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Cil prednasky — co by si mél student odnést

« Chapat princip testovani ekotoxicity s vyuzitim ,,biologickych
modela*“

« Znat rtizné typy (krivky) vztahti mezi davkou a toxickou odpovédi

 Dokazat zakreslit, vyuzit a interpretovat jednoduchou krivku
,davka-odpoveéd™*

« Znat zakladni odvozené parametry
« Znat princip probitové metody

 Umeét vysveétlit rozdily a principy ,,prahového* a ,,bezprahového
pusobeni

« Znat pri€iny a priklady ,,nemonotonniho“ pusobeni toxickych latek

« Chapat vztah toxicity a doby expozice a principy kritickych rezidui

 Dokazat vysvétlit pojmy aditivita — antagonismus — synergismus v
ekotoxikologii a uvést priklady

 Umet odhadnout toxicitu smeési latek za predpokladu aditivniho
pusobeni




Hodnoceni efektu v ekotoxikologii

Cilem ekotoxikologickych analyz je poznani efektt, které
pusobi pritomnost stresorit na organismy v prostredi

- suborganismalni uroven laborator
- jednotlivé organismy laborator
- populacni efekty laboratof

mikro/mezokosmy
- efekty ve spoleCenstvech mikro/mezokosmy

polni studie

terénni pozorovani

- ekosystémové efekty terénni pozorovani

_ ekologicka realnost, relevance obtiznost stanoveni




Testovani
ekotoxicity v realité

= Uéinky na vybranych
modelovych organismech
(systémech)

- predikce / extrapolace
pro cely ekosystém

laborator

Scaling the Aquatic Environment

Laboratory microcosms Bioassay tanks




Hlavnim pozadavkem ekotoxikologickée studie je
prukaz KAUZALITY mezi expozici (latkou) a efektem

(= nejCastéji prukaz ,,jak se toxicita méni s davkou* — davka/odpovéd’)

Expozice Efekt
(davka) (Jaka expozice vyvola efekt ?)
_ i*tg.}_;k. 1Y\ >
Atmospheric S | /

Deposition

W

Laboratorni a polni studie
Ekotoxikologické testy




METODY HODNOCENIi EFEKTU

Praktické metody stanoveni ekotoxicity
- laboratorni biotesty in vitro
- laboratorni biotesty in vivo - jednodruhove
- laboratorni mikrokosmy
- manipulovaneé a kontrolované mezokosmy
- polni studie

- realné ekosystemy

Roste obtiznost prukazu
KAUZALITY




Stanoveni ekotoxicity
REALIZACE BIOTESTU
(pripravné cviceni)

Uvod:
Do rybnika, ve kterém kapfi onemocneéli plisni, se ma jako IéCivo pridavat
malachitova zelenn MZ. Je tfeba zjistit, zda ucinna koncentrace MZ (1mg/L)
neposSkodi po aplikaci populace zooplanktonu v rybniku. To by nasledne celkovou
stabilitu ekosystemu a také ekonomicKy pfinos (chybéjici zdroj potravy pro ryby,
Snizené prirastky ryb atd).

Zadani
Pro zjisténi potencialnich negativnich u€inkti MZ vyuzijete biotest s Daphnia
magna (48 hod expozice). Diskutujte, jak konkrétné byste realizovali experimenty,
které odpovi na tyto otazky:
1) Je koncentrace 1 mg/L bezpecna?
2) Jaka maximalni koncentrace nebude u D. magna zpUusobovat letalitu?
3) Jaka koncentrace zpusobi po 2 dnech uhynuti 50% jedincu D. magna?




1) Priprava organismu

Schema inhibi€éniho testu na Pseudomonas putida

 2) Priprava vzorku

« 3) Expozice

 4) Vyhodnoceni

A. Pfiprava kultury -~ —

e

Zamrazena
kultura

10ml

Kultivaéni
médium

43 hod * *
Kultivacni
médium

B. Pfiprava fedicich fad

Krok 2

/m o N

Krok 1 \ \\\\A\x\

vidy vEdy 640ul 2 3 7
B — 640{“ PrisuEng konc. s—
veorkit ' ' ' '
vidy 86l

Kultivacni 6
médium

hakt. kultura

Krok 3

C. Testovani

Ddvikovani 200ul do kazdé jamky
Vzorek 1 (3 opakovani)

Vzorek 2 l

Inkubace 16 hod ™

Vzorek 3 l

MMESLntabsorbance P 43
Blank + NK Méreni absorbance pit 430 nm

% hmmma + AROA




Kroky realizace biotestu (strucne)

1) Priprava organismu
= kultivacni médium, standardni pocty, stari ...

2) Priprava vzorku

» Fedéni vzorku (mimo nadoby s organismy) — koncentracCni rada
redici medium :

— voda/medium — Ize primo pfidavat k organismum
— organicke rozpoustédlo — pridavky jen malych koncentraci (0.5%)
= negativni kontrola — redici medium

3) Expozice
= pridavky vzorku (kontrolniho roztoku) k organismu, expozice (24, 96 h)

4) Vyhodnoceni

= stanoveni letality / rGstu, srovnani vzorek — kontrola, odvozeni kfivky
davka odpoved, statistické srovnani




Davka/Koncentrace - Efekt/Odpoved

Dose/Concentration Response Relationships




Biologické ucinky v zavislosti na koncentraci latek

Biclogical
response

Non-reversible
effects

Reversible
effects

No harmful
effact
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Vztahy Davka - Odpoved

Toxikant pusobi Skodlivy efekt v biologickém systému

- po vstupu do prostfedi dosahuje latka urCitych koncentraci v
prostredi

- toxicky efekt je vyvolan davkou v téle (pusobeni koncentrace latky v
téle po definovanou dobu — viz toxikodynamika)

Toxikologie — prace s davkami v tele
mg/kg hmotnosti (mg/kg b.w. - body weight), mg/kg b.w./day

Ekotoxikologie —spise prace s koncentracemi v prostredi
v prostredi merime koncentrace ne davky




Vztahy Davka - Odpoved

Toxikant pusobi Skodlivy efekt v biologickém systému

Priklady efektu?
zmeéna zdravotniho stavu
pokles pfijmu potravy
snizeni reprodukcCni schopnosti
mortalita

Jak zmérime ,zménu zdravotniho stavu® ?




Vztahy Davka - Odpoved

Toxikant pusobi Skodlivy efekt v biologickém systému

Priklady efektt?
zmeéna zdravotniho stavu
pokles pfijmu potravy
snizeni reprodukcCni schopnosti
mortalita

V experimentu se hodnoti
POZOROVATELNY (meéritelny) PARAMETR = ENDPOINT

charakterizuje ucinek a ma k ucinku jasny vztah

PF. % pFezivajicich jedincl po pusobeni davky (efekt — mortalita)
pocty vajiCek po pusobeni davky (efekt - reprodukeni toxicita)

Endpoint muze byt ,kvalitativni“ (nemusi byt kvantifikovatelny):
- pf. iritace na kUZi ANO/NE B B
- kategorizace NEJHORSI / LEPSI/ NEJLEPSI




Zavislost odpovedi (endpointu) na koncentraci (davce)

- Spojita (vyhodnocuje a vyuziva se nejCastéji)
- Nespojita (napf. mortalita +/-, kategorie iritance kuze - p)

Stresor
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Odpoveéd
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Nejcastejsi
(klasicka
ekotoxikologie)

,koncentrace”
VS.
,Spojity efekt”



ProC¢ ma krivka sigmoidni charakter ?

Proc¢ neni linearni ?

Uginek
(napf. % uhynutych)

Rostouci koncentrace




Statistické odvozeni ,,sigmoidni krivky“ davka-odpoved’

Veétsina déju v prirodé ma statistickv
NORMALNI ROZL( mean
(resp. Log-normalni

(nejCcastejsi jsou ,prumerni' /\

casté jsou extremy ...) / \
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Percent Mortality at Each Dose
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Dose {Weight'Weight)
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Modelovy experiment

* 10 potkanu

* Postupné injek¢ni podavani toxinu
jednotlivym zvifatum

* Pomalu zvySovani koncentrace
(davky) podavané jednotliveim

- Sledovani mortality

Vysledek:

- Nékteri jedinci zemrou jiz pri nizSich
davkach (1, 2, 3)

- Nékteri jedinci hodne vydrzi a

smrt nastane az pfi vysokych davkach
(5-7)

- Vétsina jedincu vSak s nejveétsi
pravdepodobnosti zemre pfi davce 4
(vétSina je ,prumeérnych®, tj. ani extrémné
citlivych ani rezistentnich)




Modelovy experiment

Postupné zvySovani koncentrace (davky) podavané jednotliveim
: Histogram (Cetnost)
- kumulativni €¢etnost: sigmoidni charakter krivky

Dose-Response Sigmoid Curve

100

Percent Mortality at Each Dose

40 A

ﬁ 80 4
01 o
] (]
S
01 o]
L 80
0- ©
] ®
Q>
0 - [}
I=
D
2
@
o
i
o
|_

¢ 1 2 3 4 5 B 7 8
Dose (Weight/Weight)

20 4

0 2 4 & 8
Dose (Concentration) Weight/Weight




Pro srovnani toxicity ruznych latek (vzorku) se uzivaji
parametry odvozené z krivky davka-odpoved’

1) Parametry odvozené primo z experimentalnich dat

LOEC/L Lowest Observable Effect Concentration/L
vyvolala vyznamné efekty

NOEC/L No Observable Effect Concentration/Level
- podobné: koncentrace pouzita v experimentu ...

Nedostatky - subjektivni
— zavisi na zvolenych koncentracich
- jiny experiment - jiné vysledky (koncentracni rozmezi,
redici faktor — rozdily mezi koncentracemi 2x, 5x, 10x...)




Pro srovnani toxicity ruznych latek (vzorku) se uzivaji
parametry odvozené z krivky davka-odpoved’

2) dalsi parametry odvozené z krivky davka — odpoved’
ECx (x=1,5,10,25,50,75,90,99 apod.)
- ne vzdy je v experimentu dosazeno ,presne 5% efektu”
- parametry se pocitaji (z ,,modelovane krivky*)

STANDARD - Hodnoty odvozené pro 50% efekt

- nejCastéji uzivany pro srovnani toxicity (!)

- odhady v oblasti 50% efektu zatizeny nejmensi chybou
viz pfedchozi modelovy experiment ,nejvice je primérnych® a proto je
odhad prumeru nejpresnéjsi

Parametry
LC50 — koncentrace (C) zpusobujici 50% letalitu (L)
LD50 — davka (Dose) zpusobujici 50% letalitu (L)
EC50 — koncentrace zpusobujici 50% efekt (E)
IC50 — koncentrace zpusobujici 50% inhibici (1)




% response

Concentration-Response Curve

100 . X =actualmeasured effects
(at various concentrations)

80 -
60 -
40 -

VAL T T . |: : T
EC
T ECos ~ 20 EC75

NOEC LOEC Concentration



Priklad — ukol 1
Koncentrace Pocet % Prezivajicich
(mg/L) prezivajicich

0 20 100
0,05 20 100
0,1 18 90
0,2 1) 95
0,4 15 75
0,8 9 45
1,6 3 15
3,2 0 0
6,4 0 0

Jaka je hodnota NOEC?, LOEC?, LC507?, LC90?




Jak prakticky odvodit parametry ECx ?

MODEL SIGMOIDNI KRIVKY
- Slozité matematické modely pro aproximaci
- V soucasnosti - vyuziti pocCitacové techniky
-> nelinearni modely pro aproximace sigmoidy

Jednodussi (historicky) pristup (je ale treba ho znat!)
—>Linearizace sigmoidy pomoci probitové metody

Zadany vysledek >
1) odhad LCx
2) presnost odhadu LCx (Interval Spolehlivosti)
[Cim vy$$i variabilita okolo kfivky = tim mensi pfesnost]
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Probitova metoda e i
Vychazi z ,normalniho
pravdépodobnostniho rozlozeni*

1) Kazdé hodnoté % (pravdépodobnost) 0 : ] R ¢ s

1 T
40 80 4 120 160 200 20 50 100 200

pfifazena konkrétni hodnota — tzv. ,probit “ : LC50
(viz tabulka)

2) Probit ,5“ odpovida 50% %9 4 P po
pravdépodobnosti (50% efekt) % &
. E - iy ' 1
—Xztah ,,probit“ vs. g e ¢
Logaritmus koncentrace : Y s B
je linearni B
Linearizace sigmoidy 1 _ -3
Snadny odecet LC50: y=a.x +b . £ | &

Probit=a . LOQ(C) +Db 30 50 100
50% efekt: Probit = 5 ' o

CONCENTRATION (mg/l or ppm) OF TEST CHEMICAL

Figure 6. Mortality in a fish population exposed to a range of concentrations of a chemical in water. (a) Percent mortality
versus concentration plotted on an arithmetic scale. (b) The same data as in “*(a)"". but with mortality on an arithmetic scale
and concentration on a logarithmic scale. (¢) The same data as in (a), but with mortality expressed as probits versus concen-
tration on a logarithmic scale. The dotted lines on cach side of the curve represent the 95% confidence limits.
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Table 3.2 Transformation of percentages to probits
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Interpretace a vyuziti kfrivek davka-odpoved

Srovnani toxicity ruznych latek

porovnani hodnot ICx

Priklad

- nizsi ECx
- pri nizSich koncentracich
se projevuji efekty

Comparison of Dose Response Curves-2

B Compound 1 ¢ "
7] ComEound 2 !
804 = Compound 1 Linear Plot : ﬁ_ f
Compound 2 Linear Plot :E::::'_ /
% = './/4‘
E "1”‘ %’i
Si7
0 - = '.;=":'.¥ Z] " ”‘! ig é :.:::;_

Figure 3.5
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Dose (Concentration) Weight/Weight

Comparison of dose-response curves — 2. Plotting the dose-respon
demonstrates that the concentrations that cause mortality to 50% of the p
are distinctly different. However, the slopes of the two curves appear
same. In many cases this may indicate that the compounds interact similz
molecular level.



Vyuziti krivky davka - odpoved’
Srovnani toxicity ruznych latek

Problém: rizné smérnice (sklon) kiivky Davka-Odpovéd
- Pro interpretaci je nutno uchovat (ukazat) data celé krivky

Priklad:

Na zakladé EC50 neni rozdil

ALE \ﬂ

latka 1 vykazuje efekty ve
vyznamné nizsich koncentracich
(bude mit nizsi LOEC/NOEC]

n (%

r

Growth inhibitio

\

0+ | T T




BEZPRAHOVE pusobeni

-pfi klasickém hodnoceni se predpoklada
prahova koncentrace, pfi které

jiz nelze pozorovat zadny efekt

(NOEC / NOEL)

-u nékterych latek se uvazuje o

NEEXISTENCI prahu; A

tj. efekt se projevi pfi jakékoliv
nenulové koncentraci (bezprahova toxicita),
- stochasticky ucinek

Bezprahové pusobici latky:
Mutageny, genotoxicke karcinogeny

Koncentrace pouze zvysuje pravdépodobnost

stochastické (nahodné) udalosti, tedy
vzniku mutace

EﬁQCl ﬁ.

3

Concentration or Dose e——|i-

Threshold

Concentration or Dose q



Ne vSechny krivky jsou , jednoduse sigmoidni*
—-Noveé poznatky: Endokrinni disruptory

—-Domaci ukol: Samostudium — PDF: Nature (2012) 490:462

—>Znat odpovedi na tyto otazky:
Jaké mechanismy zpusobuji ,nemonotonni tvar kfivky?
Které latky napfiklad (znat strukturu) tyto efekty vyvolavaji

CURIOUS CURVES

Researchers have found that many endocrine-disrupting chemicals do not generate the standard monotonic dose-response curves seen for other types of compound.

MONOTONIC CURVE

In some cases, dose and response
increase together. The plant oestrogen
genistein, for instance, causes the
mouse uterus to increase in weight.

=]

Uterine weight (mg)
s

=]

0 a0 100 300
Genistein (mg/kg)

SOURCE: Ohto, R et al J Toxicol. Sci. 37, 879-880
(2012)

1,000

NON-MONOTONIC CURVES

Mice exposed to moderate doses of
bisphenol A develop the largest
tumours. Moderate and high doses are
thought to induce tumour-cell
proliferation, but high doses also
trigger cell death.

1,500

1,200

600

Tumour volume ( mm®)

300

0
Contol 25 25 250 2500

BPA (ug per litre drinking water)

SOURCE: Jenkins, 5. et &l Environ. Health Perspect.
118, 1604-16048 (2011)

The cestrogen mimic p-nonylphenol
stimulates the ERK cell-signalling
pathway at low and high doses.
Interactions with hormone receptors
and other membrane proteins explain
the complex shape of the curve.

160

140

120

100

80

Changes in phosphorylation status of ERK (% of contral)

mI 1 I 1 1 1 1 1
Control 14 -13 -12 -1 -10 -8 -8
p-Nonylphenol [log ()]

SOURCE: Bulayeva, M. M. & Watson, C. 5. Environ.
Health Perspect 112, 1481-1487 (2004)

Above a certain dose, the herbicide
atrazine causes the larynx muscle to
shrink in male frogs. But the effect
does not increase at higher doses.

0.1

010

0.09

0.07

Left dilator laryngis cross-sectional area (mm?)

0.06 —— / T 1
0.1 1 25 200

Atrazine (p.p.b.)

SOURCE: Hayes, T. A. et al. Proc. Natl Acad. Sci.
LISA 99, 5476-5480 (2002)



Vysledkem hodnoceni toxicity jsou tedy
,KONCENTRACE*“

Vyjadieni KONCENTRACI pfi hodnoceni TOXICITY

(1) Cisté latky a definované smesi latek
(barvy, produkty chemickeé vyroby ...)
KONCENTRACE hmotnostni nebo molarni
— mg/L, ug/L, mmol/L (=mM), nmol/L (=nM) apod.
I Znat prepocty koncentraci'!

(2) vzorky z prostredi a jejich extrakty (vyluhy apod.)
- KONCENTRACE puvodni matrice
pr. Voda .... EC50 = 1% (100x fedéna voda vyvolava 50% efekt)
- KONCENTRACE EXTRAKTU (% redéni ...)




TOXICITA SMESI




Vzorky v prostiedi = KOMPLEXNI SMESI
- Latky ve smesich maji ve srovnani s Cistymi — izolovanymi —
latkami odliSné biologické vlastnosti (v€. toxicity)

- Latky se mohou v efektech ovlivhovat
ADITIVITA/ SYNERGISMUS / ANTAGONISMUS

- Pripominka: model ,Dynamic Energy Budget*
(tfi hlavni procesy v bioté a jejich ovlivnéni toxickymi latkami)

toxicokinetics i i DEB i DEB model . | endpoints
. ipars. i | food » faecesi i Intime
] assimilation
. |chemical A| : .
: . | body size
. somatic maturity :l/l\ { reproduction
chemical B-‘ maintenance maintenance survival

I;hemical Cl.

: i i | structure maturity
offspring

.. 22sssssssssssssssnsssssssssssannsnnnssnnny Fasssssssnsssnnnnanc




Vzorky v prostfedi — KOMPLEXNI| SMESI

(1) ADITIVITA
- nejCastejSi princip v realité smesi
- zakladni princip kumulativni toxicity = Aditivni model
- nejCastéjsi u latek s "nespecifickym" mechanismem toxicity
(polarni narkoza)

PF. latka 1 vyvola v koncentraci c1, efekt 25%
latka 2 vyvola v koncentraci c2, efekt 30%
smesny roztok L1 a L2 v koncentracich c1 a c2

vyvola efekt 55% (25 + 30)

RISKMOD Additivity

s v




Vzorky v prostfedi — KOMPLEXNI| SMESI

(2) ANTAGONISMUS
- latky ve smeési vzajemne inhibuji toxicky efekt
- efekt po pusobeni smési je mensSi nez podle predpovedi
aditivnino modelu
- U latek se specifickymi biologickymi-toxikologickymi
vlastnostmi, spise vzacny

Priklady

Soucasné pusobeni neurotoxinu s ruznym mechanismem (princip "protijeda”)
— Veratridin (otevfeni membranovych kanalt pro Na+/K+)
- Saxitoxin (inhibice kanalu)

VySSi tvrdost vody (Ca, Mg) snizuje toxicitu tézkych kovu (Cu, Cd apod.)
(Kompetice toxickych kovu vs. Ca/Mg na Zabrech o prenasSece
—> vySSi tvrdost: mensi pfijem toxickych kovu

- mensSi toxicita (antagonismus)




Vzorky v prostfedi — KOMPLEXNI| SMESI

(3) SYNERGISMUS
- latky ve smési se vzajemné potencuiji
- efekt po pusobeni smési je vySSi nez podle predpoveédi
aditivniho modelu
- Casto u latek se specifickymi biologickymi-toxikologickymi
vlastnostmi

Priklad

Toxicita pro Ryby:
souCasné pusobeni detergentu (snizeni povrchového napéti na
membranach zaber)
a polarni latky (napfr. inhibitoru mitochondrialni respirace)
(samotny jed obtizné vstupuje do buriky ALE v pritomnosti detergentu
= rychly vstup, vyznamny toxicky efekt)




Vyhodnoceni toxického pusobeni latek v binarnich

Priklady: Aditivita

smesich

- tzv. isobologramy -

Effect on activity
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Praktické hodnoceni toxicity smesi za predpokladu ADITIVITY
1) skupiny latek se stejnym mechanismem toxicity
(,aditivita koncentraci®)
2) mezi skupinami (,aditivita efektu®)

AChE inhibition
. Modes of action

Model of

Uncoupling

Narcosis

Model of
Response Addition




Uncouplin

-1 Narcosis 9 AChEinhibition CCE’E’E’E@
Prl '(,Iad ; R Y- @;‘)Gb (B_a) . . Modes of action
Jaka bude pravdepodobne toxicita vzorku .

vody pro rasy, pokud v ném byly nalezeny Coa o) Conansaton At

uvedené tOXiCké Iétky? Hespl\gr?:gﬁ?c:dition

Chemikalie
a koncentrace ve vode Skupina Mechanismus toxicity
Atrazin — 0,1 ug/L trazin — vazba na PQ v PSI|
Simazin — 0,2 ug/L triazin — vazba na PQ v PSII
2,4-D — 3 ug/L mocovina - rozpojeni PSII
MCPA — 1 ug/L mocovina - rozpojeni PSII
Chlorfenol — 500 ug/L neutralni HC - polarni narkoza
Vite, ze
... EC50 jsou pfiblizné nasleduijici:

triazinové herbicidy 0,5 ug/L

derivaty mocoviny 6 ug/L

chlorfenol 2 mg/L

... sSmérnice kfivky davka-odpoved je pro vsechny skupiny latek cca , 1"
(zdvojnasobeni davky vyvola u kazdé skupiny priblizné dvojnasobny efekt)




Expozice (Cas)
vS. toxicita




Vztah mezi toxicitou (koncentraci) a Casem
,Kriticka rezidua latky v organismu*

Critical Body Residue Model Critical Target Occupation Model
CBR CTO

receptor interaction:

¥ ¥
reversible irreversible
(e.g. narcotics) (e.g. OP pesticides and reactive compounds)

for chemicals exhibiting the same mode of action:

v \
Critical Target Concentration Critical Target Occupation (CTO)
= constant = constant
=k = CAUC (reactive compounds)
=k % CAUC o = k; % kyey X CAUC o5p (OPS)

\

for a given compound: CAUC = constant:

oxon




Vztah mezi toxicitou (koncentraci) a Casem
,,Kriticka rezidua latky v organismu*“

« S prodluzujici se expozici prirozené roste toxicita, ALE

Toxicita neroste s casem nekonecné
(resp. hodnota LC50 neklesa nekonecne)

* Podle modelu CBR Ize odvodit nejnizsi realnou
hodnotu LC50

50% Mortality
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FIGURE 4. Fits of the critical body residues model (CBR, — —), the
aqueous critical target occupation model (CTO,, - - -), and the whole-
body critical target occupation model (CTO4, —) to the LCs(1) data
of chlorthion in the pond snail.



Vztah mezi toxicitou (koncentraci) a Casem (2)
- Nesouvisla, sekvencni expozice -

« Organismy nejsou chemickym latkam vystaveny kontinualné
— Expozice jednorazova
— Expozice vicenasobna, dlohodoba atd.

« Cas a pusobeni ,smési*
— 1) Expozice latce A
- zmeéna fyziologie, zvySeni/snizeni citlivosti
— 2) Nasledna expozice latce B
- vySSi (neoCekavana) toxicita (viz Nature (2012) 490:462)

Expozice jednorazova

Katastroficky dnik,

teraristicky Otak

,
#,

Prirmeyslova wroba
# i W

Expozice vicenasohna,
kontinuaIni, dlouhodoba

Emise (celoZiotni
EXpOZICE)

mg/m?’ ) S H‘: ugfrm?
Lcsn Lcol DU ; 19min.4x gy denng,  Okolni vzduch,
S0 Lt L PRI 40 hod. tydne  rameové délka
rnrti umrti postupne (NPK, max. 10 TWA-TLY ivota Cloveka




