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1.UVOD

1.1.Uvod

Dnesni moderni spolecnost klade neustdle vétsi zatéz na zivotni prostredi.

Neustale nartistd lidska populace a s ni jsou spjaté urcité souvislosti.

Dnes jiz lidé neumiraji kvtli diabetu typu I, protoze existuje inzulin. Je mozno
transplantovat né¢které organy také diky naslednému celozivotnimu uzivani
imunosupresiv. Umime 1éCit 1 vylécit nékteré typy rakoviny a mnohé dalsi nemoci, které
byli diive pro lidstvo smrtelné. Zaroven jsou lé¢ivé pripravky (alespont ve vyspélych
zemich) casto cenové dostupnéj$i diky existenci generik po vyprSeni patentu

originalnich lé¢ivych ptipravki.

Musime si ovSem uvédomit, ze uzitim 1é¢ivého piipravku ¢lovékem (zvifetem)
jeho efekt asto nekonci. Léciva latka se dale vylu€uje at’ uz v nezménéném stavu, nebo
ve form& metabolitu/i (ty mohou byt aktivnéj$i nebo méné aktivni neZ samotna uzita
1éciva latka) a ty pak dale mohou ovliviiovat organismy v zivotnim prostiedi a nasledné

1 nds diky potravnimu fetézci.

Léciva je mozné detekovat v povrchovych vodach v mnozstvich od ng/l do ug/l.
Avsak tyto koncentrace jsou vétSinou minimaln€ o 3 az 4 fady niz$i neZ koncentrace

majici farmakologicky efekt (Heath, E. et al.; 2012).

Nesmime ovSem zapominat, Ze se 1é¢ivé latky nedostavaji do prostfedi jenom
diky travicimu/vylu¢ovacimu traktu, kiizi a plicemi. Casto se lidé zbavuji medikamentt
nespravnym zpusobem, a to vyhazovanim do normalniho odpadu nebo splachovanim do
odpadnich vod namisto odneseni nepotiebnych/proslych 1&€ivych ptipravkl do 1€karen.

Jesté donedavna se zkoumani vlivu 1é€ivé latky na Zivotni prostfedi nevénovala
témet zadna pozornost. Nyni je situace lepsi, ale stile jesté¢ neni ideédlni. Stale chybi
velké mnozstvi dat. Nesmime také zapominat, ze je potieba ziskat poznatky i 0 vlivu

smési 1éCivych latek a ne jen o 1éCivé latce samotné.



1.2.Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit vliv Diazepamu Slovakofarma 5 mg a standardu
diazepamu na Zzivotni prostfedi pomoci testli toxicity. Pro posouzeni byl vybran
Rotoxkit F Chronic za pouziti konzumenta Brachionus calyciflorus, Thamnotoxkit F™
s konzumentem Thamnocephalus platyurus a rastovy inhibi¢ni test se zelenou fasou

(producentem) Desmodesmus subspicatus.



2. TEORETICKA CAST

2.1.Ekotoxikologie

Jak je patrné ze samotného nazvu, ekotoxikologie je védni obor, ktery vychazi z
ekologie a toxikologie. OvSem kromé téchto dvou zminénych disciplin se vyuzivaji i
poznatky mnoha disciplin dal$ich, napiiklad z 1ékafstvi, chemie, geologie, klimatologie,
atd. (Andél, P.; 2011).

Poprvé byl samotny termin ekotoxikologie pouzit francouzskym clenem
akademie véd panem Reném Truhautem, a to zhruba na pielomu Sedesatych a

sedmdesatych let minulého stoleti.

Rozdil mezi toxikologii a ekotoxikologii je v tom, ze zatimco toxikologie
zkouma vliv toxické latky na ¢lovéka, tak ekotoxikologie zkouma vliv toxikantu na zivé
organismy, spolecenstva a ekosystémy s cilem vyuzit tyto poznatky na jejich ochranu

(Ko¢i, V. etal.; 2009).

Vyznam ekotoxikologie je naprosto zifejmy 1 z toho diivodu, ze v dnesSni dobé se
tézko obejdeme bez pouziti chemickych latek v Zivotnim prostfedi. Diky tomu je nutné
najit kompromis mezi pouzitim chemickych latek a ochrané¢ organismu. Jako ptiklady

pouziti chemickych latek 1ze uvést nasledujici:

e tenceni ozonové vrstvy diky pouZivani freont a dalSich latek

e pouzivani umélych hnojiv, pesticidi, atd.

e naruSovanim vztah mezi jednotlivymi organismy (ubytek vcel jako disledek
pouzivani insekticidil)

e amnoho dalSich (Andé¢l, P.; 2011).

U latky je vzdy dulezité uvédomit si jaké ma vlastnosti, zda se rozpousti ve vodé
nebo v tucich, zda je nachylna k oxidaci, atd. tudiz je nutné znat jeji chemické,
biologické a fyzikalni vlastnosti, které¢ ovlivituji koncentrace latky v zivotnim prostiedi.
Na druhé stran€ je neméné dulezité¢ védet, jak prostiedi ovliviluje samotné latky a jaka

je moznost vystaveni organismu latce (Kominkova, D.; 2008).



Jedna ze specidlnich odvétvi ekotoxikologie je napiiklad hydroekotoxikologie,
ktera zkouma vliv pfirodnich latek a ¢lovéka na vodni organismy (Kominkova, D.;
2008).

Ekotoxikologické biotesty je mozné d¢lit podle vice hledisek napf-.:

e podle doby expozice: akutni, semichronické (semiakutni) a chronické testy.

e podle trofické trovné organismi: testy s producenty, konzumenty a destruenty

e podle cilového ekosystému: sedimenty, pidni, sladkovodni, moisky.

e podle testované matrice: ptida, vzduch, voda, odpad, atd.

e podle slozitosti testovaného vzorku: smési, Cisté chemické latky, piirodni
vzorky.

e podle pokrocilosti designu testovaciho systému: 1. generace - klasické testy, 2.
generace - mikrobiotesty, 3. generace - biosondy, biosenzory a biomarkry

e podle poctu testovacich organismii: jednodruhové, vicedruhové s ptirodnimi
spolecenstvy nebo laboratornimi smésmi druhd.

e dle sledované odpovédi: letalni ¢i subletdlni Uc€inky, reprodukce, hodnoceni
fyziologické aktivity

e adalsi. (Koci, V. et al.; 2009).

Je dulezité si uvédomit, Ze doba pusobeni latky ve smyslu akutni a chronické
expozice mize byt riizna pro rizné organismy (rozdilna délka zivota). Napf. expozice v
fadech dni mlZe znamenat pro ryby akutni expozici, avSak pro bakterii expozici

chronickou (Ko¢i, V. et al.; 2009).
2.1.1. Testy akutni toxicity

U téchto test se hodnoti relativni toxicita chemickych latek na vybrané
organismy pii kratkodobé expozici riznym koncentracim. Akutni toxicita se mulze
projevit jako mortalita, nepohyblivost, ztrata rovnovahy a snizeni ristu. Tyto testy se
provadi jako zavislé na Case (vystupem je 24h nebo 96hLCsy nebo 48hEC) nebo jako
nezavislé na Case, tzn. vystaveni organismu uc¢inkum latky pokracuje dokud dopad na
organismus nema ekonomicky nebo jiny vyznam a muze byt podle toho determinovan

(Kominkova, D.; 2008).



Mezi zakladni testy akutni toxicity patii nasledujici testy:

e testy na perloo¢ce Daphnia magna a rybce Brachydanio rerio, Oryzias latipas,

Poecilia reticulata (Kominkova, D.; 2008).
2.1.2. Testy chronické toxicity

Testy chronické toxicity umoznuji sledovat vliv chemické latky po delsi Casovy
usek. Vliv je vétsinou sledovan po vice vyvojovych stadii nebo generaci. Doba trvani
testti chronické toxicity se mize velmi lisit - napf. 21 dnti pro Daphnia magna a az 300
dni pro ryby (Kominkova, D.; 2008).

2.1.3. Klasifikace toxicity

Toxicita je schopnost latky zptisobit poskozeni organismu a je neménnd v ¢ase.

Latka je bud’ za danych podminek toxicka nebo ne (Ko¢i, V. et al.; 2009).

2

Zakon ¢. 350/2011 Sh. zafazuje latku/smés v zdvislosti na intenzit® nebezpeénvch

vlastnosti do jedné nebo vice skupin nebezpecénosti:

a) vybusné latky nebo smési, b) oxidujici latky nebo smési, c) extrémné hotlavé latky
nebo smési, d) vysoce hoflavé latky nebo smési, e) hoflavé latky nebo smési, f) vysoce
toxické latky nebo smési, g) toxické latky nebo smési, h) zdravi Skodlivé latky nebo
smési, 1) ziravé latky nebo smési, j) drazdivé latky nebo smési, k) senzibilizujici latky
nebo smési, 1) karcinogenni latky nebo smési, m) mutagenni latky nebo smési, n) latky
nebo smési toxické pro reprodukci, o) latky nebo smési nebezpecné pro Zivotni

prostiedi.

Chemické latky a odpad se déale dle ziskanych hodnot klasifikuji do tiid

toxicity/nebezpecnosti/rizika odpadu.

Trida TU Riziko toxicity
0 0 netoxicky
1 <1 mirné toxicky
2 1-10 toxicky
3 11-100 velmi toxicky
4 > 100 extrémné toxicky

Tab. &. 1: Systém Kklasifikace toxicity (Tsiridis, V. et al.; 2002).
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Trida TU Riziko toxicity
I <0,4 zadnd akutni toxicita
I 04<TU<1 mirna akutni toxicita
11 1<TU<10 akutni toxicita
v 10<TU< 100 vysoka akutni toxicita
Vv TU > 100 velmi vysoka akutni toxicita

Tab. €. 2: Systém klasifikace rizika odpadu vypusténého do vodniho prostiedi
(Persoone, G. et al.; 2003).

LCs Hodnoceni
<1 vysoce toxicky vodnim organismdm
>1<10 toxicky vodnim organismUim
>10< 100 mirné toxicky vodnim organism(m
> 100 relativné netoxicky

Tab. €. 3: Klasifikace chemikalii podle nebezpecnosti pro
Zivotni prostiedi - vodni prostiedi (Knight, D., J. et al.; 2003).

2.2.Diazepam

2.2.1. Benzodiazepiny

Pfed objevem benzodiazepini se jako anxiolytika a sedativa pouzival
meprobamat a barbituraty. Tyto latky ovSem byly vytésnény benzodiazepiny, které maji
SirSi terapeuticky profil a ne pfili§ mnoho interakci v porovnani s pfedchazejicimi

1é¢ivymi latkami (Lincova, D. et al.; 2007).

Chlordiazepoxid, jakozto prvni z benzodiazepinll, byl ndhodné syntetizovan na
pocatku 60. let dvacatého stoleti v laboratofich farmaceutické firmy Hoffman - La

Roche.

Od tohoto objevu se pfipravovaly a testovaly tisice latek a zhruba 20 se jich

pouziva v klinické praxi (Rang, H. P. et al.; 2012).

Zakladni chemicka struktura benzodiazepini se sklada ze sedmiclenného
diazepinového kruhu spojeného s benzenovym jadrem, které mize mit na 4 hlavnich

mistech rizné substituenty (Lincova, D. et al.; 2007).

Benzodiazepiny je skupina latek, které maji obecné nasledujici uéinky:

e zpusobuji anterogradni amnézii

e maji protikfeCovy efekt

11



e redukuji svalovy tonus a koordinaci
e navozuji spanek a sedaci

e snizuji Uzkostné stavy a agresi (Rang, H. P. et al.; 2012)

Mechanismus ucinku: Benzodiazepiny se vaZzou na vysoce afinitni mista na GABAA -
receptoru, ¢imz tak alostericky zesiluji vazbu 1 ucinek kyseliny y-aminoméaselné
(GABA). (Navazanim GABA na GABAa - receptor dojte k otevieni kanalu pro
chloridové ionty, které vstupem do buiiky hyperpolarizuji membranu, a tim dojte ke

snizeni excitability cilové bunky) (Liillmann, H. et al.; 2012).

Nezadouct ucinky: pretrvani u¢inku do nasledujiciho dne, zavrate, deprese, pady, ataxie
a lékova zavislost. Dlouhodobé uzivani benzodiazepini snizuje dusevni vykonnost a

vyvolava 1ékovou zavislost (Perlik, F.; 2011).

Jednotlivé benzodiazepiny se velmi lisi v délce u¢inku a mohou se velmi zhruba
rozdelit na kratce-, sttedné- a dlouhodobé pulsobici latky. Délka jejich plisobeni

samoziejmé ovliviwyje jejich pouziti (Rang, H. P. et al.; 2012).

Utinn4 latka Eliminacni polocas Doba piisobeni Pouziti
(h)
midazolam 2-3 kratka i.v. celkové

anestetikum, p.o.

hypnotikum
oxazepam 6-10 kratka anxiolytikum
alprazolam 8-14 stiedni anxiolytikum
lorazepam 8-24 stiedni anxiolytikum
nitrazepam 15-30 stiedni hypnotikum
diazepam 30-80 dlouha anxiolytikum,

myorelaxans,

antiepileptikum

Tab. ¢. 4: Doba piisobeni vybranych benzodiazepinu a jejich hlavni pouZiti (Perlik, F., ©; 2011).
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2.2.2. Diazepam (Valium)

ATC klasifikace diazepamu:

N Nervovy systém

NO05 Psycholeptika

NO5B Anxiolytika

N5BA Benzodiazepinové derivaty
NO5BAO1 Diazepam

(Kasparova, L. et al.; 2009, upraveno)

Léciva latka diazepam (a fada dalSich benzodiazepinil) byla objevena ve
spole¢nosti La Roche Dr. Leem Sternbachem, kterému roku 1941 firma Hoffmann-La
Roche pomohla uprchnout pted nacizmem do USA, jelikoZ byl Zidovského pivodu.
Roku 1963 byl diazepam pod obchodnim nazvem Valium schvalen a stal se velmi

popularnim (http://en.wikipedia.org).

‘Valium®
Diazepam
- 5mg

B0 compnmidos

Obrazek ¢. 1: Diazepam (Roche) vyrabény pod obchodnim niazvem Valium ©

(http://lwww.drugsvalley.com, ©)
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Obrazek €. 2: Diazepam — chemicky vzorec
chemicky vzorec: 5-fenyl-7-chlor-1-methyl-2,3-dihydro-1H-1,4-benzodiazepin-2-on
Sumarni vzorec: C16H13CIN,O

CAS 439-14-5

Vlastnosti: Bily nebo témét bily krystalicky prasek. Je velmi téZce rozpustny ve vode¢,
dobfie rozpustny v lihu 96% (http://www.lekopis.cz).

Mechanismus ucinku: viz vyse (benzodiazepiny)

Farmakokinetika: Rychle se vstiebava z traviciho systému, maximalni koncentraci v
plazmé dosahuje za 0,5 — 2 hodiny, siln¢ se vaze s proteiny krevni plazmy (98 — 99 %);
biotransformaci v jatrech vznikd nckolik aktivnich metabolitli s riznym biologickym
polocasem (hlavnim aktivnim metabolitem je desmethyldiazepam — nordazepam).
Pramérny polo¢as diazepamu v plazmé je 30 hodin (20 — 100 h). Diazepam se lehce
rozpousti v tukové tkani, pfechazi hematoencefalickou bariérou a je pomérné rychle
redistribuovan do tukové tkané. Nebyla zjiSténa jednoduchd korelace mezi

plazmatickou koncentraci diazepamu nebo jeho metabolitii a terapeutickym efektem.

14



Asi 10 % se vyluCuje stolici, zbytek moci, prevazné ve formé& metaboliti (SPC

diazepam, http://www.sukl.cz)

Indikace: Diazepam se hlavné pouziva k 1é¢b¢ tizkosti. Dale se mimo jiné pouziva jako
myorelaxans, antikonvulzivum (pfi status epileptikus a léky navozené zachvaty),
sedativum a hypnotikum. Nasledné¢ muze byt také pouzit samostatné nebo v kombinaci

s jinymi 1é¢ivymi piipravky pii analgosedaci (Dodd-Butera, T. et al.; 2005).

Kontraindikace: pfiecitlivélost na diazepam nebo jiné benzodiazepiny, pozivani
alkoholu v priibéhu terapie, akutni nebo zdvazna chronicka respiraéni nedostatecnost,
soucasn¢ terapie ritonavirem, syndrom spankové apnoe, glaukom s uzavienym thlem,
téhotenstvi, kojeni; zvySené opatrnosti je tfeba u myasthenia gravis; opatrnosti je tfeba u
chronické respiracni nedostatecnosti, t€Zké poruchy funkce jater nebo ledvin, u pacientli

starSich 65 let (Anders M. et al.; 2009).

Nezadouci ucinky: ospalost a zavraté nasledujici den, ataxie a zmatenost, amnézie,
narust agrese, zavislost, svalova slabost; ojedinéle: bolest hlavy, hypotenze, poruchy

vidéni, atd. (British National Formulary; September 2011).

Lékové interakce: Pti aplikaci diazepamu soucasné se soli lithia byla pozorovana
vyrazna hypotermie. Cimetidin prodluZzuje biologicky polocas diazepamu. Dosud
nebyla ujasnéna vhodnost kombinace s thymoleptiky, proto je vhodné&jsi se takovému
postupu a kombinaci vyhnout. Pti neuroleptickych procedurach miize zmirnovat nékteré

extrapyramidalni ptiznaky (SPC diazepam, http://www.sukl.cz).
Rifampicin zpisobuje vyznamné zvyseni metabolismu diazepamu (Baxter, K.; 2012).
2.2.3.  Spotieba 1é¢ivych pFipravki v CR obsahujici diazepam

2.2.3.1. Spoti‘eba v roce 2011

V roce 2011 se spottebovalo celkem 373 385 baleni (injekce, tablety, rektalni
roztoky), coz odpovida 5 740 813 definovanym dennim davkam (DDD) za cenu 18 356
525 K& (pocitano bez obchodni piirazky a DPH) (http://www.sukl.cz/rok).
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2.2.3.2. Spotieba v roce 2012

V roce 2012 se oproti roku 2012 spotfebovalo baleni méné nez v piedeslém
roce, a to 350 191 baleni (injekce, tablety, rektalni roztoky), coz odpovida 5 308 456
definovanym dennim davkam (DDD) za cenu 19 048 770 K¢ (opét pocitano bez
obchodni ptirazky a DPH) (http://www.sukl.cz/rok).

2.2.3.3. Spotreba v roce 2013

Po mensim propadu v roce 2012 se spotifeba baleni témét shoduje s rokem 2011,
jelikoz bylo spotfebovano 373 835 baleni (injekce, tablety, rektalni roztoky), coz
odpovida 5 603 835 definovanym dennim davkam (DDD) za cenu 20 183 239 K¢ (bez
obchodni ptirazky a DPH) (http://www.sukl.cz/rok).

2.2.3.4. Spoti‘eba v roce 2014

Informace o spotiebé v roce 2014 v dobé sepisovani této prace obsahovaly udaje
za 3 Ctvrtleti roku 2014. Ovsem da se predpokladat, ze spotieba bude podobna jako v
ptredeslych letech (2011 - 2013) (http://www.sukl.cz/rok).
2.2.3.5. Spotieba tablet, inj. a rekt. roztoku v letech 2011 - 2013

a) Injekce (Apaurin)

Obr. ¢&. 3: Apaurin injekce (http://www.lekarna-doktorka.cz, ©).

Obdobi Pocet DDD Finance bez
baleni celkem OP a DPH

2011 9128 91 280 391 823
2012 8 665 86 647 387 832
2013 9102 91031 414 033

Tab. €. 5: Spoti‘eba injekei (http://www.sukl.cz/rok, upraveno)
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b) Peroralni tablety (Diazepam Slovakorma 10 a 5 mg)

Obrizek €. 4: Diazepam tablety (http://www.docsimon.cz, © )

Obdobi Pocet DDD Finance bez
baleni celkem OP a DPH

2011 354 426 5610490 | 16380 759
2012 331884 5183590 | 17121150
2013 352734 5 465 247 18 432 761

Tab. ¢. 6: Spotieba peroralnich tablet (http://www.sukl.cz/rok, upraveno)

c¢) Rektalni roztoky (Diazepam desitin rectal tube 10 a 5 mg)

A

Obr. ¢. 5: Rektalni roztoky diazepamu (http://www.desitin.cz, ©)
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2011 9831 39 043 1583 943
2012 9642 38 217 1539 788

2013 11 999 47 558 1 336 446

Tab. ¢. 7: Spoti‘eba rektalnich roztoku

(http://www.sukl.cz/rok, upraveno)

Z vyse uvedenych tabulek je zfejmé, ze spotieba peroralnich tablet jednoznacné

prevladda nad ostatnimi lé¢ivymi piipravky.

2.2.4. Mésicni vydeje z verejné 1ékarny zakladniho typu v roce 2013.

Vydeje z |ékarny zakladniho typu v Praze
v roce 2013

10

.I\hhll.l

Vil IX Xl Xl
M Diazepam 5 mg 4 0 2 6 3 9 0 1 7 6 0
M Diazepam10mg 5 4 2 1 1 5 5 9 6 7 6

[e)] ~ [ee)

wv

POCET BALEN{

w &

N

[

o = X

Graf. ¢. 1: Vydeje z 1ékarny zakladniho typu v Praze v roce 2013
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2.2.5. Pripravky obsahujici diazepam na ¢eském trhu

Na ¢eském trhu jsou v soucasné dob¢ dostupné nasledujici ptipravky obsahujici

1é¢ivou latku diazepam:

Apaurin INJ SOL 10X2ML/10MG
Diazepam desitin rectal tube 10 mg RCT SOL 5X2.5ML/10MG
Diazepam desitin rectal tube 5 mg RCT SOL 5X2.5ML/5MG
Diazepam Slovakofarma 10 mg POR TBL NOB 20X10MG
Diazepam Slovakofarma 5 mg POR TBL NOB 20X5MG

Tab. ¢. 8: Pripravky obsahujici diazepam na ¢eském trhu (http://www.sukl.cz/modules, upraveno).

Vsechny piipravky uvedené v tabulce jsou vazany na lékaisky ptedpis a jsou
hrazené zdravotnimi pojiStovnami. Diazepam je dale zminén v Zakoné o ndvykovych

latkach (167/1998 Sbh. a 0 zméné nékterych dalsich zakont).

Jak vidime z vySe uvedené tabulky, 1é¢ivy pfipravek Diazepam Slovakofarma 2

mg jiz neni na ¢eském trhu registrovan.

2.3. Testované organismy
2.3.1. Brachionus calyciflorus, Pallas

Taxonomické zafazeni:

RiSe: Animalia

PodriSe: Metazoa

Kmen: Aschelminthes (Hartman, P. at al.; 1998)
Trida: Rotatoria

Podtiida: Eurotatoria

Nadrad: Monogononta

Rad: Ploima

Celed’: Brachionidae

Rod: Brachionus

(Bartos$, E.; 1959)

Vifnici jsou rozsifeni po celém svéte, v Evropé je zndmo vice nez 1 000 druht.

Tyto organismy jsou vétSinou sladkovodni, Zijici v mokrych nebo vlhkych oblastech. V
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suchych obdobich jsou schopni pfezit i nékolik let tim, Ze se zapouzdii a preckaji sucho

v dormantnim rezimu (Kriska, G.; 2013).
Viifnici maji neclankovité télo kryté kutikulou (Casto ztlustéla vytvarejici
krunyt). Ztracené Casti téla nelze regenerovat, jelikoz t€lo ma staly pocet bunék (eutelie)

(Hartman, P. et al.; 1998).

Velikost téla: 25 pm - 2 mm, ovSem vétSina virniki dosahuje délky kolem 200 -

400 pum (velikost podobna obrnénym prvokiim).
Stazitelné télo virnikl se déli na 3 (vzacné 4) segmenty: hlava (krk), t€lo a noha.

Hlava nese ndpadnou korunu tvofenou brvami a smyslovymi Stétinami. Tato
koruna slouzi k pohybu vifnika a zaroven piihani potravu k Gstnimu otvoru (Kriska, G.;
2013).

cushion
retrocerebral organ

—cushion

retrocerebral — ~-cerebral ganglion
organ = mastax -
——mastax
————saliv land y -
esophagus el mastax ganglion -dorsal palp

stomach gland

s germinativum ——
~protonephridium

egg
gut gut
N lateral palp ovidaer . —
bladder —
~——— bladder ==aak
—— sewer
glue glands
?",—___—f foot ganglion foot
[ ——foot palp ganglion

foot palp

Obr. ¢. 6: Stavba téla virnika (http://www.cladocera.de, ©).

Vifnici jsou oddéleného pohlavi. Vajicka se ovSem vétSinou vyvijeji
partenogeneticky. Samecci jsou mnohem mensi nez samic¢ky a ani nemaji travici trakt.

Po oplozeni vajicek samecky vznikaji zimni vajicka se silnou blanou. Tato vaji¢ka
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mohou preckédvat i neptiznivé podminky (zamrznuti, vyschnuti, nedostatek kysliku)

(Hartman, P. et al.; 1998).

Viinici se Siroce uplatiiuji v ekotoxikologii, jak naznacuje prace od Terry W.
Snella a Colina R. Janseena (1995), kde se tito autofi pokusili shrnout prace vykonané

za pouziti vifnikl (endopointy napt. mortalita, chovani, rozmnozovéani, atd.).

Gilbert a Walsh (2005) studovali chovani 4 geografickych kment B. calyciflorus
(z Texasu, Floridy, Geogrie a Australie) pfi rozmnoZovani a také jejich genetickou
rozdilnost. V rdmci prace zjistili, Ze kmeny z Floridy a Georgie kopulovali mezi sebou a
také analyza DNA potvrdila podobnost téchto dvou kmenti. Oproti tomu kmeny z
Floridy, Texasu a Australie mezi sebou nekopulovali. DNA analyza zaroven potvrdila

genetickou rozdilnost.

Obr. &. 7: Brachionus calyciflorus (http://aquanetviet.org, ©).

2.3.2.  Thamnocephalus platyurus, Packard

Taxonomické zafazeni:

Rise: Animalia
Podrise: Metazoa
Kmen: Arthropoda
Podkmen: Crustacea
Trida: Anostraca

(Hartman, P. et al.; 1998)

Telo mnohobunéénych je slozeno z vétsiho poctu bunek, které jsou sdruzeny ve

specializované tkan¢. Celad tato skupina je rozdélena do 3 hlavnich podskupin:
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fagocytelovcei, houbovei a tkanovcei. Tkanovcei (Eumetazoa) se ¢leni na 2 pododdéleni:
paprsCité a dvoustranné. Mezi dvoustranné patii napt. krouzkovci, plosténci, mekkysi,

¢lenovci, atd. (Ambrozova, J.; 2001).

Clenovci jsou nejvétsim kmenem bezobratlych a Zivoc¢ichli viibec, suchozemsti,

vodni i pohyb ve vzduchu. Velikost je velmi riizna (Sifner, F.; 2004).

T¢lo je pokrytu kutikulou (obsahuje chitin), kterd vytvaii vnéjsi kostru. T¢lo je
vniting€ 1 z vnéjsku rozdéleno na ¢lanky, které se sdruzuji ve funkéni celky (hlava, hrud’,

zadecek, trup) (Hartman, P. et al.; 1998).
Na kazdém ¢lanku je ptivodné par ¢lenénych koncetin (arthropodie).

Nervova soustava je gangliovd, kazdému clanku odpovidad jeden ganglion

(Sifner, F.; 2004).

Maji otevieny krevni systém. Ve vodnim prostiedi dychaji bud’ celym povrchem
téla, nebo zabrami, které jsou nejCastéji umistény na nohou. K dychani kysliku z
ovzdusi se vyvinuly rizné typy plic, nejdokonalejsi jsou tracheje (Hartman, P. et al.;

1998).

Zabronozky maji podlouhlé t&lo tvofené hlavou, hrudi (11 &lank) a zadeckem
(9 ¢lank) s furkou (vidlice). Nemaji krunyi. Hrudni noZky maji n€kolik funkei: pohyb,
piijem potravy, dychani i smyslova funkce. Zivi se organickym detritem a drobnymi

organismy (filtrace z vody) (Hartman, P. et al.; 1998).

Zabronozky plavou vétsinou hibetem dolii. Je u nich vyvinut vyrazny pohlavni
dimorfizmus. Samci maji mohutné antény, samice maji ndpadné vajecné vaky
(lokalizované na zadecku). Z vaji¢ek se lihnou naupliové larvy (Hartman, P. et al.;

1998).

Thamnocephalus platyurus pochézi ze Severni Ameriky, ale pouziva se v mnoha
laboratofich pfi testech toxicity. Vyhodou testl je dostupnost klidovych stadii (Koci, V.
et al.; 2009).
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Obr. ¢&. 8: Thamnocephalus platyurus (http://www.ebpi.ca, ©).
2.3.3. Desmodesmus subspicatus, Chod.

Taxonomické zatfazeni:

RiSe: Eukaryota
Oddéleni: Chlorophyta
Trida: Chlorophyceae

(Kalina, T.; 1994)
Bunky eukaryotickych organismti jsou podstatn¢ vétsi (3-100 i vice

mikrometri).

Bunéénéd sténa fas, hub a liSejnikid je polysacharidova, protoplast pokryva
plazmalema (plazmatickd membrana).V protoplastu rozliSujeme jadra a cytoplazmu s

cetnymi organelami (Kalina, T.; 1994).

bunééna sténa
mitochondn
- cytoplazmatické membrina
jadro s
endoplazmatické
retikulum
'
> hiadké
Golgho
komplex
vakuola
chioroplast
cytoskelet
cytoplazma
plarmodezma

Obr. & 9: Rostlinna - eukaryoticka buiika (http://elearning.scio.cz, ©).
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Déleni jadra probiha dvojim zplsobem - mité6zou a meidzou.

Mikrotubuly patii k charakteristickym strukturdm eukaryotickych bunék.
Vystupuji v souvislosti s délenim jadra (vieténko) a délenim buiiky, zakladaji hlavni
struktury bi¢iku a vytvaieji vnitrobunéc¢ny systém, cytoskeleton, ktery uréuje tvar buniky

a smér vnitrobunécnych transportu.

Mitochondrie fas a hub jsou ovalné, ty¢inkovité 1 dlouze vlaknité a vétvené,

prorustaji celou bunku.

Chloroplasty  (plastidy, chromatofory) nachdzime pouze v burkach

fotoautotrofnich tas, mechorostl a cévnatych rostlin. Jejich hlavni funkci je fotosyntéza.

Zelené ftasy (Chlorophyta) tvoii zacatek mohutné a slozit¢ diferencované

vyvojové vétve sméfujici k zelenym rostlinam (Kalina, T.; 1994).

Ttida Chlorophyceae se vyznacuje obrovskou §ifi, a tudiz nemaji spole¢nou
ekologii, snad jen to, Ze velka vétSina zastupci jsou sladkovodni typy, ale zahrnuje také
znacné mnozstvi zastupcl pudnich, aerickych a extrémofilnich

(http://www.sinicearasy.cz/134/Chlorophyceae).

Chloroplasty zelenych fas jsou vétSinou vybaveny pyrenoidem (bilkovinné

télisko lokalizované v chloroplastu).

Hlavni zasobni latkou zelenych tas je Skrob (o-1, 4 - glukan) ulozeny v

chloroplastech nebo na povrchu pyrenoidu (Kalina, T.; 1994).

Scenedesmus je na pocet druhti nejbohat$i rod zelenych tas (zhruba 150).
Vétsinou se jedna o planktonni druhy. Pro rod Scenedesmus je typické sdruzovani
bun¢k do coenobii po 4, eventuelné po 8, velmi vzacné po 16. Typy, u nichZ mohou z
riznych poli tréet do prostoru nejriizngjsi ostny, byly prefazeny do rodu Desmodesmus

(http://www.sinicearasy.cz/134/Chlorophyceae).
Rod Desmodesmus je charakterizovan plochymi koloniemi, pro které je typické:

e kolonie jsou rovné nebo lehce zakiivené s bunikami v jedné fadé
e obvykle jsou tvofeny 2, 4 nebo 8 buiikami (vzacnéji 16 nebo 32)

e Dbunky jsou vejcité az elipsoidni, se zaoblenymi hroty, a nesouci dlouhé ostny
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Rozmnozovani je hlavné asexualni pomoci autospor (http://www.nhm.ac.uk).

Obr. ¢. 10: Desmodesmus subspicatus (http://ccala.butbn.cas.cz, ©)
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Testované organismy

3.1.1. Brachionus calyciflorus, Pallas

Tento sladkovodni viinik (ve formé cyst) byl soucasti baleni toxkitu RotoxKkit F

Chronic od spole¢nosti MicroBioTests Inc., Belgie
3.1.2.  Thamnocephalus platyurus, Packard

Thamnocephalus platyurus je Zabronozka, ktera je soucasti planktonu. Test
Thamnotoxkit (spole¢nost MicroBioTests Inc., Belgie) jiz obsahuje cysty tohoto

¢lenovce.
3.1.3. Desmodesmus subspicatus, Chod.
Zelena tasa z kultivace Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
3.2.Chemikalie, pristroje a pomicky
3.2.1. Chemikalie
e Diazepam Slovakofarma 5 mg (testovany 1é¢ivy ptipravek)

- popis baleni: krabicka, obsahujici 20 tablet ve dvou blistrech (2x10
tablet)

- Iékova forma: bilé, ploché tablety (Cislo 5 na jedné stranég, na strané

druhé pilici ryha)

-sloZeni (0¢innd latka, latky pomocné): diazepam, monohydrat laktosy,
kukufi¢ny a bramborovy Skrob,
glycerol, Zelatina, kalcium stearat a
sodna sul karboxymethylskrobu (SPC

diazepam, http://www.sukl.cz)
e Diazepam (standard ucinné latky)

- dodano od: Dr. Kulich Pharma s.r.o., Hradec Kralové
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e dalsi chemikdlie: dichroman draselny (K,Cr,07), deionizovana voda
3.2.2. Pristroje

Inkubator, vorteX, analytické vahy, spektrofotometr, chladni¢ka, mikroskop,

pocitac, ultrazvukova lazen
3.2.3.  Pomicky

Zkumavky, stojan na zkumavky, vazenky, kadinky, laboratorni 1zi¢ky, lihové

popisovace, filtra¢ni papir, mikropipety, cerny papir

3.3.Vlastni provedeni experimentii

V ramci rigordzni prace jsme zjistovali toxicitu diazepamu pomoci nésledujicich

testQ:

e Rotoxkit F Chronic
e Thamnotoxkit F™

e Rasovy ristovy inhibiéni test
3.3.1. Provedeni experimentu Rotoxkit F Chronic

Tento 48 hodinovy test chronické toxicity se obecné pouziva diky své
univerzalnosti pro vSechny odpady a chemikalie jak v suchozemském prostiedi, tak i v

prostiedi vodném. Jeho ptednosti je rychlost, nenaro¢nost a citlivost za nizkou cenu.

Testovany organismus:

Jako testovany organismus jsme v testu pouzivali vifnika Brachionus
calyciflorus, ktery zije ve sladkovodnim prostiedi. Viinik je jiz dodavan ve formé cyst
(nutnost skladovani v chladnicce pii 4 °C, ve tmé&; tytéz podminky skladovani plati pro

fasy a matrix rozpoustéjici médium) jako soucast baleni Rotoxkit F Chronic.

Princip testu:

Hodnotila se reprodukéni schopnost vitnikt (vylihlych z cyst) v pfitomnosti

testované latky po dobu 48 hodin. Hodnota ECs slouzila jako ukazatel toxicity.
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Baleni toxkitu:

Baleni toxkitu obsahovalo skoro vSe, co bylo k provedeni testu nezbytné
(vifniky, tasy, koncentrované roztoky soli, zkumavky s Roti-Rich praSkem, Lugoliv
roztok, jamkové desticky, atd.). Kromé testu jsme jesté potiebovali inkubator,

mikroskop, centrifugu a bézné laboratorni sklo.

Pifiprava pied zahajenim testu:

Pfed zahajenim testu jsme museli piipravit standardni vodu = EPA médium
(smichanim koncentrovanych roztoki soli - NaHCOj3, CaSO,4 a MgSQy - a deionizované
vody), nechat vylihnout vifniky z cyst (lihnuti probiha v lihnouci jamce a trva 16-18
hodin v inkubétoru za osvétleni) pomoci standardni vody a vifniky nasledné¢ nakrmit
Roti-Rich suspenzi (zvySeni reprodukéni schopnosti vifnikd). Dale jsme museli jesté
pfipravit fasy (krmivo vifnikli béhem testu) rozvolnénim z matrix a koncentrace

testované latky (nafedénim zéasobniho roztoku standardni vodou). Do kazdé zkumavky

obsahujici koncentrace jsme pridali fasy.

Vlastni provedeni testu:

Pfi provedeni testu jsme pouzili jamkové desticky, jez byly soucasti toxkitu (viz.

obrazek).
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Obr. & 11: (Popis desticky: zleva - 1 podlouhla lihnouci jamka, 6 promyvacich jamek, 48

1 OO O O O

testovacich jamek; X - kontrola, 1 - 8 paralelni stanoveni, C1 (nejvy$si) - C5 (nejniZsi) koncentrace

latky)
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Kazdou jamku v tadé jsme plnili 1 ml testované latky pftislusné koncentrace
(kontrola 1 ml standardni vody v kazdé jamce). Poté jsme z lihnouci jamky ptendali
vylihlé aktivni vifniky do promyvacich jamek (pod mikroskopem) v poctu 10 - 15
(ptedtim jsme jesSté¢ sesbirali skofapky po vylihnuti filtracnim papirem), abychom
predesli zfedéni v testovacich jamkach. Nasledné jsme pomoci polyethylenové

mikropipety umistili po 1 vifniku do kazdé jamky.

Desticky s naplnénymi jamkami jsme pfikryli parafilmem a umistili do

inkubatoru na 48 hodin pfi teploté 25 °C.

Vyvhodnoceni testu:

Vysledkem tohoto testu byl vypocet procentudlni inhibice ristu.

Po uplynuti 48 hodin od umisténi vifnikti do inkubatoru jsme spocitali uhynulé
jedince. Nasledn¢é jsme piidali Lugoluv roztok (fixacni ¢inidlo) pro lepsi pocitani
celkového poétu vifniki (ROTOXKIT F CHRONIC).

V tomto experimentu byl testovan diazepam ve formé standardu a jako tableta z
lé¢ivého piipravku Diazepam Slovakofarma 5 mg. Jako kontrola byl proveden test s

dichromanem draselnym.
3.3.2. Provedeni experimentu Thamnotoxkit F'

Tento test akutni vodni toxicity trvajici 24 hodin je vhodny pro testovani
chemickych latek, odpadnich vod a vyluh odpadt jak ve sladkych, tak i slanych vodach.

Jeho ptednosti je opé€t rychlost, jednoduchost, citlivost a nizka cena.

Testovany organismus:

V tomto testu se pouzily larvy Cclenovee (Zabronozky) Thamnocephalus
platyurus, jenz byl soucasti baleni ve fomé cyst (skladovani v chladnicce pii teploté 5°C

+/- 2°C a v suchu).

Princip testu:

Vylihl¢ larvy se vystavily na 24 hodin G¢inklim testované latky. Procentualni

mortalita byla ukazatelem toxicity.
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Baleni toxkitu:

Baleni testu obsahovalo vSe pro provedeni pokusu (cysty organismu, koncentrované
roztoky soli, Petriho misky, atd.). Potfeba byl jen inkubator, mikroskop a laboratorni

sklo.

Priprava pied zahdjenim testu:

Pied zahajenim testu jsme pfipravili standardni sladkovodni roztok (vznikl smichanim
deionizované vody a koncentrovanych roztokd soli - NaHCO3 CaSO4 MgSO,4 KCI),
nechali vylihnout organismy z cyst (24 hodin pfed zac¢atkem testu pomoci ziedéného
standardniho roztoku, lihnuti bylo v Petriho misce v inkubatoru) a pfipravili
koncentrace testované latky (ze zésobniho roztoku nafedénim pomoci standardniho

média).

Vlastni provedeni testu:

Jamkova desticka (viz. obrazek) se plnila zleva vzdy po 1 ml do kazdé jamky nejdiive

standardnim sladkovodnim roztokem (kontrola la-1d) a nasledné koncentracemi od

vwr
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Obr. ¢ 12: (Popis desti¢ky: sloupec 1 - kontrola, 2 - 6 jednotlivé koncentrace latky, A - D - paralelni

stanoveni)

Pod mikroskopem jsme vzdy pienesli zhruba 50 larev pomoci polyethylenové pipety z
Petriho misky do kazdé jamky fady D (D1 - D6). Pak jsme ptendali vzdy 10 larev do
ptislusnych jamek stejného sloupce (A - C).
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Po naplnéni jsme desticku ptikryli parafilmem, uzavieli vickem a vlozili na 24

hodin do inkubatoru pfi teploté 25°C.

Vyhodnoceni testu:

Po uplynuti 24 hodin jsme spocitali pocet uhynulych larev pod mikroskopem v
kazdé jamce. Vypocitala se procentualni mortalita. Jako kontrola spravnosti testu byl

proveden test referen¢ni toxicity s dichromanem draselnym (THAMNOTOXKIT FTM).
3.3.3. Provedeni iasového ristového inhibi¢niho testu

Tento 3-denni test chronické toxicity je vhodny pro posouzeni toxicity

chemickych latek a odpada vypusténych do vodniho 1 suchozemského prostiedi.

Testovany organismus:

V tomto testu jsme pouzili zelenou fasu Desmodesmus subspicatus, ktera byla v
inicialni koncentraci nafedéna ze zasobni kultury dlouhodobé kultivované na
Farmaceutické fakulté (pivod: Botanicky ustav Akademie véd Ceské republiky,

Védecké pracoviste Treboi) ristovym médiem.

Princip testu:

Rasy se vystavily na 72 hodin uéinkiim toxické latky. Vypogitala se procentudlni

inhibice rastu fas.

Priprava pred zahajenim testu:

Pted vlastnim zahajenim testu jsme pfipravili koncentrace testované latky (C1 -
C7) nafedénim do kultivaéniho média. CO (kontrola) obsahovala jen kultiva¢ni médium

(US. EPA). Také jsme museli pfipravit fasové inokulum.

Vlastni provedeni testu:

Do vsech koncentraci testované latky (C1 - C7) jsme nakonec piidali fasové
inokulum tak, aby byla koncentrace fas v kazdé podlouhlé kyveté stejna (1.10% fas v 1

ml).
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Poté jsme podlouhlé kyvety prendali na tdc v promichaném (ndhodném) potadi a
s vicky pootevienymi (vyména plynid) jsme je vlozili do inkubatoru za stalého bo¢niho

osvétleni 10 000 luxt po dobu 72 hodin pfi teploté 21 - 25 °C).

Obr. ¢&. 13: Podlouhla kyveta pouZita pro inkubaci Fas (0 - 72 hodin) s pootevienym vi¢kem pro

vyménu CO,.

Pro kazdy toxikant jsme provedli 3 paralelni stanoveni. Jako test referenéni

toxicity poslouzil test s dichromanem draselnym.

Vyhodnoceni testu:

V Biirkerové komtrce pod mikroskopem jsme spocitali pocet bunék vzdy po 24,

48 a 72 hodinach (vzdy po protiepani kazdé kyvety).

Ze 3 paralelnich stanoveni jsme vypocitali primérné hodnoty pocti bunék (po
24, 48, 72 hodinach) a vypocetli inhibici narGstu fas a inhibici ristové rychlosti pro
kazdou koncentraci (ALGALTOXKIT F™, OECD 201).
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4. VYSLEDKY TESTU

4.1.Vysledky testu Rotoxkit F Chronic

Experimentalni podminky: 25 °C, tma

Délka trvani testu: 48 hodin

U testu s vifnikem Brachionus calyciflorus byly ziskany ze 3 méfeni nasledujici

hodnoty:
Koncentrace 1.' ‘?’éfe?i 2.' méfel}i 3.' méfe{li . | Smérodatna
[mg/l] Inhibice rastu | Inhibice rastu | Inhibice rastu | Pramér odchylka
[%] [%] [%]
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
50,00 97,37 88,90 91,35 92,54 3,56
10,00 63,16 79,60 75,26 72,67 6,96
1,00 60,53 62,50 61,50 61,51 0,80
0,10 59,20 61,50 60,25 60,32 0,94
0,01 57,90 58,60 58,10 58,20 0,29
Tab. €. 9: Primérné hodnoty procentualni inhibice ristu u tablety diazepamu
Koncentrace 1.' I.néfe?i 2.' n.aéfe?i 31 I.néfe?i « _«. | Smerodatna
[mg/I] Inhibice rastu | Inhibice ristu | Inhibice ristu | Priimér odchylka
[%] [%] [%]
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
50,00 81,58 88,90 85,75 85,41 3,00
10,00 76,32 83,60 79,00 79,64 3,01
1,00 73,68 78,90 74,15 75,58 2,36
0,10 71,05 62,30 70,00 67,78 3,90
0,01 36,84 32,40 33,65 34,30 1,87

Tab. ¢. 10: Primérné hodnoty procentualni inhibice ristu u standardu diazepamu

[%0]

Inhibice rustu
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0,01

H tableta - pramér

M standard - pramér

Graf ¢&. 2: Procentualni inhibice ristu u tablety a standardu diazepamu.
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Statisticky byly ziskdny ndsledujici hodnoty:

e hodnota 48ECs pro tabletu diazepamu: 0,008 mg/l (95% interval spolehlivosti
0,001 - 0,141 mg/l)

e hodnota 48ECs pro standard diazepamu: 0,034 mg/l (95% interval spolehlivosti
0,012 - 0,093 mg/l)

e hodnota 48ECs pro dichroman draselny: 4,182 mg/l (95% interval spolehlivosti 3,182 - 5,497

mg/l)
e hodnota 48ECsy pro dichroman draselny dle specifikaéniho listu: 5 mg/l (95% interval
spolehlivosti 3,5 - 6,5 mg/l)
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4.2.Vysledky testu Thamnotoxkit F'

Experimentalni podminky: 25 °C, tma
Délka trvani testu: 24 hodin

U testu s zabronozkou Thamnocephalus platyurus byly ziskany ze 3 méfeni nasledujici

hodnoty:

Koncentrace| 1. méteni 2. méfeni 3. méfeni | pramer Smérodatna
[mg/l] | Mortalita [%] | Mortalita [%] | Mortalita [%] odchylka
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
90,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
80,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
60,00 100,00 100,00 90,00 96,67 4,71
50,00 70,00 80,00 80,00 76,67 4,71
20,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tab. ¢. 11: Priimérné hodnoty procentualni mortality u tablety diazepamu

Koncentrace | 1. mg&feni 2. méfeni 3.méfeni |ppgmer | SErodatna
[mg/l] | Mortalita [%] | Mortalita [%] | Mortalita [%] odchylka
100,00 100,00 100,00 100,00 | 100,00 0,00
90,00 100,00 90,00 100,00 96,67 4,71
80,00 80,00 80,00 80,00 80,00 0,00
60,00 30,00 30,00 40,00 33,33 4,71
50,00 20,00 20,00 30,00 23,33 4,71
20,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tab. ¢. 12: Priimérné hodnoty procentualni mortality u standardu diazepamu

120,00

100,00 -

80,00 -

Mortalita [%] 60,00 -
M tableta - pramér

40,00 - M standard - primér

20,00 -

0,00 -
100,00 90,00 80,00 60,00 50,00 20,00
Koncentrace [mg/l]

Graf ¢. 3: Procentualni mortalita u tablety a standardu diazepamu.
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Statisticky byly ziskdny ndsledujici hodnoty:

e hodnota 24hLCs, pro tabletu diazepamu: 45,25 mg/l (95% interval spolehlivosti
42,41 - 48,28 mg/l)

e hodnota 24hLCsy pro standard diazepamu: 70,02 mg/l (95 % interval
spolehlivosti 63,39 - 77, 34 mg/l)

e hodnota 24hLCsy pro dichroman draselny: 0,090 mg/l (95 % interval spolehlivosti 0,06622 -
0,1235 mg/l)

e hodnota 24hLCsg; pro dichroman draselny dle specifika¢niho listu: 0,086 mg/l (95 % interval
spolehlivosti 0,069 - 0,092 mg/l)
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4.3.Vysledky testu rasového ristového inhibi¢niho testu

Experimentalni podminky: 25°C, souvislé bo¢ni osvétleni (10 000 luxi), pH 8

Délka trvani testu: 72 hodin

U testu s fasou Desmodesmus subspicatus byly ziskany ze 3 méfeni nasledujici

hodnoty:

Koncentrace 1. méteni 2. méteni 3. méteni .. | Smérodatna
[mg/l] | Inhibice rist. | Inhibice rist. | Inhibice rist. |PrUmer|=qq p oy

rychlosti [%] | rychlosti [%] | rychlosti [%]

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
25,00 70,55 71,40 70,83 70,93 0,35
12,50 31,60 31,60 31,58 31,59 0,01
6,25 30,78 29,76 30,11 30,22 0,42
3,13 29,16 28,77 28,96 28,96 0,16
1,56 26,35 26,35 26,33 26,34 0,01

Tab. ¢. 13: Primérné hodnoty inhibice rastové rychlosti Fasové suspenze u tablety diazepamu

1. méfeni

2. méfeni

3. méfeni

Koncentrace . | Smérodatna

[mg/l] | Inhibice rist. | Inhibice rist. | Inhibice rist. |Pramer|=oqonv) o
rychlosti [%] | rychlosti [%] | rychlosti [%]

100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
50,00 42,12 41,74 41,99 41,95 0,16
25,00 16,25 17,04 16,86 16,72 0,34
12,50 4,41 4,48 4,45 4,45 0,03
6,25 2,59 1,68 2,12 2,13 0,37
3,13 -2,53 -2,31 -2,33 -2,39 0,10
1,56 -3,26 -3,87 -3,69 -3,61 0,26

Tab. ¢. 14: Primérné hodnoty inhibice riastové rychlosti iFasové suspenze u standardu diazepamu
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q(;) \ '\}\ 3 Hy N

Inhibice ristové
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-20,00
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Graf ¢. 4: Inhibice rustové rychlosti u tablety a standardu diazepamu.
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Statisticky byly ziskdny ndsledujici hodnoty:

Inhibice rustové rychlosti:

e hodnota 72hICs pro tabletu diazepamu: 11,44 mg/l (95 % interval spolehlivosti

7,524 - 17,39 mg/l)

e hodnota 72hICs pro standard diazepamu: 51,55 mg/l (95% interval spolehlivosti

45,52 - 58,38 mg/l)

e hodnota 72hICsj pro dichroman draselny: 1,615 mg/l (95 % interval spolehlivosti 0,6926 - 3,764

mg/l)

e hodnota 72hICsy pro dichroman draselny dle ISO normy 8692/2012 (Kvalita vod - Zkouska

inhibice ristu sladkovodnich zelenych fas) by méla spadat do intervalu 0,39 - 1,4395 mg/I

1. méfeni
Inhibice

2. méfeni
Inhibice

3. méfeni
Inhibice

Koncentrace o e 2 o« _«_|Smérodatna
narustu narustu narustu Primér
[mo/l] ) y : y . y odchylka
biomasy tas biomasy tas biomasy fas
[%] [%] [%]
100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
50,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00
25,00 77,82 76,36 77,00 77,06 0,60
12,50 58,79 58,45 58,55 58,60 0,14
6,25 52,61 52,50 52,58 52,56 0,05
3,13 47,70 47,89 47,81 47,80 0,08
1,56 38,07 38,29 38,15 38,17 0,09
Tab. €. 15: Primérné hodnoty inhibice naristu biomasy Fas u tablety diazepamu
1. méreni 2. méfeni 3. méfeni
Inhibice Inhibice Inhibice y ,
Koncentrace o e 2. o« _«_|Smérodatna
narustu narustu narustu Primér
[mo/l] : y : » . y odchylka
biomasy fas biomasy fas biomasy fas
[%] [%] [%]
100,00 100,00 99,50 99,70 99,73 0,21
50,00 58,90 58,62 58,72 58,75 0,12
25,00 22,40 23,19 22,75 22,78 0,32
12,50 17,80 17,07 17,43 17,43 0,30
6,25 9,83 10,22 10,11 10,05 0,16
3,13 8,54 8,54 8,53 8,54 0,00
1,56 0,62 1,80 0,96 1,13 0,50

Tab. ¢. 16: Primérné hodnoty inhibice nariastu biomasy f‘as u standardu diazepamu
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Graf ¢. 5: Inhibice naristu biomasy Fas u tablety a standardu diazepamu.

Inhibice nartstu biomasy fas:

e hodnota 72hICs, pro tabletu diazepamu: 4,138 mg/l (95 % interval spolehlivosti

2,870 - 5,965 mg/l)

e hodnota 72hICsg pro standard diazepamu: 39,06 mg/l (95 % interval spolehlivosti

32,88 - 46,38 mg/l)

e hodnota 72hlCs, pro dichroman draselny: 10,15 mg/l (95 % interval spolehlivosti 3,828 - 26,92

mg/l)

e hodnota 72hICsy pro dichroman draselny dle ISO normy 8692/2012 (Kvalita vod - Zkouska

inhibice ristu sladkovodnich zelenych fas) by méla spadat do intervalu 0,39 - 1,4395 mg/I
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5. DISKUZE

Stale nam chybi 1éCiva na nékteré nemoci, 1 kdyz nékteré choroby jiz umime
1é¢it nebo alespoii zmirnit. Prvotnim zdjmem pfi vyvoji vhodného 1é¢iva je ovsem 1écba
¢lovéka, teprve az pak je to mozny vliv 1é¢iva (jeho metabolitu/t) na Zivotni prostiedi a

organismy v ném obsazené.

Informovanost ohledné¢ situace o vlivu 1é¢iv na zivotni prostiedi se postupné
zlepsuje, ovSem stale ndm chybi data. Nesmime zapominat, Ze stejné dulezité jako znat

data o jednotlivé latce, je znat data o smésich 1éciv.

Diazepam jakozto latka s pisobenim na nervovy systém byl detekovan ve vice

oblastech.

Skupina okolo Zuccata (2004) detekovala diazepam v povodi nejvétsi italské
teky Pad. Detekce diazepamu (kromé jinych latek) probihala v letech 1997 a 2001
pomoci analytickych metod. Diazepam by detekovan v nasledujicich koncentracich: 0,5

- 0,7 ng/l v roce 1997 a v roce 2001 v rozmezi od nedetekovan po 2,1 ng/l.

Diazepam byl také detekovan v narodnim Spanélském parku L’Albufera v
nasledujicich mnozstvich: 1,5 ng/l (primérna hodnota) ve vodnich vzorcich, 0,54 ng/g
(primérnd hodnota) ve vzorcich sedimentu a 0,34 ng/g (primérna hodnota) v piidnich

vzorcich (Vazquez-Roing, P. et al.; 2011).

Také feka Somes (jedna z nejvétSich v Rumunsku) neztistala vyjimkou. Na 100
km vzdalenosti byl diazepam nalezen ve trech ze ¢tyf odbérovych mist v hodnotach

kolem 30 ng/l. Detekce probihala pomoci GC/MS spektrometrie (Moldovan, Z.; 2006).

Ve Slovinsku skupina okolo Kosjeka (2012) objevila piitomnost diazepamu
(mezi dalS$imi benzodiazepiny) ve dvou ze tifi mést (odebrani vzorkl v zimé a na jate
2011). Nejveétsi hodnota diazepamu byla naméfena ve meést¢ B (zhruba 105 000

obyvatel, nemocnice, €istirna odpadnich vod), ato 111 ng/I.

Valcarcel et al. (2012) zkoumali ptfitomnost zneuZitelnych 1écivych latek (a

metabolitll) v povrchovych vodach feky Tagus (provincie Toledo) a v pitné vode ve
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dvou blizkych méstech. Diazepam byl naméten v rozmezi od 3,96 do 40,90 ng/l v

povrchovych vodach (naopak v pitné vodé nalezen nebyl).

Zajimava prace byla provedena skupinou kolem Magdy Berretty (2014), ktera
zkoumala piitomnost 1é¢iv a piipravki osobni hygieny ve vzorcich sedimentu ze zalivu
Todos os Santos v Brazilii. Diazepam byl detekovan v 70,6% vzorcich - nejvyssi

naméfena koncentrace 0,71 ng/g v susing (v suchém vzorku motského sedimentu).

Nekteré prace ohledné toxicity diazepamu na zivotni prosttedi byly jiz citovany
v ramci diplomové prace i informace, ze mnoho nepublikovanych praci bylo provedeno
samotnou firmou Hoffmann - La Roche. Firma byla kontaktovana, ale bohuzel odpovéd’

nepfrisla.

Na zacatku rigor6zni prace jsme si stanovili pocate¢ni nejvyssi koncentraci 100
mg/l (1é¢ivy ptipravek, standard). V pribchu prace jsme provedli celkem 3 testy -
nejprve Rotoxkit F Chronic, nasledné Thamnotoxkit F™™ a jako posledni fasovy ristovy
inhibi¢ni test. Opét jsme se setkali se $patnou rozpustnosti jak tablety, tak 1 standardu

diazepamu jako v diplomové praci (Silhava, T.; 2010).

U testu s vifnikem Brachionus calyciflorus byla 100 procentni inhibice ristu pii
nejvyssi koncentraci (100 mg/l) jak u tablety, tak i u standardu. V koncentracich 50 a

0,01 mg/1 ptisobila tableta vétsi inhibici ristu nez standard.

Diazepam tableta pisobila v&tsi procentualni mortalitu (U testu s zabronozkou

cv v

v

mortalitu.

Situace u fasového rustového inhibi¢cniho testu byla nasledujici: tableta
diazepamu zpisobovala 100 % inhibice u prvnich dvou koncentraci (100, 50 mg/l),

kdezto standard zptsoboval skoro ve vSech méfenich 100% inhibici jen u nejvyssi

cvwr

koncentracich.

Koch (1993) se spolupracovniky pouzil pro testovani akutni toxicity kvasinky

(Saccharomyces cerevisiae) jakozto alternativni metodu pro predikci akutni toxicity
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jakychkoliv chemickych substanci. V ramci testovanych substanci byl i diazepam, u

kterého byla zjisténa nasledujici hodnota: ICsp = 290 mg/l (210 minut).

Skupina okolo Jeong-Wook Kwona (2009) detekovala diazepam pomoci LC/MS
ve vSech 10 vzorcich rybich jater (Hornyhead turbot, Pleuronichthys verticalis,
platysoviti; ryby odchyceny blizko vypusti odpadnich komunalnich vod v jizni

Kalifornii) v koncentracich od 23 - 110 ng/g (mokra hmotnost, vzorek nevysusen).

A. T. Natarajan a spolupracovnici (1993) testovali 10 chemikalii (mezi nimi i
diazepam) za pouziti embryonalnich fibroblasti kiecika ¢inského, aby zjistili, zda tyto
latky mohou vyvolavat aneuploidii. Skoro vSechny latky vykazovaly pozitivni efekt
(koncentrace diazepamu 10,0 - 75,0 pg/ml). Diazepam byl rozpustén v DMSO
(dimethylsulfoxid).

Calleja a kolektiv (1993) zkouseli, zda testy akutni toxicity (Artoxkit M,
Streptoxkit F, Rotoxkit F, Daphnia magna test, Microtox'™) na bezobratlych (Artemia
salina, Streptocephalus proboscideus, Daphnia magna, Brachionus calyciflorus) a
bakterii (Photobacterium phosphoreum) maji potencial jakozto alternativa k testiim
pouzivajicim buiiky nebo tkanové kultury od lidi nebo jinych obratlovct. Testy pak
byly porovnany s testy na hlodavcich a ekotoxikologickymi testy pro predikci smrtelné
davky pro ¢lovéka. Prvnich 50 chemikalii z MEIC programu (multicentre evaluation of
in vitro cytotoxicity) bylo testovano (vyjma dextropropoxyfenu). Pro diazepam byly
ziskany nasledujici hodnoty - 24hL(E)Cs: Artemia salina: 2,35 umol/l (0,67 mg/l),
Streptocephalus proboscideus: 2,55 umol/l1 (0,73 mg/l), Daphnia magna: 1,69 umol/l
(0,48 mg/l). Vysledkem byl zavér, ze tyto testy na bezobratlych mohou slouzit jako

skrinink pro toxicitu, ktery snizuje naklady, cas i teplokrevna zvitata.

Henrik Lilius (1994) zkoumal s kolektivem toxicitu 50 chemikalii (mezi nimi i
diazepam) na cCerstvych hepatocytech (3 hodinovy test, hepatocyty byly oznaceny
radioaktivnim izotopem rubidia -5°Rb) ziskanych ze pstruha duhového a na Daphnii
magna (3 a 24 hodinovy imobiliza¢ni test). Pro diazepam byly ziskany nasledujici
hodnoty: 24hECs, pro Daphnii magna - 0,015 mM (+/- 0,0013) (4,27 mg/l) a 3hECs
pro hepatocyty - 2,314 mM (+/- 0,373) (0,66 g/l).

SPC diazepamu poskytuje informace o preklinickych testech vztahujicim se k

bezpecnosti. Dle SPC se neprokédzalo, Ze by diazepam zplisoboval mutagenitu a
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kancerogenitu v pokusech na zvitatech. Hodnoty LDsg u mysi a potkanti se pohybovaly

v intervalu od 600 - 1200 mg/kg hmotnosti zvifete.

V diplomové praci (2010) jsme provadé@li testy na nasledujicich testech toxicity:
vicegeneraéni test toxicity za pouziti prvoka Tetrahymena pyriformis, Rapidtoxkit s
korySem Thamnocephalus platyurus a test na inhibici kliceni semen se Sinapis alba.
Jako nejcitlivéj$i organismus byla shledana semena Sinapis alba, u kterych dochazelo
pfi pouziti tablety k vice jak 50-ti procentni inhibici rastu kofenil u vSech koncentraci (1

500 - 23,44 mgl).

Doba
Toxicita Nazev testu expozice Testovany organismus
Thamnocephalus
akutni Rapidtoxkit 60 minut platyurus
akutni Riistovy inhibi¢ni test 24 hodin Tetrahymena pyriformis
Thamnocephalus
akutni Thamnotoxkit F™ 24 hodin platyurus
semichronicka Rotoxkit F Chronic 48 hodin Brachionus calyciflorus
Rasovy riistovy inhibiéni Desmodesmus
chronicka test 72 hodin subspicatus
chronicka Inhibice klic¢eni semen 72 hodin Sinapis alba

Tab. & 17: Shrnuti testii provedenych v ramci diplomové a rigorézni prace (Silhava, T.; 2010).

Nazev testu Tableta [mg/1] Standard [mg/l]

Rapidtoxkit Neni aplikovatelné Neni aplikovatelné

Ristovy inhibi¢ni test 24h1Cso=507,9 24h1Cs = 3397

Thamnotoxkit F™

24hLCso = 45,25

24hLCs = 70,02

Rotoxkit F Chronic

48hECs = 0,008

48hECs = 0,034

Rasovy riistovy inhibiéni test

72h1Cs = 11,441

72h1Cs = 51,551

72hICs = 4,1382

72hICs = 39,062

Inhibice kli¢eni semen

Neslo spocitat™

72h1Cs0 = 171,6

* Ve vSech koncentracich byla inhibice kofene vice jak 50 procent (i u nejmensi koncentrace).

! Inhibice ristové rychlosti
? Inhibice nariistu biomasy fas

Tab. ¢. 18: Shrnuti vysledki testi provedenych v ramci diplomové a rigoroézni prace

(Silhava, T.; 2010).
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Graf ¢. 6: Porovnani vysledki testu se standardem a tabletou diazepamu (Rapidtoxkit a

Rustovy inhibi¢ni test s prvokem T. pyriformis nebyl zahrnut do grafu).

Nejcitliveéjsi organismus ze vSech byl Brachionus calyciflorus, u néhoz se tableta
I standard vyhodnotili jako vysoce toxické pro vodni organismy (tableta - 48hEC50:
0,008 mg/l; standard: 0,034 mg/l) . Diazepam byl také u tohoto organismu vyhodnocen
jako extrémné toxicky (zpusobujici velmi vysokou akutni toxicitu) jak u tablety, tak i u

standardu (TU hodnota pro tabletu: 12 500, pro standard 2 941,18).

U zbyvajicich organismu (T. platyurus a Desmodesmus subspicatus) byl
diazepam shledan toxickym (zptisobujici akutni toxicitu) opét u tablety 1 standardu. Jen
u inhibice nartstu biomasy fas byl efekt tablety shledan jako velmi toxicky (zptsobujici

vysokou akutni toxicitu).

Porovnanim vysledku této prace s nékterymi vyse uvedenymi ¢lanky lze vyslovit
domnénku, ze Brachionus calyciflorus je mnohem lepsi ukazatel toxicity nez naptiklad

Artemia salina nebo Daphnia magna.
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6.ZAVER

V ramci rigor6zni prace jsme si vytyCili za cil ziskat dalsi informace o vlivu
diazepamu na Zivotni prostiedi za pomoci dalSich tii testl (tfi testy byly jiz provedeny v
ramci diplomové prace - vicegeneracni test toxicity s prvokem Tetrahymena pyriformis,
Rapidtoxkit s zabronozkou Thamnocephalus platyurus a inhibice klieni semen se
Sinapis alba), a to konkrétn¢ s nasledujicimi testy: Rotoxkit F Chronic, ThamnotoxKkit

F™ a fasovy ristovy inhibidni test za pouZiti zelené fasy Desmodesmus subspicatus.

Lécivy piipravek zistal stejny jako v diplomové praci - tablety Diazepam

Slovakofarma 5 mg a standard ziskany od Dr. Kulich Pharma s.r.o., Hradec Kralové.

V testu s vifnikem Brachionus calyciflorus (Rotoxkit F Chronic) jsme vylihlé
vifniky (pfedtim nakrmené Roti-Rich suspenzi) po jednom piendavali do jamek jiz
obsahujici prislusné koncentrace testované latky a tasy (potrava pro vifniky). Desticka
se nasledné¢ zakryla parafilmem a nechala se kultivovat po dva dny v inkubatoru.
Nasledné se spocital pocet zivych/mrtvych a procentualni inhibice rastu. Skoro u vSech

koncentraci doslo k minimalné 50-ti procentni inhibici rastu.

Pii testu s Zabronozkou Thamnocephalus platyurus jsme do kazdé jamky
desticky napipetovali po 1 ml testované latky (kontroly) a nasledné nasadili po 10
vylihlych vifnicich. Nasledné se desticka piikryla parafilmem a nechala se kultivovat v
inkubatoru po dobu 24 hodin. Poté se spocitali uhynuli korysi v kazdé jamce pomoci
mikroskopu. Néasledn€ se vypocitala procentualni mortalita. Zjistili jsme, Ze tableta
zpusobila vétsi mortalitu nez standard (jen u nejvyssi koncentrace 100 mg/l byla 100
procentni mortalita totozna pro standard 1 tabletu). Situace u dvou nejvysSich
koncentraci byla pomérné vyrovnana - 100 procentni mortalita u tablety a také u
standardu (jen v jednom méfeni byla mortalita 90-ti procentni). U nizsich koncentraci

cv w7

nedochazelo k mortalité viubec.

U posledniho testu s fasou Desmodesmus subspicatus jsme do podlouhlych
prusvitnych kyvet s jiz obsazenymi koncentracemi latek (kontrol) piidali fasové
inokulum. Kyvety se zaviely a protiepaly. Nasledné¢ se v prohazeném potadi s

pootevienymi vicky daly do inkubatoru na 72 hodin. Odecet poctu bun€k probihal vzdy

45



po 24 hodinach pod mikroskopem v Biirkerové komtrce po protiepani kyvet. Nasledné
se vypocitala procentudlni inhibice nariistu biomasy fas a inhibice ristové rychlosti.
Tableta diazepamu ptisobila vétSim inhibi¢nim efektem nez standard diazepamu, ktery

naopak v nejnizsich koncentracich zptisoboval také stimulaci riistu fas.

Vypoéitana hodnota 48hECsy potvrdila, Ze nejvice nachylnym organismem k

ucinkim diazepamu je Brachionus calyciflorus.
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Konzultant: RNDr. Jitka Vytlacilova, Ph.D.

Nézev rigorozni prace: Ekotoxikologické hodnoceni 1é€iva diazepamu

V dne$ni dob¢ stale chybi informace o vlivu 1é¢ivych pfipravkid na Zivotni
prostiedi. V této praci jsme studovali vliv diazepamu ve formé tablety (5 mg) i
standardu na nasledujicich organismech: Brachionus calyciflorus (Rotoxkit F Chronic),

Thamnocephalus platyurus (Thamnotoxkit F™

), Desmodesmus subspicatus (fasovy
rastovy inhibi¢ni test). Nejcitlivéj$im organismem byl shledan viinik Brachionus
calyciflorus i v porovnani s jiz provedenymi testy v ramci diplomové prace
(Rapidtoxkit, Rastovy inhibi¢ni test - Tetrahymena pyriformis, Inhibice kliceni semen -

Sinapis alba).

Klic¢ova slova: ekotoxikologie, diazepam, Brachionus calyciflorus, Thamnocephalus

platyurus, Desmodesmus subspicatus
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Abstract (EN)

Charles University in Prague, Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové
Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Tereza Silhava

Consultant: RNDr. Jitka Vytlacilova, Ph.D.

Title of Thesis: Ecotoxicological screening of diazepam drug

Nowadays, information about the influence of medicinal products on the
environment is still missing. We have studied the effect of diazepam tablet (5 mg) and
the standard on the following organisms: Brachionus calyciflorus (Rotoxkit F Chronic),
Thamnocephalus platyurus (Thamnotoxkit F™), Desmodesmus subspicatus (algal
growth inhibition test). Brachionus calyciflorus was found out as the most sensitive
organism also in comparison with already performed tests within the diploma thesis
(Rapidtoxkit, Growth inhibition test - Tetrahymena pyriformis, Growth seeds inhibition

test - Sinapis alba).

Key words: ecotoxicology, diazepam, Brachionus calyciflorus, Thamnocephalus

platyurus, Desmodesmus subspicatus
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