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1 Uvod

Znecisténi zivotniho prostiedi zplsobené humannimi a veterindrnimi farmaceutickymi
vyrobky a vyrobky osobni péce se v poslednich letech stavd globalnim problémem.
V disledku neustdlého naristu lidské populace a zvySen¢ho pouzivani zejména
poslednich let prace o moznych toxickych tc¢incich nejen matetskych sloucenin téchto 1&¢iv,
ale i produktu jejich transformace pro vodni organismy (Godoy et al., 2015; Parezanovi¢
etal., 2019).

Na rozdil od jinych kontaminujicich latek jsou 1é¢iva navrzena tak, aby vyvolala specifickou
terapeutickou odpovéd’ u lidi (Fent et al., 2006), ale mnoho z jejich molekularnich cila je
pfitomno také v jinych organismech (Gunnarsson et al., 2008). Lze tedy ofekavat mozné
biologické ucinky na necilové organismy, zejména na organismy vodniho ekosystému vsech
tii trofickych hladin, tj. fasy, bezobratlé, ryby (De Farias et al., 2019).

Bylo zjisténo, Ze z hlediska hodnoceni ekologického rizika jsou vyznamné nejen aktivni
slozky 1éc¢iv, ale i produkty jejich transformace a nékdy i pomocné latky obsazené ve
farmaceutickém vyrobku (DellaGreca et al., 2004; Silva et al., 2014).

Pokrocilé analytické metody hraji vyznamnou roli v analyze vzorkll Zivotniho prostiedi
s cilem potvrdit stupeii znecisténi dané ¢asti Zivotniho prostiedi. Tyto rychlé, velmi citlivé
a Vv poslednich letech ekonomicky dostupné metody umoznuji ziskat spolehlivé vysledky
z vétsiho poCtu vzorkii a nabizeji rychly odhad expozice organismi farmaceutickym
piipravkim a latkam vzniklym jejich transformaci (Gracia-Lor et al., 2010; Negreira et al.,
2015).

Evropskéa agentura pro 1écivé piipravky poZaduje, aby nova léciva byla ve fazi vyvoje
farmaceutickych ptipravki podrobena posouzeni rizik pro Zzivotni prostfedi. Hodnoceni
expozice se provadi vypoctem piedpokladané koncentrace v Zivotnim prostiedi (predicted
environmental concentration, PEC). Pokud je hodnota PEC Ié¢iv v Zivotnim prostredi vyssi
nez 0,01 pg/l jsou nutna dalsi sledovani. V této fazi hodnoceni se také vypocitava pomeér
PEC / PNEC, kde PNEC (predicted no-effect concentration) je pifedpokladana koncentrace
bez u¢inku. Pokud je pomér PEC / PNEC < 1, pak se pfedpoklada, ze latka predstavuje malé
environmentalni riziko. Pokud je pomér PEC / PNEC > 1, pak se predpokladd moznost
vyssiho rizika (Parezanovic et al., 2019).

Nedavna studie ukazala, Ze pomér PEC / PNEC byl vyssi nez 1 u 12 hojné ptedepisovanych

1é¢iv, coz naznacuje znacné riziko pro vodni organismy (Pereira et al., 2017).



Ptes rychle rostouci pocet studii o ptfitomnosti 1éCiv v zivotnim prostiedi je pocet praci
zabyvajicich se identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci produktd jejich pfemény
Vv ptirodnim prosttedi stale nizky.

Potencialni Gc¢inky 1éCiv na zivotni prostfedi se hodnoti pomoci testi akutni a chronické
toxicity jednotlivych latek vici vybranym typiim organismtl, nemén¢ dutlezité jsou vsak také
informace 0 aerobnich a anaerobnich degradacnich pokusech, biologické rozlozitelnosti,
hydrolyze, piipadné fotochemické degradaci zkoumanych latek. Dosud vSak neni mozné
posoudit detailn¢ a komplexné rizika vSech léCiv a jejich produktt transformace, véetné
smisenych interakci 1éCiv a pomocnych latek v zivotnim prostiedi z divodu nedostatku
ekotoxikologickych udaji a velkého poctu moznych vzijemnych interakci. Transformacni
produkty mohou navic vykazovat odlisny mechanismus G¢inku nez mateiskd sloucenina
(Godoy et al., 2015).

Hlavni cestou vstupu 1é¢iv do zivotniho prostiedi je vyluCovani z téla jako dusledek pouziti
lé¢iva pacientem nebo v disledku nespravného zachazeni s nepouzitymi 1éCivy (Gomes
etal., 2017), kdy se 1é¢iva dostavaji do odpadnich vod (Evgenidou et al., 2015). Touto
cestou se do zivotniho prostedi dostavaji jednak plivodni formy 1é¢iv jednak v lidském tcle
vzniklé metabolity ptivodnich latek (Subedi et al., 2015; Wilkinson et al., 2017). Cistirny
odpadnich vod nejsou konstruovany na zachycovani velkého poctu latek nesmirné
ruznorodych vlastnosti a Vv nizkych koncentracich, takze nedokazi zachytit farmaceutické
latky, 1 kdyz v poslednich letech se zacind vyuzivat filtri s aktivnim uhlim pravé kvili
farmakologickym kontaminantim (Macias-Garcia et al., 2019).

Léc¢iva nezachycena v Cistirnach odpadnich vod tak mohou kontaminovat povrchové vody
a byt absorbovana do rostlinnych ¢i zivo¢isnych tkani vodnich organismu. Existuje mnoho
dukazi o vyskytu piiblizné 160 1é¢iv v odpadnich vodach, podzemnich vodach, padé (Luo
etal., 2014) a dokonce né¢které aktivni slozky farmaceutickych produkti byly detekovany
Vv pitné vodé (Jones et al., 2005; Mompelat et al., 2009).

Nedostatek relevantnich idaji o toxicité vétSiny 1€¢iv pro vodni organismy a rovnéz udaji
tykajicich se koncentraci téchto latek v Zivotnim prostiedi logicky brani odhadu moZnych
negativnich G¢inkl na necilové organismy. Ackoli byly zjisténé koncentrace 1é€iv v Zivotnim
prostfedi vétSinou na trovni stopovych koncentracich (ng/l az nizké hodnoty pg/l), mnoho
studii ukazuje, ze 1 takové nizké koncentrace byly dostatecné k vyvolani toxického uc¢inku
(Heberer, 2002; Daughton, 2016; Tiwari et al., 2017).

V povrchovych vodach miize byt G¢inna latka 1é¢iva degradovana a transformovana pomoci

biotickych a abiotickych procest. Biotické procesy probihaji za ucasti mikroorganismii,
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abiotické transformace obvykle probihaji jako hydrolyza ¢i fotodegradace (Tixier et al.,
2003). Pro latky rezistentni k mikrobidlnimu rozkladu a nepodl€hajici hydrolytickym
pfeménam je transformace ucCinkem svétla dulezitym procesem piemény v Zivotnim
prostiedi (Fatta-Kassinos et al., 2011). U¢innost procesii fotochemické degradace 1é¢iv
zavisi na mnoha faktorech, jako je napf. pH, zédkal, intenzita a vlnova délka slune¢niho
zafeni, zemépisna Sitka a povétrnostni podminky. N&kolik praci dokladd, ze produkty
fototransformace mohou byt toxi¢téjsi nez vychozi latky (DellaGreca et al., 2004; Trovo
et al., 2009; Miao et al., 2015).

Posouzeni rizik pro zivotni prostfedi je vétSinou zalozeno na stanoveni téchto rizik pro jednu
aktivni slozku, 1 kdyz je tato slozka v dusledku pfitomna v zivotnim prostfedi jako
viceslozkova smés s riznymi dal§imi 1éCivy a pomocnymi latkami, které mohou ovliviiovat
jeji ekotoxikologicky t¢inek ¢i projevovat vlastni ekotoxikologické vlastnosti (Altenburger
et al., 2013; Backhaus, 2014). Ptiklady pomocnych latek jako potencialnich toxickych slozek
pii vysokych davkach 1é¢iva jsou diethylenglykol, cyklodextriny, dextrany, mannitol,
propylenglykol atd. (Valeur et al., 2018; Yang et al., 2018). V nékterych ptipadech pomocné
latky piispivaji k transformacim jinych 1é¢iv (Pifferi a Restani, 2003; Silva et al., 2014).
Silva et al. (2014) prokazali riznou ekotoxicitu péti 1é¢ivych piipravka obsahujicich stejnou
ucinnou latku (fluoxetin hydrochlorid), coz potvrzuje, ze pomocné latky ovliviluji

ekotoxicky potencial.

1.1 Dexametazon

Dexametazon (Obr. 1) je synteticky hormon z tfidy glukokortikosteroidii obsahujici
v molekule atom fluoru. Pouziva se Siroce pii 1écbé zanétl, alergii a jinych onemocnéni
souvisejicich s nedostate¢nosti kury nadledvin. Jako derivat kortizolu (hydrokortizonu),
steroidniho hormonu produkovaného v nadledvinach, je dexametazon znamy také jako 1-
dehydro-9a-fluor-16a-methylhydrokortison (Liillmann et al., 2004).

Jeho nazev podle nazvoslovi IUPAC! je (8S,9R,10S,11S,13S,14S,16R,17R)-9-fluoro-11,17-
dihydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13,16-trimethyl-6,7,8,11,12,14,15,16-
octahydrocyclopenta[a]phenanthren-3-one (PubChem).

LIUPAC - International Uninion of Pure and Applied Chemistry
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Obr. 1: Strukturni vzorec dexametazonu (ChEBI).

Glukokortikosteroidy jsou kortikosteroidni hormony produkované kirou nadledvin.
Vzhledem k jejich silnym protizanétlivym a imunosupresivnim vlastnostem se bé&zné
pouzivaji k 1é¢b€ revmatoidni artritidy a astmatu nebo jako podpirné chemoterapeutické
latky (Liillmann et al., 2007). Glukokortikosteroidy se vazou na glukokortikoidni receptory
a nasledn¢ inhibuji u¢inky zanétlivych mediatort cyklooxygendzové a lipoxygenazové drahy
metabolismu Kkyseliny arachidonové, polynenasycené mastné kyseliny, ktera je slozkou
napf. interleukin-10 (Czock et al., 2005). Tento mechanismus U¢inku miize pomoci
zvladnout celou fadu onemocnéni charakterizovanych nadmémym zanétem. Uginky
glukokortikosteroidii také zahrnuji stimulaci glukoneogeneze, zvySeny katabolismus
proteinli a mobilizaci volnych mastnych kyselin (Czock et al., 2005). K dalsim jejich
ucinkim patii inhibice apoptozy, demarginace neutrofild, ptsobeni proti otokiim, kapilarni
dilatace a napomahani ukladani fibrinu spolecné s kolagenem (Lee, 2015). Vysoké davky
glukokortikoidii se po delsi dobé vazou kromé glukokortikoidnich receptorti téz na
mineralokortikoidni receptory, ¢imz ovliviuji hladiny sodiku a drasliku v téle (Khan et al.,
2005).

Dexametazon se pouziva pii 1é€bé mnoha stavii, vcetné revmatickych problémt, tfady
koznich onemocnéni, tézkych alergii, astmatu, chronického obstrukéniho plicniho
onemocnéni, otoku mozku a spolu s antibiotiky i pfi tuberkuléze. Dexametazon je také
vhodny jako piimé chemoterapeutické ¢inidlo u urcitych hematologickych malignit, zejména
pii 1écbé mnohocetného myelomu (Harousseau et al., 2006). Lidé s rakovinou podstupujici
chemoterapii ¢asto dostavaji dexametazon, aby pusobil proti nékterym vedlejSim u¢inkim
jejich protinddorové 1é¢by jako naptiklad zvySeni antiemetického ucinku antagonisti

receptoru 5-HT3, jejichz ptikladem je 1ékovy ptipravek ondansetron (Italian Group for



Antiemetic Research, 2000). Pfesny mechanismus této interakce neni znamy, ale
predpoklada se, ze se kromé jiného uplatiuje inhibice syntézy prostaglandini a snizené
uvoliiovani endogennich opioidi (Holte a Kehlet, 2002). Dexametazon je pfitomen téz
v nékterych ocnich, nosnich a uSnich kapkach pouzivanych pii infekcich v téchto oblastech
(Brady et al., 2016; Kim et al., 2017). Dexametazon se vyuziva i ve veterinarni mediciné
k1écbeé obtiznych usnich infekci, zejména u psd. Muze byt také kombinovan
s trichlormethiazidem pro oSetfeni koni s otokem distalnich casti koncetin (Khan et al.,
2005). Dexametazon lze uzivat peroralné, intramuskularné nebo intravendzné (Spoorenberg
etal., 2014).

Dlouhodobé uzivani dexametazonu miize mit za nasledek ubytek kostni hmoty, katarakty,
modiiny nebo svalovou slabost. Kontraindikace dexametazonu zahrnuji nekontrolovanou
systémovou infekci, otok a poSkozeni mozku v disledku malérie ¢i soucasnou 1é€bu Zivymi
virovymi vakcinami (Ciriaco et al., 2013).

Dexametazon se v plazmé vaze na proteiny (pfiblizné ze 77 %) a hlavni cestou eliminace
dexametazonu z téla je vyluCovani zlu¢i do traviciho traktu (> 90 %), zbytek je vyloucen
moci (Czock et al., 2005). Primérny polocas eliminace z organismu pii podani 6 mg
peroralni tablety dexametazonu je podle Spoorenbergera et al. (2014) 6,2-12,4h.
Dexametazon je z malé ¢asti metabolizovan v jatrech enzymem CYP3A4 hydroxylaci
vpoloze 6 na dva hydroxyderivdty a nasledné¢ pifeménén dehydrogenaci na 11-
dehydrodexametazon kortikosteroidnim 11-beta-dehydrogenazovym izozymem 2 (Liillmann
et al., 2004).

Siroka $kala farmakologickych u¢inkd fadi syntetické glukokortikoidy mezi nejpouzivand;si
léciva na svété (DellaGreca et al., 2004). Maji potencial kontaminovat piirodni prostiedi
prostfednictvim nedokonalého odstranéni v Cistirnach odpadnich vod (Chang et al., 2007;
Lin et al.,, 2009). Dalsim vstupem syntetickych hormont do Zivotniho prostifedi jsou
velkochovy hospodatskych zvitat, kde jsou Casto pfidavany do krmnych smési z divodu
vyuziti jejich anabolickych vlastnosti a nasledného zvySeni rychlosti riistu svalové hmoty
predevsim u hovéziho skotu (Calza et al., 2001; Adeel et al., 2017). Jak uvadi Chen et al.
(2010), pti analyze vod pochazejicich z velkochovi hospodaiskych zvifat byly detekovany
koncentrace steroidnich hormont az 1267 ng/l. Vyrazné nizsi koncentrace byly detekovany
pfi analyze odpadnich vod u Cistiren odpadnich vod, kde se koncentrace hormonti

pohybovaly v fadu desitek ng/1.



Dexametazon byl detekovan v fi¢ni vodé pobliz jedné francouzské farmaceutické tovarny
v koncentraci 10 pg/l (Gilbert, 2011).
V rezervoaru pitné vody v Sanghaji byla tato 1é¢iva detekovana v koncentracich az 28 ng/l

(Nie et al., 2014).

Casty vyskyt dexametazonu ve vodnim prostfedi vedl ke zkoumani jeho vlivu na organismy
vodniho ekosystému.

Utinky dexametazonu na reprodukci, riist a vyvoj ryb se zabyval LaLone et al. (2012). Ke
stanoveni reproduk¢ni toxicity a ucinkt dexametazonu v raném stadiu jelenecka
velkohlavého (Pimephales promelas) byl zvolen 21denni reprodukéni test a 29denni
embryo-larvalni test. Expozice 500 ug/l dexametazonu ve 21dennim testu zpusobila snizeni
reprodukéni schopnosti u samct. V plazmé samic byl vyrazné snizen estradiol. Samice ryb
vystavené této davce dexametazonu také vykazovaly zvySeni plazmatickych hladin
vitellogeninového proteinu, pravdépodobné kvuli snizenému tfeni. Histologické vysledky
ukazuji, ze 29denni embryo-larvalni expozice 500 pg/l dexametazonu zpusobila vyznamné
zvySeni deformaci zaber. Potér ryb vystavenych dexametazonu po dobu 29 dni vykazoval
vyznamné snizeni hmotnosti a délky ve srovnani s kontrolnim potérem.

Toxicitou osmi 1é¢iv véetné dexametazonu pro ryby v raném stadiu zivota s vyuzitim téhoz
druhu ryb se vénovali Overturf et al. (2012), ktefi zjistili, ze jedinci vystaveni pasobeni
dexametazonu vykazovali vyznamné snizeni pieziti (téméf 50%) pii koncentraci 577 pg/l.
Sledovanim toxicity dexametazonu spole¢né s diklofenakem (zastupce nesteroidnich
antirevmatik) se zabyvali Guiloski et al. (2015). Obé latky zpisobily oxidativni stres
Vv jaternich buiikach trahira malabarského (Hoplias malabaricus). Dexametazon navic
redukoval antioxida¢ni systém v pohlavnich zlazach ryb. Hlavni G¢inkem obou Ié¢iv bylo
vyrazné snizeni hladiny testosteronu u samci, ¢imZ byla ohroZena jejich reprodukéni
schopnost. Uginky se projevily jiz pii déavee 0,3 pg/kg pro dexametazon a 0,2 pg/kg pro
diklofenak.

Bal et al. (2017a) provedli studii s cilem posoudit vliv vicegenera¢nich expozic dvou
glukokortikoidd (dexametazonu a prednisolonu) na parametry zivota korySe Ceriodaphnia
dubia. Vysledky testi ukazaly, ze korysi C. dubia vykazovali rizné citlivosti vi¢i obéma
studovanym chemickym latkam, byli vSak pfi 48 hodinové expozici ve vSech generacich

citlivéjsi na dexametazon (ECso? 0,75 mg/l) ve srovnani s prednisolonem (ECso 19 mg/l).

2 Stiedni Gi¢inna (efektivni) koncentrace



U obou sledovanych latek byly prokazany snizené hodnoty plodnosti, velikosti embrya, doby
do prvniho embrya, rychlosti ristu populace i ristu téla.

Ve studii DellaGreca et al. (2004) byla testovana toxicita dexametazonu a prednisolonu
ajejich fotochemickych produktii vzniklych po nékolikahodinovém ozéafeni solarnim
simulatorem na fase Pseudokirchneriella subcapitata (dfive znama jako Selenastrum
capricornutum) a korysi Ceriodaphnia dubia. Korysi byli vyrazn¢ citlivéjsi nez fasy — pro
dexametazon byla stanovena efektivni koncentrace 0,05 mg/l, zatimco u ftasy nebyl
pozorovan efekt ani v koncentraci 160 mg/I.

Kawabata et al. (2013) provedli studii, ve které byl zkouman vliv zafeni riznych vinovych
délek na perzistenci a ekotoxicitu 1éciv kontaminujicich vodni prostfedi. Vystavili devét
1é¢iv (vCetné dexametazonu a prednisolonu) v koncentraci fadové 1 mg/1 Slune¢nimu svétlu
(Iéto, Hiroshima, Japonsko). Vsechna Ié¢iva podléhala fotodegradaci pii pouziti UV-C
zateni, dexametazon byl zcela odbouran béhem 6 hodin. K jeho degradaci dochazelo
I pfi pouziti rozmezi vinovych délek UV-B (doba potiebna k odbourani ¢inila 24 h), zatimco
UV-A bylo méné ucinné (po 24 h nedoslo k uplnému odbourani).

Kawabata et al. (2013) dale testovali toxicitu zkoumanych 1é¢iv pro luminiscenéni bakterie.
Test prokazal, ze v pfipadé dexametazonu UV degradace snizila toxicitu vuci
luminiscen¢nim bakteriim, v piipad¢ dalSich 1éC¢iv ale byla prokazana u fotoproduktl toxicita

zvysena.

1.2 Prednisolon

Prednisolon (Obr. 2) je stejné jako dexametazon synteticky vyrobeny glukokortikoid
odvozeny od kortizolu (hydrokortizonu) a S$iroce pouzivany v humanni i veterinarni
(Yasir a Sonthalia, 2019). Z chemického hlediska se jednd o biologicky aktivni metabolit
prednisonu, ktery se ziskdva dehydrogenaci molekuly kortizonu v pozicich 1 a 2 jadra
cyklopentan-perhydro-fenanthrenu. Systematicky nazev prednisolonu podle nazvoslovi
IUPAC je (8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-11,17-dihydroxy-17-(2-hydroxyacetyl)-10,13-
dimethyl-7,8,9,11,12,14,15,16-octahydro-6H-cyclopenta[a]phenanthren-3-one (PubChem).
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Obr. 2: Strukturni vzorec prednisolonu (ChEBI).

Prednisolon je indikovan k 1é¢bé urcitych typt alergii, zanétlivych stavi, autoimunitnich
poruch a jako podptrna 1é¢ba u urcitych druhti rakovin. Nekteré z téchto stavi zahrnuji
adrenokortikalni nedostate¢nost, vysokou hladinu vapniku v krvi, revmatoidni artritidu,
dermatitidu, zanét o¢i, astma a roztrousenou sklerézu (Liillmann et al., 2004; Lee, 2015).
Pouzivd se ordln¢ ve formé tablet, intraven6zné, jako kozni krém nebo ocfni kapky
(Czock et al., 2005). O¢ni suspenze prednisolon acetatu je vhodna ke snizeni zarudnuti,
otoku, svédéni a alergickych reakci ovlivitujicich oko. O¢ni suspenzi Ize 1éCit i bakterialni
keratitidu (Herretes et al., 2014). Obdobné jako vSechny glukokortikosteroidy ma
prednisolon pfevazujici glukokortikoidni a nizkou mineralokortikoidni aktivitu, diky cemuz
je uzitecny pii 1é¢bé Siroké skaly zanétlivych a autoimunitnich stavii (Czock et al., 2005).
Prednisolon lze také pouzit jako imunosupresivni 1ék pfi transplantaci organu (Vethe et al.,
2011). Ma své vyuziti i ve veterinarni 1éCb¢é zejména u zanétlivych a alergickych stavi
U kocek a pst.

Mezi vedlejsi ucinky pti kratkodobém uzivani patii gastrointestinalni poruchy, pocit tnavy,
nespavost a neklid. K béznym vedlejSim a¢inkiim pii dlouhodobém uzivani patii tbytek
kosti a svall, slabost, zvySené riziko kvasinkové infekce, vyrazky a snadné modiiny (Yasir
a Sonthalia, 2019).

Prednisolon ma kratkou dobu pusobeni, protoze polo¢as pietrvavani v plazmé je 2,1 — 3,5 h.
Vazba na proteiny je velmi variabilni a pohybuje se v rozmezi od 65 do 91 % u zdravych
pacientll (Czock et al., 2005). Farmakokinetické studie u ¢loveéka prokéazaly, Ze vysoky podil
(> 98 %) prednisolonu se vyluc¢uje moci. Prednisolon miize byt metabolizovan na prednison,
jehoZz nasledné vzniklé metabolity a glukurované konjugaty jsou opét vylucované moci

(Matabosch et al., 2015).



Prednisolon se v poslednich letech fadi k nejpfedepisovanéjsim I1écivym latkam (Diez et al.,
2018). Stejné jako jina 1éCiva se prednisolon dostava do povrchovych vod, pricemz
vyznamnym zdrojem zneciSténi jsou odpadni vody z nemocnic, kde byla potvrzena
pfitomnost prednisolonu v rozmezi koncentraci 315 —1918 ng/l (Schriks et al., 2010).
Koncentrace prednisolonu detekované v povrchovych vodach se pohybuji od ng/l do
jednotek pg/l (Schriks et al., 2010; Klauson et al., 2013).

Naopak velmi nizké koncentrace udavaji Chang et al. (2007), ktefi identifikovali nékolik
glukokortikoidl v sedmi ¢&istirnach odpadnich vod a blizkych ¥i¢nich vodach (Peking, Cina),
kde detekovali koncentraci prednisolonu v rozmezi 1,4 —4,6 ng/l ve vstupnich a 0,5—

0,62 ng/l v odtokovych vzorcich z Cistiren odpadnich vod.

Mezi toxikologické studie zabyvajici se vlivy prednisolonu na vodni organismy patii
napft. prace De Vrieze et al. (2014), kde prokazali, ze prednisolon indukuje osteoporoticky
fenotyp pfi regeneraci Supin déania pruhovaného (Danio rerio). Vystaveni prednisolonu
v koncentraci 9,01 mg/l mélo za nasledek zménu obsahu mineralti (pomér vapnik/fosfor)
a vznik osteoporotické genové exprese v osteoblastech a osteoklastech.

Bal et al. (2016) pozorovali uc¢inek koncentraci prednisolonu (62,5 az 125 pg/l)
Vv embryonalnim vyvoji sladkovodniho hlemyzdé Physa acuta a to zejména na ukladani
vapniku a nasledné ztenceni ulity.

O rok pozdgji provedli Bal et al. (2017b) podobnou studii, kde byly posuzovany
vicegenera¢ni ucinky prednisolonu na rizna stadia zivotniho cyklu na stejném organismu.
Kontinualni expozice prednisolonu zptsobila genera¢ni poskozeni u vice sledovanych
parametrii - anomalie se vyskytly jak ve struktufe skofepiny ulity, tak ve velikosti ulity
s pozorovanym ucinkem) se v exponovanych generacich pohybovaly od 4 do 32 pg/l.
Ptestoze nalezené hodnoty LOEC jsou relativné vysoké s dosud méfenymi koncentracemi
v ptirodnich vodach, autofi odvozuji, ze jejich vysledky s dlouhodobou expozici P. acuta
mohou stimulovat dal$i prace na vyzkumu transgeneracnich epigenetickych jevli a odhalit
nové odpovédi organismil na expozici ¢lovékem produkovanych latek.

Ve studii Kugathase a Sumptera (2011) bylo zjisténo, Zze 21denni expozice prednisolonu
0 koncentraci 1 ug/l vyznamné snizuje pocet leukocytl a vyznamné zvySuje hladiny glukozy
v plazmé u dospélych samcu jelenecka velkohlavého (Pimephales promelas).

Vyzkumem vlivu prednisolonu v ¢asnych stadiich dania pruhovaného (Danio rerio) na

fyziologické a behavioralni reakce se zabyvaji prace McNeila et al. (2016a a 2016b). V praci
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McNeila et al. (2016a) byl zkouman vliv prednisolonu na morfologii oka. Expozice
prednisolonu nezménila morfologii oka, ale byla snizena agregace melaninu v kiizi v reakci
na zvysujici se Uroven svétla a embrya vystavena prednisolonu (10 pg/l) udrzovala tmavsi
fenotyp. Vystaveni prednisolonu také zvysilo preferenci embryi pro tmavé prostredi.

Cilem druhé studie (McNeil et al., 2016b) bylo prozkoumat fyziologicky a behavioralni
dopad expozice environmentalné relevantnim koncentracim prednisolonu b&éhem
embryogeneze dania pruhovaného (Danio rerio). Pfi sledovanych koncentracich byla
signifikantné snizena frekvence spontannich svalovych kontrakci. Béhem embryogeneze
byla vyznamné zvySena srde¢ni frekvence i spotieba kysliku. V odezvé na 1 ug/l
prednisolonu byly detekovany morfologické zmény dolni celisti. Vyznamné bylo ovlivnéno
I nékolik parametrii charakterizujici pohyb téchto Zivodichi, napt. neobvykla frekvence
spontannich svalovych kontrakci ¢i netypické zmény v expresi myostatinu, produkci
osteoblasti, regulaci svalové hmoty, mineralizaci kosti a v pohybech pfi plavani.

Vysledky studii potvrzuji, ze syntetické glukokortikoidy maji nepfiznivy vliv na

metabolismus, behavioralni chovani, fyziologii, pohyb, regeneraci ¢i genovou expresi u ryb.

1.3 Fluoxetin

Fluoxetin je silny psychotropni 1ék ze tfidy selektivnich inhibitorti zpétného vychytavani
serotoninu (SSRI - selective serotonine reuptake inhibitors). V terapii se fluoxetin pouziva
ve formé€ hydrochloridu jako racemickd smés dvou enantiomert (Obr. 3), pfiCemz S-
enantiomer je pii inhibici zpétného vychytavani serotoninu piiblizné 1,5krat i¢innéjsi nez R-
enantiomer (Hiemke a Hartter, 2000). Konformacéni vlastnosti fluoxetinu vysoce ovliviuji
jeho neurotransmiterovou roli a selektivitu. Systematicky nazev fluoxetinu podle nazvoslovi

IUPAC je N-methyl-3-phenyl-3-[4-(trifluoromethyl)phenoxy]propan-1-amine (PubChem).

Obr. 3: Strukturni vzorce S- a R- enantiomert fluoxetinu (ChEBI).
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Fluoxetin vyvolava antidepresivni U¢inek tim, Ze se vdze v presynaptické membrané na
serotoninovy transportér ozna¢ovany SERT nebo 5-HT? a inhibuje tak zp&tné vychytavani
neurotransmiteru serotoninu, ¢imz se zvySuje koncentrace, dostupnost a pienos tohoto
neurotransmiteru v postsynaptickych receptorovych mistech. Fluoxetin zpozd'uje zpétné
vychytavani serotoninu, coZ ma za nasledek del$i pietrvavani serotoninu po jeho uvolnéni
v mozku (Pinna et al., 2009; Fabbri et al., 2014). Navic ma fluoxetin téz slabou afinitu
k transportérim noradrenalinu a dopaminu (Perez-Caballero et al., 2014), coz pti podavani
vysokych davek fluoxetinu (tzv. supraterapeutickych davek 60 az 80 mg na den) muze
zpusobit obsazeni téchto transportérti a volny dopamin a noradrenalin tedy mohou pfispivat
k antidepresivnimu ucinku.

Fluoxetin je indikovan k 1écbé depresivni poruchy, obsedantné-kompulzivni poruchy,
posttraumatické stresové poruchy, poruch piijmu potravy (zejména mentalni bulimie)
a panické poruchy (Stewart et al., 2014). N¢které studie uvadéji piinos fluoxetinu u lidi
s autismem (Williams et al., 2013). Fluoxetin se uziva peroralné¢ ve formé potahovanych
tablet. Mezi bézné nezadouci ucinky u osob 1é¢enych fluoxetinem patii potize se spankem,
nevolnost, ztrata chuti k jidlu, sucho v tstech nebo dermatologické zmény na kizi v podobé
vyrazky. Mezi zéavaznéj$i nezadouci uUCinky patfi serotoninovy syndrom, tedy Zzivot
ohrozujici toxicita vysokych koncentraci serotoninu, zvysené riziko sebevrazedného chovani
V pocatecnich stadiich 1écby a ve vzacnych piipadech zvySené riziko koznich krvacivych
projevu jako je purpura a ekchymoéza (Liillmann et al., 2007).

Fluoxetin je metabolizovan v jatrech izoenzymy systému cytochromu P450, vcetné
CYP2D6, ktery je zodpoveédny za preménu fluoxetinu N-demetylaci na jeho jediny aktivni
metabolit norfluoxetin (Margolis et al., 2000).

Fluoxetin i norfluoxetin se vazou na plazmatické proteiny (pfiblizné z 94 %), coz umoziuje
snadnou distribuci léku i jeho aktivniho metabolitu norfluoxetinu do mozku (Perez-
Caballero et al., 2014). Fluoxetin je vylucovan z lidského téla primarné moc¢i v podobé
norfluoxetinu nebo glukuronovaného fluoxetinu (Silva et al., 2012) a pouze méné nez 10 %
podané davky je vyluovano jako nezménéna pivodni slouc¢enina (Hiemke a Hartter, 2000).
Fluoxetin i norfluoxetin vykazuji extrémné pomalou eliminaci z téla. Ob¢ latky casem
inhibuji sviy vlastni metabolismus, takZe polocas eliminace fluoxetinu se z 1 az 3 dnl po
akutnim podéani méni na 4 az 6 dnli po dlouhodobém uzivani. Podobnym zplisobem se méni

polocas eliminace norfluoxetinu az na 16 dnd pti dlouhodobém uzivani (Hiemke

3 Serotonin neboli 5-hydroxytryptamin je zkraceng& oznadovan 5-HT.
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a Hartter, 2000). Koncentrace 1é¢iva a jeho aktivniho metabolitu v krvi tedy béhem prvnich
nékolika tydnti 1é¢by stale roste a jejich stabilni koncentrace v krvi je dosazeno az po ¢tyfech
tydnech (Brunswick et al., 2002). Uplné vyloudeni 1éku po ukonéeni podavani z téla mize
trvat az nékolik tydnti. Tyto tdaje o polocCasech eliminace fluoxetinu a norfluoxetinu
potvrzuji studie Henryho et al. (2005), ktefi udavaji, ze béhem prvniho tydne po pieruseni
1é¢by se koncentrace fluoxetinu v mozku snizuje pouze o 50 % a Burkeho et al. (2000), kteti

zjistili, Ze od ukonceni 1é¢by je norfluoxetin v krvi stale detekovatelny po dobu 7 tydn.

Selektivni inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu (SSRI) jsou v soucasné dobé nejvice
pfedepisovanymi psychotropnimi 1éky, fluoxetin je nejcastéji pouzivanym preparatem z této
skupiny 1kt (Stewart et al., 2014). V dasledku toho byly fluoxetin i jeho aktivni metabolit
norfluoxetin ¢asto detekovany v fadé vzorkl z odpadnich a povrchovych vod. Maximalni
koncentrace fluoxetinu zjisténa v rozsahlé studii americkych jezer, potokd a fek v letech
1999-2000 byla 12 ng/l (Kolpin et al., 2002). Schultz et al. (2010) uvadé¢li koncentrace
fluoxetinu 15 ng/l v fece po proudu od distiren odpadnich vod v USA. Naopak prace
Metcalfa et al. (2003) shrnujici analyzy 1é¢iv v oblasti Velkych jezer v Kanad¢é v odtocich
z ¢istiren odpadnich vod v obdobi 1éta a podzimu roku 2000 uvadi koncentrace fluoxetinu az
vod, u nichZ je udavano, Ze odstrani aZ 80 % fluoxetinu, je jeho staly pfisun a relativni
stabilita pficinou toho, Ze tato latka je v povrchovych vodach opakované detekovéna
(Vasskog et al., 2006). Norfluoxetin byl méfen v odtoku odpadnich vod v Montrealu
v Kanad¢ v koncentracich 12 — 13 ng/l béhem dvou riznych vzorkovacich studii (Lajeunesse
et al., 2008) a v povrchovych vodach povodi Horni Tennessee v koncentraci 3,9 — 10 ng/I
(Conley et al., 2008).

Ackoliv byly fluoxetin a norfluoxetin detekovany v Zivotnim prostiedi v relativné nizkych
koncentracich, mohou piedstavovat environmentalni riziko prostfednictvim akumulace
v sedimentech (Furlong et al., 2004). Téz byla prokazana bioakumulace ve tkanich zivych
organismu (Silva et al., 2015). Brooks et al. (2005) detekovali fluoxetin a norfluoxetin
v mozkovych, jaternich a svalovych tkanich tii riznych druhd ryb Zijicich v severnim
Texasu v USA, pficemz nejvyssi koncentrace fluoxetinu a norfluoxetinu byly naméfeny
v mozkové tkani a to 1,58 £+ 0,74 ng/g pro fluoxetin a 8,86 = 5,9 ng/g pro norfluoxetin.
V jatrech byl fluoxetin detekovan v koncentraci 1,34 + 0,65 ng/g, ve svalu 0,11 + 0,03 ng/g.

Norfluoxetin byl v jatrech detekovan v koncentraci 20,27 +£5,73 ng/g, ve svalu
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1,07 + 0,41 ng/g. V jiné studii byl ovSem ve tkani sladkovodni musle (Elliptio complanata)
fluoxetin zji$tén ve vyrazné vyssim mnozstvi a to 79,1 ng/g (Chu a Metcalfe, 2007).

Jak fluoxetin tak norfluoxetin jsou odolné vici biodegradaci a hydrolyze (Furlong et al.,
2004).

Existuje fada praci, kterd se zabyva vlivem latek patficich do skupiny SSRI na biologické
funkce vodnich organismd, jako je rist (Brooks et al., 2003a), pteziti (Brooks et al., 2003b),
reprodukce (Péry et al., 2008), chovani (Winder et al., 2012), regenerace (Ofoegbu et al.,
2019b) ¢i poSkozeni DNA (Ofoegbu et al., 2019a). Zména v mechanismu zpétného
vychytavani serotoninu zprostiedkovand SSRI muize pravdépodobné vést ke Skodlivym
ucinkiim ve vice biologickych procesech u vodnich organismi, protoze rovnovaha télesné
homeostazy je fizena pievdzné v mozku a centrdlnim nervovém systému obratlovcil
| bezobratlych (Kreke a Dietrich, 2008; Johnson a Sumpter, 2014). Kromé& specifického
uc¢inku SSRI mize fluoxetin a jeho metabolit norfluoxetin také interagovat s enzymy
cytochromu P450, které tvofi dilezitou superrodinu detoxikaénich enzymi nachazejici se v

suchozemskych a vodnich organismech, od bakterii az po obratlovce (Hemeryck a Belpaire,
2002).

Vyznamny vliv fluoxetinu a to i vnizkych koncentracich byl pozorovan na riznych
trofickych trovnich necilovych organismd, fas, bezobratlych a obratlovcil.

Posouzeni u¢inkl fluoxetinu na zivotni cyklus vodnich bezobratlych se vénovali Péry et al.
(2008). Tti druhy organismu, perloocka Daphnia magna, rtiznonohy korys Hyalella azteca
avodni plz Potamopyrgus antipodarum byli vystaveni roztoktim fluoxetinu. U&inky
fluoxetinu byly pozorovany pii koncentracich kolem 10 pg/l, zejména pro reprodukci
D. magna a P. antipodarum. U reprodukce H. azteca nebyl zjistén zadny ucinek na
reprodukci, ale vyznamny vliv na velikost téla byl pozorovan u 33 pgl/l.

Pokud jde o neptiznivé ucinky fluoxetinu na reprodukci vodnich bezobratlych organismu,
nékteré studie jsou v rozporu. Flaherty a Dodson (2005) zjistili zvySeni reprodukce
u D. magna pii expozici 36 pg/l fluoxetinu po dobu 30 dnii. Také Brooks et al. (2003b)
pozorovali vyrazné zvySeni plodnosti u Ceriodaphnia dubia béhem sedmidenniho obdobi
expozice fluoxetinu o koncentraci 56 pg/l. Naopak Henry et al. (2004) pozorovali

reprodukéni pokles u stejného druhu pii expozici 89 pg/l.

Jiné studie se zabyvaly hodnocenim vlivu fluoxetinu na ryby a jejich vyvojova stadia. Foran

et al. (2004) zaznamenali pii dlouhodobé expozici environmentalné relevantnich koncentraci
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fluoxetinu vyvojové abnormality embryi (otoky, zakfivené patefe) a neuplny vyvoj (zadné
prsni ploutve, snizené postaveni oci). Dale byla zaznamenana zvySena koncentrace
cirkulujicich steroidl u samic.
De Farias et al. (2019) v testech akutni toxicity pozorovali zpozdéné lihnuti, ztratu
rovnovahy a ucinky na lokomotorickou a acetylcholinesterazovou aktivitu.
Latifi et al. (2015) zjistili u samcti ryb vyznamné sniZeni hladiny testosteronu po expozici
fluoxetinu. Hlavni u¢inky fluoxetinu byly vSak pozorovany na urovni reprodukéniho cyklu
(vliv na pocet vajicek a inter-reprodukéni intervaly).
Dopad expozice fluoxetinu na pohybové chovani ryb zkoumali Winder et al. (2012). Jiz po
velmi kratké dobé expozice fluoxetinu vykazovala zvitata snizenou lokomotorickou aktivitu.
Zasadni studii ohledn¢ enantiospecificity provedli Stanley et al. (2007). Zkoumali
enantiospecifické subletdlni Uc¢inky fluoxetinu a prokazali, Ze S-fluoxetin je vyrazné
toxictéjsi nez R-fluoxetin. V testu EC10 (efektivni koncentrace pro desetiprocentni snizeni
aktivity) byla hodnota koncentrace pro R-fluoxetin 132,9 ng/l, zatimco pro S-fluoxetin
14,1 pg/l.

Sledovani uéinku fluoxetinu na fotosensitizujici organismy byla rovnéz vénovana pozornost.
V praci Brookse et al. (2003a) byla pro fasu P. subcapitata (diive Selanastrum
capricornutum) uvedena nejniz§i pozorovana koncentrace u¢inku (LOEC) 13,6 mg/l. Pii této
koncentraci byla také pozorovana vyrazna deformace a mensi velikost bunék P. subcapitata
nez U neoSetfenych kontrol. Mechanismus, kterym muze fluoxetin indukovat deformaci
Vv fasovych buiik4ch, neni doposud znam.

Amy-Sagers et al. (2017) provedli laboratorni ekotoxikologickd hodnoceni pro Sirokou $kalu
koncentraci fluoxetinu na fyziologii vodni rostliny L. minor a na jeji fotosyntetickou funkci.

Fluoxetin vyznamné snizil denni rychlost ristu a reprodukei pii 90 pg/l.

Nékteré studie se zabyvaly ucinky fluoxetinu v kombinaci s jinymi 1é¢ivy.

Franzellitti et al. (2013) se zabyvali G¢inky propranololu a antidepresiva fluoxetinu na slavce
sttedomotské (Mytillus galloprovincialis), a to samostatné¢ i v kombinaci. Propranolol
pusobil proti zvySeni exprese genového produktu serotoninového receptoru (5-HT1)
indukovaného fluoxetinem, aniz by vSak mél vlastni U¢inek. Navic tato 1éCiva snizovala
hladinu ABCB mRNA v zaZivaci zlaze musli, kdyZ plisobila samostatné, ale nezpiisobila

zadné vyznamné zmény v testu smeési.
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Utinkiim antidepresiv na cirkadianni rytmy u ryb se ve své praci vénovali Melvin et al.
(2017). Fluoxetin ani sertralin nemély vliv na vzorce dennich aktivit, pokud byly ryby
vystaveny témto slouCeninam samostatn¢ v jakékoli koncentraci, zatimco venlafaxin
vyznamn¢é naruSil normalni cirkadianni rytmus. Smés fluoxetinu, sertralinu a venlafaxinu
rozrusila denni rytmy.

Painter et al. (2009) se ve své praci zabyvali vlivem antidepresiv na Ginikové chovani embryi
a larev ryb. Studie prokazala, ze vystaveni smési ¢tyt antidepresiv (fluoxetin, sertralin,
venlafaxin, bupropion) zpomalilo unikové chovani ryb jak ve stadiu embrya, tak i ve stadiu

larvy.

1.4 Vyuziti hrotnatky Daphnia magna v ekotoxikologii

Ekotoxikologie je védni obor zabyvajici se studiem ucinkt toxickych latek na Zzivé
organismy na vSech urovnich biologické organizace od molekularni trovné az po celé
populace, spolecCenstva, ckosystétmy a Dbiosféru (Andél, 2011). Hlavnim cilem
ekotoxikologickych studii je monitorovat a predpovédét osud a vliv cizorodych latek
vV kontextu vSech ostatnich faktori zivotniho prostfedi pomoci testi akutni a chronické
toxicity. Na zaklad¢ téchto znalosti lze navrhnout nejucinngjsi opatieni k prevenci nebo
napravé Skodlivych ucinkti. V ekosystémech, které jsou jiz zneciStény, mohou
ekotoxikologické studie slouzit k vybéru t€inné a efektivni obnovy ekosystémovych struktur
a funkci (Andél, 2011).

Pomoci ekotoxikologickych biotestli 1ze prokazat toxicky ucinek testované latky, smési
latek, vyluht apod. sledovanim zmén konkrétnich parametrii organismu (pfeziti, reprodukce,
rist, chovani, regenerace, mezibunénd komunikace a mutagenita) po aplikaci testované
latky za definovanych podminek (Fent et al., 2006). Odpovéd’ organismu na testovanou latku
muze vzniknout pii kratkodobém pulisobeni latky (testy akutni toxicity) nebo dlouhodobé
expozici (testy chronické toxicity). Testy akutni 1 chronické toxicity jsou vhodné
pro chemické latky, které jsou rozpustné ve vodé€, popiipadé je mozné je udrzovat ve
stabilnich suspenzich ¢i disperzich. Testovani je vhodné i pro environmentdlni vzorky
z povrchovych, podzemnich ¢i odpadnich vod (CiSténych v Cistirnach odpadnich vod
I ne¢isténych) a vodnych vyluhi z pevnych matric (Fent et al., 2006).

K nejrozsifenéjSim metodikam testl toxicity se fadi testovani na vodnich organismech.
Nejvyuzivangjsi organismy jsou ryby jako napf. Danio rerio, Cyprinus carpio nebo
Oncorhynchus mykkis (Corcoran et al., 2010; Stewart et al., 2014). K testovani se velmi
Casto vyuzivaji také bezobratli ZivoCichové jako napt. perloocky, zdbronozky, vifnici nebo
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lasturnatky (Camargo et al., 2005) ale i jednobunécné zelené tasy (napt. Desmodesmus
subspicatus), rostliny (Lemna minor, Sinapis alba), heterotrofni sinice, bakterie ¢i kvasinky
(Bondarenko et al., 2016; Neale et al., 2017). Testované organismy by mély byt vybirany na
zakladé dopodrobna znamé etologie, ekologie, a Zzivotniho cyklu. Sladkovodni korys
hrotnatka velka (Daphnia magna) je typickym piikladem takového organismu. Je jednim
Z nejpouzivangjSich modelli vodnich bezobratlych pro environmentdlni toxikologicka
hodnoceni zneciStujicich latek po celém svéteé (Shaw et al., 2008). Literatura uvadi, ze
vyuziti hrotnatek ptedstavuje 8 % vSech experimentalnich tdaji o vodnich bezobratlych
organismech v toxikologickych databazich (Denslow et al., 2007). Kromé& ekotoxikologie
vyuzivaji hrotnatku i jiné oblasti vyzkumu zamétujici se na fyziologii (Glover a Wood,
2005), vrozenou imunitu (Little et al., 2003), interakce mezi hostitelem a parazity (Jensen
etal., 2006), starnuti (Iampolskii a Galimov, 2005), epidemiologii (Hall et al., 2006)
a vyvojovou regulaci (Shiga et al., 2006).

Daphnia magna (hrotnatka velkd) je maly zooplanktonni kory$ rodu Daphnia, ktery
systematicky patii do ¢eledi hrotnatkoviti (Daphniidae) a fadu perloocky (Cladocera). Délka
dospélé samice dosahuje velikosti az 5 mm, samci jsou vyrazné mensi (2 mm). Patii
Kk nejvétsim druhtim svého rodu (Forrd et al., 2007).

D. magna je rozsifena na severni polokouli. Obyva rozmanité sladkovodni prostiedi riznych
velikosti, od drobnych tini az po velka jezera, rybniky a Gidolni nadrze bohaté na sediment
aorganickou hmotu. Vyhyba se vodam s prudkym tokem, podzemnim a extrémné
zneCiSténym vodam. Vyskytuje se prevazné v pelagické zoné stojatych vod, protoze se zivi
predevs§im suspendovanymi ¢asticemi ve vodnim sloupci (hlavné fasami, ale také bakteriemi
a detritem). Ve srovnani s jinymi druhy hrotnatek se vyskytuje Cast&ji ve spojeni se
substratem, kde je schopna vyuzivat bentické zdroje potravy jako perifyton a sediment
(Siehoff et al., 2009).

Hrotnatky pfedstavuji ekologicky dulezitou slozku potravnich fetézcli ve vodnich
ekosystémech, protoze jsou primarnimi konzumenty bakterii, sinic, prvokll a zejména
planktonnich fas, ¢imZ urcuji jejich hustotu, druhové sloZeni, zabranuji jejich pfemnoZeni
a napomahaji spravnému fungovani vodnich ekosystémii. Zaroven slouzi hrotnatky jako
primarni zdroj potravy pro mnohé planktivorni ryby a tvofi tak transformacni ¢lanek energie
a biomasy mezi primarnimi producenty a rybami (Tessier et al., 2000; Lampert, 2006).
Hrotnatky jsou velmi citlivé na jakékoli zmény chemického sloZeni vodniho prostiedi, proto

jejich pokles ve vodarenskych nadrzich, jezerech ¢i rybnicich slouzi jako dulezity
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bioindikator environmentalniho hodnoceni vodnich systému, zejména pii kontaminaci pitné
vody (Zeng et al., 2012).

Jako vétSina ostatnich druhti rodu Daphnia se hrotnatka reprodukuje pomoci heterogonie
(Obr. 4) vazané na podminky prostiedi (stfidani asexualniho partenogenetického
a pohlavniho rozmnozovani). Tato forma reprodukce je charakterizovana stfidavou produkci
asexualniho potomstva a v urcité dob¢ produkci haploidnich vajicek, ktera je tfeba oplodnit
samci pii pohlavnim rozmnozovani (Shaw et al., 2008). Asexualni vajicka (aZ nékolik
desitek na sntiSku) jsou diploidni, tvofi se partenogeneticky pii pfiznivych podminkach
v zarodeéném prostoru dospé€lé samice a vyvinou se v geneticky identické samice. Vajicka
prochazi osmi vyvojovymi stadii a délka embryonalniho vyvoje zavisi hlavné na teploté
prostfedi. Pfi teplot¢ 25 °C a za dobrych Zivotnich podminek vznik4 sntiSka i po 46
hodinach. Juvenilové prochézeji ¢tyfmi az Sesti vyvojovymi stadii, zraji po dobu 5 — 10 dnd.
Jednotliva stadia juvenili lze odlisit podle postupného svlékani chitinové schranky. Za
dospélého je jedinec povazovan od okamziku, kdy u néj dojde k prvni sntsce (Ebert, 2005).
V reakci na nepfiznivé environmentalni podnéty (zména teploty, zména fotoperiody, tbytek
potravy, chemické znecisténi) za¢nou hrotnatky produkovat haploidni klidova (diapauzni)
vajicka, ze kterych se lihnou samci umoznujici pohlavni reprodukci (Ignace et al., 2011). Ve
vajecniku samice dochéazi k oplodnéni vajicek, ta jsou poté zabalena do ochranného
chitinového obalu zvaného sedélko (efipium). Tato klidova vajicka vstupuji po oplodnéni do
faze diapauzy a jsou schopna odolavat dlouhym obdobim nepfiznivych az extrémnich
podminek prostfedi (i dlouhodobé vyschnuti). Jakmile nastanou vhodné podminky, dojde
k lihnuti. Lihnuti se spousti v reakci na specifické podnéty, jako je teplota nebo zkraceni
fotoperiody. Z klidovych vajicek se vyvinou vyhradné samice (Ebert, 2005).
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Obr. 4: Zivotni cyklus Daphnia magna (upraveno podle Vizoso, 2013, commons.wikimedia.org).

Hrotnatka velka patii k nejlépe prostudovanym vodnim bezobratlym Zivocichiim z hlediska
biologie a toxikologickych specifik, proto se Siroce pouziva jako modelovy organismus pro
testovani biologickych ucinki chemickych latek a kontaminantii rozpusténych ve vodé
(Shaw et al., 2008).

Hrotnatka ma nékolik vyhodnych charakteristik, diky nimZ je cennd pro biologicky vyzkum.
Jeji prihlednost umoziuje pozorovani vnitinich anatomickych struktur v mikroskopu.
Reprodukce cyklickou partenogenezi umoznuje vytvaret klony (asexualni reprodukce) nebo
provadét kiizeni mezi kmeny pfi sexualni reprodukci (Shaw et al., 2008), kdy vyvoj sexualné
produkovanych diapauzovanych vajicek lze zastavit v klidové fazi. Vajicka hrotnatky
zlstavaji zivotaschopnd po cela desetileti a poté poskytuji jedinecnou pftilezitost pro
zkoumani piedeslych populaci a zmén populaci v ¢ase v uréité oblasti (Pollard et al., 2003;
Ignace et al., 2011). Mezi dalsi praktické atributy, diky nimz je Daphnia magna uzite¢nym
modelovym systémem pro experimentdlni vyzkum, patii pomérné¢ snadnd manipulace,
nendro¢ny chov a udrzovatelnost v relativné jednoduchych definovanych médiich. Vyhodou
tohoto organismu je i rychla reprodukce (kratka generacni perioda), snadné a levné krmeni
planktonnimi fasami a piihodna velikost. Kromé toho je Daphnia magna velmi uzite¢ny
modelovy systém pro toxikologii vzhledem k jeji jedinecné citlivosti k toxickym latkam a

zménam vlastnosti daného prostiedi (Villegas-Navarro et al., 2003). Rod Daphnia je velmi
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rozsiteny a jednotlivé druhy tohoto rodu jsou si biologicky velmi podobné. Lze tedy
ocekavat, ze latka testovand na jednom druhu bude mit velmi podobny ucinek i u dalSich
druhti hrotnatek, Které se vyskytuji jinde ve svété. Daphnia magna se navic (diky své
velikosti) 1i8i od ostatnich druhii velkym mnozstvim juvenili v jedné sntisce, pfi¢emz tito
juvenilové jsou pomérné velci a lehce zabarveni, tudiz je velmi snadné vyhodnocovat jejich
pocty (Forrd et al., 2007).

Pro vSechny vyse uvedené vlastnosti je hrotnatka hojné vyuzivana v ekotoxikologickém
vyzkumu jak v testech akutni toxicity, tak i v testech toxicity chronické a subchronické?.
| pfes znacny technologicky pokrok jsou ekotoxikologické testy s hrotnatkami stile jednim
z nejspolehlivéjsich zplsobtl, jak zjistit toxicky vliv chemickych polutanti na vodni
ekosystémy. Pokrocilé technologie spoleéné s modelovymi organismy vytvaieji stile
vyspélejsi metody a ekotoxikologie se tak posouva stadle vpred. Hrotnatka jako relevantni
zastupce vodniho ekosystému se nadale blize zkouma a jsou u ni sledovany stale nové
ucinky jako napf. zmény v expresi genu (Dominguez et al., 2015) ¢i zmény biochemickych
parametr (Ulm et al., 2015).

# Subchronicka toxicita zahrnuje neptiznivé G¢inky, které se objevi u laboratorniho zvitete v dsledku
opakované expozice chemické latky po dobu predstavujici 10 % ocekavané délky zivota piislusného
organismu.
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2 Materialy a metody

VSechny testované latky (dexametazon, prednisolon, fluoxetin) byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich. Zasobni roztoky jednotlivych latek byly pfipravovany rozpusténim
Vv ultracisté vodé (Milli-Q®) v koncentraci 50 mg/l, uchovavany byly v temnu pii pokojové
teploté. Stabilita roztokli byla ovéfena pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC - high-performance liquid chromatography).

UV-VIS spektra byla proméfena piistrojem UV-VIS spectrophotometer SHIMADZU, typ
UV-1601 s pouzitim softwaru UV Probe.

Chromatograficka stanoveni pomoci HPLC byla provedena na piistroji ThermoScientific
Dionex Ultimate systém (USA) s kolonou Phenomenex Luna C18 (250 x 4,6 mm; 5 pum).
Jako mobilni faze byla u testovani dexametazonu a prednisolonu pouzita smés vody
a methanolu v poméru 60:40. U stanoveni fluoxetinu byla jako mobilni faze pouzita smés
28 mM KH2PO4 ve vodé a acetonitrilu v poméru 67:33. Eluce byla provadéna isokraticky.
Pratok mobilni faze byl 1 ml/min, nastfikovany objem vzorku byl 20 pl. Pro zpracovani
chromatografickych dat byl pouzit program Chromeleon. Detekce byla provadéna
spektrofotometrickym UV-VIS detektorem s diodovym polem PDA 3000RS s vyuZitim

vinovych délek 248 nm u dexametazonu, 243 nm u prednisolonu a 226 nm u fluoxetinu.

Ozatovani vzorku probihalo ve sklenénych kyvetach s vickem ve fotochemickém reaktoru
Rayonet RPR-100 osazeném lampami RPR 3000A emitujici svétlo o vinové délce 250 —
350 nm, vinové délky pod 300 nm byly odfiltrovany pouZitim optického skla. Zativy tok
tohoto reaktoru byl 4,5 W.

Doba ozafovani byla volena tak, aby v reakéni smési bylo pfitomno co nejvice vytvotenych
produkti, a pfitom zbyvalo urcité mnozstvi pivodni latky. Vodny roztok dexametazonu byl
ozafovan po dobu 5 minut, prednisolonu 3 minuty. Vodny roztok fluoxetinu s pfidavkem
Fe (I11) v koncentraci 5 mg/l byl ozafovan 90 minut. Stabilita smési byla ovéfena pomoci
HPLC.

Metodika testu chronické toxicity inspirovana metodikou OECD ¢. 211 (OECD, 2004) za
pouziti hrotnatky Daphnia magna je totozna s metodikou pouzitou v bakalaiské praci

Dokoupilové (2018). Pro ptehlednost je vSak pouzity postup zopakovan i v této praci.
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Pro test toxicity byly pouzity roztoky dexametazonu, prednisolonu a fluoxetinu vzdy v
koncentraci 250 ug/l (zasobni roztok fedény vzduchovanou vodovodni vodou temperovanou
na laboratorni teplotu).

Smési po ozafeni byly pro test toxicity davkovany tak, aby byl pifidan tolikrat vétsi objem,
kolikrat se snizilo mnozstvi vychozi matetské latky a bylo tudiz dosazeno stejné koncentrace
matefské latky v obou pfipadech (u dexametazonu a prednisolonu sedmindsobné vétsi

objem, u fluoxetinu pétinasobng¢).

Po dobu 21 dni byly hrotnatky vystaveny jednak pusobeni testované latky (dexametazonu,
prednisolonu, fluoxetinu) a jednak produktiim jejiho fotochemického rozkladu. Béhem testu
bylo kazdy druhy den vzdy pfiblizné ve stejnou dobu zaznamendvano pieZziti a pocet
potomkdi, ktefi byli od matek odebirani. Médium bylo ménéno kazdy ¢tvrty den, obden byly

hrotnatky krmeny zelenou fasou Desmodesmus subspicatus v koncentraci 6 mg C/I.

Do testu byli nasazovani juvenilové mlads$i 24 hodin pochézejici z laboratorniho chovu
D. magna. Pfi testovani U€¢inkd dexametazonu a jeho degradacnich produktd doslo omylem
k nasazeni 4 samcl. Proto bylo pro optimalni pribéh dal$ich dvou testd (prednisolon,
fluoxetin) nutné ujisténi, zda budou do testu nasazovany samice. Behem nasazovani proto
bylo pod lupou kontrolovano pohlavi juvenilnich hrotnatek. Juvenilové byli pod lupou
oddélené pozorovani v mikrotitracni desti¢ce (96 jamek) a pii nepatrném proostiovani bylo
mozné rozpoznat rozdilnou velikost prvniho paru tykadel (antenul), ktera slouzi jako

relativn€ snadny znak pro rozliSeni samic a samcu.

Inkubace hrotnatek probihala oddélené¢ v 50 ml média v poctu 1 hrotnatky na kadinku.
Celkovy pocet 45 kadinek byl rozdélen do tii sad po patnacti kddinkach, v kazdé sadé bylo
pouzito jiné médium — médium s matetskou latkou, médium s produkty fotochemického
rozkladu a kontrola. Médium bylo fedéno vzduchovanou temperovanou vodovodni vodou
a byly pfidavany fasy jako potrava. V ramci kazdého testu byla nasazena kontrolni sada
kadinek, ktera obsahovala pouze potravu ve formé fas a vzduchovanou temperovanou vodu.
Vsechny kadinky s nasazenymi juvenily byly uchovdvany v temperovaném boxu

s nastavenou teplotou 20 °C a svételnou periodou 16:8, tj. 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.

Pti zaloZeni testu toxicity bylo ndhodné vybrano né€kolik juvenilnich hrotnatek. Tito jedinci

byli zafixovani pfidavkem formaldehydu a uchovani pro nésledné zméfeni velikosti téla.
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Na konci pokusu byly vSechny piezivsi samice vlozeny jednotlivé do malych zkumavek
a zafixovany formaldehydem. Zafixovand zvitrata slouzila k porovnani velikosti téla mezi

jednotlivymi typy média.

Pro vyhodnoceni dopadu dexametazonu, prednisolonu a fluoxetinu a jejich fotodegradacnich
produktii na celkovy pocet juvenilli, poCet snliisSek a velikost téla hrotnatek byl zvolen
neparametricky Kruskal-Wallistiv test s naslednym mnohonasobnym porovnanim.
Kaplan-Meierova analyza piezivani byla pouzita k vyhodnoceni rozdili pfezivani
u dexametazonu. Porovnani pfeziti mezi kontrolou, dexametazonem a produkty
fotodegradace bylo vyhodnoceno chi-kvadrat testem. Statistické zpracovani bylo provedeno
v programu Statistica 13.2 (TIBCO Software Inc., 2017).
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3 Vysledky
3.1 Kinetika fotochemickych degradaci vybranych léciv

Jak ukazuji absorpéni charakteristiky jednotlivych studovanych latek, vSechny tii latky
vykazuji silnou absorpci v UV oblasti (Obr.5). Zatimco v oblasti vinovych délek nad
300 nm maji prednisolon a dexametazon jen velmi malou absorpci, fluoxetin v této oblasti

neabsorbuje viibec.

3.5 -
3
2.5 -
L5
g 77
= fluoxetin
<
.:ﬁ L5 1 dexametazon
1] prednisolon
0.5 A
200 220 240 260 280 300 320 340

Vinova délka (nm)

Obr. 5: Absorp¢ni spektra zasobnich roztokti dexametazonu, prednisolonu a fluoxetinu.

Ozarovani dexametazonu a tvorbu fotodegradacnich produktli shrnuje Obr. 6.
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Obr. 6: Ubytek dexametazonu (A) a priibehy tvorby jednotlivych produkti ozna¢enych jako A, B, C,
D, E (B).

Fotochemicka degradace dexametazonu probihé dle kinetiky 1. fadu s rychlostni konstantou
0,287 min a to bez ptidavku jakékoli pomocné latky, napt. iontli kovii (Obr. 6A).

Pti degradaci vznika pét produktli, z nichz produkt oznaceny pismenem D ma zietelny
prib&h meziproduktu reakce, ostatni se ve sledovaném casovém useku chovaji jako konecné

produkty (Obr. 6B).

Ozarovani prednisolonu a tvorbu fotodegradacnich produktti shrnuje Obr. 7.
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Obr. 7: Ubytek prednisolonu (A) a priibéhy tvorby jednotlivych produktii oznaéenych jako A, B, C,
D, E, F (B).

Fotochemicka degradace prednisolonu probiha také dle kinetiky 1. fddu s rychlostni
konstantou 0,676 min® a to bez piidavku jakékoli pomocné latky, napf. iontd kovil
(Obr. 7A).

Pti degradaci vznika Sest produktd, z nichZ produkt oznaCeny pismenem D ma zfetelny

prubéh meziproduktu reakce, ostatni se ve sledovaném casovém useku chovaji jako konecné
produkty (Obr. 7B).

Ozatovani fluoxetinu a tvorbu fotodegrada¢nich produktt shrnuje Obr. 8.
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Obr. 8: Ubytek fluoxetinu za piitomnosti Fe (I1l) (A) a pribéhy tvorby jednotlivych produkti
oznacenych jako A, B, C, D (B).

Fluoxetin je fotochemicky odbourdvan az po pifidavku iontd kovl, Fe (III), pficemz
k signifikatnimu odbouravani dochazi az pti piidavku Fe (I1I) v koncentraci 5 mg/l. Za
téchto podminek ¢ini ubytek fluoxetinu po 90 minutaich ozafovani 80 % puvodné
ptitomného mnozstvi. Ubytek neodpovida kinetice prvniho fadu po celou dobu, po niz byla
reakce sledovana (Obr. 8A) — reakce je v prvnich 30 minutach rychlejsi, pokles v tomto
casovém useku odpovida exponencidlnimu prubéhu a rychlostni konstanta pro téchto prvnich
30 minut ¢ini 0,03 min*. V dal§im stadiu je prib&h reakce pomalejsi.

Z detekovanych produkti maji produkty A, B a D zfetelny pribéh meziprodukt, produkt C
vykazuje setrvaly narast typicky pro kone¢ny produkt (Obr. 8B).
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3.2 Testovani toxicity vybranych lé¢iv a produkti jejich fotodegradace
Pted zahajenim testu chronické toxicity byla testovana stabilita zasobnich roztoki i smési

po fotochemické degradaci.

Koncentrace dexametazonu se v jeho zdsobnim roztoku po dobu 5 dni nezménila, v ozatfené
smési se koncentrace dexametazonu snizila o cca 10 %, u produktl nedoslo k zadné zméné

v koncentraci.

Koncentrace prednisolonu se v jeho zasobnim roztoku ani v ozafené smési po dobu 5 dni

nezmeénila, rovnéz nedoslo u ozafené smési ke zménam v koncentraci produkti.

Koncentrace fluoxetinu v jeho zasobnim roztoku byla sledovana po dobu 7 dni, pficemz
nebyla pozorovana zadna zména. V ozafené smési nedoslo za stejné dlouhou dobu ani

ke zménam koncentrace fluoxetinu ani ke zménam koncentrace jednotlivych produkta.

V chronickém testu toxicity pii teplot€¢ média 20 °C bylo pozorovano, Ze se jeden den staré
hrotnatky zacaly rozmnozovat v devatém dni pokusu. Pro testovani toxicity dexametazonu
byli do pokusu omylem nasazeni ¢tyfi samci. Navic, béhem testu uhynuly tfi samice 7. den,
tj. pred vytvofenim prvni snisky. Samci a samice, které zemiely 7. den, byli z hodnoceni
testu vyfazeni. V priib&hu experimentu uhynuly dalsi samice, pfeZivani dokumentuje analyza
piezivani (Obr. 9). B&hem testovani toxicity prednisolonu uhynula jen jedna samice,
Vv pritbéhu testovani fluoxetinu uhynuly dvé. Tyto zemielé samice nebyly rovnéz zahrnuty do

statistického zpracovani.

Obr.9 zobrazuje analyzu ptezivani hrotnatek vystavenych dexametazonu a jeho

fotodegradac¢nim produktim.
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Obr. 9: Analyza ptezivani b€hem vystaveni hrotnatek dexametazonu a fotodegrada¢nim produktim
po dobu 21 dni. Plna ¢ara — kontrola, te¢kovana ¢ara — dexametazon, Carkovana Cara —

produkty fotodegradace.

Z Obr. 9 je patrné, Ze vSechny samice byly nazivu az do 11. dne pokusu, kdy doslo k amrti
jedmé samice v prostiedi dexametazonu. Sedmnacty den pokusu uhynula jedna samice
v prostiedi dexametazonu a jedna samice v prostiedi produkti fotodegradacec byla usmrcena
pii manipulaci. Devatenacty den pak doslo k uhynu péti samic ve vSech prostiedich a to dvé
v Cisté vodeé, dvé v dexametazonu a jedna v prostiedi produkti fotodegradace. 21. den
pokusu uhynuly ¢tyti samice a to jedna v kontrolni skupiné s ¢istou vodou, jedna v prostiedi
fotodegradacnich produkti a dvé v dexametazonu. Z trendu jednotlivych car je ziejmé, ze
nejvice umiraly samice v médiu s dexametazonem, méné¢ v produktech fotodegradace
a nejméné v kontrolni skuping.

Proto byla pouZita Kaplan-Meierova metoda, kterd hodnoti, zda se je rozdil mezi thynem
Vv jednotlivych prostiedich a to pomoci vypoctu tzv. kumulativniho procenta ptezivani.
Toto kumulativni procento piezivani vypocitané Kaplan-Meierovou metodou neprokazalo
rozdilné prezivani mezi experimentalnimi zasahy (x* = 1,68; P = 0,43 — pro pritkazny rozdil

by hodnoty téchto parametrit musely byt 5,99 pro x% a 0,05 pro parametr P).

Grafické znazornéni sledovanych parametri pro dexametazon a jeho produkty fotochemické

degradace je na Obr. 10.
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Obr. 10: Pocet juvenili (A), pocet snusek (B) a velikost t€la v um (C) béhem vystaveni hrotnatek

tiem odliSnym typtiim média (kontrola, dexametazon a fotodegrada¢ni produkty) po dobu 21

dni. Vodorovna ¢ara — median, kiizek — primér, horni a dolni hranice boxu — horni a dolni

kvartil, rozsah hodnot — minimum a maximum.

Indexy znaci priikazné rozdily mezi skupinami: zkoumand média oznacena stejnymi indexy

aaa (Obr. 10A) nejsou prikazné odlisna na hladiné P < 0,05, u zkoumanych médii bez

indext (Obr. 10B, C) nebyl signifikantni vysledek statistického zpracovani.

Z Obr. 10 je dobfe patrné, ze pocet juvenilll a pocet snlisek je vyrazné mensi u roztoku

dexametazonu a smési fotoproduktli v porovnani s kontrolou. Velikost téla méla

u dexametazonu velké rozpéti, nicméné hodnoty pro kontrolu a fotoprodukty jsou prakticky

shodné.
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Ciselné vyjadfeni median (min-max) sledovanych parametri u hrotnatek v pokusu
s dexametazonem a produkty jeho fotochemického odbouravani jsou uvedeny v Tab. I.

Detailni data namétenych parametrti pro dexametazon obsahuje Ptiloha 1.

Tab. I: Hodnoty sledovanych parametrit pro test toxicity dexametazonu a produktd jeho
fotodegradace: pocet juvenill a pocet sniiSek jako hodnoty se¢tené z jednotlivych kontrolnich
dni a zméfeni na konci testu toxicity dexametazonu a jeho degradacnich produkti.

Parametr pred zavorkou udava median, parametry v zavorce udavaji minimalni a maximalni

hodnotu.
typ média pocet juvenili pocet sniisek velikost téla (um)
kontrola 48 (12 - 74) 4(2-6) 4325 (4025 - 4875)
dexametazon 16,5 (0 - 83) 3(1-4) 3613 (2500 - 4900)
produkty 39,5 (0 - 55) 4(0-5) 4350 (4000 - 4675)

Z Tab. I vyplyva, ze pocet juvenili a snisek byl nejvice ovlivnén dexametazonem i produkty
jeho fotodegradace. Velikost  té€la  hrotnatek byla nejvice ovlivnéna samotnym

dexametazonem.

V Tab. II jsou prezentovany vysledky Kruskal-Wallisova testu pro dexametazon

porovnavajici sledované parametry.

Tab. Il: Vysledky Kruskal-Wallisova testu porovnavajiciho sledované parametry hrotnatek
v kontrole, roztoku dexametazonu a produktd fotodegradace.
Vyznam zkratek: N — pocet opakovani, H — testové kritérium, d.f. — pocet stupniti volnosti,

P — pravdépodobnost.

parametr N H d.f. P
pocet juvenila 38 6,36 2 0,04
pocet snusek 38 6 2 0,05
velikost téla (pm) 33 3,43 2 0,18

Z Tab. II je vidét, ze ze sledovanych parametrd byl nalezen té€sny prikazny rozdil u poctu

juvenilu (P < 0,05).

Grafické znazornéni vysledk testu pro prednisolon a jeho produkty fotochemické degradace

jenaObr. 11.
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Obr. 11: Pocet juvenilu (A), pocet snusek (B) a velikost téla v um (C) béhem vystaveni hrotnatek
ttem odlisnym typim média (kontrola, prednisolon a fotodegrada¢ni produkty) po dobu 21
dni. Vodorovna ¢ara — median, kiizek — pramér, horni a dolni hranice boxu — horni a dolni

kvartil, rozsah hodnot — minimum a maximum.

Indexy znaci prikazné rozdily mezi skupinami: zkoumana média oznacené odliSnymi indexy
abb (Obr. 11A, B) jsou prukazné odlisna na hladin¢ P < 0,05, u zkoumanych médii bez
indext (Obr. 11C) nebyl patrny signifikantni vysledek statistického zpracovani.

Z Obr. 11 je ztejmé, Ze hrotnatky, které byly inkubovany v roztoku prednisolonu a smési

produktii fotodegradace prednisolonu, vykazovaly vyrazné nizsi pocet juvenilll a niz§i pocet

snisek v porovnani s kontrolou. Rozdily mezi samotnym roztokem prednisolonu a jeho
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fotodegradacnimi produkty vSak nelze odlisit. U velikosti téla hrotnatek nebyly mezi

sledovanymi zasahy patrné prikazné rozdily.

Ciselné hodnoty median (min-max) sledovanych parametri pro pokus s prednisolonem
a produkty jeho fotochemického odbouravani jsou shrnuty v Tab. III, detailni hodnoty pro

pokus s prednisolonem jsou v Ptiloze 2.

Tab. I1l: Hodnoty sledovanych parametrti pro test toxicity prednisolonu a produktd jeho
fotodegradace: pocet juvenild a pocet snisek jako hodnoty sectené z jednotlivych kontrolnich
dni a z mé&feni na konci testu toxicity prednisolonu a jeho degrada¢nich produkta.

Parametr pred zdvorkou udava medidn, parametry v zdvorce udavaji minimalni a maximalni

hodnotu.

typ média pocet juvenili pocet snisek velikost téla (um)
kontrola 77 (60 - 101) 6(5-7) 3500 (3175 - 4000)

prednisolon 43 (30 - 61) 4(3-6) 3500 (3125 - 4075)
produkty 36 (25 - 47) 4(3-5) 3388 (2875 - 4000)

Z Tab. Il vyplyva, ze roztok prednisolonu a jeho produktti fotodegradace negativné
ovlivnily pocet juvenill i pocet snisek v porovnani s kontrolou. Vyrazné rozdily u velikosti

téla nejsou z tabulky ziejmé.

Porovnani sledovanych parametri hrotnatek ziskané¢ z Kruskal-Wallisova testu

pro prednisolon je vidét v Tab. IV.

Tab. IV: Vysledky Kruskal-Wallisova testu porovnavajiciho sledované parametry hrotnatek
v kontrole, roztoku prednisolonu a produktd fotodegradace.
Vyznam zkratek: N — pocéet opakovani, H — testové kritérium, d.f. — pocet stupiiti volnosti,

P — pravdépodobnost.

parametr N H d.f. P
pocet juvenila 44 33 2 < 0,001
pocet snusek 44 27,55 2 < 0,001
velikost téla (um) 44 2,37 2 0,31

Z Tab. IV je vidét, ze byl zjiStén prikazny rozdil u poctu juvenila a poctu sntsek (P < 0,05).
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Grafické znazornéni vysledkd testu toxicity pro fluoxetin a jeho produkty fotochemické
degradace je v Obr. 12.
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Obr. 12: Pocet juvenilt (A), pocet sniSek (B) a velikost téla v um (C) béhem vystaveni hrotnatek
ttem odliSnym typtim média (kontrola, fluoxetin a fotodegrada¢ni produkty) po dobu 21 dni.
Vodorovna ¢ara — median, kiizek — prumeér, horni a dolni hranice boxu — horni a dolni

kvartil, rozsah hodnot — minimum a maximum.

Indexy znaci priikazné rozdily mezi skupinami: zkoumana média oznacena odliSnymi indexy
abb (Obr. 12A, B, C) jsou prukazné odlisna na hladiné P < 0,05.

Z Obr. 12 je zfejmé, Ze jak fluoxetin tak produkty jeho fotochemické degradace mély
dramaticky vliv na pocet juvenil, kdy v obou ptipadech doslo k velmi vyznamnému sniZeni.

Rozdily mezi fluoxetinem a produkty fotodegradace nejsou vyznamné.
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U poctu sntsek i1 u velikosti tél hrotnatek bylo zaznamenéno téz vyrazné sniZzeni hodnot jak
u fluoxetinu tak u produktd jeho fotodegradace, pfiCemz u poctu sntisek byl efekt snizeni
vyznamné&j$i u produktt fotodegradace ve srovnani s matefskou latkou, zatimco u velikosti

téla hrotnatek neni signifikantni rozdil mezi obéma skupinami.

Ciselné hodnoty median (min-max) sledovanych parametrii u fluoxetinu a produkti jeho
fotochemické degradace jsou shrnuty v Tab. V, detailni hodnoty pro pokus s fluoxetinem

jsou v Ptiloze 3.

Tab. V: Hodnoty sledovanych parametrii pro test toxicity fluoxetinu a produktd jeho fotodegradace:
pocet juvenild a pocet sntisek jako hodnoty sectené z jednotlivych kontrolnich dnii a z méfeni
na konci testu toxicity fuoxetinu a jeho degrada¢nich produkti.

Parametr pfed zavorkou udava median, parametry v zavorce udavaji minimalni a maximalni

hodnotu.

typ média pocet juvenilu pocet snisek velikost téla (um)
kontrola 66 (51 -77) 7(7-7) 3750 (3250 - 4250)
fluoxetin 8(0-14) 3,5(0-5) 2650 (2000 - 2850)
produkty 0,5(0-11) 0,5(0-4) 2400 (1900 - 2625)

Z Tab. V je patrné, ze vSechny sledované parametry byly vyrazné ovlivnény jak samotnym

roztokem fluoxetinu tak i produkty jeho fotochemické degradace.

Hodnoty vysledkt Kruskal-Wallisova testu pro fluoxetin jsou v Tab. VI.

Tab. VI: Vysledky Kruskal-Wallisova testu porovnavajiciho sledované parametry hrotnatek
v kontrole, roztoku fluoxetinu a produktt fotodegradace.
Vyznam zkratek: N — pocet opakovani, H — testové kritérium, d.f. — pocet stupiii volnosti,

P — pravdépodobnost.

parametr N H d.f. P
pocet juvenila 43 30,45 2 < 0,001
pocet snuisek 43 33 2 <0,001
velikost téla (um) 43 26,12 2 <0,001

Z Tab. VI je vidét, Ze byl zjistén priukazny rozdil u vSech sledovanych parametri (P < 0,05).
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4 Diskuze

U vsech tfi studovanych léciv dochazelo k degradaci pii ozareni svétlem, které imitovalo
kratkovinnou ¢ast slunecniho zafeni dopadajiciho na zemsky povrch, tedy 300 — 350 nm.
Reakce fotochemické degradace u dexametazonu a prednisolonu byla vyrazné rychlejsi
(rychlostni konstanty 0,287 min™t a 0,676 min™*, resp.) nez u fluoxetinu (rychlostni konstanta
0,030 min?). Dexametazon a prednisolon reagovaly bez piidavku jakéhokoli dalsiho ¢inidla
jako napt. katalyzatoru ¢i senzitizatoru, piestoze jejich absorpce v uvedené oblasti je velmi
nizka.

Podobny jev je popsan v praci Klementové et al. (2017) pro piipad hydrokortizonu, coz je
také latka ze skupiny glukokortikoidnich hormonti. V uvedené praci je pozorovana reaktivita
s rychlostni konstantou degradace 4,40 x 10 min’ vysvétlovana fotokatalyzou ionty kovii
pfitomnymi ve stopovém mnozstvi, nebot’ v reakénich smésich byla v dané praci nalezena
analyzou ICP-MS koncentrace Fe v rozmezi 2 — 4 ugl/l.

Fotodegradaci glukokortikoidnich hormonti studovali napt. DellaGreca et al. (2004)
a Kawabata et al. (2013). DellaGreca et al. (2004) uvadi, ze studovali fotodegradaci
dexametazonu a prednisolonu, ale pro dexametazon nejsou Vv praci uvedeny zadné hodnoty
pro kinetiku odbouravani, jen Ze k odbouravani doslo. U prednisolonu je v praci popsana jen
skute€nost, ze ctyrhodinova expozice vedla k produkci nejvétsiho poctu produktii reakce.

Z vysledki Kawabaty et al. (2013) je vidét, ze po hodin€ ozafovani zbyvalo u dexametazonu
cca 5 % pocateCniho mnozstvi, pokles v prib&hu této hodiny nebyl zaznamenavan, po
hodin€ ozatovani byl odebran prvni vzorek. Z této prace ale také vyplyva, Ze rychlost
ubytku, kterou méfili pomoci zdroje poskytujiciho UV-B zafeni (tedy 280 — 315 nm)
vyznamné zavisi na intenzité pouZitého svétla.

Skutec¢nost, Ze v obou pracich bylo odbouravani vyrazné pomalejsi nez v naSich
podminkéach, Ize tedy pfipsat tomu, ze DellaGreca et al. (2004) pouzili slune¢ni simulator
a Kawabata et al. (2013) provadéli ozafovani slune¢nim svétlem, kdy v obou ptipadech byla
intenzita kratkovlnného zareni niZ$i nez pfi ozafovani lampami pouzZitymi v této studii za
pouziti lamp RPR 3000A s odfiltrovanym svétlem o vinové délce kratsi nez 300 nm, aby
byla zachovana relevance k pfirodnimu prostiedi.

Fotodegradaci prednisolonu se zabyva také prace Cacciariho et al. (2017). V této praci ale
ozatovali prednisolon svétlem o vinové délce maxima absorpce, tedy 248 nm s pouzitim 150
wattové xenonové lampy a monochromatického filtru pro danou vinovou délku. Tato prace

tedy nema pfimy vztah k d&jim, které mohou probihat v pfirodnim prostiedi.
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V této praci je uvedeno, ze molekularni kyslik se ucastni fotochemické reakce za tvorby
reaktivnich oxidaénich castic a autofi vyslovili hypotézu, ze tedy degradace probiha jako
substratem senzitizovana reakce (self-sensitized capacity).

Kdyby byla takova reak¢ni cesta pozorovana pii ozafovani delSimi vlnovymi délkami
(nad 300 nm), bylo by mozné vyslovit hypotézu, ze tento mechanismus piispiva k rychlé
reakci mélo absorbujicich kortikosteroidd. Protoze ale pro uvedeny mechanismus pii delSich
vlnovych délkach neni Zadny diikaz, je pravdépodobné;jsi vysvétleni o stopové katalyze ionty
kovili vyslovené v praci Klementové et al. (2017).

Pro fotodegradaci fluoxetinu byl v této praci nutny piidavek iontd kovir Fe (III). Ubytek
fluoxetinu pfi fotochemické degradaci neodpovidal kinetice prvniho fadu po celou dobu. Po
prvnich 30 minutach, kdy reakci lze popsat jako reakci 1. fddu s rychlostni konstantou
0,03 min? dochézelo v dal§im stddiu ke zpomalovani, které mohlo byt zpiisobeno moznym
inhibi¢nim efektem nékterého z produkti, jejichz koncentrace se v reakéni smési zvySovala.
Lam et al. (2005) pozorovali, ze fluoxetin prochazi velmi pomalou piimou fotodegradaci
Vv deionizované vodé s polocasem 552 + 3,6 hl. Kwon a Armbrust (2006) ve svych
experimentech ukdzali, Ze rychlost degradace se zvysi pfidavkem syntetickych huminovych
kyselin, tento ucinek pficetli tvorbé reaktivnich oxidacnich Ccastic, které ozaienim
huminovych latek vznikaji. Tato zvySena rychlost fotodegradace vSak nebyla pozorovana
u fluoxetinu ve vzorcich ptirodnich jezernich vod ve srovnani s pufrovanymi laboratornimi
roztoky obsahujicimi huminovy material, pfestoze koncentrace organického dusiku byly
velmi podobné (3,15 mg/l v syntetické vod¢ a 4,60 mg/l v ptirodnich jezernich vodach).
Autof1 vyslovili n€kolik moZznych hypotéz k vysvétleni vysledku a to, Ze v pfirodni jezerni
vodé¢ mohly pusobit zhaseci efekty v pfirodnich organickych latkach, nebo Zze mohlo
dochazet k vétsimu zeslabeni svétla absorbujicimi latkami nez u vody se syntetickou
huminovou latkou, pfipadné Ze v kazdém typu pfirodnich rozpusténych organickych latek
mohou byt pfitomné jiné funk¢ni skupiny, které mohou mit vliv na senzitiza¢ni efekt téchto

organickych latek.

Fotochemické chovani mnoha 1é¢iv a potencialni ekotoxicita jejich fotoprodukti jsou do
zna¢né miry neznamé, proto se jevilo uzite¢né se soustiedit v testech toxicity vybranych
1é¢iv nejen na samotnou matei'skou latku, ale té€z na produkty fotochemické degradace téchto

farmak provadéné za podminek relevantncih pfirodnim vodnim systémum.
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Vysledky chronického testu toxicity dexametazonu a jeho fotodegradacnich produktti na
hrotnatce Daphnia magna prezentované v této praci nebyly vyrazné statisticky prukazné.
U poctu juvenilt byl urcity rozdil mezi dexametazonem a kontrolou (P = 0,04), ale rozdily
mezi vSemi skupinami nebylo mozné shledat signifikatnimi a prokazatelnymi (P = 0,052).
Nicméné¢ z grafi na obrazku 10 Ize vidét urcity efekt na pocet juvenilli a pocet snisek.
U tohoto testu z nezndmych divodi doslo k ndhodné rozlozenému tmrti ¢asti pokusnych
jedincd, proto by pro posouzeni toxicity tohoto 1é¢iva bylo potieba cely test opakovat.
V disledku zminéného thynu samic béhem testu byla provedena statisticka analyza
ptfezivani pomoci Kaplan-Meierovy metody (sledovani délky casového intervalu od urcitého
pocatku expozice stresovému faktoru do vyskytu ocekdvané udalosti, napf. vznik
onemocnéni, relaps, imrti). Analyza ptrezivani vSak nevysla priikazné€, proto nelze fict, Ze
hrotnatky umiraly rizné€ v riznych prostiedich, tj. kontrole, dexametazonu a smési produkt
fotodegradace. Pokus by nicméné z diivodu tohoto uhynu vétsiho poctu jedinct bylo nutné

pro ucely publikace zopakovat.

Hrotnatky, které byly inkubovany v roztoku prednisolonu a ve smési produkti jeho
fotodegradace, vykazovaly vyrazné nizs§i pocet juvenili a niz$i pocet snisek v porovnani
S kontrolni  skupinou. Rozdily toxicity mezi samotnym prednisolonem a jeho
fotodegradacnimi produkty vSak nelze statisticky prikazné odlisit.

Tyto vysledky jsou ve shod¢ s praci Della Grecy et al. (2004), ktefi pozorovali toxicky efekt
prednisolonu i produkti jeho fotochemické degradace na Ceriodaphnia dubia. V jejich praci
byl ovSem test provadén pouze 7 dni, hrotnatky byly vystaveny nékolik rlznym
koncentracim 1é¢iva a jeho jednotlivym produktim (extrakci a tenkovrstvou chromatografii
izolovanych) a stanovovéana byla LCso> a ECso. Produkty fotodegradace byly testovany
jednotlivé v koncentracich srovnatelnych s koncentraci matetské latky, za téchto podminek
vykazovaly o0 tad vétsi toxicitu. Nicméné pro piirodni prostfedi ma takova studie omezeny
vyznam, protoZe se neda oCekavat, ze by se produkty degradace, kterych vznika v piipadé
prednisolonu nékolik, vyskytovaly v koncentracich stejnych jako koncentrace matetské
latky.

V ptipadé¢ provedeného testu toxicity fluoxetinu a jeho degradacnich produkti bylo

prokdzano, ze samotny fluoxetin i reakéni smés obsahujici produkty fotokatalyzované

5 Stiedni smrtelna (letalni) koncentrace
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degradace maji vyrazné negativni vliv jak na reprodukéni schopnost (pocet juvenilii, pocet
snasek) tak 1 na rast (velikost téla) hrotnatek ve srovnani s kontrolou.

U dvou sledovanych parametrti (pocet juvenilt a velikost t€la v um) byla toxicita roztoku
pired ozéafenim podobna toxicit¢ reakéni smeési po ozafeni, coz mize pravdépodobné
znamenat, ze se jedna o vliv matefské latky, protoze smési po ozatfeni bylo pro pokus
s toxicitou davkovano tolikrat vic, kolikrat se snizilo mnozstvi vychozi matetské latky, tudiz
jeji koncentrace byly v obou piipadech stejné. U poctu snisek méla reakéni smés po ozaieni
vyrazné vetsi toxické ucinky, proto je zde mozné vyslovit hypotézu o vyssim toxickém
efektu nékterého ze vznikajicich produktt. Podobny vysledek s jinym 1é¢ivem, verapamilem,
byl popsan v praci Dokoupilové (2018), kde byl také zjistén vyrazny toxicky ucéinek
produkt fotochemické degradace antiarytmika verapamilu pfi obdobném 21dennim testu
chronické toxicity provedeném na hrotnatce Daphnia magna.

Vyznamny vliv fluoxetinu na snizeni reprodukce pozorovali Péry et al. (2008) u dvou
vodnich bezobratlych organismi (perloocka Daphnia magna, plz Potamopyrgus
antipodarum) a to dokonce v koncetracich o tfi fady nizsich (10 pg/l), nez byly koncentrace
v této praci. U koryse Hyalella azteca v téze studii nebyl zjistén zadny Gcinek na reprodukci
béhem 28 dni, ale byl pozorovan vyznamny vliv na velikost t€la u koncentrace 33 ug/l pti
expozici fluoxetinu trvajici 7 dnt. Reprodukéni pokles u korysu Ceriodaphnia dubia byl
sledovan také ve studii Henryho et al. (2004) pii expozici fluoxetinu v koncentraci 89 pg/l

po dobu 7 dn.
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S5 Zavér

Vsechna tfi studovana 1éciva podléhaji fotochemickym pfeméndm za podminek relevantnich
pfirodnim vodnim systémum.

Hodnoty rychlostnich konstant &ini pro dexametazon 0,287 mint, pro prednisolon
0,676 min', pro fluoxetin (v prvnich tficeti minutach ozafovani) 0,030 min™.

Fotodegradace dexametazonu a prednisolonu je s vysokou pravdépodobnosti katalyzovana
stopovymi mnozstvimi iontl kovi, fluoxetin reaguje az v pfitomnosti relativné vysokych

koncentraci ptidanych zelezitych iontt.

U vsech studovanych 1é¢iv byly prokazany vyrazné negativni uc€inky na hrotnatky.
Dexametazon, prednisolon i fluoxetin negativné ovlivnily pocet juvenilti a pocet snusek, na

velikost téla mé¢ly vliv dexametazon a fluoxetin.

Produkty fotochemické degradace vSech tii latek vykazovaly stejné negativni efekty na
hrotnatky jako mateiské latky, u produkti fotodegradace fluoxetinu byl dokonce vliv na
pocet snisek vyrazné vétsi nez vliv samotného fluoxetinu. V piipadé dexametazonu
a prednisolonu byl vliv smési produktd degradace srovnatelny s vlivem mateifské latky,

projevil se tedy pravdépodobné jen vliv zbytkové matefské latky ve smési.
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7 Prilohy
Piiloha 1: Hodnoty méfenych parametri seétené z jednotlivych kontrolnich dnt a z méfeni na konci

testu chronické toxicity dexametazonu a jeho fotodegradacnich produkti.

zasah celkem juvenilu pocet sniisek velikost na konci pokusu (pm)
kontrola 60 4 4550
kontrola 39 4 4125
kontrola 49 4 4250
kontrola 74 6 4025
kontrola 38 4 4875
kontrola 45 4 4400
kontrola 32 3 4375
kontrola 58 4 4325
kontrola 47 5 4200
kontrola 33 3 4425
kontrola 72 4 4250
kontrola 55 5 4325
kontrola 12 2 4050
kontrola 50 5 4600
dexametazon 83 4 4900
dexametazon 12 3 3150
dexametazon 43 4 4125
dexametazon 19 3 2575
dexametazon 9 3 neméfeno
dexametazon 12 2 3000
dexametazon 14 3 4450
dexametazon 19 3 2900
dexametazon 13 3 2500
dexametazon 3 1 4200
dexametazon 51 6 4075
dexametazon 0 0 3100
dexametazon 20 4 neméfeno
dexametazon 61 3 4375
produkty 18 4 4000
produkty 37 3 4375
produkty 48 4 4550
produkty 0 0 neméfeno
produkty 49 5 4675
produkty 55 4 4450
produkty 3 1 4000
produkty 3 2 4275
produkty 47 4 4200
produkty 42 4 4350
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Ptiloha 2: Hodnoty méfenych parametrt sectené z jednotlivych kontrolnich dnil a z méfeni na konci

testu chronické toxicity prednisolonu a jeho fotodegradacnich produktu.

zasah celkem juvenili pocet sniisek velikost na konci pokusu (pm)
kontrola 68 5 3175
kontrola 87 6 3375
kontrola 75 7 3425
kontrola 88 6 3825
kontrola 83 6 3675
kontrola 60 5 3300
kontrola 96 7 3775
kontrola 88 7 3250
kontrola 66 5 3400
kontrola 76 6 3175
kontrola 101 7 3725
kontrola 76 6 4000
kontrola 77 6 3575
kontrola 77 6 3750
kontrola 87 7 3500
prednisolon 43 4 3400
prednisolon 51 4 3750
prednisolon 40 4 3475
prednisolon 39 4 3425
prednisolon 30 3 3500
prednisolon 43 5 3125
prednisolon 49 4 3900
prednisolon 58 6 3875
prednisolon 61 5 4075
prednisolon 40 4 3550
prednisolon 33 3 3250
prednisolon 51 5 3250
prednisolon 53 5 3675
prednisolon 51 5 3725
prednisolon 40 5 3300
produkty 38 3 3250
produkty 47 4 3750
produkty 45 4 4000
produkty 35 4 3350
produkty 32 4 3200
produkty 37 4 3625
produkty 31 3 3450
produkty 37 4 3300
produkty 29 3 3425
produkty 37 5 3125
produkty 34 3 3175
produkty 40 5 3500
produkty 29 4 3500
produkty 25 4 2875
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Ptiloha 3: Hodnoty méfenych parametrt sectené z jednotlivych kontrolnich dnil a z méfeni na konci

testu toxicity fluoxetinu a jeho fotodegradacnich produktt.

zasah celkem juvenila pocet snisek velikost na konci pokusu (pm)
kontrola 74 7 3750
kontrola 77 7 3375
kontrola 62 7 3250
kontrola 58 7 3550
kontrola 51 7 3800
kontrola 67 7 3625
kontrola 59 7 4050
kontrola 64 7 4100
kontrola 66 7 4250
kontrola 56 7 3550
kontrola 73 7 3625
kontrola 69 7 3250
kontrola 71 7 4025
kontrola 60 7 3750
kontrola 71 7 3800
fluoxetin 9 3 2425
fluoxetin 13 5 2750
fluoxetin 14 5 2750
fluoxetin 8 4 2425
fluoxetin 9 4 2750
fluoxetin 8 3 2800
fluoxetin 0 2450
fluoxetin 10 5 2850
fluoxetin 11 5 2550
fluoxetin 4 3 2425
fluoxetin 0 0 2000
fluoxetin 8 5 2775
fluoxetin 6 3 2525
fluoxetin 0 0 3800
produkty 2 1 2300
produkty 0 0 2125
produkty 0 0 2250
produkty 0 0 1900
produkty 1 1 2300
produkty 11 4 2625
produkty 5 1 2500
produkty 0 0 2450
produkty 0 0 2150
produkty 0 0 3750
produkty 0 0 2525
produkty 9 4 2350
produkty 4 1 2500
produkty 27 4 2450
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