

492 nm a 562 nm - standard
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4.2. THAMNOTOXKITF™

Podminky testu: tma, 25 °C

Délka testu: 24 hodin

Tabulka ¢. 14: Koncentrace léciva a standardu v jednotlivych sloupcich (mg/I)

50 | 30 | 10 5 2 1

Tabulka €. 15: Koncentrace K,Cr,0; (mg/I)

2 1 0,5

0,25 | 0,125 | 0,0625

Tabulka ¢. 16: Mortalita jedincl v jednotlivych testovanych latkach (%)

Z vyse uvedenych hodnot byly ziskany tyto vysledky:

- 24h ECsg pro lécCivo - 5,058 mg/I
- 24h ECsg pro standard - 4,573 mg/| (4,386 — 4,573 mg/I)

- 24h ECsg pro K,Cr,0; —0,1556 mg/I (0,1135 - 0,2133 mg/l)
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Graf ¢. 3: Mortalita jedincl (%) v zavislosti na koncentraci (mg/l) testované latky
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4.3. ROTOXKIT F CHRONIC

Podminky testu: 25 °C, tma

Délka testu: 48 hodin

Tabulka €. 17: Koncentrace jednotlivych latek v mg/I

Tabulka ¢. 18: Pocet dospélych jedinct v jednotlivych jamkach roztoku léciva
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Tabulka ¢. 19: Pocet dospélych mrtvych jedinci/pocet nové Zijicich jedincu
v testovanych koncentracich - |éCivo
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Tabulka €. 20: Pocet vSech Zivych jedincl po 48 hodinach - lé¢ivo

1/2|/3(4|5)|6]|7
A0 0O|O0O|O0O|O0O|O0]|O
B|1|1]1]0|4]3]|2
C|1(4|5|6|5|1]|4
D| 5|14 |5|11|5]| 6
E|5]|]5(3|]4]|5|5]|11
F| 6|54, 4|9|6]5
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Tabulka €. 21: Pocet dospélych jedinct v jednotlivych jamkach roztoku standardu
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Tabulka ¢. 22: Poclet dospélych mrtvych jedinci/pocet nové Zijicich jedincud
v testovanych koncentracich - standard
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Tabulka €. 23: Pocet vSech Zivych jedinct po 48 hodinach - standard
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Tabulka €. 24: Pocet dospélych jedinct v jednotlivych jamkach kontroly

1 2 3 | 4 5 6 | 7
kontrola | 1 1 1 1 1 1 1

ees

Tabulka ¢. 25: pocet dospélych mrtvych jedinci/pocet nové Zijicich jedincud

v testovanych koncentracich - kontrola
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Tabulka €. 26: Pocet vSech Zivych jedincl po 48 hodinach - kontrola

1/ 2(3|4|5|6|7
kontrola 5/5|6|5|5|6|6

Tabulka €. 27: Pocet dospélych jedincua v jednotlivych jamkach roztoku K,;Cr,04
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Tabulka ¢. 28: Pocet dospélych mrtvych jedincli/pocet nové Zijicich jedinci
v testovanych koncentracich K,Cr,05
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Tabulka €. 29: Pocet vSech Zivych po 48 hodinach - K,Cr,0;
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Z vysSe uvedenych hodnot byly ziskany tyto vysledky:
- 48h ECsq pro lécivo: 1,363 mg/l (0,7848 — 2,366 mg/l)
- 48h ECsg pro standard: 0,02932 mg/l (0,02071 —0,04150 mg/I)

- 48h ECsg pro K,Cr,05: 10,61 mg/I (5,942 — 18,95mg/I)
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Graf €. 4: Inhibice rdstu (%) v zavislosti na koncentraci (mg/I)
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4.4. Test semichronické toxicity se semeny Sinapis alba

Podminky testu: 20 °C, tma

Délka testu: 72 hodin

Tabulka ¢. 30: Pouzité koncentrace standardu a léciva (mg/I)

100 75 | 50 | 30 | 20 | 10 | 5 1

Tabulka €. 31: PouZité koncentrace dichromanu draselného (mg/l)

200 | 100 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125 | 1,563

Tabulka ¢. 32: Inhibice rlstu korene (%)

Z vyse uvedenych hodnot byly ziskany tyto vysledky:

- hodnota 72h ICso pro léCivo 71,42 mg/I (62,51- 81,60 mg/I)
- hodnota 72h ICso pro standard 54,23 mg/l (49,43 — 59,50 mg/I)

- hodnota 72h ICsg pro K,Cr,07 11,81 mg/I (9,78 — 14,26 mg/I)
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Graf €. 5: Inhibice rlistu (%) kofene v zavislosti na koncentraci (mg/l) testované latky
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5. DISKUZE

Se zvysujici se spotfebou IéCiv (v ramci této prace diklofenaku) se zvySuje i jejich
vliv na Zivotni prostredi. Jak bylo uvedeno v kapitole 2.3.3., jen za 3. ¢tvrtleti 2009 bylo
u nds v Ceské republice spotiebovano 964 093 Iécivych pfipravk(l obsahujicich
diklofenak. Weigelem byla zkoumana ekotoxicita diklofenaku v Usti Labe u Severniho
more a byla zjisténa jeho hodnota 6200 ng/l. V prizkumu Ternes (1998) byla zjisténa
pritomnost diklofenaku ve vSech zkoumanych vzorcich z Cistiren odpadnich vod a to
v koncentracich okolo 1600 ng/l, a ve vsech vzorcich testovanych fi¢nich vod
v koncentracich okolo 800 ng/l. Paxéus naméfil hodnoty ve vybranych Cistirnach
odpadnich vod v 5 zemich EU mezi 140 — 1480 ng/l. Maximalni naméfena koncentrace
diklofenaku v povrchové vodé je 1030 ng/l. Tato hodnota byla zméfena Hebererem

v Berliné [7, 43, 44, 45].

V této praci byl pouzit jeden test akutni toxicity, dva testy semichronické a
jeden test chronicky. Jako pocatecni nejvyssi koncentrace |éCiva a standardu byly
zvoleny hodnoty 100 mg/I (testy se Sinapis alba, Brachionus calyciflorus, Tetrahymena
thermophila), eventuelné 50 mg/| (test s Thamnocephalus platyurus). LéCivo i standard

byly Spatné rozpustné - bylo potieba vidy pouZit ultrazvukové lazné.

V ekotoxikologickych  studiich odpadnich vod se podle vysledkd
ManusadZianase ukdzal jako citlivéjsi test s organismem Thamnocephalus platyurus

(THAMNOTOXKIT F™) nezli test s Tetrahymena thermophila [46)].

V semichronickém testu s organizmem Tetrahymena thermophila byly zjistény
hodnoty 24 ECso pro IéCivo pfi 492 nm 32,88 mg/l (23,07 — 46,86 mg/l) a pro 24 ECs
standardu pfi 492 nm 40,43 mg/I (29,65 — 55,08 mg/I).
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Ferrari [47] a kolektiv se zabyvali ekotoxikologickymi vlivy v odpadnich vodach
u diklofenaku, karbamazepinu a kyseliny klofibrové. V akutnich testech toxicity vysel
diklofenak jako nejtoxic¢téjsi IéCivo, naopak v chronickych testech vysel jako nejméné
toxicky z této zkousené trojice. Jednim z organismu testovanych na akutni toxicitu byla
bakterie Vibrio fischeri, u niz byla stanovena 30min ECso 11,54 pg/l. DalSimi
testovanymi organismy byli vodni korySi ze stejné tfidy jako Thamnocephalus
platyurus: Daphnia magna, u niz byla zjisténa 48 ECso 224,3 ug/l a Ceriodaphnia dubia
s 48 ECso 22,704 pg/l. Z tohoto testu byla zjisténa vysoka citlivost organismu D. magna

na diklofenak.

V této praci byly zjistény hodnoty akutniho testu s Thamnocephalus platyurus:

24 ECso pro lécivo 5,058 mg/l a 24 ECs, pro standard 4,573 mg/| (4,386 — 4,573 mg/|).

Cleuvers a kolektiv [19] zkoumali vliv samotného diklofenaku a smeési s nim
na zivotni prostredi. Pouzili test na akutni toxicitu s organismem Daphnia magna, kde
byla zjisténa 48h ECs diklofenaku 68 mg/I, a test chronicky s rasou D. subspicatus, kde
byla ECso 71,9 mg/I (65,5 — 79,1 mg/l). Smérnice EU 93/67/EHS klasifikuji 1éCiva podle
organismy), ECso 1 - 10mg/| (latky toxické pro vodni organismy) a ECso 10 — 100 mg/I
(latky Skodlivé pro vodni organizmy). Z tohoto déleni vyplyva, Ze diklofenak je Skodlivy

pro vodni organizmy.

Pfi semichronickém testu se semeny Sinapis alba, byla zjisténa inhibi¢ni
koncentrace diklofenaku 72h ICso — 71,42 mg/1 (62,51- 81,6 mg/l) a standardu 72h ICsq -
54,23 mg/l (49,43 — 59,50 mg/l). Zde byla pti nejvyssi koncentraci (tj. 100 mg/l)

namérena inhibice 92,09 % u standardu a 74,66 % u léCiva.

V chronickém testu toxicity s organismem Brachionus calyciflorus (ROTOXKIT F
CHRONIC) byly zjistény hodnoty 48h ECso pro diklofenak 1,363 mg/I
(0,7848 — 2,366 mg/I) a pro standard 0,02932 mg/I (0,0271 — 0,0415 mg/I). Test s timto

organismem proved| Ferarri. Ten vyhodnotil LOEC diklofenaku 0,025 mg/I.
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Chronickou toxicitou diklofenaku se zabyvali i Brandhof a Montforts [49]. Ti
pozorovali jeho vliv na sladkovodni rybu Danio rerio. U ni stanovili hodnoty 72h ECsg
na 5,3 mg/l a NOEC 1,5 mg/l. Hoeger a kolektiv [49] stanovili chronickou toxicitu
diklofenaku na pstruhovi obecném - NOEC 0,5 mg/I.

Buser a Miller [50] se zabyvali degradaci diklofenaku v Zivotnim prostredi.
Zjistili, Ze polocas rozpadu diklofenaku je méné nezZ jeden den, coz je velmi kratka doba
eliminace. Nicméné diklofenak je natolik pouzivand lécCiva latka, kterd je ucinnd jiz
v nizkych koncentracich, Ze i pfes svoji rychlou eliminaci je rizikem pro Zivotni prostredi
[51]. Byly vytvoreny studie o rozkladu diklofenaku ve vodé pomoci ozonu a peroxidu
vodiku, kde bylo zjisténo v testu pfi pouZiti 03/H,0, (o koncentraci 1 mg/0,4 mg), Ze jiz

po deseti minutach bylo rozloZzeno 99,4% diklofenaku [18].

Zvysledk( a z dohledanych literarnich zdroji lze tedy vyvodit zavér, Ze
diklofenak a jeho rezidua v Zivotnim prostredi jsou méné toxicka pfi akutni expozici.
S prodluZzovanim expozice se toxicita |éCiva na organismy zvysuje. Je tieba brat v Uvahu
i fakt, Ze diklofenak neni jediné Iécivo v Zivotnim prostredi, které jej ovliviiuje, ale Ze se
jednd o smési mnoha rGznych latek, prestoZe koncentrace diklofenaku v Zivotnim

prostiedi dosahuji koncentrace pouze v ng.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv diklofenaku na Zivotni prostfedi v ramci
biotestl. Jako zdroj diklofenaku bylo zvoleno Iécivo Diclofenac AL 50 od firmy Aliud
Pharma GmbH and Co. KG a standard diklofenaku p.a. od spole¢nosti Sigma-Aldrich

spol. s.r.o.

K testovani byly vybrany celkem Cctyfi testy, z toho jeden test akutni, dva
semichronické a jeden chronicky, které zastupovaly jednotlivé trofické urovné —

producenty, konzumenty a destruenty.

Test akutni toxicity THAMNOTOXKIT F™ byl provadén s organismem
Thamnocephalus platyurus. Probihal v inkubatoru s teplotou 25 °C bez pfitomnosti
svétla. Po 24 hodinach bylo spocitano mnozstvi uhynulych jedincl a ze zjisténych
hodnot byla spocitana 24 LCso. Byly ziskany tyto hodnoty: 24h ECsy pro standard -
4,573 mg/l (4,386 — 4,573 mg/l), 24h ECsy pro lécivo - 5,058 mg/l, 24h ECso pro
dichroman draselny — 0,1556 mg/I (0,1135 — 0,2133 mg/l). To, Ze je tableta pro
organismus vice toxickd, nez samotny standard poukazuje na fakt, Ze se na jeji toxicité
podileji i latky pomocné, které jsou v tableté obsaZeny, navic u tablety miZeme
predpokladat vyssi redlnou bioakumulaci a biokoncentraci [51]. PFi nejvyssi koncentraci
(tj. 50 mg/l) byly usmrceny vSechny organismy — jak v roztoku léciva, tak v roztoku

standardu. TotézZ nasledovalo i v koncentraci 30 mg/I.

Semichronicky test toxicity (vicegeneracni test s prvokem Tetrahymena
thermophila) byl provadén v lamindrnim boxu. Po té umistén do inkubdtoru s teplotou
25 °C a bez pritomnosti svétla. Po 24 hodinach byla pfeméfena absorbance. Ze
ziskanych hodnot byla vypocitdna procentualni inhibice a pomoci pocitacového

programu Prisma 24 ECs.
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Byly ziskany tyto hodnoty: 24h ECsg léCiva — pFi 492 nm 32,88 mg/I (23,07 — 46,86 mg/l),
pri 562 nm — 30,52 mg/l (22,13 — 42,07 mg/l); 24h ECs standardu — pfi 492 nm 40,43
mg/l (29,65 — 55,08 mg/l), pfi 562 nm - 39,58 mg/l (30,76 — 50,93 mg/l); 24h ECs
K,Cr,0- - p¥i 492 nm 12,57 mg/l (10,44 — 15,15 mg/l), pfi 562 nm 18,94mg/| (15,58 —
23,02 mg/l).

V literatufe nachdzime méreni pfi 540 nm ¢i jinych vinovych délkach a
v samotném navodu k tomuto testu je uvadéno 440 nm. Vreadru, ktery byl k testu

k dispozici, bylo mozné méfit hodnoty absorbance pfi 465 nm a pti 562 nm.

V druhém semichronickém testu toxicity byly pouzivany semena Sinapis alba.
Po 72 hodinach kultivace o teploté 20 °C bez pritomnosti svétla byly preméreny délky
vykli¢enych kofinkl a ze ziskanych udaji vypocitana inhibice ristu korene. Byly ziskany
tyto hodnoty: hodnota 72h ICso pro lé¢ivo 71,42 mg/l (62,51- 81,60 mg/l), 72h ICsq pro
standard 54,23 mg/l (49,43 — 59,50 mg/l), 72h ICso pro K,Cr,0; 11,81 mg/l
(9,78 —14,26 mg/I.

Brachionus calyciflorus je organismus, ktery byl pouZit v chronickém testu
toxicity ROTOXKIT F CHRONIC. Test probihal v inkubatoru steplotou 25 °C bez
pritomnosti svétla po dobu 48 hodin. Po té bylo spocitano mnoZstvi nové narozenych
jedincl. Ze zjisténych udajh byl vypocitan populacni ristovy pomér a procentudlni
inhibice. Byly ziskany tyto hodnoty: 48h ECso pro Iécivo: 1,363 mg/I (0,7848 — 2,366
mg/l), 48h ECso pro standard: 0,02932 mg/l (0,02071 — 0,04150 mg/l), 48h ECso pro
dichroman draselny: 10,61 mg/I (5,942 — 18,95mg/I).
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Abstrakt

.....

|éCiva, (diplomova prace)

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie; celkovy pocet stran: 67

S naruUstajici spotfebou léciv se stale vice zvysuje vyskyt rezidui léCivych latek
v Zivotnim prostredi, kde ovliviiuji fadu organismi. Vtéto praci byla sledovana
ekotoxicita diklofenaku. Pro hodnoceni tohoto vlivu byly zvoleny ctyfi testy toxicity —
jeden akutni test (s Thamnocephalus platyurus), dva semichronické (s Tetrahymena
thermophila, Sinapis alba) a jeden chronicky (s Brachionus calyciflorus). Z téchto testu
byly zji§tény hodnoty pro diklofenak: 24hECsy 5,058 mg/l - THAMNOTOXKIT F™,
24h ECso 32,88 mg/l (23,07 — 46,86 mg/l) pfi 492 nm - vicegeneracni test
s organismem Tetrahymena thermophila, 48h ECso 1,363 mg/I (0,7848 — 2,366 mg/I) —
ROTOXKIT F CHRONIC, 72h ICs50 71,42 mg/I (62,51 — 81,60 mg/l) — semichronicky test se

semeny Sinapis alba.

Klicova slova: ekotoxikologie, diklofenak, Tetrahymena thermophila, Thamnocephalus

platyurus, Brachionus calyciflorus, Sinapis alba
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Abstract

Horadkovd Veronika, Ecotoxicological evaluation of the non-steroidal and anti-

inflammatory drug, (graduation thesis)

Charles University in Prague, Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology; total number of pages: 67

There is getting more higher occurrence of residuals of healing substance
connected with growing consumption of medicals in our environment, where they
influence a range of organisms. In this work the ecotoxicity of diclofenac was
monitored. Four tests of toxicity were selected for evaluation of this influence — one
acute test (with Thamnocephalus platyurus), two semi-chronic tests (with
Tetrahymena thermophila, Sinapis alba seeds) and one chronic test (with Brachionus
calyciflorus). Values for diclofenac have been found from these tests: 24hECso, 5,058
mg/l - THAMNOTOXKIT F™, 24h ECso 32,88 mg/I (23,07 — 46,86 mg/l) at 492 nm —
more generation test with organism Tetrahymena thermophila, 48h ECso 1,363 mg/I
(0,7848 — 2,366 mg/l) — ROTOXKIT F CHRONIC, 72h ECso 71,42 mg/l (62,51 — 81,60

mg/l) —a semi chronic test with Sinapis alba seeds.

Key words:  ecotoxicology, diclofenac, Tetrahymena thermophila, Thamnocephalus

platyurus, Brachionus calyciflorus, Sinapis alba
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