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zástupce antidepresiv (fluoxetinu) za podmínek relevantních přírodním vodním systémům 
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1 Úvod 

Znečištění životního prostředí způsobené humánními a veterinárními farmaceutickými 

výrobky a výrobky osobní péče se v posledních letech stává globálním problémem. 

V důsledku neustálého nárůstu lidské populace a zvýšeného používání zejména 

neuroaktivních a protizánětlivých léčiv, antibiotik či betablokátorů objevují se v literatuře 

posledních let práce o možných toxických účincích nejen mateřských sloučenin těchto léčiv, 

ale i produktů jejich transformace pro vodní organismy (Godoy et al., 2015; Parezanović 

et al., 2019). 

Na rozdíl od jiných kontaminujících látek jsou léčiva navržena tak, aby vyvolala specifickou 

terapeutickou odpověď u lidí (Fent et al., 2006), ale mnoho z jejich molekulárních cílů je 

přítomno také v jiných organismech (Gunnarsson et al., 2008). Lze tedy očekávat možné 

biologické účinky na necílové organismy, zejména na organismy vodního ekosystému všech 

tří trofických hladin, tj. řasy, bezobratlé, ryby (De Farias et al., 2019). 

Bylo zjištěno, že z hlediska hodnocení ekologického rizika jsou významné nejen aktivní 

složky léčiv, ale i produkty jejich transformace a někdy i pomocné látky obsažené ve 

farmaceutickém výrobku (DellaGreca et al., 2004; Silva et al., 2014). 

Pokročilé analytické metody hrají významnou roli v analýze vzorků životního prostředí 

s cílem potvrdit stupeň znečištění dané části životního prostředí. Tyto rychlé, velmi citlivé 

a v posledních letech ekonomicky dostupné metody umožňují získat spolehlivé výsledky 

z většího počtu vzorků a nabízejí rychlý odhad expozice organismů farmaceutickým 

přípravkům a látkám vzniklým jejich transformací (Gracia-Lor et al., 2010; Negreira et al., 

2015).  

Evropská agentura pro léčivé přípravky požaduje, aby nová léčiva byla ve fázi vývoje 

farmaceutických přípravků podrobena posouzení rizik pro životní prostředí. Hodnocení 

expozice se provádí výpočtem předpokládané koncentrace v životním prostředí (predicted 

environmental concentration, PEC). Pokud je hodnota PEC léčiv v životním prostředí vyšší 

než 0,01 μg/l jsou nutná další sledování. V této fázi hodnocení se také vypočítává poměr 

PEC / PNEC, kde PNEC (predicted no-effect concentration) je předpokládaná koncentrace 

bez účinku. Pokud je poměr PEC / PNEC < 1, pak se předpokládá, že látka představuje malé 

environmentální riziko. Pokud je poměr PEC / PNEC > 1, pak se předpokládá možnost 

vyššího rizika (Parezanović et al., 2019). 

Nedávná studie ukázala, že poměr PEC / PNEC byl vyšší než 1 u 12 hojně předepisovaných 

léčiv, což naznačuje značné riziko pro vodní organismy (Pereira et al., 2017).  
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Přes rychle rostoucí počet studií o přítomnosti léčiv v životním prostředí je počet prací 

zabývajících se identifikací, kvantifikací a charakterizací produktů jejich přeměny 

v přírodním prostředí stále nízký. 

Potenciální účinky léčiv na životní prostředí se hodnotí pomocí testů akutní a chronické 

toxicity jednotlivých látek vůči vybraným typům organismů, neméně důležité jsou však také 

informace o aerobních a anaerobních degradačních pokusech, biologické rozložitelnosti, 

hydrolýze, případně fotochemické degradaci zkoumaných látek. Dosud však není možné 

posoudit detailně a komplexně rizika všech léčiv a jejich produktů transformace, včetně 

smíšených interakcí léčiv a pomocných látek v životním prostředí z důvodu nedostatku 

ekotoxikologických údajů a velkého počtu možných vzájemných interakcí. Transformační 

produkty mohou navíc vykazovat odlišný mechanismus účinku než mateřská sloučenina 

(Godoy et al., 2015). 

Hlavní cestou vstupu léčiv do životního prostředí je vylučování z těla jako důsledek použití 

léčiva pacientem nebo v důsledku nesprávného zacházení s nepoužitými léčivy (Gomes 

et al., 2017), kdy se léčiva dostávají do odpadních vod (Evgenidou et al., 2015). Touto 

cestou se do životního prostředí dostávají jednak původní formy léčiv jednak v lidském těle 

vzniklé metabolity původních látek (Subedi et al., 2015; Wilkinson et al., 2017). Čistírny 

odpadních vod nejsou konstruovány na zachycování velkého počtu látek nesmírně 

různorodých vlastností a v nízkých koncentracích, takže nedokáží zachytit farmaceutické 

látky, i když v posledních letech se začíná využívat filtrů s aktivním uhlím právě kvůli 

farmakologickým kontaminantům (Macías-García et al., 2019). 

Léčiva nezachycená v čistírnách odpadních vod tak mohou kontaminovat povrchové vody 

a být absorbována do rostlinných či živočišných tkání vodních organismů. Existuje mnoho 

důkazů o výskytu přibližně 160 léčiv v odpadních vodách, podzemních vodách, půdě (Luo 

et al., 2014) a dokonce některé aktivní složky farmaceutických produktů byly detekovány 

v pitné vodě (Jones et al., 2005; Mompelat et al., 2009). 

Nedostatek relevantních údajů o toxicitě většiny léčiv pro vodní organismy a rovněž údajů 

týkajících se koncentrací těchto látek v životním prostředí logicky brání odhadu možných 

negativních účinků na necílové organismy. Ačkoli byly zjištěné koncentrace léčiv v životním 

prostředí většinou na úrovni stopových koncentracích (ng/l až nízké hodnoty μg/l), mnoho 

studií ukazuje, že i takové nízké koncentrace byly dostatečné k vyvolání toxického účinku 

(Heberer, 2002; Daughton, 2016; Tiwari et al., 2017). 

V povrchových vodách může být účinná látka léčiva degradována a transformována pomocí 

biotických a abiotických procesů. Biotické procesy probíhají za účasti mikroorganismů, 



 

3 

 

abiotické transformace obvykle probíhají jako hydrolýza či fotodegradace (Tixier et al., 

2003). Pro látky rezistentní k mikrobiálnímu rozkladu a nepodléhající hydrolytickým 

přeměnám je transformace účinkem světla důležitým procesem přeměny v životním 

prostředí (Fatta-Kassinos et al., 2011). Účinnost procesů fotochemické degradace léčiv 

závisí na mnoha faktorech, jako je např. pH, zákal, intenzita a vlnová délka slunečního 

záření, zeměpisná šířka a povětrnostní podmínky. Několik prací dokládá, že produkty 

fototransformace mohou být toxičtější než výchozí látky (DellaGreca et al., 2004; Trovó 

et al., 2009; Miao et al., 2015).  

Posouzení rizik pro životní prostředí je většinou založeno na stanovení těchto rizik pro jednu 

aktivní složku, i když je tato složka v důsledku přítomna v životním prostředí jako 

vícesložková směs s různými dalšími léčivy a pomocnými látkami, které mohou ovlivňovat 

její ekotoxikologický účinek či projevovat vlastní ekotoxikologické vlastnosti (Altenburger 

et al., 2013; Backhaus, 2014). Příklady pomocných látek jako potenciálních toxických složek 

při vysokých dávkách léčiva jsou diethylenglykol, cyklodextriny, dextrany, mannitol, 

propylenglykol atd. (Valeur et al., 2018; Yang et al., 2018). V některých případech pomocné 

látky přispívají k transformacím jiných léčiv (Pifferi a Restani, 2003; Silva et al., 2014). 

Silva et al. (2014) prokázali různou ekotoxicitu pěti léčivých přípravků obsahujících stejnou 

účinnou látku (fluoxetin hydrochlorid), což potvrzuje, že pomocné látky ovlivňují 

ekotoxický potenciál.  

 

1.1 Dexametazon 

Dexametazon (Obr. 1) je syntetický hormon z třídy glukokortikosteroidů obsahující 

v molekule atom fluoru. Používá se široce při léčbě zánětů, alergií a jiných onemocnění 

souvisejících s nedostatečností kůry nadledvin. Jako derivát kortizolu (hydrokortizonu), 

steroidního hormonu produkovaného v nadledvinách, je dexametazon známý také jako 1-

dehydro-9a-fluor-16a-methylhydrokortison (Lüllmann et al., 2004).  

Jeho název podle názvosloví IUPAC1 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). 

 

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

 

Glukokortikosteroidy jsou kortikosteroidní hormony produkované kůrou nadledvin. 

Vzhledem k jejich silným protizánětlivým a imunosupresivním vlastnostem se běžně 

používají k léčbě revmatoidní artritidy a astmatu nebo jako podpůrné chemoterapeutické 

látky (Lüllmann et al., 2007). Glukokortikosteroidy se vážou na glukokortikoidní receptory 

a následně inhibují účinky zánětlivých mediátorů cyklooxygenázové a lipoxygenázové dráhy 

metabolismu kyseliny arachidonové, polynenasycené mastné kyseliny, která je složkou 

fosfolipidů. Hlavním úkolem je podpora vzniku protizánětlivě působících molekul jako je 

např. interleukin-10 (Czock et al., 2005). Tento mechanismus účinku může pomoci 

zvládnout celou řadu onemocnění charakterizovaných nadměrným zánětem. Účinky 

glukokortikosteroidů také zahrnují stimulaci glukoneogeneze, zvýšený katabolismus 

proteinů a mobilizaci volných mastných kyselin (Czock et al., 2005). K dalším jejich 

účinkům patří inhibice apoptózy, demarginace neutrofilů, působení proti otokům, kapilární 

dilatace a napomáhání ukládání fibrinu společně s kolagenem (Lee, 2015). Vysoké dávky 

glukokortikoidů se po delší době vážou kromě glukokortikoidních receptorů též na 

mineralokortikoidní receptory, čímž ovlivňují hladiny sodíku a draslíku v těle (Khan et al., 

2005). 

Dexametazon se používá při léčbě mnoha stavů, včetně revmatických problémů, řady 

kožních onemocnění, těžkých alergií, astmatu, chronického obstrukčního plicního 

onemocnění, otoku mozku a spolu s antibiotiky i při tuberkulóze. Dexametazon je také 

vhodný jako přímé chemoterapeutické činidlo u určitých hematologických malignit, zejména 

při léčbě mnohočetného myelomu (Harousseau et al., 2006). Lidé s rakovinou podstupující 

chemoterapii často dostávají dexametazon, aby působil proti některým vedlejším účinkům 

jejich protinádorové léčby jako například zvýšení antiemetického účinku antagonistů 

receptoru 5-HT3, jejichž příkladem je lékový přípravek ondansetron (Italian Group for 
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Antiemetic Research, 2000). Přesný mechanismus této interakce není známý, ale 

předpokládá se, že se kromě jiného uplatňuje inhibice syntézy prostaglandinů a snížené 

uvolňování endogenních opioidů (Holte a Kehlet, 2002). Dexametazon je přítomen též 

v některých očních, nosních a ušních kapkách používaných při infekcích v těchto oblastech 

(Brady et al., 2016; Kim et al., 2017). Dexametazon se využívá i ve veterinární medicíně 

k léčbě obtížných ušních infekcí, zejména u psů. Může být také kombinován 

s trichlormethiazidem pro ošetření koní s otokem distálních částí končetin (Khan et al., 

2005). Dexametazon lze užívat perorálně, intramuskulárně nebo intravenózně (Spoorenberg 

et al., 2014). 

Dlouhodobé užívání dexametazonu může mít za následek úbytek kostní hmoty, katarakty, 

modřiny nebo svalovou slabost. Kontraindikace dexametazonu zahrnují nekontrolovanou 

systémovou infekci, otok a poškození mozku v důsledku malárie či současnou léčbu živými 

virovými vakcínami (Ciriaco et al., 2013). 

Dexametazon se v plazmě váže na proteiny (přibližně ze 77 %) a hlavní cestou eliminace 

dexametazonu z těla je vylučování žlučí do trávicího traktu (˃ 90 %), zbytek je vyloučen 

močí (Czock et al., 2005). Průměrný poločas eliminace z organismu při podání 6 mg 

perorální tablety dexametazonu je podle Spoorenbergera et al. (2014) 6,2 – 12,4 h. 

Dexametazon je z malé části metabolizován v játrech enzymem CYP3A4 hydroxylací 

v poloze 6 na dva hydroxyderiváty a následně přeměněn dehydrogenací na 11-

dehydrodexametazon kortikosteroidním 11-beta-dehydrogenázovým izozymem 2 (Lüllmann 

et al., 2004). 

 

Široká škála farmakologických účinků řadí syntetické glukokortikoidy mezi nejpoužívanější 

léčiva na světě (DellaGreca et al., 2004). Mají potenciál kontaminovat přírodní prostředí 

prostřednictvím nedokonalého odstranění v čistírnách odpadních vod (Chang et al., 2007; 

Lin et al., 2009). Dalším vstupem syntetických hormonů do životního prostředí jsou 

velkochovy hospodářských zvířat, kde jsou často přidávány do krmných směsí z důvodu 

využití jejich anabolických vlastností a následného zvýšení rychlosti růstu svalové hmoty 

především u hovězího skotu (Calza et al., 2001; Adeel et al., 2017). Jak uvádí Chen et al. 

(2010), při analýze vod pocházejících z velkochovů hospodářských zvířat byly detekovány 

koncentrace steroidních hormonů až 1267 ng/l. Výrazně nižší koncentrace byly detekovány 

při analýze odpadních vod u čistíren odpadních vod, kde se koncentrace hormonů 

pohybovaly v řádu desítek ng/1.  
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Dexametazon byl detekován v říční vodě poblíž jedné francouzské farmaceutické továrny 

v koncentraci 10 μg/l (Gilbert, 2011). 

V rezervoáru pitné vody v Šanghaji byla tato léčiva detekována v koncentracích až 28 ng/l 

(Nie et al., 2014). 

 

Častý výskyt dexametazonu ve vodním prostředí vedl ke zkoumání jeho vlivu na organismy 

vodního ekosystému. 

Účinky dexametazonu na reprodukci, růst a vývoj ryb se zabýval LaLone et al. (2012). Ke 

stanovení reprodukční toxicity a účinků dexametazonu v raném stadiu jelenečka 

velkohlavého (Pimephales promelas) byl zvolen 21denní reprodukční test a 29denní 

embryo-larvální test. Expozice 500 µg/l dexametazonu ve 21denním testu způsobila snížení 

reprodukční schopnosti u samců. V plazmě samic byl výrazně snížen estradiol. Samice ryb 

vystavené této dávce dexametazonu také vykazovaly zvýšení plazmatických hladin 

vitellogeninového proteinu, pravděpodobně kvůli sníženému tření. Histologické výsledky 

ukazují, že 29denní embryo-larvální expozice 500 µg/l dexametazonu způsobila významné 

zvýšení deformací žaber. Potěr ryb vystavených dexametazonu po dobu 29 dní vykazoval 

významné snížení hmotnosti a délky ve srovnání s kontrolním potěrem.  

Toxicitou osmi léčiv včetně dexametazonu pro ryby v raném stadiu života s využitím téhož 

druhu ryb se věnovali Overturf et al. (2012), kteří zjistili, že jedinci vystavení působení 

dexametazonu vykazovali významné snížení přežití (téměř 50%) při koncentraci 577 μg/l. 

Sledováním toxicity dexametazonu společně s diklofenakem (zástupce nesteroidních 

antirevmatik) se zabývali Guiloski et al. (2015). Obě látky způsobily oxidativní stres 

v jaterních buňkách trahira malabarského (Hoplias malabaricus). Dexametazon navíc 

redukoval antioxidační systém v pohlavních žlázách ryb. Hlavní účinkem obou léčiv bylo 

výrazné snížení hladiny testosteronu u samců, čímž byla ohrožena jejich reprodukční 

schopnost. Účinky se projevily již při dávce 0,3 µg/kg pro dexametazon a 0,2 µg/kg pro 

diklofenak.  

Bal et al. (2017a) provedli studii s cílem posoudit vliv vícegeneračních expozic dvou 

glukokortikoidů (dexametazonu a prednisolonu) na parametry života korýše Ceriodaphnia 

dubia. Výsledky testů ukázaly, že korýši C. dubia vykazovali různé citlivosti vůči oběma 

studovaným chemickým látkám, byli však při 48 hodinové expozici ve všech generacích 

citlivější na dexametazon (EC50
2 0,75 mg/l) ve srovnání s prednisolonem (EC50 19 mg/l). 

                                                 
2 Střední účinná (efektivní) koncentrace 
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U obou sledovaných látek byly prokázány snížené hodnoty plodnosti, velikosti embrya, doby 

do prvního embrya, rychlosti růstu populace i růstu těla. 

Ve studii DellaGreca et al. (2004) byla testována toxicita dexametazonu a prednisolonu 

a jejich fotochemických produktů vzniklých po několikahodinovém ozáření solárním 

simulátorem na řase Pseudokirchneriella subcapitata (dříve známá jako Selenastrum 

capricornutum) a korýši Ceriodaphnia dubia. Korýši byli výrazně citlivější než řasy – pro 

dexametazon byla stanovena efektivní koncentrace 0,05 mg/l, zatímco u řasy nebyl 

pozorován efekt ani v koncentraci 160 mg/l.  

Kawabata et al. (2013) provedli studii, ve které byl zkoumán vliv záření různých vlnových 

délek na perzistenci a ekotoxicitu léčiv kontaminujících vodní prostředí. Vystavili devět 

léčiv (včetně dexametazonu a prednisolonu) v koncentraci řádově 1 mg/l slunečnímu světlu 

(léto, Hiroshima, Japonsko). Všechna léčiva podléhala fotodegradaci při použití UV-C 

záření, dexametazon byl zcela odbourán během 6 hodin. K jeho degradaci docházelo 

i při použití rozmezí vlnových délek UV-B (doba potřebná k odbourání činila 24 h), zatímco 

UV-A bylo méně účinné (po 24 h nedošlo k úplnému odbourání). 

Kawabata et al. (2013) dále testovali toxicitu zkoumaných léčiv pro luminiscenční bakterie. 

Test prokázal, že v případě dexametazonu UV degradace snížila toxicitu vůči 

luminiscenčním bakteriím, v případě dalších léčiv ale byla prokázána u fotoproduktů toxicita 

zvýšená. 

 

1.2 Prednisolon 

Prednisolon (Obr. 2) je stejně jako dexametazon synteticky vyrobený glukokortikoid 

odvozený od kortizolu (hydrokortizonu) a široce používaný v humánní i veterinární 

medicíně pro své protizánětlivé, imunosupresivní, antineoplastické a vazokonstrikční účinky 

(Yasir a Sonthalia, 2019). Z chemického hlediska se jedná o biologicky aktivní metabolit 

prednisonu, který se získává dehydrogenací molekuly kortizonu v pozicích 1 a 2 jádra 

cyklopentan-perhydro-fenanthrenu. Systematický název prednisolonu podle názvosloví 

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: Strukturní vzorec prednisolonu (ChEBI). 

 

Prednisolon je indikován k léčbě určitých typů alergií, zánětlivých stavů, autoimunitních 

poruch a jako podpůrná léčba u určitých druhů rakovin. Některé z těchto stavů zahrnují 

adrenokortikální nedostatečnost, vysokou hladinu vápníku v krvi, revmatoidní artritidu, 

dermatitidu, zánět očí, astma a roztroušenou sklerózu (Lüllmann et al., 2004; Lee, 2015). 

Používá se orálně ve formě tablet, intravenózně, jako kožní krém nebo oční kapky 

(Czock et al., 2005). Oční suspenze prednisolon acetátu je vhodná ke snížení zarudnutí, 

otoku, svědění a alergických reakcí ovlivňujících oko. Oční suspenzí lze léčit i bakteriální 

keratitidu (Herretes et al., 2014). Obdobně jako všechny glukokortikosteroidy má 

prednisolon převažující glukokortikoidní a nízkou mineralokortikoidní aktivitu, díky čemuž 

je užitečný při léčbě široké škály zánětlivých a autoimunitních stavů (Czock et al., 2005). 

Prednisolon lze také použít jako imunosupresivní lék při transplantaci orgánů (Vethe et al., 

2011). Má své využití i ve veterinární léčbě zejména u zánětlivých a alergických stavů 

u koček a psů. 

Mezi vedlejší účinky při krátkodobém užívání patří gastrointestinální poruchy, pocit únavy, 

nespavost a neklid. K běžným vedlejším účinkům při dlouhodobém užívání patří úbytek 

kostí a svalů, slabost, zvýšené riziko kvasinkové infekce, vyrážky a snadné modřiny (Yasir 

a Sonthalia, 2019). 

Prednisolon má krátkou dobu působení, protože poločas přetrvávání v plazmě je 2,1 – 3,5 h. 

Vazba na proteiny je velmi variabilní a pohybuje se v rozmezí od 65 do 91 % u zdravých 

pacientů (Czock  et al., 2005). Farmakokinetické studie u člověka prokázaly, že vysoký podíl 

(˃ 98 %) prednisolonu se vylučuje močí. Prednisolon může být metabolizován na prednison, 

jehož následně vzniklé metabolity a glukurované konjugáty jsou opět vylučované močí 

(Matabosch et al., 2015). 
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Prednisolon se v posledních letech řadí k nejpředepisovanějším léčivým látkám (Díez et al., 

2018). Stejně jako jiná léčiva se prednisolon dostává do povrchových vod, přičemž 

významným zdrojem znečištění jsou odpadní vody z nemocnic, kde byla potvrzena 

přítomnost prednisolonu v rozmezí koncentrací 315 – 1918 ng/l (Schriks et al., 2010). 

Koncentrace prednisolonu detekované v povrchových vodách se pohybují od ng/l do 

jednotek μg/l (Schriks et al., 2010; Klauson et al., 2013). 

Naopak velmi nízké koncentrace udávají Chang et al. (2007), kteří identifikovali několik 

glukokortikoidů v sedmi čistírnách odpadních vod a blízkých říčních vodách (Peking, Čína), 

kde detekovali koncentraci prednisolonu v rozmezí 1,4 – 4,6 ng/l ve vstupních a 0,5 –

0,62 ng/l v odtokových vzorcích z čistíren odpadních vod.  

 

Mezi toxikologické studie zabývající se vlivy prednisolonu na vodní organismy patří 

např. práce De Vrieze et al. (2014), kde prokázali, že prednisolon indukuje osteoporotický 

fenotyp při regeneraci šupin dánia pruhovaného (Danio rerio). Vystavení prednisolonu 

v koncentraci 9,01 mg/l mělo za následek změnu obsahu minerálů (poměr vápník/fosfor) 

a vznik osteoporotické genové exprese v osteoblastech a osteoklastech.  

Bal et al. (2016) pozorovali účinek koncentrací prednisolonu (62,5 až 125 μg/l) 

v embryonálním vývoji sladkovodního hlemýždě Physa acuta a to zejména na ukládání 

vápníku a následně ztenčení ulity. 

O rok později provedli Bal et al. (2017b) podobnou studii, kde byly posuzovány 

vícegenerační účinky prednisolonu na různá stádia životního cyklu na stejném organismu. 

Kontinuální expozice prednisolonu způsobila generační poškození u více sledovaných 

parametrů - anomálie se vyskytly jak ve struktuře skořepiny ulity, tak ve velikosti ulity 

a v jejím vývoji. Hodnoty LOEC (low observed effect concentration, nejnižší koncentrace 

s pozorovaným účinkem) se v exponovaných generacích pohybovaly od 4 do 32 μg/l. 

Přestože nalezené hodnoty LOEC jsou relativně vysoké s dosud měřenými koncentracemi 

v přírodních vodách, autoři odvozují, že jejich výsledky s dlouhodobou expozicí P. acuta 

mohou stimulovat další práce na výzkumu transgeneračních epigenetických jevů a odhalit 

nové odpovědi organismů na expozici člověkem produkovaných látek. 

Ve studii Kugathase a Sumptera (2011) bylo zjištěno, že 21denní expozice prednisolonu 

o koncentraci 1 µg/l významně snižuje počet leukocytů a významně zvyšuje hladiny glukózy 

v plazmě u dospělých samců jelenečka velkohlavého (Pimephales promelas). 

Výzkumem vlivu prednisolonu v časných stádiích dánia pruhovaného (Danio rerio) na 

fyziologické a behaviorální reakce se zabývají práce McNeila et al. (2016a a 2016b). V práci 
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McNeila et al. (2016a) byl zkoumán vliv prednisolonu na morfologii oka. Expozice 

prednisolonu nezměnila morfologii oka, ale byla snížena agregace melaninu v kůži v reakci 

na zvyšující se úroveň světla a embrya vystavená prednisolonu (10 μg/l) udržovala tmavší 

fenotyp. Vystavení prednisolonu také zvýšilo preferenci embryí pro tmavé prostředí.  

Cílem druhé studie (McNeil et al., 2016b) bylo prozkoumat fyziologický a behaviorální 

dopad expozice environmentálně relevantním koncentracím prednisolonu během 

embryogeneze dánia pruhovaného (Danio rerio). Při sledovaných koncentracích byla 

signifikantně snížena frekvence spontánních svalových kontrakcí. Během embryogeneze 

byla významně zvýšena srdeční frekvence i spotřeba kyslíku. V odezvě na 1 μg/l 

prednisolonu byly detekovány morfologické změny dolní čelisti. Významně bylo ovlivněno 

i několik parametrů charakterizující pohyb těchto živočichů, např. neobvyklá frekvence 

spontánních svalových kontrakcí či netypické změny v expresi myostatinu, produkci 

osteoblastů, regulaci svalové hmoty, mineralizaci kostí a v pohybech při plavání. 

Výsledky studií potvrzují, že syntetické glukokortikoidy mají nepříznivý vliv na 

metabolismus, behaviorální chování, fyziologii, pohyb, regeneraci či genovou expresi u ryb. 

 

1.3 Fluoxetin 

Fluoxetin je silný psychotropní lék ze třídy selektivních inhibitorů zpětného vychytávání 

serotoninu (SSRI - selective serotonine reuptake inhibitors). V terapii se fluoxetin používá 

ve formě hydrochloridu jako racemická směs dvou enantiomerů (Obr. 3), přičemž S-

enantiomer je při inhibici zpětného vychytávání serotoninu přibližně 1,5krát účinnější než R-

enantiomer (Hiemke a Härtter, 2000). Konformační vlastnosti fluoxetinu vysoce ovlivňují 

jeho neurotransmiterovou roli a selektivitu. Systematický název fluoxetinu podle názvosloví 

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

Obr. 3: Strukturní vzorce S- a R- enantiomerů fluoxetinu (ChEBI). 
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Fluoxetin vyvolává antidepresivní účinek tím, že se váže v presynaptické membráně na 

serotoninový transportér označovaný SERT nebo 5-HT3 a inhibuje tak zpětné vychytávání 

neurotransmiteru serotoninu, čímž se zvyšuje koncentrace, dostupnost a přenos tohoto 

neurotransmiteru v postsynaptických receptorových místech. Fluoxetin zpožďuje zpětné 

vychytávání serotoninu, což má za následek delší přetrvávání serotoninu po jeho uvolnění 

v mozku (Pinna et al., 2009; Fabbri et al., 2014). Navíc má fluoxetin též slabou afinitu 

k transportérům noradrenalinu a dopaminu (Perez-Caballero et al., 2014), což při podávání 

vysokých dávek fluoxetinu (tzv. supraterapeutických dávek 60 až 80 mg na den) může 

způsobit obsazení těchto transportérů a volný dopamin a noradrenalin tedy mohou přispívat 

k antidepresivnímu účinku. 

Fluoxetin je indikován k léčbě depresivní poruchy, obsedantně-kompulzivní poruchy, 

posttraumatické stresové poruchy, poruch příjmu potravy (zejména mentální bulimie) 

a panické poruchy (Stewart et al., 2014). Některé studie uvádějí přínos fluoxetinu u lidí 

s autismem (Williams et al., 2013). Fluoxetin se užívá perorálně ve formě potahovaných 

tablet. Mezi běžné nežádoucí účinky u osob léčených fluoxetinem patří potíže se spánkem,  

nevolnost, ztráta chuti k jídlu, sucho v ústech nebo dermatologické změny na kůži v podobě 

vyrážky. Mezi závažnější nežádoucí účinky patří serotoninový syndrom, tedy život 

ohrožující toxicita vysokých koncentrací serotoninu, zvýšené riziko sebevražedného chování 

v počátečních stádiích léčby a ve vzácných případech zvýšené riziko kožních krvácivých 

projevů jako je purpura a ekchymóza (Lüllmann et al., 2007). 

Fluoxetin je metabolizován v játrech izoenzymy systému cytochromu P450, včetně 

CYP2D6, který je zodpovědný za přeměnu fluoxetinu N-demetylací na jeho jediný aktivní 

metabolit norfluoxetin (Margolis et al., 2000).  

Fluoxetin i norfluoxetin se vážou na plazmatické proteiny (přibližně z 94 %), což umožňuje 

snadnou distribuci léku i jeho aktivního metabolitu norfluoxetinu do mozku (Perez-

Caballero et al., 2014). Fluoxetin je vylučován z lidského těla primárně močí v podobě 

norfluoxetinu nebo glukuronovaného fluoxetinu (Silva et al., 2012) a pouze méně než 10 % 

podané dávky je vylučováno jako nezměněná původní sloučenina (Hiemke a Hartter, 2000). 

Fluoxetin i norfluoxetin vykazují extrémně pomalou eliminaci z těla. Obě látky časem 

inhibují svůj vlastní metabolismus, takže poločas eliminace fluoxetinu se z 1 až 3 dnů po 

akutním podání mění na 4 až 6 dnů po dlouhodobém užívání. Podobným způsobem se mění 

poločas eliminace norfluoxetinu až na 16 dnů při dlouhodobém užívání (Hiemke 

                                                 
3 Serotonin neboli 5-hydroxytryptamin je zkráceně označován 5-HT. 
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a Hartter, 2000). Koncentrace léčiva a jeho aktivního metabolitu v krvi tedy během prvních 

několika týdnů léčby stále roste a jejich stabilní koncentrace v krvi je dosaženo až po čtyřech 

týdnech (Brunswick et al., 2002). Úplné vyloučení léku po ukončení podávání z těla může 

trvat až několik týdnů. Tyto údaje o poločasech eliminace fluoxetinu a norfluoxetinu 

potvrzují studie Henryho et al. (2005), kteří udávají, že během prvního týdne po přerušení 

léčby se koncentrace fluoxetinu v mozku snižuje pouze o 50 % a Burkeho et al. (2000), kteří 

zjistili, že od ukončení léčby je norfluoxetin v krvi stále detekovatelný po dobu 7 týdnů. 

 

Selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu (SSRI) jsou v současné době nejvíce 

předepisovanými psychotropními léky, fluoxetin je nejčastěji používaným preparátem z této 

skupiny léků (Stewart et al., 2014). V důsledku toho byly fluoxetin i jeho aktivní metabolit  

norfluoxetin často detekovány v řadě vzorků z odpadních a povrchových vod. Maximální 

koncentrace fluoxetinu zjištěná v rozsáhlé studii amerických jezer, potoků a řek v letech 

1999-2000 byla 12 ng/l (Kolpin et al., 2002). Schultz et al. (2010) uváděli koncentrace 

fluoxetinu 15 ng/l v řece po proudu od čistíren odpadních vod v USA. Naopak práce 

Metcalfa et al. (2003) shrnující analýzy léčiv v oblasti Velkých jezer v Kanadě v odtocích 

z čistíren odpadních vod v období léta a podzimu roku 2000 uvádí koncentrace fluoxetinu až 

99 ng/l. Přes zavádění procesů na odstraňování léčiv včetně fluoxetinu při čištění odpadních 

vod, u nichž je udáváno, že odstraní až 80 % fluoxetinu, je jeho stálý přísun a relativní 

stabilita příčinou toho, že tato látka je v povrchových vodách opakovaně detekována 

(Vasskog et al., 2006). Norfluoxetin byl měřen v odtoku odpadních vod v Montrealu 

v Kanadě v koncentracích 12 – 13 ng/l během dvou různých vzorkovacích studií (Lajeunesse 

et al., 2008) a v povrchových vodách povodí Horní Tennessee v koncentraci 3,9 – 10 ng/l 

(Conley et al., 2008). 

Ačkoliv byly fluoxetin a norfluoxetin detekovány v životním prostředí v relativně nízkých 

koncentracích, mohou představovat environmentální riziko prostřednictvím akumulace 

v sedimentech (Furlong et al., 2004). Též byla prokázána bioakumulace ve tkáních živých 

organismů (Silva et al., 2015). Brooks et al. (2005) detekovali fluoxetin a norfluoxetin 

v mozkových, jaterních a svalových tkáních tří různých druhů ryb žijících v severním 

Texasu v USA, přičemž nejvyšší koncentrace fluoxetinu a norfluoxetinu byly naměřeny 

v mozkové tkáni a to 1,58 ± 0,74 ng/g pro fluoxetin a 8,86 ± 5,9 ng/g pro norfluoxetin. 

V játrech byl fluoxetin detekován v koncentraci 1,34 ± 0,65 ng/g, ve svalu 0,11 ± 0,03 ng/g. 

Norfluoxetin byl v játrech detekován v koncentraci 20,27 ± 5,73 ng/g, ve svalu 
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1,07 ± 0,41 ng/g. V jiné studii byl ovšem ve tkáni sladkovodní mušle (Elliptio complanata) 

fluoxetin zjištěn ve výrazně vyšším množství a to 79,1 ng/g (Chu a Metcalfe, 2007). 

Jak fluoxetin tak norfluoxetin jsou odolné vůči biodegradaci a hydrolýze (Furlong et al., 

2004).  

Existuje řada prací, která se zabývá vlivem látek patřících do skupiny SSRI na biologické 

funkce vodních organismů, jako je růst (Brooks et al., 2003a), přežití (Brooks et al., 2003b), 

reprodukce (Péry et al., 2008), chování (Winder et al., 2012), regenerace (Ofoegbu et al., 

2019b) či poškození DNA (Ofoegbu et al., 2019a). Změna v mechanismu zpětného 

vychytávání serotoninu zprostředkovaná SSRI může pravděpodobně vést ke škodlivým 

účinkům ve více biologických procesech u vodních organismů, protože rovnováha tělesné 

homeostázy je řízena převážně v mozku a centrálním nervovém systému obratlovců 

i bezobratlých (Kreke a Dietrich, 2008; Johnson a Sumpter, 2014). Kromě specifického 

účinku SSRI může fluoxetin a jeho metabolit norfluoxetin také interagovat s enzymy 

cytochromu P450, které tvoří důležitou superrodinu detoxikačních enzymů nacházející se v 

suchozemských a vodních organismech, od bakterií až po obratlovce (Hemeryck a Belpaire, 

2002). 

 

Významný vliv fluoxetinu a to i v nízkých koncentracích byl pozorován na různých 

trofických úrovních necílových organismů, řas, bezobratlých a obratlovců. 

Posouzení účinků fluoxetinu na životní cyklus vodních bezobratlých se věnovali Péry et al. 

(2008). Tři druhy organismů, perloočka Daphnia magna, různonohý korýš Hyalella azteca 

a vodní plž Potamopyrgus antipodarum byli vystaveni roztokům fluoxetinu. Účinky 

fluoxetinu byly pozorovány při koncentracích kolem 10 µg/l, zejména pro reprodukci 

D. magna a P. antipodarum. U reprodukce H. azteca nebyl zjištěn žádný účinek na 

reprodukci, ale významný vliv na velikost těla byl pozorován u 33 µg/l. 

Pokud jde o nepříznivé účinky fluoxetinu na reprodukci vodních bezobratlých organismů, 

některé studie jsou v rozporu. Flaherty a Dodson (2005) zjistili zvýšení reprodukce 

u D. magna při expozici 36 µg/l fluoxetinu po dobu 30 dnů. Také Brooks et al. (2003b) 

pozorovali výrazné zvýšení plodnosti u Ceriodaphnia dubia během sedmidenního období 

expozice fluoxetinu o koncentraci 56 µg/l. Naopak Henry et al. (2004) pozorovali 

reprodukční pokles u stejného druhu při expozici 89 µg/l. 

 

Jiné studie se zabývaly hodnocením vlivu fluoxetinu na ryby a jejich vývojová stádia. Foran  

et al. (2004) zaznamenali při dlouhodobé expozici environmentálně relevantních koncentrací 
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fluoxetinu vývojové abnormality embryí (otoky, zakřivené páteře) a neúplný vývoj (žádné 

prsní ploutve, snížené postavení očí). Dále byla zaznamenána zvýšená koncentrace 

cirkulujících steroidů u samic. 

De Farias et al. (2019) v testech akutní toxicity pozorovali zpožděné líhnutí, ztrátu 

rovnováhy a účinky na lokomotorickou a acetylcholinesterázovou aktivitu. 

Latifi et al. (2015) zjistili u samců ryb významné snížení hladiny testosteronu po expozici 

fluoxetinu. Hlavní účinky fluoxetinu byly však pozorovány na úrovni reprodukčního cyklu 

(vliv na počet vajíček a inter-reprodukční intervaly). 

Dopad expozice fluoxetinu na pohybové chování ryb zkoumali Winder et al. (2012). Již po 

velmi krátké době expozice fluoxetinu vykazovala zvířata sníženou lokomotorickou aktivitu. 

       Zásadní studii ohledně enantiospecificity provedli Stanley et al. (2007). Zkoumali 

enantiospecifické subletální účinky fluoxetinu a prokázali, že S-fluoxetin je výrazně 

toxičtější než R-fluoxetin. V testu EC10 (efektivní koncentrace pro desetiprocentní snížení 

aktivity) byla hodnota koncentrace pro R-fluoxetin 132,9 µg/l, zatímco pro S-fluoxetin 

14,1 µg/l. 

 

Sledování účinků fluoxetinu na fotosensitizující organismy byla rovněž věnována pozornost. 

V práci Brookse et al. (2003a) byla pro řasu P. subcapitata (dříve Selanastrum 

capricornutum) uvedena nejnižší pozorovaná koncentrace účinku (LOEC) 13,6 mg/l. Při této 

koncentraci byla také pozorována výrazná deformace a menší velikost buněk P. subcapitata 

než u neošetřených kontrol. Mechanismus, kterým může fluoxetin indukovat deformaci 

v řasových buňkách, není doposud znám.  

Amy-Sagers et al. (2017) provedli laboratorní ekotoxikologická hodnocení pro širokou škálu 

koncentrací fluoxetinu na fyziologii vodní rostliny L. minor a na její fotosyntetickou funkci. 

Fluoxetin významně snížil denní rychlost růstu a reprodukci při 90 µg/l. 

 

Některé studie se zabývaly účinky fluoxetinu v kombinaci s jinými léčivy. 

Franzellitti et al. (2013) se zabývali účinky propranololu a antidepresiva fluoxetinu na slávce 

středomořské (Mytillus galloprovincialis), a to samostatně i v kombinaci. Propranolol 

působil proti zvýšení exprese genového produktu serotoninového receptoru (5-HT1) 

indukovaného fluoxetinem, aniž by však měl vlastní účinek. Navíc tato léčiva snižovala 

hladinu ABCB mRNA v zažívací žláze mušlí, když působila samostatně, ale nezpůsobila 

žádné významné změny v testu směsi. 
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Účinkům antidepresiv na cirkadiánní rytmy u ryb se ve své práci věnovali Melvin et al. 

(2017). Fluoxetin ani sertralin neměly vliv na vzorce denních aktivit, pokud byly ryby 

vystaveny těmto sloučeninám samostatně v jakékoli koncentraci, zatímco venlafaxin 

významně narušil normální cirkadiánní rytmus. Směs fluoxetinu, sertralinu a venlafaxinu 

rozrušila denní rytmy. 

Painter et al. (2009) se ve své práci zabývali vlivem antidepresiv na únikové chování embryí 

a larev ryb. Studie prokázala, že vystavení směsi čtyř antidepresiv (fluoxetin, sertralin, 

venlafaxin, bupropion) zpomalilo únikové chování ryb jak ve stádiu embrya, tak i ve stádiu 

larvy. 

 

1.4 Využití hrotnatky Daphnia magna v ekotoxikologii 

Ekotoxikologie je vědní obor zabývající se studiem účinků toxických látek na živé 

organismy na všech úrovních biologické organizace od molekulární úrovně až po celé 

populace, společenstva, ekosystémy a biosféru (Anděl, 2011). Hlavním cílem 

ekotoxikologických studií je monitorovat a předpovědět osud a vliv cizorodých látek 

v kontextu všech ostatních faktorů životního prostředí pomocí testů akutní a chronické 

toxicity. Na základě těchto znalostí lze navrhnout nejúčinnější opatření k prevenci nebo 

nápravě škodlivých účinků. V ekosystémech, které jsou již znečištěny, mohou 

ekotoxikologické studie sloužit k výběru účinné a efektivní obnovy ekosystémových struktur 

a funkcí (Anděl, 2011). 

Pomocí ekotoxikologických biotestů lze prokázat toxický účinek testované látky, směsi 

látek, výluhů apod. sledováním změn konkrétních parametrů organismu (přežití, reprodukce, 

růst, chování, regenerace, mezibuněčná komunikace a mutagenita) po aplikaci testované 

látky za definovaných podmínek (Fent et al., 2006). Odpověď organismu na testovanou látku 

může vzniknout při krátkodobém působení látky (testy akutní toxicity) nebo dlouhodobé 

expozici (testy chronické toxicity). Testy akutní i chronické toxicity jsou vhodné 

pro chemické látky, které jsou rozpustné ve vodě, popřípadě je možné je udržovat ve 

stabilních suspenzích či disperzích. Testování je vhodné i pro environmentální vzorky 

z povrchových, podzemních či odpadních vod (čištěných v čistírnách odpadních vod 

i nečištěných) a vodných výluhů z pevných matric (Fent et al., 2006).  

K nejrozšířenějším metodikám testů toxicity se řadí testování na vodních organismech. 

Nejvyužívanější organismy jsou ryby jako např. Danio rerio, Cyprinus carpio nebo 

Oncorhynchus mykkis (Corcoran et al., 2010; Stewart et al., 2014). K testování se velmi 

často využívají také bezobratlí živočichové jako např. perloočky, žábronožky, vířníci nebo 
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lasturnatky (Camargo et al., 2005) ale i jednobuněčné zelené řasy (např. Desmodesmus 

subspicatus), rostliny (Lemna minor, Sinapis alba), heterotrofní sinice, bakterie či kvasinky 

(Bondarenko et al., 2016; Neale et al., 2017). Testované organismy by měly být vybírány na 

základě dopodrobna známé etologie, ekologie, a životního cyklu. Sladkovodní korýš 

hrotnatka velká (Daphnia magna) je typickým příkladem takového organismu. Je jedním 

z nejpoužívanějších modelů vodních bezobratlých pro environmentální toxikologická 

hodnocení znečišťujících látek po celém světě (Shaw et al., 2008). Literatura uvádí, že 

využití hrotnatek představuje 8 % všech experimentálních údajů o vodních bezobratlých 

organismech v toxikologických databázích (Denslow et al., 2007). Kromě ekotoxikologie 

využívají hrotnatku i jiné oblasti výzkumu zaměřující se na fyziologii (Glover a Wood, 

2005), vrozenou imunitu (Little et al., 2003), interakce mezi hostitelem a parazity (Jensen 

et al., 2006), stárnutí (Iampolskiĭ a Galimov, 2005), epidemiologii (Hall et al., 2006) 

a vývojovou regulaci (Shiga et al., 2006). 

 

Daphnia magna (hrotnatka velká) je malý zooplanktonní korýš rodu Daphnia, který 

systematicky patří do čeledi hrotnatkovití (Daphniidae) a řádu perloočky (Cladocera). Délka 

dospělé samice dosahuje velikosti až 5 mm, samci jsou výrazně menší (2 mm). Patří 

k největším druhům svého rodu (Forró et al., 2007). 

D. magna je rozšířena na severní polokouli. Obývá rozmanité sladkovodní prostředí různých 

velikostí, od drobných tůní až po velká jezera, rybníky a údolní nádrže bohaté na sediment 

a organickou hmotu. Vyhýbá se vodám s prudkým tokem, podzemním a extrémně 

znečištěným vodám. Vyskytuje se převážně v pelagické zóně stojatých vod, protože se živí 

především suspendovanými částicemi ve vodním sloupci (hlavně řasami, ale také bakteriemi 

a detritem). Ve srovnání s jinými druhy hrotnatek se vyskytuje častěji ve spojení se 

substrátem, kde je schopna využívat bentické zdroje potravy jako perifyton a sediment 

(Siehoff et al., 2009). 

Hrotnatky představují ekologicky důležitou složku potravních řetězců ve vodních 

ekosystémech, protože jsou primárními konzumenty bakterií, sinic, prvoků a zejména 

planktonních řas, čímž určují jejich hustotu, druhové složení, zabraňují jejich přemnožení 

a napomáhají správnému fungování vodních ekosystémů. Zároveň slouží hrotnatky jako 

primární zdroj potravy pro mnohé planktivorní ryby a tvoří tak transformační článek energie 

a biomasy mezi primárními producenty a rybami (Tessier et al., 2000; Lampert, 2006). 

Hrotnatky jsou velmi citlivé na jakékoli změny chemického složení vodního prostředí, proto 

jejich pokles ve vodárenských nádržích, jezerech či rybnících slouží jako důležitý 
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bioindikátor environmentálního hodnocení vodních systémů, zejména při kontaminaci pitné 

vody (Zeng et al., 2012). 

Jako většina ostatních druhů rodu Daphnia se hrotnatka reprodukuje pomocí heterogonie 

(Obr. 4) vázané na podmínky prostředí (střídání asexuálního partenogenetického 

a pohlavního rozmnožování). Tato forma reprodukce je charakterizována střídavou produkcí 

asexuálního potomstva a v určité době produkcí haploidních vajíček, která je třeba oplodnit 

samci při pohlavním rozmnožování (Shaw et al., 2008). Asexuální vajíčka (až několik 

desítek na snůšku) jsou diploidní, tvoří se partenogeneticky při příznivých podmínkách 

v zárodečném prostoru dospělé samice a vyvinou se v geneticky identické samice. Vajíčka 

prochází osmi vývojovými stádii a délka embryonálního vývoje závisí hlavně na teplotě 

prostředí. Při teplotě 25 °C a za dobrých životních podmínek vzniká snůška i po 46 

hodinách. Juvenilové procházejí čtyřmi až šesti vývojovými stádii, zrají po dobu 5 – 10 dnů. 

Jednotlivá stadia juvenilů lze odlišit podle postupného svlékání chitinové schránky. Za 

dospělého je jedinec považován od okamžiku, kdy u něj dojde k první snůšce (Ebert, 2005). 

V reakci na nepříznivé environmentální podněty (změna teploty, změna fotoperiody, úbytek 

potravy, chemické znečištění) začnou hrotnatky produkovat haploidní klidová (diapauzní) 

vajíčka, ze kterých se líhnou samci umožňující pohlavní reprodukci (Ignace et al., 2011). Ve 

vaječníku samice dochází k oplodnění vajíček, ta jsou poté zabalena do ochranného 

chitinového obalu zvaného sedélko (efipium). Tato klidová vajíčka vstupují po oplodnění do 

fáze diapauzy a jsou schopna odolávat dlouhým obdobím nepříznivých až extrémních 

podmínek prostředí (i dlouhodobé vyschnutí). Jakmile nastanou vhodné podmínky, dojde 

k líhnutí. Líhnutí se spouští v reakci na specifické podněty, jako je teplota nebo zkrácení 

fotoperiody. Z klidových vajíček se vyvinou výhradně samice (Ebert, 2005). 
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Obr. 4: Životní cyklus Daphnia magna (upraveno podle Vizoso, 2013, commons.wikimedia.org). 

 

Hrotnatka velká patří k nejlépe prostudovaným vodním bezobratlým živočichům z hlediska 

biologie a toxikologických specifik, proto se široce používá jako modelový organismus pro 

testování biologických účinků chemických látek a kontaminantů rozpuštěných ve vodě 

(Shaw et al., 2008). 

Hrotnatka má několik výhodných charakteristik, díky nimž je cenná pro biologický výzkum. 

Její průhlednost umožňuje pozorování vnitřních anatomických struktur v mikroskopu. 

Reprodukce cyklickou partenogenezí umožňuje vytvářet klony (asexuální reprodukce) nebo 

provádět křížení mezi kmeny při sexuální reprodukci (Shaw et al., 2008), kdy vývoj sexuálně 

produkovaných diapauzovaných vajíček lze zastavit v klidové fázi. Vajíčka hrotnatky 

zůstávají životaschopná po celá desetiletí a poté poskytují jedinečnou příležitost pro 

zkoumání předešlých populací a změn populací v čase v určité oblasti (Pollard et al., 2003; 

Ignace et al., 2011). Mezi další praktické atributy, díky nimž je Daphnia magna užitečným 

modelovým systémem pro experimentální výzkum, patří poměrně snadná manipulace, 

nenáročný chov a udržovatelnost v relativně jednoduchých definovaných médiích. Výhodou 

tohoto organismu je i rychlá reprodukce (krátká generační perioda), snadné a levné krmení 

planktonními řasami a příhodná velikost. Kromě toho je Daphnia magna velmi užitečný 

modelový systém pro toxikologii vzhledem k její jedinečné citlivosti k toxickým látkám a 

změnám vlastností daného prostředí (Villegas-Navarro et al., 2003). Rod Daphnia je velmi 
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rozšířený a jednotlivé druhy tohoto rodu jsou si biologicky velmi podobné. Lze tedy 

očekávat, že látka testovaná na jednom druhu bude mít velmi podobný účinek i u dalších 

druhů hrotnatek, které se vyskytují jinde ve světě. Daphnia magna se navíc (díky své 

velikosti) liší od ostatních druhů velkým množstvím juvenilů v jedné snůšce, přičemž tito 

juvenilové jsou poměrně velcí a lehce zabarvení, tudíž je velmi snadné vyhodnocovat jejich 

počty (Forró et al., 2007). 

Pro všechny výše uvedené vlastnosti je hrotnatka hojně využívána v ekotoxikologickém 

výzkumu jak v testech akutní toxicity, tak i v testech toxicity chronické a subchronické4. 

I přes značný technologický pokrok jsou ekotoxikologické testy s hrotnatkami stále jedním 

z nejspolehlivějších způsobů, jak zjistit toxický vliv chemických polutantů na vodní 

ekosystémy. Pokročilé technologie společně s modelovými organismy vytvářejí stále 

vyspělejší metody a ekotoxikologie se tak posouvá stále vpřed. Hrotnatka jako relevantní 

zástupce vodního ekosystému se nadále blíže zkoumá a jsou u ní sledovány stále nové 

účinky jako např. změny v expresi genů (Dominguez et al., 2015) či změny biochemických 

parametrů (Ulm et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
4 Subchronická toxicita zahrnuje nepříznivé účinky, které se objeví u laboratorního zvířete v důsledku 

opakované expozice chemické látky po dobu představující 10 % očekávané délky života příslušného 

organismu. 
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2 Materiály a metody 

Všechny testované látky (dexametazon, prednisolon, fluoxetin) byly zakoupeny od firmy 

Sigma-Aldrich. Zásobní roztoky jednotlivých látek byly připravovány rozpuštěním 

v ultračisté vodě (Milli-Q®) v koncentraci 50 mg/l, uchovávány byly v temnu při pokojové 

teplotě. Stabilita roztoků byla ověřena pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie 

(HPLC - high-performance liquid chromatography). 

 

UV-VIS spektra byla proměřena přístrojem UV-VIS spectrophotometer SHIMADZU, typ 

UV-1601 s použitím softwaru UV Probe. 

 

Chromatografická stanovení pomocí HPLC byla provedena na přístroji ThermoScientific 

Dionex Ultimate systém (USA) s kolonou Phenomenex Luna C18 (250 × 4,6 mm; 5 µm).  

Jako mobilní fáze byla u testování dexametazonu a prednisolonu použita směs vody 

a methanolu v poměru 60:40. U stanovení fluoxetinu byla jako mobilní fáze použita směs 

28 mM KH2PO4 ve vodě a acetonitrilu v poměru 67:33. Eluce byla prováděna isokraticky. 

Průtok mobilní fáze byl 1 ml/min, nastřikovaný objem vzorku byl 20 µl. Pro zpracování 

chromatografických dat byl použit program Chromeleon. Detekce byla prováděna 

spektrofotometrickým UV-VIS detektorem s diodovým polem PDA 3000RS s využitím 

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

 

Ozařování vzorků probíhalo ve skleněných kyvetách s víčkem ve fotochemickém reaktoru 

Rayonet RPR-100 osazeném lampami RPR 3000Å emitující světlo o vlnové délce 250 –

350 nm, vlnové délky pod 300 nm byly odfiltrovány použitím optického skla. Zářivý tok 

tohoto reaktoru byl 4,5 W. 

Doba ozařování byla volena tak, aby v reakční směsi bylo přítomno co nejvíce vytvořených 

produktů, a přitom zbývalo určité množství původní látky. Vodný roztok dexametazonu byl 

ozařován po dobu 5 minut, prednisolonu 3 minuty. Vodný roztok fluoxetinu s přídavkem 

Fe (III) v koncentraci 5 mg/l byl ozařován 90 minut. Stabilita směsí byla ověřena pomocí 

HPLC.  

 

Metodika testu chronické toxicity inspirovaná metodikou OECD č. 211 (OECD, 2004) za 

použití hrotnatky Daphnia magna je totožná s metodikou použitou v bakalářské práci 

Dokoupilové (2018). Pro přehlednost je však použitý postup zopakován i v této práci.  
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Pro test toxicity byly použity roztoky dexametazonu, prednisolonu a fluoxetinu vždy v 

koncentraci 250 µg/l (zásobní roztok ředěný vzduchovanou vodovodní vodou temperovanou 

na laboratorní teplotu). 

Směsi po ozáření byly pro test toxicity dávkovány tak, aby byl přidán tolikrát větší objem, 

kolikrát se snížilo množství výchozí mateřské látky a bylo tudíž dosaženo stejné koncentrace 

mateřské látky v obou případech (u dexametazonu a prednisolonu sedminásobně větší 

objem, u fluoxetinu pětinásobně). 

 

Po dobu 21 dní byly hrotnatky vystaveny jednak působení testované látky (dexametazonu, 

prednisolonu, fluoxetinu) a jednak produktům jejího fotochemického rozkladu. Během testu 

bylo každý druhý den vždy přibližně ve stejnou dobu zaznamenáváno přežití a počet 

potomků, kteří byli od matek odebíráni. Médium bylo měněno každý čtvrtý den, obden byly 

hrotnatky krmeny zelenou řasou Desmodesmus subspicatus v koncentraci 6 mg C/l. 

 

Do testu byli nasazováni juvenilové mladší 24 hodin pocházející z laboratorního chovu 

D. magna. Při testování účinků dexametazonu a jeho degradačních produktů došlo omylem 

k nasazení 4 samců. Proto bylo pro optimální průběh dalších dvou testů (prednisolon, 

fluoxetin) nutné ujištění, zda budou do testu nasazovány samice. Během nasazování proto 

bylo pod lupou kontrolováno pohlaví juvenilních hrotnatek. Juvenilové byli pod lupou 

odděleně pozorováni v mikrotitrační destičce (96 jamek) a při nepatrném proostřování bylo 

možné rozpoznat rozdílnou velikost prvního páru tykadel (antenul), která slouží jako 

relativně snadný znak pro rozlišení samic a samců. 

 

Inkubace hrotnatek probíhala odděleně v 50 ml média v počtu 1 hrotnatky na kádinku. 

Celkový počet 45 kádinek byl rozdělen do tří sad po patnácti kádinkách, v každé sadě bylo 

použito jiné médium – médium s mateřskou látkou, médium s produkty fotochemického 

rozkladu a kontrola. Médium bylo ředěno vzduchovanou temperovanou vodovodní vodou 

a byly přidávány řasy jako potrava. V rámci každého testu byla nasazena kontrolní sada 

kádinek, která obsahovala pouze potravu ve formě řas a vzduchovanou temperovanou vodu. 

Všechny kádinky s nasazenými juvenily byly uchovávány v temperovaném boxu 

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

 

Při založení testu toxicity bylo náhodně vybráno několik juvenilních hrotnatek. Tito jedinci 

byli zafixováni přídavkem formaldehydu a uchováni pro následné změření velikosti těla. 
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Na konci pokusu byly všechny přeživší samice vloženy jednotlivě do malých zkumavek 

a zafixovány formaldehydem. Zafixovaná zvířata sloužila k porovnání velikosti těla mezi 

jednotlivými typy média. 

 

Pro vyhodnocení dopadu dexametazonu, prednisolonu a fluoxetinu a jejich fotodegradačních 

produktů na celkový počet juvenilů, počet snůšek a velikost těla hrotnatek byl zvolen 

neparametrický Kruskal-Wallisův test s následným mnohonásobným porovnáním. 

Kaplan-Meierova analýza přežívání byla použita k vyhodnocení rozdílů přežívání 

u dexametazonu. Porovnání přežití mezi kontrolou, dexametazonem a produkty 

fotodegradace bylo vyhodnoceno chí-kvadrát testem. Statistické zpracování bylo provedeno 

v programu Statistica 13.2 (TIBCO Software Inc., 2017). 
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3 Výsledky 

3.1 Kinetika fotochemických degradací vybraných léčiv 

Jak ukazují absorpční charakteristiky jednotlivých studovaných látek, všechny tři látky 

vykazují silnou absorpci v UV oblasti (Obr. 5). Zatímco v oblasti vlnových délek nad 

300 nm mají prednisolon a dexametazon jen velmi malou absorpci, fluoxetin v této oblasti 

neabsorbuje vůbec.  

 

 

Obr. 5: Absorpční spektra zásobních roztoků dexametazonu, prednisolonu a fluoxetinu. 

 

Ozařování dexametazonu a tvorbu fotodegradačních produktů shrnuje Obr. 6. 
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Obr. 6: Úbytek dexametazonu (A) a průběhy tvorby jednotlivých produktů označených jako A, B, C,   

D, E (B). 

 

Fotochemická degradace dexametazonu probíhá dle kinetiky 1. řádu s rychlostní konstantou 

0,287 min-1 a to bez přídavku jakékoli pomocné látky, např. iontů kovů (Obr. 6A). 

Při degradaci vzniká pět produktů, z nichž produkt označený písmenem D má zřetelný 

průběh meziproduktu reakce, ostatní se ve sledovaném časovém úseku chovají jako konečné 

produkty (Obr. 6B). 

 

Ozařování prednisolonu a tvorbu fotodegradačních produktů shrnuje Obr. 7. 
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Obr. 7: Úbytek prednisolonu (A) a průběhy tvorby jednotlivých produktů označených jako A, B, C, 

D, E, F (B). 

 

Fotochemická degradace prednisolonu probíhá také dle kinetiky 1. řádu s rychlostní 

konstantou 0,676 min-1 a to bez přídavku jakékoli pomocné látky, např. iontů kovů 

(Obr. 7A). 

Při degradaci vzniká šest produktů, z nichž produkt označený písmenem D má zřetelný 

průběh meziproduktu reakce, ostatní se ve sledovaném časovém úseku chovají jako konečné 

produkty (Obr. 7B). 

 

Ozařování fluoxetinu a tvorbu fotodegradačních produktů shrnuje Obr. 8. 
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Obr. 8: Úbytek fluoxetinu za přítomnosti Fe (III) (A) a průběhy tvorby jednotlivých produktů 

označených jako A, B, C, D (B). 

 

Fluoxetin je fotochemicky odbouráván až po přídavku iontů kovů, Fe (III), přičemž 

k signifikatnímu odbourávání dochází až při přídavku Fe (III) v koncentraci 5 mg/l. Za 

těchto podmínek činí úbytek fluoxetinu po 90 minutách ozařování 80 % původně 

přítomného množství. Úbytek neodpovídá kinetice prvního řádu po celou dobu, po níž byla 

reakce sledována (Obr. 8A) – reakce je v prvních 30 minutách rychlejší, pokles v tomto 

časovém úseku odpovídá exponenciálnímu průběhu a rychlostní konstanta pro těchto prvních 

30 minut činí 0,03 min-1. V dalším stadiu je průběh reakce pomalejší. 

Z detekovaných produktů mají produkty A, B a D zřetelný průběh meziproduktů, produkt C 

vykazuje setrvalý nárůst typický pro konečný produkt (Obr. 8B). 
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3.2 Testování toxicity vybraných léčiv a produktů jejich fotodegradace 

Před zahájením testu chronické toxicity byla testována stabilita zásobních roztoků i směsí 

po fotochemické degradaci. 

 

Koncentrace dexametazonu se v jeho zásobním roztoku po dobu 5 dní nezměnila, v ozářené 

směsi se koncentrace dexametazonu snížila o cca 10 %, u produktů nedošlo k žádné změně 

v koncentraci. 

 

Koncentrace prednisolonu se v jeho zásobním roztoku ani v ozářené směsi po dobu 5 dní 

nezměnila, rovněž nedošlo u ozářené směsi ke změnám v koncentraci produktů. 

 

Koncentrace fluoxetinu v jeho zásobním roztoku byla sledována po dobu 7 dní, přičemž 

nebyla pozorována žádná změna. V ozářené směsi nedošlo za stejně dlouhou dobu ani 

ke změnám koncentrace fluoxetinu ani ke změnám koncentrace jednotlivých produktů. 

 

V chronickém testu toxicity při teplotě média 20 °C bylo pozorováno, že se jeden den staré 

hrotnatky začaly rozmnožovat v devátém dni pokusu. Pro testování toxicity dexametazonu 

byli do pokusu omylem nasazeni čtyři samci. Navíc, během testu uhynuly tři samice 7. den, 

tj. před vytvořením první snůšky. Samci a samice, které zemřely 7. den, byli z hodnocení 

testu vyřazeni. V průběhu experimentu uhynuly další samice, přežívání dokumentuje analýza 

přežívání (Obr. 9). Během testování toxicity prednisolonu uhynula jen jedna samice, 

v průběhu testování fluoxetinu uhynuly dvě. Tyto zemřelé samice nebyly rovněž zahrnuty do 

statistického zpracování. 

 

Obr. 9 zobrazuje analýzu přežívání hrotnatek vystavených dexametazonu a jeho 

fotodegradačním produktům. 
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Obr. 9: Analýza přežívání během vystavení hrotnatek dexametazonu a fotodegradačním produktům 

po dobu 21 dní. Plná čára – kontrola, tečkovaná čára – dexametazon, čárkovaná čára – 

produkty fotodegradace. 

 

Z Obr. 9 je patrné, že všechny samice byly naživu až do 11. dne pokusu, kdy došlo k úmrtí 

jedmé samice v prostředí dexametazonu. Sedmnáctý den pokusu uhynula jedna samice 

v prostředí dexametazonu a jedna samice v prostředí produktů fotodegradacec byla usmrcena 

při manipulaci. Devatenáctý den pak došlo k úhynu pěti samic ve všech prostředích a to dvě 

v čisté vodě, dvě v dexametazonu a jedna v prostředí produktů fotodegradace. 21. den 

pokusu uhynuly čtyři samice a to jedna v kontrolní skupině s čistou vodou, jedna v prostředí 

fotodegradačních produktů a dvě v dexametazonu. Z trendu jednotlivých čar je zřejmé, že 

nejvíce umíraly samice v médiu s dexametazonem, méně v produktech fotodegradace 

a nejméně v kontrolní skupině. 

Proto byla použita Kaplan-Meierova metoda, která hodnotí, zda se je rozdíl mezi úhynem 

v jednotlivých prostředích a to pomocí výpočtu tzv. kumulativního procenta přežívání. 

Toto kumulativní procento přežívání vypočítané Kaplan-Meierovou metodou neprokázalo 

rozdílné přežívání mezi experimentálními zásahy (χ2 = 1,68; P = 0,43 – pro průkazný rozdíl 

by hodnoty těchto parametrů musely být 5,99 pro χ2 a 0,05 pro parametr P). 

 

Grafické znázornění sledovaných parametrů pro dexametazon a jeho produkty fotochemické 

degradace je na Obr. 10. 
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Obr. 10: Počet juvenilů (A), počet snůšek (B) a velikost těla v µm (C) během vystavení hrotnatek 

třem odlišným typům média (kontrola, dexametazon a fotodegradační produkty) po dobu 21 

dní. Vodorovná čára – medián, křížek – průměr, horní a dolní hranice boxu – horní a dolní 

kvartil, rozsah hodnot – minimum a maximum.  

 

Indexy značí průkazné rozdíly mezi skupinami: zkoumaná média označená stejnými indexy 

aaa (Obr. 10A) nejsou průkazně odlišná na hladině P < 0,05, u zkoumaných médií bez 

indexů (Obr. 10B, C) nebyl signifikantní výsledek statistického zpracování. 

Z Obr. 10 je dobře patrné, že počet juvenilů a počet snůšek je výrazně menší u roztoku 

dexametazonu a směsi fotoproduktů v porovnání s kontrolou. Velikost těla měla 

u dexametazonu velké rozpětí, nicméně hodnoty pro kontrolu a fotoprodukty jsou prakticky 

shodné. 
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Číselné vyjádření medián (min-max) sledovaných parametrů u hrotnatek v pokusu 

s dexametazonem a produkty jeho fotochemického odbourávání jsou uvedeny v Tab. I. 

Detailní data naměřených parametrů pro dexametazon obsahuje Příloha 1. 

 

Tab. I: Hodnoty sledovaných parametrů pro test toxicity dexametazonu a produktů jeho 

fotodegradace: počet juvenilů a počet snůšek jako hodnoty sečtené z jednotlivých kontrolních 

dnů a z měření na konci testu toxicity dexametazonu a jeho degradačních produktů.  

Parametr před závorkou udává medián, parametry v závorce udávají minimální a maximální 

hodnotu. 

typ média počet juvenilů počet snůšek velikost těla (µm) 

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 vyplývá, že počet juvenilů a snůšek byl nejvíce ovlivněn dexametazonem i produkty 

jeho fotodegradace. Velikost těla hrotnatek byla nejvíce ovlivněna samotným 

dexametazonem. 

 

V Tab. II jsou prezentovány výsledky Kruskal-Wallisova testu pro dexametazon 

porovnávající sledované parametry. 

 

Tab. II: Výsledky Kruskal-Wallisova testu porovnávajícího sledované parametry hrotnatek 

v kontrole, roztoku dexametazonu a produktů fotodegradace. 

Význam zkratek: N – počet opakování, H – testové kritérium, d.f. – počet stupňů volnosti, 

P – pravděpodobnost. 

parametr N H d.f. P 

počet juvenilů 38 6,36 2 0,04 

počet snůšek 38 6 2 0,05 

velikost těla (µm) 33 3,43 2 0,18 

 

Z Tab. II je vidět, že ze sledovaných parametrů byl nalezen těsný průkazný rozdíl u počtu 

juvenilů (P < 0,05). 

 

Grafické znázornění výsledků testu pro prednisolon a jeho produkty fotochemické degradace 

je na Obr. 11. 
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Obr. 11: Počet juvenilů (A), počet snůšek (B) a velikost těla v µm (C) během vystavení hrotnatek 

třem odlišným typům média (kontrola, prednisolon a fotodegradační produkty) po dobu 21 

dní. Vodorovná čára – medián, křížek – průměr, horní a dolní hranice boxu – horní a dolní 

kvartil, rozsah hodnot – minimum a maximum.  

 

Indexy značí průkazné rozdíly mezi skupinami: zkoumaná média označená odlišnými indexy 

abb (Obr. 11A, B) jsou průkazně odlišná na hladině P < 0,05, u zkoumaných médií bez 

indexů  (Obr. 11C) nebyl patrný signifikantní výsledek statistického zpracování. 

Z Obr. 11 je zřejmé, že hrotnatky, které byly inkubovány v roztoku prednisolonu a směsi 

produktů fotodegradace prednisolonu, vykazovaly výrazně nižší počet juvenilů a nižší počet 

snůšek v porovnání s kontrolou. Rozdíly mezi samotným roztokem prednisolonu a jeho 
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fotodegradačními produkty však nelze odlišit. U velikosti těla hrotnatek nebyly mezi 

sledovanými zásahy patrné průkazné rozdíly. 

 

Číselné hodnoty medián (min-max) sledovaných parametrů pro pokus s prednisolonem 

a produkty jeho fotochemického odbourávání jsou shrnuty v Tab. III, detailní hodnoty pro 

pokus s prednisolonem jsou v Příloze 2. 

 

Tab. III: Hodnoty sledovaných parametrů pro test toxicity prednisolonu a produktů jeho 

fotodegradace: počet juvenilů a počet snůšek jako hodnoty sečtené z jednotlivých kontrolních 

dnů a z měření na konci testu toxicity prednisolonu a jeho degradačních produktů.  

Parametr před závorkou udává medián, parametry v závorce udávají minimální a maximální 

hodnotu. 

typ média počet juvenilů počet snůšek velikost těla (µm) 

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. III vyplývá, že roztok prednisolonu a jeho produktů fotodegradace negativně 

ovlivnily počet juvenilů i počet snůšek v porovnání s kontrolou. Výrazné rozdíly u velikosti 

těla nejsou z tabulky zřejmé. 

 

Porovnání sledovaných parametrů hrotnatek získané z Kruskal-Wallisova testu 

pro prednisolon je vidět v Tab. IV. 

 

Tab. IV: Výsledky Kruskal-Wallisova testu porovnávajícího sledované parametry hrotnatek 

v kontrole, roztoku prednisolonu a produktů fotodegradace. 

Význam zkratek: N – počet opakování, H – testové kritérium, d.f. – počet stupňů volnosti, 

P – pravděpodobnost. 

parametr N H d.f. P 

počet juvenilů 44 33 2 < 0,001 

počet snůšek 44 27,55 2 < 0,001 

velikost těla (µm) 44 2,37 2 0,31 

 

Z Tab. IV je vidět, že byl zjištěn průkazný rozdíl u počtu juvenilů a počtu snůšek (P < 0,05). 
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Grafické znázornění výsledků testu toxicity pro fluoxetin a jeho produkty fotochemické 

degradace je v Obr. 12. 

 

Obr. 12: Počet juvenilů (A), počet snůšek (B) a velikost těla v µm (C) během vystavení hrotnatek 

třem odlišným typům média (kontrola, fluoxetin a fotodegradační produkty) po dobu 21 dní. 

Vodorovná čára – medián, křížek – průměr, horní a dolní hranice boxu – horní a dolní 

kvartil, rozsah hodnot – minimum a maximum. 

 

Indexy značí průkazné rozdíly mezi skupinami: zkoumaná média označená odlišnými indexy 

abb (Obr. 12A, B, C) jsou průkazně odlišná na hladině P < 0,05. 

Z Obr. 12 je zřejmé, že jak fluoxetin tak produkty jeho fotochemické degradace měly 

dramatický vliv na počet juvenilů, kdy v obou případech došlo k velmi významnému snížení. 

Rozdíly mezi fluoxetinem a produkty fotodegradace nejsou významné. 
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U počtu snůšek i u velikosti těl hrotnatek bylo zaznamenáno též výrazné snížení hodnot jak 

u fluoxetinu tak u produktů jeho fotodegradace, přičemž u počtu snůšek byl efekt snížení 

významnější u produktů fotodegradace ve srovnání s mateřskou látkou, zatímco u velikosti 

těla hrotnatek není signifikantní rozdíl mezi oběma skupinami. 

 

Číselné hodnoty medián (min-max) sledovaných parametrů u fluoxetinu a produktů jeho 

fotochemické degradace jsou shrnuty v Tab. V, detailní hodnoty pro pokus s fluoxetinem 

jsou v Příloze 3. 

 

Tab. V: Hodnoty sledovaných parametrů pro test toxicity fluoxetinu a produktů jeho fotodegradace: 

počet juvenilů a počet snůšek jako hodnoty sečtené z jednotlivých kontrolních dnů a z měření 

na konci testu toxicity fuoxetinu a jeho degradačních produktů.  

Parametr před závorkou udává medián, parametry v závorce udávají minimální a maximální 

hodnotu. 

typ média počet juvenilů počet snůšek velikost těla (µm) 

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, že všechny sledované parametry byly výrazně ovlivněny jak samotným 

roztokem fluoxetinu tak i produkty jeho fotochemické degradace. 

 

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

 

Tab. VI: Výsledky Kruskal-Wallisova testu porovnávajícího sledované parametry hrotnatek 

v kontrole, roztoku fluoxetinu a produktů fotodegradace. 

Význam zkratek: N – počet opakování, H – testové kritérium, d.f. – počet stupňů volnosti, 

P – pravděpodobnost. 

parametr N H d.f. P 

počet juvenilů 43 30,45 2 < 0,001 

počet snůšek 43 33 2 < 0,001 

velikost těla (µm) 43 26,12 2 < 0,001 

 

Z Tab. VI je vidět, že byl zjištěn průkazný rozdíl u všech sledovaných parametrů (P < 0,05). 
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4 Diskuze 

U všech tří studovaných léčiv docházelo k degradaci při ozáření světlem, které imitovalo 

krátkovlnnou část slunečního záření dopadajícího na zemský povrch, tedy 300 – 350 nm. 

Reakce fotochemické degradace u dexametazonu a prednisolonu byla výrazně rychlejší 

(rychlostní konstanty 0,287 min-1 a 0,676 min-1, resp.) než u fluoxetinu (rychlostní konstanta 

0,030 min-1). Dexametazon a prednisolon reagovaly bez přídavku jakéhokoli dalšího činidla 

jako např. katalyzátoru či senzitizátoru, přestože jejich absorpce v uvedené oblasti je velmi 

nízká. 

Podobný jev je popsán v práci Klementové et al. (2017) pro případ hydrokortizonu, což je 

také látka ze skupiny glukokortikoidních hormonů. V uvedené práci je pozorovaná reaktivita 

s rychlostní konstantou degradace 4,40 × 10-2 min-1 vysvětlována fotokatalýzou ionty kovů 

přítomnými ve stopovém množství, neboť v reakčních směsích byla v dané práci nalezena 

analýzou ICP-MS koncentrace Fe v rozmezí 2 – 4 µg/l. 

Fotodegradaci glukokortikoidních hormonů studovali např. DellaGreca et al. (2004) 

a Kawabata et al. (2013). DellaGreca et al. (2004) uvádí, že studovali fotodegradaci 

dexametazonu a prednisolonu, ale pro dexametazon nejsou v práci uvedeny žádné hodnoty 

pro kinetiku odbourávání, jen že k odbourávání došlo. U prednisolonu je v práci popsána jen 

skutečnost, že čtyřhodinová expozice vedla k produkci největšího počtu produktů reakce. 

Z výsledků Kawabaty et al. (2013) je vidět, že po hodině ozařování zbývalo u dexametazonu 

cca 5 % počátečního množství, pokles v průběhu této hodiny nebyl zaznamenáván, po 

hodině ozařování byl odebrán první vzorek. Z této práce ale také vyplývá, že rychlost 

úbytku, kterou měřili pomocí zdroje poskytujícího UV-B záření (tedy 280 – 315 nm) 

významně závisí na intenzitě použitého světla. 

Skutečnost, že v obou pracích bylo odbourávání výrazně pomalejší než v našich 

podmínkách, lze tedy připsat tomu, že DellaGreca et al. (2004) použili sluneční simulátor 

a Kawabata et al. (2013) prováděli ozařování slunečním světlem, kdy v obou případech byla 

intenzita krátkovlnného záření nižší než při ozařování lampami použitými v této studii za 

použití lamp RPR 3000Å s odfiltrovaným světlem o vlnové délce kratší než 300 nm, aby 

byla zachována relevance k přírodnímu prostředí. 

Fotodegradací prednisolonu se zabývá také práce Cacciariho et al. (2017). V této práci ale 

ozařovali prednisolon světlem o vlnové délce maxima absorpce, tedy 248 nm s použitím 150 

wattové xenonové lampy a monochromatického filtru pro danou vlnovou délku. Tato práce 

tedy nemá přímý vztah k dějům, které mohou probíhat v přírodním prostředí. 
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V této práci je uvedeno, že molekulární kyslík se účastní fotochemické reakce za tvorby 

reaktivních oxidačních částic a autoři vyslovili hypotézu, že tedy degradace probíhá jako 

substrátem senzitizovaná reakce (self-sensitized capacity). 

Kdyby byla taková reakční cesta pozorována při ozařování delšími vlnovými délkami 

(nad 300 nm), bylo by možné vyslovit hypotézu, že tento mechanismus přispívá k rychlé 

reakci málo absorbujících kortikosteroidů. Protože ale pro uvedený mechanismus při delších 

vlnových délkách není žádný důkaz, je pravděpodobnější vysvětlení o stopové katalýze ionty 

kovů vyslovené v práci Klementové et al. (2017). 

Pro fotodegradaci fluoxetinu byl v této práci nutný přídavek iontů kovů Fe (III). Úbytek 

fluoxetinu při fotochemické degradaci neodpovídal kinetice prvního řádu po celou dobu. Po 

prvních 30 minutách, kdy reakci lze popsat jako reakci 1. řádu s rychlostní konstantou 

0,03 min-1 docházelo v dalším stádiu ke zpomalování, které mohlo být způsobeno možným 

inhibičním efektem některého z produktů, jejichž koncentrace se v reakční směsi zvyšovala. 

Lam et al. (2005) pozorovali, že fluoxetin prochází velmi pomalou přímou fotodegradací 

v deionizované vodě s poločasem 55,2 ± 3,6 h-1. Kwon a Armbrust (2006) ve svých 

experimentech ukázali, že rychlost degradace se zvýší přídavkem syntetických huminových 

kyselin, tento účinek přičetli tvorbě reaktivních oxidačních částic, které ozářením 

huminových látek vznikají. Tato zvýšená rychlost fotodegradace však nebyla pozorována 

u fluoxetinu ve vzorcích přírodních jezerních vod ve srovnání s pufrovanými laboratorními 

roztoky obsahujícími huminový materiál, přestože koncentrace organického dusíku byly 

velmi podobné (3,15 mg/l v syntetické vodě a 4,60 mg/l v přírodních jezerních vodách). 

Autoři vyslovili několik možných hypotéz k vysvětlení výsledku a to, že v přírodní jezerní 

vodě mohly působit zhášecí efekty v přírodních organických látkách, nebo že mohlo 

docházet k většímu zeslabení světla absorbujícími látkami než u vody se syntetickou 

huminovou látkou, případně že v každém typu přírodních rozpustěných organických látek 

mohou být přítomné jiné funkční skupiny, které mohou mít vliv na senzitizační efekt těchto 

organických látek. 

 

Fotochemické chování mnoha léčiv a potenciální ekotoxicita jejich fotoproduktů jsou do 

značné míry neznámé, proto se jevilo užitečné se soustředit v testech toxicity vybraných 

léčiv nejen na samotnou mateřskou látku, ale též na produkty fotochemické degradace těchto 

farmak prováděné za podmínek relevantncíh přírodním vodním systémům. 
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Výsledky chronického testu toxicity dexametazonu a jeho fotodegradačních produktů na 

hrotnatce Daphnia magna prezentované v této práci nebyly výrazně statisticky průkazné. 

U počtu juvenilů byl určitý rozdíl mezi dexametazonem a kontrolou (P = 0,04), ale rozdíly 

mezi všemi skupinami nebylo možné shledat signifikatními a prokazatelnými (P = 0,052).  

Nicméně z grafů na obrázku 10 lze vidět určitý efekt na počet juvenilů a počet snůšek. 

U tohoto testu z neznámých důvodů došlo k náhodně rozloženému úmrtí části pokusných 

jedinců, proto by pro posouzení toxicity tohoto léčiva bylo potřeba celý test opakovat. 

V důsledku zmíněného úhynu samic během testu byla provedena statistická analýza 

přežívání pomocí Kaplan-Meierovy metody (sledování délky časového intervalu od určitého 

počátku expozice stresovému faktoru do výskytu očekávané události, např. vznik 

onemocnění, relaps, úmrtí). Analýza přežívání však nevyšla průkazně, proto nelze říct, že 

hrotnatky umíraly různě v různých prostředích, tj. kontrole, dexametazonu a směsi produktů 

fotodegradace. Pokus by nicméně z důvodu tohoto úhynu většího počtu jedinců bylo nutné 

pro účely publikace zopakovat. 

 

Hrotnatky, které byly inkubovány v roztoku prednisolonu a ve směsi produktů jeho 

fotodegradace, vykazovaly výrazně nižší počet juvenilů a nižší počet snůšek v porovnání 

s kontrolní skupinou. Rozdíly toxicity mezi samotným prednisolonem a jeho 

fotodegradačními produkty však nelze statisticky průkazně odlišit. 

Tyto výsledky jsou ve shodě s prací Della Grecy et al. (2004), kteří pozorovali toxický efekt 

prednisolonu i produktů jeho fotochemické degradace na Ceriodaphnia dubia. V jejich práci 

byl ovšem test prováděn pouze 7 dní, hrotnatky byly vystaveny několik různým 

koncentracím léčiva a jeho jednotlivým produktům (extrakcí a tenkovrstvou chromatografií 

izolovaných) a stanovována byla LC50
5  a EC50. Produkty fotodegradace byly testovány 

jednotlivě v koncentracích srovnatelných s koncentrací mateřské látky, za těchto podmínek  

vykazovaly o řád větší toxicitu. Nicméně pro přírodní prostředí má taková studie omezený 

význam, protože se nedá očekávat, že by se produkty degradace, kterých vzniká v případě 

prednisolonu několik, vyskytovaly v koncentracích stejných jako koncentrace mateřské 

látky. 

 

V případě provedeného testu toxicity fluoxetinu a jeho degradačních produktů bylo 

prokázáno, že samotný fluoxetin i reakční směs obsahující produkty fotokatalyzované 

                                                 
5 Střední smrtelná (letální) koncentrace 
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degradace mají výrazně negativní vliv jak na reprodukční schopnost (počet juvenilů, počet 

snůšek) tak i na růst (velikost těla) hrotnatek ve srovnání s kontrolou. 

U dvou sledovaných parametrů (počet juvenilů a velikost těla v µm) byla toxicita roztoku 

před ozářením podobná toxicitě reakční směsi po ozáření, což může pravděpodobně 

znamenat, že se jedná o vliv mateřské látky, protože směsi po ozáření bylo pro pokus 

s toxicitou dávkováno tolikrát víc, kolikrát se snížilo množství výchozí mateřské látky, tudíž 

její koncentrace byly v obou případech stejné. U počtu snůšek měla reakční směs po ozáření 

výrazně větší toxické účinky, proto je zde možné vyslovit hypotézu o vyšším toxickém 

efektu některého ze vznikajících produktů. Podobný výsledek s jiným léčivem, verapamilem, 

byl popsán v práci Dokoupilové (2018), kde byl také zjištěn výrazný toxický účinek 

produktů fotochemické degradace antiarytmika verapamilu při obdobném 21denním testu 

chronické toxicity provedeném na hrotnatce Daphnia magna. 

Významný vliv fluoxetinu na snížení reprodukce pozorovali Péry et al. (2008) u dvou 

vodních bezobratlých organismů (perloočka Daphnia magna, plž Potamopyrgus 

antipodarum) a to dokonce v koncetracích o tři řády nižších (10 µg/l), než byly koncentrace 

v této práci. U korýše Hyalella azteca v téže studii nebyl zjištěn žádný účinek na reprodukci 

během 28 dní, ale byl pozorován významný vliv na velikost těla u koncentrace 33 µg/l při 

expozici fluoxetinu trvající 7 dnů. Reprodukční pokles u korýšů Ceriodaphnia dubia byl 

sledován také ve studii Henryho et al. (2004) při expozici fluoxetinu v koncentraci 89 µg/l 

po dobu 7 dnů. 
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5 Závěr 

Všechna tři studovaná léčiva podléhají fotochemickým přeměnám za podmínek relevantních 

přírodním vodním systémům. 

Hodnoty rychlostních konstant činí pro dexametazon 0,287 min-1, pro prednisolon 

0,676 min-1, pro fluoxetin (v prvních třiceti minutách ozařování) 0,030 min-1. 

Fotodegradace dexametazonu a prednisolonu je s vysokou pravděpodobností katalyzována 

stopovými množstvími iontů kovů, fluoxetin reaguje až v přítomnosti relativně vysokých 

koncentrací přidaných železitých iontů. 

 

U všech studovaných léčiv byly prokázány výrazné negativní účinky na hrotnatky. 

Dexametazon, prednisolon i fluoxetin negativně ovlivnily počet juvenilů a počet snůšek, na 

velikost těla měly vliv dexametazon a fluoxetin. 

 

Produkty fotochemické degradace všech tří látek vykazovaly stejné negativní efekty na 

hrotnatky jako mateřské látky, u produktů fotodegradace fluoxetinu byl dokonce vliv na 

počet snůšek výrazně větší než vliv samotného fluoxetinu. V případě dexametazonu 

a prednisolonu byl vliv směsi produktů degradace srovnatelný s vlivem mateřské látky, 

projevil se tedy pravděpodobně jen vliv zbytkové mateřské látky ve směsi. 
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7 Přílohy 

Příloha 1: Hodnoty měřených parametrů sečtené z jednotlivých kontrolních dnů a z měření na konci 

testu chronické toxicity dexametazonu a jeho fotodegradačních produktů. 

zásah celkem juvenilů počet snůšek velikost na konci pokusu (μm) 

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 neměřeno 

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 neměřeno 

dexametazon 61 3 4375 

produkty 18 4 4000 

produkty 37 3 4375 

produkty 48 4 4550 

produkty 0 0 neměřeno 

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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Příloha 2: Hodnoty měřených parametrů sečtené z jednotlivých kontrolních dnů a z měření na konci 

testu chronické toxicity prednisolonu a jeho fotodegradačních produktů. 

zásah celkem juvenilů počet snůšek velikost na konci pokusu (μm) 

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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Příloha 3: Hodnoty měřených parametrů sečtené z jednotlivých kontrolních dnů a z měření na konci 

testu toxicity fluoxetinu a jeho fotodegradačních produktů. 

zásah celkem juvenilů počet snůšek velikost na konci pokusu (μm) 

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 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 

 


