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UvVOD




V poslednich nékolika desetiletich se z toxikologie zaCalo stavat dynamicky se
rozvijejici odv&tvi védy, které se zabyvd m.j. Glinky chemikalii na objekty testovani
v pokusech in vivo, popt. in vitro. Objekty testovéani jsou v tomto pfipadé chapény jako

testované organismy, izolované orgny, tkané, bunétné linie a buiiky (Tichy, M., 2003).

Vychazime-li z hlavniho cile moderni toxikologie, tzn. zjistit nezadouci a Zkodlivé
vlastnosti chemickych sloudenin a jejich smési a pfedejit tak jejich kodlivym dopadim na
&loveka a Zivotni prostiedi, musime pred zavedenim jakékoli chemické latky pro Sirsi pouZiti
ovéfit jeji biologickou u&innost jednou z dostupnych testovacich metod. Studie provadéné in
vivo mohou zhruba odhadnout ned¢innou davku, ve které dané latka nebude mit Zddny efekt.
Nikdy ale nebudeme mit absolutni jistotu, Ze latka, kterou jsme takto otestovaly, bude pro
¢lovéka stejné nedkodna, jako pro testovany organismus. Je ale také pravdou, Ze v dnedni
dobg jiz mame k dispozici mnohé¢ techniky a testy, které nam umozni toto riziko sniZit, ne-li
aplné ho eliminovat. PH vybéru testovaci metody vychazime ze znalosti chemické struktury,
fyzikalnich a chemickych vlastnosti testovane latky, zamy¥leného zptisobu pouZiti dané latky,

doby expozice a také z jiZ znamych vlastnosti struktuné podobnych sloudenin (Kupec, J., 2004).

Toxicita chemickych latek je hodnocena podle toho jakym zpusobem Uginkuje
(kvalitativni hodnoceni) a podle rozsahu daného uginku (velikosti) (kvantitativni hodnoceni).
Ke kvantitativnimu hodnoceni se vyuZivd méfeni zévislosti miry u¢inku na davce latky.
Z grafického vyjadfeni této zavislosti potom miZeme stanovit toxické indexy, napf. LC50
(stfedni smrtici koncentrace, kterd uruje mnoZstvi latky, kterd usmrtila 50% testovanych

objektt (Tichy, M., 2003).

K testim toxicity muZeme pfistupovat jako k prostfedkim, které nam v
ramei prvotniho screeningu pomahaji rozeznat biologicky aktivni latky. Pro ucel pre-
screeningu nemusi byt testy vysoce specifické, postati, kdyZz prokazi, Ze je dana sloucenina
toxicka, popf. se projevuje jinym u¢inkem na %ivé organismy. Pro screening potencidlné
toxickych latek stejné tak jako pro stanoveni akutni toxicity byla vyvinuta fada alternativnich

metod, které jsou v soutasné dob& Siroce pouzivany, ale Zadny z t&chto testd jesté plné€

nenahradil testy, pfi kterych je potfeba vyuZit laboratorni zvifata.




1.1. Cil prace

Predkladana diplomova price je vysledkem spoluprace katedry farmaceutické
botaniky a ekologie s katedrou anorganické a organické chemie. Cilem prace bylo provést
toxikologicky screening sedmi vybranych anthranylovych salicylanilidi pomoci bezobratiého
organismu Artemia salina, L. a ziroveil ovéfit vhodnost testovaného organismu v rdmci
rychlého prescreeningového hodnoceni akutni toxicity. Kvalifikatni prace je soucasti
vyzkumu a vyvoje metod zahrnujicich testovéani biologicke aktivity s upfednostnénim in vivo

testd na nizSich bezobratlych organismech toxikologické skupiny katedry farmaceutické

botaniky a ekologie.




2.
TEORETICKA CAST




2.1. Hodnoceni toxicity chemickych ldtek

V Ceské republice je uvadéni chemickych latek a pfipravki na trh regulovano
zakonem ¢. 356/2003 Sb., o chemickych piipravcich a o zmé&né nékterych zakont, ve zn&ni
zakona €. 186/2004Sb. Tento zékon upravuje prava a povinnosti osob mj. pfi zkouseni
nebezpetnych vlastnosti latek. Zakon se nevztahuje na lé¢iva, krmiva, potraviny a tabdkové
vyrobky, kosmetické prostfedky, jaderné materidly, omamné a psychotropni latky,
zdravotnické prostiedky, hnojiva, pomocné pidni latky, pomocné rostlinné ptipravky a
substraty, nerostné suroviny, veterinarni piipravky s vyjimkou dezinfekénich, desinsekénich a
deratizaénich ptipravki v podobé uréené ke koneénému pouZiti, nestanovi-li zvlatni pfedpisy
jinak.

Latky, které maji jednu nebo vice nebezpecnych vlastnosti, popsanych v daném
zakoné pod body a)-0), mohou byt zkouseny pouze piedepsanymi metodami stanovenymi
vyhlaskou &. 389/2005 Sb., kterou se u chemickych latek a chemickych pfipravki stanovi
zdkladni metody pro zkouSeni fyzikdlné chemickych vlastnosti, vybudnych vlastnosti a
vlastnosti nebezpednych pro Zivotni prostfedi, a vyhlaskou ¢&. 443/2004 Sb., kterou se stanovi
zédkladni metody pro zkouSeni toxicity chemickych latek a chemickych pfipravku, a to pouze
pti dodrZovani zdsad spravné laboratorni praxe podle vyhlasky &. 279/2005 Sb., o zasadach

spravné laboratorni praxe.

Zkougeni nebezpetnych vlastnosti podle pismene f) aZ o), pfi némZ jsou pouZivana
laboratorni zvitata, miZe byt provedeno pouze tehdy, nelze-li k jejich zjisténi pouzit jinych

postuptl (Bitmerova, D., 2005).

7akon &. 77/2006 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, uvadi, Ze zvifata jsou stejné jako
&lovék Zivymi tvory schopnymi na rizném stupni pocitovat bolest a utrpeni, a zasluhuji si
proto pozornost, pé&i a ochranu ze strany Eloveka. Zvifetem je ve smyslu tohoto zakona
obratlovec kromé& ¢lovéka, nikoliv viak plody (féty) nebo embrya. Na tato zvifata se dale
vztahuji pFisna kritéria tykajici se zachazeni s nimi (tzn. chov, jakakoli manipulace...), ktera
vyplyvaji z tohoto zékona.

Tento pravni piedpis ve své tieti asti fikd, Ze pokusy na zvitatech mohou byt
povoleny pouze po ovéfeni, Ze pii soufasném stavu nelze zjistit poznatky nebo jejich vyuZiti
jinymi metodami nebo postupem, a to je-li pfedpokladana bolest, utrpeni nebo poskozeni
pokusnych zvifat s ohledem na cil pokusi eticky opodstatnéna (www.mvcr.cz/sbirka/2006).

Vyhlagka 443/2004 Sb., kterou se stanovi zdkladni metody pro zkouSeni toxicity

chemickych latek a chemickych piipravki, popisuje metody pro zkouseni nebezpecnych
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vlastnosti chemickych litek a chemickych pfipravki, které jsou klasifikovany jako vysoce
toxické, toxické, zdravi skodlivé, Ziravé, drazdivé, senzibilizujici, karcinogenni, mutagenni,

nebo toxické pro reprodukei.

Soucasti vyhlasky je i pozadavek na provadéni alternativnich testovacich metod, jsou-

li tyto metody dostupné.

» Je nutno neustale vyvijet a ovéfovat alternativni metody, které mohou poskytovat
stejnou tiroveti informaci jako sou€asné testy na zvitatech a budou pfi tom vyuZivat mensiho

podtu zvifat, zpisobi mén€ utrpeni nebo se plné obejdou bez pouZivani zvitat.

V souladu s pfisludnymi pravnimi pfedpisy, které upravuji ochranu zvifat, je nutno
neustdle ovéfovat v registrech mezinarodné ovéfenych a uznanych alternativnich metod, zda

k planovanému pokusu existuje alternativni metoda, pfi které nemusi byt pouZito zvife.

Pokud budou takové alternativni metody k dispozici musi byt jejich pouZiti pro
charakterizaci rizika, naslednou klasifikaci a oznaovani latky podle nebezpecnosti brano

v ivahu vude tam, kde je to moZné.

P#i hodnoceni a interpretaci pokusti na zvifatech a test in vitro je nutno mit na zfeteli,

Ze piima extrapolace na ¢loveka je moZna pouze v omezené mife.

Vysledky testovani mohou byt pouzity pro klasifikaci a oznatovani novych i
existujicich latek podle Gginkd na zdravi Glovdka na zdkladé vlastnosti zjist€nych a
kvantifikovanych tmito metodami. Tyto vysledky mohou byt déle pouZity pro studie

zam&fené na posuzovani rizika novych i existujicich latek.* (www.mver.cz/sbirka/2004)

Na sklonku lofiského roku byla schvalena koncepce nové pravni upravy EU v oblasti
nakladani schemickymi latkami, tzv. REACH systém (Registration, Evaluation,
Authorization and Restriction of Chemicals). Vznik této pravni normy se jevil jako
nezbytnost, hlavné poté, co bylo zjisténo, Ze spoleénost ma k dispozici dostatecné informace o
nebezpeénych vlastnostech pouze u 10% pouzivanych latek. Tento fakt vyplyva z toho, Ze
v EU platilo od roku 1981 rozdgleni chemickych latek na ,,nové“ a ,existujici®, které byly do
roku 1981 tadné zaregistrovany a u nichZ nebyly poZadovany zkousky na neskodnost.
REACH stira hranice mezi témito latkami a nafizuje novou registraci pro stévajici 1 nové
latky. Jako sou¢ast podkladi pro registraci je poZadovan soubor informaci o latce, o jejim
bezpeiném pouZivani a odstrafiovani, a zpriva o jeji chemické bezpetnosti pii viech
otekavanych zplsobech jejiho pouZiti (Blsha, K., 2005). Aby se zamezilo zkouSkam na

zvitatech, provadéji se zkousky na obratlovcich pro ucely tohoto nafizeni pouze jako posledni
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moznost. Je rovnéZ nutné pfijmout opatieni, kterymi se omezi zdvojovéni jinych zkousek

{(www.mpo.cz).

Viechna legislativni opatfeni vedou tedy k nalezeni novych vhodnych metod pro
testovani neZadoucich U€inki na biologické systémy, a také kredukci poétu zvifat

pouzivanych pro testovani chemickych slou¢enin.

Podle Evropského centra pro Validaci Alternativnich Metod Spojenych Vyzkumnych
Center Evropské Komise (ECVAM JRC EC) je alternativni metodou jakdkoli metoda, ktera
pomiiZze zredukovat, vylepSit nebo nahradit pouZivani pokusi na zvifatech ve vyzkumu,
testovani nebo vyuce tim, Ze podava informace stejné trovné jako informace ziskané se
zvitaty (Tichy, M., 2005). Tato definice je zaloZena na koncepci 3R (Replacement, Reduction,

and Refinement), kterou definovali v roce 1959 Russel a Burce.

Mezi alternativni metody jsou v dnedni dobg nejéastéji fazeny testy in vitro (tzn. testy
provadéné na tkanich, tkafovych fezech a builkach), testy, které pro stanoveni vyuZivaji
organismy, které nepodléhaji regulaci ve smyslu zdkona na ochranu zvifat, tzn. niZsi
organismy a &asna vyvojova stadia obratlovei, a metody vyuZivajici matematické modelovani

(Tichy, M., 2005).

2.1.1. Testy in vive
2.1.1.1. VyuZiti laboratornich zviiat

Dfive ne je povoleno pouZit nové zavedenou latku v $ir$im méfitku, je tfeba ovéfit na

testovaném organismu jeji neu¢innou ddvku.

Volba pokusného zvifete pro testovani je dana uritymi konvencemi a hlavné
ptedpokladanym charakterem u¢inkd latky, zamyslenym zpisobem pouziti a dobou expozice.
Pokusné zvite musi byt ptesné definovano (piivod, pohlavi, stéfi, zdravotni stav...). Ve
studiich je obvyklé zastoupeni samcil a samic 1:1, neni-li poZadovéno jinak. Klasické studie
se provadgji zejména na laboratornich my3ich a potkanech, kralicich, mor&atech nebo psech.

V urgitych piipadech lze pro testovani pouZit i primaty (Kupec, J., 2004).

Nedostateéné testovani vedlo v predchozich letech k mnoha tragédiim. Nejznaméjsi je
zfejmé piipad s thalidomidem. Ten jiz po fadu let slouZi jako ilustrace neadekvatniho
testovani na zvifatech. V roce 1957 bylo na Némecky trh uvedeno nové pievratné sedativum
Contergan s i&innou latkou thalidomid. Tento 1€k byl povaZovan za zcela netoxicky a vhodny
i pro déti a téhotné Zeny, kterym byl indikovan pro potladeni nevolnosti a zvraceni. Vysledky

testti, které byly ziskdny pfed tim, neZ byl lék dostupny pro vefejnost, prokazaly jeho
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neskodnost, resp. prokazaly pouze nizkou akutni toxicitu pro laboratorni zvitata,
embryotoxicita nebyla testovana wvibec. Pozdé&ji se ukdzalo, Ze je thalidomid vysoce
teratogenni. Tato latka zpusobuje poruchy zakldddni konetin plodu, tzv. fokomelii.
Reprodukéni studie se zaCaly provadét aZz v roce 1961, kdy uz byl znam teratogenni ucinek
sloueniny a kdy byly 1é¢ivé ptipravky obsahujici thalidomid staZeny z ob&hu (Zurlo, J. et al,,
1994). Po dlouhém testovani prokazaly zdkladni studie na kralicich a mysich negativni vliv
latky na plod. Nicméné bylo zjisté€no, Ze toto specifické poskozeni 1ze u plodu vyvolat pouze

béhem desetihodinového intervalu v desatém dnu gravidity (Lallmann, H. et al., 2002).

Pfipad thalidomidu a jeho teratogenniho vlivu byl jednim z mnoha diikazi toho, Ze
vysledky testi, které jsou provadény se zvifaty, nejsou dostatujici. Tyto ptipady ukazaly, Ze

je potieba zavést piisnou regulaci a rozsahlé testovani vSech novych latek.

Pti studiich vyuZivajicich jako testované objekty obratlovce nastava né€kolik zasadnich
problémi. Jedné se hlavné o splnéni podminek pro chov a provadéni testi na laboratornich
zvitatech, rozdily v metabolismu testovaného zvifete a &lovéka, extrapolace zjisténych
vysledki na &lov&ka. V neposledni fadé musime brat ohled i na Casovou ndro¢nost

jednotlivych testit a finan&ni z4téZ, kterou s sebou tyto narodné metody prinadeji.

Jiz v roce 1831 formuloval britsky fyziolog Marshall Hall S principli, na které by mélo
byt pamatovano pfi pouZfvani laboratornich zvifat k vyzkumnym ucelim. 1. nikdy nepouZivat
k experimentu zvife, pokud mohou byt informace, které potfebujeme zjistény pouhym
pozorovanim. 2. pokud nemé pokus jasné definovany a splnitelny cil, tak by nemel byt
proveden. 3. v&dci jsou povinni se seznimit s pracemi svych piedchudci, aby se tak vyloudila
moznost, e by byl pokus zbyte&né opakovan. 4. k pokusu by se méla pouzit co nejméné
citliva zvifata (mélo by tim byt zabrdnéno jejich zbyte&nému utrpeni). 5. kazdy pokus by mél
byt proveden za podminek, které umozni ziskat nejlepsi mo#né vysledky a v dasledku toho
sniZit po&et potfebnych opakovani experimentu (Zurlo, J. et al., 1954).

Stale je zde nadéje, e v budoucnu dojde ke sniZeni poctu zvifat pouzivanych pro testy
in vivo. Tento nazor je také publikovan v zésadnim rozboru OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development) ,Health effects test guidelines for in vivo
testing®. Autofi zjistili, jak zdokonalit stavajici testy. Z4sadni body této prace jsou: 1.
eliminace nadbytetnych testd; 2. pouZiti jednoho pohlavi pfi testovani; 3. simultanni aplikace
nékterych testd stejnym zvifatim; 4. hojn&jsi pouZiti screeningovych metod pfi primarnim

testovani (www.oecd.org).
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Vyuziti zvifat pro rlizné toxikologické endpointy dominuji tii testy:
1. dvougenera&ni test reprodukéni toxicity
2. vyvojovy test toxicity
3. in vivo test mutagenity

Pii téchto testech je vyuZito zhruba 72% z celkového poctu testovanych zvifat. Pravé
k nim by mély byt v co moZn4 nejkrat3i dobé nalezeny adekvétni alternativy.

V roce 2002 bylo pro testovani pouZito celkem 10,7 mil. zvifat. Asi 10% z nich se
uplatnilo pfi testovani toxicity a stanoveni bezpe¢nosti chemickych latek. Zbyvajicich 90%
zvitat bylo pouZito pro riizné jiné védecké ucely (wwwjre.it).

Zachazeni se zvitaty v prub&hu testu se v Ceské republice #idi zdkonem na ochranu
zvifat proti tyrani a také doporucenimi OECD, které byla vydana pod nizvem ,,OECD

guidelines for testing of chemicals®.

2.1.1.2. Vyuziti ranych vyvejovych stidii obratlovcii
Zakony na ochranu zvifat chrani pouze obratlovce, ktefi dosahli urgitého stupng
vyvoje. Z tohoto ditvodu bylo navrzeno nikolik alternativnich testd, kieré pouZivaji rand
vyvojova stadia obratloved. Zvifata v tomto stadiu vyvoje jeSt€ nemaji dostatetn€ vyvinutou

nervovou soustavu, je tedy velmi nepravdépodobné, Ze by trpéla bolesti (Fenten, J.; Baals, M.,

1993),
HET-CAM (Hen's Egg Test Chorioallantoic Membrane)} (www.invittox.com).

HET-CAM test slouzi ke zjiténi iritatniho potencidlu chemickych sloucenin.
Potencialni drézdivost sloudenin je zde stanovena pomoci pozorovéani nepfiznivych zmén,
které nastanou na chorioallantoické membrané vejce po jeho vystaveni testované chemikalii.
Z4kladem tohoto testu je stanoveni vyskytu cévniho poskozeni nebo koagulace v disledku
pitomnosti chemikélie pro stanoveni potencidlniho poskozeni mukoéznich membran (zvlasté

v oku) in vivo.

Slepi¢i vajicka jsou devét dni po sneseni uchovavana v inkubétoru. Po této dobg je
odstranéna skofdpka okolo vzduchové komirky a po vynéti vnitinich membran zistane
odhalena chorionallantoickd membrana. Tato membrana obsahuje Zily i tepny, ale Zadné
nervy. Testované latky jsou podany pfimo na tuto membranu. Po pé&ti minutich jsou na
membrané hledany znamky cévniho poskozeni. Drazdivost je hodnocena podle rozsahu a
zavaZnosti poSkozeni.

Test ma nékolik vyhod, patii mezi n& jeho rychlost, citlivost, jednoduchost provedeni

a cenova dostupnost.
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Hlavni nevyhodou této metody je subjektivni vyhodnocovani vysledkd. To mize byt
piekonano pomoci pouZivani standardi a vyuZivanim vieobecného schématu pro hodnoceni
iritujicich (inkd chemikalii. P&timinutova expozice se pro zjisténi iritalnich popf. toxickych
u¢ink ukazala dostateCnou (tzn. nezda se, Ze by del3i expozice pfinesla hodnotné&jsi
informace). Za ivahu stoji, jestli maji byt testy na slepi¢ich vejcich povaZovany za testy na
zvifatech. 1 pfesto, Ze pouZiti tohoto testu vede k redukci poétu savel potfebnych pro
konvenéni testy oéni draZdivosti a obejde se bez zvifeciho utrpeni, je tato metoda stile

povaZovén za hranici mezi in vivo testy a alternativnimi metodami.

V souéasné dobé nachazi HET-CAM iest uplainéni jako piedstupeni k Draizeho testu

drazdivosti, ktery je provadén na ocich kraliku.

2.1.2.  Alternativni metody testovani

P#i hodnoceni alternativnich teshi miZeme vychazet z )iz zmiilované koncepce 3R

(Zurlo, J. et al., 1994),

Alternativa snifeni poétu: Jedna se o metody, pfi kterych je pro pokus pouZit
minimalni podet zvitat, a pfitom jsou dosaZeny stejné vysledky jako s pouZitim vé&tsiho
souboru jedincii. Napiiklad screeningové testy zaru¢i, Ze budou dale testoviny pouze latky

s prokazatelnou toxicitou, ¢imz se sniZi naroky na pocet testovanych zvirat.

Alternativa zmirnéni: Pokud je potieba provést test na laboratornim zvifeti, musime
béhem testu minimalizovat jeho bolest a stres, zajistit jeho dobry zdravotni stav a piipravit
pro n& vhodné Zivotni podminky. Na konci experimentu by méla byt pouZita co

nejhumanné;jsi a nejrychlejdi metoda utraceni.

Alternativa néhrady: Tyto alternativy absolutné eliminuji pouZiti obratloved pfi
testovani. Jedna se bud’ o eliminaci relativni, kdy obratlovec slouZi jako zdroj organu, tkani
nebo bunék, ale sam o sob& neni podroben testovani. Nebo jde o eliminaci absolutni, kdy
obratlovei nejsou pouZiti vitbec a misto nich se pii testech uplatituji bezobratlé organismy,

dostupna data nebo matematické modely.

Mnoho in vitro testd sloui jako nahrazujici a zmirfiujici alternativa hned poté, co
projdou validaci. Validace je proces, pfi kterém je posuzovéna vhodnost pouZiti testu pro

dany uéel spole&né s jeho spolehlivosti a reprodukovatelnosti (Frazier, J. M., 1990).

V roce 2002 ECVAM a ECVAM Working group on chemicals predloZily rozsahlou
analyzu tykajici se alternativnich (ne zvifecich) metod pro vyzkum chemikalii. V této zpravé

jsou popsény zpusoby, jakymi lze sniZit podet testovanych zvifat, zmirnit jejich utrpeni nebo
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je v pokusech plng& nahradit alternativnimi metodami. Déle je zde zdiraznéna potfeba uvedeni

v platnost nové chemické legislativy REACH (www.jrc.it).

V poloviné roku 2004 byla provedena analyza dosavadnich vysledki. V této praci jsou
zminény pochybnosti o tom, jestli budou alternativni metody schopné plng nahradit pokusy na
zvifatech, Ze zavéri nezavislé studie provedené SCCNFP (Scientific Commitee on Cosmetics
Product and Non Food Products) vyplyva, Ze v nasledujicich deseti letech nebude moZné
testovani na zvifatech zcela nahradit alternativnimi metodami. Stale bude nezbytné pouzivat
zvifata alespori ve finalni fazi testovani latek (ec.europa.ewenterprise). Néazor, Ze v blizké
budoucnosti budeme muset pro spolehlivou ptredpovéd neZadoucich uéinku latek stile
vyuzivat zvifata, vyjadfila ve stejném roce i CSTEE (Commitee on Toxicity, Ecotoxicity and
Environment) (ec.europa.eu/commy.

Evropska komise, priimysl a spole¢nost na ochranu zvifat maji v této dobé& spole¢ny
cil, vyvinout a validovat aiternativni metody, které by v nasledujicich deseti letech plné

nahradily pokusy se zvifaty ve vétsiné oblasti testovani chemickych latek.

2.1.2.1. Metody in vitro
In vitro testy se skladaji ze tfi zdkladnich komponent: biologicky model, mé&feny
endpoint a testovaci protokol. Biologicky model je systém pouZity pro hodnoceni G€inku
(napt. hepatocyty). Cim v&t3f je schopnost tohoto modelu representovat cely organismus, tim
piesn&j$i data pokusem ziskdme. Mé&feny endpoint je standard, ktery je pouZivan pro
predpovéd’ toxicity (napf. umrtnost). Testovaci protokol je zdpis vech udalosti, které b&hem

provadéni testu nastaly (Zurlo, J. et al., 1994).

Informace o souasném stavu in vitro testovani jsou k dispozici na strankich ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative Methods), které jsou ustfednim bodem
vymény informaci o in vitro metodéch a ostatnich alternativnich metodach (ecvam.jre.it).

Primérni tloha ECVAM je koordinovat nezdvislé valida¢ni studie alternativnich testi
a vytvéret jejich databazi. V roce 1993 bylo validovano osm alternativnich testii (na leptavost
kize, fototoxicitu, embryotoxicitu a in vitro stanoveni perkutinni absorpce). Tyto testy,
kromé testd na embryotoxicitu, byly uzndny regulaénimi autoritami a zahrnuty do ,,OECD
Test Guidelines“. K dneinimu datu je validovano jiZ Sestnact testd.

In vitro studie jsou jednou ze slozek tzv. ,jinteligentni taktiky testovani* (ITS). Navrh
na pouZivéni této strategie pro testovani chemickych slouCenin vznikl spoletné snovou

koncepci chemické politiky REACH (www jrc.it).
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2.1.2.1.1 Bunééné kultury
V bun&nych kulturdach je prerufeno propojeni mezi individualnimi burikami.
Izolované buiiky jsou obvykle péstovany jako monovrstva (tzn. jako "koberec” o tloustce
jedné buriky), jeZ je rozprostiena na dné kultivadni nddoby. Butiky jsou uchovavény v
pufrovaném roztoku s Zivinami za podminek podobnych jejich ptirozenému prostiedi (Fenten,

J.; Baals, M., 1993).

Ptikladem in vitro testu pfi kterém jsou pouzivany bunééné kultury je ,Neutral red
test*. Endpointem je integrita buné¢né membrany. V tomto testu jsou buriky kultivovany
v plastovych Petriho miskach. V kaZdé misce je jina koncentrace testované latky. Neutralni
gerven, kterd barvi pouze Zivé buiky, je ke kultufe piidana po odstranéni testované
chemikalie. Podle poétu obarvenych bunék tedy zjistime, kolik jich pfeZilo ptsobeni

testované latky (Zurlo, J. et al., 1994).

Tento test ma v dne$ni dobé mnoho modifikaci. Naptiklad : ,,THE FRAME
MODIFIED NEUTRAL RED UPTAKE CYTOTOXICITY TEST* (www.invittox.com)

Zikladem testu je cytotoxicky vliv nékterych chemickych slou¢enin na 3T3-L1 buriky.
Mira tohoto ptisobeni testovanych latek je stanovena pomoci poétu Zivotaschopnych bunék.
Pokud jsou zdravé 3T3-L1 buiiky uchovavany v kultufe, jsou schopny se Casem kontinualné
délit a rozmnozovat. Nékteré chemikalie do t&chto procesi zasahuji a tim inhibuji rychlost
ristu bungk. Stupefi inhibice rGstu v zdvislosti na koncentraci testované latky poskytuje

informace o toxicité testované latky.

3T3-L1 buiiky jsou uchovavany v kultufe a jsou vystavovény riznym koncentracim
testovanych sloudenin. Po 24, 48 a 72 hodinach jsou kultury vizulné posouzeny a pomoci
Neutral Red Uptake metody je stanovena Zivotaschopnost bunék. Procento inhibice ristu je
stanoveno porovninim poétu bunék, které zistaly naZivu v pfitomnosti testované latky, a
podtu Zivotaschopnych bun&k v kontrolach. Déle jsou stanoveny parametry ICz, ICso a ICso
(tzn. koncentrace, které zpiisobi 20, 50 a 80% inhibici ristu). Hodnoty IC jsou obvykle
vyjadteny v jednotkach mmol/l. Ziskané hodnoty IC umoZiiuji srovnani relativni toxicity

testovanych sloucenin.

UdrZeni a kultivace bunéénych linii 3T3-L1 a jim podobnych bunék je relativné
jednoduché a finan&né nendroéné. Vyuziti takovychto pokusil pro zjidténi cytotoxicity nabizi

rychlé a reprodukovatelné testovani mnoha slou¢enin.

Nevyhody této metody jsou dany n&kterymi vlastnostmi testovanych slou¢enin.

Napiiklad: nestalé sloudeniny maji za podminek, pfi kterych je test provadén, tendenci se
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vypafovat, proto mohou byt zjiSténé hodnoty ICs, rozdilné, hlavné pokud je toxicita
testovanych sloudenin nizka. PotiZe nastavaji i u latek, které nejsou stabilni ve vodném
prostfedi, popf. s vodou reaguji vybuSn€. Tato metoda testovani neni vhodna ani pro
slouceniny nerozpustné ve vodg, ackoli nékteii autofi pozménili metodiku pokusu tak, aby
bylo moZné testovat i tyto latky. V t&chto experimentech pouzili misto klasického vodného
rozpoustédla rostlinny olej (Riddell, R.J et al, 1986). Dalsi problémy souvisi s pfirozenou
podstatou bunék, jako je rychly rist nebo nediferencované butiky svelmi nizkou
metabolickou aktivitou. Z téchto divodii se Casto objevuji potiZe s extrapolaci ziskanych
vysledka na biologické systémy. Tato metoda upiné zanedbava toxicitu metabolickych
produkti, které vznikaji aktivaci netoxické latky v organismu. Sloueniny, které pusobi
vyhradn na délici se builky se mohou zdat méné toxické nez ve skute¢nosti jsou. Dale miZe

byt podcenéna toxicita latek, které se vyznamnéji vaZou na krevni bilkoviny.

Jak jiZz bylo fe&eno, vysledky Neutral Red Uptake testu jsou ziskdny po 24, 48 a 72
hodinach. Test, ktery trva déle neZ 72 hodin se pouziva pro zkouseni latek, které puisobi
hlavné na bun&&né lysozomy. Pokud jsou totiz buriky &ervenému barvivu vystaveny po dobu
deldi nez 72 hodin, dochazi k jeho vychytavani pfevédZn€ bun&énymi endosomy. Z tohoto
diivodu mohou byt u chemikalii, které pfednostné plisobi na tyto endosomy, zjistény chybné
vysledky (bud’to vysoka &i naopak nizka Zivotnost bunék). Proto byvé tato metoda spojena
jeste s dalsim testem, ktery je schopen stanovit Zivotaschopnost bun€k (Panacer, D.S et al., 1986).

Ziskané vysledky mohou zkreslit krystalky tvofici se pfi precipitaci ¢erveného
barviva, kterou mohou indukovat nékteré testované latky. Aby bylo zabran€no pfipadnym
nepfesnostem v interpretaci takto ziskanych vysledkn, je dileZité provadét vizualni kontrolu

jednotlivych teshi.

2.1.2.1.2. Tkdriové kultury
Prvni pokusy skulturami tkani byly provedeny vroce 1885, kdy se podafilo

némeckému védci Wilhelmu Rouxovi piemistit &ast tkan& kufeciho embrya do zahfatého
roztoku soli a tam ho nékolik dni uchovat. Tkatiové kultury nasly uplatnéni aZ ve chvili, kdy
byla objevena antibiotika, kterd inhibuji rist bakterif.

Pro testovani je mozné pouzit tkatiovou kulturu pochazejici z normélni i abnormalni
butiky &élovéka &i zvifete.

Uchovani a nésledna kultivace tkafiovych kultur je slozitd znékolika divodi.

Jednotlivé buiiky se namisto toho, aby si zachovaly vlastnosti tkani, ze kterych pochazeji,
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snazi v kultufe ,,dediferencovat®, tzn. ziskdvat vlastnosti nespecializovanych bunék. Proto je

vyhodné pro testovani pouZivat mélo diferencované butiky, napt. fibroblasty.

Primdarni tkafiové kultury ziskané ze specifického organu jsou velmi uZitedné, ale své
ptvodni vlastnosti si zachovaji pouze po kratkou dobu (dny, max. tydny). Je potfeba vyvinout
metodu, kterd zarudi, Ze buiikdm zlstanou b&hem kultivace jejich pivodni funkce. Jednou
z moznosti jak toho lze dosdhnout je spoletna kultivace s buitkami pochézejicimi z t€hoz
orgénu. Studie, které byly s takovymi buiikami provedeny ukazaly, Ze jsou schopny zachovat
si své plivodn{ vlastnosti a pfeZit mnohem déle. Dal3i mozZnosti je ,,imortalizace® bunék, pi1

které jsou do DNA primérnich bun¢k zak6dovany virové geny (Zurlo, J. et al., 1994).

PouZiti trojrozmérného modelu lidské kiize

Pomoci téchto modelu lze testovat leptavé O&inky latek na kizi, koZni draZdivost a
fototoxicitu. Zkouska leptavosti (korozivity) byla v ramci EU validovana a méla by byt tedy
prednostné pouZita pfi zkouskach potencidlné leptavych latek (ecvam jrc.it).

Test EPISKIN™ byl schvalen jako nahrada in vitro testu koZni korozivity pro
stanoveni nebezpe&nosti a oznageni latek poskozujicich kiZi poleptanim. Tento test je také
pouzivan jako alternativa k Draizeho testu s kréliky, pomoci kterého se do dnesni doby
uréovala schopnost latek kiiZi poskodit.

EPISKIN™ je trojrozmémy model lidské kiiZe sloZeny z epidermis s funkéni stratum
corneum. PouzZiti modelu pii tomto testu zahrnuje topickou aplikaci testované latky na povrch
kiiZe a nasledné zhodnoceni G¢inku na bun&&nou Zivotaschopnost. Cytotoxicita je potom

vyjadiena jako sniZeni mitochondrialni dehydrogendzové aktivity (www.invittox.com).

Prediktivni hodnota alternativnich testi vyuZivajicich kultury bunék a tkani je
v dnedni dob& znagné limitovana. Jn vitro testy s kulturami nemohou na rozdil od pokust

provadénych na Zivych zvitatech objasnit nezn4mé mechanismy acinku. (ww.jre.it).

2.1.2.1.3. NiZsl organismy

2.1.2.1.3.1. Bakterie
Bakterie jsou vdnesni dob& pouZivany pro fadu testd voblasti chemickcho

screeningu. Ziejmé nejznamé&j$im testem je Amesuv test.
Amesiv test
Tento test hodnoti mutagenni potencial testovanych latek pomoci jejich uginku na 5

kmenti Salmonella typhimurium ",
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V 60. letech 20. stoleti vyvinul Bruce Ames test, ktery pro stanoveni mutagenniho
potencidlu chemickych sloudenin pouziva bakterii Salmonella typhimurium. Amesovi se
podatilo vy3lechtit kmen §. fyphimurium, ktery ma mutantni gen pro syntézu histidinu.
Jedinci stakto defektnim genem v nepfitomnosti této aminokyseliny v Zivném médiu
zahynou. Amesiiv test je zaloZen na pfedpokladu, Ze v pfitomnosti latky s uritym
mutagennim potencidlen dochazi k reverznim mutacim defektniho genu pro histidin. Tyto
mutace vedou k tomu, Ze je bakterie znovu schopna histidin syntetizovat a za¢it rist v médiu,

které tuto aminokyselinu neobsahuje (Neéas, O. et al., 2000).

Provedeni testu: Na Zivnou piidu jsou naokovany vhodné kmeny S. typhimurium
(TA98, TA100, TA1535, TA1537, TA102), které jsou pfes noc inkubovény. Kultura bakterif
je smichéna s testovanou latkou a agarem. Tato smés je pfidina k dal$im agarovym platam
v Petriho miskach, které jsou inkubovany ve tmé¢ po dobu 48-72hodin. Po této dob¢ je
spocitano mnoZstvi kolonii, které prod€laly reverzni mutaci. Je uréen pomér Zijicich bakterii,
které nebyly vystaveny mutagenu a u kterych tedy do3lo ke spontianni mutaci a pfeZivsich
bakterii, které mutagenu vystaveny byly. Je potieba provést fadu testil, protoZe ruzné kmeny
podléhaji mutacim, které zplsobuji rizné chemikalie (www.invittox.com). Pokud doslo
k reverznim mutacim u vétSiho mnozstvi jedincu, ktefi byly vystaveni testované latce, je tato

latka povaZovana za mutagenni.

Pii modifikaci tohoto testu mohou byt pouZity i jiné typy bakterii, napf. kmeny E. coli,
které jsou zavislé na p¥itomnosti tryptofanu v médiu. Zéklad testu je velmi podobny, jen se

1i§i typ bakterie a aminokyseliny.

212132 Bezobratli
Od chvile, kdy Russel a Burch navrhli koncepci 3R (Reduce, Refine, Replacement), se

zataly vyvijet alternativni metody testovani chemickych latek, jejichz pouZivani by vedlo k
usetfeni citlivych zvifat, zejména savcil. Nékteré z t€chto metod pronikly i do toxikologie.
Velkym pokrokem bylo zjisténi, Ze pro stanoveni akutni toxicity neni zapotfebi pouZivat

klasicky test na stanoveni LDsg (Guilhermino, L. et al., 2002).

Tento test byl pouZivin na celém sv&t€ déle neZ padesit let. Jako prvni ho pouZil
vroce 1927 britsky védec J. W. Trevan, ktery s jeho pomoci uréil udinek fady chemickych
sloudenin, napt. digitoxinu. Cilem tohoto testu je stanovit, jaké mnoZstvi podané latky usmrti

polovinu testovanych zvitat. Odtud také nézev testu LDso (Lethal Dose).

V roce 1991 predstavitelé regulatnich vybori v Japonsku, Evrop& a USA odsouhlasili
vyfazeni testu LDsp z povinnych testli pfi hodnoceni akutni toxicity (Zurlo, J. et al., 1994).
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Jako alternativy ke klasickému testu LDso byly navrZeny testy zahmwjici stanoveni
pFiblizné letdini ddvky (Approximate Lethal Dose), ,, Up and Down“ regulacni proces a testy

akutni toxicity v rozmezi neletdinich ddvek (Tichias, K. et al., 1998).

Metoda stanoveni priblizné letdlni davky vychazi z podavani odstupiiovanych davek
testované latky jednomu zvifeti, namisto celé skupiny. Pro tento test muZe byt pouZito 4-10
testovanych zvitat. , Up and down™ regulace také zahrnuje podani rostoucich koncentraci
latky jednomu zvifeti. Koncentrace se pfi jednotlivych podanich zvySuje o koeficient 1,3.
Pokud dojde k ihynu zvifete, je za letdlni povaZovana koncentrace podana pfed davkou,

ktera ihyn zpusobila, tzn. posledni koncentrace je poniZena o faktor 1,3 (Zurlo, J. et al., 1994).

V roce 1989 byla vyvinuta daldf metoda pro stanoveni akutni toxicity. P¥i tomto testu
je jako endpoint bran vyrazny projev toxicity latky. Davka vyssi, neZ ta, ktera tento projev
zpiisobi, by vedla ke smrti testovaného subjektu. Vyhoda této metody spogiva v posunu Skaly
intoxikace k niz$imu toxicitnimu rozsahu a primérna bolest, ktera je témito koncentracemi
zpusobena je mnohem mensi, zatimco védeckd hodnota ziskanych vysledkt je mnohem vyssi

(Tamborgini, P., 1990).

Studie publikované za posledni desetileti naznaduji, Ze by se testy akutni toxicity na
bezobratlych mohly uplatnit pfi stanoveni letdlnich divek pro savce a &loveéka. PH
pfedpovédi akutni oralni toxicity jsou dokonce nekteré testy pouZivajici bezobratlé vodni

organismy pfesnéjsi neZ klasicky test LDso provadény na kryséch (Calleja, M. C. et al., 1992).

Hlavni vyhodou pouziti bezobratlych pii prvotnim screeningu je sniZeni poctu saveu
potfebnych pro stanoveni toxicity. Navic jsou tyto metody levn&jsi nez biologické testy se

savci a jsou také mén€ narodné na prostor.

Problémem pfi pouZivani bezobratlych jako organismu pro prvotni screening jsou
odlignosti v biologickém uspofadéni vysSich organismi. Pfestoze by méla byt tato odlisnost
brana v potaz, nem&l by byt opomijen fakt, Ze jsou tyto organismy vyuZivany v ramci
prescreeningu. Z divodu této variability by se mély koneZné biologické zkousky jeste
uskutednit s men§im podtem savcil. Navzdory tomuto poZadavku (pouZiti savea pro kone¢né
testovani), pouZivani testi na bezobratlych znamend vyznamné sniZeni poctu savcl pro

testovani (Guilhermino, L. et al., 2002).

Potize s extrapolaci vysledkd, které byly zjiStény pomoci bezobratlych, na obratlovce
jsou znamy. Jednid se hlavné o Glinky, jejichz manifestace je spojena s ovlivnénim
fyziologickych a biologickych pochodii. Bezobratli jsou Siroce vyuZivani pfi testovani

toxicity chemickych sloudenin. Vyvoj testd, které pouZivaji bezobratlé, je podporovan
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biologickymi i toxikologickymi charakteristikami téchto organismii. Z biologického hlediska
se jedna hlavné o moZnost vyvoje za piesné stanovenych podminek. Toxikologicky vyznam
vyplyva hlavng ze specifi¢nosti odpovédi jednotlivych organismi na ruzné skupiny
chemikalii. Nicméné specifickd odpovéd’ obratloveti, ktera je asociovana s metabolickymi
pochody, muze limitovat extrapolaci naméfenych vysledki na obratlovce (Lagadig, L.; Caquet,
T., 1998).

Vyhod pouziti bezobratlych organismil pfi toxikologickych testech je n&kolik. Jsou to
velmi malé organismy s vysokou plodnosti a kratkym Zivotnim cyklem, proto mohou byt
kultivovany za laboratornich podminek. Kratky Zivotni cyklus bezobratlych druhi
predstavuje moZnost jak udetfit ¢as i finance. Ve skutetnosti znamend pojem ,.kratkodoby* u
testii s bezobratlymi ¢asovy usek od dvou do étyf dnii, kdeZto kratkodobé testy provadéné na
hlodavcich trvaji jeden aZz dva tydny. Cas, ktery laborant stravi pozorovanim zvifat a
zaznamenavanim poznatki, je tak podstatné krat3i nez u klasickych testl in vivo. Tyto faktory
spolu s niZ$imi naklady na potizeni a chov bezobratlych znamenaji v disledku celkové mensi
finan¢ni naroénost testil toxicity (Lagadig, L.; Caquet, T., 1998).

Testované organismy se mohou vyvijet synchronné. Mladi jedinci se lihnou ze
znamého, piesné definovaného genetického ,,materialu® za stejnych fyziologickych podminek
a presnost ziskanych vysledkid je tak vyznamné vy3Si (Persoone, G.; Jansen, C. R., 1993). N&které
druhy bezobratlych jsou partenogenetické, ¢imZ je u nich redukovana geneticka odlidnost. To
je jeden zhlavnich argumentl, které vedly k 3irSimu pouZivani sladkovodnich kory3a
(zejména Daphnia magna) v testech akutni toxicity (Adema, D. M. M., 1978).

Pii fadé pokusd, ve kterych byla srovnavdna citlivost bezobratlych a savci viuci
plsobeni toxickych latek, byl nalezen uspokojivy vztah mezi ECsy riznych chemikalii pro D.
magna a oralni LDsg t&ch samych sloudenin pro krysy. PestoZe zminénd relace nevykazuje
znamky linearity, predpoklada se, Ze pfi pouZiti screeningovych testd s D.magna muZe byt
identifikovano vice toxickych latek (Guithermino, L. et al., 2002).

Pomoci testll s D. magna, Microtox testu a testi provedenych na cystdch Artemia
salina, Streptocephalus proboscideus, a Brachionus calyciflorus byla stanovena akutni
toxicita padesati chemikalii v programu MEIC (Multicentre Evaluation of In Vitro
Cytotoxicity Chemicals). Statistickd analyza dat prokdzala, Ze pouziti sady testi na
bezobratlych je uspokojivym nastrojem pro predpovéd’ toxicity pro ¢lovéka (Calleja, M. C. etal.,
1994),
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2.1.3. Metody in silico - odhady toxicity chemickych litek vypoétem

74akladem téchto metod jsou dostatedné rozsihlé soubory kvalitnich dat, které byly
vytvofeny béhem testovani potencialné toxickych latek in vivo. Z metod in silico byl vytvoien

cely novy obor toxikologie, tzv. predikéni toxikologie (Tichy, M. et al., 2005).

Predikéni toxikologie je nejnovéjsi soucasti toxikologie a slouzi ke studiu a aplikaci
postupli a metod, které umozfiuji uréit U¢inek chemikalii a jeho velikost piedem — bez pouziti
pokusnych zvifat. VyuZiva k tomu shromaZzdéné pokusné udaje a vytvafi expertni potitatové
systémy, pomoci nichZ pak odhaduje toxicitu novych, dosud netestovanych latek (Nesmerak, K.,
2005).

Odhady ziskivané pomoci metod in silico jsou po validaci rovnocenné
s korespondujicimi udaji ziskanymi in vivo. Pfipadné chyby téchto metod jsou dany

nepfesnymi udaji, které byly ziskany experimentem, a které byly pro dany model pouZity.

K vytvoteni potitatovych modelt dochézi zobecnénim ziskanych tdaji. Obvykle je

pro toto zobecnéni pouZita metoda OSAR (Tichy, M., 1983).

Data, ktera jsou pouZita pro vytvafeni jednotlivich modell jsou ovliviiovana
podminkami pokusu, pii kterém byla ziskdna. Veskeré faktory ovliviiujici ziskané parametry
se promitaji do spravnosti pouZité in silico metody. Mezi tyto faktory mizeme zafadit dobu

expozice a podminky, za kterych k ni dolo, vk testovaného subjektu a jeho zdravotni stav.

Pt pouziti téchto predik&nich metod je nutno brat v potaz, Ze latka nikdy nereaguje
s lidskym organismem jako entita. Ve vét3ing pfipadu se jednd o smési latek, které se mohou
navzajem ovliviiovat. Tento fakt miZe byt divodem nepfesnych vysledkl, kterym se

v nékterych ptipadech nepodafi zabranit (Kaiser, K L. E. et al., 1994).
In silico testy miZzeme rozdélit do nasledujicich skupin (Tichy, M. et al., 2005):
- modely vytvofené a analyzované pomoci metod (Q)SAR

- kineticko-fyziologické simulaini modely (PBSM, Physiologically
Based Simulation Models)

modely zaloZené na biologické podobnosti a allometrickych rovnicich
- systémy zaloZené na znalostech a souborech pravidel
- modely vytvofené pomoci molekulové grafiky

- kombinace modelti s um&lou neuronovou siti (4NN, Artificial Neutral

Network)
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U kazdého modelu musi byt uvedena pravd€podobnost jeho spravnosti.

2.1.3.1. Modely (Q)SAR
SAR je kvalitativni vztah mezi chemickou strukturou a potencidlnim biologickym

utinkem, OSAR je matematické vyjadfeni vztahu chemickych vlastnosti k biologickému
ucéinku.

Principy (Q)SAR mohou byt pouZity k dodani nasledujicich typl informaci o
chemickych slougeninéch: 1. fyzikaln& chemické vlastnosti, 2. potencialni toxické vlastnosti,
3. distribuce a osud v Zivotnim prostiedi, 4. biokinetické procesy (Nendza, M.; Hermens, J., 1994).

Chemick4 struktura latky je v tomto kontextu chapana jako konstituce, tzn. uspotadani
atomt v molekule a kvalita vazeb, které tyto atomy spojuji. Biologicka u¢innost jako velikost
(kvantita) biologického ufinku. Utinek znamena kvalitu odpovédi organismu, interakce mezi

latkou a biologickym systémem, a uéinnost vyjadfuje jeho kvantitu.

Pfi pouziti metody (Q)SAR jsou metodami matematické statistiky analyzovana data o
biologickych a fyzikalné chemickych, chemickych nebo fyzikélnich vlastnostech série latek.
Pomoci téchto metod je vytvofena napf. matematickd formule, kterd zobecfiuje
experimentainé ziskana data o latkach vybranych v dané sérii pro viechny latky, které by do
série podle stanovenych kritérii patfily. Série latek je skupina slouCenin vybrana pro testovani
podle uréitych kritérii. P¥i vybéru latek je vhodné dodrZet dva zdkladni poZadavky: 1. latky
v sérii by mély vykazovat stejny mechanismus ucinku a 2. série by méla obsahovat latky s co
moZnd nejvétdim rozdilem fyzikalné chemickych vlastnosti. Tato série miize byt sloZena ze
strukturné podobnych latek (strukturné homogenni série) nebo z latek strukturné rozdilnych

(strukturné heterogenni série) (Tichy, M., 2005).
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2.2, Testovany organismus Artemia salina, L.

2.2.1. Taxonomické zarazeni

obr. 1 Artemia salina. Pfevzato z dragonja.nib.si.

tige: ANIMALIA (ZIVOCICHOVE)
kmen: ARTHROPODA (CLENOVCI)
podkmen: CRUSTACEA (KORYSI)
tfida: Branchiopoda (lupenonozci)
tad: Anostraca (ZabronoZky)

rod: Artemia

druh: Artemia salina, L. (ZibronoZka solnd)
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2.2.2. Anatomie a morfologie

podkmen: CRUSTACEA

Kory$i maji &lankované télo Clenéné na jednotlivé oddily (hlava, hrud’ a zadecek).
Hlava &asto srustd s nékolika hrudnimi ¢lanky za vzniku hlavohrudi. Celé télo je obvykle
pokryto kutikulou, ktera muzZe vytvafet krunyt (Sedlak, E.; 2003).

Hlavu kory§t tvoif $est ¢lanki. Prvni segment (akron) je bez kondetin, zbylych pét
glankt nese konéetiny, resp. organy koncetinového puvodu. Jednd se zejména o tykadla
prvniho a druhého paru (anthenuly a antheny), kusadla (mandibuly) a dva pary Eelisti
(maxily). Prvni par tykadel ma smyslovou funkci. Mohutny péar druhych tykadel s mnoha

brvami umozZiiuje vznadeni na vodé¢ a z&asti je zodpovédny i za pohyb (Papatek, M. et al., 1994).

Polet &lanki, které tvofi hrud’ je variabilni. Konéetiny (thoracopody) piipojené
k prvnim tfem ¢lankim jsou Casto pfeménény v Celistni noZky (maxilipedy). Ostatni hrudni
konéetiny maji vétsinou funkci pohybovou, mohou slouZit k dychani, filtraci potravy nebo

k rozmnoZovani,

Anatomie kongetin odpovida jejich funkci, mohou byt jednovétevné a slouZit k lezeni,
nebo rozeklané (dvouvétevné), uzpisobené k plavani, pfihanéni a filtraci vody, dychani apod.
Dvouvétevné konéetiny se sklddaji z nékolika ¢&asti. Na nerozeklané ¢&asti (protopodit)
muiZeme nalézt vnitfni vyb&zky (endity), které jsou u ustnich kondetin a slouZi k jemnému
zpracovani potravy, a vyb&zky vn&j&i (epipodity), které vytvati Zabry. Rozeklanou &ast
koncletiny tvofi exopodit a endopodit.

Na zade&ku jiz obvykle konéetiny nejsou. Posledni t&lni ¢lanek (telson) mize nést dva
vybé&Zky tvoiici vidlicku (furka).

Travici soustava je trubicovitd, u riznych skupin kory$t rizné diferencovani. Do

stteva obvykle dsti vyvody jaterni Z1azy (hepatopankreas).

Zakladnimi organy dychaci soustavy jsou Zabry, které jsou umistény na kon€etinach
ve formé epipoditovych pfivéskt. N&ktefi korysi mohou dychat celym povrchem téla.

v

Oteviené cévni soustavé dominuje dorzalni céva. U né&kterych niZsich skupin kory3i
byla cévni soustava zredukovana pouze na srdce (perlootky) nebo dokonce vymizela iplné

(klanonozci).
Vylugovaci organy jsou umistény bud’ u baze druhého péru Celisti (maxilarni Zlazy)

nebo u baze drubhého paru tykadel (antendlni Zlazy).
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U niz&ich skupin korysh je nervova soustava tvofena parovymi ganglii v jednotlivych
t&Inich &lancich, pfitemz prvni (nadhltanové ganglion) je nejve&tsi. U nékterych tfid dochazi
ke splynuti ganglii v hlavé s vytvofenim nadhltanového mozkového ganglia, které je obvykle
déleno na tfi &asti: protocerebrum, které inervuje oci, deuterocerebrum, které inervuje tykadla
prvniho péru (antenuly) a tritocerebrum, které inervuje tykadla druhého paru (anteny). Ogi

jsou bud’ jednoduché poharkové (naupliovd otka) nebo sloZené (Sedlsk, E.; 2003).

Pohlavni #l4zy kory%i jsou parovité. N&které kondetiny samch mohou byt uzpisobeny
k prichyceni samice pii kopulaci, jiné jsou upraveny pro samotné rozmnoZovani, tzn. slouZi
k pfenosu spermatofori do pohlavnich vyvodi samice. U niZ3ich tfid je patrny pohlavni
dimorfismus, napfiklad velmi napadné rozmnozZovaci koncetiny u samet. Korysi jsou obvykle
gonochoristi, u né&kterych tfid dochdzi i knakladeni a vyvoji z neoplozenych vajiek
(parthenogenese). Samice kladou v prib&hu léta neoplozend vajicka, z nichZ se vyviji dalsi
partenogenetickd generace samic. Ve stresovych podminkach (napf. nedostatek potravy) se

z nékterych vajicek vylihnou i drobni samci (Papacek, M. et al., 1994).

Vyvoj probiha pfimo nebo pies larvalni stddium. Zakladnimi typy larev jsou nauplius
a zoea. Nauplius je larvalnim stddiem u vSech tiid korySi, Ma neélankované ovélné télo,
jediné oko a tii pary koncetin, ze kterych v prib&hu vyvoje vznikaji dva pary tykadel a
kusadla. Dalsi ¢lanky s koncetinami dordstaji teprve postupné (Papacek, M. et al., 1994). Zoea se
vytvaii pouze u mofskych druhil tfidy Malacostraca (Sedlik, E.; 2003).

tiida: Branchiopoda (lupenonoZci)

Charakteristickym rysem této tfidy jsou hrudni lupenité nozky, které nesou Zibry a
slouzi k filtraci potravy a k pohybu (Sedlak, E.; 2003).

Fdd: Anostraca (Zibronozky)

Zabronozky maji asi dvoucentimetrové, protahlé, mirné& zplo3tlé t&lo jantarové barvy.
U tohoto f4du nepokryva povrch téla krunyf. Na hlavé je jedno jednoduché naupliové ocko
umisténé mezi slozenyma o&ima, které jsou na stopkach. Hrudni noZky jsou uzpusobeny
k dychani, filtraci potravy a plavani (Zabronozky plavou obvykle hibetem dolt, otaceji se
pouze pfi vyjime&nd, napiiklad pH vifeni). Saméi tykadla druhého paru jsou zvétSena,
hakovita, druhové specificka a sloui k pfichyceni samice b&hem kopulace (tzv. objimavé

kon&etiny) (Sedlak, E.; 2003)..
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rod: Artemia

L

obr. 2 Zastupci rodu Artemia. Vpravo samice, vlevo samec. Snimky ze stereomikroskopu. (Lavens, P.;
Sorgeloos, P., 1996).

Té&lo, obvykle 8-12 mm dlouhé, je rozdéleno na 3 &asti: hlava, hrud’ a zadedek.(Cassel,
J. D,; 1937). Celé je pokryto tenkou, pruZznou kutikulou z chitinu, ke které jsou pfichyceny
svaly. V larvilnim stadiu je kutikula tenka 0,3 — 1,0um po celém povrchu téla. Je rozdélena
na vnéjdi a vnitini fibrézni prokutikulu bez diferenciované exogenni a endogenni &asti.
Kutikula pokryvajici dospélce se od larvélni li3i, jeji tloudtka se méni s ¢astmi t&la i
pohlavim. Vnitini kutikula je &lenénd na vice &asti. Rozdily v jejim sloZeni u larev a dospélcu

Jsou dény odli$nymi metodami syntézy sloudenin, ze kterych se sklada (Freeman, 1989).

Hlava ptedstavuje nejspecializovan&jsi &ast téla, je Elendna do Sesti segmenti, které
obsahuji mj. smyslové a nervové tkang, &ast exkreénich organi a traviciho systému.
Prostomia_je bez tykadel. Ta jsou pfipojena k metamernim &4stem (Criel, G. R. J.; Macrae, 2002,
a).

K prvni metamerni &sti jsou pfipojena prvotni tykadla. Jedna se o vélcové trubiky
s velmi poddajnymi sténami, které se mohou ohnout viemi sméry. Centralni dutinu kazdého
tykadla tvofi sinus inervovany 2 nervy, z nich alespoti jeden vede ze $picky tykadla do

gangliovych bun&k (Tyson, G. E., 1980). Druhy segment hlavy nese par spojenych sekundarnich
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tykadel, ktera se podstatné lidi u samé&ich a samiich jedinel (Cassel, J. D., 1937). Tteti segment
hlavy je vyrazny diky kusadlum. Ka?dé kusadlo je vybaveno zuby, které slouZi
k mechanickému zpracovavani Castic ziskanych filtrovanim vody. Ctvrtjz segment nese
primérni horni Celist. Pata ¢ast je kompletné spojend se Etvrtou &asti a spole&n& s ni vytvari
zaklad sekundarni homi &elisti ( G. R. J.; Macrae, 2002, a).

Hrud’ je sloZena z jedenacti segmentd, z nichZ kaZdy mda par spojenych listovitych
piivéski (phylopod nebo plovacich nohou), které slouzi k pohybu, osmoregulaci, dychani a
vyzivé. Plovaci nozky prvniho a posledniho segmentu jsou nejmensi, velikost a délka se
zvt3uji z obou stran smérem ke stfedu hrudi (tvofi okolo téla maly oblouk). Hrudni koncetiny
vymezuji ventralni kanal (,,food groove®), kterym je vedena potrava. Trny a brvy pokryvajici
nozi¢ky znaéné zv&tiuji jejich funkeéni oblast a diky nim se ZibronoZkdm také lépe plave.
Okraje brv jsou pokryty Stétinkami (setulae), které tvofi uinny nastroj na filtrovani potravy.
Inervace téchto brv zatim nebyla uspokojivé popsana. Larvy se Zivi pomoci tykadel a filtraci
vody pfes &elisti (Criel, G. R. I.; Macrae, 2002, a). Dospélci vyuZivaji k ziskani potravy ,,food
groove®, resp. brvy a $tétinky na jejich zdkladnich ¢Elancich (Barlow, D. L; Sleigh, M. A., 1980).
Distalni exopodit plni svou roli pfi dychani (Criel, G. R. J.; Macrae, 2002, a).

Zadetek (abdomen) lezi hned pod hrudi a skiddd se zosmi prstencovych Easti.
Nejdilezitéjsi ¢asti bfisni dutiny jsou gonopody, které mohou byt tvofeny saméimi (penis)

nebo sami¢imi segmenty (Graafiv folikul) (Criel, G. R. J.; Macrae, 2002, a).

Zazivaci systém je uloZen volné v hemolymf& krevniho fedité. Histologicky se &leni
na tfi Casti:  stomodeum (kratka &ast travici trubice sloZena z primitivnich ust, jicnu a stfedni
¢asti travici trubice), proctodeum (koncové, zadni stievo) a caeca (slepa stfeva, ve

kterd usti jicen a stiedni ¢ast traviciho traktu) (Schrehardt, A., 1987).

Povrch stiedni &asti travici trubice je lemovan dlouhymi drobnymi mikroklky, které
Jsou pokryty vrstvou mukopolysacharidii (Kikuchi, S., 1972). Vnitini &ast vyludovaci trubice je
obklopena peritrofickou membranou. U nauplii tyto mikroklky chybi, ale peritrophicka
membréna pravdépodobné pochazi z méchyiks, ve kterych jsou uloZené travici enzymy

(Schrehardt, A., 1987).

Zabronozky méiji otevieny ob&hovy systém, stejné jako vétSina kory$d. Srdce je
jednoducha podélna trubice uloZena dorzalné k zaZivacimu traktu (Criel, G. R. J.; Macrae, 2002, a).

Krevni butiky jsou améboidniho tvaru, s pomémné malym jadrem a cytoplazmou plnou granul
(Martin, G. G, et al., 1999).
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U dosplct jsou za vyludovani zodpovédné maxilarni Zlazky, zatimco u niZSich
vyvojovych stadii jsou to Zlazy tykadel, které postupem c&asu zakrni (Warren, H. S., 1938).
Larvélni tykadlové Zlazy jsou uloZeny na boku hlavy nebo po obou stranach zaZivaciho
traktu, kde vyristaji sekundarni tykadla. Maxilarni Zlazy vy&nivaji z téla hned za kusadly
(Martin, G. G. et al., 1999).

Nervova soustava ZdbronoZek je tvofena mozkovym gangliem. Doposud byly popsany
dva typy nervovych bungk : v&t§i gangliové buiiky (obsahujici velké mnoZstvi cytoplasmy a
jadro s malym mnoZstvim chromatinu) a men3i neurony sjednim nervovym vyb&zkem

(obsahujici méné cytoplasmy a relativn& velké jadro plné chromatinu) (Benesch, R., 1969).

Protocerebrum dostdvd nervové signaly z frontdlnich organi a  o& nauplii.
V deuterocerebru, které je od protocerebra zietelné oddéleno, se nachazeji propojena prava a

leva ganglia prvniho tykadla (Hanstrém, B., 1928).

Tito kory$i maji dvé oddélené sloZené o€i na pohyblivych stopkach. Jedno sloZené oko
tvofi asi tfista jednoduchych ocek, které jsou sloZena z krystalického kuZele a bungk retinuly
(nervovy receptor tvofici ¢ast sloZeného oka). Krystalicky kuZel je zodpovédny za adaptaci na

svétlo (Nilsson, D. E.; Odselius, R., 1981) .

U nauplii plni funkci zrakového organu jediné stfedové oko uprostied hlavy (Warren, H.
S., 1930).

Sami¢i reprodukdni organy tvoii par vaje¢niki a vejcovodi vedouci do jediného
Graafova folikulu. Dospéld samice ovuluje zhruba kaZdych 140 hodin, v zavislosti na
okolnich podminkach a podle toho, jestli se jedna o vejcorodost nebo vejcoZivorodost (Metalli,

P.; Ballardin, E., 1970) .

Samé¢i rozmnoZovaci apardt se sestdvd z paru varlat, které obsahuji somatické a

zarodetné buiiky, ptidavnych 71az a dvojitého penisu (Cassel, J. D., 1937).
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obr. 3 Artemia salina, L.
48 hodin stary jedinec.

Dorzalni pohled.

(obr. poskytla mgr. J.
Vytlagilova)

obr. 4: Artemia alina, L.
48 hodin stary jedinec.

Ventralni pohled.

(obr. poskytla mgr. J.
Vytlagilova)
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22.3. Vyvojova stadia

W dospély

samec

juvenilni
~—  stadium

obr. 5 Vyvojovy cyklus Zibronozky. Pfevzato z ut.water.usgs.gov $ Gpravou.

Postembryoticky vyvoj Zabronozek zakina naupliem, pokratuje larvalnim a juvenilnim

stadiem a kon¢i dosp&lym jedincem.

Podle morfologickych zm&n, které nastivaji béhem vyvoje je ale stadii mnohem vice,
napf. Freeman (Freeman, J. A., 1989) popsal devatenact a Benesch (Benesch, R., 1969) dokonce
dvacet &tyfi larvalnich stadii. V&tsina studii v dnesni dobg vychazi ze Schrehardtova schématu
(Schrehardt, A., 1987), ve kterém pomoci elektronového mikroskopu popsal vyvojova stadia
druhu Artemia franciscana vedouci k dospélci nasledovné: jeden nauplius, &tyfi
metanauplicka stadia, sedm postmetanauplickych a pét postlarvainich stadii (Schrehardt, A.,
1987).

Schredhardtiiv popis vychazi z fazi mezi jednotlivymi svlékanimi kutikuly.

K rozlifeni nauplii a metanauplii slouzi riist nebo zmenseni tykadel & kusadel.

Metanauplia a postmetanaupliarni stadia vyvoje jsou charakterizovina &lenénim a dalSim

32




—-———‘

vyvojem maxil, hrudnich segmenti a hrudnich konéetin (Schrehardt, A., 1987). Postlarvélni

stadium se vyznadyj

(Criel, G.R. 1 Macrae, 2002, b).

e pfeménou tykadel a reprodukénich organt do jejich konetné podoby

Cysty sabronoZek jsou pravdépodobné ze viech vyvojovych stadii, ktera se b&hem
3ivota ruznych zvifat stiidaji, nejodolngjsi vi¢i nepfiznivym podminkdm. Po té, co jsou
#abrono¥ky schopny pohybu, stavaji se z nich organismy s nejlepsi osmoregulaci ve zvifeci
#¥. Diky této adaptaci se z tohoto koryde stal organismus Siroce vyuZivany ke studiu
obecnych biologickych pochodi (Clegg, J. S.; Trotman, C.N. A, 2002).

V zavislosti na okolnich podminkich miiZe #4bronoZka klast vaji¢ka jednim z t&chto
dvou zpusobu: Vejcozivorodost, kdy se nauplia lihnou ihned po nakladeni. Nebo, pii
nepfiznivych podminkach okoli, vejcorodost, jejimz vysledkem jsou cysty, které ihned
vstupuji do diapauzy (stadia vegetativniho klidu) (Lavens, P.; Sorgeloos, P., 1987). Schopnost
t&chto cyst pieZit v extrémné neptiznivych podminkach (napf. pii 103°C bez vyznamného
vlivu na pozdgjsi lihnuti) je obdivuhodna (Hinton, H. E., 1968). Pro vysvétleni vysoke odolnosti
cyst v extrémnich podminkéch bylo vyvinuto n&kolik teorii, napf.: Teorie vypafeni vody
(WRH) zdiraziiuje dbleZitost piitomnosti disacharidu trehalosy, kterd mimo jiné chrani
membrény a proteiny pred Skodlivymi Gginky dehydratace svou schopnosti nahradit strukturni
vodu, ktera je asociovani s jejich povrchem. V pozd&jich vyvojovych stadiich uZ nebyla

piitomnost trehalosy pozorovéna (Crowe, J. H. etal., 1981).

Diapauza je ukon&ena podnéty okoli, jejichZ intenzita se druh od druhu li3{ (Lavens, P.;
Sorgeloos, P., 1987). Kongi ve chvili, kdy jsou piijatelné podminky pro pokradovéni vyvoje, tzn.
optimalni dostupnost kysliku, optimlni teplota a slozeni vody. Inertni kutikula, kterd kryje
embryo je nepropustnd pro netékavé roztoky a to je s nejvétsi pravdépodobnosti pficinou
toho, Ze se Zabronozky adaptovaly na Zivot v prostfedi s vysokou salinitou (De Chaffoy, D. et al.,
1978). Larvy, které se lihnou po skonCeni diapauzy jsou morfologicky stejné jako ty, které se
vylihly hned po nakladeni vaji¢ek (Liang, P.; MacRae, T. H., 1999).
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2.2.4. Celosvétové rozsireni

ey

Zéstupci rodu Artemia objva viech pét kontinentli, Ziji vrade slanych jezer,
pobfeznich lagunéch a v mistech na vyrobu soli.

Ji# v roce 1915 publikovat Abonyi seznam osmdesati mist, na kterych se Zabronozky
vyskytuji, rozmisténych v jednadvaceti statech. V roce 1980 se pocet zndmych mist rozrostl
na dv& sté padesat a potet zemi na Styficet osm  (Persoone, G.; Sorgeloos, P., 1980). Jedna
z poslednich studii uvadi zhruba pét set lokalit vyskytu tohoto koryse (Triantaphyllidis, G. V. et

al., 1998).

RozloFeni téchto mist je velmi nerovnom&me.

Rozsiteni populaci Z4bronoZky je limitovano dvéma kritickymi faktory. Prvni z nich
je dén tim, Ze jsou to organismy Fijici celoroéné ve vod® (kromé cyst), a druhym jsou

podminky Zivotniho prostfedi, které musi byt optimalni (Lenz, P. H., 1987).

V ptirozeném prostfedi je t¢zke najit pozitivni & negativni interakce mezi
jednotlivymi faktory, jako je salinita, teplota a dostatek potravy, které ovliviiuji Zivotni vyvoj
FabronoZek (Browne, R. A., 1982).

Spole¢nym rysem viech mist, na kterych se Zabronozky nachazeji je jejich vysoké
salinita. Bezpochyby je tento abioticky faktor jednim z rozhodujicich prvka, které maji vliv na
roziifeni jednotlivych druhti. Vysoka koncentrace soli je také mj. spojend s mendim vyskytem
ptirozenych predatord, kterych maji ¥abronozky velké mnoZstvi. Ostatni faktory (teplota,
mnoZstvi svétla a potravy) ovliviiuji pfedevSim kvantitativni aspekt rozifeni populace a
mohou také zplsobit dodasnou absenci téchto korysi. Na druhou stranu, ne vechna vodstva
vyznadujici se vysokou salinitou Zabronozky obyvaji. V&iinou se nenachazi ve vodach
s extrémni koncentraci soli (>200ppt) nebo jezerech s vysokym obsahem siranti. V Australii
je mendi vyskyt rodu Arfemia ptisuzovan piitomnosti kompetujicicho rodu Parartemia.
V ostatnich ptipadech, tzn. pokud se nejedna o extrémni koncentrace soli nebo o pfitomnost
kompetujiciho druhu, jde s nejv&tsi pravdépodobnosti o nedostatek cest, kterymi se mohou

zabronoZky rozsifit (vitr, ptaci...) (Van Stappen, G., 2002).

Zabronozky byly nalezeny i v jezerech, jejichZ salinita se pohybovala okolo 340 ppt
(Post, F. J.; Youssef, N. N., 1977). V tomto extrémnim piipad& zvifata ale jen stézi piezivala a
jejich normélni fyziologické a metabolické funkce byly vaZn€ naruSené. Opacny extrém, tzn.
minimalni salinita, pii které jsou zdbronozky je$t€ schopny prezit byla méné nez 45 ppt

(Persoone, G.; Sorgeloos, P., 1980). Pii takto nizké koncentraci soli ale dospélci rychle umiraji a
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nauplia dorustaji velmi pomalu. Divodem, prot tyto organismy vyhleddvaji mista s takto
vysokou, popf. nizkou koncentraci soli je ten, #e nemaji zadny pfirozeny obranny
ti predatorim. Z4bronoZky jsou sloZkou zooplanktonu, kterym se Zivi

mechanismus pro
prevainé mnoZstvi vodnich Zivogicht. Pokud tedy budou Zit v prostfedi, kde je salinita tak
vysok4, Ze tam jiné organismy Zit nemohou, n¥kolikandsobné se zvysi jejich Sance na preZiti.
Pro vétdinu ptirozenych nepfate! téchto korysi je optimdlni salinita prostfedi mezi 80-100 ppt
(Hedgpeth, . W., 1959).

Zatim nebyla jasné definovana optimalni salinita prostfedi jednotn& pro viechny
zastupce rodu Artemia. Z fyziologickych diivodu musi byt tato koncentrace nékde mezi
nejnizé{ a nejvy33i hodnotou, spide ale v blizkosti niz3i hranice. Cim vy33i je totiZ salinita
prostiedi, tim vic energie spotfebuji zabronozky na regulaci osmézy. V neposlednim piipadé
hraje okolni salinita dileZitou roli, pfi vyvoji z cyst, ty se zatnou vyvijet dal ve chvili, kdy
jsou vjejich okoli optimalni podminky, v@etn¢ salinity. Napfiklad pro organismy Zijici
v zatoce San Francisco Bay je tato hrani¢ni hodnota 85 ppt, nad touto hranici lihnuti neza¢ne,
protoZe se cysty nedostatetné hydratuji a dostate&né hydratace cyst je nezbytnou podminkou

lihnuti (Lavens, P.; Sorgeloos, P., 1987).

Stejné jako snasi ZabronoZky riiznou salinitu, jsou také schopny pfeZit ve vodg, ve
které je pomsr hlavnich kationtd a anionti zcela odli3ny od moiské vody (Persoone, G.;
Sorgeloos, P., 1980). Pomér Na'/K™ je v motské vode 28, ale #abronozky jsou schopny Zit pfi
hodnotach 8-173. Iontové sloZeni pfirozeného prostiedi z4bronozek muzZe rozhodovat o
ekologické izolaci nékterych druhii a také miize byt jednim z divodd morfologickych

odlignosti, které u jednotlivych druhi nachazime (Bowen, S. T. et al., 1985).

Daliim z limitujicich faktora vyskytu je teplota vody. Zadny druh Z4abronozky nebyl
nalezen v zemi s velmi chladnym klimatem. Zd4 se, Ze 4. franciscana neni schopna pfeZit
delsi dobu pti teplotach niZSich neZ 5°C (Gajardo, G.; Beardmore, 1. A., 1993). Oviem kromé cyst,
které pFeziji i mnohem niZ§i teplotu, nejniZsi naméfena teplota, které byly cysty vystaveny a
byly schopny se potom vylihnout, byla v blizkosti absolutni nuly (2K) (Skoulichi, A. I;Morowitz,
H. 1., 1964). Maximalni teplota, kterd Zabronozkém vyhovuje se pohybuje okolo 35°C, ale
fyziologicka adaptace jim umoZiiuje pieZivat po kratky &as (n&kolik tydni) pii 40°C(Clegg, J. S.
et al,, 2001). Tento fakt opét neplati pro cysty, které byly vystaveny teplotam pies 100°C a
stejné si uchovaly schopnost se vylihnout (Vanhaecke, , P.; Sorgeloos, P., 1989). Pro vétsinu druht

se optimalni teplota pohybuje mezi 25 a 30°C.
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2.3. Testované chemické litky

Q

Anthranilanilidy, jsou latky, které byly odvozeny od salicylanilidd zaménou fenolické

2.3.1. Anthramlamlld

R!; R?... -H; -NHy; -OH; -X; alkyl...

skupiny v poloze 2 za aminoskupinu. Jedna se tedy o jejich izosterni dusikatd analoga.

Salicylanilidy jsou jiZ fadu let znamy svymi biologickymi u€inky, které mohou byt
v zavislosti na substituci velmi rozdilné. Mezi sloudeninami s touto chemickou strukturou
nachazime zastupce z¥ady neuroleptik, antimykotik, analgetik, antiflogistik, diuretik,
choleretik a dalSich. Dfive byly tyto slouCeniny pouzivany ve velkém mnoZstvi v medicing,
kosmetice (napf. jako desinfekéni prostiedky) i vtechnickych oborech (prumyslové

antioxidanty) (Kubicové, L.; Waisser, K., 1992).

Rady toxikologickych studii, kieré byly se salicylanilidy provedeny, prokazaly, Ze
maji tyto latky nizkou toxicitu (akutni i chronickou) a jejich aplikace nevede k Zadnym
orgéanovym zménam. Po zavedeni do praxe se ale zadaly objevovat prvni nezadouci GCinky
halogenovanych salicylanilidd, po které se u exponovanych jedincii objevila fotokontaktni
dermatitida. Vysledky naslednych studii vedly k odklonu od pouZivani téchto latek

v medicing (Kubicova, L.; Waisser, K., 1992).

Objev novych mechanismi G¢inku salicylanilidu a jejich strukturnich analog vede k
$ir§imu studiu jejich potencidlni antimykobakterialni a antifungdini aktivity (Pravda, M. et al,
2004.; Waisser, K. et al., 2003).

U salicylanilidi byla objevena schopnost inhibovat bakteridlni dvoukomponentovy
reguladni systém. (Macielag, M., J. et al., 1998; Ellsworth, E L. et al., 1999). Bakterie diky tomuto
systému rychle a flexibilng reaguji na zmény prostfedi, veetn& pusobeni antibiotik.
Salicylanilidy inhibici dfleZitych signalnich drah bakterii zptisobi smrt bakteridlni buriky.
Vyhoda pouziti latek stimto mechanismem G&inku spocivd vtom, Ze u cloveka nebyly

podobné signalni drahy nalezeny (Kauppi, A. N. et al., 2003).

O biologické aktivit® anthranilanilidu toho zatim moc zndmo neni. Diive byly

pouZivany jako meziprodukty pro syntézu heterocyklit a barviv, a proto nebylo potieba
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detailnéji studovat jejich piisobeni na biologické systémy. Struktura t€chto latek obsahuje

misto fenolické skupiny aminoskupinu, z toho lze usuzovat, Ze nebudou vyvolavat alergii
v takovém rozsahu jako salicylanilidy.

Biologické aktivita byla studovéna u ¥estnacti riizng substituovanych amidu kyseliny
anthranilové. Jednalo se naptiklad o studium vlivu na centralni nervovy systém a motorickou
aktivitu, na kardiovaskularni systém, potenciélni antiflogistické a analgeticke uéinky (Heindel,
N.D.etal, 1971).

Centrélni nervovy systém ovliviiovaly derivaty anthranilanilidii substituované v poloze
5 chlorem nebo v poloze 2 methylem, popt. methylem &i fenylem na dusiku amidové funkéni
skupiny. Pfi studiu téchto latek byla pozorovana zjevna myorelaxace. Dalsi latka plsobici
tlumivé na centrdlni nervovy systém je 5-chloranthranilanilid, na jehoZ aminoskupiné
v poloze 2 byla provedena substituce methylem. Nesubstituovany 5-chloranthranilanilid sice
neovliviiuje centralni nervovy systém, ale byl studovan pro svij antiflogisticky a¢&inek,
kterym piedéil kyselinu acetylsalicylovou. Jako dalsi potenciéln® antiflogistické latky se
ukazaly anthranilanilidy substituované na aminoskupiné v poloze 2 methylsulfonylskupinou,

které v poloze 4" obsahovaly akceptory elektronti (Nakamura, K. et al., 1993).

Jako potencidlni neuroleptika byla studovana skupina riizn& substituovanych
anthranilanilidi. Kladny vliv na G&inek mély zejména substituce v acylové &asti molekuly,

konkrétn& substituce fluorem v poloze 4 a aminoskupinou v poloze 2 (Norman, M. H. et al., 1996).

U anthranilanilida, které byly v polohach 2°, 37, nebo 4° monosubstituovany, popf.
v polohdch 24" nebo 2°, 6" nebo 37, 5 disubstituovany methylem byla studovana
antikonvulzivni aktivita (Clark, C. R. et al., 1986).

Anthranilanilidy se substituovanym benzoylem navézanym na aminoskupiné v poloze
2 jsou inhibitory koagula&niho faktoru Xa. Mohly by se tedy stat 1é&ivy pouZivanymi pfi
1é¢bé tromboembolie (Yee, Y. K. et al., 2000).

Pro své insekticidni Gdinky byly patentovany anthranilanilidy s disubstituovanou
aminoskupinou v poloze 2, substituované v kyselé S4sti molekuly minimélné jednim,
maximalng étyfmi atomy chloru nebo bromu (J. R. Geigy A, 1961).

U n&kterych anthranilanilidi, obzvlasté pak u 1atek, které obsahuji v poloze 3, popt. 3
a § nitroskupinu, byl pozorovan cestocidni u¢inek. Nejucinn&j3i ze série testovanych latek byl
2'-chlor-3,4" 5-trinitroanthranilanilid (Piskov, V. B. etal., 1973).

Pi testovani rizné substituovanych N-fenylanthranilovych kyselin byla nalezena

antimykobakterialni aktivita proti vSem testovanym kmenlim (Goldberg, A. A et al, 1948).
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Uzavfeni kruhu na 3-aryl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ony vede ke ztrat¢ tohoto uginku
{Kubicov4, L. et al., 2000).

V neposledni fad€ byla u anthranilanilidG studovéna i antivirova aktivita proti viru
ednalo se o studium pfedev§im n&kterych halogenovanych sloudenin

Herpes simplex. ]
s acetylovanou aminoskupinou. U téchto latek se ale nepodatilo prokazat pfiznivou aktivitu.
Stejné tak jako pii testech proti viru HIV, kde byly zkouSeny anthranilanilidy
s halogenalkanoyl skupinou vazanou na benzamidovy kruh pomoci amidové vazby.
Antivirova aktivita byla ale prokazana u latek, u kterych je halogenalkanoyl vdzan na

benzamidovy kruh thioesterovou vazbou ( Turpin, J. A. et al., 1999).

2.3.2.  3-Aryl-1,2.3- -benzotriazin-4(3H)-ony

C :N¢:~
N

R': R?... -H; -NHy; -OH; -X; alkyl...

Tyto latky jsou izosternimi analogy derivatd chinazolinu a benzoxazinu, mezi kterymi

se nachazi fada latek s biologickou aktivitou (Waisser, K.; Kubicov, L., 1993).

U téchto sloutenin, na rozdil od jejich otevfenych analog, nebyla nalezena
antimykobakterilni ani antifungalni aktivita (Kubicové, L. et al., 2000). Jisty antimikrobialni
uginek vykazuji 3-sulfonyl-1,2,3-benzotriazin-4(3f)-ony (Jinbo, Y.; Takeuchi, Y., 2001),
thiokyanomethyloxo-1,2,3-benzotriazin-4(3 H)-ony a thiokyanothiomethyl-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-ony, které byly pro tento sviij G€inek i patentovany (Shankar, R. B. et al., 1998).

Nesubstituovany 1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on vykazuje herbicidni a insekticidni
udinky. PouZiva se také pro své repelenti uginky na ptactvo. U této latky byl podrobné
prostudovan jeji toxicky vliv na &lovéka, mj. proto Ze pfi SirSim pouZivani vstupuje do

potravniho Fetézce (Clark, L. et al., 1991).

Jako potencionalni antiepileptika byly testovény slou¢eniny odvozené od 3-benzyl-
1,2,3-benzotriazin-4(3H)-onu. PH podavani potkanim se jevily jako netoxické a relativné
dobfe u¢inné po p.o. podani. NejufinnéjSimi Jatkami z této skupiny byly nesubstituovany 3-

benzyl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on a 2,3-dichlorbenzylderivat (Komet, M. J., 1997).
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Studium 3.subtituovanych derivati 3-hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-onu, které

obsahuji v poloze 3 aryl, prokazalo, Ze tyto latky maji afinitu k 5-HT), serotoninovym, D; a

D, dopaminovym a o, a 02 adrenergnim receptoriim (Caliendo, G. et al., 2000).
Derivaty 3-fenyl-1,2,3-benzotriazin-4(3 H)-onu obsahujici v obou &astech molekuly
chlor a substituované v poloze 2° riiznymi skupinami byly patentovany pro své sedativni,

hypnoticke, myorelaxacni a antisklerotické vlastnosti (Goedecke A.-G., 1970).

2.3.3. 3-Aryl- l,2,3-henzotr1azm-4g3§[—thmnx
C iNc:

R'; R?... -H; -NH,; -OH; -X; alkyl...

Vlastnosti téchto latek nebyly v literatufe doposud popsany. Nesubstituovany 3-aryl-
1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion a n&které jeho derivty se vyuZivaji pii organickych
syntézach. 4-Sulfanyl-1,2,3-benzotriazin byl studovan kvili potencidlni adrenegni aktivité,
kterou se pfi podrobngjsich studiich nepodafilo prokazat (Grundmann, Ch., 1959).

Od 4-sulfanyl-1,2,3-benzotriazinu odvozené organofosfaty byly patentovany jako
insekticidy (Schicke, H. G., 1964).

39




3.
EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Metodika testovdni ldtek pomoci Artemia salina

Kratkodobé testy s 4. salina pro stanoveni parametrd toxicity odlisnych chemickych

latek jsou vyuzivany Vv mnoha laboratofich po celém svét&. Bylo vypracovano nékolik
metodik pro samotne provedeni testu (napt. Solis, P. N. et al., 1993).
P¥i vlastnim testovani jsme vychazeli z postupii navrZenych skupinou Paula Vanhaecke

(Vanheacke et al., 1981).

3.1.1.  Vlasti provedeni
Lihnut{ a pFiprava naupli{

Podrobng popsany pozdéji v kapitole 3.4.2 Piiprava testovaciho organismu Artemia

salina.
Obecny test pro stanoveni toxicity

Test je provadén v malych Petriho miskach. Do kaZdé z nich je pomoci pipety pfeneseno
asi deset nauplii. MnoZstvi vody, ktera se do misky dostane s nauplii by mélo byt minimalni.
Do kazdé misky se pfidd 10ml roztoku chemikalie o pfislusné koncentraci. Petriho misky se

uzavfou a nechaji inkubovat ve tmé pfi 25°C.

Po 24 hodinach se spogitaji uhynuli jedinci. Za mrtvé jsou povaZovany viechny larvy, u

kterych neni pozorovan pohyb déle neZ deset sekund.
Predbéiny test

Tento test je provadén kvili stanoventi ,kritického rozmezi“ koncentraci testované latky.
Je pfipravena sada odstupiiovanych konceniraci, kterych je dosaZeno postupnym fedénim
nejkoncentrovandjsiho roztoku testované latky. Piiklad fedéni chemickych latek: 10000,
1 000, 100, 10... mg/l. Pfedb&zny test je proveden pouze s jednou Petriho miskou pro kazdou

koncentraci. Miska, ve které je pouze mofska voda a nauplia, slouzi jako kontrola.

Konecny test

Cilem testu je co nejpfesn&ji stanovit hodnotu ECse, tzn. koncentraci, pfi které uhyne
béhem 24 hodin 50% jedinci. ,Kritické rozmezi® koncentraci je znamo diky pfedbéznému
testu. U koneéného stanoveni je pouZito jemngjsiho fedéni. Pro testovani by mélo stacit pét
odstupfiovanych koncentraci. Uspokojivé hodnoty ECse jsou dosaZeny pokud je rozsah
umrtnosti v miskéch od 5 do 95%. Pokud tomu ziskané hodnoty neodpovidaji je dalsi test
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proveden s jinymi Koncentracemi Z kritického rozmezi“. U vSech koncentraci musi byt

pfitomna kontrola. Pro dostate&né vysledky je potieba ka?dy test minimaln tfikrat opakovat.
Kontrola citlivosti nauplii
Pii kazdém pokusu musi byt, pro ovéfeni stability a citlivosti dané metody, paralelng

proveden test s€ standardnim toxinem (napf. laurylsiran sodny).

3.1.2. Vyhodnoceni

Hodnoty ECso mohou byt ziskany grafickou interpolaci. Z dosaZenych vysledku jsou
spotitdna procenta Gmrtnosti u jednotlivych koncentraci. Poté je sestrojena grafické zavislost

amrtnosti na koncentraci a z piimky, ktera vznikne proloZenim ziskanych bodi, je odegiena
hodnota ECso.
Ziskané vysledky jsou povaZzovany za platné pokud neni procento umrtnosti v kontrolach

vy$8i neZ pét.
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3.2, Testovany organismus Artemia salina

32.1. Piivod a skladovini cyst
Cysty, které byly pro experimenty pouZity dodava na na$ trh némecka firma JBL (Novo-

Temia, Artemia Eggs)-
Cysty 34bronozek se daji zakoupit ve vEétSingé obchody, které nabizeji sortiment pro
akvaristy. Jsou prodavany v neprody3nych saécich nebo konzervach. Po otevieni musi byt

zaji$t&no uchovani bez pristupu vzdusne vlhkosti a svétla.

Vajitka jsou uchovévana v lednici pfi 5 °C. Jsou uzaviena ve sklen&né lahvi, ktera je
umisténa v exsikatoru. Hygroskopickou naplni je vtomto piipadé oxid fosfore¢ny (P2Os).

Lihnivost cyst je dodavatelem garantovana po dobu dvou let.

3.2.2. Lihnuti vaji¢ek

Vajitka ZabronoZek jsou umisténa do moiské vody o znamém pH, teploté, salinit€ a
mnozstvi rozpudténého kysliku. Béhem n&kolika hodin dochazi k vylihnuti. Teplota 25°C
zaruduje, Ze nauplia, ktera budou pouZita pro pokus jsou vylihnuta do 24 hodin. Kvalitni cysty
zarutuji vysokou lihnivost, kterd se blizi 100%. Nevylihl4 vajicka ziistavaji obvykle leZet na
dn& a prazdné skofapky plavou na hlading. PH jednom cyklu lihnuti ziskdme pro nasledujici
pokus stovky organismi, u kterych je, diky stejnym podminkam vyvoje, zaruena vysoka

homogenita.
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3.3. Chemikilie, pomiicky a zafizeni

33.1. PoufZité chemicke litky

Pro pripravi mo¥ské vody:

Destilovana voda

Chlorid sodny (NaCl) (PLIVA - Lachema a. s.)
Chlorid hofenaty (MgCl,.6H,0) (PENTA)
Siran sodny (NazSO4) (PENTA)

Chlorid vapenaty (CaCl>) (PENTA)

Chlorid draselny (KCI) (PLIVA - Lachema a. s.)

Pomocné litky:
Dimethylsulfoxid (Fluka)
Hydroxid sodny - 0,04M roztok

Kyselina chlorovodikova — 0,1M roztok

Testované ldtky:

Chlorid manganaty p. a. (MnCl,.4H;0) (Fluka)

RAM 108 (3',4’-dichloranthranilanilid)

RAM 109 (anthranilanilid)

RAM 110 (4'-metylanthranilanilid)

RAM 111 (3’,4 -dichlorthioanthranilanilid)

RAM 112 (3-(3,4-dichlorfenyl)-1 2.3-benzotriazin-4(3 H)-on)
RAM 113 (3—(3,4—dichlorfeny1)—1,2,3-benzotriazin-4(3H)—thion)
RAM 212 (4", 5-dichloranthranilanilid)

Viechny testované latky, krom& MnCly, byly ziskany z katedry anorganické a organické

chemie.
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332, Pomiicky a laboratorni vybaveni

Pomiicky:

Kadinky 25 a 50 ml

Vazenka

Laboratorni 1Zicka

Teflonové michadlo

Automatické mikropipety a 3picky 20-200 pl; 50-200 pl; 100-1000 pl; 0,5-5,0 ml
Sklenéné zasobni lahve s plastovym uzavérem 100 ml; 250 ml; 500 ml a 1000 ml
Petriho misky sklenéné (priimé&r 10 cm)

Petriho misky plastové (pramér 10 cm) s perforovanou ptepazkou

Teplomér

Zkumavky se zabrusem

Stojan na zkumavky

Mikrotitraéni desky s 96 jamkami

Stereomikroskop

Pristroje:

Pfredvazky Kern 440-47N

Analytické vahy Kern Abj

Michatka MM2A (Laboratorni pkistroje Praha)
pHmetr pH/Cond 340

Oxymetr Oxi 340

Termostat VTB Binder

Ultrazvukova lazeil Bandeln

Stereomikroskop
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3.4. PFiprava a provedeni experimentu

3.4.1. Priprava morské vody

Standardni uméle vytvotend moiskd voda pouZivana pro lihnuti cyst a pro samotny

experiment ma obvykle salinitu 35+:1%e (Vanheacke et al., 1981).

Pro jeji piipravu je pouZita smés soli.

Slozeni (na 1000 ml): chlorid sodny (NaCl) 23,00g
chlorid hofe¢naty (MgCl,.6H,0) 11,00 g
siran sodny (Na;S04.10H,0) 9,07 g
chlorid vapenaty (CaCl,) 2,11g
chlorid draselny (KCl) 0,70 g
destilovana voda do 1000 ml

Po navéZeni viech soudasti je voda ve sklenéné lahvi se Sroubovacim uzivérem umisténa
na michatku a tam je pomoci teflonového michadla zajisténo Setrné michani aZ do rozpusténi
viech komponent roztoku.

Po rozpuiténi viech soli se pH vody pohybuje okolo 8+0,2. Pokud se namé&fenéa hodnota
pH 1igi, tak je upravena pomoci roztoku hydroxidu sodného nebo kyseliny chlorovodikové.
Pfed pouZitim vody pro vlastni pokus je mozné ji zfiltrovat kvili odstranéni ptipadnych

mechanickych necistot.

Mnozstvi rozpuiténého kysliku by nemélo klesnout pod 90%.

3.4.2. Ptiprava testovaciho organismu Artemia salina, L.
Pro kazdy test bylo pouZito 0,5g cyst a na jejich lihnuti 25 ml uméle pfipravené mofské
vody. Vajitka navazena do sklenéné Petriho misky byla smécena 3 ml pfipravené moiské

vody.

Po 5 minutéch bylo opatrné pfidéno zbyvajicich 22 ml motské vody. Petriho miska
s vajitky uzaviend vitkem byla umisténa asi 30cm od lampy se 100W Zarovkou. V této

vzdalenosti se teplota pohybuje mezi 25 a 30°C.

Po jedné hodiné zahfivani je miska s vajitky piemisténa do inkubatoru. Tady za
nepfitomnosti svétla a pti konstantni teploté 25°C ziistavaji 24 hodin.
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Druhy den je polovina Petriho misky zakryta materidlem nepropoustéjicim svétlo(napt.
germnym papirem) a miska je znovu umisténa asi 30 cm od lampy se 100W zarovkou. Diky
fototaxi se ZabronoZky nahromadi na nezakryté stran€ Petriho misky.

Asi po 30 minutéch jsou z hladiny filtradnim papirem odstranény skofapky. Z osvicené
strany misky jsou pomoci mikropipety postupné odebirana nauplia do druhé plastové Petriho

misky s d&lici pfickou, ve které je asi 10 ml pFipravené moiské vody.

Cast plastové Petriho misky, do které byla umisténa nauplia je zakryta neprusvitnym

materialem. Cela miska s¢ ptesune na 30 minut znovu pod lampu se 100W zarovkou.

Po této dobé je asi 20ml suspenze nauplii ze strany, ktera nebyla zakryta pfenesena do

lahve s 25ml pfipravené moiské vody. Z této lahve jsou potom Zabronozky odebirany pro

vlastni pokus.

3.4.3. Priprava testovanych latek

Viechny testované latky, krome standardniho toxinu (chlorid manganaty, MnCly), byly
testovany v milimolérnich koncentracich. Mnozstvi latky, kieré odpovidalo nejvy3si
koncentraci, bylo navaZeno a rozpusténo v z4brusové zkumavce. Jako rozpoustédlo byla
pouZita pfipravena mofska voda o pH 8,0 + 0,2 s pridavkem DMSO (0,0-2,0%). Pro dokonalé
rozpudténi byla pouZita ultrazvukova lazen, ve které se testované latky rozpoustZly nékolik

hodin.

Koncentraéni fada byla piipravena fedénim vzorku s nejvyssi koncentraci (fedici faktor:

1,2521,5).

3.44. Vlastni provedeni pokusu

Vychazi z metodiky, kterou navrh! Paul Vanhaecke a spol. (podrobngji v kapitole 3.1.

Metodika testovani latek pomoci Artemia salina).

Pokusy byly providény v plastovych 96 jamkovych testovacich destickach. Kazda
destitka ma 8 fad (A-H) a 12 sloupcii (1-12). Sloupce odpovidaji jednotlivym koncentracim a
fady opakovanim jedné koncentrace. V kaZdém sloupci je jedna jamka vyhrazena pro

kontrolu pokusu.

Do kazdé jamky bylo umisténo 100ul vzorku. Po lehkém protfepani bylo do kaZdé jamky

pfidano 501 suspenze nauplii (asi 10-20 jedinct).

47

il T EeTaEEaaa——



P

PH kazdém pokusu byl proveden paralelni test se standardnim toxinem (chlorid

Nakonec byly ptikryté desky ptemistény na dalsich 24 hodin do inkubatoru s konstantni

teplotou 25°C.
Po 24 hodinach byly pomoci stereomikroskopu spocitani uhynuly jedinci. Zijici larvy
byly usmrceny pomoci 50 pl 0,1M roztoku kyseliny chlorovodikové. Nakonec byl odecet

viech jamek proveden jesteé jednou.

Pokusy se viemi testovanymi latkami byly provedeny tfikrat.

3.45. Vyhodnoceni vysledkii
Ziskan4 data je moZné hodnotit pokud Gmrtnost v kontrolach neptesahla 5%.

Po odedteni vysledkl ze viech jamek a pfepocet na procenta mortality byla stanovena

hodnota ECso s 95% intervaly spolehlivosti. Pro statistické zpracovani téchto dat byl pouZit

program Prisma 4.,0.

Pro lep§i predstavu o toxicité testovanych latek byly tam, kde to ziskané vysledky
umoznily, dopogitany hodnoty ECio, EC2s a ECgo.

Z priméarnich dat byl sestrojena grafickd zavislost Gmrtnosti 4. salina na koncentraci

testovaného roztoku.

Vypogitané hodnoty ECjo, ECas, ECso a ECgo byly zpracovany graficky.
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VYSLEDKY

49




Vysledky méfeni:
I Tabulky primdrnich vysledki jednotlivych méfeni.

- koncentrace (mmol/l) je vyjadfena pomoci hodnoty X. Posledni
hodnota ve sloupci pfedstavuje vidy kontrolni pokus, tzn. misto roztoku

testované latky je v jamce pouze pfipravena moiska voda

- hodnoty Y odpovidaji procentiim umrtnosti pfi paralelnich

stanovenich

2. Konecné hodnoty EC (mmol/l) pro jednotlivé ldtky.
- hodnoty ECsg jsou doplnény o hodnoty ECjo, ECas a ECgo

- tam, kde to priméarni vysledky jednotlivych stanoveni dovolily
jsou tyto hodnoty jest€ doplnény o 95% intervaly spolehlivosti

3 Grafické zndzornéni zavislosti umrtnosti testovaného organismu

Artemia salina na koncentracich roztoki testovanych ldrek
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41 RAM 108 (3.4 -dichloranthranilanilid)

o Cl
Seavs
H
NH,

RAM 108 je bila krystalickd, ve vod€ téZce rozpustna latka.

Sumarni vzorec: Ci3HioCLN20

Relativni molekulova hmotnost: 281,14

Tato latka byla testovana v koncentracich 15,0 — 0,02 mmol/l.

Podminky experimentu: pH pfipravene moftske vody ... 7,99 — 8,12
teplota (°C) ... 24,4 - 25,8
salinita (%) ... 34 - 35
mnoZstvi rozpusténého kysliku (mg/l) ... 7,4 - 8,9

ptidavek DMSO (%; v/v) ... 0 - 1
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1. Primérni vysledky méfeni optimdlniho rozloZeni testovanych koncentraci

RAM 108
koncentrace
(mmol/1) mortalita (%)
T Ix Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7
1 1,48 100 100 100 100 100 100 100
T 099 100 100 100 100 100 100 100
3] 0,66 100 100 100 100 100 100 100
4] 0,44 100 100 100 100 100 100 100
s 0,29 100 100 100 86 80 72 85
3 0,19 74 72 100 100 66 91 75
Kl 0,13 68 62 95 72 83 62 60
8 0,09 44 66 83 81 73 62 36
9 0,06 35 36 11 35 63 52 11
10 0,04 0 7 23 11 13 0 17
1 0,03 0 0 0 12 3 0 0
12 0,02 0 0 0 0 0 0 0
13 0,00 0 0 0 0 0 0 0

tab. 1 Primarni vysiedky méfeni. X... koncentrace RAM 108 v mmol/l. 13. koncentrace je
kontrolni test. Y1-7... paralelni stanoveni.

2. Konecné hodnoty EC(mmol/l)

RAM 108
EC (mmol/)
ECyo 0,030
ECys 0,048
ECsy 0,077 (0,069-0,086)
ECso 0,140

tab. 2 Kone&né hodnoty EC (mmol/l). U hodnoty ECso doplnéno o interval spolehlivosti 95%.
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3. Grafické zndzornéni zdvislosti dmrtnosti testovaného organismu Artemia salina na

koncentracich roztoki testovanych litek

RAM 108 (3°,4 -dichloranthranilanilid).

Zavislost imrtnosti na koncentraci testované latky
1,6

14 -

1,2

0.8
0,6

koncentrace (mmol/l

0,4
0,2 .

0$s *
0 20 40 60 80 100
mortalita (%)

graf 1 Zavislost imrtnosti 4. salina na koncentraci testované latky — RAM 108 (3",4'-
dichloranthranilanilid). Hodnoty na ose y odpovidaji priméru hodnot Y1-Y7 z tab.1.
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42 RAMI 09 (anthranilanilid

o)
N
>6aY;
NH,

RAM 109 je bila, krystalicka latka, témé&f nerozpustnd ve vodg.
Sumarni vzorec: Ci3Hi2N2O
Relativni molekulova hmotnost: 212,25
Latka byla testovana v koncentracich 7,5 — 0,09 mmol/l.
Podminky experimentu: pH pfipravené moiské vody ... 8,00
teplota (°C) ... 25,8
salinita (%o) ... 34 - 35
mnoZstvi rozputéného kysliku (mg/l) ... 8,5
ptidavek DMSO (%; v/v) ... 0

Pii testovanych koncentracich (7,5 — 0,09 mmol/l) se latka jevila jako netoxicka.
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43 RAM110(4 "-methylanthranilanilid)

0
Cr O
NH,

RAM 110 je bila krystalicka latka tém&f nerozpustna ve vods.

Sumérni vzorec: CijsH4N>O

Relativni molekulova hmotnost: 226,28

Latka byla testovana v koncentracich 5,00 — 0,06 mmol/l.

Podminky experimentu: pH pfipravené mofské vody ... 7,98 — 8,00
teplota (°C) ... 25,0 - 25,6
salinita (%o) ... 34 - 35
mnoZstvi rozpusténého kysliku (mg/1) ... 7,8 - 9,3

ptidavek DMSO (%; v/v) ... 0—-0,5
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1. Primdrni vysledky mé¥eni optimdlniho rozloZent testovanych koncentraci

RAM 110
koncentrace
(mmol/1) mortalita (%)
X Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7
1 5,00 97 96 91 95 99 98 96
2 3,33 87 94 93 92 91 89 90
3 2,22 83 86 85 79 66 80 83
4 1,48 48 46 48 45 46 48 49
5 0,99 43 46 60 42 40 46 48
6 0,66 39 40 42 48 46 43 42
7 0,44 39 38 41 38 37 36 34
8 0,29 37 36 24 29 30 34 32
9 0,20 22 24 26 28 32 20 18
10 0,13 16 17 18 19 15 16 18
11 0,09 9 12 10 9 8 9 10
12 0,06 8 5 3 5 6 7 5
13 0,00 0 0 -0 0 0 0 0

tab. 3 Primarni vysledky méfeni. X... koncentrace RAM 110 v mmol/l. 13. koncentrace je kontrolni

test. Y1-7... paralelni stanoveni.

2. Konecéné hodnoty EC(mmol/l)

RAM 110
EC (mmol/1)
ECio 0,0965
ECsys 0,2805
ECs 0,8141 (0,7433 — 0,8917)
ECgo 3,123

tab. 4 Kone&né hodnoty EC (mmol/1). U hodnoty ECs dopInéno o interval spolehlivosti 95%.
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3. Grafické zndzornéni zdvislosti dmrtnosti testovaného organismu Artemia salina na

koncentracich roztoku testovanych latek

RAM 110 (4 "-metylanthranilanilid)
Zavislost umrtnosti na koncentraci testované latky

55
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graf 2 Zavislost imrtnosti 4. salira na koncentraci testované latky - RAM 110 (4'-
methylanthranilanilid). Hodnoty na ose y odpovidaji priméru hodnot Y1-Y7 z tab. 3.
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RAM 111 (34 ~dichlorthioanthranilanilid)

4.4.

Cl

N Cl
H

NH,

RAM 111 je Zluta, krystalicka, ve vodé téméf nerozpustna latka.
Suméarni vzorec: Ci3HjoCLN2S
Relativni molekulova hmotnost: 297,21
Latka byla testovana v koncentracich 0,99 - 0,2.1 0 mmol/l.
Podminky experimentu: pH pfipravené moiské vody ... 8,03 — 8,08
teplota (°C) ... 25,2 - 25,4
salinita (%) ... 34 - 35
mnoZstvi rozpusténého kysliku (mg/1} ... 9,1 - 12,3

piidavek DMSO (%; v/v) ... 1,0
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1. Primdrni vysledky méveni optimdlniho rozloZeni testovanych koncentraci.

RAM 111
koncentrace (mmol/l) mortalita (%)
X Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7
1 0,3300 100 100 100 100 100 100 100
2 0,3330 100 100 100 100 100 100 100
3 0,2220 100 100 100 100 100 100 100
4 0,1480 100 100 100 100 100 100 100
5 0,0990 100 100 100 100 100 100 100
6 0,0660 100 100 100 100 100 100 100
7 0,0440 100 100 100 100 100 100 100
8 0,0290 100 100 100 100 100 100 100
9 0,0200 100 100 100 100 100 100 100
10 0,0130 98 99 92 96 99 100 96
11 0,0090 92 96 98 94 92 94 82
12 0,0060 85 80 95 90 94 90 89
13 0,0040 78 82 75 80 82 79 80
14 0,0030 68 72 65 50 64 52 54
15 0,0020 15 18 19 12 15 13 15
16 0,0010 13 15 10 13 12 10 10
17 0,0008 3 5 8 5 3 3 5
18 0,0005 0 0 0 0 0 0 0
19 0,0003 0 0 0 0 0 0 0
20 0,0002 0 0 0 0 0 0 0
21 0,0000 0 0 0 0 0 0 0

tab. 5 Primarni vysledky mé&feni. X... koncentrace RAM 111 v mmol/L. 21. koncentrace je kontrolni
test. Y1-7... paralelni stanoveni.

2. Konecné hodnoty EC(mmol/l)

RAM 111
EC (mmol/l)
ECio 0,001526
ECys 0,002070
ECso 0,002810 (0,002740 — 0,002882)
ECsgo 0,004130

tab. 6 Koneéné hodnoty EC (mmol/l). U hodnoty ECso dopInéno o interval spolehlivosti 95%.
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3. Grafické zndzornéni zdvislosti imrtnosti testovaného organismu Artemia salina

na koncentracich roztoki testovanych ldtek

RAM 111 (3",4"-dichlorthioanthranilanilid).
Zavislost imrmosti na koncentraci testované latky

0,35
0,3 |
= 0,25
2 &
E oz
:
5 0,15 .
=
2
0,1 - .
*
0,05 .
:
0+ +* * ? o *
0 20 40 60 80 100

mortalita (%)

graf 3 Zavislost imrtnosti 4. salina na koncentraci testované latky — RAM 111 (37,4'-
dichlorthioanthranilanilid). Hodnoty na ose y odpovidaji primé&ru hodnot Y1-Y7 z tab. 5.




4.5. RAM 112 (3-(3.4-dichlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on)

Ny
\
(Z.‘/NUCJ
Cl

@)

RAM 112 je bil4, krystalickd, ve vodé téméf nerozpustna latka.
Sumarni vzorec: C3H7CLN3O
Relativni molekulova hmotnost: 292,12
Latka byla testovana v koncentracich 5,0 0,3.10'3 mmol/l.
Podminky experimentu: pH pfipravené moiské vody ... 7,98
teplota (°C) ... 25,0
salinita (%o} ... 34 - 35
mnozstvi rozpuiténého kysliku (mg/l) ... 7.8
ptidavek DMSO (%; v/v) ... 0

Pii testovanych koncentracich se latka jevila jako netoxicka.
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4.6. _RAM 113 (3-(3,4-dichlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-thion)

RAM 113 je bila, krystalickd, ve vod& téméf nerozpustnd latka.
Sumaérni vzorec: C13H;CLN3S
Relativni molekulova hmotnost: 308,18
Latka byla testovana v koncentracich 3,39 - 0,3.1 0 mmol/l.
Podminky experimentu: pH pfipravené moiské vody ... 8,01 - 8,25
teplota (°C) ... 24,4 - 25,3
salinita (%o) ... 34 - 35
mnoZstvi rozpusténého kysliku (mg/l) ... 7,5 - 10,1
ptidavek DMSO (% v/v) ... 0-2,0

Z namé&fenych vysledki nebylo moZné stanovit hodnoty ECso.
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4.7. RAM 212 (4’, 5-dichloranthranilanilid)

O

C
H

NH,

RAM 212 je bila, krystalickd, ve vodé témef nerozpustna latka.

Sumarni vzorec: Ci3H;oCLN2O

Relativni molekulova hmotnost: 281,14

Latka byla testovana v koncentracich 5,51 — 0,4.10'3mmol/1.

Podminky experimentu: pH pfipravené mofské vody ... 8,01 -8,08
teplota (°C) ... 25,1 = 25,3
salinita (%o) ... 34 - 35
mno¥stvi rozpuiténého kysliku (mg/l) ... 7,6 - 9,0

ptidavek DMSO (%; viv) ... 1,0
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1. Primdrni vysledky méveni optimdiniho rozloZeni testovanych koncentraci.

RAM 212
koncentrace (mmol/]) mortalita (%)
X Y1 vz |v3s |v4 |vs Y6 _|Y7

1 21500] 100] 100] 100] 100[ 100 100[ 100

2 27700] _100] 100] 100] 100] 100] 100 100

3 1.8400| 100] 100] 100] 100 100] 100] 100

4 12300] 100] 1oo] 100] 100 100] 100] 100

5 082000 100] 100] 100] 100] 100] 96 100

6 0.5500] 100] 86| 8| 75| 90| 83 7

7 03600] 100] 67 85| 90| 73] 72| 70

g 02400] 7 0| 69| 7T 70| 68| 67

9 01600] 69| 64 67| 70| 63| 62| 63

10 01100 56| 58] 52|  s6| 54|  s2| 46
11 00700 52| 54| s3] 56| s7| 51 52
12 00500] 48| 46| 49| 43| 51 51 50
13 00300 271 35| 32| 31 9] 32| 34
14 002000 32| 35| 37| 3] 28] 31 42
15 oot00l 30| 29| 26| 28] 36| 25| 35
16 00090 41 2% 25| 23] 21 36| 29
17 00060| 28] 26| 35| 42| 34| 25| 26
18 00040| 26| 34| 32| 24] 22| 21 2%
19 00030 19| 21 18] 26| 2] 21 21
20 00020 18 9] 24| 26| 23 18 17
21 0,0010 15] 21 19] 20 15 16 16
22 0,0008 10 8 8 9 7 5 7
23 0,0006 0 0 0 0 0 0 0
24 0,0004 0 0 0 0 0 0 0

f 25 0,0000 0 0 0 0 0 0 0

tab. 7 Primarni vysledky méfeni. X... koncentrace RAM 212 v mmol/l. 25. koncentrace je kontrolni
test. Y1-7... paralelni stanoveni.

2. Konecné hodnoty EC(mmol/l)

RAM 212
EC (mmol/1)
ECo 0,02027
ECys 0,02998
ECsp 0,04434 (0,03939 — 0,04991)
ECso 0,07265

tab. 8 Konetné hodnoty EC (mmol/l). U hodnoty ECso doplnéno o interval spolehlivosti 95%.
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3. Grafické zndzornéni zavislosti timrtnosti testovaného organismu Artemia salina na

koncentracich roztoki testovanych ldtek

RAM 212 (4°, 5-dichloranthranilanilid)
Zavislost imrtnosti na koncentraci testované ltky
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graf 4 Zavislost imrtnosti A. salina na koncentraci testované latky - RAM 212 (4°, 5-
dichloranthranilanilid). Hodnoty na ose y odpovidaji prim&ru hodnot Y1-Y7 z tab. 7.




4.8. MnCl, (chlorid manganaty)

Chlorid manganaty je nariiZovéla, krystalickd, ve vodé dobfe rozpustna latka.

Tato latka byla pouZita pfi ka?dém pokusu jako standardni toxin pro ov&feni citlivosti

testovanych ZabronoZek.
Molekulova hmotnost:
Testované koncentrace 0,1990 — 0,0023 mol/l.
Podminky experimentu: pH ptipravené moiské vody ... 7,99 — 8,25
teplota (°C) ... 24,4 - 25,8
mnoZstvi rozpusténého kysliku (mg/l) ... 7,4 - 12,3

piidavek DMSO (%; v/v) ... 0

1. Primdrni vysledky méfent optimdlniho rozloZeni testovanych koncentraci.

MnCl;

koncentrace (mol/l) mortalita (%)
X Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7

1 0,1990 100 100 100 100 100 100 100
2 0,1327 100 100 100 100 100 100 100
3 0,0884 100 100 100 100 100 100 100
4 0,0590 100 100 100 100 100 100 100
5 0,0393 100 62 60 67 70 83 88
6 0,0262 87 90 65 64 60 59 55
7 0,0175 62 65 67 47 59 51 50
8 0,0116 43 46 70 46 53 40 41
9 0,0078 35 39 37 30 30 29 36
10 0,0052 26 23 25 27 33 25 16
11 0,0035 12 15 18 10 11 12 10
12 0,0023 0 0 0 0 0 0 0
13 -0,0000 0 0 0 0 0 0 0

tab. 9 Primarni vysledky méfeni. X... koncentrace RAM MnCl, v mmol/l. 13. koncentrace je kontrolni
test. Y1-7... paralelni stanoveni.

2. Koneéné hodnoty ECso(mmol/l): 0,01313 mol/ (0,01211 - 0,01423).
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V ramci katedry farmaceutické botaniky a ekologie je rozvijen vyzkum a vyvoj metod
pouzivajicich pro prvotni screening biologické aktivity chemickych slou¢enin organismus
Artemia salina, L. Cilem této prace bylo mimo jiné ovéfit vhodnost pouZiti tohoto organismu

v ramei prescreeningového hodnoceni akutni toxicity.

Testy pouzivajici jako testovany organismus zdbronozku solnou maji oproti jinym
testiim, které se fadi mezi alternativni, fadu vyhod. Pomineme-li Casovou a finanéni
nendro&nost, usporu prostoru a pracovnich sil, jednd se hlavné o to, Ze i kdyZ je test fazen
mezi alternativni, jedna se de facto o test provadény in vivo. Znamena to, Ze v prubéhu testu
pracujeme s intaktnim organismem, ktery ma zachovany Fivotni funkce a ve kterém po celou

dobu testovani probihaji biochemické pochody.

Nevyhodou tohoto testu je, Ze musi byt provaden v prostfedi s uréitou salinitou (34-

| 35%o), kterd umoziiuje Zabronozkam rist a vyvoj. V dusledku toho miiZou byt ziskand data do
jisté miry zkreslend a mohou tak negativné ovlivnit objektivni posouzeni vysledne toxicity

dané latky. Testované latky také mohou interagovat s rozpusténymi elektrolyty a ménit své

chovani viéi organismu.

V zAvislosti na mineralizaci prostiedi miZe byt sniZena citlivost nekterych testovanych
organismi viéi toxickym latkam. Pfi porovnani standardniho testovaciho sladkovodniho
organismu, napf. Daphnia magna (hrotnatka velkd), a Artemia salina bylo prokazano, Ze
hrotnatka velkd podava citlivou odezvu na pfitomnost toxickych latek az do Grovné celkové
mineralizace 5,24 g/1. Pii vysokych trovnich celkové mineralizace se sladkovodni organismy
nachazeji ve velmi stresujicim prostfedi. Podminky jsou pro né tak nepiiznivé, Ze nejsou
schopny citlivé reagovat ani na piitomné vysoce toxické latky. Proto je pro testy, ve kterych
odekavame celkovou mineralizaci prostiedi vyssi neZ 5,24 g/l, vyhodn&j3i pouZit organismy,
kterym takto vysoké hodnoty vyhovuji, napt. 4. salina. Celkove vy$§i mineralizaci prostfedi
je moZné odekavat napfiklad pii testech toxicity, které slouzi k monitoringu znedisténych pud
a vod. Zabrono¥ka solna dovoluje pfi takovychto testech odhalit podstatng vy33i koncentrace

toxické latky, nez jak to za b&2nych podminek umoziiuje D. magna (Cizek, S. etal., 2003).

Dalii faktor, na ktery musime brat ohled je extrapolace ziskanych dat na &lovéka. 1
pies sebevatsi wsili bude mit lidsky organismus vZdy svd specifika, kterd testovanym
organismim chybi.

V rimci testovani chemickych latek je potfeba mit stale na védomi, Ze latky, které se
jiz po prvotnich testech toxicity jevi jako vysoce toxické by jiz nemé&ly byt testovany dale.

Proto by mél byt vytvofen takovy koncept testovéni, ktery by zabranil falesné negativnim,
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popf. pozitivnim vysiedktim, V ramci tohoto konceptu by méla byt A. salina zatazena do faze

prescreeningu, ktery by umoznil zachytit potencidln€ toxické latky.
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Screening pomoci Artemia salina, L.

Pro samotné testovani byly pouZity 24 hodin staré larvy Artemia salina, L. Pro
screening je moZné pouZit i star§i nauplia. Prace, které sc zabyvaji srovnanim citlivosti
jednotlivych vyvojovych stadii tohoto koryse uvad&ji, Ze nejvice senzitivni byvaji vici
piisobeni chemikélie 72 hodin staré nauplia. Pro ilustraci uvadim pfiklad, kdy byly testovany
&tyii karbamatové slouceniny na 24, 48 a 72 hodinovych larvach A. salina. (Barahona, M. V.;
Sanchez-Fortan, S., 1998).

Testovana
latka Mr LC50 (umol/D)
staff larev A. salina, L.
24 h. 48h. |72h.
Carbary! 201,2 137 294 1,74
Oxamyl 608,5 284| 62,3 749
Propoxur 209,2 >>>2390 963 155
Aldicarb 190,3 >>>2630| 1120 316

tab.10 Porovnéni citlivosti ti vyvojovych stadii 4. salina, L. vii¢i karbamatovym
sloudeninam.

Z t&chto vysledki je patrné, Ze citlivost k jednotlivym latkam vyznamné zavisi na staii
pouitych nauplii. Obvykle jsou star$i jedinci citlivejsi neZ ti mladsi. Artemia salina stara 48
hodin je 2 - 4krat citlivj$i vii¢i karbamatovym sloutenindm neZ 24 hodin stafi jedinci.

Nauplia stara 72 hodin jsou, v porovnani se 24 hodin starymi larvami, citlivéj3i 8 — 79krat.

Pfi testovéani jsou standardn& pouZivana 24 hodin stara nauplia. Jejich citlivost je ve
srovnani se star$imi jedinci ponékud niZ3i, ale pro potieby primarniho screeningu dostatecna.
Z hlediska vybaveni laboratofe pro dlouhodobgjsi standardni vyvoj 4. salina nebylo mozné
provadét testy se star§imi jedinci.

Ve srovnani sjinymi organismy, které jsou pouZivany pii screeningovych testech
akutni toxicity chemickych sloucenin, je citlivost A. salina v n&kterych pfipadech vetsi,
v jinych mensi. Ziskané vysledky vyznamne zévisi na testované latce a na organismu, se

kterym A. salina porovnavame.

Pro ptiklad porovnavani citlivosti jednotlivych druhl uvadim test, pfi kterém byla

stanovovana akutni toxicita péti povrchovd aktivnich latek pro tii rizné organismy (Liwarska-

Bizukojc, E. et al., 2005).




Testovana litka Mr LC50 (pmol/)

Physa acuta | Artemia salina | Raphidocelis subcapitata
Al 288 94 142 127
A2 344 48 1117 326
A3 420 49 28 52
NI 640 8,3 0,97 11
N2 528 8,9 8,6 47|

tab. 11 Porovnani hodnot LCs tti vodnich organismd. Testované latky: 41.. Dodecylsulfit sodny;
A2... Dodecylbenzensulfondt sodny; A3...Alkyltrioxyethylensulfdt sodny;
N1...Dekaoxyethylenalkylether; N2...Nonylfenylheptaoxyethylenglykolether. A1-A3: anionaktivni
tenzidy; N1-N2: neionogenni tenzidy.

Z vy%e uvedenych hodnot LCso je vidét, Ze Artemia salina je mnohem citliv&jsi
k piisobeni neionogennich tenzidu. Ze tfi testovanych organisma se svou citlivosti vici
tenzidiim fadi mezi Physa acuta a Raphidocelis subcapitata, i kdyzZ, jak je patrné z tab.11
zalezi na testované latce. Vadi sloudeniné 43 je Artemia salina nejvice odolna. Naproti tomu
na piitomnost latky NI je 8krat citlivéjsi neZ Physa acuta a 11krat citlivéjsi neZ Raphidocelis

subcapitata.

Oblibenost pouZivani 4. salina pro testovéni akutni toxicity v posledni dobé roste.
Testy, kieré jsou stdmito korydi provadény, maji fadu vyhod. Hlavnimi znich jsou
jednoduchost, €asova a finan&ni nenaroCnost, reprodukovatelnost vysledki a rychlost s jakou

jsou potrebna data ziskana.

Jisté zjednodudeni testovéani piinesla dostupnost sady ARTOXKIT M™. Jedna se o
komeréné vyrab&ny set pro testovani toxicity chemickych latek. Kazdy toxkit obsahuje
viechny komponenty potiebné pro provedeni $esti kompletnich 24 hodinovych biologickych
testi.

Artoxkit je jednim z rychlych testi toxicity, které byly v posledni dob¢ uvedeny na trh.
Cilem téchto testovacich sad neni Gplné nahrazeni stavajicich testi akutni toxicity, ale

usnadnén{ prace a ispora Sasu pfi testovani velkého mnoZstvi latek.

Artemia salina je pHi testovani toxicity chemickych sloudenin &asto srovnavana
s jinym vodnim organismem — Daphnia magna (hrotnatka velkd). Oba dva druhy patfi do
stejné tiidy (Branchiopoda) a v ekosystému zaujimaji obdobné postaveni v ramci potravniho
Yetdzce, proto je pii nékterych testech moZna jejich zaménitelnost. D. magna je ale narozdil od
A salina sladkovodnim organismem. D. magna je pouZivana pii standardnich testech toxicity.

Ve srovnani s hrotnatkou je citlivost 74bronozky pongkud niZ3i (Toussaint, M. W. et al., 1995).
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Stanoven toxikologickych indexii pro testované lditky

V ramci této préce byly testovany latky odvozené od biologicky aktivnich sloucenin
(salicylanilidi, chinazolinu a benzoxazinu). Konkrétn& se jedné o analoga anthranilanilida,
thioanthranilanilidd, 3-aryl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-onu a 3-aryl-1,2,3-benzotriazin-4(3 H)-

thiont.

Viechny testované latky jsou slougeniny téméf nerozpustné ve vode, proto byla ve
vét§ingé pfipadi jako rozpoustédlo pouZita pfipravend mofskd voda s pifidavkem
dimethylsulfoxidu (DMSO) (0,5-2,0% v/v). V této koncentraci nema DMSO na testovany
organismus Zadny vliv.

Nerozpustnost latky je jednou z pfi¢in nereprodukovatelnosti nékterych stanoveni.
Z tohoto diivodu jsou pouZivéna ptidavna rozpoustédla. Jako rozpoustédlo pro lipofilni latky
nejéastdji slouzi DMSO, ethanol, methanol nebo aceton. Pfitomnost pomocného rozpoustédla
v roztoku testované latky miize vést k interakcim mezi nim a testovanou chemikalii. Tyto
interakce se mohou projevit jako aditivni, synergistické nebo antagonistické (Calleja, M. C;
Persoone, G., 1993). Dal¥im faktem, na ktery je potfeba brat ohled pfi pouZiti pomocného
rozpoustédla, je zm&na biologické dostupnosti latky. V piipadg, Ze je rozpustnost slougeniny
zvysena chemickym rozpoustédlem, je moZné, Ze bude mit latka, kterd bude podana sama, na

organismus upln& opatny vliv (Berling, R.; Dave, G., 1981).

DMSO je obecn& hodnocen jako nejlepsi pfidavné rozpoustédlo pfi testovani toxicity
lipofilnich latek pomoci Zivych organismii (rostlin i Zivoich). V pouzivanych koncentracich
neovliviiuje Zivotni déje v testovanych organismech a ve vétdiné piipadd neinterferuje

s testovanymi latkami.

Pro daldi zvy3eni rozpustnosti testované latky nam slouzilo pouZiti ultrazvuku pfi
dispergaci slougeniny do prostiedi pfipravené motské vody. I pfesto, Ze jsme pouZili pfidavné
rozpoudtédio (DMSO) i ultrazvuk, tak se testované laiky nepodafilo dokonale rozpustit. Ve

vétsing pripadi vznikla jemnd suspenze, ktera byla pouZita pro dal3i testovani.

Nami testované latky lze rozdélit do dvou skupin. Do prvni patfi derivaty
anthranilanilidu a jejich thioanaloga (thioanthranilanilidy). Z této skupiny bylo testovano pet
litek: RAM 108, RAM 109, RAM 110, RAM 111 a RAM 212.

Druhou skupinu tvoii cyklicka analoga anthranilanilidil a thioanthranilanilidd, tzn. 3-
aryl-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ony a 3-aryl-1,2,3-benzotriazin-4(3 H)-thiony, Z t&chto latek
byly testovany - RAM 112 aRAM 113.
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Zakladni latkou prvni skupiny je sloutenina RAM 109 (nesubstituovany
anthranilanilid). Tato latka se v testovanych koncentracich jevila jako netoxicka. Jeji
rozpustnost byla v porovnani se substituovanymi derivaty lepsi, rozpoust€la se pouze pomoci
ultrazvuku bez ptidavku DMSO.

Methylaci RAM 109 (anthranilanilidu) v poloze 4" byla ziskéna latka RAM 110 (4"-
metylanthranilanilid). Tato methylace mé&la za nasledek zvySeni toxicity pro 4. salina. Latka
byla testovina v koncentracich 5,00 — 0,06 mmol/l a s pfidavkem 0,5%(v/v) DMSO a

s pouzitim ultrazvuku doslo k jejimu rozpusteni.

Dalgi latka z této skupiny byla od zékladniho skeletu odvozena disubstituci v polohach
3", 4" chlorem. Pii testovani slouSeniny RAM 108 (3°,4’-dichloranthranilanilid) bylo
v porovnani se dvéma piedchozimi latkami pozorovano vyznamne zvySeni toxicity.
Substituce dvémi atomy chloru viak vedle zvySeni toxicity vedla k dalSimu sniZeni
rozpustnosti. Bez pfidavku DMSO se latka nerozpustila vubec, s pfidanim 1%(v/v) DMSO a
pomoci ultrazvuku se podafilo pfipravit jemnou suspenzi, kterd byla pouZita pro dal3i

testovani,

Pfesun jednoho atomu chloru z polohy 3 u RAM 108 do polohy 5 u latky RAM 212
(4, 5-dichloranthranilanilid) m&| za nasledek vzestup u¢inku. Porovnanim ziskanych dat bylo
zjisténo, Ze hodnota ECsy pro latku RAM 212 je niZsi neZ v piipadé latky RAM 108.
Rozpustnost je srovnatelnd s RAM 108, tzn. s pouZitim DMSO (1% v/v) a ultrazvuku nedolo
ani po nékolika hodindch k dokonalému rozpusténi ale pouze k dispergaci &astic a vzniku

jemné suspenze.

Jesté prudsi vzestup G¥inku jsme mohli pozorovat u thioanaloga latky RAM 108, tzn.
u RAM 111 (3’,4’-dichlorthioanthranilanilid). Nahrada oxo-skupiny izosterni thio-skupinou
znamenala v tomto pfipadé dalsi vzestup uginku, ale také sniZeni rozpustnosti testovan¢ latky.
P¥idani 1%(v/v) DMSO a ultrazvuk pouze umozZnily rozmélnéni shluk &astic a jejich
dispergaci za vzniku suspenze. Tato latka byla pro testovany organismus A. salina
v testovanych koncentracich (0,9 - 0,2.10-3mmol/l) nejvice toxicka V porovnani s RAM 108

je toxicita této latky 27krat vy3si.

U cyklickych analog (thio)anthranilanilidi (RAM 112 a RAM 113) nebyla v pribéhu
testovani prokazana toxicita viici 4. salina. Vysledky testd slouteniny RAM 112 (3-(3.,4-
dichlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on), ktera je cyklickym analogem RAM 108, se iu
nejvy$si koncentrace (Smmol/l) shodovaly s vysledky ziskanymi pfi paralelnim kontrolnim

pokusu (tzn. pfi pokusu, u kter¢ho byla misto roztoku testované latky pouzita pouze




piipravend moiska voda s piidavkem DMSO). Létka se viiki Artemia salina v testovanych

koncentracich (5 - 0,3.10” mmol/I) neprojevila viibec toxicky.

Posledni testovanou latkou byla RAM 113 (3-(3,4-dichlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-thion). Tato sloutenina je thioanalogem latky RAM 112. Zdména oxo-skupiny za

izosterni thio-skupinu méla i v tomto pfipadé za ndsledek pokles rozpusinosti ale jen nepatrny

narast udinku. Ani u této latky se pfi testovanych koncentracich (3,39 - 0,3.10mmol/I)
| nepodafilo potvrdit toxické vlastnosti. Nejvy3$i dosaZend umrtnost byla 20% u maximalni

méfené koncentrace (3,39mmol/). Vys8ich koncentraci nebylo moZné dosdhnout diky
| zminéné nerozpustnosti této latky. PH pouziti 2%(v/v) DMSO a ultrazvuku se ani po péti
| hodinach nepodafilo latku rozpustit. Podafilo se jen, stejné tak jako v pfipadé RAM 111,

I rozrusit velké shluky &astic a dispergovat je v suspenzi.

' Pii porovnavani toxicity testovanych latek jsme vychazeli z hodnot ECsp.

Porovnani toxicity testovanych litek
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graf 5 Porovnani hodnot ECsp testovanych latek RAM 108, RAM 110, RAM 111 a RAM 212.

t Ze viech sedmi latek, pro které byly stanoveny hodnoty ECso, na testovany
' organismus Artemia salina toxicky pusobily &tyfi (RAM 108, RAM 110, RAM 111 a RAM
212). Viechny latky, které projevily toxicky potencial viigi 4. salina, patfi do prvni skupiny
testovanych sloucenin, tzn. mezi derivaty anthranilanilidé a jejich thioanalog.

Ze ziskanych vysledkd je patrné, Ze nejvice toxicka byla pro A. salina latka
s oznadenim RAM 111 (3,4’-dichlorthioanthranilanilid). Ve srovnani s RAM 212 byla jeji
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hodnota ECsy 15krat niZ3i, u RAM 108 byla tato hodnota 28krat mensi a v pfipadé RAM 110

dokonce 290krat niZ§i. Na zvy3eni uinku ma s nejvétdi pravdepodobnosti vliv ndhrada oxo-
skupiny izosterni thio-skupinou.

Porovnani velikosti efektivni koncentrace testovanych
latek
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graf 6 Porovnani hodnot ECo, ECys, ECsg a ECgo u testovanych latek RAM 108, RAM 110, RAM 111
a RAM 212,
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U vybranych anthranilanilidd (RAM 108, RAM 109 a RAM 110) byla v ramci prace
na katedfe anorganické a organické chemie stanovena jejich antimykobakteridlni aktivita.

Byly provedeny 14 a 21 denni testy s mykobakteriemi M. tuberculosis, M. avium a M.
kansasii (Koléat, P., 2005).

Testovani M. tuberculosis M. kansasii M. avium
" litka 14 d. 21d. 14 d. 21d. 14 d. 214d.
RAM 109 >1000| >1000| >1000] >1000 500 500
RAM 110 >250 250 >250| >250 250 >250
RAM 108 62 62 31 62 >62 >62

tab. 12 In vifro antimykobakterialni aktivita anthranilanilidti. MIC (umol/1).

Nejcitlivéj$i byly mykobakterie v pfitomnosti latky RAM 108 (37,4'-
| dichloranthranilanilid). Tato latka byla jednou z t&ch, které pusobily toxicky na A. salina.

I pies veSkera uskali provadéného testu s 4. salina, jako je vysoka salinita prostiedi a
nerozpustnost testovanych latek, koreluji vysledky ziskané testovanim substituovanych
anthranilanilidd s témi, které byly ziskany pfi testech antimykobakteridlni aktivity, které
nechala provést katedra anorganické a organické chemie. V porovndni s nami ziskanymi

vysledky se shoduje i pofadi latek, v jakém projevuji toxicitu vi¢i testovanym organismim.
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Cilem této prace bylo provést toxikologicky screening sedmi vybranych potencialng
biologicky aktivnich slougenin pomoci bezobratlého organismu Artemia salina, L. Spole¢né
s toxikologickym screeningem latek byla ovéfena i vhodnost testovaného organismu pro

rychlé prescreeningové testy.,

Pro testovani byla pouZita 24 hodin stard nauplia. N&které prace uvadéji, Ze pouZiti 72
hodin starych jedinct je vhodn&jsi zhlediska jejich zvySené citlivosti vii¢i pfitomnym
toxickym latkam. Senzitivita 24 hodin starych nauplii je sice ponékud niZsi, ale pro testy
provadéné v ramci prescreeningu dostateénd. Provadét testy s jedinci star$imi neZz 24 hodin

nebylo mozZné z hlediska vybaveni laboratote pro dlouhodob&jsi standardni vyvoj 4. salina .

Pii primarnim screeningu byl toxicky ucinek prokézan u €tyf ze sedmi testovanych
latek (RAM 108, RAM 119, RAM 111 a RAM 212). Tyto slouceniny jsou odvozeny od
anthranilanilidu a jeho thioanaloga (thioanthranilanilid), pfitemZ samotny anthranilanilid

nevykazoval pfi testovanych koncentracich toxické Gcinky vii¢i 4. salina.

Viechny testované latky jsou velmi $patné rozpustné ve vodé€, a proto bylo pfi jejich
rozpoudténi pouZito pomocné rozpouitédio DMSO (dimethylsulfoxid) a pouzit ultrazvuk.
DMSO je rozpoustédlo, které je pro svoje vhodné vlastnosti preferovano pfi fadé

toxikologickych testi provadénych na Zivych organismech.

Test s kazdou latkou byl proveden v sedmi paralelnich stanovenich a tfikrat opakovan.
Z namé&fenych vysledkd byla ziskéna pro kazdou latku specificka hodnota ECsp. Pomoci této
hodnoty jsme porovndvali Gginnost jednotlivych latek. Hodnoty ECso se pohybovaly
v rozmezi od 0,00281 mmol/l u RAM 111 do 0,8141 mmol/l u latky RAM 110

Nejvy3si toxicitu pii testovanych koncentracich (0,9 — 0,2.10 mmol/l) projevil derivat
thioanthranilannilidu latka RAM 111 (3",4 -dichlorthioanthranilanilid).

Naopak nulové nebo téméf nulova toxicita byla prokazana u latek RAM 112 ((3-(3,4-
dichlorfenyl)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on) a RAM 113  (3-(3,4-dichlorfenyl)-1,2,3-
benzotriazin-4(3H)-thion).

Tyto latky v testovanych koncentracich (RAM 112: 5 - 0,3.10° mmol/l; RAM 113:
3,39 0,3.10°mmol/1) neplisobily na A. salina toxicky. U RAM 113 byla u maximalni
koncentrace (3,39mmol/l) nejvyssi dosaZena umrtnost 20%. Vy$¥ich koncentraci se
nepodafilo dosahnout diky $patné rozpustnosti této latky. I pii pouZiti 2% (v/v) DMSO a

ultrazvuku latka vytvotila pouze jemnou suspenzi.
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V pribéhu vSech experimenti byl paralelng provadén test se standardnim toxinem
MnCl;. Tento test probihal za stejnych podminek jako experimenty s testovanymi latkami a

slouZil pro ovéfeni citlivosti testovaného organismu Artemia salina, L.

Testované vyvojové stadium Artemia salina, L. — 24 hodin stara nauplia, se ukéazalo

byt dobrym néstrojem primarniho screeningu. Test s timto organismem je velmi jednoduchy,

casove i ekonomicky nendroény a spolehlivy.

Nase vysledky jsme méli moZnost porovnat s hodnotami ziskanymi pii testovani
antimykobakterialni aktivity vybranych substituovanych anthranilanilidd v rdmei vyzkumu
katedry anorganické a organické chemie (KAOCH). Navzdory tomu, Ze byly latky testovany
v prostiedi s relativné vysokou salinitou (34 - 35%0) a tomu, Ze se nerozpustily optimalné,

ndmi ziskané vysledky koreluji s témi, které byly ziskany KAOCH.
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