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1 Uvod

Farmaceutika a vyrobky osobni péce se v poslednich letech staly velkym problémem
zivotniho prostiedi. Siroké vyuzivani 1é¢ivych piipravki a produktd osobni hygieny v
nemocnicich, domacnostech, zeméd€lskych a pramyslovych =zafizenich zvysilo jejich
vypousténi do zivotniho prostfedi a jejich toxicita se zacala projevovat v riznych
biologickych slozkach ekosystémil, V nejvétsim rozsahu u vodnich organismii. Rostouci
obavy vyvolava zejména problematika 1éki a jejich metaboliti ve vodnim prostiedi.
(Narvaez & Jimenez, 2012).

Interakce probihajici mezi riznymi tfidami 1é¢iv pfitomnymi v prostiedi v neznamych
pomérech a mnozstvich mohou produkovat slouceniny s vyssi toxicitou, jejichz ucinky
nebyly dosud detailn¢ studovany (Marin-Morales et al., 2016). Mnohé 1éky se navic z velké
¢asti vyluCuji z lidského organismu nemetabolizovany (Winker et al., 2008), coz z nich
Vv ptipadé, Ze nasledné nepodlehnou chemickym ¢i mikrobidlnim pfeméndm, Cini trvalé
kontaminujici latky v Zivotnim prostiedi (Marin-Morales et al., 2016). Tyto slouéeniny tvoii
vysoce heterogenni skupinu chemickych latek s rtznorodou chemickou strukturou,
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a riznymi biologickymi u¢inky.

Mechanismy ptisobeni farmak jsou relativné konzervativni napfi¢ celou zivoci$nou fisi, a
proto 1éciva vyvolavajici uCinek u lidi nebo hospodéiskych zvifat maji vysokou
pravdépodobnost, ze budou biologicky aktivni i u druht volné Zijicich Zivo¢icht (Corcoran
et al., 2010).

Srozvojem  citlivych  analytickych  metod  schopnych  detekovat  koncentrace
V nanogramovych a subnanogramovych mnozstvich se v poslednich letech objevila casta
detekce téchto latek ve stopovych koncentracich ve vzorcich z Eisticek odpadnich vod,
z povrchovych a podzemnich vod a v nékterych zemich i ve zdrojich pitné vody (Fent et al.,
2006, Jones et al., 2001).

Koncentrace 1¢kli zjisténych ve vodnim prostfedi neni urovdna pouze vylu¢ovanim
nemetabolizovanych 1é€iv a ndhodnymi Uniky, napf. nespravnym zpusobem likvidace po
uplynuti spotiebni lhity, ale téZ nizkou ucinnosti Cisticich procesii v Cistirnach vod
(Corcoran et al., 2010). Ulohu hraji i fyzikalng-chemické vlastnosti latek, které rozhoduji o
tom, jak se konkrétni slozka rozd€luje mezi vodni sloupec a sediment (Corcoran et al.,
2010).

Rozsahlé farmakologické a toxikologické studie zabyvajici se chronickymi a akutnimi testy

toxicity u savcu, ryb i bezobratlych Zivocichti jsou zakladem pro ekotoxikologické



hodnoceni 1é¢ivych piipravki (Owen et al., 2007). Nékteré z téchto studii se soustfed’uji na
aktivni molekuly 1€k, zatimco jiné studuji komplexnéji udaje o Géincich ve smési vice 1&Civ.
Piikladem je studie Cleuverse (2005), ktery vyhodnotil toxicitu smési antihypertenziv —
atenololu, metropololu a propranololu za pouziti imobiliza¢niho testu hrotnatky Daphnia
magna a testu inhibice rastu zelené fasy Desmodesmus subspicatus. Bylo zjisténo, ze pro
rizné urovné koncentraci byl celkovy t¢inek smési mnohem vyssi nez soucet jednotlivych
ucinki v obou testovanych organismech (Godoy et al., 2015). Autoii naopak v testech
S pouzitim vodni rostliny okfehku mensiho (Lemna minor) zjistili, Ze kombinované ucinky
antihypertenziv propranololu a losartanu byly nizsi nez G¢inky jednotlivé pasobicich 1éCiv.
Standardni idaje o akutni ekotoxicité (ECso®, LCs0?, 1Cs0°, NOEC*, LOECP) byly stanoveny
u fady lécivych ptipravki, avSak tyto idaje nemusi byt vhodné pro specifické feSeni otazky
environmentalnich G¢inkt a nasledné pro posouzeni rizik a nebezpec¢nosti (Fent et al., 2006,
Saari et al., 2017). Testy akutni toxicity pfinaseji primarni tdaje o mife a charakteru
pusobeni latek na cely organismus nebo na jednotlivé organy pii kratkodobém putisobeni, ale
nemohou postihnout realnou situaci, kdy jsou organismy vystaveny ucinkim latek
dlouhodobg, v ptipadé organismu Zijicich v pfirodnich vodach po cely zivot (Linhart, 2012).
Proto podle natizeni Evropské komise zroku 2003 je potfeba pii hodnoceni rizik vzit
Vv uvahu jak kratkodobé tak i dlouhodobé udaje o toxicité dostupné i pro jiné Oorganismy nez
jsou tzv. modelové organismy, tj. fasy, perloocky a ryby. Piikladem je studie Godoye et al.
(2015), ktefi zvazovali ekotoxikologické tdaje téz pro okiehek Lemna minor, vifnika
Brachionus koreanus a moiského mékkyse Mytilus galloprovincialis. V dalsi studii pak pro
odvozeni predpokladané koncentrace bez pozorovaného ucinku (PNEC) zahrnuli Godoy et
al. (2015) téz sladkovodniho prvoka Spirostomum ambiguum a motskou bakterii Vibrio
fischeri, tedy organismy ptedstavujici dalsi trofickou trover.

Aby bylo mozné stanovit pfesné posouzeni rizik pro pfitomnost 1é¢iv v Zivotnim prostiedi,
bylo by potieba dalSich studii vyhodnocujicich akutni a hlavn€ chronické ucinky na
organismy v daném prostiedi nejen u vychozi slouceniny (1é¢iva), ale téZ jejich metabolitt.
Dalsi naléhavou potiebou jsou dodateéné studie zamétené na potencialni interakce mezi
farmaceutickymi smésmi. V tomto ohledu nelze souasny stav poznani povaZovat za

dostatecny (Godoy et al., 2015).

1 J¢inn4 koncentrace

2 Letalni koncentrace

3 Inhibiéni koncentrace

4 Koncentrace bez pozorovaného u¢inku
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1.1 Antiarytmika v 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni se fadi k celosvétovym hlavnim pfi¢indm morbidity
(chorobnosti) a mortality (amrtnosti). Vyvoj terapeutickych latek pro 1é¢bu
kardiovaskularniho onemocnéni je dlouhodobé pro farmaceutické firmy prioritou kvuli
obrovskému potencialnimu trhu s tmito 1éky (Liu et al., 2010). Casta detekce farmak této
tiidy ve vodnim prostiedi a jejich nasledné ucinky na necilové organismy jsou odrazem
rychle rostouciho farmaceutického pramyslu (Maszkowska et al., 2014) a vysoké spotieby
téchto 1€k po celém svété spojené SndrGstem poctu novych pacientd

trpicich kardiovaskularnim onemocnénim (Gu et al., 2012).

Farmakologicky Ize v dnesni dobé ovlivnit vSechny zakladni patofyziologické poruchy
krevniho tlaku, cerpaci funkce, prokrveni myokardu, cévni stény a srde¢niho rytmu.
Antiarytmika jsou lé¢iva k ovlivnéni poruch srde¢niho rytmu. Tyto poruchy zahrnuji jevy
velmi odlisné svou zavaznosti, od naprosto nevyznamnych extrasystol, které ani
farmakologickou 1écbu nevyzaduji, az po maligni arytmie, u kterych je potieba pouzit
v obvyklé kardiologické praxi patii 1écba arytmii. Vznik arytmii je zalozen na poruse tvorby
vzruchu (automacii), Sifeni vzruchu (vodivosti) nebo jejich kombinaci (Martinkova, 2007).
Abnormality v automacii srdce mohou vznikat také pii poskozeni rytmu jediné bunky.
Pfi¢inou mlze byt vliv katecholamint, Gc¢inek 1éCiv se stimula¢nimi U¢inky na myokard,
degenerativni onemocnéni, mistni ischemie nebo nekr6za myocyti pii infarktu myokardu
(Hynie, 2001). Arytmie se rozeznavaji podle ptivodu na supraventrikularni a komorové a
vzhledem k frekvenci srdce na bradyarytmie (bradykardie) s frekvenci nizsi nez 60/min a

tachyarytmie (tachykardie) s frekvenci vyssi nez 100/min (Hynie, 2001).

Antiarytmika (antidysrytmika) se pouzivaji k 1é€bé poruch srdecniho rytmu a vedeni
elektrickych vzruchi v srdci nebo k prevenci jejich vzniku. Tato farmaka ovliviwji vzrusivy
proces, probihajici v pfevodnim srde¢nim systému a v kontraktilni srde¢ni svaloving. Jejich
ucinky, které jsou podminény pusobenim na elektrofyziologické pochody v srdci, méni
hemodynamiku i kontrakci srdce (Liillmann, 2004).

Hlavnim ukolem léc¢by arytmii je obnovit normalni srdecni rytmus, zamezit opakovani
arytmii, utlumit hemodynamické nasledky a zmenSit riziko jejich zavazné formy -

komorovou fibrilaci, ktera je nejcastéjsi pti¢inou nahlé smrti (Martinkova, 2007).



1.1.1 Mechanizmus uéinku

Na bunécné urovni je podkladem vzruchu akéni potencidl. Urcuje jej napétova a Casova
aktivita iontovych kanall, které vyvolavaji depolarizaci, respektive repolarizaci bunécné
membrany tim, ze reguluji vstup a vystup iont membranou (Liillmann et al., 2004). lontové
zmény probihajici béhem akéniho potencidlu jsou pocatecnim stimulem pro svalovou
kontrakci. Akéni potencial ma pét fazi — prudkou depolarizaci, mirnou repolarizaci, fazi
platd, strmou terminalni repolarizaci a zavérecnou fazi vyrovnani klidového potencialu
v dob¢ diastoly (Hynie, 2001). Jednotlivé faze akéniho potencialu a znazornéni pohybu ionti

membranou jsou ukazany na Obr. 1.

Cely dg&j zacina prudkou depolarizaci (cca 2 ms) vyvolanou rychlym vstupem iontd Na* do
buriky. Ve tkanich s nizkym diastolickym potencialem (v sinusovém a AV uzlu) depolarizaci
vyvolava vstup Ca?*. Nasleduje mirna repolarizace zptisobena inaktivaci sodikového kanalu
kratkodobym vstupem K*. Poté dochazi k fazi dlouhého platé (100 — 400 ms). Jedna se o
specifickou zvlastnost bunék myokardu, ktera je vysledkem vstupu nékterych iontd
(ptedevsim Ca?") a nepatrného vystupu K*. Terminalni strmé repolariza¢ni faze je vyvolana
pfevahou vystupu iontil oproti vstupu, jedna se predevsim o vystup K*. Nasleduje diastolicky
(klidovy) membranovy potencial, ktery je urCen relativné vysokou prostupnosti membrany
pro K* na zaklad& aktivniho koncentraéniho gradientu (intracelularné cca 120 mmol/l,
extracelularné cca 4 mmol/l, rovnovazny K* potencial cca -90 mV). Tento gradient je

aktivné vytvaren iontovymi pumpami (Liillmann et al., 2004).

Zavreni \.\» otevieni Ca®* kanall
Na* kandli 3R] a mirna repolarizace 2% 1o
3 ’ zavieni Ca®* kanalu
0 Plato faze Prudké repolarizace
- zavieni K*
& , . kanala a
A Prudka depolarizace o
mV vyrovnani
otevieni i klidového
napé&tové . . potencialu
fizen}'lch e — Refrakterni perioda 2N
kanld Relaiivoi JH
1 1
vstup Na* 0 100 200 300
do buiiky Cas (ms)

Obr. 1: Akéni potencial buiiky myokardu (upraveno podle commons.wikimedia.org).
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Buniky sinoatridlniho a ventrikuloatridlniho uzlu spole¢né s dalSimi oddily pievodniho
systétmu srde¢niho se navic vyznacuji jest¢ pomalym nepolarizujicim pacemakerovym
proudem, zajistujicim automacii srdce. Pii nékterym formach arytmii je mozné pouzit
1éCiva, ktera funkci atrioventrikularniho a sinoatridlniho uzlu selektivné stimuluji nebo

inhibuji (Lillmann et al., 2007).

Vsechny antiarytmické 1éky piimo nebo nepiimo meéni membranové iontové vodivosti
ovlivnénim iontovych kanali, které se podileji na pohybu ionti sodiku, vapniku a drasliku
smérem do bunky a ven, ¢imz se méni fyzikalni vlastnosti srde¢nich ak¢énich potenciala a
nasledné dojde k potlaceni arytmie. Naptiklad nckteré léky se pouzivaji k blokovani
rychlych sodikovych kandli. Tyto kanaly urcuji, jak rychle membréana depolarizuje (faze 0)
béhem akéniho potencidlu. Vzhledem k tomu, Ze rychlost vedeni se vztahuje k rychlosti
depolarizace membrany, blokatory sodikovych kanald snizuji rychlost vedeni zpomalenim
depolarizace. SniZeni rychlosti vedeni muze pomoci odstranit tachyarytmie. Jiné typy
antiarytmickych 1€k ovliviiuji trvdni akcénich potencidlit a zejména uCinnou refrakterni
dobu. Prodlouzenim refrakterni doby je ¢asto mozné zrusit opakované tachyarytmie. Tyto
Iéky typicky blokuji draslikové nebo vapnikové kanaly a zpozd'uji repolarizaci akénich
potencialt (faze 3). Léky, které blokuji pomaly vstup kalciovych kanall, se také vyuzivaji
pfi snizeni vodivosti na AV uzlu, protoze tyto buriky, jako jsou SA uzlovité bunky, zavisi na

pohybu iontd vapniku smérem dovnitt, aby se depolarizovaly (Klabunde, 2012).

Tvary pfislusnych iontovych pohybli a akénich potencialtt se lisi v rtiznych oblastech
myokardu. Heterogenita riznych oblasti myokardu znamena, Ze jedno urcité antiarytmikum
muze mit v riznych oblastech naprosto odliSné ucinky na pohyb ionti, funkéni parametry,
jako excitabilitu a refrakterni fazi, a na pribéh potencidlli. To proto, Ze farmaka blokujici
iontové kanaly mohou mit rizné afinity k urcitému iontovému kanalu podle jeho aktudlniho
funk¢éniho stavu — Vv zdvislosti na tom, zda je kanal pravé v klidovém, otevieném nebo
inaktivovaném stavu. Pokud se latka navaze na makromolekulu Na* kandlu v klidovém
(v poskozenych, castetné depolarizovanych bunkach). Také trvani akéniho potencidlu
spolurozhoduje o afinité. Pfi dlouhotrvajicich akénich potencidlech (v pirevodnim systému
komor, v kontraktilni svaloving) je uc¢innost vyssi nez pti kratkych akénich potencialech (ve
svaloviné sini). Dlsledkem takové ptednostni vazby na urcité struktury je dobrd ucinnost

lidokainu proti takovym vzruchiim, které vznikaji v poSkozenych oblastech myokardu, napf.
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Vv okrajovych oblastech infarktu. Podobny piiklad poskytne zavislost na frekvenci u
antiarytmického plisobeni chinidinu. Toto 1éCivo se vaze prednostné na protein otevieného
sodného kanalu. Jestlize proteiny prosly dostatecné dlouhou klidovou fazi, chidinin vstup
Na* neovlivni. Teprve po rychlém sledu série impulzli vyvolava blokadu, jejiz intenzita se

zvysuje pii zvysujici se frekvenci impulzt (Liillmann et al., 2004).

Nasledky utlumeni pohybu ionti v srdci vyvolané antiarytmiky jsou zavislé na ovliviiované
oblasti a na patofyziologické situaci. Antiarytmika mohou dokonce sama arytmie vyvolat.
Piikladem je blokadda sodikovych kanal, ktera muize zpomalenim vedeni normalnich
impulzd podpoftit vznik krouzivych vzrucht, které jsou zdrojem arytmie. Podobné impulzy
mohou vznikat i u inhibice draslikovych kanali prodlouzenim refrakterni faze, ktera sice
poskytuje bunice ochranu pted ptevedenim piili§ asné vznikajici extrasystoly, avSak burika
sama se za tohoto stavu muze stat pocatkem vzniku arytmie (Liillmann et al., 2007,
Klabunde, 2012).

1.1.2 Zakladni rozdéleni a charakteristika

Pro arytmie rtizného typu a s odlisSnou lokalizaci v srdci se pouzivaji antiarytmika spadajici
do nékolika skupin s odlisnymi mechanismy ucinku (Hynie, 2001). Ackoli byla navrzena
rizna klasifikaéni schémata, v soucasné dob& se klasifikace antiarytmik fidi pivodnim
dé&lenim podle Vaughana — Williamse z roku 1970 do &tyt zakladnich t¥id (Vitovec & Spinar,
2000). Léky tiidy I jsou dale rozdéleny do podtiid kvili jemnym, avSak vyznamnym
rozdiliim v jejich u¢incich na akéni potencial.

Mnoho 1¢ékti ztfidy I a III sdili podobné mechanismy ucinki s léky, které spadaji do
ostatnich tfid. Naptiklad amiodaron, antiarytmicky prostiedek tfidy III, ma rovnéz blokacni
ucinky na sodik a vapnik. Mnoho sloucenin t¥idy I ovliviiuje také draslikové kandly. Nekteré
z téchto 1€k, by se proto mohly hodit k 1é€bé stejné dobie jako jiné téidy, které jsou Castéji
pfedepisovany. Z tohoto divodu mohou rizné zdroje informaci klasifikovat nckteré
antiarytmické 1éky jinak nez jiné zdroje (Klabunde, 2012).

Jednotlivé skupiny latek s antiarytmickymi G¢inky shrnuje Tab. 1.



Tab. I: Déleni antiarytmik do jednotlivych tiid (Vitovec & Spinar, 2000, Hynie 2001).

Trida Mechanismus tuéinku Priklady latek
Chinidin
I Prokainamid
la Inhibice rychlého Na* kanalu, prodlouzeni akéniho Disopyramid
potencialu Ajmalin
Lidokain
Ib Zkraceni ak¢niho potencialu Mexiletin
Tokainid
Trimekain
Fenytoin
Flekainid
Ic Bez vlivu na ak¢ni potencial Propafenon
Lorkainid
1 SniZeni sympatické aktivity, blokdda - receptorti Propranolol
Atenolol
Inhibice depolarizace (prodlouzeni akéniho Amiodaron
Il potencialu), blokada K* kanald, zpomaleni Sotalol
repolarizace Bretylium
Verapamil
v Inhibice pomalého Ca?" kanalu Diltiazem
Nifedipin

Blokatory sodikového kandlu (tfida I) tvoifi nejvetsi skupinu. Na molekularni rovni snizuji
rychlost depolarizace, blokuji vstup Na® do bunky. Na uarovni tkafové prodluzuji
depolariza¢ni fazi a zpomaluji vedeni vzruchu. Blokddou Na* kanalii antiarytmiky mohou

byt ovlivnény i vzrusivé pochody v jinych organech, napf. v centrdlnim nervstvu, jedna se

tedy o specificky mechanismus organové nespecificky (Liillmann et al., 2004).

Tiida Ta blokuje vystup K* z buiiky, tim se prodluzuje depolarizace a sni i efektivni
refrakterni perioda. Nejznaméjsi latkou z této skupiny je chinidin. Kombinace chinidinu
s jinymi léCivy mize vyvolat 1ékové interakce, napt. jako blokator cytochromu P450 snizuje
metabolismus warfarinu zodpovédného za blokadu vitaminu K potiebného pro syntézu
koagulacnich faktori a tim vyvold nebezpeci krvaceni. Je také spojovan s alergickymi

reakcemi, které vedou k lyze bun¢k (alergie typu 2, trombocytopenie). Dlouhodoba 1écba
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chinidinem se projevuje gastrointestinalni nesnaSenlivosti a vzacnéji cinchonisnem (neostré
vidéni, ties a ztrata sluchu). V soucasné dobé¢ se v 1é¢b¢ pouziva jen vyjimecné (Martinkova,
2007).

Ttida Ib zahrnuje 1éCiva pouzivana pii 1écbé komorovych tachyarytmii. Pfednostnim lékem
z této skupiny je lidokain, ktery je aplikovan v rané fazi infarktu myokardu. Riziko 1écby
lidokainem se objevuje u nemocnych s hypotenzi, kdy pokles pritoku portalnim ob&hem
snizi biodegradaci lidokainu a podpofi jeho nezadouci ucinky postihujici nervovou soustavu
(Martinkova, 2007).

Tiida Ic je odli$nd tim, Zze pouze blokuje Na* kanal. LéEba mize zpusobit komorovou
fibrilaci, protoze zpomaleni vodivosti ve zdravé myokardidlni tkdni muze vyvolat
proarytmogenni ucinky. Hlavni vyuziti je pfi 1écbé supraventrikuldrnich arytmii a fibrilaci
sini. Prvni volbou z této skupiny je propafenon (Martinkova, 2007).

Beta-adrenergni blokatory (tfida II) blokdadou Pi- receptorti chrani srdce pted zvySenou
spottebou kysliku nasledkem aktivace sympatiku, nebot’ znemoziuji zvyseni srde¢ni prace.
Vyuziti je v 1é€bé anginy pectoris k zabranéni srde¢niho pfetizeni. Pouzivaji se také ke
sniZzeni vysokého krevniho tlaku a ochrané insuficientniho srdce pted silnymi stimula¢nimi
vlivy sympatiku. Snizenim aktivity Bi- receptort inhibuji stimuly ke zvySeni frekvence a
zrychleni kontrakce (Lillmann et al., 2007). Mezi nezddouci ucinky patii srdecni
insuficience, zptsobend sniZenim tepového objemu a tepové frekvence, poruchy prokrveni,
AV blokada nebo bradykardie (Liillmann et al., 2007). Beta-blokatory jsou také fazeny do
skupiny endokrinnich disruptorti, protoze zejména pii reakci na stres narusuji endokrinni
systém (Massarsky et al., 2011). Nékteré latky s této skupiny (napi. propranolol) se také
vyznacuji dobrou preventivni schopnosti na vznik migrény (Hynie, 2001).

Blokatory draslikovych kanall (tfida III) prodluZuji trvani akéniho potencidlu (prodlouZeni
platé faze) a tim i1 dobu absolutni refrakterni periody. Tento U¢inek, ktery je na molekularni
trovni disledkem blokady K™ kanalu v buiikach myokardu, lze ¢asto vyuzit pfi potlaceni
opakovanych tachyarytmii. Lékem prvni volby je obvykle Amiodaron. Nezadoucim ucinkem
muze byt hyper- i hypofunkce $titné Zzlazy, vyvolana ptitomnosti jodu v molekule
amiodaronu. K nejzavaznéj§im komplikacim se fadi plicni fibréoza. DalSim nejvice
predepisovanym lé¢ivem je sotalol zpomalujici repolarizaci (Martinkova, 2007).

Blokétory vapnikovych kanala (tfida V) jsou 1éky, které specificky blokuji prinik Ca?* do
bunck hladkého svalstva, bun¢k srde¢niho svalu a bunék ptevodniho systému. Vysledkem
jejich ptisobeni je snizeni stazlivosti (kontraktilita myokardu), vazodilatace (rozsifeni cév) a

zpomaleni §ifeni vzruchu. SniZeni koncentrace voln¢ho véapniku v bunikéch patii mezi hlavni
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podminky dosazeni poklesu tonu svaloviny cév provazené snizenim periferni rezistence,
vazodilataci a tim i poklesem krevniho tlaku. Blokatory vapnikovych kandlti neptedstavuji
homogenni skupinu z hlediska struktury a chemického slozeni, ale ani z hlediska
nezadoucich G¢inki a terapie (Vitovec & Spinar, 2000). P¥i 1é¢bé se uplatiiuji nejen jako
antiarytmika (zpomaleni atomacie v SA uzlu i vedeni v AV uzlu), ale také jako atiangindzni
latky (uprava prutoku koronarnimi, mozkovymi i ledvinnymi cévami) a antihypertenziva.
Kazdy ze tii hlavnich zéastupcti (verapamil, diltiazem a nifedipin) ma jiné ze tii pfitomnych
vazebnych mist na L kanalu (tzv. napétové fizeny pomaly vapnikovy kandl), coz vysvétluje
odli$nosti G¢inkl jednotlivych latek (Hynie, 2001). Kromé téchto 1é¢iv prvni generace, byly
do 1écby zavedeny latky druhé generace (napi. amlodipin nebo isradipin), které¢ vykazuji
jesté selektivnéjsi ucinky na cévy a mensi pasobeni na srdce. Selektivita blokatora
vapnikovych kanalll k urCité tkani, je zavisld na mnozstvi vyskytujicich se L kanald.
Blokatory vapnikovych kanald se rozlisuji na dihydropyridiny a non-dihydropyridiny, které
se dale d&li na fenylalkylaminy a benzothiazepiny (Vitovec & Spinar, 2000). Nifedipin,
zastupce dihydropyridind, vykazuje mnohem selektivnéjsi Ui€inek na cévy nez ostatni latky
(Hynie, 2001). Verapamil a diltiazem se fadi mezi non-dihydropyridiny. Dilataci cév
zpusobuji zejména dihydropyridiny. Verapamil ma hlavni G¢inek na srdce, zatimco diltiazem
ma vliv jak na cévy, tak i na myokard (Martinkova, 2007). V myokardu ptsobi blokatory
vapnikovych kanalll nejen na svalova vlakna, ale i na pfevodni systém srdec¢ni. Nasledné
dochazi jak ke sniZeni sily kontrakce (negativné ionotropni uc¢inek), tak ke snizeni srdecni
frekvence (negativné chronotropni t¢inek) a vodivosti (negativné dromotropni t¢inek). Tato
skupina antiarytmik ma stejné jako nékteré beta-blokatory profylaktické ucinky pii vzniku
migrény (Hynie, 2001). Hlavnimi indikacemi podani blokatori vapnikovych kanali je
angina pectoris, hypertenze, supraventrikuldrni tachyarytmie a spazmy mozkovych cév.
V disledku silnych vazodilata¢nich G¢inktt mohou vznikat nezadouci G¢inky, napf. pokles
krevniho tlaku, bolest hlavy, navaly, nauzea. Diltiazem a verapamil by nemély byt podavany
pacientim, ktefi jsou léCeni beta-blokatory, z divodu zvySeni negativné ionotropniho a
negativné dromotropniho uc¢inku (Hynie, 2001).

Mezi nezafazena antiarytmika, kterd nejsou zahrnuta ve vySe uvedené klasifikaci, patii
srdeéni (digitalisové) glykosidy a adenosin. Srde¢ni glykosidy zpomaluji rychlost vedeni AV
uzlem a zkracuji refrakterni fazi. Také se podileji na zvySeni aktivity vagu (bloudivého
nervu). Pouzivaji se zejména pii 1écbe fibrilace sini. Hlavnim zastupcem je digoxin.

Adenosin je zodpovédny za aktivaci adenosinovych receptorit v SA a AV uzlu a v sinich,



kterd vede k otevieni K™ kanalli a hyperpolarizaci. Tim se snizi automacie a zpomali se
vedeni vzruchu v uzlech (Martinkova, 2007).
Jako antiarytmika za G¢elem doplnéni elektrolyti se dale uzivaji i soli hoi¢iku a drasliku

(Hynie, 2001).

1.1.3 Verapamil
Verapamil (Obr. 2) je fazen do tiidy fenylalkylamini a spolu s diltiazemem patii mezi
kationicky-amfifilni latky, jejichZ pozitivné nabity dusik v molekule je dileZzity pro vazbu na

kanalovy protein (Liillmann et al., 2004).

Obr. 2: Strukturni vzorec verapamilu (ChEBI).

Verapamil omezuje vstup Ca?* do bunék hladkého svalstva cév, do myocyti, ale i do
srdeéniho prevodniho systému. V srdci je vtok Ca?* dalezity v AV uzlu (pfevod vzruchu ze
sini a komory), pro depolarizaci SA uzlu (vznik elektrického impulsu) a ve svaloviné
myokardu pii elektromechanickém spfazeni. Verapamil proto pisobi negativné
dromotropné, negativné chronotropné a negativn¢ ionotropné (Liillmann et al., 2007). Plsobi
vazodilataci (pfedevsim koronarniho fecisté) a zpomaluje vedeni vzruchu v srdci. Prodluzuje
vedeni AV wuzlem a sniZuje automaticitu SA uzlu (Martinkova, 2007). PouZiva se pii
supraventrikularnich ~arytmiich, k profylaxi zachvati anginy pectoris a také jako
antihypertenzivum (Liillmann et al., 2007). Verapamil je ve formé& hydrochloridu rozpustny
ve vodé. Vazba verapamilu na bilkoviny krevni plazmy je pfiblizn€ 90 %, biologicky
polocas ¢ini 3 — 7 hodin a trvani G¢inku s vysokou variabilitou je 1,5 — 10 hodin (Vitovec &
Spinar, 2000). Distribu¢ni objem® verapamilu je zhruba 4,0 I/kg, coze nasvédéuje silnému

nahromadéni latky ve tkanich (Liillmann et al., 2004).

® Distribu¢ni objem (Vd) vyjadfuje pomé&r mezi mnoZstvim 1é¢iva v t€le a jeho koncentraci v krvi.
Distribu¢ni objem je definovan jako teoreticky objem, ve kterém by se muselo celkové mnozstvi
podaného 1éku rovnomeérné rozpustit, aby bylo dosazeno stejné koncentrace 1é¢iva jako v krvi.
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V neionizovaném stavu lehce proniké biologickymi membranami, v nabité formé se hromadi
na interfazich styku lipidy-voda. Navzdory témét kompletni resorpci z gastrointestindlniho
traktu (pfiblizn€ 90 %) po peroralnim podani je celkova biologicka dostupnost 1é¢iva nizsi
(asi 25 — 35 %), coz odrazi podstatny prvni prichod jaternim metabolismem. Z divodu
vysoké nesystémové eliminace predstavuje perordlni davkovani verapamilu 8 az 10nasobn¢
vys$$i davku v porovnani s intravendéznimi davkami potfebnymi pro dosazeni srovnatelnych
farmakodynamickych u¢inki (80 mg per 0s a 5 mg i.v.). Velikost tohoto rozdilu vysvétluje i
vy$§i rychlost jaterniho metabolismu farmakologicky uc¢innéjsiho S-enantiomeru verapamilu
nez jeho méné G¢inny R-enantiomer (Liillmann et al., 2004). Pii opakovaném podani u
pacientti s jaterni poruchou mize dojit k opozdénému vylucovani a hromadéni 1éku
v organismu. LéCebné plazmatické koncentrace verapamilu dosahuji asi 0,2 — 0,4 ug/ml
aktivni latky. Uginek 1éku po intravendznim podani pichazi do 5 minut s vyvrcholenim za
10 — 20 minut na AV uzel, doba trvani je az 6 hodin. Pfi 1é¢bé verapamilem by se soucasné
nemély podavat beta-blokatory z divodu zvySeni negativniho ucinku na srdce (Vitovec &
Spinar, 2000). Podavani verapamilu miize byt doprovéazeno i nezadoucimi uginky jako jsou
bradykardie, AV blok az asystolie. Dal$i nezadouci ucinky mohou vyplynout z poklesu
krevniho tlaku (edémy bércii, bolesti hlavy). Kontraindikace verapamilu jsou stavajici

poruchy pievodu, zietelna srdeéni insuficience a jaterni choroby (Liillmann et al., 2004).

1.1.4 Diltiazem

Diltiazem je fazen do tfidy benzothiazepini (Obr. 3). S ostatnimi blokéatory vapnikovych
kanalti neni chemicky pfibuzny, ale vyznacuje se podobnymi uc¢inky jako verapamil
(Vitovec & Spinar, 2000).

O—cH;

Obr. 3: Strukturni vzorec diltiazemu (ChEBI).
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Diltiazem ma kardioprotektivni cinky, které spocivaji ve zlepSeni kyslikové bilance
myokardu. Vykazuje i slaby antiagregacni vliv. Stejné jako verapamil pusobi negativné
ionotropné, negativn¢ chronotropné a vyvoldva vazodilataci perifernich arteriol. Snizuje
vyskyt extrasystol a potlacuje supraventrikuldrni arytmie, zpomaluje srdecni frekvenci a
ptisobi pokles krevniho tlaku (Vitovec & Spinar, 2000). V porovnani s verapamilem je jeho
ucinnost slabsi, intravenézné se podava 20 mg (Liillmann et al., 2004). Maximalni
plazmatické koncentrace je dosazeno piiblizné za 5 — 7 hodin po podani. Na bilkoviny
krevni plazmy se vaze z 80 %. Z organismu se vylucuje zejména moc¢i formou neucinnych
metabolitd. Podil nezménéné latky pii peroralnim podani dosahuje pouze 0,1 — 4 % (Vitovec
& Spinar, 2000). Na jeho biologickou dostupnost ma vyrazny vliv efekt prvniho priichodu
jatry.

1.2 Toxicita a vliv na vodni organismy

Celosvétova trzni hodnota a mira predepisovani antiarytmik se kazdym rokem podstatné
zvysuji. V poslednich deseti letech se pocet 1ékaiskych piedpist zdvojnasobil (Massarsky et
al., 2011). Rozsahlé pouziti téchto 1é¢iv, zejména beta-blokatorti a blokatord kalciovych
kanald, vede K jejich ptitomnosti ve vodnim prostiedi.

Vzhledem k jejich fyzikalné-chemickym a biologickym vlastnostem vzbuzuji farmaka
obecné (vCetné antiarytmik) stale vétsi obavy ohledné mozného vlivu na vodni organismy.
Podobné jako ostatni 1éCivé pripravky a jejich metabolity se antiarytmika dostavaji do
zivotniho prostiedi prostfednictvim odpadnich vod z COV (Saari et al., 2017). Do COV
vstupuji tyto latky jednak z komundlnich odpadnich vod, kam se dostavaji jako
nemetabolizované nebo metabolizované 1é¢ivé latky vyloucené pacienty, jednak z vyrobnich
farmaceutickych a zdravotnickych provozid. Zejména odpadni vody nemocnic a
farmaceutického praimyslu mohou obsahovat vysoké koncentrace téchto produkti, az 1 mg/I
(Gros et al., 2010). Dalsim vyznamnym zdrojem jsou léky s proslou spotiebni lhttou, které
do kolob&hu pronikaji bud’ splachnutim do odpadu nebo formou prusaku ze skladek (Kotyza
et al., 2009). Heberer (2002) ve svém piehledném c¢lanku doklada, ze dCistirensky kal
pouzivany v zemédélskych oblastech jako druhotné hnojivo je naplnén zdravotnickym
odpadem, ktery kontaminuje padu a miize se vyplavovat do povrchovych vod louzenim.
Obr. 4 shrnuje hlavni cesty, jakymi se 1éCiva a jejich metabolity dostavaji do zivotniho

prostiedi.
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Obr. 4: Schéma kontaminace zivotniho prostiedi 1é¢ivy (upravené dle Kotyzy a kol., 2009).

V cistirnach odpadnich vod mohou slouc¢eniny podstoupit riizné strukturalni zmény (Michael
et al., 2014). Jedna se o procesy biotické (biodegradace, zejména bakteriemi a houbami) a
abiotické (napf. hydrolyza) (Kern et al., 2010). Biotické procesy jsou obvykle zna¢né
omezené, protoze farmaceutické slouceniny jsou navrhovany tak, aby byly odolné proti
biodegradaci (Fatta-Kassinos et al., 2011). Odbouravani v ¢istirnach odpadnich vod neni
kvantitativni. Casto je pozorovano pietrvavani 1é¢iv v pifrodnich vodach za &istirnou
odpadnich vod i tehdy, kdy se jedna o latky s kratkym polocasem degradace — to je
zpusobeno nepietrzitym piisunem takovych latek do zivotniho prostiedi (Wolfe et al., 2015);
Vv téchto piipadech se zavadi pojem pseudo-perzistence.

Pti biologické nebo abiotické ¢astecné degradaci 1€¢iv béhem ¢isténi odpadnich vod mohou
vznikat nové chemické entity s riznymi vlastnostmi, znamé jako transformacni produkty
(Kern et al., 2010). Abiotické environmentalni faktory (napf. teplota, slunecni zafeni,

salinita, pH) mohou vyznamné pfispét k transformaci 1é¢iv, které pak vstupuji do prostiedi.
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Transformacni produkty mohou byt dale distribuovany do povrchovych nebo podzemnich
vod a pfipadné dale degradovany (Michael et al., 2014).

Andreozzi a kol. (2003) d¢li abiotické fotochemické transformace na pfimou a nepiimou
fotolyzu, kdy za pfimou fotolyzu povazuje piimou absorpci slune¢niho svétla substraty a za
nepiimou reakci za pfitomnosti organickych latek, které nazyva senzibilizatory.

Modern¢jsi fotochemické piistupy (Klementova, 2012) oznacuji jako fotolyzu pouze reakce,
kdy absorpci vysokoenergetickych kvant zafeni dochazi ke Stépeni vazeb. Jako
fotosensitizované jsou pak oznaCovany reakce, kde ur¢ita absorbujici latka, sensitizator,
absorbuje zafeni a absorbovanou energii je schopna pienést bud’ na substrat nebo na
rozpustény kyslik. Timto mechanismem vznikaji silné oxidacni Castice jako je singletovy
kyslik (Michael et al., 2014).

Strukturalni transformace mohou byt také dusledkem pouziti technologickych procest, jako
je zpracovani odpadnich vod pokrocilymi oxida¢nimi procesy. Jednd se o pomérné ucinné
nové metody pro tpravu odpadnich vod (Klavarioti et al., 2009, Malato et al., 2009). Tyto
procesy zahrnuji pouziti a generovani silnych oxida¢nich ¢inidel, pfevdzné hydroxylovych
radikalt. Identifikace transformacnich produkti pfitomnych v ekologickych vzorcich je
obtizna tiloha, zejména z divodu moznych rozdili v koncentraci, pti které jsou generovany a
extrahovany béhem extrakce na pevné fazi. Tento ukol piedstavuje dilezitou analytickou
vyzvu, protoze vytvoiené transformacni produkty jsou nové chemické entity, pro které
nejsou v soucasné dobé stanovené standardy (Michael et al., 2014)

Pochopeni transformace 1é¢iv je nezbytnym piedpokladem pro piesné urceni jejich
kone¢ného environmentalniho osudu, provadéni piesnych posouzeni rizik a zlepSeni jejich
odstranéni. TP mohou mit stejny zpiisob plisobeni jako pliivodni sloucenina (tj. aktivni ¢ast
zustava nedotend bchem transformace) a vyvolat toxikologicky uc€inek na necilové
organismy v systémech Zivotniho prostiedi, at’ uz vodnich nebo suchozemskych (Fatta-
Kassinos et al., 2011). Protoze TP se obvykle vyskytuji ve smési s matefskou slouceninou,
jejich piispévek se od prispévku matefské slouceniny obtizné odlisuje (Escher & Fenner,
2011).

TP se mohou lisit od pavodnich sloucenin dvéma zplsoby: v jejich biokoncentraci
(toxikokinetice) a v jejich zpusobu toxického ptisobeni (toxikodynamice). Ve vzacnych
pfipadech miZe pfeména vytvofit nové toxikofory, které mohou vést k vysSi toxicité
podobnym nebo odlisSnym zptisobem ucinku (Michael et al., 2014). Zkousky toxicity
S riznymi organismy ukdazaly, Ze chronickd expozice 1é¢ivym piipravkiim a jejich TP je
kriti¢téjsi nez akutni expozice, protoze akutni expozice neodrazi skutecné podminky
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prostiedi, kde jsou organismy nepfetrzit¢ vystavovany farmaceutickym zbytkim na
subterapeutickych trovnich (Lindberg et al., 2007).

Zpravy o moznych ekotoxikologickych u¢incich metabolitd a zbytka transformacnich
produktt antihypertenziv jsou vSak vzacné (Godoy et al., 2015). Jejich environmentalni
analyzu navic komplikuji i pfirodni degradacni procesy (Narvaez & Jimenez, 2012).

Jak uvadi Berkner a Thierbach (2014), na metabolity a produkty transformace by meéla byt
zaostfena pozornost stejn¢ jako na mateiské slouceniny, piipadné jesté vice, protoze v

nekterych ptipadech je jejich perzistence a mobilita vyssi nez u ptivodnich sloucenin.

Z dostupnych informaci o vyskytu antiarytmik ve vodnim prostfedi je znamo, Ze se tyto
latky objevuji jak na pfitoku, tak i odtoku z Cisticek odpadnich vod obvykle v koncentracich
desitek az stovek ng/l, nékdy i v jednotkach pg/l (Corcoran et al., 2010). Nejcastéji jsou
z této skupiny farmak detekovany beta-blokatory (Marin-Morales et al., 2016). V ramci této
tiidy se vétsina studii zaméfuje zejména na atenolol, metoprolol a propranolol (Maurer et al.,
2007). Atenolol byl nalezen v nemocni¢nim odpadu v Portugalsku v koncentracich do 8,0
pg/l (Wilde et al.,, 2012). V Brazilii je nejvice zjistovanym antihypertenzivem v
nemocni¢nim odpadu metoprolol v koncentracich az 9,9 pg/l (Larsson et al., 2007).

Jak uvadi Godoy (2015), pouze 2 % studii ze 79 ¢lankt publikovanych v letech 1998 az
2015 hodnoti kontaminaci Zivotniho prostfedi verapamilem. Diltiazem je zminovan v 7 %
téchto studii, coz svédci o jeho vyssi frekvenci detekce ve vodnich matricich.

Na odtoku ze sedmi c¢isti¢ek odpadnich vod v Novém Mexiku byly stanovené koncentrace
verapamilu v rozmezi 14 — 190 ng/l (Batt et al., 2008). Nejvyssi koncentrace (800 ng/l) byly
naméfeny na odtoku COV v Austrélii (Khan & Ongerth, 2004).

Informace o vyskytu diltiazemu a verapamilu ve vodnim prostiedi Ceské republiky shrnuje
Golovko et al. (2014). Na piitoku COV dosahoval diltiazem koncentrace 100 ng/l, verapamil
se vyskytoval v rozmezi mezi 11 — 72 ng/l.

Jak uvadi Deo a Halden (2013) , detekce diltiazemu v USA se nevyskytuje jen v odpadnich
vodach. Tab. Il ukazuje zjisténé koncentrace diltiazemu a verapamilu v pfirodnich a
upravenych vodach v USA. Tento vyskyt miize mit spojitost s tim, Ze se odhaduje az 1
miliarda pfipravkti na predpis, ktera je vyfazena kazdy rok v USA, z nemocnic,

pecovatelskych zafizeni a 1ékaren (Corcoran et al., 2010).
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Tab. Il: Maximalni koncentrace blokatorti kalciovych kanalli v odpadnich a pfirodnich vodach

v USA (Deo a Halden, 2013).

()Sc;lr;)c;]ji Ii[()ira:derrllie Povrchové | Podzemni Suirtox,/a H(;EYa Kal

Utinna P P vody vody prira PIRA 15 Gov

latka vody vody [ng/1] [ng/1] voda voda [ng/1]
[ng/t] | [ng/1] ° Y gy | gy | M

diltiazem S7 200 130 28 N N 225
verapamil N 190 N N N N N

N= nedetekovan

Ptitomnost antiarytmik v pfirodnim prostfedi muze vést k toxikologickym ucinkiim na
necilové organismy, proto je dillezité posoudit environmentélni riziko téchto kontaminantii
(Godoy et al., 2015).

Vzhledem ke konzervativni povaze fyziologickych procesi maji mnohé vodni druhy
(obzvlasté ryby a obojzivelnici) podobné cilové receptory, které interaguji s léky u lidi
(Owen et al., 2007, Gunnarsson et al., 2008). Za ptredpokladu, Ze 1é¢ivo pusobi primarné
prostfednictvim stejného cile také u necilovych druhd, je mozné predpoveédét
pravdépodobnost farmakologickych interakci u zivoc¢ichi Zzijicich ve volné piirodé (Fick et
al., 2010).

Fick et al. (2010) provedli studii, jejimz cilem bylo vypocitat u 500 lé¢ivych ptipravku
ptedpokladanou kritickou environmentalni koncentraci (CEC), tj. koncentraci povrchovych
vod, o které se ocekava, Ze vyvola farmakologicky c€inek na ryby, a to pomoci literarnich
udajii o lidskych uéincich spolu s ptfedpokladanym biokoncentratnim faktorem pro ryby u
kazdého léc¢iva na zaklad¢ lipofilnosti. Predpovézené hodnoty CEC lze pouzit jako
pfedbézné rizikové indikatory specifického potencidlu 1éciv, které mohou zpusobit
nepiiznivé farmakologické t€inky.

Hodnoty CEC byly vypoc¢teny z nasledujici rovnice (Fick et al., 2010):

HTPC
CEC =

CR " Pyiood: water

Pouzity koncentratni pomér (CR) mezi lidskymi terapeutickymi plazmatickymi
koncentracemi (HTPC) a meéfenou nebo teoreticky piredpokladanou plazmatickou

koncentraci v ustaleném stavu ryb (FSSPC) byl pro kazdy farmaceuticky ptipravek 1.

16



CR odrazi pouze pravdépodobnost vzniku farmakologickych interakci a nikoli to, zda by
interakce byly neptiznivé nebo ne.

Teoretické faktory biokoncentrace v plazmé& (Phiood: water) byly pro kazdy 1é¢ivy piipravek
odhadnuty z rovnice: log Pyio0d:water = 0,73 - log Kow < 0,88 .

Tento pfistup tedy bere v vahu jak odhadovanou ucinnost popsanou v HTPC, tak i
fyzikéalné-chemické vlastnosti, jak je popsano v logKow kazdého 1éku. Stanovena hodnota
CEC pro verapamil byla 24 ng/l (Fick et al., 2010).

Jiné piistupy posouzeni rizik pro vodni prostiedi porovnavaji maximalni namétfené
environmentalni koncentrace (MEC) s toxikologicky relevantnimi piedpokladanymi
koncentracemi bez ucinku (PNEC) (Godoy et al., 2015). Je tifeba zduraznit, ze MEC
poskytuje diilezity odhad koncentrace nebo davky vnéjsi expozice. Evropska agentura pro
1écivé piipravky (EMEA) vydala v roce 2006 smérnici o hodnoceni rizika pro Zivotni
prostfedi u humannich 1é€ivych ptipravki, jejimz cilem je odhadnout tato rizika pomoci
stupiiovitého postupu. Jestlize je PEC (pfedpokladana koncentrace prostfedi) povrchové
vody pod hodnotu 0,01 ug/l a nejsou ziejmé zadné jiné environmentalni problémy,
predpokladd se, ze 1éCivo pravdépodobné nepifedstavuje riziko pro zivotni prostiedi.
Smérnice EMEA uznava, Ze prahova hodnota 0,01 ug/l nemusi byt pouzitelna pro velmi
specifické a vysoce u€inné farmaceutické ptipravky, jako jsou syntetické hormony, které
mohou mit nepiiznivé ucinky v prostiedi ve stopovych koncentracich (Christen et al., 2010).
ProtoZe je tato smérnice jiZ pon€kud zastarala, vzhledem k novym poznatkiim by zaslouZila

inovaci.

Ekotoxicita chemickych latek se posuzuje podle vysledkl testd toxicity na vodnich
organismech. Ruzné laboratofe postupuji podle shodnych metodik, které jsou
standardizovany na mezinarodni urovni. Standardizaci vykonavd mezinarodni organizace
ISO (International Organization for Standardization) a Organization for Economic
Cooperation and Development, OECD (OECD, 2004). Ceska republika je ¢lenem OECD se
vSemi zavazky od roku 1995 (Svobodova, 2007). Jednotlivé metodiky testd toxicity

provadéné na vodnich organismech jsou uvedené v Tab. IlI.
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Tab. I1l: Souhrn standardnich testti toxicity provadénych na vodnich organismech dle OECD
(OECD, 2004).

Cislo Stanovené
Skupina Druh Pouzity test testu dle | Doba trvani hodnoty toxicit
OECD e
5 - Ristovy inhibi¢ni 201 72h ICso
Rasy
Lemna sp. Rustovy inhibi¢ni 221 7 dni ECso
. ' Ak‘u‘tmv , 202 24h nebo ECss
Korvsi Daphnia sp. imobiliza¢ni 48h
orysi -
Daphnia L, ; ECso, NOEC,
magna Reprodukéni 211 21 dni LOEC
: Test akutni 203 9 h LCso
toxicity
, , LCso, NOEC,
Ryby - Prolongovany 204 14 dni LOEC
- Embryolarvalni 210 - NOEC, LOEC
- Embryonélni 212 - NOEC, LOEC

Prvnim krokem ke zjistovani toxicity latky jsou akutni testy, jejichz cilem je stanovit
davkovou zavislost pro akutni u¢inek testované latky. Uginek se vyjadfuje procentudlnim
podilem jedinci v daném souboru, u kterych se piislusny Géinek projevil, na logaritmu
davky. Nejcastéji se pii testech akutni toxicity zjist'uje letalni ucinek (mortalita) vyjadfovany
hodnotou LDso. Jedna se o davku, ktera po jednorazovém podani usmrti 50 % testovanych
zvitat (Linhart, 2012).

K vyhodnoceni dlouhodobého piisobeni latek slouzi subchronické a chronické testy trvajici
vrozmezi 14 az 90 dnl. Testuje se vice davkovych hladin. Jedna skupina zistava
neexponovana a slouzi jako kontrolni skupina k odliSeni spontannich reakci organismu a
experimentem vyvolaného stresu od G¢inkii podavané latky. Zakladnim ukazatelem je rust,
preziti a reprodukce oproti kontrolni skupiné. Kromé toho se béhem studie méii biochemické
parametry, které slouzi k diagnostice funkénich poruch. Jednd se naptiklad o obsah
biologicky vyznamnych iontt v séru a jejich rovnovaha, hematologické parametry, aktivita
enzymul v plazmé nebo v séru a indikatory genotoxického ucinku — detekce mikrojadérek
v kostni dfeni, stanoveni DNA adukti ve vzorcich tkani a v bilych krvinkach (Linhart,
2012). Projevem neurotoxickych 0c¢inkii mohou byt také pozorované zmény v chovani
organismil. Zvolena nejvyssi davkova hladina by méla v optimalnim ptipadé vyvolat

vyraznou toxickou odpovéd, ale zaroven by béhem studie nemé¢lo uhynout vic nez 10 %
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Vsechna ptezivsi zvifata se po skonCeni experimentu utrati a histopatologicky prozkoumaji.
Tim se ziskavaji zasadné dulezité podklady pro vyhodnoceni, na které organy dana latka
pusobi. Vysledkem téchto studii jsou hodnoty NOEC a LOEC. Pro navrhy chronickych
studii, které se lisi dobou trvani, slouzi subchronické studie. VétSinou jsou pfi nich podavany
opakované davky testované latky po celou dobu dospé€lého zivota organismu (Linhart, 2012).
Moznost, ze 1é¢iva mohou mit negativni u¢inky na vodni organismy je v posledni dobé
Siroce diskutovana a dokumentovana ve védecké literatuie (Bruce et al., 2010, Massarsky et
al., 2011, Godoy et al., 2015, Marin-Morales et al., 2016, Saari et al., 2017). Podle ptehledu
Godoye et al. (2015) bylo zjisténo 34 druht antiarytmickych molekul v upravené vod¢, ale
pouze 16 z téchto molekul bylo studovdno s ohledem na jejich ekotoxikologické ucinky.
Proto je ziejmé, ze existuje znalny nedostatek znalosti tykajicich se ekotoxikologickych
udaju této terapeutické tiidy.

Vétsina studii zabyvajici se ucinky diltiazemu a verapamilu na vodni organismy vyhodnotila
standardni ekotoxicitu, napf. preziti, rist nebo reprodukci (Li et al., 2010, Le et al., 2011,
Overturf et al., 2012), zatimco jiné mély za cil stanovit biochemické a subcelularni odpovédi
(Ajima et al., 2017a, Ajima et al., 2017b). Studie, které zkoumaly vice koncentraci urcitého
1€ku, zaznamenaly hodnoty NOEC, LOEC nebo EC/LCS50, naopak nékolik studii hodnotilo
méné nez tii koncentrace nebo hlasily nekonzistentni vztahy mezi davkou a odezvou (Saari
et al., 2017). Koncentrace diltiazemu a verapamilu, pfi nichz byly zaznamenany biologické
ucinky, jsou obecné mezi pg/l a mg/l, typicky alespon o jeden fad vyss$i nez koncentrace
detekovana v povrchovych vodach (ng/l) (Corcoran et al.,, 2010). Ackoliv se IéCiva
neobjevuji jako izolované latky v Zivotnim prostiedi, ale jako slozité smési, vétSina vyzkumii
se provadi s pouzitim jediného farmaceutického ptipravku (Vasquez et al., 2014). Proto jsou

udaje o stanoveni toxicity smési antiarytmik dosud nedostacujici.

Pfi shromazd’ovani tdaji o farmakologickych ucincich verapamilu na ryby byl vystaven
jelenecek velkohlavy (Pimephales promelas) v larvalnim stadiu koncentraci 600 pg/l
verapamilu po dobu 28 dni. Tato davka vyrazn¢ snizila ristovou rychlost, pteziti nebylo pfi
této koncentraci nijak ovlivnéno (Overturf et al., 2012).

Embryo-larvalni test toxicity verapamilu provedeny na vyvojovych stadiich kapra obecného
(Cyprinus carpio) prokazal vyznamné snizeni srde¢ni frekvence embryi a larev jiz
v koncentraci 1 mg/l po akutni expozici (Steinbach et al., 2013). Letalni koncentrace

verapamilu se snizily s narustem véku ryb, protoze v porovnani se star§imi jedinci (larvami)
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neméla embrya plné vyvinuté zabry a proto nebyl vstup verapamilu tak snadny. U kaprt
vystavenych 4,63 pg/l verapamilu byl ve srovnéani s kontrolou pozorovan vyznamné vyssi
vyskyt edému a malformaci (zakiiveni pateie, nevyvinuté oci, deformace stiev, ploutvi a
lebky). U juvenilniho jedince pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) byl studovan vliv
verapamilu pomoci akutnich testl toxicity. V této studii byl ur€en median letalni
koncentrace verapamilu 2,72 mg/l po 96hodinovém pulsobeni. Se zvySujicimi se
koncentracemi verapamilu byly zjevné zesileny i zmény v chovani. Po kratkodobé expozici
subletalni koncentrace 0,27 mg/l verapamilu by ve srovnani s kontrolou zjistén oxidacni
stres (Li et al., 2010).

Pfi testu chronické toxicity s pouzitim hrotnatky velké (Daphnia magna) byly pii expozici
4,2 mg/l verapamilu nepfiznivé ovlivnény nékteré parametry, jako je procento pieziti, délka
téla, doba prvni reprodukce a pocet potomkii. Béhem 21denni dlouhodobé expozice vSak
verapamil také vyrazné snizil hladinu exprese genu VTG (Vitellogenin), coz je biomarker
reprodukéni schopnosti (Le et al., 2011).

Pomoci testu provadénych s Daphnia magna urcili Villegas-Navarro et al. (2003) toxicitu
pro ctyii kardioaktivni léky. Hodnota letdlni koncentrace po 48hodinové expozici
verapamilem byla 7,04 mg/l. Verapamil navic vyvolal pozitivni chronotropni a ionotropni
ucinky, zatimco u lidi je jeho ucinek opacny.

Ajima et al. (2017a) zkoumali mutagenni ucinky dlouhodobé expozice verapamilu u
tlamouna nilského (Oreochromis niloticus) pti 60denni expozici; studie se zaméfila také na
hematologické parametry a aktivity oxidativnich enzymi. Ajima et al. (2017a) prokéazali, ze
dlouhodoba expozice verapamilu v subletalni koncentraci 1,15 mg/l muze vést k
mutagennim U¢inkim a oxida¢nim dysfunkcim. Ve stejném roce provedli titiz autofi
podobnou studii se stejnym organismem, zabyvajici se Ucinky verapamilu na aktivitu
acetylcholinesterazy a antioxida¢nich enzymt, stejné jako exprese mRNA gent souvisejicich
se stresem v mozkovych a svalovych tkanich. Letalni koncentrace verapamilu byla po
96hodinové expozici 2,29 mg/l. Transkripce gent se zvySovala v zavislosti na davce a byla
vyznamné up-regulovana pii 0,29 a 0,57 mg/l ve srovnani s kontrolou (Ajima et al., 2017Db).
Kim et al. (2007) provedli studii akutni toxicity diltiazemu pro bakterie (Vibrio fischeri),
sladkovodni bezobratlé (Daphnia magna) a japonské medaky (Oryzias latipes). Mezi
testovanymi organismy byly nejvice nachylné hrotnatky. Letalni koncentrace po 48hodinové
expozici byla 28 mg/l, po 96hodinové expozici 26,6 mg/1.

Cilem studie Steinbacha et al. (2016) bylo zhodnotit biokoncentraci, metabolismus, poloc¢as

rozpadu diltiazemu s naslednym vlivem na hematologické parametry, histologii a
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enzymatickou aktivitu u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Bylo zjisténo, ze
diltiazem metabolizuje hlavné¢ desmethylaci a desacetylaci podobné jako u savcu.
V koncentraci 0,03 ug/l byl diltiazem a jeho metabolity identifikovany v jatrech a ledvinach,
coZ naznacuje potencidl pro pfijem a metabolismus u necilovych organismii ve vodnim
prostedi. V porovnani s kontrolou doslo po 42denni expozici 3 pg/l diltiazemu k vyraznému
zvySeni poctu zralych neutrofilnich granulocytti v Krvi. Pfi koncentraci 30 pg/l byly
zaznamenany histologické zmény v srdci, jatrech a ledvinach. Na konci expozice byla
znacn¢ zvysena aktivita kreatinkindzy, coz indikovalo poSkozena svalti a ledvin.

Vysledky studii zabyvajici se toxicitou verapamilu a diltiazemu pro vodni organismy shrnuje

Tab. IV.

21



Tab. 1V: Ekotoxikologické udaje ze studii verapamilu a diltiazemu na vodnich organismech.

Ekotoxicka

veir _ . Biologicks _
P0}1 “a Druh organismu Delk_a koncentrace l?v(.)glc Y Zdroj
latka expozice ucinek
(mg/1)
(Natgcz-
Spirostomum Morfologické | Jawecki &
. 48 h 51 N
ambiguum zmény Persoone,
(prvok) 2006)
. i (Minguez
Raphidocelis 72h 4,01 Réistové inhibice | et al.,
subcapitata
(fasa) 2016)
Verapamil
Oncorhynchus 96 h 2,72 50% mortalita
g (Lietal.,
mykiss 2010)
(ryba) 96 h 0,27 Oxidacni stres
31 dni 0,0046 Malformace a _
. : edémy (Steinbach
Cyprinus caprio — —
(ryba) 4dn 10 SniZeni srde¢ni etal.,
y ' frekvence 2013)
. Snizeni (Leetal.,,
: 21 dni 4.2 reprodukce 2011)
Daphnia magna
(korys) (Villegas-
48 h 7,04 50% mortalita | Navarro et
al., 2003)
Pimephales (Overturf
promelas 28 dni 0,6 Ristova inhibice etal.,
(ryba) 2012)
, Mutagenni (Ajima et
60 dni 1,15 .
Oreochromis ucinky al., 2017a)
niloticus (Ajima et
(ryba) 96 h 2,29 50% uhyn al.,
2017b)
Daphnia magna 48 h 28 50% thyn (Kim et
(korys) 96 h 26,6 50% thyn al., 2007)
_ Hi logické
Diltiazem | Oncorhynchus 0,3 IStOPat? OBIeRe .
g . zmeny (Steinbach
mykiss 42 dnit ZiSem Doet ot al
vysSeny poce o
ryba :
(ryba) 0003 | eutrofiiiv krvi | 2016)
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Farmakologie ucinila obrovské pokroky v tvorbé vhodnych modeli pouzivanych k
identifikaci a pochopeni mechanismi ptisobeni chemickych latek na necilové organismy.
Z davodu potieby vétsi citlivosti a dalSiho pochopeni farmakodynamiky je zvySeny zajem o
in vitro modely. Jednim typem in vitro testu je pouziti bezobratlych. Tyto organismy maji
mén¢ vyvinuté kortikalni a senzorické systémy a vyznacuji se rychlou regeneraci tkani. Test
D. magna se doporucuje jako vyhodny oproti jinym modeliim pro hodnoceni toxicity ve
vodé. Jednou z vyhod, kterou lze zdlraznit je, ze je t€lo D. magna je téméf pruhledné.
Transparentnost je uzite¢nou vlastnosti pro ziskani poznatku o fyziologii, nebot’ umoziuje
vyzkumnikovi aplikovat optické metody pro vizualizaci fyziologickych funkci a méfeni
soucasn¢ n¢kolika riznych parametrd. D. magna je pouzivana prevazne ke studiu 1€kt
s G¢inky na srdce, protoze tento organ lze snadno pozorovat pomoci optickych metod. Navic
ma biologicky test D. magna tadu dalSich praktickych vyhod, naptiklad: jednoduchost,
kratky zivotni cyklus, diskrétni rist, nizké naklady na udrzbu, kultivaci v laboratofi a
snadnou manipulaci (Villegas-Navarro et al., 2003).

Ze studie, kterou provedl Villegas-Navarro et al. (2003) je ziejmé, Zze srdce D. magna neni
podobné srdci savci, Clenoveil a jinych koryst. Verapamil vykazoval pozitivni inotropni a
chronotropni G¢inky (zrychleni srde¢ni frekvence a zesileni svalové kontrakce) v srdci D.
magna jiz pti nizkych koncentracich, pfesné opac¢né ucinky zptisobené u lidi. Tento zvlastni
ucinek byl revertovan zpét ve vysokych koncentracich, na ukor srde¢ni frekvence.
Specificka odezva srdce D. magna na nizkou koncentraci naznacuje piitomnost
verapamilového receptoru. Vapnikové kanaly bezobratlych obsahuji alfa-1 podjednotky,
které byly izolovany a klonovany. Existuji zpravy o tom, Ze korysi jsou necitlivi na
organické blokatory vapnikovych kanald, ale jsou citlivi na anorganicky blokétor kanald,
jako je Sr?*. Tato data podporuji navrh, 7e srdce D. magna mize mit verapamilové
receptory, které jsou funkéné odlisné od receptort savéiho srdce.

Diky jedine¢né charakteristice reakce srdce D. magna na verapamil vyhovuje tento
organismus specifickému védeckému ucelu ke studiu jejiho kalciového kanéalu a podobnosti

odpovédi na adrenergni agonisty a antagonisty ve vysokych davkach.
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2 Materialy a metody

Test chronické toxicity byl inspirovan metodikou OECD ¢. 211 (OECD, 2004) za pouziti
hrotnatky Daphnia magna. Navic oproti metodice OECD ¢. 211 byla kromé reprodukéni
schopnosti (pocet juvenilnich jedincti a sntsek) sledovana téz velikost téla hrotnatky.
Experiment trval 21 dni, pfeziti a pocet potomkt byly zaznamenavany kazdy druhy den pii
vyméné média nebo krmeni probihajici vzdy pfiblizné ve stejnou dobu. Médium bylo
ménéno po Ctyfech dnech, mezitim byly hrotnatky obden krmeny zelenou fasou

Desmodesmus subspicatus v koncentraci 3 mg C/I.

K pokusu byly pouzity 24 hodin stafi juvenilové hrotnatek pochazejicich z laboratorniho
chovu D. magna. Hrotnatky v po¢tu 1 na kadinku byly oddélen¢ inkubovany v 50 ml média.
Celkovy pocet 45 kadinek byl rozdelen do tii sad po patnacti kadinkach, v kazdé sérii bylo
pouzito jiné médium — médium S verapamilem, médium S produkty fotochemického
rozkladu a kontrola. Do média byly pfidavany fasy jako potrava pro hrotnatky, médium bylo
fedéno bublanou vytemperovanou vodou. Kontrolni sada kadinek obsahovala jen potravu a
bublanou vytemperovanou vodu. VsSechny kadinky s juvenily byly uchovavany
V temperovaném boxu s teplotou 19,7 °C a nastavenou svételnou periodou 16:8, tj. 16 hodin

svétla a 8 hodin tmy.

Zasobni roztok verapamilu byl pfipraven rozpu$ténim 4,9 mg verapamilu ve 100 ml
deionizované vody. Roztok byl uchovavan v temnu pii pokojové teploté. Stabilita byla
ovetena pomoci HPLC. Ze zasobniho roztoku verapamilu bylo pro test toxicity odméfeno 5

ml na 1 1 vody (fedéni 200x).

Pro ptipravu smési produktt fotodegradace bylo k roztoku verapamilu pfidano Fe (III)
v koncentraci 0,08 mmol/l. Roztok byl ozatovan ve sklenénych kyvetach s vickem ve
fotochemickém reaktoru Rayonet R 100 osazeném lampami RPR 3000A po dobu 20 minut.
Ptiprava produkti fotodegradace verapamilu byla provaddéna ve Ctyfdennich intervalech a
vystaCila vzdy pro dvé vymeény média. Stabilita smési byla ovéfena pomoci HPLC.

Z ozatené smési bylo pro test toxicity odméfeno 40 ml na 1 I vody (fedéni 25x).

Pti zalozeni pokusu bylo nékolik ndhodné vybranych juvenilnich hrotnatek zafixovano

pfidavkem formaldehydu a uchovéano pro nasledné zméfeni velikosti téla.
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Na konci pokusu pak byly vSechny ptezivsi samice vlozeny jednotlivé do malych zkumavek
a zafixovany formaldehydem. Jejich velikost téla byla porovnana mezi jednotlivymi typy

média.

Chromatografickd stanoveni pomoci HPLC byla provadéna na pfistroji Thermo Scientific
Dionex Ultimate systém (USA) s kolonou Phenomenex Luna C 18 (250 x 4,6 mm; 5um).
Jako mobilni faze byla pouzita smés 20 mM KH2PO4 ve vodé€ a acetonitrilu v poméru 60:40,
eluce byla provadéna isokraticky. Pratok mobilni faze byl 1 ml/min, nastiikovany objem
vzorku byl 20ul. Pro zpracovani chromatografickych dat byl pouzit program Chromeleon.
Detekce byla provadéna spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem PDA 3000RS
s vyuzitim vlnovych délek 254 nm a 278 nm a fluorescencnim detektorem FLD 3000RS

s excitaéni vinovou délkou 231 nm a emisni vlnovou délkou 328 nm.

Pro vyhodnoceni dopadu verapamilu a produktl jeho fotodegradace na celkovy pocet
juvenilt, pocet snisek a velikost téla hrotnatek byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv
test snaslednym mnohonasobnym porovnanim. VsSechna data byla logaritmicky
transformovana log (x+1). Statistické zpracovani bylo provedeno v programu Statistica 13.2
(Statistica, 2015).
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3 Vysledky

Pied zapocetim testu chronické toxicity byla testovana stabilita roztoku verapamilu i roztoku
po fotochemické degradaci.

Koncentrace verapamilu v jeho zasobnim roztoku poklesla za 28 dni testovani na 92 %

pivodni hodnoty, koncentrace verapamilu v ozafené smési se snizila o cca 4 % (Tab. V).

Tab. V: Koncentrace ozafeného a neozateného verapamilu u jednotlivych kontrol stability.

. Koncentrace verapamilu (%)
Cas (dny od ozareni)
Verapamil neozaf. Verapamil ozéf. 20 minut
0 100 100
12 91 96
28 92 98

U ozafené smési nedochazelo ke zménam v koncentraci produktt (Obr. 5).

Obr. 5: Chromatogramy vzorki ozafeného verapamilu ze tfi dat méfeni stability: a — v den ozafeni, b

— 12 dnti po ozafeni, ¢ — 28 dnil po ozafeni.
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V chronickém testu toxicity pii teplot¢ média 19,7 °C bylo pozorovano, ze se hrotnatky
zaCaly rozmnozovat Vv desatém dni pokusu. P&t jedincti uhynulo (nasledkem manipulace pii
vyménach média) pied koncem pokusu, tito jedinci byli vyfazeni Z méfeni parametri pro
statistické vyhodnoceni.

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky sledovanych parametrti v jednotlivych typech

média jsou shrnuty v Tab. VI. Veskera data namétenych parametrii obsahuje Priloha 1.

Tab. VI: Primérné hodnoty a smérodatné odchylky sledovanych parametri seétené z jednotlivych

kontrolnich dnti a z méfeni na konci pokusu.

typ média (N) celkem juvenili pocet snisek Veg:ﬁztsga(ukni;mi
kontrola (13) 52,5+10,6 3,8+ 0,6 3503,9 +£429,7

verapamil (14) 54,1+10,4 3,6+0,6 3510,7 = 308,5
produkty (13) 32,1+ 152 33+1 29327 + 5417

N= pocet opakovani

Tab. VII: Vysledky Kruskal-Wallisova testu porovnavajiciho sledované parametry hrotnatek
v kontrole, roztoku verapamilu a produktt jeho fotodegradace.
Vyznam zkratek: H — testové kritérium, d.f. — poc¢et stupiiti volnosti, P — pravdépodobnost. Porovnani

mezi jednotlivymi zésahy je znazornéno pomoci indext u Obr. 6 — 8.

parametr H d.f. P
pocet juvenild 13,1 2 0,001
pocet sntisek 2,31 2 0,32
velikost téla 7,59 2 0,02
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Obr. 6: Pocet juvenilt béhem vystaveni hrotnatek tfem odlisnym typum média po dobu 21 dni. Data
udavaji median (svisla ¢ara), horni a dolni kvartil (horni a dolni hranice boxu) a rozsah hodnot
(minimum a maximum). Indexy znaci prikazné rozdily mezi skupinami: zkoumana média oznacena

stejnymi indexy nejsou prukazné odli$na na hladiné P < 0,05.

Obecné byly zaznamenany vyrazné nizsi hodnoty sledovanych parametrti u hrotnatek pti
vystaveni produktim fotodegradace. Hrotnatky vystavené smeési produkti fotodegradace
verapamilu vykazovaly niz§i pocet juvenill (primérny pocet 32) ve srovndni se samicemi
v kontrole (primérny pocet 52,5) i samicemi vystavenych ptisobeni samotného verapamilu
(pramérny pocet 54; Obr. 6). V porovnani s kontrolou ¢i samotnym roztokem verapamilu se

V této smési rodilo signifikantné méné jedinci.

28



pocet sniisek
w
1

kontrola verapamil produkty

Obr. 7: Porovnani po¢tu snusek hrotnatek v kontrolnich nadobach a s expozici v roztoku verapamilu
a produktt jeho fotodegradace. Data udavaji median (svisla ¢ara), horni a dolni kvartil (horni a dolni

hranice boxu) a rozsah hodnot (minimum a maximum).

Ackoli vykazuje hodnota spodniho kvartilu u produkti fotodegradace niz§i hodnoty ve

srovnani s kontrolou a verapamilem tak rozdil neni prikazny (Obr. 7).
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Obr. 8: Velikost téla zméfena na konci pokusu u jednotlivych jedinci v kontrole, roztoku verapamilu
a smési produktti fotodegradace. Data udavaji median (svisla ¢ara), horni a dolni kvartil (horni a
dolni hranice boxu) a rozsah hodnot (minimum a maximum). Indexy znaéi prikazné rozdily mezi
skupinami: zkoumana média oznacena odliSnymi indexy jsou pritkazné odli$na na hladiné P < 0,05.

Médium oznadené dvéma stejnymi indexy, se nelisi ani od jednoho z nich.
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Hrotnatky, které byly inkubovany ve smési produktii fotodegradace verapamilu, vykazovaly
vyrazn¢ mensi velikost téla (primérna velikost 2933 pum) v porovnani s kontrolou (primérna
velikost 3504 um) a roztokem verapamilu (pramérna velikost 3511 um). | kdyz rozptyl
minimalni a maximalni hodnoty je blizky kontrole, spodni i horni kvartil jsou vyrazné nize,

stejné jako median (Obr. 8).

Signifikantni rozdil mezi tfemi zasahy byl nejvice viditelny u smési produktu fotodegradace.
Tento typ média vyrazné ovlivnil kazdou samici v celkovém poctu juvenilti a ve velikosti
téla zmétené na konci pokusu. Samotny roztok verapamilu vyrazny efekt nemél, hodnoty u

meétfenych parametrti byly hodné podobné jako u kontroly.
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4 Diskuze

V praci Klementové et al. (2017) bylo potvrzeno, ze verapamil mize za podminek
odpovidajicich parametrim v pfirodnich vodach podléhat v pfitomnosti iontli Zzeleza
fotokatalyzované degradaci.

Jak potvrdily studie pro metabolity pesticidii, mohou degradacni produkty vykazovat
nespecifickou toxicitu vys$si nez ptivodni matetskd molekula. Ve studii metabolitii herbicidu
diuronu v testu Microtox® (Tixier et al., 2000) bylo prokazano, Ze degrada¢ni produkty
vykazuji vyssi nespecifickou toxicitu (ovliviiujici i jiné organismy nez puvodni cilové
organismy), v tomto piipadé organismus Vibrio fischeri. Podobné v nasledné studii (Tixier et
al.,, 2002) bylo dokazano, Ze transformac¢ni produkty i dalSich herbicidi na bazi
fenylmocoviny (diuron, chlorotoluron, isoproturon) vzniklé¢ c¢innosti pidnich bakterii
Arthrobacter sp. N2 vykazuji az 600krat vyssi nespecifickou toxicitu vuci Vibrio fischeri v
testu Microtox®.

Podobné zavéry byly uéinény také v praci Keltnerové (2016), kde jeden z metaboliti
herbicidu atrazinu, desethylatrazin, ktery byl téZ nalezen ve smési fotochemicky vzniklych
degradac¢nich produktii dané¢ho herbicidu, ma vyrazné toxické ucinky na okiehek (Lemna
minor).

Proto se jevilo uzitecné soustiedit se v testu toxicity verapamilu nejen na verapamil samotny,
pro né&jz existuji udaje o toxikologickych parametrech (Villegas-Navarro et al., 2003;
Nal¢cz-Jawecki & Persoone, 2006; Li et al., 2010; Le et al., 2011; Overturf et al., 2012;
Steinbach et al., 2013; Minguez et al., 2016; Ajima et al., 2017a; Ajima et al., 2017Db) ale téz

na produkty fotochemické degradace tohoto farmaka.

Vysledky analyzy slozeni smési po fotodegradaci v této studii metodou HPLC ukazovaly, Ze
dochdzelo k malému rozkladu ve smési produktli, proto bylo nutné pfipravit vzdy novou
reakéni smés pro kazdou vyménu média. Vyloucily se tak ptipadné rusivé vlivy zplisobené
vznikem novych produkti.

Jednotlivé chromatogramy ze tfi kontrol stabilit ukazovaly, Ze byl pik verapamilu po ozafeni
asi osmkrat niz§i nez na pocatku. Piky produkt po ozafeni byly srovnatelné s velikosti piku
verapamilu (v souctu). Pro test toxicity byla proto davkovana osmkrat vyssi koncentrace
ozéafené smési nez Cistého verapamilu, aby bylo dosaZzeno podobné koncentrace ozatrenych

vzorkl jako vychozi koncentrace verapamilu.

31



Vysledky chronického testu toxicity verapamilu na hrotnatce Daphnia magna prezentované
v této praci prokazaly, Ze reak¢ni smés obsahujici produkty fotokatalyzované degradace ma
vyrazné negativni vliv na reproduk¢ni schopnost a riist hrotnatek.

U testl toxicity na zivych organismech jsou vysledky vzdy ovlivnény naptiklad tim, jak jsou
testované organismy vystaveny napftiklad stresu rizného charakteru. U provedeného testu
byly vSechny zjistované parametry béhem testu ovlivnény stresem zplsobenym zménou
prostiedi (zménou latky v roztoku).

V testech toxicity se posuzuje, zda je ovlivnéna tzv. fitness dan¢ho organismu. V
biologickém slova smyslu se terminem fitness oznacuje schopnost organismu, piipadné
populace ¢i druhu, pfezit a reprodukovat se v prostiedi, v némz se nachazi (Orr, 2009).
Diusledkem pfieziti a rozmnoZeni je pieneseni gent (alel) do dalsi generace.

Fitness hrotnatek odrazi v provedeném experimentu nejlépe celkovy pocet juvenilt
v odlisnych prostiedich pouzitych v pokusu. Pocitani jednotlivych vaji¢ek hrotnatek se u
testll toxicity neprovadi, protoze tento metodicky pfistup ma za nasledek konec samice
v pokusu. Lep$i postup tvoii vyhodnoceni samotného vylihnuti jedincl, které zpétné
odpovida poctu vajicek/embryi.

V piipad¢ provedeného testu bylo prokazano, ze pocet juvenilti byl vyrazné nizsi v prostredi

s produkty fotodegradace verapamilu ve srovnani s kontrolou a samotnym verapamilem.

Studie Eichelbaum et al. (1979) a Reder-Hilz et al. (2004) zabyvajici se produkty
metabolismu v lidském téle identifikovaly fadu produktd, v obou studiich bylo shodnych
osm produktll metabolismu. N&které z téchto produkti byly identifikovany pfi anaerobni
biodegradaci verapamilu (Trautwein et al., 2008) ¢i pii degradaci AOP technikami napf.
oxidaci ozonem a kyslikovymi radikaly (Krishna et al., 2016) vznikajicimi pfi netermickém
plasmatickém vyvoji nebo pii katalytické fotodegradaci verapamilu (Klementova et al.,
2017).

Produkty katalytické fotodegradace verapamilu v homogenni fazi v ptitomnosti Fe(Ill) a v
heterogenni fazi na TiO2 se ukazaly byt shodné (Dusakova, 2017) s produkty oxidace ve
studii Krishna et al. (2016) dle hodnot m/z z HPLC-MS analyzy.

Zjisténi, ktery/které z produkti fotochemické degradace verapamilu je zodpovédny za
toxické uc¢inky reak¢éni smési na hrotnatky, by jisté bylo velmi zasluzné, ale k takovému
vysledku by bylo potieba nejprve spolehlivé identifikovat vSechny vznikajici produkty a
nasledné ziskat standardy jednotlivych produktli a s nimi pak jednotlivé provést sérii

dlouhodobych testd toxicity.
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S Zavér

Verapamil samotny se v chronickém testu toxicity s hrotnatkou Daphnia magna neprojevil
jako toxicky v koncentracich 9,98 - 10° mol/l 2 9,78 - 10 mol/l pfi testu trvajicim 21 dni.
Produkty fotochemické degradace verapamilu vykazovaly signifikantni sniZzeni poctu
juvenilt, coz je nejspolehlivéjsi métitko fitness organismu. V1iv produkti fotodegradace byl
vyrazny i u velikosti téla zmétené na konci pokusu. U poctu sntisek bylo také zjevné snizeni
hodnot, ale z davodu vétsiho rozptylu minimalnich a maximalnich hodnot nebyl rozdil mezi
jednotlivymi médii prikazny.

Test chronické toxicity ukdzal, ze minimalné jeden z produkti vznikajici fotochemickym
odbourdanim verapamilu za podminek, které jsou relevantni pfirodnim vodam, je toxicky.

Z vysledkl zatim ziskanych nelze prokazat, zda ptipadné¢ nejde o synergicky efekt vice latek

samostatné vykazujicich nizsi toxicitu.
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7 Piilohy

Ptiloha 1: Hodnoty métfenych parametrti sectené z jednotlivych kontrolnich dnti a z métfeni na konci

pokusu.
zasah celkem juvenild pocet snisek velikost na konci pokusu (pm)
kontrola 67 4 3750
kontrola 37 3 3425
kontrola 43 4 2800
kontrola 47 4 3675
kontrola 52 4 3800
kontrola 50 3 2500
kontrola 56 5 3850
kontrola 48 3 3625
kontrola 60 4 3700
kontrola 66 4 3875
kontrola 57 4 3750
kontrola 33 3 3000
kontrola 67 4 3800
verapamil 55 4 3550
verapamil 57 4 3850
verapamil 51 3 3575
verapamil 48 4 3900
verapamil 40 3 2825
verapamil 40 3 3800
verapamil 35 3 3000
verapamil 51 3 3525
verapamil 64 4 3400
verapamil 62 4 3175
verapamil 55 3 3600
verapamil 73 4 3500
verapamil 64 5 3825
verapamil 63 4 3625
produkty 48 4 3050
produkty 23 3 2725
produkty 31 3 2800
produkty 38 3 3250
produkty 15 2 2375
produkty 55 5 3950
produkty 24 3 2500
produkty 20 3 2500
produkty 56 4 3950
produkty 8 2 2175
produkty 16 2 2525
produkty 42 5 3025
produkty 41 4 3300

42



