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ABSTRAKT

Predlozena bakalarska prace je zamétrena na ekotoxikologické testovani 1€¢iv snizujicich
hladinu cholesterolu v krvi. Na problematiku nejprve nahlizi z teoretického hlediska —
popisuje vliv residui 1éCiv na zivotni prostfedi, rozdéleni hypolipidemik, rizika zvySené
hladiny cholesterolu, nasledné se zabyva ekotoxikologii a uvadi principy ekotoxikologického
testovani. V experimentalni ¢asti byla testovana tato 1é¢iva: Corsim, Atoris, Lipanthyl Supra,
Lipanthyl 267M. Dale byla testovana i kyselina klofibrova — metabolit fibratti. Rezidua téchto
1éCiv se vyskytuji zejména v akvatickém ekosystému, ztoho diavodu byly k hodnoceni
ekotoxicity pouzity testy na vodnich organismech. Testovacimi organismy byly
Thamnocephalus platyurus, Lemna minor a Vibrio fischeri. Na zakladé vysledku testd byly
stanoveny hodnoty LCsy, ECsp a ICsg. Pomoci téchto hodnot pak byla hodnocena ekotoxicita
vySe uvedenych hypolipidemik.

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the ecotoxicological testing of blood cholesterol
lowering drugs. At first it considers the issue from a theoretical point of view — describes the
effect of residual drugs on the environment, the distribution of hypolipidemics, the risks of
elevated cholesterol, then deals with ecotoxicology and introduces the principles of
ecotoxicological testing. In the experimental part, these following drugs were tested: Corsim,
Atoris, Lipanthyl Supra, Lipanthyl 267M. In addition, clofibric acid — the metabolite of
fibrates was tested. Residues of these drugs are found mainly in the aquatic ecosystem, that is
why tests of aquatic organisms have been used to evaluate ecotoxicity. Test organisms were
Thamnocephalus platyurus, Lemna minor and Vibrio fischeri. 1L.Cso, ECs59 and ICsy values
were determined on the basis of test results. Using these values, the ecotoxicity of the above
mentioned hypolipidemics was evaluated.
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ekotoxicita, testy ekotoxicity, 1é¢iva, cholesterol, hypolipidemika
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1 UVOD

V dnesni dobé si lze na trhu povSimnout stale naristajiciho poctu riznych typa 1éciv.
Navysujici produkce i spotifeba téchto pripravki ma za duasledek jejich vyraznéjsi vliv
na slozky zivotniho prostfedi. Ve vétsin€ pripadi projde cCast piijatého 1éCiva travicim
traktem, které je poté vylouCeno organismem, a to zejména do odpadnich vod. V Ccistirnach
odpadnich vod (COV) &asto dojde k nedokonalému odstran&ni jednotlivych polutantd, a tedy i
1éciv. Tim padem registrujeme i narast koncentraci 1éCiv a jejich rezidui v povrchovych a také
problematika také puad. Nasledné dojde k proniknuti do potravnich fetézci. DalSim
vyznamnym zdrojem kontaminace je nespravné zachdzeni s léky s proSlou trvanlivosti, kdy
muze dojit napfiklad k prisaku ucinnych slozek ze skladek do pudy.

Problematice vlivu uvolnénych 1éCiv se vénuje stale vétsi pozornost, a to z toho davodu, ze
v posledni dobé dochazi k potvrzovani teorii pojednavajicich o jejich trvalém setrvani
v ekosystémech. Hovoti se o tzv. pseudorezistenci, kdy latky, které sice podléhaji degradaci,
se v prirodé vyskytuji v nezanedbatelnych koncentra¢nich hladinach diky jejich
kontinualnimu pfisunu z riznych zdroji. Potravou i jinymi zplsoby se dostavaji
do organismu. V nich se bud’ metabolizuji tak, ze kone¢ny metabolit nevykazuje nezadouci
ucinky, anebo dojde k dal§im nezadoucim pfeméndm. Mohou vyvolat jak zmény
fyziologické, tak biochemické. Jejich nepfetrzité vypousténi i v malych koncentracich muze
vyvolat chronickou toxicitu.

Zatimco voda se povazuje za velmi dynamické médium schopné rychlého transportu a
zprostiedkovani kontaktu s 1éCivy i na delsi vzdalenosti, pida a sedimenty, nebo organismy
jsou spiSe dlouhodobé rezervoary téchto latek. Znecisténi jedné slozky zivotniho prostredi ma
obvykle za nasledek brzké kontaminovani 1 slozek ostatnich [1].

Farmaka pro Farmaka pro
humanni medicinu veterinarni medicinu
Exkrece (odpadni Exkrece (odpadni Komunalni odpad | Exkrece |
vody z nemocnic) vody z domacnosti) (nevyuzité léky) /
Cistirna odpadnich | Popelnice | 'I Hnaj, kompost |

vod

/ Upraveny kal I-
| Zpracovani kald

\ = Skiédka |

| Povrchova voda  pestes""

- Pitna voda

I Vyroba farmak |

Obrazek 1: Schéma moznych prunikii rezidui léciv do sloZek Zivotniho prostredi [2]



2 TEORETICKA CAST
2.1 Léciva
2.1.1 Vymezeni pojmu lék a 1é¢iva latka

Lék obsahuje jednu nebo vice 1€Civych latek, které pusobi svym uc¢inkem, a pomocnych
latek, které pomahaji 1é¢ivou latku zpracovat do formy 1éku.

e Léciva latka — svym UcCinkem piisobi na organismus, ktery ovliviiuje farmakologicky
(riznymi mechanismy plsobeni), imunologicky (posileni nebo oslabeni imunitniho
systému) nebo metabolicky (ovlivnéni pfemény latek a energii v zivych organismech)
[3].

e Pomocna litka — nema léCivy ucinek, jeji funkci usnadnéni pfipravy, uchovavani
nebo podani 1ékd. Vlastnosti pomocnych latek lze také vyuzit pii rozpadu tablety
v organismu atd. Pomocné latky jsou napfiklad barviva, plniva, rozpoustédla [4].

2.1.2 Historicky kontext

Latky slouzici k predchazeni, 1éCeni ¢i zmirnéni ptiznakti chorob jsou lidstvem vyuzivany
se jednalo o latky rostlinného a Zzivocisného puvodu. Jejich pusobeni na ekosystémy
neobnaselo rizika, také jejich uzivani nebylo v tak velkém mnozstvi jako dnes. Nejvétsi
rozvoj lé¢iv byl zaznamenan po 2. svétové valce a v souvislosti s revoluci velké skaly
technickych a védeckych poznatka trva dodnes. Aktualni svétova pramyslova vyroba l1é¢iv
uzce souvisi s jejich rozsahlym uzivanim a od toho se odviji 1 jejich rapidnéjsi uvoliiovani
do zivotniho prostiedi v nezanedbatelnych mnozstvich [5].

2.1.3 Vyskyt a mnozstvi léCiv v zivotnim prostiedi

Podle databaze pro posouzeni nebezpecnosti 1€kt na zivotni prostiedi National Centers of
Coastal Ocean Science (NCCOS), jsou IéCiva pfiitomna v koncentra¢nich hladinach
od nanogramti po miligramy v jednom litru ve vSech slozkach zivotniho prostiedi témeér
na vétSiné mist sveéta. Nejveét§i znecisténi 1éCivy a jejich rezidui lze detekovat ve vodnim
ekosystému. Nejvice kontaminované jsou predev§im vody povrchové v okoli husté
obydlenych oblasti. Vyspélost zdravotnictvi a technologii COV jsou jednim z hlavnich
faktori miry zneCisténi. V odpadnich vodach se biologicky aktivni substance vyskytuji
v koncentracich pod 1 mg/l a mizeme je tak zatradit do skupiny stopovych znecisténi. Nektera
farmaka jsou vsak vici Cistirenskym procestim velmi odolna, kuptikladu pomérmé perzistentni
antiepileptikum karbamazepin, jeho degradacni produkt nebo také klofibrova kyselina byly
detekovany ve vytocich z Cistiren odpadnich vod, fekach, jezerech, a dokonce 1 moiské vodé

[6].
Mimo hormonalni latky jsou nejfrekventovanéjsi 1é¢iva v nasSich odpadnich vodach tyto:
e Diklofenak (spotfeba cca 20 tun/rok)
e Tbuprofen (spotieba cca 200 tun/rok)
e Karbamazepin (spotieba cca 7,5 tun/rok)
e Kyselina salicylova (spotieba snad az 600 tun/rok)

e Kyselina klofibrova (spotieba cca 10 tun/rok) [7].
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2.1.4 Hodnoceni distribuce a vydanych 1éciv v CR

Podle aktualnich dat Statniho Gstavu pro kontrolu 1é&iv za poslednich 10 let v Ceské
republice obecné zaznamenavame pokles distribuce 1é¢iv. V roce 2006 tato hodnota Cinila
320,01 mil. baleni, v roce 2015 267,16 mil. baleni (rozdil 53 mil. baleni). Nicmén¢ stale se
objevuji na trhu nové typy 1éciv a spotieba globalné stoupa. Tim je zptisoben nartist mnozstvi
1é¢iv uvolnénych do zivotniho prostiedi.

Pti porovnani dat z poslednich dvou let, rok 2015 oproti roku 2014 zaznamenava narast
0 1,10 %. Dodavky 1é¢iv do sit€¢ zdravotnickych zafizeni za poslednich 10 let demonstruje
tabulka 1. Také pocCet dennich davek zaznamenal narast. V roce 2015 tato hodnota Cinila
6 480,98 miliond, coz znaci narist o 2,96 % oproti roku 2014. Potadi nejvice distribuovanych
1éCiv dle skupin (od nejvice distribuovanych po nejméné distribuované) bylo v roce 2015
nasledujici: Iéky na kardiovaskularni systém, nervovy systém, travici trakt a metabolismus,
respiraCni systém, muskuloskeletarni systém. Toto poradi se shoduje i1 s nejcetnéji vydanymi
skupinami 1é¢iv. V roce 2015 bylo v lékarnach a zdravotnickych zafizenich vydano nejvice
1é¢iv na onemocnéni kardiovaskularniho systému (37,3 mil. baleni). Na druhém misté byla
nejcasteji vydavana léciva ovliviujici nervovy systém (20,5 mil. baleni), dale Ié¢iva na travici
trakt a metabolismus (16,7 mil. baleni) nésledovana l1é¢ivy pro respiracni systém (10,6 mil.
baleni) [8].

Tabulka 1: Prehled distribuce 1é&ivych piipravka CR [8]

Rok Pocet baleni (v mil.) Narust/pokles (v %)
2006 320,01 -13,27
2007 343,12 7,22
2008 317,73 -7,40
2009 312,30 -1,71
2010 304,59 -2,47
2011 296,69 -2,59
2012 280,13 -5,58
2013 268,63 4,11
2014 264,25 -1,63
2015 267,16 1,10

Poznamka: Piehled obsahuje zejména idaje z hlaseni distributord dle pokynu SUKL DIS-13,
aktualni verze, o distribuci 1éCivych pfipravkd, nejedna se o realnou spotiebu 1€kt pacienty,
tedy o data, ktera by popisovala konkrétni vydeje pacientim.

2.2 Léciva snizujici hladinu cholesterolu v krvi

2.2.1 Cholesterol

Cholesterol je organicka latka, kterou fadime ke steroidim. Vyznacuje se lipidovou
povahou. Je stavebni slozkou bunék a tkani v naSem téle, podili se na stavbé biomembran, kde
zajist'uje jejich kompaktnost, je potiebny i pro tvorbu hormond a vitaminu D. Cholesterol je
nejvice koncentrovany v mozku, nadledvinach, koznim tuku, dale ve slezin€ a krevnim séru.
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Organismus si dokaze cholesterol tvofit sam, a to hlavné v jatrech a travicim ustroji.
Ve velkém mnozstvi se dostava do téla také potravou. Nejvice cholesterolu obsahuji vejce,
zivoCi$né tuky (maslo, sadlo, skvarky), uzeniny, vnitinosti ¢i tuéné mlécné vyrobky (smetana,
syry s vysokym obsahem tuku, plnotucné mléko). Mnozstvi cholesterolu, které si télo samo
vytvori, je dano geneticky a je zcela dostacujici. V zavislosti na pfijmu cholesterolu potravou,
si télo reguluje svoji vnitini produkci. Komplikace nastavaji, pokud je wvné&jsi pfijem
dlouhodobé zvySeny, télo prebytecny cholesterol odbourava v jatrech, nasledné dochazi
k poskozeni receptori zodpovédnych za jeho zpracovani, a jako dusledek dojde ke zvySeni
hladiny cholesterolu v krvi [9, 10, 11].

Tabulka 2: Cholesterol — obecné informace [12]

Strukturni vzorec

= i
f(/ifi
HO d

(10R,13R)-10,13-dimethyl-17-(6-methylheptan-2-yl)-

Systematicky
2,3,4,7,8,9,11,12,14,15,16,17-dodekahydro-1H-
nazev
cyklopenta[a]fhenanthren-3-ol
Trivialni nazev Cholesterol
Sumarni vzorec Cy7Hy6O

Celkové mnozstvi cholesterolu v krvi, se udavda v mmol/l. Pokud je hodnota hladiny
cholesterolu do 5,0 mmol/l, povazujeme tento stav za bezrizikovy. Hodnota 5,1-6,0 mmol/l je
povazovana za zvySenou, nad 6,0 za extrémné vysokou. Lidem s touto hladinou hrozi velké
riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Transport cholesterolu v téle je zprostiedkovan
pomoci lipoproteint, které se déli na Ctyfi razné typy:

e HDL (High density lipoproteins) — slozka celkového cholesterolu. Rika se mu takeé
dobry cholesterol. Vyska jeho hladiny ukazuje, nakolik je naSe télo schopné se
cholesterolu zbavovat jeho transportem do jater. Cim vy$§i hladina, tim lépe.
Nefyziologicka je hladina mensi nez 1,2 mmol/l u muzd a 1,0 mmol/l u Zen.

e LDL (Low density lipoproteins) — slozka celkového cholesterolu. Rika se mu také
Spatny  cholesterol, protoze se velkou meérou podili na ateroskleroze.
Za nefyziologickou se povazuje jeho hladina nad 3 mmol/l.

e VLDL (Very low density lipoproteins) — tento lipoprotein pfenasi v krvi tuky,
zejména triglyceridy. Jejich hladina neni zavisla na pfijmu tukd z potravy, jsou
vytvareny v jatrech.

Podle vzniku se rozliSuje cholesterol exogenni neboli vnéjsi (z potravy) a endogenni neboli
vnitini (syntetizovan v téle) [11, 13].
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2.2.2 Rizika zvySené hladiny cholesterolu

Vysoky cholesterol (hypercholesterolémie) je v dneSni dobé pomérné rozSifené
onemocnéni. Jedna se o zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Kardiovaskularni
onemocnéni (KVO) jsou na celém svété nejcastdj$i pri¢inou umrti. V Ceské republice
zpusobuji dokonce vice nez 50 % vSech umrti. Ischemicka choroba srde¢ni (ISCH) je
nejrozsirené)§i forma KVO. Podstata ICHS spociva v aterosklerdze — poSkozovani a zuzovani
veéncitych tepen cholesterolem se vznikem krevnich srazenin, kdy dojde k jejich ucpani, tedy 1
k nedostate¢nému prokrveni srdce a omezeni jeho funkce. Dal§im moznym projevem KVO je
mozkova mrtvice. Dochazi pfi ni k nahlému uzavéru mozkové tepny a nasledné nedostatecné
prokrvenosti mozku. Dalsi podoba KVO je ischemicka choroba dolnich koncetin. Jedna se
o onemocnéni tepen dolnich koncetin. Dlouhodoba neprokrvenost vede ke vzniku koznich
defektu, které se velmi Spatné hoji, a v ptipadé celkového tepenného ucpani je dolni koncetina
ohrozena odumfienim tkané a infekci.

Pokud chceme predejit zvySeni hladiny cholesterolu nebo dosdhnout normalizace vyssi
hodnoty je tieba dodrzovat zdravy zivotni styl. Mezi nejvice doporu¢ované zpiisoby prevence
patii: dostate¢ny pohyb, cviCeni, zdrava strava (dostatek vitamind, vlakniny atd.), nekufactvi
aj. [14]

2.2.3 Farmakologicka l1écba

V piipadé vrozené hypercholesterolémie je farmakologickd léCba nezbytnd. U méné
zavaznych forem tohoto onemocnéni mnohé studie prokéazaly, ze dodrzovanim zdravého
zivotniho stylu je mozné dosdhnout zasadnich zmén v mnozstvi LDL cholesterolu, a tim snizit
nebo zcela vyloucit nutnost farmakologické 1é¢by. Pro vétSinu lidi v dne$ni dobé je vSak
oproti tomuto po vSech strankach narocnému zpasobu 1écby vyhodnéjsi uzivat 1éciva. Léky
na snizeni cholesterolu se vyznacuji vysokou ucinnosti. Podavaji se jak na vysoky cholesterol,
tak 1 na projevy aterosklerozy. Proto je vétSina z téchto l1ékd nezbytnou soucasti 1écby
u pacienti po infarktu myokardu, s anginou pectoris a dal§imi projevy ISCH. Nejvice jsou
pouzivany zejména tyto 1éky: statiny, ezetimib, a fibraty [13].

Obrazek 2: Postupné ukladdani cholesterolu do stény cévy [13]



2.2.3.1 Statiny

V Ceské republice se statiny objevily na trhu poprvé v osmdesatych letech minulého stoleti
a od té doby dochazi k postupnému a rapidnimu narastu dodavek této skupiny Iékt. Trend
narastu dodavek se projevuje ve vSech zakladnich ukazatelich, které se vyuzivaji pfi sledovani
vyvoje dodavek lécivych pripravki, tedy v poCtech dodanych baleni, poctech definovanych
dennich davek a finan¢nich nakladech v cenach puivodce. Podle dat Statniho ustavu
pro kontrolu 1é¢iv byly na zacatku sledovaného obdobi, v roce 2002, zaznamenany dodavky
statini v mnozstvi 2 658 630 ks baleni. Napfiklad jen do konce roku 2012 doslo k 137%
narustu v poctech dodanych baleni. Z tdaja (viz Obrazek 3) lze usoudit, Ze trend narastu
dodavek této skupiny 1€kt pokracuje dodnes a bude pokracovat i nadale. S tim samoziejmé
souvisi 1 jejich ¢im dal vét§i uvolnéné mnozstvi a vliv na zivotni prostredi [15].

C10AA - Inhibitory HMG CoA reduktazy
Zdroj: DIS13
Datum zpracovani: 20.8.2013

Rok | Kéd ATCS | Nazev ATCS Pocet baleni | Finance bez OP a DPH | Celkem DDD
2002 | C104AA Inhibitory HMG Co reduktazy 2 658 B30 1 050 801 863 50 883 563
2003 | C104AA Inhibitory HMG Co reduktazy 3288 225 1 278 6B0 673 67 138013
2004 | C104AA Inhibitory HMG Co reduktazy 4134 663 1718511778 91 496 051
2005 | C104AA Inhibitory HMG Co reduktazy 5633 431 1672623128 | 133 580 684
2006 | C104AA Inhibitory HMG CodA reduktazy 5420152 1160 512219 | 140 734 523
2007 | C104AA Inhibitory HMG CodA reduktazy 6759 043 1386 288932 | 191 852 108
2008 | C104AA Inhibitory HMG CodA reduktazy 5993 704 1376153050 | 195 819 585
2009 | C104A Inhibitory HMG Cod reduktazy 6318 187 1618 B44 626 | 229 877 398
2010 | C104AA Inhibitory HMG Cod reduktazy 6 546 949 1625631 851 | 267 781790
2011 | C10AA Inhibitory HMG Cod reduktazy 6 367 263 1 706 300 806 | 292 754 533
2012 | C10AA Inhibitory HMG CodA reduktazy 6303 538 1803 08B0 435 | 325678 537
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Obrazek 3: Tabulka a graf zobrazujici vyvoj doddvek statinii v poctech dodanych baleni,
definovanych dennich ddavkdach (DDD) a financnich nakladech v letech 2002-2012 [15]

Lécbou pomoci statinti 1ze dosahnout okolo 40 % snizeni koncentrace LDL-cholesterolu,
v kombinaci s iontoménici (jako je napf. makromolekularni pryskyfice) az 60 %. Po podani
statini se ze stfeva vstfeba okolo 30 % davky, dochazi k vychytavany jatry, kde se i
metabolizuji a poté vylucuji zluci.

Statiny jsou inhibitory HMG-CoA reduktazy. HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-
koenzym A), ma funkci katalyzovat majoritni krok syntézy cholesterolu — pfeménu HMG-
CoA na kyselinu mevalonovou. Inhibici je omezena intrahepatalni syntéza cholesterolu, coz
vede ke zvyseni po¢tu LDL-receptorti na hepatocytech, zvySenému vychytavani LDL jatry a
nasledné dojde ke snizeni krevniho cholesterolu v obéhu. Jakmile se vSak zablokuje syntéza
cholesterolu, za¢nou ho vice absorbovat bunky ve stfevech. Z tohoto divodu se doporucuje
jako doplnék ke statinim brat ezetimib.
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Statiny se vyznacuji 1 dalSimi ucCinky, a to napfiklad inhibici proliferace bunék hladkého
svalu ve stén¢ cév, zlepSeni funkce endotelialnich bunék, stabilizace aterosklerotického platu,
maji také antiagregacni a protizanétlivé pusobeni.

Navzdory tomu, ze se jedna o velice ucinné léky, které rapidné snizi rizika spojovana
s aterosklerdzou, statiny jsou velice Casto negativné komentovany pro své nezadouci ucinky.
Podle vysledkd mnoha studii dochazi pti 1écbé k rapidnimu snizovani koncentrace koenzymu
Q10 (cholesterol je prekurzor CoQ10), coz muze byt faktor hrajici roli pfi vzniku nekterych
nize uvedenych nezadoucich G¢inkdl — ziejmé vlivem poskozeni struktury membran. Mezi
nezadouci ucinky patii: t€zké poSkozeni svali (statinova myopatie), ktera muze vyustit
az v jejich rozpad — rabdomyolyzu. U tézkych zanéti se pak ze svali mohou uvolnit latky,
které se filtruji do moci (myoglobinurie) a poSkodi ledviny (renalni selhani). V soucasné dobé
je také prokazana moznost rozvoje diabetu 2. typu, pfedev§im u osob s dal§imi rizikovymi
faktory pro vznik tohoto onemocnéni. Diabetogenni uc¢inek maji vSechny statiny a u lidi
s rizikovymi faktory diabetu 2. typu je pfiblizné desetiprocentni riziko rozvoje cukrovky 2.
typu. Tyto ptipady vSak byvaji ojedinélé. Jako dalsi nezadouci ucinky pfi 1€cbé statiny byvaji
zminovany poruchy paméti, zmatenost, deprese, sexualni poruchy ¢i nespavost. Nezadouci
ucinky statint 1ze zmirnit naptiklad snizenim jejich davky [16, 17, 18].

Priklady statint:
e Atorvastatin — napt. Iéky Atoris, Larus, Sortis, Torvacard, Lipitor a dalsi.
e Rosuvastatin — napt. léky Mertenil, Rosucard, Rosuvastatin, Sorvasta a dalsi.

e Simvastatin — napft. léky Corsim, Vasilip, Zocor a dalsi.

Fluvastatin — napt. 1éky Lescol a Fluvastatin.
e Pravastatin, Lovastatin apod [13].

Obrazek &. 4 zobrazuje vyvoj v dodavkach téchto 16&ivych latek v letech 2002-2012. V Ceské
republice jsou nejcastéji predepisovany léky s obsahem atorvastatinu a simvastatinu.

Atorvastatinem je 1éCeno vice, jak padesat procent pacientd. LéCivé pripravky s obsahem
této ucinné latky jsou indikovany pifi 1€cbé primarni hypercholesterolemie a smisené
hyperlipidemie, a dale pfi prevenci kardiovaskularnich pfihod u dospélych pacienti
s vysokym rizikem prvni kardiovaskularni ptihody.

Lé&ivé piipravky s obsahem simvastatinu jsou na trhu v Ceské republice od roku 1991.
Vyuzivaji se predev§im pii 1écbé primarni hypercholesterolemie, kdy dieta a ostatni
nefarmakologickd 1é¢ba neni UCinna, v neposledni tfadé také vramci kardiovaskularni
prevence u pacientt s rozvinutym kardiovaskularnim onemocnénim nebo s diabetem mellitus,
ktefi maji normalni nebo zvysené koncentrace cholesterolu. Ve srovnani s novéj§imi statiny
simvastatin hlfe interaguje v kombinaci s jinymi léky, jeho uzivani je kontraindikovano
pfi souCasném podavani napf.. ketokonazolu, inhibitori HIV-proteazy a néekterych
antibakterialnich pfipravka.
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Rosuvastatin patii k novym a velmi G¢innym statinGm. Primarné ucinkuje v jatrech. Je
indikovan k 1écbé dospé€lych pacientt, dospivajicich i déti od 10 let s primarni
hypercholesterolemii, jako dopln€k k dietam v ptipadech, kdy reakce na samotnou pohybovou
aktivitu a dietni opatfeni neni U€inna. Déle se vyuziva v prevenci kardiovaskularnich piihod
u pacientd s vysokym rizikem prvni kardiovaskularni piihody. U této 1éCivé latky je vétsi

riziko nezadoucich ucinkd, vzniku myopatie aj. [15]

C10AA - Inhibitory HMG CoA reduktazy
Zdroj: DIS13
Datum zpracovani: 20.8.2013

Pocet baleni
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Kod ATC7 |Nazev ATC7
C10AA01 |Simvastatin | 1940905| 2496020| 3250865| 3991720 2708113 2739566| 2009608 | 1995480| 1856257 | 1555940 1320793
C10AAQ2 |Lovastatin 170376| 166255| 1522376| 162480| 133805| 134319 92465 77263 66616 52503| 41853
C10AA03 | Pravastatin 07300 72647 14 618 730 21852 31962 20 165
C10AAD4 | Fluvastatin 220331| 266085| 326002| 347848 323814 343955| 322592| 406622| 401447| 357792 319718
C10AAQ5 | Atorvastatin 229628| 287200| 381712| 1131374| 2254420| 3541202| 3463629| 3672270| 3873376 3727032| 3558768
C10AAD7 |Resuvastatin 15400| 165813 327401 641944| 1042241
m C10AAD01 = C10AA02 = C10AAD03 = C10AAD4 = C10AA05 = C10AADT
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Obrazek 4: Tabulka a graf zobrazujici vyvoj dodavek léCivych latek (statini) v poctu
dodanych baleni v letech 2002-2012 [15]

2.2.3.2 Ezetimib

Ezetimib je latka inhibujici vstiebavani cholesterolu ve stievé. Blokuje pfenasec sterold,
protein Niemann-Pick Cl-Like 1 (NPCIL1), ktery je nepostradatelny pro tuto absorpci.
Pokud se bere samotny, zacne t€lo vyrabét vice cholesterolu. Ve vétsiné€ pripadi je 1écba
podpofena i statiny, které tento cholesterol nasledné snizi. Uginky ezetimibu a statind se
vyhodné dopliiuji. Toho vyuzivaji mnohé farmaceutické firmy, které vyvijeji 1éky, které jsou
kombinaci obou, naptiklad 1éCivo Inegy. Ezetimib se v urcitych ptipadech pouziva také
v monoterapii, kdyZ 1étba statinem neni tolerovana. V Ceské republice je v soutasnosti
registrovano nékolik 1écivych pripravkt s ezetimibem (Tezzimi, Ezen, Egitim), ale dodavky
na trh byly zaznamenany pouze u 1écivého pripravku Ezetrol.

I Iék ezetimib se vyznacuje nékterymi nezadoucimi ucinky. Radime mezi né napiiklad
prujmy, kieCe v dutin€ bfisni a jiné zazivaci potize [13, 19].
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2.2.3.3 Fibrity

Pred nastupem statint byly pouzivany v 1é¢bé poruch lipidového metabolismu predev§im
latky zvané fibraty. V Ceské republice jsou doposud pouzivany dvé 16&ivé latky z této skupiy,
a to predevsim fenofibrat a ciprofibrat. Jesté v roce 2002 nebyl rozdil v dodavkach statinu a
fibratd tak zfetelny (statini dodano pfiblizn€ o jeden milion kust baleni vice). Nejvyssi
dodavky fibratd byly zaznamenany v roce 2005, celkem 1723 112 ks baleni, v roce 2006
dochazi k poklesu dodavek dodanych baleni o 30 %. Na dal§im poklesu dodavek 1é€ivych
pfipravki ze skupiny fibrath mohlo mit vliv i rozhodnuti pracovni skupiny
pro farmakovigilanci (PhVWP) Evropské 1€ékové agentury z roku 2007, kterym byly fibraty,
v hlavni indikaci smiSené hyperlipidémie, urCeny az jako 1ék druhé volby, v ptipadé, ze nelze
podat statiny. Trend poklesu dodavek pokracoval az do roku 2012. Nastup dodavek statinu
pozorujeme od roku 2006 a jejich dominantni postaveni na trhu dokladaji tidaje z roku 2012:
dodano bylo vice jak Sest miliont kust baleni statinti oproti necelym 660 tisicim kust baleni
1écivych pripravkl ze skupiny fibrath [20].

C10AA - Inhibitory HMG CoA reduktazy, C10AB Fibraty
Zdroj: DIS13

Datum zpracovani: 20.8.2013

B C10AA, Pocetbaleni B C10AA, Celkem DDD [l C10AB, Pocet baleni B C10AB, Celkem DDD
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Obrazek 5: Graf zobrazujici vyvoj dodavek statinu (inhibitorii HMG CoA reduktdzy)
v porovnani s fibrdty v poctech dodanych baleni, definovanych dennich davkach (DDD) a
financnich nakladech v letech 2002—2012 [20]

Vyznam fibratd spodiva ve funkci zvyseni ,,dobrého* HDL-cholesterolu. Skodlivy LDL-
cholesterol umi fibraty snizit minimaln€. Dale umi snizit hladinu triacylglycerold, lze je
podavat v kombinaci se statiny. Nebo v pfipadech, kdy 1écba statiny neni tolerovana.

Lécivou latku fenofibrat obsahuje napt. 1ék: Lipanthyl 267M, Lypanthyl Supra, Febira a
dalsi. Dodavky maji 1 1écCivé pfipravky s ciprofibratem, na trhu je 1éCivy pfipravek
Lipanor [15].

2.2.3.4 Dalsi latky sniZujici hladinu cholesterolu v krvi

Iontoménice, zejména makromolekularni pryskyfice, patfi mezi vyhledavana léCiva, a to
hlavné pro jejich nizkou cenu. V porovnani s vySe uvedenymi 1éCivy je vSak jejich ti¢innost
minimalni. Pfi jejich uzivani hrozi riziko potizi traviciho traktu.
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Kyselina nikotinovad ma také vliv na snizeni hladiny cholesterolu. Pfi naduzivani se ale
vyznacuje velkym mnozstvim vedlejSich ucinkl, takze je jen zfidka ve farmaceutickém
prumyslu vyuzivana [13].

2.2.4 Vyskyt 1éCiv na snizeni hladiny cholesterolu v zivotnim prostiedi

Pfi zaméfeni se na vodni ekosystém lze konstatovat, ze ¢im dal vétsi pozornost by se méla
z hlediska ochrany zivotniho prostfedi soustfedit na specificky ucinné latky, které jsou
soucasti 1ékt. Tyto latky se dostavaji do vody ve vétsin€ piipadi az po jejich uziti. U 1éku
jakoZzto nezbytnych pfipravki pro lidské zdravi nelze predpokladat, ze by nékdy byla jejich
produkce a distribuce legislativné omezena, ba naopak vzhledem k rozvoji farmaceutického
prumyslu a mediciny se stale vyvijeji nové druhy a celkova produkce stoupa. Vyjimkou
nejsou ani léciva na snizeni hladiny cholesterolu v krvi. Jejich vyssi distribuce 1 vydej se poji
s narastem hladin jejich rezidui v ekosystémech.

Jednim z metaboliti fibratu je kyselina klofibrova. Tato kyselina je izomerem herbicidu
mecopropu, ktery byl pro svou nebezpetnost zakizan. Také v Ceské republice byla
detekovana, a to v komunalnich vodach., kde zjiténé koncentrace na piitoku do COV jsou
v rozsahu 10 az 20 ng/l. V COV nedochazi k jeji dokonalé degradaci a je dale vypousténa
do recipientu. Jeji stopy byly detekovany i v podzemnich zdrojich pitné vody. Pred deseti lety
byla situace v této oblasti horSi. Spotieba fibratd Cinila vice jak 10 tun ro¢né. Informace
o vyskytu 1é&iv na snizeni hladin cholesterolu v prostredi Ceské republiky jsou velmi
omezené. Co se tyka situace v Evropé tak po detekci znacnych mnozstvi rezidui v roce 1992
v Némecku byly provadény mnohé studie, které mély za ukol analyzovat vétSinu vod.
Napriklad v Severnim moii byla na vSech analyzovanych mistech nalezena koncentrace
kyseliny klofibrové v rozmezi od 1 do 2 ng/l. Také ve velmi vyznamnych evropskych fekach
jako je napiiklad Dunaj nebo Pad byla nalezena vysoka koncentrace tohoto rezidua.
V kohoutkové vode v Berliné byla zaznamenana koncentrace této latky mezi 10 az 165 ppt.
Kyselina klofibrova byla nalezena dokonce i v jezerech ve Svycarsku, a to i presto, Ze tam
fibraty nebyly primyslové vyrabény. Po exkreci z organismu se tam nasledné dostala
povrchovou a podzemni vodou. Postupem casu byly fibraty globalné nahrazeny ve velkém
mnozstvi statiny. Nicméné¢ jejich vliv na zivotni prostedi tim zdaleka neskoncil [21, 22, 23,
24].

Lipitor je 1é¢ivo obsahujici atorvastatin. Napiiklad v USA je to jedno z nejvice vydavanych
1éciv vabec. Jen za obdobi od 1998 do 1999 vzrostl jeho prodej o 46 %. Prodej ostatnich 1éku
obsahujicich statiny vzrostl o 20 %. Obrovské mnozstvi populace ve svété tyto léky
pravidelné uziva a farmaceutické firmy planuji narist jejich distribuce. Predpokladaji
skuteCnost, ze mnoho lidi statiny bude potiebovat, jen u nich jesté¢ nebyla vysoka hladina
cholesterolu diagnostikovana. Velké mnozstvi statind ve vétsine pfipadd vstupuje po exkreci
do akvatického ekosystému, kde nasledné pokracuje v inhibici HMG-CoA reduktaz
v jakémkoliv organismu, do kterého diky tomuto kolob&hu vstoupi [22].

2.3 Ekotoxikologie

2.3.1 Definice a vymezeni oboru

Ekotoxikologie je interdisciplinarni obor, postaveny na zakladech ekologie a toxikologie.
Ekologie je védni disciplina, ktera studuje vzajemné interakce mezi organismy a prostfedim, i
mezi organismy navzajem. Toxikologie se zabyva studiem negativniho vlivu chemickych
slouCenin na organismy. Pro popis na obecné urovni bude dale pro latky nebo slouceniny
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s toxickym vlivem, pouzivan pojem toxikant. Propojenim téchto definic lze ekotoxikologii
popsat jako védu, ktera se zabyva negativnim vlivem toxikanti na v§echny biologické tirovné
zivé piirody. Do biologickych trovni zivé pfirody zahrnujeme butiky, organy, organismy, ale
i celé ekosystémy. V uz$im slova smyslu tato véda studuje pasobeni cizorodych latek
na voln€ zijici organismy v jejich prostredi, v Sir§im pojeti se zabyva také studiem pienosu
toxikantti z prostiedi na Cloveéka, at’ uz je to prostifednictvim potravniho fetézce, na jehoz
vrcholu stoji, ¢i z vody, pudy nebo ovzdusi. Nezabyva se tedy jen uinkem toxikantu, ale i
jejich pohybem a preménou. Vliv a dopady toxikantu na ekosystém zobrazuje obrazek 6.
Ekotoxikologie zahrnuje poznatky celé Skaly dalSich védnich disciplin jako je napf.: chemie
zivotniho prostredi, analyticka chemie, fyzika, pedologie, hydrochemie, geologie,
klimatologie, 1ékafstvi a dalsi [25, 26, 27].

znedistujici latka
Zdroj
bl (fyzikalné-chemické vlastnosti)

l

biogeochemické cykly

Transport a transformace
ovzduii  voda puda/sedimenty

I

organismus

Expozice fyziologické a biochemické vlastnosti
znedistujici latky

toxicita - biotransformace
(letalni, subletalni) - bicakumulace
Odezva organismu - prenos

potravnim
fetézcem

I

zmény v populaci
charakteristika a dynamika
(reprodukce, imigrace,
roziiteni, mortalita)

Populace, spoleienstvo zména struktury a funkce

a odexva ekosystému . ’_P°'9‘°""’,"°
(druhové diverzita, zmény ve vztahu

dravec - kofist)

zména ve funkci ekosystému
(pomér respirace a fotosyntézy,
rychlost potravnich cykld)

Obrazek 6: Schéma zobrazujici osudy toxikantu v ekosystému [26]

2.3.2 Cile ekotoxikologie

Vyznamem ekotoxikologie je z védeckého hlediska rozSifovani poznatkl, analyza a
pochopeni riznorodych G¢inkt chemickych latek na vSechny biologické tirovné zivé prirody.
Mezi technické cile ekotoxikologie zahrnujeme vytvafeni pfistroji a metod pro testovani
toxicity danych latek nebo nastroju pro odhad skodlivosti a rizik. Z praktického hlediska je
hlavnim cilem ochrana zivé pfirody, tedy i prevence poSkozeni a vystaveni ekosystému
toxickym rizikim. Dale prognoza a odhad toxicity chemikalii, stejné tak jako rizik, ktera jsou
vazana s zivotnim cyklem téchto latek [25, 28].
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2.3.3 Ekotoxicita a metodiky vedouci k jejimu hodnoceni

Ekotoxicita je definovana jako nebezpeCna vlastnost, kterou maji chemické latky, jez
predstavuji nebo mohou predstavovat akutni nebo pozdni nebezpeci pro jednu nebo vice
slozek zivotniho prostiedi [29].

Testovani ekotoxicity na organismech akvatického ekosystému ma nenahraditelny vyznam
pii klasifikaci nové distribuovanych chemickych latek a pripravki vcetné 1éCiv. U latek
s vyznamnym praktickym uzitim je nezbytné znat mozné Skodlivé ucinky na biologické
systémy. Pro testy se voli organismy, které zastupuji producenty, konzumenty 1 destruenty, tj.
nejdulezitéjsi slozky ekosystému. Testovani je zavazné pii vySetfovani puvodu havarii
na povrchovych a podpovrchovych vodach. Dale se uplatriuje pii hodnoceni odpadd uréenych
na skladkovani. [27, 30, 31, 32].

2.3.3.1 Testy akutni a semichronické toxicity

Zakladni princip, na kterém jsou zalozeny veskeré testy toxicity, spociva ve faktu, ze
reakce organismu na vystaveni (expozici) toxické latky je zavisla na davce této latky. Testy
akvatické toxicity jsou koncipovany tak, aby popsaly vztah mezi koncentraci podané davky a
odezvou daného biologického systému. Tento vztah graficky charakterizuje kfivka davka —
ucinek. Zatimco testy akutni toxicity jsou nejCastéji provadény tak, aby se nasledné
vyhodnotila okamzita odezva, kterou je ve vét§in€ pfipadi umrtnost danych organismu
(v mirné&j$im piipadé jejich stresové chovani), chronické testy sleduji rizné subletalni efekty
dlouhodobé expozice jako jsou napiiklad zmény v rastu, chovani, rozmnozovani atd.
Vysledky ekotoxikologickych testi predstavuji vypoctené hodnoty: LCsy — letalni
koncentrace, ktera vyvola 50% uhyn testovanych organismu; ECsy — efektivni koncentrace,
ktera vyvola 50 % uhyn, ¢i imobilizaci testovanych organismu; ICsy — inhibi¢ni koncentrace,
ktera zptisobi 50 % inhibici ristu ve srovnani s kontrolou. Ke kalkulaci ekotoxikologickych
hodnot nékdy slouzi i urené indexy: NOEC, LOEC aj. VSechny tyto hodnoty byvaji udavany
v jednotkach mg/ml nebo ml/l. Podle indexu lze testovanou latku klasifikovat do tfidy toxicity
a odhadnout miru jejiho toxického uc¢inku na vodni organismy [27, 30, 33, 34].

2.3.3.2 Principy testii

U latky, o které neni znam jeji ekotoxikologicky efekt, se nejdiive provede tzv. orientaéni
test, ktery slouzi k ureni koncentra¢niho rozmezi, ve kterém lze oCekéavat hodnotu ECsy
(ICsp, LCsp) testované latky. Voli se zde zpravidla Siroké koncentracni rozpéti, nasazuje se
mensi podet testovanych organismid. Ugel tohoto testu spoliva ve vyhodnoceni nejvyssi
koncentrace latky, pfi které jesté nedochazi k thynu ¢i imobilizaci organismi (OCy) a nejnizsi
koncentrace, ktera jiz uhyn ¢i imobilizaci zapficitiuje (OC1g9). Na podkladé vysledkt tohoto
testu se provede zakladni (definitivni) test, slouzici k presnému urceni hodnot ECsy, LCs,
ICs. Pro test se voli vétSinou 7 ruznych koncentraci roztoku v rozmezi, které bylo stanoveno
orientaénim testem. Redéni se provadi tak, aby kolem predpokladané hodnoty ECs, doslo
k thynu nebo imobilizaci 5-95 % organismi ve tiech i vice fedénich. Nejvyssi a nejnizsi
koncentrace odpovidaji hodnotam OCy, a OCjgy (zjisténé orientacnim testem). Distribuce
koncentraci by méla byt symetricky rozlozena kolem hodnoty ECsy. Zptsob rozlozeni
testovanych koncentraci zobrazuje obrazek 7. Koncentracni fada by méla byt logaritmicka,
nasledujici koncentrace by méla byt vzdy k krat vétsi nezli predchozi. Koeficient k se
vypocita z nasledujiciho vztahu, kde n predstavuje pocet hledanych koncentraci:
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Pro kazdou koncentraci se nasazuji 2-3 paralelni stanoveni. Odecitd pocet uhynulych ¢i
imobilizovanych organismd. V idealnim pfipadé obdrzime 5 hodnot, tj. parcialnich mortalit
(Ghynt vétsich nez 0 % a mensich nez 100 %). Zjisténé procentualni mortality se nasledné
prevedou na probitové hodnoty. Prevod dat na probity 1ze uskutecnit pomoci tabulky (pfiloha
¢. 1) nebo vypocetnimi programy. Nasledné se pomoci rovnice regrese kiivky davka — ti€inek
vypocita hodnota ECsg [33, 34].
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Obrazek 7: Zpiisob rozlozeni testovanych koncentraci (kiivka davka — iucinek) [34]

2.3.4 Vybrané testy ekotoxicity

Bakalatska prace se zabyvala stanovenim ekotoxicity 1é¢iv na snizeni hladiny cholesterolu
v krvi. Rezidua téchto latek se vyskytuji zejména v akvatickém ekosystému, z toho davodu
byly k hodnoceni ekotoxicity vybrany akvatické organismy reprezentujici tento ekosystém.

Thamnotoxkit F™ je testem akutni toxicity se sladkovodnimi korys§i Thamnocephalus
platyurus. Tento ekotoxikologicky test se vyznacuje vysokou citlivosti. Test je vhodny
napfiklad pro hodnoceni fi¢nich sedimentd, odpadnich vod, vyluhti tuhych odpadi a
hodnoceni nové zavadénych chemickych latek. Slouzi ke zjisténi vlivu chemickych latek
na mortalitu organismu a stanoveni akutni toxicity 24hLCs[35, 36].

Testovaci organismus 7. platyurus patfi do fadu zabronozek (Anostraca) do tiidy
lupenonozct (Branchiopoda). Jedinci se nevyznacuji schrankou, jejich téla jsou protahla,
mekka a slozena z mnoha ¢lankt. Larvy se lihnou z cyst, dospélci dortstaji délky az 7 mm
[37].

19



Obrazek 8,9: Thamnocephalus platyurus dospély jedinec [38, 39]

Testovana latka je rozpusténa ve standardni fedici vodé€, ztohoto roztoku je poté
pfipravena koncentracni fada. Témto riznym koncentracim testované latky jsou nasledné
po dobu 24 hodin organismy vystaveny. Zarovei se nasazuje kontrola, ktera obsahuje pouze
standardni fedici vodu. Principem testu je sledovat mortalitu organismu 7. platyurus
nasazeného do koncentracni fady testované latky, v porovnani s organismy v kontrolnich
Sachtach. Test se povazuje za platny, pokud mortalita kontroly nepfesahne 10 %. Jedinci se
povazuji za mrtvé, pokud se béhem 10 sekund pozorovani nepohybuyji [35, 36].

Test inhibice rustu okfehku mensiho Lemna minor se vyuziva k hodnoceni toxicity
roztokll a suspenzi, také pro testovani povrchovych a odpadnich vod. Cilem je stanoveni
ucinkt testované chemikalie na vegetativni rist sladkovodni rostliny — okfehku mensiho
(Lemna minor). Sleduje se priristek biomasy nebo inhibice ristu podle rastové kiivky. Dale
se stanovuje hodnota 168hICsg [40].

Vodni rostlina okfehek mensi, lidové zabinec se taxonomicky fadi do oddé€leni rostlin
krytosemennych (Magnoliophyta), ttidy jednod€loznych (Liliopsida), Celedé Lemnaceae.
Dale patfi do skupiny rostlin tzv. mékké vegetace, ktera zahrnuje rostliny plovouci na vodni
hladin€ (natantni) a rostliny ponofené (submerzni). Okiehky vyhledavaji pro sviij rist hladiny
stojatych vod a jsou potravou pro vodni ptactvo a nékteré ryby. Pokud maji pfiznivé
podminky pro rust, vytvafi na vodni hladiné kolonie, které nepropousti svétlo, coz ma
za nasledek zhorSeni kvality vody pod nimi. Zdravi jedinci se vyznacuji plochym a kozovitym
listkem s kofinkem. Kolonie tvori 2-5 listki. Okfehek je znam pro své akumulacni schopnosti,
zejména u sloucenin té€zkych kovu, fosforu aj. [40, 41].

krehek mensi — Lemna minor [42]

Sbrézek l\(‘): O
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Okfehky se nechaji rist po dobu 7 dni v riiznych koncentracich testované latky rozpusténé
v zivném roztoku oznacovaném jako Steinbergovo médium (SM). Spolecné s testem se nasadi
testovaci rostliny i do kontroly, coz je roztok bez testované chemikalie obsahujici jen SM.
Kultura okiehku by se méla skladat z mladych kolonii svétle zelené barvy bez viditelného
poskozeni (nekroza, chlordza). Utinek testované latky je vyhodnocen na zaklad& srovnani
rastu (pocCtu listkll) v testovacich koncentracich s ristem v kontrolach. Stanovuje se hodnota
ICso, v tomto testu lze zji§tovat 1 hodnoty LOEC a NOEC. Existuji piipady, kdy testovana
latka povzbuzuje rist a tim padem se hodnota ICsy nestanovuje. Vysledky se povazuji
za platné, pokud prumérny pocet listkti v kontrole vzrostl na konci testu na osminasobek a pH
v kontrole se nezménilo o vice nez 1,5 jednotky [41, 43].

Bioluminiscenc¢ni test na Vibrio fischeri hodnoti uCinky testované latky na testovacim
zastupci destruentd v ekosystému. Destruenti predstavuji vyznamny Clanek v ekosystémech,
podili se na rozkladu organické hmoty, organickych latek, a to nejen piirodniho pavodu, ale
mnohdy jsou vyuzivani v ramci sanacnich a dekontaminacnich technologii [44].

Obrazek 11, 12: Vibrio fischeri [45, 46]

V. fischeri je druh motskych gramnegativnich bakterii, které se vyznacuji pfirozenym
emitovanim svétla, bioluminiscenci. Luminiscence nastava pii oxidaci luciferinu, pfitomného
v téle organismi, na oxyluciferin. Tuto reakci katalyzuje enzym luciferaza. Negativnim
pusobenim testované latky na bakterie dochazi k inhibici luminiscence, coz je ucinek
hodnoceny v tomto ekotoxikologickém testu. Na konci testu lze také stanovit hodnotu ECs
nebo ECy.

Pouzivaji se bakterialni suspenze piipravované z komercné dostupnych bakterii, které musi
byt uchovavané v mrazaku pfti teploté —18 °C az —20 °C. Thned po rozmrazeni a rehydrataci se
bakterie zacinaji rozmnozovat ajsou pripravené na pouziti. Test je povazovan za platny,
jestlize hodnota korekéniho faktoru fi je pro 15ti i 30ti minutovou expozici v rozsahu hodnot
0,6 az 1,8. Paralelni stanoveni pro kontroly se od svych primérti nesmi neodchylovat o vice
jak 3 %, a totéz plati i pro paralelni stanoveni vzorka [47].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem zadané bakalaifské prace bylo ekotoxikologické hodnoceni vybranych 1éciv
na snizeni hladiny cholesterolu v krvi. Jako testovaci latky byla pouzita lé¢iva Corsim (Uc¢inna
latka simvastatinum) a Atoris (uCinna latka atorvastatinum) ze skupiny statini. Dale také
Lipanthyl a Lipanthyl Supra (G¢inna latka fenofibratum) ze skupiny fibratd. Pro testovani byla
vybrana i kyselina klofibrova jako metabolit fibrath. Pro ekotoxikologické testovani byly
zvoleny nasledujici testy toxicity: alternativni test Thamnotoxkit F™ na testovacim
organismu 7. platyurus, bioluminiscencni test na V. Fischeri a test inhibice rastu okiehku
mensiho L. minor, patfici mezi testy fytotoxicity. Na zakladé tohoto testovani byly nasledné
vypocteny toxikologické indexy a byla posouzena ekotoxicita.

3.1 Slozeni a zakladni fyzikalni vlastnosti vybranych farmak

e Corsim” 10 — G¢inna latka: simvastatinum 10 mg
pomocné latky: monohydrat laktézy, mikrokrystalickd celuloza,
predbobtnaly Skrob, butylhydroxylanisol, kyselina askorbovéa, kyselina
citrénova, koloidni bezvody oxid kfemicity, magnesium-stearat (v jadru
tablety); hypromeldza, Cerveny a zluty oxid zZelezity, triethyl-citrat, oxid
titaniCity, mastek, povidon 40 (v potahu tablety)

Tabulka 3: Fyzikalné — chemické vlastnosti simvastatinu [48, 49]

Nézev Sumarni Mr Rozpustnost ve vode pii 25 °C Teplota
VZOrec [g/mol] [mg/ml] tani [°C]
simvastatinum C,5H3305 418,574 0,765 135-138
Strukturni
vzorec

Obrazek 13: Potahované tablety Corsim® 10 [50]

e Atoris” 10 —ucinn4 latka: atorvastatinum 10 mg
pomocné latky: monohydrat laktozy, mikrokrystalicka celuldza, roztok
hydroxidu sodného 0,02 mol/l, natrium-lauryl-sulfat, hyproloza, sodna
sul kroskaramelozy, krospovidon, magnesium-stearat (v jadru tablety);
mastek, oxid titani¢ity, makrogol 3000 a polyvinylalkohol (v potahu
tablety).
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Tabulka 4: Fyzikalné — chemické vlastnosti atorvastatinu [S1, 52]

Nézev St vamiss || D [l Rozpustnost ve vodé pti 25 °C Teplgta tani
[mg/ml] [°C]
atorvastatinum | Cs3H35FN>Os5 558,65 1,230 159-161
@ 0 OH OH O
AN A A A
Strukturni H —
O Q
F

Obrazek 14: Potahované tablety Atoris® 10 [53]

Lipanthyl 267M — u¢inna latka: fenofibratum (mikronizovany) 267,0 mg

pomocné latky: monohydrat laktozy, pifebobtnatély Skrob, natrium-
lauryl-sulfat, krospovidon, magnesium-stearat (uvniti tobolky);
zelatina, oxid titanicity, ¢erveny a zluty oxid Zelezity (tobolka).

Obrazek 15: Tobolka Lipanthyl 267M [54]

Lipanthyl Supra — t¢inna latka: fenofibratum 160 mg

pomocné latky: monohydrat laktozy, mikrokrystalicka celuléza,
natrium-lauryl-sulfat, povidon 25, krospovidon, koloidni bezvody
oxid kfemicity, natrium-stearyl-fumarat (v jadru tablety), mastek,
oxid titaniCity, soOjovy lecithin,

xanthanova klovatina a
polyvinylalkohol (v potahu tablety).

Tabulka 5: Fyzikalné — chemické vlastnosti fenofibratu [55, 56]

Néze SumArni vzorec Mr Rozpustnost ve vode pii 25 °C Teplota

v [g/mol] [mg/ml] tani [°C]
fenofibratum CyoH2:Cl04 | 360,834 0,420 80-81

O
Cl @) /I\
Strukturni %LO
vzorec
@)
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Obrazek 16: Potahované tablety Lipanthyl Supra [57]
e Kyselina klofibrova

Tabulka 6: Fyzikalné — chemické vlastnosti kyseliny klofibrové [58, 59]

, Sumarni Mr Rozpustnost ve vodé pti 25 °C | Teplota tani
Nazev °
VZOrec [g/mol] [mg/ml] [°C]
kyselina klofibrova | C1oH;1CIO3 | 214,645 0,583 120-122
O

Strukturni vzorec /@’ C)7%J\OH
Cl

Vybrana farmaka byla v pevném skupenstvi. Lipanthyl (po odstranéni tobolky) a kyselina
klofibrova ve formé bilého krystalického prasku. Léciva Atoris, Corsim a Lipanthyl Supra
ve formé ovalnych potahovanych tablet. Jelikoz potahy téchto pfipravk obsahuji pomocné,
vétsinou nerozpustné latky (usnadniujici polknuti tablety), bylo nezbytné je nejprve odstranit
skalpelem. Az nasledné byly upravené tablety bez potahu pomoci tfeci misky s tlouckem
rozmé&lnény na krystalicky prasek. Farmaka byla poté prevedena do zasobnich roztoku. Tyto
zasobni roztoky poté slouzily k vytvoreni koncentrac¢nich fad viz tabulka 8 a 10. Jednotlivé
roztoky nebyly zcela homogenni, piedstavovaly spiSe suspenze. K lepSimu rozpusténi nebyla
pouzita zadna organicka rozpoustédla, a to z toho divodu, Zze byla snaha o testovani latek
v realné podobé, jak se mohou ve vodach vyskytovat. Dana rozpoustédla by navic mohla
negativné ovliviiovat pribéhy jednotlivych testu.

Vsechny koncentrace v toxikologickych testech byly pfipraveny fedénim dle nasledujici
rovnice:

¢-Vi=¢-V,, kde (2)
c1 koncentrace zasobniho roztoku testované latky
Vi objem zéasobniho roztoku testované latky
c2 pozadovana koncentrace testované latky
V, objem pozadovaného roztoku

3.2 Thamnotoxkit F™

24hLCsy ekotoxikologicky test byl provadén v multiSachtové testovaci desticce za pouziti
Cerstvé vylihlého stadia larev sladkovodniho korySe T. platyurus, které byly vylihnuty z cyst.
Cysty byly skladovany v suchém stavu v lednicce pti 5 + 2 °C.

Material a pomucky

Veskery potiebny material, vCetné cyst testovaciho organismu a chemikalii potfebnych
pro piipravu standardni fedici vody jsou soucasti toxkitu Thamnotoxkit F™. Dale byl pouzit
Inkubator typu Novital CO Vatutto 20 — inkubace s osvétlenim, standartni laboratorni sklo,
svételna deska.
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Priprava redici vody

Jednolitrova odmérna barika byla naplnéna pfiblizné 800 ml destilované vody. Nasledné
do ni byly prevedeny solné roztoky, které byly soucasti toxkitu ve formé 15 ml ampuli.
Nejprve byla oteviena ampule s roztokem oznacena Cislem 1 (NaHCOs3) a jeji obsah byl
kvantitativné preveden do baiky. Tento krok byl opakovan i s ostatnimi ampulemi
obsahujicimi solné roztoky, tj. dvé ampule oznacené Cislem 2 (CaSQO,), jedna ampule s Cislem
3 (MgS04) a jedna ampule s Cislem 4 (KCl). Poradi bylo dodrzeno. Na zavér byla baika
doplnéna stfickou s destilovanou vodou po rysku a protfepana. Standardni sladka voda
slouzila dale jako fedici médium pro piipravu koncentracni rady testované latky a také jako
médium pro inkubaci cyst. Do dalsiho pouziti byla skladovana v temnu v lednicce.
Pted samotnym pouzitim ji bylo nutné nechat zteplat na laboratorni teplotu a provzdusnit (cca
15 min) [36].

Tabulka 7: Seznam koncentrovanych soli pouzitych na pripravu standartni sladké vody

Cislo roztoku Sul Pocet ampuli
1 NaHCO; 1
2 CaSO4 2
3 MgSO4 1
4 KCl 1

Inkubace cyst

Inkubace cyst byla zapocata presné 24 hodin pred zacatkem testovani a provadéla se
v nafedéné standartni sladké vode€. Pro ptipravu tohoto nafedéného média bylo tieba smichat
2,5 ml standardni sladké vody a 17,5 ml destilované vody (pomér 1:8). Vialka s cystami byla
naplnéna piiblizné 1 ml nafedéné standardni sladké vody a byla 30 minut protfepavana.
Po uplynuti této doby byly hydratované cysty kvantitativné preneseny do malé Petriho misky,
kam bylo pfidano 10 ml nafedéné standardni sladké vody. Néasledn€ byla Petriho miska
zakryta vickem a inkubovana pfti teploté 25 °C po dobu 20 az 24 hodin za kontinualniho
osvétleni (3 000 az 4 000 lux).

Obrazek 17: Thamnocephalus platyurus — cysty pred inkubaci
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Nasazeni testu

Do multiSachtové desticky byly nasazeny byly 2-3 koncentra¢ni fady o 5 ruznych
koncentracich. (viz tabulka 8). Kazda koncentrace testované latky byla prenesena do Sachet
jednoho sloupce testovaci desky. Pfenos roztokt byl vzdy provadén od kontroly (sloupec 1
viz obrazek 18) smérem k nejvyssi koncentraci (sloupec 6). Prenos Cerstvé vylihlych jedinca
korySe T. platyurus byl proveden pasteurovou pipetou ve dvou krocich. V prvnim kroku bylo
preneseno piiblizné 40 larev z Petriho misky do tzv. rozplavné Sachty (fadek D), coz
predstavovalo minimalizaci zifedéni vlastni testované koncentrace. Ve druhém kroku se
do kazdé testovaci Sachty (fadky A, B, C) nasadilo presné po deseti larvach. Dilezité bylo
nabirat pfi transportu co nejmensi mnozstvi kapaliny. Kompletné€ naplnéna testovaci desticka
byla poté zakryta parafilmem a pevné uzaviena plastovym vickem. V této fazi byla vlozena
do temného inkubéatoru a inkubovana pfi teploté 25 °C po dobu 24 hodin.

Tabulka 8: Koncentra¢ni fady pro organismus 7. platyurus

Testované 1écivo Orientacni test [mg/1] Zakladni test [mg/1]
Corsim 0,01;0,1; 1; 10; 100 20; 40; 80; 160; 320
Atoris 0,01;0,1 1; 10; 100 20; 40; 80; 160; 320

Lipanthyl 267M 0,01;0,1; 1; 10; 100 20; 40; 80; 160; 320

Lipanthyl Supra 0,01;0,1; 1; 10; 100 20; 40; 80; 160; 320

Kyselina klofibrova 0,01;0,1; 1; 10; 100 20; 40; 80; 160; 320
mikropipeta
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Obrazek 18: Schéma plnéni multiSachtové desticky [36]
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Vyhodnoceni vysledku

Po skonceni 24 hodinové inkubacni doby byla testovaci desticka vyjmuta z inkubatoru a
nasledné byl zaznamenan pocet mrtvych jedinct. Pro kazdou koncentraci byla poté spoctena
procentualni mortalita. Déle byl sestrojen graf zavislosti procentualni mortality prevedené
na probitové hodnoty na logaritmu koncentrace testovanych 1é¢iv. Z rovnice linearni regrese
byla nasledné zjisténa hodnota hodnota 24hLCs, [36].

3.3 Test inhibice rustu okiehku mensiho Lemna minor

168hICsj ekologicky test byl proveden na Cerstvé namnozeném okiehku mensim, ktery byl
kultivovan ve Steinbergové médiu za kontinualniho osvétleni.

Material a pomucky

Testovaci organismus pochazejici z laboratorni kultivace, chemikalie viz tabulka 9, bézné
laboratorni sklo: kadinky o objemu 150 ml aj., zafivka 6500-10000 lux.

Priprava Steinbergova média (SM)

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky makroslozek a mikroslozek, které slouzi
k pfipravé SM. Makroslozky predstavuji zasobni roztoky €. 1, 2 a 3, mikroslozky ¢. 4 az 8.
SloZeni a koncentrace jednotlivych roztokt jsou uvedeny v tabulce €. 9. Jednolitrova odmérna
barka byla naplnéna pfiblizné 900 ml destilované vody. Nasledné se do ni pfidalo po 20 ml
kazdé makroslozky a poté po 1 ml kazdé mikroslozky, aby se zamezilo srazeni. Nakonec byla
odmeérna barka doplnéna destilovanou vodou po rysku. SM pro testovani bylo pfipraveno 1-2
dny pted pouzitim, aby se stabilizovalo pH. Uskladnéno bylo v temnu a chladu.

Tabulka 9: Slozeni a koncentrace jednotlivych roztoka pro piipravu SM

Cislo roztoku Makroslozky [g/1] Cislo roztoku Mikroslozky [mg/1]
1 KNO; 17,5 4 H;BO; 120
1 KH,PO, 4,5 5 ZnSOy - TH,O 180
1 KzHPO4 0,63 6 NazMOO4 : 2H20 44
2 MgSO, - 7TH,O 5,0 7 MnCl, - 4H,0 180
3 Ca(NO3) - 4H,0 14,75 8 FeCls - 6H,O 760
8 EDTA 1500

Nasazeni testu

Ve 200 ml odmérnych baikéach byly nejdiive pomoci SM naredény ptislusné koncentrace
testovanych 1éCiv. Pouzité koncentracni fady pro testy jsou uvedeny v tabulce 10. Z divodu
malého mnozstvi testované latky nebyl proveden test s kyselinou klofibrovou. Nasledné bylo
100 ml kazdé jednotlivé koncentrace prevedeno do 150 ml kadinek (pro kazdou koncentraci 2
kadinky). Poté bylo do kazdé kadinky pomoci sklenéné tyCinky nasazeno 9 listkii okiehku
mensiho L. minor. Pocet listki v kazdé koncentraci i kontrole byl stejny. Nakonec byly
kadinky zakryty Petriho miskou a vystaveny kontinuadlnimu osvétleni se svételnou intenzitou
6 500 az 10 000 lux. Na zacatku a na konci testu bylo v jednotlivych koncentracich 1
v kontrole zméteno a zaznamenano pH.
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Tabulka 10: Koncentra¢ni fady pro organismus L. minor

Testované 1éCivo Zakladni test [mg/1]
Corsim 0,01; 0,1; 1; 10; 100
Atoris 0,01;0,1; 1; 10; 100
Lipanthyl 267M 0,01; 0,1; 1; 10; 100
Lipanthyl Supra 0,01; 0,1; 1; 10; 100
Kyselina klofibrova
Vyhodnoceni testu

Utinek testovanych 16¢iv byl posuzovan podle rychlosti riistu. Pro stanovovani inhibice
rastu porovnanim rastovych rychlosti byl pro kazdou koncentraci a kontrolu spocitan pocet
listkii na konci testu. Jednotlivé rastové rychlosti byly vypocitany podle vzorce:

_ InN, -InN, kde 3)
!

n

i

u; rstova rychlost v testované koncentraci
Ny pocet listkti na zaCatku testu

Nh pocet listkti na konci testu

t, doba trvani testu

Z jednotlivych hodnot p pro kazdou testovanou koncentraci i kontrolu se nasledné
spocitala procentualni inhibice rastu Iu dle nasledujiciho vzorce:

(/’lc _ILll)

1, inhibice riistu
i rastova rychlost v testované koncentraci

U rustova rychlost v kontrole

Dale byly sestrojeny grafy zavislosti procentualni inhibice ristu na logaritmu koncentrace
testovanych 1€Civ. Z rovnice linearni regrese byla nasledné zjisténa hodnota 168hICs, [43].

3.4 Bioluminiscen¢ni test na Vibrio fischeri

V testu byly pouzity lyofilizované bakterie V. fischeri schopné bioluminiscence. Tyto
bakterie jsou pouzitelné ihned po rozmrazeni a rehydrataci.

Material a pomucky
Pro méfeni byl kromé automatickych pipet, série sklenénych kyvet ajiného bézného
laboratorniho skla pouzit luminometr LUMIStox 300 s termoblokem s fizenou teplotou.

Provedeni testu

Z divodu nedostatecného mnozstvi bakterii, byla vyuzita metoda screeningového
stanoveni inhibice luminiscence testovaného vzorku oproti kontrole. Byly pfipraveny roztoky
vSech vybranych farmak o koncentraci 100 mg/l. V. fischeri jsou moiské bakterie, proto jako
referencni roztok (blank) a jako fedici médium slouzil 2 % roztok chloridu sodného. Aby
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roztoky vzorkii nebyly silné zakalené a nedochazelo ke ztratam luminiscence, byl
pro dokonalejsi rozpusténi jednotlivych farmak vyuzit ultrazvuk. Diky tomuto kroku nebylo
nutné pozdéji provadét korekci. Na zajisténi dobrych zivotnich podminek pro testovaci
organismus melo byt splnéno kritérium pH vSech testovanych vzorkii v rozmezi 6 az 8,5.

Z kazdého 100 mg/l roztoku daného 1é¢iva bylo nasledné automatickou pipetou odebrano
500 pl a prevedeno do sklenéné kyvety, ktera byla poté vlozena do termobloku. V termobloku
byly vzorky temperovany na teplotu 15+ 1 °C. Po uplynuti 15 min bylo do kazdé kyvety se
vzorkem lé¢iva pfidano 500 pl suspenze bakterii. Na meéfeni se pouziva série takto
ptipravenych zkusebnich sklenénych kyvet. Doba inkubace, po jejimz uplynuti byla zmétena
zmeéna intenzity luminiscence, byla 15 a 30 minut. Ze zmény intenzity svétla se vypocitava
toxicky ucinek.

'.,.o’.'.‘.... _3

,o.oo.ooooo‘
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Obrazek 19: Luminometr LUMIStox 300 s termoblokem

Vyhodnoceni testu

Pro platnost vysledkd screeningového testu bylo zapotiebi vypocitat hodnotu korekéniho
faktoru podle nasledujiciho vztahu:

1
fu="" ke (5)
0
[, odpovida korekénimu faktoru pro expozici po daném &ase, 30 min

I,, odpovida intenzité luminiscence kontrolniho vzorku po expozici po daném ¢ase, 30 minut

[rel. jednotka luminiscence]

I, odpovida intenzité luminiscence kontrolni suspenze bezprostiedné pred piidanim vody k

zfedéni [rel. jednotka luminiscence]

Pro validitu testu musi hodnota korek¢niho faktoru nalezet do intervalu 0,6-1,8 [47].
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Ekotoxicita vybranych farmak byla hodnocena pomoci vybranych ekotoxikologickych
testd uvedenych a popsanych v experimentalni asti. U alternativnich testd Thamnotoxkit F™™
byly nejprve provedeny orientacni testy. Na zaklad€ jejich vysledki byly vytvoreny
koncentra¢ni fady pro testy zakladni (viz tabulka 8). Pro testy inhibice ristu okiehku mensiho
L. minor byla z divodu malého mnozstvi dostupnych 1é¢iv zvolena orientacni fada za fadu
zakladniho testu (viz tabulka 10). Z divodu malého mnozstvi testované latky nebyl tento test
fytotoxicity proveden s kyselinou klofibrovou. Bioluminiscencni test na V. fischeri byl
proveden za ucelem porovnani toxicity, kdy byla posuzovana toxicita jednotlivych 1éc¢iv
prostfednictvim inhibice luminiscence vuci kontrole v %. Vypocet hodnoty ECsy nebyl
provadeén. K oveéfeni spravnosti testd, kvality a citlivosti organismli byly provedeny referencni
testy prostfednictvim standardu dichromanu draselného. V pfipadé bioluminiscen¢niho testu
na V. fischeri byl proveden referencni test toxicity prostfednictvim standardu 7,5 % NaCl.

Aby byly vysledky této bakalarské prace dostatecné prehledné, byly uvedeny priklady
kiivek davka — acinek a vypocta toxikologickych indext pouze pro referenéni testy. Vysledky
jednotlivych ekotoxikologickych testi byly pro pifehlednost zpracovany do tabulek.
V prabéhu testd byla sledovana kritéria podminujici validitu jako jsou napf. pH ¢i teplota.
Tato kritéria byla ve shodé s podminkami vyzadovanymi pro jednotlivé testy.

4.1 Referencni testy

Vsechny referencni testy byly provedeny podle stejné metodiky a stejnych podminek jako
testy s testovanymi latkami. Jako reference byl pro testy s organismy 7. platyurus a L. minor
pouzit roztok dichromanu draselného. Ziskané hodnoty LCsy a ICsy pro referencni testy jsou
uvedeny v tabulce 13 a vyhovovaly limitim pro dany organismus a standard.

4.1.1 Thamnotoxkit F™
Tabulka 11: Referencni test akutni toxicity pro 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0,32 5/30 16,66 4,04 -1,49
0,18 14/30 46,67 4,91 -1,25
0,10 15/30 50 5,00 -1,00

0,056 27/30 90 6,28 -0,74
0,032 30/30 100 8,09 -0,49
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y =3,7803x + 9,4339
R?=0,9063

-1,3 -1,1

-0,9 -0,7

log ¢ [mg/1]

-0,5

Obrazek 20: K¥ivka ddavka — iicinek referencniho testu Thamnotoxkit F™

Rovnice regrese odectena z grafu pro dichroman draselny: y =3,7803- x +9,4339

Za y byla dosazovana 50 % mortalita, ktera odpovida dle probitové prevodové tabulky (viz

pfiloha 1) €islu 5.

5-94339
3,7803

-1,1729

c=10"=10""*=0,067mg- 1"

Referen¢ni hodnota LCs pro 24 hodinovy test akutni toxicity na 7. platyurus s K,CrO; se dle
literatury pohybuje v rozmezi 0,065-0,095 mg/l. Referencni test byl proveden metodicky

spravné, protoze hodnota 0,067 mg/l do tohoto intervalu nalezi.

4.1.2 Inhibice rustu okrehku mensiho L. minor

Tabulka 12: Referen¢ni test inhibice rastu L. minor

¢ [mg/1] Ristova rychlost p Inhibice ristu I, [%] log ¢
0 0,0132 0 -

10 0,0048 53,86 1,00

20 0,0043 57,39 1,30

40 0,0024 71,65 1,60

80 0,0022 83,36 1,90

160 0,0009 93,02 2,20

Priklad vypoctu ristové rychlosti p a inhibice ristu I, pro ¢s= 160 mg/l:

_InN,-InN, Inl0,5-In9

H p

n

=0,0009
168

1

M

K.

(.~ ) _ (00132-0,0009)

0,0132

100 =93,02 %
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y =34,646x + 16,351
80 1 R2=10,9768
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Obrazek 21: Krivka ddvka — ucinek referencniho testu inhibice riistu L. minor

Rovnice regrese odectena z grafu pro dichroman draselny: y =34,646- x+16,351

Za y byla dosazovana 50 % inhibice rustu a nasledné po odlogaritmovani byla vypoc¢tena
hodnota ICs.
‘e 50-16,351

34,646
c=10"=10""""?=9359 mg -1

=0,9712

Referencni hodnota ICsy pro 168 hodinovy test inhibice ristu okiehku mensiho L. Minor
s K,CrO; se dle literatury pohybuje v rozmezi 5,5-10,0 mg/l. Referencni test byl proveden
metodicky spravné, protoze hodnota 9,358 mg/l do tohoto intervalu nalezi.

Tabulka 13: Vysledky referencnich ekotoxikologickych testil

Organismus Toxikologicky index ¢ [mg/1]
T. platyurus LCso 0,067
L. minor 1Cs 9,359

4.2 Corsim

4.2.1 Thamnotoxkit F™

Orientacni test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v tabulce 8. Ziskané
hodnoty z orientaCniho testu jsou uvedeny v tabulce 14. Zaroveni s testovanou latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které nepresahla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka 14: Orienta¢ni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 0/20 0 0
0,01 0/20 0 0 -2
0,1 0/20 0 0 -1
1 0/20 0 0 0
10 0/20 0 0 1
100 14/20 70 5,52 2

Na zakladé vysledkt orienta¢niho testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladni
test. Pouzita koncentracni fada je uvedena v tabulce 8. Vysledky ziskané ze zakladniho testu

jsou uvedeny v

tabulce 15.

Tabulka 15: Zakladni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 0/20 0 0

20 8/20 40 4,75 1,30

40 12/20 60 5,25 1,60

80 13/20 65 5,39 1,90

160 16/20 80 5,84 2,20

320 18/20 90 6,28 2,50

Hodnota 24hLCs byla zji§téna z grafické zavislosti probitovych hodnot na logaritmech
koncentrace pomoci regresni piimky a Cinila 31,83 mg/1.

4.2.2 Inhibice rustu okrehku mensiho Lemna minor

Test byl proveden s koncentracni fadou, ktera je uvedena v tabulce 10. Ziskané vysledky

ze zakladniho testu jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: L. minor — vysledné inhibice rastu

¢ [mg/1] Pramérny pocet Ristova rychlost Inhibice ristu log ¢
listkt [%]
0 72 0,0123 0
0,01 69 0,0121 2,05 -2
0,1 53 0,0106 14,73 -1
1 52 0,0104 15,65 0
10 36 0,0083 33,33 1
100 10 0,0006 94,93 2

Hodnota 168hICs testu na okfehku mensim L. minor byla vyhodnocena pomoci metody

porovnani rychlosti rastu. Touto metodou byla hodnota ICs, stanovena na 7,48 mg/I.

4.3 Atoris

4.3.1 Thamnotoxkit F™

Nejprve byl proveden orientacni test s roztoky o koncentracich uvedenych v tabulce 8.
Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 17. Zaroven s testovanou latkou byla sledovana

i kontrola, ve které nepfesahla mortalita hranici 10 %.
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Tabulka 17: Orientacni test na organismu 7. platyurus
c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢

0 0/20 0 0

0,01 0/20 0 0 -2

0,1 0/20 0 0 -1
1 0/20 0 0 0
10 2/20 10 3,72 1

100 16/20 70 5,52 2

Na zakladeé vysledku orientacniho testu byla uréena koncentra¢ni fada pro zakladni test.
Pouzité koncentrace jsou uvedeny v tabulce 8. Vysledky ziskané ze zakladniho testu
prezentuje tabulka 18.

Tabulka 18: Zakladni test na organismu 7. platyurus

¢ [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 1/20 5 3,36

20 10/20 50 5,00 1,30

40 14/20 70 5,52 1,60

80 16/20 80 5,84 1,90

160 18/20 90 6,28 2,20

320 20/20 100 8,09 2,50

Hodnota 24hLCs byla vypoctena z grafické zavislosti probitovych hodnot na logaritmech
koncentrace pomoci regresni piimky a Cinila 25,45 mg/1.

4.3.2 Inhibice rustu okrehku mensiho Lemna minor

Zakladni test byl proveden s koncentracni fadou, kterd je uvedena v tabulce 10. Ziskané
vysledky jsou uvedeny v tabulce 19.

Tabulka 19: L. minor — vysledné inhibice ristu

¢ [mg/1] Pramérny pocet Ristova rychlost Inhibice ristu log ¢
listkt [%]
0 162 0,0172 0
0,01 151 0,0168 2,31 -2
0,1 145 0,0165 3,83 -1
1 136 0,0161 6,05 0
10 23 0,0056 67,54 1
100 13 0,0022 87,27 2

Hodnota 168hICsy testu na okfehku men§im L. minor byla vyhodnocena pomoci metody

porovnani rychlosti rastu. Touto metodou byla hodnota ICs, stanovena na 5,13 mg/I.

34




Obrazek 22: L. minor po 168 hod testu léciva Atoris

4.4 Lipanthyl Supra

4.4.1 Thamnotoxkit F™

Orientacni test byl proveden s koncentra¢ni fadou, kterd je uvedena v tabulce 8. Ziskané
hodnoty prezentuje tabulka 20. Zarover s testovanym lé¢ivem byla hodnocena i kontrola,

ve které mortalita neptesahla 10 %.

Tabulka 20: Orienta¢ni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 0/20 0 0
0,01 0/20 0 0 -2
0,1 0/20 0 0 -1
1 0/20 0 0 0
10 1/20 5 3,36 1
100 11/20 55 5,13 2

Vysledky orientaéniho testu slouzily k ureni rozmezi koncentraci pro zakladni test.
Pouzita koncentracni fada je uvedend v tabulce 8. Vysledky ziskané ze zakladniho testu

prezentuje tabulka 21.

Tabulka 21: Zakladni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 2/20 10 3,72

20 3/20 15 3,96 1,30

40 8/20 40 4,75 1,60

80 10/20 50 5,00 1,90

160 14/20 70 5,52 2,20

320 17/20 85 6,04 2,50
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Hodnota 24hLCsy byla zjiSténa ze =zavislosti probitovych hodnot na logaritmech
koncentrace pomoci regresni pfimky a €inila 74,15 mg/I.

4.4.2 Inhibice rustu okrehku mensiho Lemna minor

Test byl proveden s koncentra¢ni fadou, ktera je uvedena v tabulce 10. Z divodu
opakované stimulace rastu nebyla v tomto pfipad€ hodnota 168ICs, vyhodnocovana.

4.5 Lipanthyl 267M
4.5.1 Thamnotoxkit F™

Orientacni test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v tabulce 8. Ziskané
hodnoty z orienta¢niho testu prezentuje tabulka 22. Kontrola byla hodnocena zaroven

s testovanym 1é¢ivem, mortalita nepfesahla hranici 10 %.

Tabulka 22: Orienta¢ni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 0/20 0 0
0,01 0/20 0 0 -2
0,1 0/20 0 0 -1
1 1/20 5 3,36 0
10 1/20 5 3,36 1
100 12/20 60 5,25 2

Na zakladé vysledkt orienta¢niho testu bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladni
test. Pouzita koncentracni fada je uvedena v tabulce 8. Vysledky ziskané ze zakladniho testu
jsou uvedeny v tabulce 23.

Tabulka 23: Zakladni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 1/20 5 3,36

20 3/20 15 3,96 1,30

40 6/20 30 4,48 1,60

80 10/20 50 5,00 1,90

160 17/20 85 6,04 2,20

320 19/20 95 6,64 2,50

Hodnota 24hL.Csy byla spoctena z grafické zavislosti probitovych hodnot na logaritmech
koncentrace pomoci rovnice regresni piimky a Cinila 63,92 mg/1.
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4.5.2 Inhibice rustu okrehku mensiho Lemna minor

Test byl nasazen s koncentracni fadou, ktera je uvedena v tabulce 10. Ziskané vysledky
ze zakladniho testu jsou uvedeny v tabulce 24.

Tabulka 24: L. minor — vysledné inhibice rastu

¢ [mg/1] Primérny pocet Rastova rychlost Inhibice rtstu log ¢
listk [%]
0 123,5 0,0156 0
0,01 123,0 0,0156 0,15 -2
0,1 96,5 0,0141 9,42 -1
1 84.9 0,0134 14,31 0
10 63,0 0,0116 25,70 1
100 15,0 0,0030 80,50 2

Vysledna inhibi¢ni koncentrace 168hICsy testu na okfehku menSim L. minor byla
vyhodnocena pomoci metody porovnani rychlosti rastu. Touto metodou byla hodnota ICsg
stanovena na 22,66 mg/l.

4.6 Kyselina klofibrova

4.6.1 Thamnotoxkit F™

Orientacni test byl proveden s roztoky o koncentracich uvedenych v tabulce 8. Ziskané
hodnoty z orientacniho testu jsou uvedeny v tabulce 25. Zaroveni s testovanou latkou byla
hodnocena i kontrola, ve které nepresahla mortalita hranici 10 %.

Tabulka 25: Orienta¢ni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 0/20 0 0
0,01 0/20 0 0 -2
0,1 1/20 5 3,36 -1
1 0/20 0 0 0
10 1/20 5 3,36 1
100 12/20 60 5,25 2

Na zakladé vysledkt bylo stanoveno rozmezi koncentraci pro zakladni test. Pouzita
koncentra¢ni fada je zobrazena v tabulce 8. Vysledky ziskané ze zakladniho testu jsou
uvedeny v tabulce 26.

Tabulka 26: Zakladni test na organismu 7. platyurus

c [mg/l] | Pocet mrtvych/celkem Mortalita [%] Probity log ¢
0 2/30 6,67 3,52

20 7/30 23,33 4,27 1,30

40 9/30 30,00 4,48 1,60

80 16/30 53,33 5,09 1,90

160 17/30 56,66 5,17 2,20

320 30/30 100 8,09 2,50

Hodnota 24hL.Csy byla urCena z grafické zavislosti probitovych hodnot na logaritmech
koncentrace pomoci rovnice regresni piimky a Cinila 56,40 mg/1.
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4.7 Srovnani toxicity pomoci bioluminiscen¢niho testu na V. fischeri

Z davodu nedostatku bakterii V. fischeri pro stanoveni hodnot ECsg, pro vSechny vzorky
farmak, byla zvolena rychla screeningova metoda, pro zjisténi inhibice zafeni testovaného
vzorku oproti kontrolnimu, viz kapitola 3.4. Luminometr vyhodnotil inhibici luminiscence
po 15 a 30 minutach oproti kontrole. Tabulka 27 zobrazuje vysledné hodnoty. Z vysledku je
patrné, Ze trend toxicity se jevil stejn€ jako u organismu 7. platyurus (viz tabulka 28). Lécivo
Atoris vykazovalo nejvétsi inhibici (a tedy i toxicitu), dale 1écivo Corsim, Lipanthyl 267M,
Lipanthyl Supra a metabolit kyselina klofibrova.

Vypoctené parametry pro 7,5 % referenéni roztok NaCl jsou uvedeny v tabulce 28.
Hodnoty korek¢nich faktorti f,,; a f,, se sice pohybovaly v rozmezi 0,6-1,8 a spliiovaly
podminku validity testu, nicméné inhibice luminiscence referencniho vzorku byla po 15
minutach 31,35 % a po 30 minutach 27,32 %. Jelikoz inhibice luminiscence tohoto
kontrolniho vzorku ma vyjit mezi 40-60 %, tato podminka validity testu splnéna nebyla.

Vysledky jsou pouze orientacni a vhodné pro porovnani trendu toxickych efekti vybranych
farmak.

Tabulka 27: Zakladni test na organismu 7. platyurus

, Inhibice emise, Inhibice emise,
Test. latka ¢ [mg/1] 15 min [%] 30 min [%]
Atoris 56,76 56,78
Corsim 21,19 20,12
Lipanthyl Supra 100 15,18 15,35
Lipanthyl 267M 17,08 18,59
Kys. klofibrova 15,91 17,33

Vzorky lé€iva Corsim a referencniho roztoku NaCl vykazovaly po 30 min mensi inhibici
zafeni, nez po prvnich 15 minutach. Inhibice vzorku Atoris se v téchto dvou Casech lisila
pouze o 0,02 %. Tento jev muze byt zapfiCinén rychlou adaptaci nové generace

mikroorganismi na dané toxikanty [60, 61].

Tabulka 28: Vypoctené parametry pro 7,5 % ref. roztok NaCl

Cislo I [rel. I;5 [rel. I3 [rel. Fas | e | diee A f
vzorku | jedn.lum.] | jedn.lum.] | jedn. lum.]
1 187 130,5 117,7 0,698 0,629
2 179,4 126,6 115,6 0,706 0,702 0,644 0,637

4.8 Hodnoceni ekotoxicity vybranych farmak

V ramci bakalarské prace byla hodnocena ekotoxicita vybranych 1é¢iv na snizeni hladiny
cholesterolu v krvi. Testovana byla tato 1éCiva: Corsim, Atoris, Lipanthyl Supra, Lipanthyl
267M a kyselina klofibrova ktera byla vybrana jako metabolit fibratd. Pro testovani byly
pouzity tfi testy ekotoxicity. Testy byly vybrany tak, aby k posouzeni ekotoxicity doslo
vramci $irSi Skaly organismu. Testovani byli zastupci fiSe zivoCicht, rostlin i prokaryot.
Proveden byl alternativni test toxicity na organismu 7. platyurus, test fytotoxicity na okiehku
mensim L. minor a bioluminiscencni test na V. fischeri, jehoz vysledky slouzily k porovnani
toxickych trendii farmak a srovnani s ostatnimi testy. K ovéfeni spravnosti postupi byly
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pred vlastnim testovanim léciv provedeny referen¢ni testy. Vysledné hodnoty LCsy a ICsg
byly ve shodé s vysledky odpovidajicimi standardu K>Cr,O7. Tyto testy byly provedeny podle
stejné metodiky a pfi stejnych podminkach jako nasledné testy s vybranymi farmaky.

Pro lep§i srovnani a hodnoceni efektd vybranych I1éciv byly vSechny ziskané
ekotoxikologické indexy shrnuty do nasledujici tabulky.

Tabulka 29: Vysledné hodnoty LCsg, ICs a inhibice luminiscence testovanych 1é¢iv

Testovaci . ® . ® Lipanthyl | Lipanthyl Kyselina
organismus o AU (oS Supra 26™M klofibrova

Thamnocephalus
platyurus
241.C5

[mg/l]

31,83 25,45 74,15 63,92 56,40

Lemna minor
168I1Cs 7,48 5,13 stimulace 22,66 -

[mg/l]

Vibrio fischeri
inh. luminiscence 20,12 56,78 15,35 18,59 17,33
[%]

Z uvedenych vysledkt testovanych farmak vyplyva, ze nejvyssi ekotoxicita byla prokazana
u léciva Atoris obsahujici ucinnou latku atorvastatin. Nejniz§i hodnoty LCsy a ICsy pro toto
1écivo byly stanoveny ve vSech provedenych testech. O néco nizsi ekotoxicitu a tedy o néco
vyS$si hodnoty LCsg a ICsy vykazovalo 1éCivo Corsim obsahujici a¢innou latku simvastatinum,
coz bylo opét prokazano u vSech test ekotoxicity. Pro organismus 7. platyurus byl po 1éCivu
Corsim nejvice toxicky metabolit fibrath — kyselina klofibrova, méné toxicky se jevila 1éCiva
Lipanthyl 267M a Lipanthyl Supra obsahujici fenofibrat. Tento trend efekti vybranych 1éciv
na organismus 7. platyurus se prakticky shodoval s vysledky bioluminiscen¢niho testu
na organismu V. fischeri, rozdily byly nepatrné. Pro lepsi porovnani vysledku téchto dvou
testt byly sestrojeny nasledujici dva grafy. Grafy na obrazku 23 a 24 jednoznacné potvrzuyji,
Ze nejvetsi ekotoxicitu vykazovalo 1éCivo Atoris, nasledné Corsim. LéCiva ze skupiny fibrata
se jevila mén¢ toxicka, a lze tedy konstatovat, ze statiny predstavuji vétsi ekotoxikologické
nebezpeci.

Vysledky testu fytotoxicity na L. minor sice také koresponduji strendem vysledkd
ostatnich ekotoxikologickych testd, nicméné 1éCivo Lipanthyl Supra ze skupiny fibrata
vykazovalo stimulaci rastu oproti kontrole. L. minor jako zastupce fiSe rostlin se vyznacuje
rozdilnym metabolismem, jinym pfijmem zivin, a tedy i toxikantd. Literatura uvadi, zZe
pii veétsi pfitomnosti organickych latek, jako jsou napfiklad sacharidy v zivném médiu, lze
docilit stimulace rastu. Lipanthyl Supra obsahuje velké mnozstvi pomocnych latek (viz bod
3.1), které mohly zmifiovanou stimulaci podpofit [62].
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Obrazek 23: Grafické zndzornéni vysledku LC'so pro alternativni test na 1. platyurus

(o)
o

W
(e}

IS
(e

Inhibice luminiscence [ %]
3

20

10

0
Corsim Atoris Lipanthyl Supra  Lipanthyl 267M kyselina
klofibrova

Obrazek 24: Grafické znazornéni vyslednych inhibici luminiscence V. fischeri
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5 ZAVER

Predlozena bakalarska prace byla zaméfena na ekotoxikologické hodnoceni vybranych
1é¢iv na snizeni hladiny cholesterolu v krvi. K testovani byla vybrana 1é¢iva: Atoris, a Corsim
ze skupiny statind, Lipanthyl Supra a Lipanthyl 267M ze skupiny fibrati a metabolit fibratt
kyselina klofibrové. V teoretické Casti bakalarské prace byla zpracovana literarni reSerSe.
Byly zde popsany vlastnosti vybranych I€Civ a jejich osud a vyskyt v zivotnim prostiedi. Dalsi
Cast prace byla zaméfena na ekotoxikologii a ekotoxikologické testovani.
K ekotoxikologickému hodnoceni vybranych 1éCiv byly pouzity tii testy. Testovanymi
organismy byly: Thamnocephalus platyurus, Vibrio fischeri a Lemna minor. Jednalo se
o zastupce fisi zivocichd, prokaryota i rostlin. Tento vybér poskytl nasledné hodnoceni
na urovni vice ekosystémua. VSechny testy ekotoxicity byly provedeny v souladu s danou
metodikou. Korektnost a citlivost testovanych organismt byla ovéfena referenCnimi testy.
Standardni kontrolni latkou byl dichroman draselny K,Cr,O; pro test na 7. platyurus a L.
minor, 7,5 % roztok NaCl pro bioluminiscencni test na V. fischeri. Tento organismus z fiSe
prokaryota poskytl nejrychlejsi informace o efektech testovanych latek vici kontrole. Jako
nejcitlivéj§i organismus se jevil 7. Platyurus. Vysledné hodnoty LCsy a ICsy KyCr,O7
spliiovaly limity pro dané standardy. Referencni roztok NaCl interval nespliioval a z toho
divody byly vysledky bioluminiscencniho testu vhodné pouze pro porovnani efektti toxikant
a nikoli na vypocet ekotoxikologickych indexu. Z testovanych 1éCiv vykazoval jednoznacné
nejvyssi ekotoxicitu piipravek Atoris a to vSech provedenych testech. O néco nizsi ekotoxicitu
a tedy o néco vyssi hodnotu LCsy a ICsy vykazoval Corsim a to opét u vSech vyse uvedenych
testd. Vys§i hodnoty LCsy a ICso, tedy i nejnizsi ekotoxicitu vykazovala 1éCiva Lipanthyl
Supra, Lipanthyl 267M a metabolit kyselina klofibrova. Rozdily mezi zjiS§ténymi
ekotoxikologickymi hodnotami téchto 1éCiv byly nepatrné. Porovnanim ekotoxicity 1éCiv
ze skupiny statini a fibratd mizeme vyvodit jednoznaény zavér. Atoris a Corsim vykazuji
niz§i hodnoty LCsy a ICsy oproti ostatnim farmakim. Lze tedy konstatovat, ze statiny
predstavuji vétsi ekotoxikologické nebezpeci pro zivotni prostfedi nez fibraty. Tento trend
efektu toxicity potvrdil i srovnavaci bioluminiscencni test na V. fischeri.

Testy ekotoxicity jsou velmi cenné pii hodnoceni efektl latek na zivotni prostredi.
Navysujici produkce i spotieba 1éCiv ma za dusledek jejich vyraznéjsi vliv na slozky zivotniho
prostiedi, proto je tfeba se problematikou 1€Civ a jejich vlivem na biologické systémy dale
zabyvat a zdokonalovat metody hodnoceni toxikantu.

41



6 POUZITA LITERATURA

[1] JJEMBA, P.K. Excretion and ecotoxicity of pharmaceutical and personal care products in
the environment. Ecotoxicology and Environmental Safety. 2006, vol. 63, is. 1, pp. 113-130.

[2] HEBERER, Thomas. Occurrence, fate, and removal of pharmaceutical residues in the
aquatic environment: a review of recent research data. Toxicology letters. 2002, 131(1 - 2),
pp- 5-17.

[3] HAMPL, F., PALECEK, J.: Farmakochemie. 1. vyd. Praha: VSCHT Praha, 2002. ISBN
80-7080-495-5.

[4] Encyklopedie SUKL: Z &eho se lék sklada? Co je 16&iva a pomocna latka? In: O Iécich.cz
[online]. Statni ustav pro kontrolu 1éCiv  [cit. 2017-02-20]. Dostupné z:
http://www.olecich.cz/encyklopedie/z-ceho-se-lek-sklada-co-je-leciva-a-pomocna-latka

[5] KOTYZA, Jan, Petr SOUDEK, Zdenék KAFKA a Tomas VANEK. Légiva — ,,NOVY*
enviromentalni polutant. Chemické listy. 2009,103(7), 540-547. ISSN 1213-7103-0009-2770.

[6] KUMMERER, Klaus.: Pharmaceuticals in the Environment Sources, Fate, Effects and
Risks, 3. vyd., Springer, Berlin 2008, 521 s

[7] VANA, Miroslav et al.: Moznosti odstraiiovani vybranych specifickych polutantii v COV,
VTEI 52, 2010, s. 1-3.

[8] Hodnoceni distribuovanych a vydanych 1é¢ivych piipravka za rok 2015. Stdmni ustav pro
kontrolu léciv [online]. Praha, 2010 [cit. 2016-04-15]. Dostupné Z:
http://www.sukl.cz/hodnoceni-distribuovanych-a-vydanych-lecivych-pripravku-za.

[9] N. B. MYANT. The Biology of Cholesterol and Related Steroids [online]. Burlington:
Elsevier Science, 1981 [cit. 2016-05-15]. ISBN 978-148-3281-230. Dostupné z:
https://books.google.co.uk/books?id=cEIfAwAAQBAJ&printsec=frontcover&hl=cs&source=
gbs_ge_summary_r&cad=0#v=onepage&q&f=false

[10] MURRAY, Robert K. Harperova Biochemie. 23. vyd., (4. Ceské vyd.), v H. JinoCany: H,
2002. Lange medical book. ISBN 80-731-9013-3.

[11] ZvySeny cholesterol, vznik a 1écba. Vse pro zdravi [online]. Listy jizni Moravy, 2014
[cit. 2016-05-15]. Dostupné z: http://www.vseprozdravi.cz/nemoci/zvyseny-cholesterol.html

[12] Cholesterol. In: ChemSpider: Search and share chemistry [online]. Royal Society of
Chemistry, 2015 [cit. 2017-02-20]. Dostupné z: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.5775.html?rid=5baf1021-df1f-41e4-9094-121ce45568cd

[13] STEFANEK, Jiti. Vysoky cholesterol. In: Medicina, nemoci, studium na 1. LF
UK [online]. Praha, 2011 [cit. 2016-05-15]. Dostupné z: http://www stefajir.cz/?q=vysoky-
cholesterol

[14] SLH\/IAKOVA, Margit. Cholesterol — kde je pravda. In: Margit[online]. 2012 [cit. 2016-
05-15]. Dostupné z: http://www.margit.cz/cholesterol-kde-je-pravda/

[15] Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv. Hodnoceni vyvoje distribuce vybrané skupiny lécCivych
pripravkii — statiny. [online]. Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv. Praha, 2010 [cit. 2016-05-15].
Dostupné z: http://www.sukl.cz/lecive-pripravky-pro-lecbu-poruch-tukoveho-metabolismu

42


http://www.olecich.cz/encyklopedie/z-ceho-se-lek-sklada-co-je-leciva-a-pomocna-latka
http://www.sukl.cz/hodnoceni-distribuovanych-a-vydanych-lecivych-pripravku-za
https://T?ooks.google.co.ul�/books?id=cEIfAwAAQBAJ&printsec=frontcover&hl=cs&source=
http://www.vseprozdravi.cz/nemoci/zvyseny-cholesterol.html
http://www.chemspider.com/Chemical-
http://www.stefajir.cz/?q=vysoky-
http://www.margit.cz/cholesterol-kde-je-pravda/
http://www.sukl.cz/lecive-pripravky-pro-lecbu-poruch-tukoveho-metabolismu

[16] MARTINKOVA, Jifina, Stanislav MICUDA a Jolana CERMANOVA. Vybrané kapitoly
z klinické farmakologie pro bakaldrské studium : Terapie hyperlipidemii [online]. ©2001.
[cit. 2010-07-05]. Dostupné z:
http://www.Ifhk.cuni.cz/farmakol/predn/bak/kapitoly/hypolipidemika-bak.doc

[17] LINCOVA, Dagmar a Hassan FARGHALL Zdkladni a aplikovand farmakologie. 2.,
dopl. a pfeprac. vyd. Praha: Galén, c2007. ISBN 978-80-7262-373-0.

[18] Remedia: Co se déje v soucasnosti kolem statinii? [online]. 2013, (2) [cit. 2016-05-15].
ISSN 0862-8947. Dostupné z: http://www.remedia.cz/Clanky/Prehledy-nazory-diskuse/Co-se-
deje-v-soucasnosti-kolem-statinu/6-F-1tf.magarticle.aspx

[19] Statni ustav pro kontrolu 1€Civ. Souhrn udajii o pripravku: Ezetrol 10 mg tablety [online].
Statni ustav pro kontrolu 1éCiv, Praha, 2010. Dostupné Z:
http://www.sukl.cz/modules/medication/download.php?file=SPC54107.pdf&type=spc&as=ez
etrol-10-mg-tablety-spc

[20] Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv. Hodnoceni vyvoje distribuce vybrané skupiny lécCivych
pripravkii — fibrdty. [online]. Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv. Praha, 2010 [cit. 2016-05-15].
Dostupné z: http://www.sukl.cz/lecive-pripravky-pro-lecbu-poruch-tukoveho-metabolismu

[21] SVOBODA, Jan, Josef FUKSA, Lenka MATOUSKOVA, Lucie SCHONBAUEROVA,
Alena SVOBODOVA, Miroslav VANA a Vaclav STASTNY. Léciva a Gistirny odpadnich
vod - moznosti odstafiovani a realna data. Vodni hospoddrstvi. 2009, (VTEI 02), 9-11.

[22] BUHNER, Stephen Harrod. The lost language of plants: the ecological importance of
plant medicines to life on earth. White River Junction, Vt.: Chelsea Green Pub., c2002. ISBN
18-901-3288-8.

[23] BUSER, Hans-Rudolf, Marcus MULLER a Norbert THEOBALD. Occurency of
Pharmaceutical Drug Clofibric Acid and the Herbicide Mecoprop in Various Swiss Lakes and
in the North Sea. Enviromental science & technology. 1997, 32(1), 188-192.

[24] VANA, Miroslav, Filip WANNER, Josef FUKSA a Lenka MATOUSKOVA. Moznosti
odstrafiovani vybranych specifickych polutantd v COV. VTEI: Priloha Vodni hospoddrstvi.
2010, 52(2), 1-3.

[25] PROKES, Jaroslav. Zdklady toxikologie: obecnd toxikologie a ekotoxikologie. 1. vyd.
Praha: Galén, 2005. ISBN 80-726-2301-X.

[26] ANDEL, Petr. Ekotoxikologie, bioindikace a biomonitoring. Vyd. 1. Liberec: Evernia,
2011. ISBN 978-80-903787-9-7.

[27] HORAK, Josef, Igor LINHART a Petr KLUSON. Uvod do toxikologie a ekologie pro
chemiky. Vyd. 1. Praha: Vysoka §kola chemicko-technologicka v Praze, 2004. ISBN 80-708-
0548-X.

[28] FARGASOVA. Environmentalna toxikologia a vSeobecna ekotoxikoldgia. Bratislava:
Orman, 2008. ISBN 978-80-969675-6-8.

43


http://www.lmk.cuni.cz/farmakoV%5e
http://www.remedia.cz/Clanky/Prehledy-nazory-diskuse/Co-se-
http://www.sukl.cz/modules/medication/download.php?file=SPC54107.pdf&type=spc&as=ez
http://www.sukl.cz/lecive-pripravky-pro-lecbu-poruch-tukoveho-metabolismu

[29] TRUHAUT, René. Ecotoxicology: Objectives, principles and perspectives.
Ecotoxicology and Enviromental Safety. 1977, 1(2), 151-173. DOIL: 10.1016/0147-
6513(77)90033-1. ISSN 01476513. Dostupné také zZ
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0147651377900331

[30] SHAW, Ian C. a John CHADWICK. Principles of environmental toxicology. Bristol, PA:
Taylor, c1998. ISBN 07-484-0355-8.

[31] SVOBODOVA, Zdeika. Ekotoxikologie: praktickda cviceni ¢ast I. Bmo: Veterinarni a
farmaceuticka univerzita, 2000. ISBN 80-851-1495-X.

[32] FARGASOVA, A. Ekotoxikologické biotesty. 1. vyd. Bratislava: Perfekt, 2009. 317 s.
ISBN 978-80-8046-422-6

[33] HOFFMAN, David J. Handbook of ecotoxicology. Vyd. 2. Boca Raton: Lewis
Publishers, 2003. ISBN 978-156-6705-462.

[34] KOCL V., RAKOVNICKY, T., SVAGR, A.: T esty akutni a semichronické toxicity.
Praha: VSCHT Praha, 2001. 11 s

[35] MARSALEK Blahoslav. Mikrobiotesty — druhd generace ekotoxikologickych biotestii
[online]. Botanicky ustav AV CR, Brno [cit. 2017-04-02]. Dostupné z www:
http://www.recetox.muni.cz/sources/prednasky/marsalek/EB_dalsi_mater/Prehled_mik
robiotestu.pdf

[36] Standard operational procedure: Thamnotoxkit F™: Crustacean toxicity screening test
for freshwater. Belgium: Microbiotests Inc., 1995. 28 p.

[37] SCHUURMANN, Gerrit. a B. A. MARKERT. Ecotoxicology: ecological fundamentals,
chemical exposure, and biological effects. Heidelberg: Spektrum Akademischer Verlag, 1998.
ISBN 04-711-7644-3.

[38] Thamnocephalus platyurus [online]. [cit. 2017-04-02]. Dostupné z www:
http://www.bioassay.narod.ru/museum/img/sleep/Thano-eggsl1.jpg

[39] BIOHIDRICA® RAPIDTOXKIT assay [online]. 2017, [cit. 2017-04-02]. Dostupny z
www: http://www.biohidrica.cl/assay_rapidtoxkit.htm.

[40] SVAGR, A, J IRKIQJ,V I.: Test toxicity pfi semichronické expozici vuCi okfehku mensimu
(Lemna minor). Praha: VSCHT Praha, 2003. 10 s.

[411 SVOBODOVA Zdeiika, MACHOVA Jana a kol. Ekotoxikologie — praktickd cviceni cdst
II. Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno, 2000. 134 s. ISBN 80-85114-89-5.

[42] PhotoGyps — Lemna minor gallery [online]. 2017, [cit. 2017-04-02]. Dostupné z www:
http://www.photogyps.com/lemna-minor.html

[43] CSN EN ISO 75 7745. Jakost vod — Stanoveni toxickych ticinkii slozek vody a odpadni
vody na okiehek (Lemna minor) — Zkouska inhibice riistu okiehku. Praha: Cesky normalizaéni
institut, 2017. 28 s.

[44] JELINEK, Jan a Vladimir ZICHACEK. Biologie pro gymndzia: (teoretickd a praktickd
cast). 9. vyd. Olomouc: Nakladatelstvi Olomouc, 2007. ISBN 978-80-7182-213-4.

44


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0147651377900331
http://www.recetox.muni.cz/sources/prednasky/marsalek/EB_dalsi_mater/Prehled_mik
http://www.bioassay.narod.ru/museum/img/sleep/Thano-eggs
http://www.biohidrica.cl/assay_rapidtoxkit.htm
http://www.photogyps.com/lemna-minor.html

[45] Biology gallery — Luminiscent bacteria [online]. 2017, [cit. 2017-04-30]. Dostupné z www:
http://www.biology.pl/bakterie_sw/bac_mf_en.html

[46] Symbiosis spring 2011 — Symbiosis between Vibrio fischeri and the Hawaiian
squid, Euprymna scolopes [online]. 2017, [cit. 2017-04-30]. Dostupné z www:
http://sp11symbiosis.providence.wikispaces.net/Symbiotic+Relationship+between+E.+scolopes+a
nd+V.+fischeri

[47] ISO 11348-3. Water quality — Determination of the inhibitory effect of water samples on the
light emission of Vibrio fischeri (Luminescent bacteria test) - Part 3: Method using freeze-dried
bacteria. 1SO International Standards for Business, Government and Society, 2007.

[48] Simvastatin. In: Toxnet: Toxicology data network [online]. Rockville Pike: U.S. National
Library of Medicine, 2004 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
bin/sis/search2/r?dbs+hsdb: @term+@DOCNO+7208

[49] Simvastatin. In: Wikimedia commons [online]. 2017 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z:
https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Simvastatin#/media/File:Simvastatin_M1.png

[50] Corsim 10. In: Pro. med. cs.: Léky na lékarsky predpis [online]. Praha a.s., 2015 [cit.
2017-04-30]. Dostupné z: https://www.promedcs.cz/leky-na-lekarsky-predpis/corsim-10-
corsim-20-corsim-40

[51] Atorvastatin. In: Toxnet: Toxicology data network [online]. Rockville Pike: U.S. National
Library of Medicine, 2004 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
bin/sis/search2/r?dbs+hsdb: @term+@DOCNO+7039

[52] Atorvastatin. In: Wikimedia commons [online]. 2017 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z www:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Atorvastatin.svg?uselang=cs

[53] Atoris 10 — Mims gallery [online]. 2017, [cit. 2017-04-30]. Dostupné z www:
https://goo.gl/images/6Xely6

[54] Zelatinové tobolky. In: Dacompharma [online]. 2016, [cit. 2017-04-30]. Dostupné
z www: http://www.dacompharma.cz/cs/zelatinove-tobolky

[55] Fenofibrate. In: Toxnet: Toxicology data network [online]. Rockville Pike: U.S. National
Library of Medicine, 2004 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z: http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
bin/sis/search2/r?dbs+hsdb: @term+@DOCNO+7736

[56] Fenofibrate. In: Wikimedia commons [online]. 2017 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z www:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fenofibrate_structure.svg?uselang=cs

[57] Lipanthyl Supra — Mims gallery [online]. 2017, [cit. 2017-04-30]. Dostupné z www:
https://goo.gl/images/0OAFakc

[58] Clofibric acid. In: ChemSpider: Search and share chemistry [online]. Royal Society of
Chemistry, 2015 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z: http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.2695.html?rid=16214f18-457b-48ac-82ee-7f5227ffea72

[59] Clofibric acid. In: Wikimedia commons [online]. 2017 [cit. 2017-04-30]. Dostupné z
www: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Clofibric_acid.png?uselang=cs

45


http://www.biology.pl/bakterie_sw/bac_mf_en.html
http://spllsymbiosis.providence.wikispaces.net/Symbiotic+Relationship+between+E.+scolopes+a
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
https://commons.wikimedia.Org/wiki/Category:Simvastatin%23/media/File:Simvastatin_Ml.png
https://www.promedcs.cz/leky-na-lekarsky-predpis/corsim-10-
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
https://commons.wikimedia.Org/wiki/File:Atorv
https://goo.gl/images/6XeIy6
http://www.dacompharma.cz/cs/zelatinove-tobolky
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fenofibrate_structure.svg?uselang=cs
https://goo.gl/images/0AFakc
http://www.chemspider.com/Chemical-
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Clofibric_acid.png?uselang=cs

[60] DENICH, T.J, L.A BEAUDETTE, H LEE a J.T TREVORS. Effect of selected
environmental and physico-chemical factors on bacterial cytoplasmic membranes. Journal of
Microbiological Methods. 2003, 52(2), 149-182. DOIL 10.1016/S0167-7012(02)00155-0.
ISSN 01677012.

Dostupné také z: http://linkinghub .elsevier.com/retrieve/pii/S0167701202001550

[61] ZHANG, Yong-Mei a Charles O. ROCK. Membrane lipid homeostasis in
bacteria. Nature Reviews Microbiology. 2008, 6(3), 222-233. DOI: 10.1038/nrmicro1839.
ISSN 1740-1526. Dostupné také z: http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nrmicro1839

[62] VIDAKOVIC-CIFREK, Zelijka, Sonja SORIC a Marija BABIC. Growth and
photosynthesis of Lemna minor L. exposed to different light conditions and sucrose supplies.
DOIL: 10.2478/v10184-012-0018-4. ISBN 10.2478/v10184-012-0018-4. Dostupné také z:
http://www.degruyter.com/view/j/botcro.2013.72.issue-2/v10184-012-0018-4/v10184-012-
0018-4.xml

46


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0167701202001550
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nrmicrol839
http://www.degmyter.com/view/j/botcro.2013.72.issue-2/vl0184-012-0018-4/vl0184-012-

7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

cov
NCCOS
SUKL
DDD
HDL
LDL
VLDL
KVO
ISCH
HMG-CoA
EC

LC

IC
NOEC
LOEC

0GCy
OCio
SM
CSN
EN
ISO

Cistirna odpadnich vod

National Centers of Coastal Ocean Science
Statni Gstav pro kontrolu l1é€iv

definovana denni davka

High Density Lipoproteins — ,,dobry* cholesterol
Low Density Lipoproteins — ,,Spatny* cholesterol
Very Low Density Lipoproteins

kardiovaskularni onemocnéni

ischemicka choroba srdecni
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
efektivni koncentrace

letalni koncentrace

inhibi¢ni koncentrace

No Observed Effect Concentration (koncentrace nevyvolavajici viditelny efekt)

Lowest Observed Effect Concentration (nejnizsi koncentrace s pozorovanymi
efekty)

orientacni koncentrace O
orientacni koncentrace 100
Steinbergovo médium
Ceska technicka norma
Evropska norma

International Organisation for Standardisation (Mezinarodni organizace pro
normalizaci)
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8 PRILOHY

Ptiloha 1: Prevedeni procentudlnich mortalit na probity [34]

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2,67 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,59 3,66

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12

20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45

30 4,48 4,50 | 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 | 4,67 4,69 4,72

40 4,75 4,77 480 | 4,82 | 485 4,87 490 | 492 | 495 4,97

50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 541 5,44 547 5,50

70 5,52 5,55 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81

80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23

90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33

99 7,33 7,37 7,41 7,46 7,51 7,58 7,65 7,75 7,88 8,09
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