Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra agroenvironmentalni chemie a vyzivy rostlin

Ceska zemédélska
univerzita v Praze

Sledovani vyskytu karbamazepinu a jeho metabolita
v Zivotnim prostredi

Bakalarska prace

Jitka Konvalinkova

Studijni program: Ochrana Kkrajiny a vyuZivani
prirodnich zdroji

Vedouci prace:
prof. Ing. Pavel Tlustos, CSc., dr. h. c.

© 2021 CZU v Praze



r

Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze svou bakaldfskou praci "Sledovani vyskytu karbamazepinu a jeho
metabolitii v Zivotnim prostiedi” jsem vypracovala samostatné pod vedenim prof. Ing. Pavla
Tlustose, CSc., dr. h. c. a s pouzitim odborné literatury a dalSich informacnich zdroja, které
jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené
bakalarské prace dale prohlaSuji, Ze jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusil autorska

prava tfetich osob.

V Praze dne 3.5.2021




Podékovani

Rada bych touto cestou podékovala prof. Ing. Pavlu TlustoSovi, CSc., dr. h. c.

za vstiicné, odborné vedeni prace a divéryplnou trpélivost.



Sledovani vyskytu karbamazepinu a jeho metabolitii v
Zivotnim prostredi

Souhrn

Znecisténi zivotniho prostfedi farmaceutickymi mikropolutanty je dnes dobie znamou
skute¢nosti. Tato kontaminace, jez je v povédomi jiz nékolik desetileti, je v soucasné dobé
velkym problémem po celém svété. Predstavuje skutecnou védeckou vyzvu, pokud jde
0 ekotoxicitu, znecisténi pudy, vetejné zdravi, stejné tak jako sni souvisejici strategie
s nakladanim s pitnou vodou ¢i odpadnimi vodami.

Karbamazepin (CBZ) je neutralni, heterocyklické antiepileptick¢ 1écivo.
Pfi terapeutickém uziti, je znacn€ metabolizovan. Ve vycisténych odpadnich vodéch z Cistiren
odpadnich vod je detekovan karbamazepin (CBZ) i jeho metabolity v dusledku jejich nizké
biologické rozlozitelnosti. Tyto vyc€isténé odpadni vody se vypousteji do prirodnich vodnich
utvard a CBZ se dostava do pfirodniho vodniho systému. Biologicky aktivni CBZ a jeho
metabolity se mohou dostat i do pidniho prostfedi, pokud je pida hnojena upravenymi kaly
¢i zavlazované recyklovanou vodou. Nasledné se miize bioakumulovat v organismech.

Karbamazepin je vSudyptitomna kontaminace. Je vysoce perzistentni. Védecké ¢lanky,
zpravy uvadéji hodnoty hmotnostni koncentrace CBZ v riiznych slozkéach zivotniho prostiedi
v rozmezi ng -1t az mg I,

Cilem této prace bylo popsat environmentdlni osud zneciStujici substance
karbamazepinu. Podat komplexni piehled fyzikalné-chemickych, farmakologickych
a toxikologickych vlastnosti karbamazepinu a jeho produkti transformace.

Kli¢ova slova: Léciva, Odpadni vody, Cistirenské kaly, Ekosystém, Transformaéni reakce



Investigation of Carbamazepine and its Metabolites
Presence in the Environment

Summary

Today, environmental contamination by pharmaceutical micropollutants is a well-
established fact. This contamination, which has been known about for several decades,
is currently a major concern across the globe. It represents a real scientific challenge in terms
of ecotoxicity, soil pollution, public health, as well as drinking water and wastewater
management strategies.

Carbamazepine (CBZ) is a neutral, heterocyclic antiepilectic drug. When this drug
is consumed, it is extensively metabolized. The presence of carbamazepine (CBZ) and its
metabolites is reported in sewage treatment plant effluents as a result of its low
biodegradability. These effluents wastewaters are discharged into natural water bodies and CBZ
enter the natural water system. The biological active CBZ and its metabolites can be released
into the soil environment when contaminated sewage sludge, sewage effluent is applied to land.
CBZ can then bioaccumulate in the body of organisms.

In the latest years CBZ has also is known as a ubiquitous contamination
of environments. It is highly persistent substance. Scientific articles, reports presenting values
of mass concentration of CBZ in various components of the environment in various
ng -Ittomg -1

The aim of this work was to determine the environmental fate of emerging pollutant,
carbamazepine. Provide a comprehensive overview of the physicochemical, pharmacological
and toxicological properties of carbamazepine and its transformation products.

Keywords: Pharmaceuticals, Waste water, Sewage sludge, Ecosystem, Transformation
reactions
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1 UVOD

Léciva jsou pouzivana k prevenci, diagnostiku a 1écbu onemocnéni u lidi a zvitat.
Celosvétova primeérna spotieba vSech 1éCiv za rok se odhaduje na ptibliznych 15 g na Clovéka,
ve vyspélych zemich se ocekava hodnota mezi 50 a 150 g (Zhang et al. 2008). Epilepsie je
po mrtvici druhé nejcastéjsi onemocnéni centralniho nervového systému. Spotieba antiepileptik
V porovnani s ostatnimi skupinami 1é¢iv proto neni zanedbatelna (Miao and Metcalfe 2003).
Antiepileptikum karbamazepin je na farmaceutickém trhu dostupné ptes Ctyficet let, zcela
nahradilo hojn¢ vyuZzivany fenytoin i fenobarbital. Karbamazepin se stal antikonvulzivem prvni
volby pro fadu typu epileptickych, kieCovych zachvati jak u déti, tak u dospé€lych (Lopez-
Muiioz et al. 2018; Moshé et al. 2015). Své uplatnéni nasel i1 ve veterindrni klinické praxi,
pfedev§im u koni (Newton et al. 2000). Kromé toho se karbamazepin pouZzivad pro své
analgetické vlastnosti k 1é¢b¢ trigemindlni neuralgie. V klinické psychiatrii je predepisovan
k 1é¢bé schizofrenie, bipolarni poruchy ¢i jako stabilizator nalady. V kombinaci s jinymi 1éCivy
slouzi jako podpurna 1é¢ba pii odvykani na alkoholu (Woods et al. 2017).

Tato 1éciva latka spolecné s ostatnimi 1éCivy je po terapeutickém uziti vyluovana
ve form¢& metabolitd i v nezménéné podobe. Vyluované metabolity (TP) i samotné matetské
chemické struktury maji potencial k biologické aktivité. VSechny tyto chemické slouceniny
jsou odvadény stokovou siti do istiren odpadnich vod (COV), kde nejsou degradovana nebo
zachycena (Ebele et al. 2017). Karbamazepin byl nalezen v odpadnich vodach po celém svéte:
v Evropé, USA, Kanad¢, Japonsku ¢i Jizni Koreji. Ocekdva se, ze se tento seznam oblasti
v budoucnu rozroste. Koncentrace karbamazepinu v odpadnich vodach COV se obvykle
pohybuji viadu stovek nanogram na litr, ojedinéle je zaznamendna koncentrace
i v mikrogramech na litr (Zhang et al. 2008).

Nasledné se tyto latky dostavaji do pfirodniho vodniho ¢i pudniho prostiedi ve formé
vycisténé odpadni vody nebo upraveného kalu (Zhang et al. 2008).Velky pocet studii prokazal
pfitomnost riznych farmak, véetné CBZ, jejich rezidui v riznych sekcich Zivotniho prostfedi,
coz vyvolava obavy z moznych nepiiznivych G€inkl na ¢lovéka a volné Zijici Zivocichy. AvSak
samotnd detekce latek nutné nemusi piedstavovat environmentélni hrozbu (Ebele et al. 2017).
Potencial nepfiznivého rizika pro zivotni prostiedi u obecné vsech biologicky aktivnich
sloucenin, jejich metaboliti a dalSich stopovych organickych sloucenin je jiz dlouho znam,
ale jejich rozsah jesté neni dostatecné prozkouman a prokazan (Shreffler and Zuniga 2018).
Je kdispozici velmi malo informaci o tom, jak CBZ interaguji s jednotlivymi slozkami
zivotniho prostiedi, a také o tom, jak se vzdjemné tyto cizorodé latky v Zivotnim prostiedi
ovliviiuji (Ebele et al. 2017). Neni komplexné pochopeno, jak se slouceniny v pribéhu ¢asu
meéni a jak interaguji s jednotlivymi slozkami ekosystému. Je jisté, Ze jeho chovani je
podminéné jak fyzikalné-chemickymi vlastnostmi CBZ a transformac¢nich produktl, tak
I fyzikalngé- chemickymi vlastnostmi vSech slozek celého ekosystému (Shreffler and Zuniga
2018). Pro pochopeni moznych interakci CBZ a jeho TP je dilezité si uvést jeho vlastnosti,
a to jak fyzikaln€ chemickeé, farmaceutické a toxikologické. Znamé poznatky a principy chovani
CBZ v zivotnim prostiedi jsou shrnuty v této praci.



2 CILPRACE

Cilem této bakalafské prace bylo vypracovani uceleného piehledu fyzikalné-chemickych,
farmakologickych a toxikologickych vlastnosti karbamazepinu a jeho transformacnich
produktd. Byly shrnuty informace o moznych zdrojich, vyskytu a mife distribuce téchto latek
v zivotnim prostedi s diirazem na tlohu Cistiren odpadnich vod a jejich moznosti eliminace
téchto environmentalnich polutantd.



3 ANTIEPILEPTIKA

Antiepileptika (AED) jsou léky pouzivané k symptomatické 1é¢bé! epileptickych
zachvatl a stavu oznaCovaného jako status epilepticus, coZ je nebezpecny a zivot ohrozujici
stav skladajici se spojité z n¢kolika jednotek ¢i desitek teézkych epileptickych kiecovitych
zachvatua (Hynie 1999). AED pusobi protikfeCové, proto jsou téZ oznaCovana jako
antikonvulziva (konvulze = kie¢, kieovy stav) (Debnath et al. 2020). Zachvaty jsou podminény
patologickou mozkovou epileptickou aktivitou, abnormalnimi vyboji mezi neurony v $edé kuife
mozkové (Hampl et al. 2015). Klinické projevy epileptickych zachvat se mohou projevit
rozlicnym zpusobem Sriznou intenzitou a cetnosti. Rozsah manifestace je podminén
umisténim a velikosti loziska (tj. epileptogenni zony) v riznych oblastech mozku. Epileptické
zachvaty se déli na zachvaty fokalni (parcidlni) a generalizované (rozsahlé), které se deli dale
na jednotlivé podtypy (Moshé et al. 2015).

Spontanné opakovanymi zachvaty se projevuje epilepsie (Kuba 2006). Nutno upozornit
na skutecnost, Ze jeden epilepticky zachvat neznamend epilepsii. Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) udava, ze az 10 % lidi na celém svété ma béhem svého Zivota jeden
epilepticky zachvat (WHO 2021). Epilepsie je definovana jako dva nebo vice
nevyprovokovanych epileptickych zachvata (WHO 2021). Epilepsie (EP, zastarale cesky
padoucnice) je ¢asté neurologické onemocnéni s prevalenci asi 5-8 ptipadt na 1 000 obyvatel
ve vyspélych statech, v rozvojovych zemich s prevalenci 10 a vice ptipadt na 1000 obyvatel.
Tyto regionalni rozdily pravdépodobné vyplyvaji z rozdila v rizikovych faktorech pro epilepsii,
zejména v nedostate¢né piedporodni, perinatalni a postnatalni péci ¢i v uplné absenci
vySetfovacich procedur, tzv. screeningu (Kuba 2006; Moshé et al. 2015). WHO v roce 2014
odhadovala, ze epilepsii po celém svété trpi 50 miliont lidi (May 2014). Nyni odhaduje
pfiblizné 65 miliont lidi (WHO 2021). Epilepsie postihuje vSechny v€kové skupiny, v§echny
etnické skupiny. Epidemiologické studie avSak ukazuji, ze EP manifestuje zejména u starsi
populace (Akamatsu 2017).

Epilepsie neni choroba s jedinou pfi¢inou, mize byt vyvoldna béhem Zivota celym
spektrem pfic¢in od infekci, nadmérmého uzivani alkoholu ¢i drog, metabolické poruchy
az po nadory i urazy hlavy (Hampl et al. 2015). Pticina casto neni odhalena (Kuba 2006).
V Japonské studii zabyvajici se kohortou starsich pacienti (nad 65 let) dokonce uvadi, Ze jasna
pfi¢ina EP nebyla u 53, 7 % pacientl nalezena (Akamatsu 2017; Kuba 2006). Toto riznorodé
onemocnéni je velmi t€zké jednotné definovat, v historii byla pouZivana fada definic.
Mezinarodni liga proti epilepsii (ILAE) definuje epilepsii jako "trvalou predispozici mozku
k vyvolani epileptickych zachvatii, s neurobiologickymi, kognitivnimi, psychologickymi
a socialnimi disledky" a epileptické zachvaty jako "prechodny vyskyt znamek a/nebo priznakii
v dusledku abnormalni nadmérné nebo synchronni neurondalni aktivity v mozku" (Moshé et al.
2015). Ne vSechny formy epilepsie jsou spojeny se snizenou délkou Zivota (Moshé et al. 2015).
Avsak WHO uvadi, ze je riziko pied¢asného umrti u lidi s epilepsii az téikrat vyssi nez u zdravé
populace (WHO 2021).

! Symptomatické 1é¢ba je terapie zalozend na potlacovani pfiznakt nemoci bez ohledu na p¥i¢inu nemoci. Proto
antiepileptika epilepsii ptimo nelé¢i, ale pouze potlacuji jeji projevy, zejména epileptické zachvaty (Kuba 2006).



Cilem 1écby je potlaceni ¢i uplna eliminace silnych zachvatii bez nepfijatelnych
nezadoucich ucinkd a zajisténi optimalni kvality zivota pacienta a jeho okoli. Pokud je
prokazatelné ur¢ena pficina EP, je snaha ji odstranit napt. chirurgickym zékrokem. V ostatnich
piipadech jsou nutna rezimova opatieni v podob¢ dobré Zivotospravy, vyhnuti se provokacnich
faktord, jez jsou spoustécem zachvatli, a medikace. Ptiblizné 20 — 30 % pacientt s epilepsii ma
zachvaty, které jsou refrakterni k 16¢bé aktualné dostupnymi AED (Moshé et al. 2015). Era
moderni terapie epilepsie byla zahajena v roce 1912, kdy byl do terapie zaveden fenobarbital,
nasledovany fenytoinem a etosuximidem. Poté se do klinické praxe zavedla tzv. ,klasicka
antiepileptika®, ptredevsim karbamazepin, valproat a benzodiazepiny (nejznaméjsi diazepam).
V poslednich letech se registruji tzv. ,,nova antiepileptika“. V soucasné dob¢ za n¢ povazujeme
lamotrigin, levetiracetam, topiramat, lakosamid, zonisamid, oxkarbamazepin (Hampl et al.
2015; Kuba 2006). Davky se pohybuji v Sirokém rozsahu, od stovek mg do fadu tisici mg.
Lécba je dlouhodoba. Ukonceni 1écby se doporucuje nejdiive po tfech letech bez zachvatl
s dobrym klinickym obrazem. Vysazeni 1é¢by neni narazové, ale pomalu se klesa s davkou,
protoze hrozi tzv. rebound fenomén, tedy efekt zpétného razu (May 2014; Moshé et al. 2015).

Lze rozlisit tii hlavni skupiny AED dle mechanisme G¢inku. Pokud ptsobi pouze jednim
mechanismem, oznacuje se lécba jako uzkospektralni. N&ktera antiepileptika maji cilové
struktury  vicecetné (tzn. kombinuji vice mechanismi G¢inku), oznadujeme je
za Sirokospektralni. Jednotlivé G¢inné latky (API) se mohou podavat samostatné, coz se
oznacuje jako monoterapie, nebo mohou byt spoleéné ve smési, poté se hovoti o kombinované
terapii (Akamatsu 2017; May 2014).

4 KARBAMAZEPIN JAKO LECIVA LATKA

Karbamazepin je terapeuticky ucinny nejen v 1é€bé epilepsie, ale i bolestivé neuralgie
trigeminu, bipolarni poruchy, manie a v dalich neurologickych onemocnéni, a to jak v humanni
Klinické praxi, tak i veterinarni. Od uvedeni na trh se CBZ stal nejb&éznéji pfedepisovanym
lékem a dlouho se oznacoval jako 1€k prvni volby na epilepsii. Jeho terapeuticka aplikace je
vsak spojena s fadou zavaznych idiosynkratickych (individualnich) nezadoucich G¢inku, véetné
aplastické anémie ¢i hepatitidy. V dnesni dobé je ptekonan nové&jsimi 1é¢ivy, avsak stale je
hojné predepisovan (Bialer 2012; Debnath et al. 2020; Pearce et al. 2008).

Je podezteni, ze je karbamazepin pro svlij mechanismus ucinku zneuzivany jako
sportovni doping Vv olympijské sportovni discipliné freedivingu, tedy ve volném potapéni.
Jelikoz neni na seznamu zakazanych latek vytvofeném Svétovou antidopingovou agenturou
(WADA), dopingové kontroly ho nemonitoruji a nelze tedy potvrdit ani vyvratit toto podezieni
(Woods et al. 2017).



4.1 FYZIKALNE — CHEMICKA CHARAKTERISTIKA

Synteticka 1é¢iva latka S5SH-dibenz[b,flazepin-5-karboxamid (¢i 5-karbamoil-5H-
dibenz[b,f]lazepin) sumarniho vzorce C15sH12N20, znama jako karbamazepin (carbamazepinum,
CB2), je v Cisté formé bila az nazloutle bila krystalicka latka neutralni nebo nahotklé chuti,
téméf bez zapachu (Debnath et al. 2020).

Obr. 1 Strukturni vzorec molekuly CBZ s ¢iselné oznaCenymi uhliku v cyklech. Vyznaéeny
farmakofor — zelené dvojna vazba na uhliku C10, modie skupina — CONH> a ¢ervené hydrofobni
jednotka. Pfevzato a ptepracovano z citace (Sahu et al. 2017).

Jak prozrazuje strukturni vzorec (Obr. 1), karbamazepin se sklada ze sedmiclenného
dusikatého heterocyklu, ktery sdili atomy uhlikii se dvéma benzenovymi kruhy. Postrada
nasyceny uhlikovy atom, postrada stied chirality, a proto neni chiralni. Obsahuje amidovou
¢ast, jez neni soucasti heterocyklického kruhu. Neni planarni (Bialer 2012).

Za farmakofor (Obr.1), tj. strukturni motiv odpovédny za biologickou aktivitu, jsou
povazovany 3 ¢asti molekuly — dvojnd vazba na uhliku C10 (donor elektrontl), lipofilni
aromaticky kruh (tedy hydrofobni jednotka) a amidova skupina — CONH, umoziujici tvorbu
vazby vodikové (tj. vodikovy mistek). Pfi této intermolekularni interakci elektronegativni
dusikovy atom zpiisobuje posun elektroni od atomid vodiku smérem k sobé¢, tim vznika
na vodikovych atomech ¢asteény kladny naboj, jenz mize byt ptitahovan zapornym nabojem
volného elektronového paru atomu jiné molekuly; a tim dojde ke sdileni vodikového atomu.
Zaroven ale skupina obsahuje i atom kysliku s volnymi el. pary, kterymi mtize kyselé protony
(vodiky s ¢asteénym kladnym nabojem) pfitahovat (Deng et al. 2014; Sahu et al. 2017). Praveé
vodikova vazba je mimofddné dilezitd v tzv. molekularnim rozpoznavéani partnera
ve vzajemném pusobeni molekuly CBZ s enzymem ¢i receptorem, proteinovou strukturou.
Rovnéz kauzaln€ souvisi s hydrofilnimi vlastnostmi, mirou ochoty reagovat s molekulami vody
(Kodicek et al. 2018). Za nejreaktivnéjsi misto (chemicky, farmakologicky i metabolicky) se
v molekule povazuje dvojna vazba mezi uhlikem C10 a C11 (Bialer 2012).

Aby strukturni motiv vykazoval danou biologickou aktivitu, je dilezitd 1 absolutni
vzdalenost téchto ¢asti od sebe (Sahu et al. 2017). Stejny farmakofor vykazuji i dalsi zastupci
antiepileptik, napt. vySe zminény fenytoin nebo diazepam. CBZ ma strukturou velmi blizko
k tricyklickym antidepresivam (TCA) (Vardanyan and Hruby 2006).

Tato substance je nepolarni (resp. velice slabé polarni). Jeji mozné acidobazické
chovani I1ze odhadnout z disocia¢nich konstant pKai1=1,0 a pKaz= 13,9 (voda oproti CBZ ma



pka pfiblizné 15,7) za normalniho tlaku pii 25 °C. Tato molekula je neutralni mezi pH 3 a 11
(Bizi 2019). Specia¢ni diagram CBZ v Cisté vod¢ v zavislosti na pH je zobrazen na Obr. 2. Mira
polarity uzce souvisi i s rozpustnosti CBZ (Debnath et al. 2020; Deng et al. 2013; Zhang et al.
2008).
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Obr. 2 Specia¢ni diagram CBZ v &isté vodé. Pievzato a pielozeno z citace (Bizi 2019).

V riznych organickych rozpoustédlech (napf.: v alkoholu, acetonu, chloroformu) je tato
latka dobfe rozpustna. Avsak malou rozpustnost jevi Vetheru. Ve vodé je prakticky
nerozpustna. To, co jej ¢ini nerozpustnym ve vodg, je tricyklicka struktura (Woods et al. 2017).
Ve vétsing literatury se uvadi maximélni hmotnostni koncentrace rovna 17,7 mg-1"! pii 25 °C
(Debnath et al. 2020; Zhang et al. 2008). V né¢kterych védeckych ¢lancich se v§ak uvadi Gdaj
priblizné desetindsobné vétsi, hodnoty maximaélni koncentrace okolo 125 mg-1"! pti 25 °C
(Deng et al. 2013). Tento informaéni rozpor je zpisobem nelGplnym popisem ziskani této
informace, jelikoz udaj 17,7 mg-1"! je udaj teoretické predikce, tedy hodnota, kterou na zakladg
chemické struktury urcila vypocetni technika. Empirie dokazuje vétsi hodnoty. I piesto jsou
tyto hodnoty malé v porovnani s rozpustnosti ostatnich organickych substanci, hovoti se 0 CBZ
jako o latce nerozpustné ve vod€. Miru lipofility neboli hydrofobicity nam vyjadiuje
rozdélovaci koeficient log P (1-oktanol/voda), jehoz hodnoty jsou funkci podminek (pH,
teplota) a v ptipadé pH 7,4 , pii teploté 25 °C pro CBZ ¢ini predikovana (vypocitand) hodnota
2.45 2,V literatufe lze naleznout i empiricky zjisténou hodnotu 1,51 pti pH 7,0 a teplot& 25 °C.
Latka ma lipofilni charakter (Deng et al. 2013; Scheytt et al. 2005). Henryho konstanta ¢ini
1,09 -1073 Pa-m*-mol ! pii 25 °C, coz je dilezity tidaj zejména pro studium pidnich interakci
(Zhang et al. 2008).

Je zde na misté zminit, ze CBZ je polymorfni chemicka entita, tedy latka, jez
v zavislosti na krystalizacnich podminkach mtize krystalizovat ve vice krystalovych
strukturach, tzv. polymorfech. Pro odliSeni jednotlivych krystalickych modifikaci molekuly se
oznacuji obvykle fimskymi ¢islicemi, ¢i pismeny, nebo jsou popsany svoji symetrii. Spolecné

2 Hodnoty log P jsou obvykle mezi -3 (velmi hydrofilni) a +10 (extrémné hydrofobni). Hodnota zéleZi na okolnich
podminkach (napf.: pH, teplota, atd...), proto je dilezité vidy spravné tyto podminky zaznamenat.



s kokrystaly (molekularni komplexy)3, pseudopolymorfy jsou souhrnné oznadovany jako pevné
formy. Pocet pevnych forem je kone¢ny, odvisly od struktury, av§ak u vétsiny 1éCiv je v fadech
jednotek. Pevné formy vykazuji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti, tj. body tani, chemickou
reaktivitu, miru rozpusténi a biologickou dostupnost atd. (Czernicki and Baranska 2013;
Kratochvil 2014).

Pifi zavadéni generického IéCivého ptipravku karbamazepinu byla v roce 1992
uskute¢néna studie, ktera prokazala, ze farmakologické vlastnosti (mira disoluce, absorbce
a biologicka dostupnost) riznych tablet CBZ jsou zna¢né variabilni. Vyrobce tablet na ni
reagoval bez meskani stazenim Sarzi, ponévadz nebylo jasné, co zptusobuje rozdily. Objasnéni
tohoto selhani pfislo se zjisténim, ze polymorfie CBZ ma vliv na biologickou dostupnost API
(Meyer et al. 1992). Toto zjisténi bylo v té dob¢ necekané, jelikoz predchozi studie z roku 1983
a 1989 tvrdily, Zze bezvodé a dihydratové formy karbamazepinu maji u lidi velmi podobnou
farmakokinetiku ¢i, ze neexistuji zadné rozdily v biologické dostupnosti (Censi and Martino
2015). Nyni je CBZ v krystalovém inZenyrstvi ukazkovy piiklad extrému, jelikoz manifestuje
ve vice nez 50 pevnych formach (Arlin 2011, Kratochvil 2014). Podle aktualnich zaznamu
v Cambridgeské strukturni databazi (CSD) je evidovano nad 141 pevnych forem CBZ (CSD
2021).

Zakladni ¢tyfi bezvodé polymorfy jsou: triklinicka forma I; trigonalni forma II; a dva
monoklinické polymorfy (formy III a IV) (Arlin et al. 2011; Lowes et al. 1987). V nedavné
dob¢ byla identifikovana i pata zakladni bezvoda — ortorombicka forma V (Arlin 2011).
Nicméné pouze polymorf III jako jediny vykazuje chténé terapeutické ucinky. Dle klesajici
stability pti pokojové teploté se mohou sefadit do fady: Il > 1 > IV > Il. K pfeménam mezi
polymorfy dochazi, pfemény mohou byt zptsobeny tepelnou zménou, mechanickym
namahanim ¢i pusobenim rozpoustédla (Czernicki & Baranska 2013). I sloZeni rozpoustédla je
zasadni (Shayanfar et al. 2014).

Jak jiz bylo zminéno, diky moznosti tvorby vodikovych vazeb, bezvod¢ formy CBZ
mohou byt za pfitomnosti vody ¢i vzduSné vlhkosti hydratovany na hydratované krystalové
modifikace, jez prokazuji horsi stabilitu a také jsou terapeuticky méné u¢inngjsi. Bezvodé
zakladni formy CBZ ve vod¢ rychle pfechazeji na dihydrat, ktery je méné rozpustny ve vode
nez puvodni bezvodé formy (Shayanfar 2014). Slabé vodikové vazby jsou piitomné i mezi CBZ
a rozpoustedly, po krystalizaci takovych roztokl vznikaji pseudopolymorfy, jenZ mohou mit
lepsi vlastnosti nez ,.Cisté*“ polymorfy CBZ. Polymorfy a dalsi pevné formy jsou
charakterizovany zejména diferencialni skenovaci kalorimetrii, termogravimetrickou analyzou,
infraCervenou spektroskopii, rentgenovou praskovou difrakci ¢i mohou byt mikroskopovany
(Lowes et al. 1987; Roberts et al. 2000). Vysledkem jsou fazové diagramy, které 1ze vyuzit jak
pro identifikaci polymorfli, tak 1 k jejich porovnani ¢i pouzit k ptfedpovidani fazové
transformace systému pevna latka-kapalina pti riznych teplotach, tlacich a dalSich parametrech
(naptiklad pH) (Huang et al. 2020; Roberts et al. 2000). Studium polymorfie CBZ je dtlezité
pro pochopeni moznosti fazové transformace této latky za riznych podminek a také
pro pochopeni a predikci nevazebnych interakci v pevné forme.

3 Kokrystal — je molekularni komplex sloZen z lé¢ivé latky (obvykle ma nevhodné fyzikdlné — chemické vlastnosti,
zde Spatna rozpustnost) a tzv. kokrystaliza¢niho partnera — slouceniny, jez ma skvélé fyzikalné — chemické
vlastnosti.
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Obr. 3 Struktury dvou polymorfi CBZ (vlevo a-karbamazepin, tedy trigonalni; vpravo B-
karbamazepin, tedy monoklinicky) zobrazené diky rastrovacimu elektronovému mikroskopu.
Na fotografiich vidime, Ze zménou polymorfni formy se zméni i plocha povrchu jednotlivych krystalku,
tedy sty¢na plocha pro moznou interakci, napf. s trdvicimi §tdvami, vodou ¢i ptidnimi ¢asticemi.
Pievzato z citace (Roberts 2000).

4.2 VYROBA A SYNTEZA

Karbamazepin byl poprvé piipraven v roce 1953 Svycarskym chemikem Walterem
Schindlerem. Svoji chemickou strukturou byl CBZ odlisny od svych pifedchudct a ostatnich
klasickych soudobych 1écivych latek vyuzivanych k 1é¢bé epilepsie a dalSich neurologickych
onemocnéni. Dlivodem rozmanité variability téchto struktur bylo, Ze k jejich objevovani se
dochazelo zcela empiricky bez néstroji dneSni doby, jako je napfiklad technika modelovani
kvantitativni zavislosti biologické aktivity na chemické struktuie (QSAR)* (Bialer 2012).

Roky poté se pracovalo na syntéze a vyvijel se 1éCivy pripravek. Béhem roku 1961
W. Schindler popsal syntézu a W. Theobad spolu s H. A. Kunzem prokézaly antiepileptické
vlastnosti CBZ (Lopez-Muiioz et al. 2018). Roku 1962 se na evropsky trh dostal pod obchodnim
nazvem Tegretol® se schvilenym uZitim jako 1ék k terapii neuralgie trigeminu. Pozdé&ji, v roce
1965 byl schvalen ve Velké Britanii, v USA roku 1967 (Debnath et al. 2020). Jako
antiepileptikum byl CBZ schvélen az v roce 1974. Udajné se vyuzival off-label i k 1é¢bé
bipolarni poruchy a jako stabilizator nalady. Na zacatku 70. let japonsti psychiatii Takezaki
a Hanaoka (1972) publikovali své studie o antimanickych vlastnostech CBZ, které sledovali
na svych pacientech trpicich bipolarni poruchou po podani medikamentu. Dtivodem, pro¢ volili
k terapii CBZ byla skute¢nost, ze v tehdejsim Japonsku nebylo dostupné lithium, které se bézné
vyuzivalo k ovliviilovani manickych stavli u pacientli, na které netcinkovaly antipsychotika.

4 Zjednodusené je QSAR slozity matematicky aparat aplikovany na velky objem dat stavajicich poznatka

o zavislosti chem. struktur, jejich interakce a odezvy ostatnich struktur (zejména cilovych struktur, receptortt).
Metoda nahodnych pokust tak byla diky sbéru dat a jeho sofistikovanému zpracovani piekonéna a vysledkem je
soucasna predikce novych chemickych molekul s chténou aktivitou na cilové struktury. Molekuly takto ziskané
jsou si ¢asto velice podobné a mohou vytvaret stejné transformacnimi produkty jako molekuly jiz bézné
pouzivané. Prikladem muze byt derivat karbamazepinu oxcarbazepin, ktery vytvaii stejné metabolity jako CBZ
(Bialer 2012; Skuta & Svozil 2017).



Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) karbamazepin schvalil pro 1é¢bu manie az v roce
2004, ne vsak k celkové 1é¢be bipolarni poruchy, jelikoz negativné plsobi na depresivni stavy
(Lopez-Muioz et al. 2018).

Jedna z cest k syntéze CBZ spociva v reakci dibenzazepinu (5H-dibenz[b,flazepinu)
s fosgenem za vzniku 5-chlorkarboxy-5H-dibenz-[b,f]lazepinu, ten podléha nasledné reakci se
¢pavkem, ktera poskytuje jako hlavni produkt karbamazepin (Obr.4). Alternativni metodou
syntézy je piima reakce dibenzazepinu s kyanatem draselnym (Obr.4) (Vardanyan & Hruby
2006). V literatufe je popsano nad 10 riznych zptusobl syntézy a ptes 26 rtiznych sloucenin
vhodnych jako vychozi latky. V pribéhu let se u nékterych téchto reaktantd potvrdila
karcinogenita (Debnath et al. 2020). Je potiebné uvazovat s faktem, ze coby necistoty se mohou
dostavat spole¢né s CBZ do lidského organismu a poté do Zivotniho prostfedi (ZP), a to jak
v nezménéné formé, tak predevSim ve formé metaboliti. Za Vhodnych podminek
Se
v ZP miize transformovat CBZ zpét na tyto latky.

NH,
Obr.4 Piiklady syntézy CBZ. Pievzato z citace (Vardanyan & Hruby 2006).

V minulosti byly nasyntetizovany tyto Ctyfi nové chemické struktury 1é¢iv (Obr. 5)
s nad¢ji, ze vytvofii tzv. druhou generaci CBZ (Bialer 2012). Struktura nazvana jako ADCI ma
diky své struktufe $irsi spektrum bioaktivity na centralni nervovou soustavu, avsak v roce 1999
byl klinicky vyvoj zastaven z ddvodu jaterni toxicity (+)-enantiomeru. Druha struktura
oxkarbazepin (OXC) je registrované 1é¢ivo, tedy v preklinickych, klinickych testech nebyl
zjistén zadny vazny nepfiznivy ucinek ¢i toxicita. Jeho vyhodou oproti CBZ je,
ze nepodléha indukénimu oxidaénimu metabolismu zprostfedkovanému CYP3A4 (bude
popsano nize v kapitole Biotransformace), ale spiSe rychle presystémové metabolické
redukcel0-keto skupiny na likarbazepin (MHD), ktery je aktivni entitou V téle. Peroralné
aplikovany OXC humanné se biotransformuje na likarbazpin stereoselektivné, plazmatickou
koncentraci ¢tyfnasobné pievazuje (S) -likarbazepin nad (R) -likarbazepinem. Tieti struktura
(R,S)-likarbazepin (racemicka smés) byla vyvinuta jako novy 1ék na bipolarni poruchu, ale
neprojevila se jeho 1écebny tcinek nad placebem (Bialer 2012). Zaména dvojné vazby na C10
za hydroxyskupinu zptsobila, ze vodna rozpustnost likarnbazepinu je 4200 mg/l, coz je
mnohokrat vice nez rozpustnost OXC nebo CBZ. Eslikarbazepin-acetat (ESL) je prolécivo
Kk ptiznivé biologicky aktivnimu (S)-likarbazepinu. ESL je biotransformovan presystémove
v jatrech na (S)-likarbazepin (Bialer 2012).
V soucasné dob¢ neprobihaji intenzivni vyvojové studie o rozsifeni indikace, jelikoz
na dneSnim trhu jsou dostupné jeho analogy s lepsimi farmakologickymi vlastnostmi (Lopez-
Mufioz et al. 2018).
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Obr. 5 Struktury chemickych sloucenin tzv. druhé generace CBZ. Roky v zavorkach znamenaji roky
schvaleni registrace v pfislusnych oblastech. Pfevzato z citace (Bialer 2012).

4.3 SPOTREBA

Pro odhad potencialni objemové expozice na zivotni prostiedi, je vhodné uvést spotiebu
této substance. Obecné u vSech 1€¢iv je vlastni vyjadieni spotieby dosti problematické, jelikoz
neexistuji data skutecné spotieby. Konzumpce se vyjadiuje nejcastéji v ekonomickych
ukazatelich a pojem ,, spotieba 1é¢iv* je tak ¢asto zaménhovan s dodavkou 1€kt nebo s naklady
na léky. Hodnoty spotieby prostiednictvim téchto ukazateld jsou vzdy nadhodnoceny
0 neznamé mnozstvi nepouzitelnych 16k (Kotistkova and Grundmann 2006).

Data o globalni spotiebé v dnesni dobé nejsou bézné dostupné vefejnosti, vyrobei podty
vyrobenych lé€ivych piipravkll maji, tyto tdaje vSak nezvetejiuji. Dokladat ndrodnim ufadiim
pocty LP jsou povinni obvykle jen dodavatelé 1€kii. Shromazd'ovani Gdaji o farmaceutické
spotfebé narodnimi autoritami je slozité, s¢itani hodnot mezistatné také, ponévadz kazdy stat
pouziva jiné vyjadfeni a jinou metodiku. Zna¢nou komplikaci je i mezinarodni obchodovani

5> Tzv. nepouiitelnd |é¢iva je pojem definovany zakonem &. 378/2007 Sb., zdkonem o lé¢ivech a 0 zménach
nékterych souvisejicich zakon). Do této mnoZiny spadaji Iéky nevyhovujici jakosti, s proslou dobou
pouZitelnosti, uchovavana nebo pfipravovana za jinych nez predepsanych podminek, zjevné poskozenda nebo
nespotrebovana.
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a tzv. prebalovani® (Zhang et al. 2008). Ve snahach o odhad, jenz by vérné odrazel skute¢nost,
vznikla v roce 1969 skupina pro sledovani spotieb 1éki — Drug Utilization Research Group
(DURG), jejiz vystupy jsou jen pouhym doporucenim (Kofistkova & Grundmann 2006).
Soukroma spole¢nost Intercontinental Medical Statistics (IMS Health) poskytla informaci,
7e v roce 2007 bylo prodano 942 tun karbamazepinu. Udaj zahrnoval informace z 76 zemi,
o nichz se piedpokladalo, ze predstavovaly 96 % celosvétového soudobého farmaceutického
trhu (Zhang et al. 2008). Jina data nejsou bézné vefejné dostupna.

Ukazuje se, ze pro potieby odhadu expozice 1é¢ivé API na ekosystém dobie funguji
teoretické predikce spotieby vytvorené matematickymi linearnimi modely, které jsou zalozené
na datech popula¢ni dynamiky v kombinaci sdaty smisenych Gc¢inkt socioekonomickych
a demografickych prediktori. Takto vytvofeny odhad, avSak nesoucasny, pro demonstraci
narGstu CBZ zachycuje graf 1. Rozsifené modely zahrnuji i proménné, pocitajici s trendy
lécebnych navykid a vyskytu onemocnéni. Pro CBZ vSak tyto modely nejsou dostupné.
Soucasny obecny trend globalni spotieby CBZ se ocekava vzestupny (Oldenkamp et al. 2019).
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Graf 1 Predikovana spotieba CBZ v zavislosti na ¢ase. Pfelozeno, ptevzato z citace (Oldenkamp et al.
2019).

Ceska autorita, tj. Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL), sou¢asné eviduje v Ceské
republice 11 registrovanych pfipravkii obsahujici aktivni latku carbamazepinum (SUKL 2021).
Ustav  pro statni kontrolu veterindrnich  biopreparatd a 1é¢iv  (USKVBL)
v soucasné dobé neeviduje v CR zadny veterinarni piipravek s touto u¢innou latkou (USKVBL
2021). Spotieba CBZ v CR, respektive jeho dodavka do lékaren a jinych zdravotnickych
zaiizeni, v poslednich letech ma mirné sestupny linearni trend (Graf 2) (SUKL 2021). Moznym
vysvétlenim je postupné nahrazovani karbamazepinu nové€jsimi antiepileptickymi preparaty
(AED), které ptinaSeji znatelné vyhody, jako naptiklad pfiznivéjsi farmakokinetiku, lepsi
snasenlivost &i nizsi riziko lékovych interakci (Bialer 2012). V CR tedy spotieba mirné klesa.

Problémem je, ze se do ekologického systému nedostava jen nezménéné forma CBZ,
ale pfedevsim jeho metabolity. Tyto metabolity, které budou popsany déle, nemaji jako jediny
prekurzor karbamazepin. Za vhodnych podminek na stejné struktury mohou byt preménény

6 Tzv. pfebalovéni, timto terminem se rozumi viechny operace v rdmci vyroby provadéné se soubéiné
dovaZzenym pfipravkem (prebaleni do nového vnéjsiho obalu, prelepeni ptivodniho vnéjsiho obalu, vyména
pfibalového informacdniho letdku, prelepeni blistru...) (SUKL 2021).
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1 nov¢jsi analogové struktury OXC a ESL. Nelze tedy mnozstvi metaboliti v zivotnim prostiedi
pricitat pouze karbamazepinu. Bylo by vhodné uvést i jejich spotiebu, avSak dostupna data
chybi. Oxkarbazepin v CR neni registrovan, eslikarbazepin acetat se na tuzemském trhu
vyskytuje od roku 2011 a ma mirny vzestupny trend (Graf 2) (SUKL 2021).
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Graf 2 Dodavky CBZ v CR v zéavislosti na ¢ase. Vlastni zpracovéni, datovy zdroj (SUKL 2021).

4.4 FARMAKOLOGICKY PROFIL

Farmakologicky profil 1ze rozdélit na tfi faze, farmaceutickou, farmakokinetickou a

farmakodynamickou fazi (Hampl et al. 2015).
Farmaceuticka faze je souhrnné oznaceni pro procesy vedouci k uvolnéni molekul CBZ

z 1ékové formy (Hampl et al. 2015; Woods et al. 2017). Davka CBZ se obvykle pohybuje
vrozmezi 150-1600 g-den? a nejcast&ji je aplikovdna peroralng v pevné tabletové formé
(Rychlickova 2015). Lécba je zapocata nizkymi davkami, jeZ se postupné zvysuji do dosazeni
pozadovaného terapeutického G¢inku (SUKL). Rozpousténi (disoluce) tablety (tj. rozpad
tabletové struktury v dasledku pronikani travicich $tav, tj. rozpoustédla do krystalové miizky
a uvolnéni API do roztoku GIT) je zavislé na vybéru polymorfu. Absorpce karbamazepinu
oralné¢ podavaného je zalozena na pasivni difizi bez zapojeni aktivnich transportéri. Na
celkové absorpci 1éCiva se podili dva klicové faktory — rozpustnost ve vodném stievnim
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prostiedi (v travicich §tavach) a propustnost v celém gastrointestindlnim traktu (GIT)’ (Hill et
al. 2019; May 2014; Shayanfar et al. 2014).

Dle biofarmaceutického klasifika¢niho systému je CBZ 1¢k z 1. tfidy (Shayanfar 2014).
To vyjadtuje, jak jiz bylo ostatné vyse zminéno, ze CBZ je velmi malo rozpustny ve vodném
prostiedi, ale jeho propustnost skrz bunééné membrany v GIT je diky lipofilni povaze velmi
dobra, navic je molekula z hlediska polarity téméf neutralni (Censi and Martino 2015; Fine-
Shamir et al. 2020; Kratochvil 2014). Nizka rozpustnost a neutralni charakter jsou nevyhodné
vlastnosti, jelikoz je nutné podavat velmi vysoké davky pro dosazeni terapeuticky uc¢inné
koncentrace v krevnim ob&hu. Proto je farmaceuticky pramysl ovliviiuje bud’ chemickou
zménou samotné API (nejcastéji prevedenim na iontové slouceniny-soli atd.) ¢i pfidanim
vhodného excipientu (tj. pomocné latky) (Kratochvil 2014; Shayanfar et al. 2014). Takova
zména ovlivni 1 miru propustnosti APl skrz biologické membrany. Rozpustnost a propustnost
vykazuji totiz efekt spojenych nadob, tj. s narlistem rozpustnosti klesd mira propustnosti, coz
prokazali Fine — Shamir a kol. (2020) pomoci tfepacky, kdy k riznému mnozstvi API CBZ
ptidavali nepifimo iumérné ruizna mnozstvi dobfe rozpustného (ve vodé) polyethylenglykolu 400
(PEG-400). Nasledn& svoje vysledky potvrdili i studii in vivo na potkanech. Upravami je
zamezeno plytvani ¢innou latkou v podobé vysokych davek a tim i nasledna mensi expozice
zivotniho prostiedi (Fine-Shamir et al. 2020). Navic jsou v dne$ni dob¢ tendence tyto procesy
uprav provadét dle pravidel tzv. zelené chemie, coz znamena, ze se béhem procesu neplytva
piebyte¢nymi materialy (Huang et al. 2020).

Absorpci 1é¢iva zadina faze farmakokineticka, kdy organismus puasobi na 1écivo.
Distribuce CBZ v organismu je vyrazné ovliviiovana jeho vazbou na proteiny krevni plazmy.
Vazba na plazmatické bilkoviny dosahuje az 75 % -80 % vstiebané davky (Tolou-Ghamari et
al. 2013). Tuto skutecnost nam potvrzuje i hodnota distribu¢niho objemu (Vp), ktera se
pohybuje v rozsahu 0,8-1,2 1-kg? (Tolou-Ghamari et al. 2013). Tento rozsah hodnot
V porovnani s hodnotami jednotlivych lidskych kompartmentti je vyssi, coz znamena, ze se
karbamazepin se distribuuje intracelularné. Hodnota Vp je opét ovlivnéna lipofilitou CBZ
(Tolou-Ghamari et al. 2013). Poté nasleduje metabolismus, jez bude rozebran podrobné v dalsi
kapitole. Ocekavany terapeuticky rozsah karbamazepinu u déti stejné jako u dospélych je 4
az 12 ng-ml? (Tolou-Ghamari et al. 2013). Eliminace je vyjadiena clearanci karbamazepinu,
jez je u déti rychlejsi neZ u dospélych. Eliminacni polocas je velmi individudlni, uvadi se
hodnoty od 15-100 h v zavislosti na velikosti davky a dobé uzivani (Kuba 2006; Tolou-
Ghamari et al. 2013; Zhang et al. 2008).

Z celkovych farmakologickych studii, jez se vétSinové shoduji, vyplyva,
7e po peroralnim podani je 72 % pozité davky CBZ absorbovano, metabolizovano a pozdé&ji
vylou¢eno moc¢i. Zbyvajicich 28 % je vylouceno stolici v nezménéné podobé (Obr)
(Lertratanangkoon and Horning 1982).

7 Daldi nutny parametr je i velikost molekuly, velké molekuly maji vyrazné snizenou propustnost,
tj. permeabilitu, avsak CBZ je relativné mala organicka latka, proto je tento faktor zanedban.
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Obr. 4 Relativni zastoupeni identifikovaného CBZ a metaboliti eliminovanych lidskym télem.
Lécivo bylo podano per 0s. Piepracovano a upraveno z citace (Woods et al. 2017; Zhang et al. 2008).

Farmakodynamicka faze popisuje mechanismus u¢inku CBZ. Mechanismus vSak neni
jesté¢ komplexné dobfe pochopen. Predpokladd se, ze blokuje iontové kanaly, predevsim
sodikové. Ma tlumivy vliv na pfeménu katecholamint, ¢imz inhibuje trvalou opakujici se
neuronalni excitaci. Tlumi uvoliiovani glutamatu (Czernicki and Baranska 2013; Kuba 2006).

5 BIOTRANSFORMACE

Biotransformace neboli metabolismus je obecné souhrn reakei, ktery vede k pfeméné
chemické struktury ptisobenim zivého organismu. Tyto reakce jsou podminéné katalytickym
ucinkem enzymu. Enzymy pro biotransformaci xenobiotik, tj. organismu cizich latek, jsou
totozné jako pro metabolismus endogennich latek (Kodicek et al. 2018). Pfi metabolismu CBZ
vykazuji aktivitu enzymy z enzymatické rodiny cytochromu P450 (CYP450), ktery se podili
prakticky na biotransformaci vSech xenobiotik, tedy 1éciv, ale 1 alkoholu. Cilem
biotransformace neboli metabolické pfemény je predevsim detoxikace latek v organismu
prostiednictvim zvySeni vodné rozpustnosti sloucenin a usnadnéni jejich exkrece. Béhem
transformace mize dojit ke snizeni ¢i zvySeni biologické aktivity latky, uc¢inek muze byt
zachovan v plném rozsahu jako u matetské slouceniny (Kodicek et al. 2018; Lertratanangkoon
and Horning 1982). Bylo identifikovano pifes 33 rtiznych humannich metabolitl, télem je ale
vylu¢ovano pouze nékolik (Bahlmann et al. 2014; Miao and Metcalfe 2003). Procentualni
zastoupeni vylu¢ovanych identifikovanych metabolitt je na Obr. 4.

Karbamazefin kvuli své lipofilni povaze podléha enterohepatalnimu metabolismu
s tzv. first pass effectem, jinymi slovy je absorbovand davka extenzivné metabolizovana
V jatrech a nevstifebana Cast davky je vyloucena stolici bez biotransformacniho pusobeni
organismu (Bahlmann et al. 2014; Pearce et al. 2008).

V jatrech mtze byt metabolizovan n€kolika zplisoby ovSem z nejvétsi ¢asti je oxidovan
na karbamazepin-10,11-epoxid (CBZ-EP), ktery je biologicky aktivni a také vykazuje
antikonvulzivni G¢inky. Lidskym télem je vyluovano zhruba 1 % CBZ-EP. I kdyz je
za fyziologickych podminek chemicky stabilni, je pievazné CBZ-EP hydrolyzovan

14



na karbamazepin-10,11-dihydroxid (CBZ-DiOH) enzymem epoxidhydrolazy. CBZ-DiOH neni
terapeuticky aktivni (Lertratanangkoon and Horning 1982). Tato epoxid-diolova cesta je
indukovana béhem dlouhodobé 1é¢by CBZ. Tento jev je oznacovan jako tzv. autoindukce (May
2014). Nasledné je CBZ-DiOH ¢aste¢né konjugovan na O-glukuronidy (Lertratanangkoon and
Horning 1982).

Mezi dal$i také relevantni metabolity patii 2-hydroxykarbamazepin (CBZ-20H),
3-hydroxykarbamazepin (CBZ-30H) a 10,11-dihydro-10-hydroxykarbamazepin (CBZ-100H)
(Zhang et al. 2008). Miao a kol. zjistili, ze metabolity CBZ, zejména CBZ-20H, CBZ-30H
a EP-CBZ, vykazuji velmi podobné iontové hmotnostni spektrum a je obtizné rozlisit pomoci
hmotnostni spektrometrie. Jejich detekce vyzaduje dostatecné chromatografické rozliseni pro
spolehlivou kvantifikaci (Miao and Metcalfe 2003).

vvvvvv

vvvvvv

na O-glukuranidy, vyjime¢né i sulfatové konjugaty (Lertratanangkoon and Horning 1982).
Tyto chemické struktury jsou velmi polarni a jsou z téla dobtfe vylu¢ovany moci.

O-Glucuronide N-Glucuronide N-Glucuronide O-Glucuronide O-Glucuronide

T T T T T
‘ o) HO OH o
20— I0|-co—- o -
) O)\NH? O%NH‘. O)\NHZ O}\NH;, O)\NHJ
EP-CBZ DiIOH-CBZ Ox-CBZ

1/2/3/4-OH-CBZ CcBZ
HO / HO
g (A
N N

()J\Nm o)\mo2
9-HMCA 10-OH-CBZ
O-Glucuronide O-Glucuronide

Obr.5 Zakladni metabolické humanni drahy CBZ. Pievzato z citace (Bahlmann et al. 2014).
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6 DISTRIBUCE LECIVA PROSTREDIM

V poslednich dvou desetileti bylo detekovano $iroké spektrum 1écivych latek, jejich
rezidui, pesticidi a dal$ich organickych slouc¢enin ve vodnim prostiedi. Tyto detekce byly
podminény pokrokem v analytické technologii, ktery umoznil detekovat kontaminanty
ve stopovych mnozstvich na urovni nanogrami na litr (KOTYZA et al. 2009; Zhang et al.
2008). Nasledn¢ byla popsana fada zdroju a cest, kterymi mohou farmaka (tedy i CBZ)
vstupovat a byt distribuovana do rtuznych slozek zivotniho prostiedi (Obr.6) (Woods et al.

2017).
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Obr. 6 ZjednoduSené schéma ,cesty’* CBZ ekosystémem vcletné procesi. Piepracovano

a upraveno z citace (Shreffler and Zuniga 2018; Woods et al. 2017).
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Farmaka, ptedevsim ty prochazejici travicim traktem, jsou vzhledem k svému ucelu
navrzena tak, aby zlstala stabilni za relativné drsnych podminek v cilovych strukturach, tedy
Vv [éceném lidském ¢i zvifecim organismu a zaroven byla biologicky aktivni (Kratochvil 2014;
Shreffler and Zuniga 2018).

Kvili této stabilit¢ je Casto obtizné jejich odstranovani béhem klasického c¢isticiho
procesu odpadnich vod, do kterého se po humannim uziti vétSinové dostavaji (Bizi 2019;
Shreffler and Zuniga 2018).

Toto vzpurné chovani k béZznym Cisticim postuptim splaskovych, resp. odpadnich vod
vykazuje i karbamazepin (Ebele et al. 2017). Netplné odstranovani CBZ v ¢istirnach odpadnich
vod (COV) bylo dobfe zdokumentovano. V celé fadé monitorovanych COV nebyla uéinnost
odstranéni CBZ vyssi nez 30 %. Ve vétsiné piipadu byla nizsi nez 10 %. Ve studii provedené
v Berliné mira odstranéni CBZ ¢inila 8 % bez, tato hodnota u¢innosti nebyla ovlivnéna ani
zménou slozeni aktivovaného kalu (Clara et al. 2004). Nejvyssi ucinnost odstranéni CBZ
v COV byla 53 %, pozorovana v Evropé vyzkumem Paxéusa (2004). Vyzkumnik predpokladal,
ze ptitomnost neobvykle vysokého obsahu silikonového oleje ve vzorku pravdépodobné zvysila
miru odstranéni prostfednictvim extrakce karbamazepinu do silikonového oleje navazaného
na kal (Paxéus 2004; Zhang et al. 2008). V roce 2004 Clara a kol. sledovali 275 dni koncentraci
CBZ v zavislosti na riizném sloZeni aktivovaného kalu v COV v celém rozsahu jejiho &isticiho
procesu, neshledali zadné odstranéni karbamazepinu. Prodlouzeni vyzkumu na 500 dni také
nevedlo k odstranéni karbamazepinu. Prokazalo se, Ze je CBZ konstantné odolny vii¢i degradaci
pti jakémkoliv slozeni aktivovaného kalu. Tato skutecnost byla dalSimi vyzkumy potvrzena.
(Clara et al. 2004; Zhang et al. 2008).

Ve studii z roku 2005 védci Urase a Kikuta provedli fadu tzv. bench scale experimenti
(j. experimentli v malém méfitku, v laboratornim reaktoru s aktivovanym kalem), pfi kterych
CBZ nevykazoval pokles koncentrace v Cisticich procesech za riznych hodnot pH v rozsahu
2,5 — 10. Toto chovani je vysvétlovano neutralnim charakterem CBZ, coz vyjadiuje jeho
hodnota pKa (Paxéus 2004; Urase and Kikuta 2005; Zhang et al. 2008). Heberer a Feldmann
v roce 2005 monitorovali méstskou COV, do které sméfovaly jak odpadni vody z domacnosti
(96 000 obyvatel), tak i p&t nemocniénich odpadnich vod (2339 lazek dohromady), a zjistili,
7e 26 % z celkového mnozstvi karbamazepinu indikovaného v COV pochédzi z nemocnic
(Zhang et al. 2008). Cistirny odpadnich vod se povazuji za nejvétsi mista vstupu, tj. bodové
zdroje, CBZ do zivotniho prostiedi, jelikoz zde karbamazepin neni ani zachycen,
ani degradovan (Bizi 2019). Upravené odpadni vody a Cistirenské kaly jsou nasledné odvadény
z COV a putuji do Zivotniho prostiedi, mohou piedstavovat riziko pro zvlasts citlivé recipienty,
pudni organismy, biotu a i pro ¢lovéka (Shreffler and Zuniga 2018).

Dalsi vyznamny zdroj je uziti CBZ ve veterinarni klinické praxi. Po uziti jsou metabolity
1 ptivodni latka ve formé exkrementii, moci ¢asto bez jakéhokoli Cisténi pouzita jako hnojeni
do poli, tim dochazi ke kontaminaci ptid (zejména zemédélskych) (Woods et al. 2017).

Dal8im vyznamnym zdrojem je Casto podcenovand nespravna likvidace, tedy splachovani
nepouzitych 1é¢iv do toalet ¢i vyhazovani 1éciv do smésného komunalniho odpadu. Z toalet se
1é¢iva dostavaji v lepsim ptipadé do kanalizace, COV, v horsim piipadé do septikt, jimek. Tedy
pokud by byla vyvinuta dobra technologie ¢iSténi, toto mnozstvi nespravné zlikvidovaného
CBZ by se dokazalo zachytit. Komunalni odpad ptevazné kon¢i na skladkach a odtud se dostava
odtokem do povrchovych vod nebo vyluhem do podzemnich vod. Alarmujici vysledky
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pruzkumiti dokazuji, ze tato nedbala likvidace neni zanedbatelna. Bound a Voulvoulis v roce
2005 publikovali svilj prizkum vetejného minéni zaméfeny na likvidaci 1€k v domécnostech,
ve kterém Setfili cleny 400 domécnosti ve vyspélé Velké Britanii. Zjistili, Ze pfiblizn¢ polovina
respondenti v minulosti nedobrala své 1éky a 63,2 % z téchto dotazovanych vyhodilo zbytky
farmak do smésného odpadu, 21,8 % je odevzdalo 1ékarnikovi a 11,5 % se jich zbavilo
v umyvadle nebo toaleté. V roce 2018 se Michael a kol. v rozvojové zemi Nigérii dotazovali
1ékarniki, jak likviduji nevyuzitelna 1é€iva. Pouze 23,4 % respondentl tohoto dotaznikového
Setfeni uvedlo, ze se nepouzitelnych 1€ki zbavuje v Gplném souladu se spravnou likvidaci
definovanou vnitrostatnimi zakony (Michael et al. 2019; Shreffler and Zuniga 2018). Podobné
vysledky pfinesly 1 dalsi studie zaméfené na zdravotnicky personal v jizni Indii
¢i Ghané.(Michael et al. 2019). Nutno poznamenat, Ze rozvojové zemé spotiebovavaji zhruba
pouhych 20 % svétového objemu vyrobenych 1éCiv, prestoze tvoii piiblizné 80 % svétové
populace (Zhang et al. 2008). Tyto statistiky zduraziuji znepokojivy vzorec systematické
nedbalosti jak u nedostate¢né informované Siroké vetejnosti, tak i u odborniki (Shreffler and
Zuniga 2018; Zhang et al. 2008). Pro karbamezepin je procentualni proporce potencialniho
zdroje nespravné likvidace (tj. predevSim skladky) snizena skutecnosti, ze se CBZ fadi
mezi 1é&iva vazana na 1ékatsky piedpis (SUKL 2021). Je tedy omezeno plytvani, a oéekava se,
ze se celé baleni spotfebuje. Divod nevyuziti celého baleni CBZ je ale napt. ndhla zména 1éCby,
resp. vyskyt nezadoucich ucinkl, nedosazeny terapeuticky efekt, nadmérné predepisovani ¢asto
do zasoby pacienta, tzv. non-compliance® anebo umrti pacienta (May 2014).

Mensim zdrojem je jejich vlastni vyroba, tedy odpadni vody z farmaceutickych vyrob
(Woods et al. 2017).

Vzhledem k tomu, Ze CBZ vstupuje do zivotniho prostfedi zejména po huméannim
¢1 veterinarnim pouZiti, a je v télech extenzivné metabolizovan, mohou byt koncentrace
metabolitd vyznamnéjsi nez koncentrace matetskych sloucenin (Andreozzi et al. 2002; Ebele
et al. 2017). Nekteré studie to i dokazuji (Miao and Metcalfe 2003). Navic karbamazepin
Vv ekosystému mize podléhat nejriznéj$§im transformacnim reakcim (Andreozzi et al. 2002;
Ebele et al. 2017). CBZ, resp. TP, podi¢ha riznym biotickym i abiotickym procestim pii
riznych abiotickych faktorech. To podminiuje jeho retence v jednotlivych ekosystémech
prepravu, ptenos, transformaci (ptipadné az degradaci). Nejdulezit&jsi procesy jsou sorpce,
fotodegradace, redoxni reakce, hydrolyza a mineralizace vlivem dekompozitora. Nutno
poznamenat, Ze tyto procesy probihaji nepfetrZit€¢ a soucasné. Nekteré z nich si konkuruji
(ptikladem fotolyza a adsorpce do pudy) (Woods et al. 2017).

CBZ ma nizkou volatilitu a je vysoce lipofilni, predpoklada se, Ze jeho distribuce v ZP je
velmi zavisla na adsorpci na Castice v pudnim systému. Jeho metabolity maji téz nizkou
volatilitu, avSak jsou vysoce polarni a hydrofilni povahy; proto k jejich transportu v zivotnim
prostiedi dochazi ptfedevsim prostiednictvim vodného roztoku, ktery posléze mize byt Cerpan
rostlinami a nasledn¢ CBZ muze vstupovat do potravinového fetézce (Miao and Metcalfe
2003).

8 Neochota a maléd mira schopnosti pacient( uZivat l1ék v pfedepsané dévce, vhodnym zplsobem a ve vhodnou
dobu (vzhledem k potravinovym a lékovym interakcim). Tento problém muze byt zpisobem napftiklad
nevhodnou Iékovou formou pro pacienta nebo sloZitym davkovanim.
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V roce 2007 byl karbamazepin navrzen na seznam prioritnich znecist'ujicich latek, ktery
vypracovala v roce 2000 Evropska unie (EU) spole¢né s Agenturou pro ochranu zivotniho
prostiedi (USEPA, United States Environmental Protection Agency) (Ebele et al. 2017).

V zivotnim prostiedi mize byt snizovano jeho mnozstvi piirozenou degradaci
prostiednictvim kontinualné ptisobicich environmentalnich procest. Tato pfirozena degradace
CBZ je velmi pomala. PovaZuje se za perzistentni latku, tj. dlouhodobé setrvavajici (Zhang et
al. 2008). Spole¢nost Loffler a kol. kategorizovala 10 1é¢ivych piipravki a farmaceutickych
metaboliti do sloucenin s nizkou, stfedni a vysokou perzistenci podle polocasu eliminace,
tj. Cas, za ktery se rozpadne, degraduje polovina ptivodniho mnozstvi, resp. koncentrace latky,
ve vzorcich vody/sedimentu. Karbamazepin byl vyhodnocen dokonce jako vysoce perzistentni.
Polocas eliminace CBZ v ZP se udava v rozsahu 119-328 dni. Tento rozsah je $iroky, velmi
zalezi na vn¢jSich faktorech — na casovém obdobi, miry slune¢niho svitu, na klimatu,
vlastnostech kompartmentu ZP, v kterém molekula setrvava, a dalsi (Ebele et al. 2017; Zhang
et al. 2008).

Jelikoz je CBZ stale hojné predepisovan, jeho mira a rychlost spotieby je vyssi nez jeho
samotna degradace, udrzuje se stale udrzuje jeho mnozstvi v ekosystému. Pro hmotnostni
bilanci CBZ v ZP chybi data (Miao and Metcalfe 2003).

Pfi¢inou je, Zze metabolity nebyly dlouhou dobu sledovany, a tak neni pichled, kde
a Vv jakych koncentraci se v ekosystému vyskytuji. Kratka védecka pozornost je zpiisobena tim,
ze jesté do neddvna nemély analytické pfistroje vhodné hodnoty potfebnych parametra,
tzv. vykonnostni charakteristik. Nebyly dostatecné citlivé a mély pomérné vysoké limity
detekce, tzn. nebyly schopny identifikovat latky v tak nizkych koncentracich, v jakych se
nachazeji metabolity CBZ v environmentalnim prostfedi (Miao and Metcalfe 2003). Nutno
poznamenat, Ze tyto techniky musi byt validované, tedy spolehlivé musi byt prokazano,
ze jejich parametry a kvalita vystupnich dat je neménna. Datovym vystupem analytickych
technik je obvykle spektrum métené veli€iny v zavislosti na jeji intenzité dopadajici na detektor
(Crouch et al. 2019). Dalsim skute¢nosti je to, Ze Ve vétsiné spektroskopickych metodach se
vyuzivaji izotopicky upravené standardy. Ty pro karbamazepin a jeho metabolity v§ak dlouhé
léta nebyly komeréné dostupné (Miao and Metcalfe 2003). Tato situace se v minulosti fesila
zaménou standardu za nahradu (napf. dihydrokarbamazepin, kyselina meklofenamova
pfi stanovovani CBZ). Mez detekce (LOD) byla v fadech desitek nanogramu (Clara et al. 2004).
Dal$im problémem byla samotna identifikace metabolitl, jelikoZ mohou mit velmi podobné
vlastnosti, mohly byt ve vyslednych spektrech piehlizeny, jelikoz jejich charakteristicky pik
mohl byt piekryt pikem jiného metabolitu ¢i samotné matefské slouceniny, tzv. se mohli piky
slit (Miao and Metcalfe 2003).

Za poslednich 25 let se zkonstruovalo mnoho novych, vysoce selektivnich a robustnich
analytickych zafizeni, které umoznily vétsi rozliSeni mezi CBZ a jejich TP. V soucasnych studii
nejcastéji zaméfovanych na karbamazepin a na pét jeho metaboliti (10,11-dihydro-10,11-
epoxykarbamazepin, 10,11-dihydro-10,11-dihydroxykarbamazepin, 2-hydroxykarbamazepine,
3-hydroxykarbamazepin a 10,11-dihydro-10-hydroxykarbamazepin) se vyuziva fada
pokrocilych analytickych metod a technik, jak pro kvalitativni zjisténi (pro identifikaci latek),
tak 1 pro kvantitativni analyzu (pro urCeni mnoZstvi sledovanych latek). Pouzivd se
napft. nejbézné&jsi kapalinova chromatografie (LC) ¢i hmotnostni spektrometrie (MS). Vyuziva
se i tzv. extrakce na pevné fazi (SPE). Jsou mozné i tandemy, coz znamena, ze se piipoji vice
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technik za sebou, nejobvyklejsi tandem je LC-MS/MS. Vyuzivaji se i specialni tandemové
analytické metody, jako napf. extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE) spolu
s ultravysokotlakou kapalinovou chromatografii spojenou s tandemem hmotnostnich
spektrometrd (UHPLC / MS / MS). Dne$ni limity pfistrojové detekce dosahuji hodnot
v rozmezi 0,8-4,8 pg pro sledované analyty (Miao and Metcalfe 2003).

6.1 VODNI PROSTREDI

Tzv. vodni stres ve svété rychle roste v disledku rychlého ristu lidské populace,
nerovnomérnych srazek a silného sucha. V soucasné dob¢ se celosvétove témeét 70 % dest'ové
poptavku po zemédélském zavlazovani, protoze celosvétova lidskd populace neustéle roste
a s ni i naroky na mnozstvi potravy, ale i pitné vody (Shahriar et al. 2021). Na zaklad¢ odhadu
mezinarodni Organizace spojenych narodti (OSN), ve kterych predvidaji rust lidské populace
a zménu klimatu, se celosvétova poptavka po vodé do roku 2050 zvysi o 30 % (Shahriar et al.
2021). Tato varovna predikce nemusi byt naplnéna, pokud se bude vice zadrzovat voda
Vv ptudnim prostredi, pokud se celosvétove zlepsi zemeédélské osevni postupy ¢i se zméni druhy
pestovanych rostlin na zemédelskych plochach. Témito kroky by se mohla Caste¢né snizit
vysoka poptavka po vodé. Dalsi soucasné jiz vyuzivanou moznosti minimalizace potieby
vodniho zdroje je opétovné pouziti vyc€isténych odpadnich vod (nékdy nazyvanych jako
recyklované odpadni vody, VOV). Opétovné vyuziti recyklovanych odpadnich vod
pro zavlazovani v zeméd¢lstvi se za poslednich deset let zvysilo o 42 % (Shahriar et al. 2021).
Ve Spojenych statech americkych (USA), zejména v Kalifornii, na Floridé a v Arizon¢, se
denné pouziva piiblizné¢ 669 milionti galonu VOV pro zavlahové zemédélské ucely. Toto
mnozstvi ale pfedstavuje méné nez 1 % celkové poptavky po zemédélské vodé v USA
(Shahriar et al. 2021).

Opétovné vyuziti VOV v zemédélském zavlazovani Setii omezené sladkovodni zdroje.
Recyklovana odpadni voda miiZze navic slouzit jako hnojivo, tedy doplhovat Ziviny, mineraly
a organickou hmotu do zemédé€lskych pid. Kromé toho nékolik studii zjistilo, Ze takové
zavlazovani muze zlepsit celkové pidni enzymatické ¢innosti (Shahriar et al. 2021).

Jak jiz bylo zminéno, v sou€asné dob¢ se ve VOV analytickymi pfistroji detekuje fada
potencialng $kodlivych organickych polutantfi, souhrnné oznadovanych jako PPCP, COV
nejsou schopny vSechny polutanty zadrZet a néjakym zptsobem zlikvidovat, degradovat. Tato
voda je vyuzita pro zemédélské ucely nebo je vypousténa do piirodnich vodnich téles, kde se
koncentrace polutantii snizuje, dochazi ke zfedéni. K dne$nimu dni existuje jen velmi malo
systematickych zhodnoceni environmentalniho rizika téchto latek, ptipadné mozné lidské
expozice, pti vyuzivani VOV pro zavlazovani v agrosystému (Ebele et al. 2017).

CBZ je jednim z nejcastéji detekovanych syntetickych organickych latek ve vodnim
prostiedi, at’ uz se jedna o vycisténé odpadni vody, feky a jiné povrchové vody, podzemni vody
nebo dokonce oceany(Shreffler and Zuniga 2018). Osenbruck a kol. urcili lokalni infiltraci
vody z fek , exfiltraci kanalizace jako hlavni zdroje CBZ v podzemnich vodach pod némeckym
meéstem Halle (Ebele et al. 2017).
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Pozoruhodné vysledky piinesla studie, kterou vedly Miao a Metcalfe (2003) , v ramci,
které byl detekovan 10,11-dihydro-10,11-dihydroxykarbamazepin pfiblizn¢ tikrat vyssi
koncentrace nez matetsky 1€k, karbamazepin, ve vsech vodnych vzorcich (Miao and Metcalfe
2003). Vysvétlenim mize byt, Ze tento metabolit netvoii pouze CBZ.

Tabulka 1 uvadi souhrn udaji dostupnych v literatuie o vyskytu CBZ v rtiznych druzich
vodnich téles, v COV a vzorcich kaltL.

Tab. 1 Vyskyt CBZ ve vodnim prostiedi. Pfevzato a upraveno (Miao and Metcalfe 2003; Woods et al.
2017).

Povrchova | Podzemni Pitna voda Vy¢isténa Kal Rok
voda voda (ng - 1) odpadni voda | (ng - g ssiny) | detekce
(ng-1") | (ng-1% (ng - 1)
250 - - 2100 - 1998
7 - - 426,2 - 2003
0-1500 - 258 - - 2004
<8 <6 <6 420 - 2005
- - - - 69,6 2005
- - - 410 - 2005
24,56 14-43 - 160-290 - 2006
- - < 70-300 - 2007
4,561 - - 73-729 - 2007
- - - 13-110 - 2007
- - - - 0-215 2007
- - - 290-2440 - 2007
- - - - 34,5 2008
0-36 - - 0-195 - 2008
102-1194 | - - - - 2008
0,5-647 - - - - 2009
- - - 150-2300 - 2009
- - - - 79,8 2009
- - - 0-1,55 - 2009
- - - 69-2377 - 2010
- - - - 12-42 2010
- - - 40-74 - 2011
749 - 601 - - 2011

21



1.44

1S —
L
e
~
[
™
= N
=
=
B NH;
& 074
=
=
=
i
(=]
w
o
!
N
=)
U n
200 250 300 350 400

A (nm)
Obr.7 Absorpéni spektrum CBZ v oblasti vinovych délek 200-400 nm, pti pH 3 - 11(Bizi 2019).

Absorpéni spektrum CBZ (Obr.7) ukazuje, Ze tato molekula absorbuje slune¢ni UV
zafeni. V povrchovych vodach by tak mohla svévolné fotochemicky transformovat. Tato
tendence byla kontrolovana pomoci fady spektrofotometrickych experimentt v oblasti UV-VIS
(tzn. vyuziva se zéfeni s vinovymi délkami v oblasti ultrafialového az viditelného spektra
zafeni), pii nichZ vodny roztok obsahujici CBZ pii pocate¢ni koncentraci 8,0x107° mol- dm™
byl v kyveté ozafovan, sledovala se jeho absorbance. Absorbance je veli¢ina, ktera udava, jaka
cast spektra a do jaké miry byla pohlcena méfenym vzorkem. Jeji hodnota je zdvisla na
koncentraci méfené latky ve vzorku, tloustce kyvety (Andreozzi et al. 2002; Bizi 2019; Ebele
et al. 2017).

Andreozzi a kol. (2002) zkoumali ovlivnéni absorpce UV zafeni, fotodegradaci CBZ
v fi¢ni vodé v piitomnosti rozpusténé kyseliny huminové (5.0x107° g dm™3) (Obr.8), kyselina
huminova zplsobovala zvyseni biologického polo¢asu CBZ na 233,7 h. Ukazuje se, Ze pfidani
podobnych sloucenin kyselin€ huminové do vodnych roztokt karbamazepinu brani spontanni
fotochemické degradaci. MoZné vysvétleni tohoto chovani Ize nalézt s ohledem na to, Ze pro
sledovanou kyselinu huminovou je charakteristickd silnd absorpce UV zéfeni ve stejném
rozmezi vinovych délek jako CBZ. Pro fotodegradaci CBZ pfi jarnim slune¢nim svitu a pfi
primérném jarnim italském pocasi se vyhodnotil elimina¢ni polo¢as CBZ na 907 hodin
(Andreozzi et al. 2002).

HE=0 {Sugar)

(HC-OH
COOH  COOH .
HC=0

HO )
H §
: N o o CH-CH-
HO Y I
OH OH =H
0

R-CH .
| (Peptide)

C=0

MH

Obr.8 Strukturni vzorec kyseliny huminové bez peptidové a cukernaté slozky. Prevzato z citace (Wang
and Mulligan 2006).
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Také bylo zjisténo, ze pfitomnost dusi¢nant a dusitanti naopak podporuji fotodegradaci
CBZ. Podobné chovani pozorovali i jini pfi rozkladu pesticidi (Andreozzi et al. 2002).

Rozsahlé vyzkumy prokazaly, fotodegradace zavisi na intenzité sluneéniho ozafeni,
hloubce vody, slozeni organické hmoty, eutrofickych podminkach, zemépisné Sitce
a sezonnosti (Ebele et al. 2017).

Fotodegradace se dlouho jevila jako slibna moznost pro odstraiiovani CBZ, do doby,
nez se zacaly studovat produkty této transformace. Studie provedena v roce 2006 odhalila,
ze jednim fotodegrada¢nim produktem karbamazepinu je akridin (sloucenina ptibuzna
antracenu). Tento transformacéni produkt Se prokazal jako toxicky, mutagenni a karcinogenni.
Je tedy nebezpec¢néjsi nez matetska latka CBZ (Ebele et al. 2017). N¢kolik studii potvrdilo, Ze
karbamazepin je perzistentni k biologické a fotodegradaci ve vodnim prostfedi a vzhledem
k jeho odolnému charakteru a ¢etnému vyskytu v relativné vysokych koncentracich byl navrzen
jako mozny antropogenni marker ve vodnim prostiedi (Clara et al. 2004).

6.2 PUDNI PROSTREDI

V kanadské provincii Ontario se pfiblizné 40 % biosolidu (tj. oSetfenych upravenych
kal®), pfiblizné 16 000 tun susiny, vyprodukovanych v COV aplikuje roéné na piiblizné 2000
ha zeméd¢lské pidy. Pres 50 % tohoto mnozstvi je aplikované na zemédélské plochy jako kejda
(Topp et al. 2008). V némeckém dolnosaském méstu Braunschweig dochazi k zavlazovani
vycisténou odpadni vodou a k hnojeni upravenym Cistirenskym kalem zemé&délskych poli
nepfetrzité po vice nez 45 let, publikovana studie uvadi, Zze pole bylo zavlazovano vodou
o obsahu sledovanych 52 1é¢iv v koncentracich kolem 1 ug- 1! . P¥i analyze priisakové vody
z pole bylo zjisténo, ze z 52 monitorovanych 1é¢iv obsahovala pouze 4, jednim z nich byl CBZ
(KOTYZA et al. 2009). Na téchto ptikladech je zfejmé, Ze je puda primarnim ekologickym
oddélenim, jenZ pfijima CBZ prosttednictvim zavlazovani odpadnich vod a aplikaci biosolidd,
hnojiv (Li et al. 2013).

Plda je jedna z primarnich slozek zivotniho prostfedi. VSeobecné uznavana definice
pudy chybi od vzniku pidni védy. Koncem 80. let 19. stoleti byl navrzen naturalisticky koncept
pudy. V podstaté¢ odkazoval na pidu jako na tridimenzionalni entitu umisténou na zemském
povrchu s morfologii a jedinecnymi fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi vlastnostmi
ziskanymi interakci mezi Zivymi a mrtvymi organismy, horninou a klimatem v dané
topografické poloze. Z fyzikélné-chemického hlediska lze pldu definovat jako velmi
heterogenni, oteviené, biogeochemické systémy sestavajici z pevné, kapalné a plynné faze.
Obsahuje i mikroorganismy (Sanchez-Hernandez 2020; Thelusmond et al. 2018).

Jakmile je CBZ zaveden do pudy, na zaklad¢ jeho a pudnich chemicko — fyzikalnich
vlastnosti miize dochazet bud’ k sorpci na ¢astice pudy, akumulaci anebo k prichodu do dalsich
kompartmentii ZP, napt. ve formé zavlahové vodé z piirodnich zdrojii (KOTYZA et al. 2009).
Hlavnimi parametry plidy jsou jeji mineralni sloZeni, distribuce velikosti ¢astic, porovitost,
obsah a kvalita organické hmoty, typ struktury a jednotnost profilu. Rychlost infiltrace vody
zavisi mimo jiné na hydraulické vodivosti pidy a stupni nasyceni, jejiz dynamika souvisi také
s obsahem povrchovych vod (Bizi 2019). Také ale mize projit jak biotickou (biologickym
rozkladem), tak abiotickou transformaci (chemické reakce, jako je hydrolyza). Ptesné
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mechanismy nebyly dosud pochopeny (KOTYZA et al. 2009). Procesy rozkladt vedou
ke snizeni koncentraci latek z ptidniho ekosystému nebo v dlouhodobém horizontu k jejich
uplnému odstranéni, ackoli n€které vyrobené transformacni produkty mohou byt v ptudé

Schopnost CBZ a jeho translacnich produkti v pidnim prostiedi dosdhnout
az k podzemnim vodam zavisi vyznamn¢ na jejich sorpénich vlastnostech (Fenet et al. 2012).
Pochopeni sorpéniho a pohyblivého chovani organickych kontaminanti v pidach je klicem
sorpcni  koeficienty prislusnych sloucenin na hodnotach rozdélovacich koeficientli
oktanol / voda. Pfedpokladalo se, ze pokud se latka vykazuje afinitu k 1-oktanolu, bude
vykazovat i afinitu k rozpusténému organickému uhliku (DOC) nebo lipidam (Scheytt et al.
2005). Navic veédecka prace s koeficienty 1l-oktanol / voda byla pohodInéjsi, nebot’ tyto
konstanty jsou relativné snadno dostupné, daji se dobfe teoreticky predikovat pomoci riznych
softwarli na zdklad¢ chemické struktury. Rozdé€lovaci koeficient byl dokonce navrzen jako
klicovy parametr pro piedpovidani sorpéni afinity organickych sloucenin k pidnim ¢asticim.
AvSak posléze studie provadéjici laboratorni plidni experimenty ptichazely s vysledky
s vyznamnymi odchylkami od literatury, vyuzivajici zminény ptedpoklad rozdélovaciho
koeficientu 1-oktanol / voda (Scheytt et al. 2005).

V roce 2009 Gielen a kol. publikovali své poznatky, ze sorpce CBZ ze zavlazovani
zavisi predevsim na typu pudy. Predikovali, Ze by takova sorpce byla nejrychlejsi na hlinito —
piscito- jilové ptidé, zatimco pii zavlaZovani na Cisté piscité piide€ by tato rychlost byla pfiblizné
nulova, jinymi slovy by v pis¢ité piudé nedoslo k zadné sorpci CBZ a mohl by o to rychleji
prosakovat do nizSich vrstev ke zvodni (Fenet et al. 2012). V roce 2016 Paz a kol. velmi
podrobné zkoumali piidni sorpci nejen samotného CBZ, ale i jeho dvou hlavnich huménnich
metabolitd, tedy EP-CBZ a DiOH-CBZ. Jejich dvoulety experiment byl realizovan laboratorni
,batch® technikou a zaroven i lyzimetrickym sledovanim v exteriéru. Tzv. ,,batch* technika je
uzavieny, kontrolovany, staticky laboratorni systém obsahujici pidu jako adsorbent a vodni
roztok sledovaného CBZ. Jako piidni vzorky byly zvoleny sprasové hliny s riznym obsahem
slozek, zejména jilu a organické hmoty. Vzorky téchto pud, pojmenované jako Nir Oz, Ein
hashlosha, Sa'ad, spolu se svoji charakterizaci jsou uvedeny v tabulce 2. Touto rozsahlou studii
byly vyjadfené sorpéni afinity prostfednictvim Freundlichovych koeficientt, které jsou
zaznamenany v tabulce 3 (Paz et al. 2016).

Tabulka 2 Vlastnosti zkoumanych pud. Pievzato z citace (Paz et al. 2016).

Pida Nir Oz Ein hashlosha Sa'ad

Jil (%) 12,5 15,0 40,0

Hlina (%) 0,0 12,5 12,5

Pisek (%) 87,5 72,5 47,5
Organicka 0,41 +0,03 1,3+0,04 0,48 + 0,02
hmota (%)

Cacos (%) 3,07 +0,35 7,64 +0,12 17,04 £ 0,36
pH 7,67 £0,07 7,80+ 0,19 7,81 +0,02
EK (dSm™) 1,26 + 0,02 2,02+ 0,09 0,79 £ 0,02
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Tabulka 3 Sorpéni parametry pro zminované latky na ptadni ¢astice. KF je Freundlichtiv koeficient
(mg'™N-L-N-kg) a N je bezrozmdrny parametr linearity. Pfevzato z citace (Paz et al. 2016).

puda Nir Oz Ein Hashlosha Sa’ad

Kr N Kr N Kr N
CBz 0,66 £0,01 0,84+0,02 1,56+0,04 0,91+0,02 0,60+0,02 0,86+0,02
EP-CBZ 0,29+0,02 1,05+0,05 0,79+0,02 092+0,03 044+0,01 0,92+0,02
DiOH-CBZ - - 0,31+£0,01 090+0,01 0,27+0,01 0,85+0,03

Zjistilo se, Ze sorpce vSech studovanych sloucenin na pudni Castice je reverzibilni.
Sorpéni afinita k pudnim ¢asticim klesala v pofadi CBZ > EP-CBZ > DiOH-CBZ; ¢imz se
potrvrdila studie Steina a kol. z roku 2008, v které tato védecka skupina vybadala, ze DiOH-
CBZ ma nizsi sorpcni potencidl nez CBZ. Toto chovani je odrazem vyssi hydrofility tohoto
metabolitu ve srovnani s CBZ (Fenet et al. 2012). Tyto informace jsou Vv souladu
I s predchozimi studiemi (Fenet et al. 2012; Paz et al. 2016).

Sorpce CBZ neni ovlivnéna pfitomnosti jeho dvou hlavnich metabolitd a naopak,
navzajem Si tedy sorpéné nekonkuruji (Paz et al. 2016). Moznym vysvétlenim tohoto jevu muize
byt dostatek sorpcnich mist (tj. dostatek vhodnych pldnich castic) ve sledovaném pldnim
systému pifi méfenych koncentracich kontaminantii. Dal§i moznou hypotézou je, Ze tyto
slou¢eniny mohou zaujimat rizna sorpéni mista (Paz et al. 2016). Avsak studie, jez by
prokazatelné podaly vysvétleni, dosud nebyly provedeny.

CBZ je detekovan ve vSech hloubkach padnich profila, avsak v riznych koncentraci,
coz je v souladu i s veskerou literaturou (Biel-Maeso et al. 2021; Paz et al. 2016).

Bylo zjisténo, ze CBZ ma tendenci se hromadit v horni vrstvé piady (Obr.9). To je
v souladu s poznatkem, Ze sorpce CBZ v pud¢ se fidi pfedev§im hladinou organické ptdni
hmoty (Obr.). Pravé hornich vstvy pidy jsou nejbohatsi na organickou hmotu (Obr.10).
Lyzimetrickym experimentem se zjistilo, Ze opakované zavlazovani recyklovanou, resp.
vycisténou odpadni vodou vedlo k migraci karbamazepinu do hlubSich piidnich pater, coZ je
zvlasté patrné pro pidu s nizkym obsahem organické hmoty (Paz et al. 2016). Stejny zavér
piinesl i davkovaci laboratorni experiment pod vedenim Biel-Maesa, v kterém byla pozorovana
mensi pohyblivost
ve vertikdlnim pidnim profilu CBZ ve srovnani s ostatnimi 1é¢ivy pii pH pady (7,90 a 7,25)
(Biel-Maeso et al. 2021). Odlisné vysledky pfinesla studie z roku 2012, kdy m¢l CBZ nejnizsi
koncentraci 0 az 5 cm (0,18 ng-g* pidy) n&Z v dalSich niz8ich vrstvach. Ve vrstvé 10-15 cm
(0,29 ng-g* plidy) nebo ve vrstvé 25-50 cm (0,24 ng-g* piidy), poté hmotnostni koncentrace
klesala. (Williams and McLain 2012). Tento jev byl vysvétlovan moznym odbouravanim CBZ
v povrchovych pudach, zejména fotodegradaci a mikrobialni degradaci. Karbamazepin také
vykazoval vyznamnou akumulaci v ptidé€, coz tato skute¢nost je v souladu s ostatni literaturou
(Biel-Maeso et al. 2021; Williams and McLain 2012).
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Obr.9 Vertikalni pudni profily CBZ . Pievzato a pielozeno z citace (Paz et al. 2016; Williams and
McLain 2012)

Metabolity karbamazepinu (EP-CBZ a DiOH-CBZ) byly detekovany v pidnich
profilech pii velmi nizkych koncentracich (0,1-0,8 pg kg ™! ptdy); v hodnotach detekovanych
mnozstvi nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily s hloubkou. To dokazuje vyss§i mobilitu
v pudach ve srovndni s CBZ, a proto mohou byt snadno piepravovany z plidnich povrchii
do zvodné. Jsou hydrofilngjsi nez CBZ. Lze ptedpokladat riziko kontaminace podzemnich ¢i
povrchovych vod prostiednictvim mobilngjSich transla¢nich metabolitd (Paz et al. 2016).
Mobilita v§ech téchto sloucenin miize byt ovlivnéna obsahem jilu (Obr.10), ve sméru snizeni
mobility (Biel-Maeso et al. 2021; Williams and Adamsen 2006; Williams and McLain 2012).
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Obr.10 Vertikalni padni profily organické hmoty (vlevo) a obsahu jilu (vpravo). Jejich hmotnostni
koncentrace jsou znazornény v zavislosti na hloubce. Pfevzato a ptelozeno z citace (Williams and
McLain 2012).
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Dilezitou skuteCnosti je, ze se studie provadi a provad€ly s mnohem vySSimi
koncentracemi, nez jaké jsou detekovany v Zivotnim prostiedi. Ocekava se, ze sorp¢ni afinita
studovanych sloucenin k padam vzroste pii koncentracich relevantnich pro zivotni prostiedi,
které jsou niz8i nez laboratorné testované. Toto chovani Ize vysvétlit specifickymi interakcemi
mezi molekulami sorbatu, tj. CBZ a funk¢nimi skupinami ptidni organické hmoty, které¢ jsou
dominantni pii nizkych koncentracich sorbatu (Paz et al. 2016).

6.3 BIOTA

Reverzibilni padni sorpce muize vést k uvoliiovani (n€¢kdy oznaCovanému jako
vyplavovani) CBZ a jeho TP, z pevné slozky pudniho systému do ptdniho roztoku, ktery
Cerpaji rostliny (Paz et al. 2016).

Pfitomnost zivin, jako je dusik ¢i fosfor, ve vycisténych odpadnich vodach je idealni
k vyuzivani zavlazovani zemé&délskych ¢i zahradkafskych ploch, protoZze snizuje pozadavku
zemédélcu a zahradkaiti na hnojiva. Zaroven piedstavuje riziko ve formé kontaminace
nejriznéjsich organickych polutantii ¢i hrozbu ptitomnosti patogent, jako jsou bakterie, viry,
prvoci a hlisty (Shenker et al. 2011).

Studie poslednich let prokazuji, Ze CBZ je vychytavan plodinami z pidniho roztoku a
bioakumuluje se v nich (Shenker et al. 2011). Neutralni chemicka povaha piedurcuje, ze CBZ
bude u¢inné setrvavat v rostlinach. V dusledku neiontové povahy totiz snadno prochazi
kofenovymi membranami rostlin (ve srovnani s iontovymi slouc¢eninami). K transportu
slouceniny membranou neni nutnd zadna energie (Knight et al. 2018). V rostliné se mutze
bioakumulovat v jedlé Casti rostlin, a tak vstoupit do potravinového fetézce. (Riemenschneider
et al. 2017). Vyzkumy jsou Casto provadény s koncentracemi CBZ nerealné vysokymi, tedy
pfesné nemodeluji sou€asnou situaci v Zivotnim prostiedi a mohou vést k chybnym zavéram,
jelikoZ neudavaji Zadnou informaci o chovani stopovych mnozstvich této latky a jeho vliviim
na cely ekosystém (Shenker et al. 2011).

Metabolismus rostlin je srovnatelny s metabolismem lidskych jater, av§ak namisto dvou
fazi ho je rozd€lovan do tii fazi. V prvni fazi v biotransformacnich reakcich CBZ prochazi
transformaénimi procesy, jako je oxidace, redukce a hydrolyza. Slouceniny takto vzniklé jsou
obvykle reaktivnéjsi nez matetska sloucenina v disledku zavedeni funkénich skupin, jako jsou
—OH, —NH2 nebo —SH. Ve druhé fazi aktivované slouceniny dale konjuguji s endogennimi
molekulami rostliny za pfitomnosti enzymu. Je zvySena hydrofilita modifikované struktury
puvodniho CBZ, coz vede k detoxikaci. Zde nastava rozdil od Zivocichi, protoze rostliny
vylucuji mo¢, tedy ani konjuga¢ni metabolity CBZ. Nastava faze treti. Transformacéni produkty
putuji do vakuol a do apoplastl, kde jsou ukladany. Stopovd mnoZstvi metabolitli ,jeZ jsou
hydrofobni ® jsou zabudovavana do bun&éné rostlinné stény (Riemenschneider et al. 2017).

V minulych letech Shenker a kol. (2011) prokazali vychytavani CBZ okurkovymi
rostlinami (Cucumis sativus L.) v hydroponické kultufe a experimentech se skleniky.
Bioakumulace CBZ byla vyrazné vyssi v listech (76—84 % celkového piijmu) nez ve stonku
a kofenech, coz naznacuje, ze CBZ je pievazné translokovén transpiraénim proudem. Nedavno

9 7a4dna reakce neni kvantitativné 100%.
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bylo zkoumano vychytavani CBZ kotfenem (sladkych brambor a mrkve Daucus carota), ovocné
zeleniny (rajcat a okurek). Listnaté rostliny (salat, celer, kvétak a brokolice) zavlazované VOV
m¢ély lepsi rist nez rostliny zavlazované podzemnimi vodami (Knight et al. 2018).

Némecka studie na hydroponickych rajcatech Solanum lycopersicum zjistovala mozné
mechanismy biodegradace CBZ. Hydroponické rajcata vystavovala vysokych hladinach CBZ
a sledovala nejen akumulaci samostatné struktury CBZ (Riemenschneider et al. 2017).

Organismy, které byly chronicky vystaveny kontaminujicim latkdm, si mohou ve
srovnani s neexponovanymi jedinci vytvofit zvySenou toleranci nebo odolnost, ale
s pridruzenymi naklady, jako je oxidacni poskozeni. (Ebele et al. 2017). Samotnou existenci
vodnich druhti ve svém prosttedi jsou vystavovany expozici nizkych koncentraci CBZ. V roce
2010 byla prokazana bioakumulace CBZ tasami Pseudokirchneriella subcapitata a korysem —
Thamnocephalus platyurus (Ebele et al. 2017).

Studie provedena Hampelem a kol. v roce 2013 naznadil, ze pfi vystaveni koncentracim
CBZ blizicim se 7,85 pg-1? (relativng nizké koncentrace) v priibéhu 5 dnli se na sledované
kohort¢ atlantického lososa Salmo salar exprese sekvence mRNA posunuly, pii¢emz nejvyssi
zmény byly v expresi funkci kodujicich hormony hypofyzy, jako je somatolaktin, prolaktin
a somatropin. Vysledky ukazaly, ze CBZ i téchto malych koncentracich ma vliv na fyziologii
mozku. (Shreffler and Zuniga 2018)

7  MOZNOSTI ELIMINACE

vvvvvv

povrchovych vod karbamazepinem. Je to zaroven antropogenné nejovlivnitelngjsi zdroj, co se
ty¢e mozné eliminace 1é¢iv (Bizi 2019). CBZ je velmi rezistentni vici soucasné eliminaci a
neni dosud objevena spolehliva eliminaéni technologie na i¢inné odstranéni (Topp et al. 2008).
Stoji za to zdlraznit, Ze literatura v soucasné dob¢ nenabizi zadné udaje o ¢isténi ¢i uprave
CBZ, jez by byla spolehliva a vyuzitelna ve velkém métitku (Bizi 2019).

Je dilezité mit na paméti, Ze rozpad nebo odstranéni matef'skych slou¢enin béhem COV
nemusi nutné znamenat odstranéni toxicity, velky pocet transformacnich produkti lidstvu neni
Znan. neznamou toxicitou a perzistentnosti mize byt stale pfitomen v kone¢né odtokové vode
i v ptijimacich vodnich utvarech (Ebele et al. 2017).

Zda se, Ze ozonace je pro tento ucel vhodnym nastrojem. Prvni zkuSenosti s touto
technologii byly hlaSeny tymem Andreozzi a kol. (2002). V ramci projektu POSEIDON budou
provedena dalsi Setfeni o potencidlu riznych technologii k odstranéni. Tento projekt zkouma
rizné technologie pro odstraniovani 1é¢iv a vyrobki pro osobni péci v zafizenich na kanalizaci
a pitnou vodu s cilem zlep§it nepiimé op&tovné pouziti pitné vody (Andreozzi et al. 2002; Ebele
et al. 2017).

V poslednich letech se vkladaji nadéje do hydroponickych rostlin, které mohou byt
pouzity jako metoda CiSténi odpadnich vod, a tim i snizeni zatiZeni Zivotniho prostiedi
znecistujicimi latkami (Cifuentes-Torres et al. 2021). Dalsi nad€je jsou zalozené na sorpcnich
vlastnostech CBZ a TP (Paxéus 2004; Zhang et al. 2008).
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8 ZAVER

Antiepileptikum CBZ je na farmaceutickém trhu od roku 1962, i dnes je stale vyuzivano
v klinické praxi. Jeho spotieba do budoucna poroste, i piestoze uz byl piekondn novéjSimi
chemickymi strukturami.

Po aplikaci v 1ékové formé, nejcastéji tableté, je v cilovém organismu CBZ rozsahle
metabolizovan V jatrech. Biotransformace se ucCastni enzymy ze skupiny CYP 450.
Je identifikovano nad 33 lidskych metaboliti. Nevstiebany CBZ spole¢né s metabolity putuje
stokovou siti do Cistirny odpadnich vod.

Soucasné COV nedokazou CBZ zachycovat ani degradovat, coz znamen4 jeho piimé
uvoliiovani do zivotniho prostfedi. CBZ se bézné vyskytuje ve vSech slozkach zivotniho
prostiedi. Nékolik studii ukazalo, ze metabolity mohou vykazovat vyssi toxicitu nez ptislusny
CBZ.

Ve vodnim prosttedi je frekventovan¢ detekovan v odpadnich vodach, v povrchovych,
podzemnich vodéach, dokonce 1 v pitné vodé. Hmotnostni koncentrace se pohybuji v fadech
nanagramu na litr, vyjimecné v fddech miligrami na litr vodného vzorku. CBZ piedstavuje
riziko pro zvlaste citlivé recipienty, prokazatelné piedstavuje riziko pro vodni organismy. Je to
antropogenni marker.

Zavlazovanim vyc¢isténymi odpadnimi vodami ¢i hnojenim upravovanym kalem se
vétSinove metabolity spoleéné s CBZ dostavaji do ptdy. Pida muize slouzit jako rezervoar
CBZ. Mira akumulace CBZ v pudé¢ je zavisla na typu pudy, velikosti pidnich zrn ¢i obsahu
organické hmoty. Sorpce na ptidni ¢astice jsou reverzibilni. Ukazalo se, ze sorpce CBZ se fidi
pfedevS§im hladinou organické hmoty v ptidé. Hlavni metabolity tento trend neprokazaly.
Sorpce metaboliti a CBZ neni vzdjemné konkurencni.

Kromé toho se CBZ prokazateln¢ hromadi v n¢kterych rostlinach (pSenice, rajcata).

Neni znama Z4dna technologie, ktera by efektivné uméla zachytavat ¢i odstranovat CBZ
a jeho metabolity z odpadni vody.
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