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1. UVOD

V ramci Evropy se v humanni mediciné pouziva asi 3000 rlznych latek,
z nichZz nejrozSifenéjSi jsou predevSim analgetika a protizanétlivé léky,
antikoncepce, antibiotika, beta-blokatory, hypolipidemika, neuroaktivni latky a

mnoho dalSich. Velké mnozstvi 1€Civ se pouziva také ve veterinarni medicing,

,,,,,,

Hlavni cesty kontaminace Zivotniho prostfedi predstavuji méstskeé,
primyslové a nemocniéni odpadni vody, spoleéné s odpadnimi vodami z
akvakultur a zootechnickych rostlin. Mnoho nedavnych studii ukazalo
pritomnost méfitelnych koncentraci zhruba 80-100 téchto molekul ve vodnim

prostfedi v rozsahu ng/l az ug/l. (Kimmerer, 2004; Fent et al., 2006)

Relativné nové obavy predstavuji hlavné veterinarni 1éCiva, zejména
antibakterialni latky. VétSina z nich se muze dostat do vodniho prostredi
riznymi cestami a ve vysokych koncentracich, a to pfedevsim v dusledku
pouziti v akvakultufe nebo v oSetfeni hospodarskych zvifat, kdy pfi 1éCeni jsou
tyto latky zvifaty exkretovany a tim se metabolizovana ¢i intaktni |éCiva
dostavaji do agrikulturnich pid a prostfednictvim zemeédélskych rostlin se
dostavaji do potravy a to bez jakéhokoliv procesu cisténi. (Boxall et al., 2004;

Halling-Sagrensen et al., 1998)

Bez ohledu na to, ze nékteré vyspélé zemé jiz vychazeji z pravnich
predpisU, jejichz cilem je, aby se zabranilo naduzivani antibakterialnich latek u
potravinovych zvifat, globalni spotfeba téchto latek se neustale zvySuje, s
odhadovanym ro¢nim tempem 4% a proto se ekotoxikologie na tuto oblast nyni

vice zaméfuje z divodu moznych rizik. (Hamad, 2010)

Léciva jsou navrhovana tak, aby zasahovala do specifickych metabolickych
a molekularnich drah u lidi a zvifat, ale Casto maji také vyznamné vedlejSi

ucinky. Pokud se takova latka dostane do zivotniho prostfedi, muze zde ovlivnit

6



stejné drahy u zvifat, ktera maji stejné nebo podobné cilové organy, tkané,
buriky nebo biomolekuly. Nékteré receptory u nizSich zivo€ichu se podobaji tém
u lidi, jiné jsou vSak rozdilné, nebo UpIné chybi, coz znamena, Zze mlze dojit i k

rozdilnému plsobeni na exponovany organismus. (Fent et al.; 2006)

Tato konkrétni analyza pusobeni, popfipadé toxicity u nizSich zivocichu je
v8ak obtizné proveditelna. Prfesto je tfeba se na tento problém zaméfit a
navrhnout nové experimenty pro specifické cile 1éCiv u nizSich obratlovci a
bezobratlych, a to na zakladé hypotézy podobnosti druht. Nicméné, soucasné
hodnoceni toxicity se vénuje spiSe obecnym a zavedenym testovacim
systémim a tradiénim organismim (fasy, korySi, musle, ryby, prvoci) podle
pokynl a jsou hodnoceny tradi¢ni koncové body jako je umrtnost. (Fent et al.;
2006)

V pribéhu stoleti se znecisténi stalo komplexnéjSim a nyni zahrnuje smési
chemikalii ve vice environmentalnich slozkach (voda, plda, tkané atd.). Efekty
zneCisténi se jiz netykaji pouze mortality, ale do popfedi se dostavaji
dlouhodobéjsi a obtiznéji detekovatelné vlivy jako mutagenita, kancerogenita,
vlivy na rust, reprodukci, atd. a na tyto problémy je tfeba se vice zaméfit. (Koci
et al., 2002)

1.1.  Cil prace

Cilem této prace bylo navazat na moji diplomovou praci (Chronicka toxicita
smési |éCiv) a rozsifit tak spektrum zkoumanych latek a porovnat je s vysledky
testu z jinych studii.

Vtéto praci jsem se zaméfila na VicegeneraCni test s organismem
Tetrahymena thermophila, s vyuzitim latek ciprofloxacin a ibuprofen, které byly
vybrany zduvodu jejich celosvétové vysoké spotfebé a tudiz i vysoké
koncentraci v Zivotnim prostfedi, a porovnavala jsem jejich toxicitu jak

samostatné, tak ve smési v riznych pomérech.



2. TEORETICKA CAST

21. Ciprofloxacin

2.1.1. Struktura, fyzikalné-chemické vliastnosti molekuly

Sumarni vzorec: C17H1gFN303

Relativni molekulova hmotnost (M;): 331,35

Chemicky nazev: Kyselina 1-cyklopropyl-6-fluor-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-
piperazinyl)-3-chinolinkarboxylova.

Vzhled: Svétle Zluty krystalicky prasek.

Rozpustnost: Je prakticky nerozpustny ve vodé, velmi tézce rozpustny v

ethanolu a v dichlormethanu. Rozpousti se ve zfedéné kyseliné octové. (Cesky
lékopis, 2009)

ATC klasifikace: J Antiinfektiva pro systémovou aplikaci
JO1 Antibakterialni 1éCiva pro systémovou aplikaci
JO1M Chinolonova antibakterialni IéCiva

JOTMA  Fluorochinolony
JOTMAO2 Ciprofloxacin (MV AISLP, 2014)



2.1.2. Fluorochinolony

Chinolonova chemoterapeutika tvofi v souCasnosti mala skupina
nefluorovanych chinolonll, ktera ustupuje podstatné vétSi skupiné noveéjsich
fluorovanych chinolonll. Chinolony mohou byt Fazeny do skupin (generaci),
obvykle podle spektra ucinku a farmakologickych vlastnosti. S vyjimkou
chinolont |. generace se vSichni ostatni zastupci oznacuiji jako fluorochinolony,
podle pfipojeni atomu fluoru k zakladni molekule. Chemicky jsou to tedy 4-
fluorochinolony s Cetnymi substitucemi, které rtizné vylepSuji antimikrobialni

ucinky i farmakologické vlastnosti jednotlivych derivatu. (Lincova et al., 2007)

Ciprofloxacin patfi do |Ill. generace fluorochinolonli se Sirokym
antibakterialnim spektrem. Mezi dalSi chinolonova chemoterapeutika této
generace registrovana v CR patii ofloxacin, levofloxacin a pefloxacin. V$echna
tato IéCiva plsobi baktericidné a maiji Siroké antibakterialni spektrum zahrnujici
grampozitivni i gramnegativni aerobni bakterie, mykoplazmata, chlamydie a
Mycobakterium tuberculosis. Jejich antibakterialni ucinnost je ve srovnani
s chinolony I. a Il. generace vyrazné vyssi.

Chinolony lll. generace se po peroralnim podani dobfe vstfebavaji a prijem
potravy obvykle nema vliv na jejich biologickou dostupnost. Maji dlouhy
biologicky polo¢as. Velmi dobfe pronikaji do tkani a sekretl v€etné CNS.

Z organismu se vyluCuji bud’ pfevazné moci, nebo moci i zlu€i. (Remedia, 2009)

Klinické vyuziti chinolonovych chemoterapeutik Ill. generace spociva
v souCasné dobé v terapii stfedné tézkych az tézkych respiranich, Zivot
ohrozujicich infekci, vyvolanych grampozitivnimi i gramnegativnimi aerobnimi
bakteriemi, pfipadné infekci smiSené etiologie. Jedna se zejména o septicke
stavy, infekce CNS, hornich a dolnich cest dychacich, gynekologické a
nitrobfisni infekce, infekce klUze, mékkych tkani, kosti ¢&i kloubu, infekce
traviciho ustroji, ZluCovych nebo moc€ovych cest. Ciprofloxacin Ize pfi intoleranci
nebo neucinnosti antituberkulotik prvni fady pouzit k terapii tuberkuldzy.
Ciprofloxacin a levofloxacin nachazeji navic uplatnéni pfi terapii Mycobacterium

avium u HIV-pozitivnich pacientl. (Remedia, 2009)



2.1.3. Mechanismus ucinku

Mechanismus ucinku celé skupiny spociva v inhibici syntézy nukleovych
kyselin. Chinolonova antibiotika jsou inhibitory dvou bakterialnich enzym:
topoizomerazy Il (DNA-gyrazy) a topoizomerazy |V, které jsou potfebné pro
replikaci, transkripci, opravu a rekombinaci bakterialni DNA. (SPC Ciplox 250)

DNA-gyraza je bakterialni enzym nutny k udrZzeni prostorového uspofadani
DNA, je tedy odpovédny za ,spravné“ zfetézeni a rozvolnéni superhelikalni
DNA béhem replikace. (Lincova et al., 2007; Hynie, 2001)

Topoizomeraza IV je enzym zodpovédny za oddéleni DNA po replikaci.
(Mladénka, 2011)

2.1.4. Rezistence

Rezistence vu¢i fluorochinolonim vznika tfemi zakladnimi zpUsoby: 1.
alteraci DNA-gyrazy nebo topoizomerazy IV (napf. rezistence Pseudomonas
aeruginosa); 2. snizenim permeability zevni membrany mikroorganismu; 3.
efluxem. Zcela ojedinéla a prozatim klinicky nevyznamna je rezistence
zprostfedkovana inaktivujicimi enzymy vazana na plastidy. (Lincova et al.,
2007)

In vitro rezistence na ciprofloxacin se mize vyvinout postupnym procesem
mutaci cilového mista u obou topoizomeraz. Vysledny stupen zkfizené
rezistence mezi ciprofloxacinem a jinymi fluorochinolony je promeénlivy.
Jednotlivé mutace nemusi mit za nasledek klinickou rezistenci, ale nasobné
mutace obvykle za nasledek klinickou rezistenci na vétsinu aktivnich latek nebo
na vSechny aktivni latky v ramci skupiny maji. (SPC Ciprinol 500)

Nepropustnost a/nebo mechanismus rezistence efluxni pumpy ucinné latky
muze mit proménlivy efekt na citlivost na fluorochinolony, ktera zavisi na
fyziochemickych vlastnostech rliznych ucinnych latek v ramci skupiny a afinité
transportnich systému pro danou ucinnou latku.

Mechanismy rezistence, které inaktivuji dalSi antibiotika, napfiklad
permeacni bariéry (bézné u Pseudomonas aeruginosa) a efluxni mechanismus,
mohou ovlivnit citlivost na ciprofloxacin. Byla zaznamenana rezistence

zprostfedkovana plazmidem kdédovana pomoci gena gnr. (SPC Ciplox 250)
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2.1.5. Farmakokinetické viastnosti

2.1.5.1. Absorpce

Po peroralnim podani se ciprofloxacin velmi dobfe vstfebava, absolutni
biologicka dostupnost se pohybuje mezi 60-80 % davky. (Remedia, 2009)

Po peroralnim podani jednotlivych davek tablet ciprofloxacinu dochazi k
rychlému a rozsahlému vstifebavani pfedevSim z tenkého stfeva, maximalni
sérové koncentrace jsou dosazeny za 1-2 hodiny po aplikaci.

Jednotlivé davky 100-750 mg se projevily na davce zavislou maximalni
sérovou koncentraci (Cmax) mezi 0,56 a 3,7 mg/l. Pro hodnoty Cnax @ AUC byla
prokazana proporcionalita Sérova koncentrace se

davky. zvySuje

proporcionalné s davkami az do 1000 mg. (SPC Ciplox 250)

2.1.5.2. Distribuce

Ciprofloxacin velmi dobfe pronika do tkani a sekretll véetné CNS. Dosahuje
vysokych koncentraci v rGznych tkanich, jako jsou plice (epitelialni tekutina,
alveolarni makrofagy, tkanova biopsie), dutiny a zanétlivé Iéze (kantaridinova
puchyfova tekutina) a urogenitalni trakt (moc€, prostata, endometrium), kde
celkové koncentrace prevysuji dosazené plazmatické koncentrace. Dobfre
pronika i do mozkomisniho moku a lymfatické tekutiny, v nepatrném mnozstvi i
do nitroocCni tekutiny. (Remedia, 2009; SPC Ciplox 250)

Vazba ciprofloxacinu na bilkoviny je nizka (20-30 %), ciprofloxacin je
pfitomen v plazmé pfevazné ve své neionizované formé a ma rozsahly
distribuéni objem, v rovnovazném stavu 2-3 I/kg télesné hmotnosti. (SPC
Ciprinol 500)

Fluorované Vazba na Distribu€ni Frakce Biologicky
chinolony bilkoviny (%) objem Vd vylouéenad do | polocas t1/2
(I'kg) moci (%/24h) (h)
norfloxacin 15-20 3,2 26-32 4.8
ofloxacin 25 3 75 7
ciprofloxacin 30 3 65 5
enoxacin 35 175 44 6
pefloxacin 25 0,7 15 12
fleroxacin 25 133 50 10
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lomefloxacin 10 147 66 7,5
sparfloxacin 45 5 40 20
trovafloxacin 70 1,2 6 11,2
levofloxacin 24-52 0,95 95 6,5
moxifloxacin 39-52 2 20 8,2-15,4

Tab. &. 1: Farmakokinetické vlastnosti fluorochinolonl (Lincova et al., 2007)

2.1.5.3. Metabolismus

Z veétsi Casti se ciprofloxacin biotransformuje v jatrech na tfi Caste¢né ucinné
a dal8i neuc€inné metabolity. (Remedium, 2009)

U Clovéka byly identifikovany tyto Ctyfi metabolity vyskytujici se v nizkych
koncentracich:  desethyleneciprofloxacin  (M1), sulfociprofloxacin  (M,),
oxociprofloxacin (M3) a formylciprofloxacin (Ms). Metabolity vykazuji in vitro
antimikrobialni aktivitu, ta je vSak niZzSiho stupné nez u samotného
ciprofloxacinu. (SPC Ciplox 250)

Naproti tomu u nékterych zvifat byly detekovany pouze dva metabolity,
desethyleneciprofloxacin a oxociprofloxacin (v moci opic a telat) a v moci prasat
nebyly nalezeny zadné metabolity.

U lidi se po peroralnim podani ciprofloxacinu 19 % davky vyluCuje ve formé
metabolitl moc¢i a stolici. Sulfociprofloxacin a oxociprofloxacin predstavuji 10 %
a 7 % zcelkové davky. Pouze malé mnozZstvi se vyluCuje jako
desethyleneciprofloxacin. Dal$i metabolit, formylciprofloxacin, byl dosud zjistén
pouze jednou skupinou védcu a to ve velmi malych mnozstvich, méné nez 0,1%
davky. (Nouws et al., 1988)

Po intraven6znim podani bylo zjisténo v moci a stolici podobné slozeni
metabolitll jako po peroralnim podani. Koncentrace sulfociprofloxacinu a
dalSich metabolitd ve stolici muze byt vysvétlena pfedevSim jaternim
metabolismem a vyluCovanim do ZzluCe. Ve ZluCi bylo nalezeno 83 %
sulfociprofloxacinu, 13 % oxociprofloxacinu a 2 % desethyleneciprofloxacinu.
(Anadon et al.; 2001)

Je znamo, Ze ciprofloxacin je stfedné silny inhibitor izoenzym( CYP 450
1A2. (SPC Ciprinol 500)
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Obr. €. 3: Oxociprofloxacin (Ms)
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Obr. &. 4: Formylciprofloxacin (M,)

2.1.5.4. VyluCovani

Ciprofloxacin se vylu€uje v nezménéné formeé i ve formé metabolitd moci a v
mensi mife také Zluci. Biologicky polo¢as je 3-6 hodin, u pacientl s tézkou
poruchou funkce ledvin se prodluzuje na 5-8 hodin. (Remedia, 2009)

Renalni clearance je mezi 180-300 ml/kg/h a celkova clearance je mezi 480-
600 ml/kg/h. Ciprofloxacin podléha jak glomerularni filtraci, tak tubularni sekreci.
Zavazné snizena funkce ledvin vede ke zvySeni poloCasu ciprofloxacinu az na
12 hodin. Nerenalni clearance ciprofloxacinu je zplsobena hlavné aktivni
transintestinalni sekreci a metabolizaci. Porucha funkce jater nema vliv na

farmakokinetiku ciprofloxacinu. (SPC Ciplox 250)

Vylu€ovani ciprofloxacinu (% z davky)

Peroralni podani
Mo¢ Stolice
Ciprofloxacin 44,7 25,0
Metabolity (M,-M,) 11,3 7,5

Tab. &. 2: Vylu€ovani ciprofloxacinu z LP v % (SPC Ciprinol 500)
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2.1.6. Lécivé pripravky s obsahem ciprofloxacinu

V injekénich a infuznich I1ékovych formach je ciprofloxacin obsazen ve formé
laktatu. V peroralnich Iékovych formach ve formé hydrochloridu. Uvedena
mnozstvi odpovidaji mnozstvi baze ciprofloxacinu.

V tuto chvili jsou registrované |éCivé pfipravky s obsahem ciprofloxacinu
pouze humanni, nikoliv veterinarni. To ovSem nevyluCuje pouzivani téchto
léCivych pripravkl i ve veterinarni praxi. VSechny LP s obsahem ciprofloxacinu
jsou v CR vazané na recept.

Aktualné registrované pripravky v CR s aktivnim vyskytem na &eském trhu

obsahuijici ciprofloxacin jsou uvedené v tabulce:

CIFLOXINAL 250 MG POR TBL FLM 10X250MG
CIFLOXINAL 500 MG POR TBL FLM 10X500MG
CILOXAN OPH+AUR GTT SOL 1X5ML
CIPHIN 500 POR TBL FLM 10X500MG
CIPHIN PRO INFUSIONE 200 MG/100 ML INF SOL 1X100ML/200MG
CIPLOX OPH+AUR GTT SOL 5ML
POR TBL FLM 10X250MG
CIPLOX 250 POR TBL FLM 50X250MG
POR TBL FLM 10X500MG
CIPLOX 500 POR TBL FLM 50X500MG
INF CNC SOL
CIPRINOL 100 MG/10 ML 5X10ML/100MG
CIPRINOL 200 MG/100 ML INF SOL 1X100ML/200MG
CIPRINOL 250 POR TBL FLM 10X250MG
CIPRINOL 500 POR TBL FLM 10X500MG
gl(l)’;T%FII(_OXACIN KABI 200 MG/100 ML INFUZNI INF SOL 10X200MG/100ML
gIcIj?T%FII(_OXACIN KABI 400 MG/200 ML INFUZNI INF SOL 10X400MG/200ML

Tab. & 3: Légivé pripravky s obsahem ciprofloxacinu dostupné v CR vroce 2014
(www.sukl.cz, stav k 14. 10. 2014)
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2.2. |buprofen

2.2.1. Struktura, fyzikalné chemické viastnosti molekuly

H5C

Sumarni vzorec: Cq3H1g02

Relativni molekulova hmotnost (M;): 206, 28

Chemicky nazev: Kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl) propanova.

Vzhled: Bily nebo témér bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly.
Rozpustnost: Prakticky nerozpustny ve vodé, snadno rozpustny v acetonu,
v methanolu a dichlormethanu. Rozpousti se ve zfedénych roztocich

alkalickych hydroxidd a uhligitant. (Cesky lékopis, 2009)

ATC klasifikace: M Muskuloskeletalni systém
MO1 Antirevmatika a protizanétliva IéCiva
MO1A Nesteroidni protizanétliva a protirevmaticka IéCiva

MO1AE Derivaty kyseliny propionové
MO1AEO1  Ibuprofen (MV AISLP, 2014)

2.2.2. NSAID (Non-Steroidal Antilnflammatory Drugs)

Ibuprofen jako derivat kyseliny propionové patfi do skupiny NSAID, tedy
nesteroidnich protizanétlivych latek. NSAID jsou v souCasné dobé nejCastéji
uzivana farmaka. Pouzivaji se k tlumeni mirnych a stfedné silnych bolesti, ke
snizeni zanétlivych reakci a jako antipyretika. Jde o latky spadajici do mnoha
odlisSnych chemickych skupin (derivaty kyseliny salicylové, kyseliny fenyloctové,
indoloctové, propionové, fenamové, pyrazolony, oxikami, alkalony,
sulfonanilidy). VétSinu jejich G€inkd i téch nezadoucich Ize vysvétlit stejnym

mechanismem jako jejich terapeutické ucinky. (Hynie, 2001)
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PfestoZze mechanismus ucinku nesteroidnich protizanétlivych latek je zfejmé
multifaktorialni, za primarni se povazuje jejich schopnost inhibovat
cyklooxygenazu (COX), kliCovy enzym limitujici rychlost syntézy prostanoidd
(prostaglandina, prostacyklin a tromboxand) z arachidonové kyseliny.
Prostanoidy se ucastni regulace fady fyziologickych procesu a za patologickych
situaci se vyznamné podileji na rozvoji bolesti, horeCky a zanétu. (Lincova et
al., 2007)

Syntéza prostaglandini je zajiSténa dvéma izoenzymy cyklooxygenazy
oznacovanymi jako COX-1 a COX-2.

COX-1 (tzv. konstitutivni izoenzym) hraje roli pfi syntéze prostaglandind,
které plni fyziologické funkce (gastroduodenalni cytoprotekce, srazlivost
destiCek, vaskularni homeostaza, rovnovaha vyluCovani sodiku a vody
ledvinami).

COX-2 (tzv. inducibilni izoenzym) hraje roli pfi rozvoji lokalni zanétlive
reakce.

Inhibice syntézy prostaglandini tak na jedné strané potlauje zanét, na
druhé strané v8ak v dusledku omezeni tvorby prostaglandinl, vyplyvajicich
z inhibice COX-1, dochazi ke vzniku fady nezadoucich ucinkd. (Remedia, 2009)

Podle poméru inhibice jednotlivych izoenzym( je mozno latky ze skupiny
NSAID rozdélit do nize uvedenych skupin a odhadnout tak nejen intenzitu jejich

protizanétlivého uCinku, ale i to, v jaké mife se budou vyskytovat nezadouci

ucinky:
SKUPINA LATKA
|. COX-1 selektivni kyselina acetylsalicylova (malé davky)
Il. COX-1 neselektivni kyselina acetylsalicylova (vysoké davky)

a) s vySSi afinitou ke COX-1 | indometacin, piroxikam
b) s vysSi afinitou ke COX-2 | ibuprofen, diklofenak, naproxen
[ll. COX-2 preferencéni nimesulid, meloxikam

IV. COX-2 selektivni celecoxib, rofecoxib
Tab. €. 4: Zafazeni latek do skupin dle vazby na jednotlivé izoenzymy
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Obr. €. 5: Metabolismus a ucinky eikosanoidl (©2011, Jefabek)

Ibuprofen, derivat kyseliny propionove, je nesteroidni antirevmatikum s
dobrym analgetickym, protizanétlivym a antipyretickym uc€inkem. V nizSich
davkach pusobi analgeticky, ve vysSich protizanétlivé. Zanét je zmirfiovan
snizenim uvolfovani mediatord zanétu z granulocytl, bazofild a Zirnych bunék.
Ibuprofen dale snizuje citlivost cév vac&i bradykininu a histaminu, ovliviuje
produkci lymfokint v T lymfocytech a potladuje vazodilataci. Tlumi téz agregaci
krevnich desticek. (SPC Apo-Ibuprofen 400mg)

Ibuprofen se pouziva jako symptomaticka Ié¢€ba bolesti a zanétu pfi:

e akutni artritidé v€etné zachvatl dny

e chronické artritidé, obzvlasté revmatoidni artritidé

e ankylozujici spondylitidé (Bechtérevova choroba) a jinych seronegativnich
spondylartritidach

e degenerativnich onemocnéni kloubl vc&etné kloubl patefe (osteoartréza,
spondylartroza)
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e revmatismu mékkych tkani

e poranéni mékkych tkani (napf. kontuze, distorze)

Ibuprofen je dale indikovan k:

e tlumeni mirné az stfedné silné bolesti jako je bolest hlavy vCetné migrény,
bolest zad, zub(, pooperacni bolest, bolestiva menstruace, bolesti svall a
kloubl provazejici chfipkova onemocnéni

e symptomatické 1éEbé horecky (SPC Ibuprofen AL 400)

2.2.3. Farmakokinetické vlastnosti

Ibuprofen je racemickou smési [-] R-a [+] S-izomerd. In vivo a in vitro studie
ukazuji, ze [+] S-izomer je odpovédny za Klinickou ucinnost. To ovSem
neznamena, ze [-] R-forma je farmakologicky neaktivni. U dospélych je pomalu
a neuplné (~ 60 %) pfevadéna na aktivni [+] S-izomer. Stupen interkonverze u
déti neni znam, ale pfedpoklada se, Ze bude podobny jako u dospélych. [-] R-
izomer slouzi jako cirkulujici zasobnik pro udrZeni hladiny aktivniho lécCiva.

(http://www.druglib.com/druginfo/motrin/description_pharmacology/)

2.2.3.1. Absorpce

Po peroralnim podani se rychle a dobfe vstfebava, ¢astecné jiz v Zzaludku a
dale upIné v duodenu. (SPC Ibuprofen AL 400)

Vrcholu plazmatické koncentrace pfi podani nalatho dosahuje jiz za 45
minut, pfi podani s jidlem cca za 1-3 hodiny. Po rektalni aplikaci se ibuprofen
vstiebava pomaleji. (SPC Apo-Ibuprofen 400 mg)

Maximalni koncentrace v séru dosahuje ibuprofen po 1,7 hodinach (median)
po podani na lacno. Pokud je podan spolu s jidlem, jsou maximalni sérove
koncentrace o 34 % nizZSi a je jich dosazeno pfiblizné o 2 hodiny pozdéji, nez
kdyZz je uzit nalaCno. Potrava vSak vyrazné neovliviiuje jeho celkovou
biologickou dostupnost. (SPC Brufen 400)
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2.2.3.2. Distribuce

Ibuprofen se vaze ve znacné mife (z 99 %) na plazmatické proteiny, ale
vazba je reverzibilni. (SPC Apo-ibuprofen 400 mg)

Tato vazba muaze byt pfi€inou mnoha klinicky vyznamnych |ékovych
interakci. Prunik do tkani a télesnych tekutin je dobry, ibuprofen prochazi i
hematoencefalickou bariérou i placentarni bariérou a je vyluCovan do
matefského mléka v mnozstvi mensim nez 1 pg/ml. (Lincova et al., 2007)

Proto je ibuprofen kontraindikovan ve tfetim trimestru téhotenstvi a v
pribéhu prvniho a druhého trimestru by nemél byt podan, pokud to neni
nezbytné nutné.

Ibuprofen ma maly distribu¢ni objem v rozmezi 0,12 az 0,2 I/kg u dospélych.
(SPC Brufen 400)

2.2.3.3. Metabolismus

Ibuprofen je rychle metabolizovan v jatrech prostfednictvim cytochromu
P450, zejména jeho formy CYP2C9. (SPC Brufen 400)

R-enantiomer podléha in vivo rozsahlé enantiomerni konverzi (53-65 %) na
aktivnéjsi S-enantiomer. (http://www.drugbank.ca/drugs/DB01050)

Po peroralnim podani léku se o néco méné nez 90 % peroralni davky
ibuprofenu vylou€i do moci jako oxidativni metabolity a jejich glukuronidové
konjugaty. Velmi mala €ast ibuprofenu se do modci vyluCuje v nezménéném
stavu. (SPC Brufen 400)

Mezi dva hlavni metabolity vzniklé oxidaci, které jsou dale inaktivni, patfi:
(+)-2[4'-(2-hydroxy-2-methylpropyl)fenyl]propionova kyselina (25 %) a (+)-2-[4'-
(2-karboxypropyl)fenyl] propionova kyselina (37 %).

Z moci byla izolovana velmi mala mnozstvi 1-hydroxyibuprofenu a 3-
hydroxyibuprofenu. (http://www.drugbank.ca/drugs/DB01050)

Procenta volného a konjugovaného ibuprofenu nalezeného v moci byla
pfiblizné 1 % a 14 %. Zbytek |éku byl nalezen ve stolici, v podobé& obou
metabolitll a nevstfebané drogy.

(http://www.druglib.com/druginfo/motrin/description_pharmacology/)
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2.2.3.4. VyluCovani

K vyluCovani ledvinami dochazi rychle a beze zbytku. Eliminaéni polocas
ibuprofenu je pfiblizné 2 hodiny. Vylu€ovani ibuprofenu je prakticky ukonceno
do 24 hodin po podani posledni davky. Pfi snizeném vylu€ovani muze dojit ke

kumulaci Iéku v organizmu. (SPC Brufen 400)

2.2.4. Akutni toxicita

LDsp byla stanovena u mysi peroralné 800 mg/kg télesné hmotnosti a 320
mg/kg intraperitonealné. LDsy u potkana je peroralné 1 600 mg/kg télesné
hmotnosti a 1 300 mg/kg subkutanné. U vSech uhynulych zvifrat (tedy hlodavcu)
byla manifestné vyjadiena deprese CNS a ulcerogenni zmény
gastrointestinalniho traktu.

Ibuprofen byl dale podavan psim v davce 125 mg/kg télesné hmotnosti a
vySe, toxické ucinky se projevily erozemi zaludku a albuminurii. V davce 20 a
50 mg/kg nebyly prokazany zadné toxické zmény. Vysledky ukazuji, Ze
ibuprofen v letalnich davkach zpusobil postizeni CNS u hlodavcu, zatimco
ulcerogenni U€inek byl pozorovan u obou skupin zvifat (i u nehlodavci).

(SPC Ibalgin 400)

2.2.5. Chronicka toxicita

Chronicka toxicita byla zjiStovana na potkanech, kterym byl podavan
ibuprofen v davce 180 mg/kg a 60 mg/kg télesné hmotnosti po dobu 26 a 13
tydnu. Na konci terapie byla jak u samcu, tak i u samic zjist€na anémie. Rovnéz
se zvétSila vaha nékterych organu k celkové télesné hmotnosti potkanl (jatra,
ledviny, gonady a druhotné pohlavni organy).

Histologicky nebyly zjiStény signifikantni zmény, pouze v nékolika pfipadech
byly nalezeny intestinalni ulcerace. ZvétSeni jater a ledvin pravdépodobné
souvisi s metabolizmem a exkreci ibuprofenu.

Po podani ibuprofenu psum v davce 16 mg/kg télesné hmotnosti za den po

dobu 30 dnu nebyly nalezeny klinické pfiznaky toxicity, pfi pitvé v8ak byly
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zjistény eroze a ulcerace zaludku a zanéty stfev. Podobné Iéze byly nalezeny v
davce 8 mg/kg/den, ale ne v davce 4 mg/kg/den.

V experimentalnich studiich nebyl prokazan karcinogenni, mutagenni ani
teratogenni efekt ibuprofenu. (SPC Ibalgin 400)

Ibuprofen zpusobuje inhibici ovulace u kralikd a poruchy zahnizdéni vajicka
u rdznych druhd (kralik, potkan, mys). U potkant byl po podani toxické davky
matce pozorovan zvySeny pocCet malformaci u potomku (ventrikularni defekt
septa). (SPC Ibuprofen AL 400)

2.2.6. Lécivé pripravky s obsahem ibuprofenu

Ibuprofen se vyskytuje v pfipravcich jak pro vnitfni, tak pro zevni pouziti.
Topické pfipravky jsou k dostani bez lékafského predpisu, stejné tak jako
peroralni pfipravky v silach 200 mg a 400 mg. Pfipravky v sile 600 mg a 800
mg jsou vazané jen na lékarsky predpis.

Aktualné registrované pripravky v CR s aktivnim vyskytem na &eském trhu
obsahujici ibuprofen, bud samostatné, nebo v kombinaci, jsou uvedené

v nasledujici tabulce:

A) PERORALNI PRIPRAVKY
a) na lékarsky predpis

BRUFEN 600 MG POR GRA EFF 20X600MG
DOLGIT 800 POR TBL FLM 20X800MG
IBALGIN 600 POR TBL FLM 30X600MG
IBUMAX 600 MG POR TBL FLM 100X600MG
IBUMAX 600 MG POR TBL FLM 30X600MG
b) s mezenim

MODAFEN POR TBL FLM 24
NUROFEN STOPGRIP POR TBL FLM 24
NUROFEN STOPGRIP POR TBL FLM 12

¢) volné prodejné

APO-IBUPROFEN 400 MG POR TBL FLM 30X400MG

POR TBL FLM 100X400MG

APO-IBUPROFEN RAPID 400 MG SOFT CAPSULES | POR CPS MOL 10X400MG
POR CPS MOL 20X400MG

BRUFEN 400 POR TBL FLM 100X400MG
POR TBL FLM 30X400MG

BRUFEN 400 MG SUMIVE GRANULE POR GRA EFF 30X400MG
POR GRA EFF 20X400MG
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BRUFEN SIRUP

POR SIR 1X100ML/2GM

IBALGIN 200 POR TBL FLM 24X200MG
POR TBL FLM 48X400MG

IBALGIN 400 POR TBL FLM 24X400MG
POR TBL FLM 36X400MG
POR TBL FLM 100X400MG

IBALGIN BABY POR SUS 1X100ML/2GM

IBALGIN GRIP 200 MG/5 MG

POR TBL FLM 24

POR TBL FLM 12

IBALGIN RAPID

POR TBL FLM 12X400MG |

IBUBERL PRO DETI 100MG/5ML PERORALNI
SUSPENZE

POR SUS 1X100ML/2GM

IBUMAX 200 MG

POR TBL FLM 30X200MG

IBUMAX 400 MG

POR TBL FLM 100X400MG

POR TBL FLM 30X400MG

IBUMYL RAPID 400 MG

POR TBL FLM 24X400MG

POR TBL FLM 12X400MG |

IBUPROFEN 400 MG GALMED

POR TBL FLM 30X400MG

IBUPROFEN AL 400

POR TBL FLM 30X400MG

POR TBL FLM 50X400MG

POR TBL FLM 100X400MG

POR TBL FLM 10X400MG

IBUPROFEN DR. MAX 200 MG POTAHOVANE
TABLETY

POR TBL FLM 30X200MG |

IBUPROFEN DR. MAX 400 MG POTAHOVANE
TABLETY

POR TBL FLM 100X400MG |

POR TBL FLM 36X400MG |

NUROFEN 200 MG

POR TBL OBD 10X200MG

POR TBL OBD 24X200MG

POR TBL OBD 12X200MG

NUROFEN 400 MG

POR TBL OBD 12X400MG

POR TBL OBD 24X400MG

NUROFEN INSTANT 400 MG ROZPUSTNY
PRASEK

POR PLV SOL 5X400MG

NUROFEN NEO 200 MG OBALENE TABLETY

POR TBL OBD 12X200MG

NUROFEN NEO FEMINA 400 MG OBALENE
TABLETY

POR TBL OBD 12X400MG

NUROFEN PRO DETI

POR SUS 1X100ML TRUB

NUROFEN PRO DETI 4% JAHODA

POR SUS 1X100ML

NUROFEN PRO DETI 4% POMERANC

POR SUS 1X100ML

NUROFEN PRO DETI ACTIVE

POR TBL DIS 12X100MG

NUROFEN PRO DETI JAHODA

POR SUS 2000MG/100ML
TRUB

POR SUS 4000MG/200ML
TRUB

NUROFEN RAPID 200 MG CAPSULES

POR CPS MOL 10X200MG

NUROFEN RAPID 400 MG CAPSULES

POR CPS MOL 10X400MG
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B) REKTALNI PRIPRAVKY

NUROFEN PRO DETI CIPKY 125 MG RCT SUP 10X125 MG
NUROFEN PRO DETI CiPKY 60 MG RCT SUP 10X60MG
C) ZEVNi PRIPRAVKY

DOLGIT GEL DRM GEL 1X50GM

DRM GEL 1X150GM

DRM CRM 1X150GM

DOLGIT KREM
DRM CRM 1X50GM
DRM CRM 1X100GM
IBALGIN DUO EFFECT DRM CRM 1X100GM
DRM CRM 1X50GM
IBALGIN GEL DRM GEL 1X50GM
DRM GEL 1X100GM
IBALGIN KREM DRM CRM 1X50GM

DRM CRM 1X100GM

Tab. & 5: Légivé pripravky s obsahem ciprofloxacinu dostupné v CR vroce 2014
(www.sukl.cz, stav k 14. 10. 2014)
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2.3. Spotieba léCiv

Studium spotfeby IéCiv mizeme definovat jako disciplinu, ktera hodnoti
pouzivani léCiv a jeho medicinské, socialni a ekonomické dopady. Sledovani
spotfeby léCiv umoziiuje odhadnout velikost exponované populace danému
léku. Cilem studia spotfeby |éCiv je optimalizace pouzivani IéCiv na podkladé
vyhodnocovani jeho kvality. (Tlusta et al., 2010)

Pro potfeby zpracovani udaju o spotfebé IéCiv a umoznéni jejich srovnani
jak na narodni, tak i mezinarodni urovni je nezbytné pouziti jednotného
klasifikacniho systému. NejvyznamnéjSim nastrojem, pouzivanym k tfidéni l€Civ
pro ucely studia jejich spotfeby, je Anatomicko — terapeuticko - chemicka (ATC)
klasifikace, kterou doporucila pro pfijeti v Evropé Regionalni ufadovna SZO

(Svétové zdravotnické organizace) v roce 1981. (Urbanek, 2002)

V ATC Klasifikaénim systému jsou uc€inné latky rozdéleny do skupin v péti
rliznych drovnich. Prvni Uroven tvofi ¢trnact hlavnich skupin, rozdélenych podle
organu nebo systému, na ktery plsobi, a jejich terapeutickych,
farmakologickych a chemickych vlastnosti. Druha uroven je tvofena
farmakologickymi/terapeutickymi podskupinami, tfeti a c&tvrta uroven jsou
chemické/farmakologické/terapeutické podskupiny a pata uroven je konkrétni

chemicka latka. (www.whocc.no)

A Travici trakt
(1. aroven, hlavni anatomicka skupina)
A10 Latky k terapii diabetu
(2. uroven, terapeuticka podskupina)
A10B Latky snizujici hladinu glukézy v krvi,

kromé inzulinu
(3. uroven, farmakologicka podskupina)

A10BA Biguanidy
(4. uroven, chemicka skupina)
A10BA02 Metformin

(5. uroven, chemicka latka)
Tab. €. 6: Ukazka zafazeni latky (metforminu) dle ATC systému (www.whocc.no)
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Mg wivs

léCiv je definovana denni davka (DDD). Je to technicka statisticka jednotka,
stanovovana pro jednotlivé ucinné latky komisi SZO v ramci systému
ATC/DDD. (www.whocc.no)

DDD predstavuje prfedpokladanou primérnou udrzovaci davku IéCiva na
jeden den, podavanou k IéCbé v hlavni indikaci pro dospélého clovéka.

(www.sukl.cz)

Je tfeba zduraznit, Ze DDD je jednotka méfeni a nemusi nutné odrazet
doporu€ené nebo stanovené denni davky pro jednotlivé pacienty a skupiny
pacientll. Ty se Casto od DDD li§i a jsou zalozeny na individualnim stavu
konkrétniho pacienta. Udaje o spotfebé& drog uvedené v DDD poskytnou pouze
hruby odhad spotfeby a nikoliv pfesny obraz o skuteCném pouZiti.

(www.whocc.no)

DDD/10000byv./den se vyuziva pro sledovani Casovych fad a pro
mezinarodni a jina srovnavani a vyjadfuje, kolik téchto jednotek pfipada na tisic

obyvatel za jeden den ve sledovaném obdobi. (www.sukl.cz)

Vyhoda pouzivani DDD tkvi pfedevSim v moZznosti srovnavani spotfeby
nejen pfipravkl téze ucinné latky, ale i riznych latek a dokonce terapeutickych
skupin, a to i v mezinarodnich studiich. Systém ATC/DDD se s podporou
Svétové zdravotnické organizace v poslednich letech rozSifuje i mimo Evropu a
ma perspektivu stat se univerzalnim nastrojem tfidéni IéCiv a kvantifikace

potfeby pro ucely zdravotnictvi. (www.whocc.no)

V Ceské republice shromazduje Udaje o spotiebé légiv SUKL (Statni ustav
pro kontrolu léciv). Pro sledovani trendl v dodavkach lécivych pfipravkl jsou
pouzivana porovnani distribuovanych objemu v poctech baleni, finan&nich
ukazatelich a definovanych dennich davkach po Ctvrtletich v uplynulych péti

letech. (www.sukl.cz)
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Ve finanénim vyjadieni je spotfeba Iéciv v CR v mezinarodnim kontextu
spiSe pramérna, pfi vyjadfeni ve hmotnych jednotkach (baleni, DDD/1000
obyvatel/den) pak patfi CR k zemim s nadpriimé&rnou spotfebou a v pomysinych
Zebfi¢cich se mezi evropskymi zemémi jiz fadu let umistuje mezi prvnimi péti.
(Suchopar, 2015)

Mnozstvi nejpouzivanéjSich IéCiv se v nékterych zemich pohybuje v fadu
stovek tun za rok. Skute€né mnozstvi podavanych IéCiv je pouze odhadované,
protoze je téméF nemozné zjistit pfesnou spotfebu OTC lecCiv a léCiv
prodavanych pfes internet. Pfedpoklada se tak, ze realna spotfeba nékterych
l€Civ je vyznamné vySSi. Vycisleni ro¢ni spotfeby |éCiv je obtizné a Casto

zaloZené na odhadech. (Fent et al., 2006)

V pfipadé, Zze bychom chtéli odhadovat dopad konkrétnich I[éCivych
pfipravkll na zZivotni prostfedi, se nemuzeme pfriliS spoléhat pouze na uUdaje
spojené s objemem jejich distribuce, nebot' tyto informace nevypovidaji nic o
obsahu a ucinnosti jednotlivych 1éCivych latek, degradabilité a biologické
aktivité, ktera muze po transformaci vychozi latky i nékolikanasobné vzrust.
(Kotyza et al., 2009)
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2.3.1. Spotieba antibakterialnich lééiv a ciprofloxacinu v CR

Spotfeba antibakterialnich 1&Civ pro systémovou terapii byla v roce 2012
v Ceské republice 11 064 299 baleni, za primérnou cenu 2 599 951 784 K&,
coz odpovida 73 693 007 spotfebovanych DDD, tj. 19,1400 spotfebovanych
definovanych dennich davek na tisic obyvatel a den (DDD/t.o./d).

Na ciprofloxacin z toho pfipada 554 770 baleni za pramérnou cenu 80 148
366 K&, coz odpovida 2 050 039 DDD, tj. 0,56325 DDD/t.o./d. (MV AISLP; 2014)

Podil spotifebovanych baleni v roce 2012

B ciprofloxacin

mostatni
antibakterialni
lé¢iva

Obr. & 6: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem ciprofloxacinu k ostatnim

antibakterialnim léciviim v roce 2012.

Podil spotfebovanych baleni v roce 2012

Ociprofloxacin

mostatni l1é¢iva

Obr. €. 7: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem ciprofloxacinu k celkovému poctu

vSech spotfebovanych baleni ostatnich LP v roce 2012.
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Podil spotifebovanych DDD v roce 2012

B ciprofloxacin

mostatni
antibakterialni
léCiva

Obr. €. 8: Podil spotfebovanych DDD LP s obsahem ciprofloxacinu k ostatnim

antibakterialnim lé¢iviim v roce 2012.
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2.3.2. Spotieba NSAID a ibuprofenu v CR

Spotfeba nesteroidnich protizanétlivych a protirevmatickych IéCiv byla v roce
2012 v Ceské republice 16 396 354 baleni za prdmérnou cenu 1 848 962 727
K&, coz odpovida 224 577 840 DDD, tj. 58,3287 spotfebovanych definovanych
dennich davek na tisic obyvatel a den (DDD/t.0./d).

Na ibuprofen z toho pfipada 9 172 681 baleni za primérnou cenu 697 395
410 K&, coz odpovida 124 660 854 DDD, tj. 32, 3777 DDD/t.o./d.

Na ibuprofen v kombinaci s jinymi |éCivy pfipada 419 470 baleni za
primérnou cenu 56 920 447 K&. (MV AISLP; 2014)

Podil spotifebovanych baleni v roce 2012

Eibuprofen

@ ostatni nesteroidni
protizanétliva léCiva

Obr. €. 9: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem ibuprofenu k ostatnim NSAID v
roce 2012.
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Podil spotifebovanych baleni v roce 2012

Eibuprofen
mostatni 1éCiva

Obr. €. 10: Podil spotfebovanych baleni LP s obsahem ibuprofenu k celkovému poctu

vSech spotfebovanych baleni ostatnich LP v roce 2012.

Podil spotifebovanych DDD v roce 2012

Eibuprofen

@ ostatni nesteroidni
protizanétliva léCiva

Obr. &. 11: Podil spotfebovanych DDD LP s obsahem ibuprofenu k ostatnim NSAID v
roce 2012.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Testované organismy
nalevnik Tetrahymena thermophila
3.2. Chemikalie, pomticky, pristroje

3.2.1. Chemikalie

e ciprofloxacin (vyrobce: Fluka Chemie GmbH, S&A, Buchs, Svycarsko)

e ibuprofen (vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e dichroman draselny (vyrobce: Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA)

e proteose-peptone (vyrobce: Fluka Chemie GmbH, S&A, Buchs,
Svycarsko)

e deionizovana voda
3.2.2. Pomucky

e automatické mikropipety a Spicky
e kadinky

e laboratorni I1zicky

e mikrotitracni destiCky

e odmeérné banky

e ochranné rukavice

e sklenéné tyCinky

e stojan na zkumavky

e vazenky

e zkumavky
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3.2.3. Pristroje

e analytické digitalni vahy KERN ABJ

e box s laminarnim proudénim BIOAIR INSTRUMENTS Aura 2000 M.A.C.
e digestof KOTTERMAN

e inkubator WTB BINDER

e pocitac

e reader ANTHOS 2010

e svételny mikroskop LEICA

o tfepacka VORTEX-GENIE 2

e ultrazvukova lazeri SONOREX DIGITAL 10P BANDELIN

e zafizeni pro Cisténi vody P.NIX POWER BIO

3.3. Provedeni experimentu

3.3.1. Vicegeneracéni test s Tetrahymena thermophila

Priprava vzorku

Vzorek navazime na analytickych vahach a pfidame deionizovanou vodu,
abychom dostali roztok o pozadované koncentraci. Red&nim jedna a pul si ve
zkumavkach vytvofime fedici fadu o deseti Ci dvaceti po sobé jdoucich
koncentracich. Jako vzorek zkouSime ciprofloxacin a ibuprofen, bud
samostatné, nebo v pomérech 1:1, 1:2, 2:1. Stejnym Ffedénim pfipravime i deset
koncentraci dichromanu draselného, ktery slouzi jako standardni testovana

latka pro ovéfeni spravnosti pribéhu experimentu.
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Roztok &. Koncentrace vzorku Koncentrace K,Cr,0O5
1 50,00 288
2 33,33 192
3 22,22 128
4 14,81 85,33
5 9,88 56,89
6 6,58 37,93
7 4,39 25,28
8 2,93 16,86
9 1,95 11,24
10 1,30 7,49
11 0,87 -
12 0,58 -
13 0,39 -
14 0,26 -
15 0,17 ]
16 0,11 -
17 0,08 -
18 0,05 -
19 0,03 -

20 0,02 -

Tab. &. 7: Pfehled jednotlivych realnych koncentraci testovanych latek v mg/I

Priprava mikrotitracni desticky

V laminarnim boxu pipetujeme vzorek, testovany organismus a pepton dle
schématu, ktery je uveden nize. Mikrotitracni destiCka se plni pouze v fadach B,
C, D, E, F, G a ve sloupcich 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11. Okrajové jamky
zustanou prazdné z davodu vétsi prehlednosti testu a snadnéjsiho odectu. Do
vSech jamek v fadé B pipetujeme pouze pepton (150 pl). Do jamek v fadé C
pipetujeme pepton a vzorek, vzdy v poméru 2:1 (100 ul:50 pl), a to podle
klesajici koncentrace (vjamce C2 je nejvySSi koncentrace, vjamce C11
(100 pI:50 ul). Vfadach E, F, G pipetujeme pepton, vzorek podle klesajici
koncentrace a nakonec Tetrahymenu v poméru 1:1:1, tj. 50 pl:50 pl:50 pl.

Pro jednu fedici Fadu vzorku (o dvaceti koncentracich) je nutné pfipravit vzdy

dvé mikrotitracni desticky.
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pepton vzorek Tetrahymena

B = pepton 150pl - -

C = pepton + vzorek 100l 50 pl -

D = pepton + 100 pl - 50 pl
Tetrahymena

E=1 50 pl 50 pl 50 ul
F=2 50 pl 50 pl 50 pl
G=3 50 pl 50 pl 50 pl

Tab. &. 8: Schéma plnéni mikrotitracni desticky
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Obr. €. 12: Schéma pInéni mikrotitracni desticky

Méreni optické hustoty

Ihned po pfipraveni mikrotitracni destiCcky zméfime na readeru optickou
hustotu pfi vinové délce 492nm a 445nm. Pak dame desti¢ku inkubovat do

inkubatoru pfi konstantni teploté 25°C. DalSi méfeni provadime po 24 a 48

hodinach.

Vyhodnoceni

Z namérenych hodnot vypocCitame procenta inhibice pro kazdou koncentraci

podle vzorce:

( _A0D(C1-C10)

AOD(CO) ) x 100
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AOD(c1-c10)-------- rozdil namérenych optickych hustot v €ase Ty a T4 pro
jednotlivé koncentrace vzorku
AOD(co).-vnvvvennnnen rozdil naméfenych optickych hustot v €ase Ty a T4 pro

kontrolu

Z téchto vysledkd poté vypocéteme hodnotu ECsy pomoci statistického

softwaru GraphPad Prism 6.
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4. VYSLEDKY

41. Vicegeneraéni test s Tetrahymena thermophila

e hodnoceni chronické toxicity
e podminky testu: tma, 25°C
e délka testu: 24 (48) hodin

e testovany organismus Tetrahymena thermophila

Koncentrace vzorku Koncentrace K,Cr,0;

C1 50,00 288
) 33,33 192
Cs 22,22 128
Cs4 14,81 85,33
Cs 9,88 56,89
Cs 6,58 37,93
Cr 4,39 25,28
Cs 2,93 16,86
Co 1,95 11,24
C1o 1,30 7,49
C11 0,87 -
Ci2 0,58 -
C13 0,39 -
Cisg 0,26 -
C1s 0,17 -
C1e 0,11 -
Ci7 0,08 -
C1g 0,05 -
C1g 0,03 -
C20 0,02 -

Tab. €. 9: Pfehled jednotlivych realnych koncentraci testovanych latek v mg/I
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Dichroman draselny (K,Cr,07)

Cq Co Cs3 Cy Cs Ce Cy Csg Co C10

100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 87,65 | 75,31 | 71,19 | 58,85 | 21,81 | 17,70

Tab. €. 10: K,Cr,07 - Primérna inhibice (%) v jednotlivych koncentracich pfi vinové

délce 492 nm

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni

efektivni koncentraci KoCr,O7:
24h ECsp = 18,40 mg/l (16,06 — 21,07 mg/l)

Dichroman draselny

100 —@ & >
%0 \\
80

70
60

o \
30 \
20 xﬁ—

10

% inhibice

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Obr. €. 13: Graf zavislosti inhibice (%) na jednotlivych koncentracich dichromanu

draselného pfi 492 nm
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Ciprofloxacin

Cq C, C;3 (N Cs Cs C7 Cs Co C1o
100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,53 | 99,14 | 97,71 | 97,09 | 96,63
C11 C12 C13 C14 C15 C16 Ci7 C1s C19 C20
99,06 | 89,66 | 75,18 | 65,77 | 60,16 | 41,36 | 37,33 | 26,13 | 24,02 | 18,12

Tab. €. 11: Ciprofloxacin - Primérna inhibice (%) v jednotlivych koncentracich pfi

vinové délce 492 nm

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci ciprofloxacinu:
24h ECs50 = 0,12 mg/I (0,11 - 0,14 mg/l)

Ciprofloxacin

100,00
90,00 \
80,00
70,00 \
60,00 \
50,00
40,00 \
30,00
20,00 \«‘
10,00
0,00

% inhibice

12 3 45 6 7 8 9 101112131415 1617 18 19 20

Obr. €. 14: Graf zavislosti inhibice (%) na jednotlivych koncentracich ciprofloxacinu pfi
492 nm
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Ibuprofen

Cq C2 C3 Cy Cs Cs Cy Cs Co C10
100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,77 | 98,95 | 95,12 | 91,52
C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C1g C19 C20
83,51 | 69,90 | 56,50 | 45,74 | 43,16 | 37,61 | 34,74 | 27,96 | 26,51 | 23,42

Tab. €. 12: Ibuprofen - Primérna inhibice (%) v jednotlivych koncentracich pfi vinové

délce 492 nm

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci ibuprofenu:
24h EC50 = 0,18 mg/l (0,15 - 0,22 mg/l)

Ibuprofen

100,00 O—O—O—O0—0—0— —
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% inhibice

1 2 3 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20

Obr. €. 15: Graf zavislosti inhibice (%) na jednotlivych koncentracich ibuprofenu pfi 492

nm
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Ciprofloxacin + Ibuprofen 1:1

Cq C2 C3 C4 Cs Ce C7 Cs Co C1o0
100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 98,80 | 98,22 | 96,02 | 93,13 | 88,25
C11 C12 C13 C14 C1s C16 C17 C1s C19 C20
94,25 | 87,67 | 77,78 | 69,05 | 57,74 | 52,79 | 42,59 | 39,11 | 35,05 | 32,38

Tab. ¢. 13: Ciprofloxacin + Ibuprofen 1:1 - Primérna inhibice (%) v jednotlivych

koncentracich pfi vinové délce 492 nm

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci ciprofloxacinu + ibuprofenu v poméru 1:1:
24h EC5p = 0,08 mg/l (0,07 - 0,10 mg/l)

Ciprofloxacin + Ibuprofen 1:1

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
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20,00
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0,00

% inhibice

1 23 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20

Obr. &. 16: Graf zavislosti inhibice (%) na jednotlivych koncentracich ciprofloxacinu a

ibuprofenu (1:1) pfi 492 nm
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Ciprofloxacin + Ibuprofen 1:2

Cq C2 C3 Cy Cs Cs Cy Cs Co C10
100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,40 | 98,13 | 89,86 | 83,22
C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C1s C19 C20
78,30 | 73,95 | 61,34 | 53,28 | 43,55 | 40,30 | 38,04 | 36,20 | 33,28 | 31,04

Tab. ¢. 14: Ciprofloxacin + Ibuprofen 1:2 - Prlmérna inhibice (%) v jednotlivych

koncentracich pfi vinové délce 492 nm

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci ciprofloxacinu + ibuprofenu v poméru 1:2:
24h EC50 = 0,14 mg/l (0,11 - 0,18 mg/l)

Ciprofloxacin + Ibuprofen 1:2

100,00 O—O—O0—O—O—0— —
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00 —

30,00 -
20,00
10,00

0,00

% inhibice

1 2 3 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20

Obr. &. 17: Graf zavislosti inhibice (%) na jednotlivych koncentracich ciprofloxacinu a

ibuprofenu (1:2) pfi 492 nm
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Ciprofloxacin + Ibuprofen 2:1

Cq Co C3 Cy Cs Cs Cy7 Cg Co C10
100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 99,93 | 98,16 | 94,59
C11 C12 C13 C14q C15 C16 C17 C1s C19 C20
88,26 | 75,20 | 60,21 | 51,96 | 39,69 | 34,43 | 27,95 | 23,44 | 21,40 | 20,40

Tab. €. 15: Ciprofloxacin + Ibuprofen 2:1 - Prlmérna inhibice (%) v jednotlivych

koncentracich pfi vinové délce 492 nm

Pomoci programu GraphPad Prism 6 jsme z téchto hodnot stanovili stfedni
efektivni koncentraci ciprofloxacin + ibuprofenu 2:1 v poméru:
24h EC5p = 0,19 mg/l (0,17 - 0,22 mg/l)

Ciprofloxacin + Ibuprofen 2:1

100,00
90,00 ‘*
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1 2 3 456 7 8 910111213 14151617 18 19 20

Obr. &. 18: Graf zavislosti inhibice (%) na jednotlivych koncentracich ciprofloxacinu a

ibuprofenu (2:1) pfi 492 nm
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5. DISKUZE

Latky testované v této praci, ibuprofen a ciprofloxacin, byly vybrany z ddvodu
jejich vysokého uzivani jak v humanni, tak i veterinarni mediciné po celém
svété.

Jako testovany organismus byl zvolen prvok Tetrahymena thermophila, jez
ma nékolik vyhodnych vlastnosti pro testovani. Nejen Ze se nachazi v
mikrobialni faun& COV, ale je také vyrazné citlivéjsi vaci riiznym xenobiotikdim
oproti ostatnim testovanym organismim. Kromé toho je jeho vyhodou kratky
generacni Cas (~150 min), ktery umoziuje pfi 24h expozici testovani na velkém

pocCtu generaci (~10).

Pro Zivotni prostfedi se stale vice stavaji stfedem pozornosti predevsim
potencialni rizika antibiotik (ATB) vzhledem k jejich Sirokému pouZzivani i mimo
medicinu (pfedevSim v akvakulturach, chovech dribeze i pfi zpracovani
potravin) a nasledné i jejich nespravné likvidaci. ATB mohou byt detekovana v
povrchovych vodach, podzemnich vodach i mofskych vodach v koncentracich v
rozmezi ng/l do pg/l (Lalumera et al., 2004; Yang a Carlson, 2004; Richardson
et al., 2005; Santos et al., 2010) a v nékterych pfipadech i v koncentracich mg/I.
(Kimmerer, 2001; Lin a Tsai, 2009)

Bylo prokazano, Zze ATB nelze zcela odstranit v Cistirnach odpadnich vod -
u€innost odstrafiovani se pohybuje kolem 60 % (Sacher et al., 2001; Ternes et
al., 2004; Petrovi¢ et al., 2005; Karthikeyan a Meyer, 2006) a proto se
pfedpoklada jejich nepfiznivy dopad na necilové organismy v dasledku své
pfirozené biologické aktivity a kontinualniho uvolfiovani do vodniho prostfedi.
(Nie et al., 2013)

Roc¢ni spotfeba ciprofloxacinu pfipada az na 33 000 kg, coz vede k
znacnému rozSifeni této slouCeniny v povrchovych vodach. (Bergmann et al.,
2011; Schwabe, 2010)

Vzhledem k jeho profylaktickému pouziti v akvakultufe se dale pfedpoklada
vzestup spotfeby, zejména v rozvojovych zemich, jako je napf. Cina nebo
Chile. (Cabello, 2006; Cabello et al., 2013)
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Existuji vSak podstatné regionalni a mistni rozdily v koncentraci

ciprofloxacinu v povrchovych vodach po celém svété.

Napfiklad v Indii byla naméfena hodnota v monitorovaci oblasti téméf 20
000 nmol/l, coz je neskuteCné obrovska hodnota, pokud vysledky porovhame se
svétem, kde se primérna koncentrace pohybuje okolo 500 nmol/l. (Hughes et
al.,, 2013) Koncentrace ciprofloxacinu naméfena v evropskych povrchovych
vodach se pohybovala v rozpéti mezi 0,04 nmol/l a 0,407 nmol/l. (Zuccato et al.,
2010; Dinh et al.,, 2011) Koncentrace nalezené na jinych kontinentech jsou
vySSi, v pruméru mezi 0,091 nmol/l a 1,09 nmol/l v Severni Americe. (Focazio et
al., 2008; Kolpin et al., 2002; Kolpin et al., 2004; Batt et al., 2006) V Brazilii byla
naméfena hodnota 0,0018 nmol/l. (Locatelli et al., 2011) V &inskych pobfeznich
vodach byl nalezen ciprofloxacin v koncentraci az 0,20 nmol/l (Zhang et al.,
2012), v Cinskych sedimentech v koncentracich kolem 0,002-0,007 nmol/I. (He
et al., 2012) VysSi koncentrace ciprofloxacinu, a to az 3 nmol/l, byly naméfeny u

prasecich farem v blizkosti thajské pobfezi. (Takasu et al., 2011)

| kdyz je znamo, Ze cilovym organismem antibiotik jsou bakterie, mohou
antibiotika zpusobovat nezadouci U€inky i na eukaryotnich organismech -
fasach, zejména na jejich organelach, jako jsou chloroplast a mitochondrie,
protoze ty s bakteriemi sdileji urcité strukturalni podobnosti a dokonce i
evolucni pavod. (Vannini et al., 2011)

Ciprofloxacin se hlavnim cilem ekotoxikologickych studii stava az
v poslednich nékolika letech, kde je zkouman predevsim v fasovych testech a
na mofskych organismech, kde je nejCastéji porovnavan s ostatnimi antibiotiky
¢i v kombinaci s tézkymi kovy.

Ciprofloxacin ma zvlastni vyznam pro ekotoxikologii i z toho dlivodu, Ze byly
hlaseny jeho genotoxické a mutagenni ucinky. (Hartmann et al., 1999; Hu et al.,
2007; Kimmerer et al., 2000; Yim et al., 2011)

V této praci byl provadén Vicegeneracni test s organismem Tetrahymena
thermophila. ZkouSené koncentrace se pohybovaly v rozmezi 50,00-0,02 mg/I

pro jednotlivé vzorky a byly zjisStény tyto hodnoty stfedni efektivni koncentrace:
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24hECso = 0,12 mg/l (0,11-0,14 mg/l) pro ciprofloxacin, 24hECsy, = 0,18 mg/I
(0,15-0,22 mg/l) pro ibuprofen, 24hECsy = 0,08 mg/l (0,07-0,10 mg/l) pro smés
ciprofloxacinu a ibuprofenu v poméru 1:1, 24hECso = 0,14 mg/l (0,11-0,18 mg/l)
pro smeés ciprofloxacinu a ibuprofenu v poméru 1:2, 24hECsy = 0,19 mg/I (0,17-

0,22 mg/l) pro smés ciprofloxacinu a ibuprofenu v poméru 2:1.

VicegeneraCnim testem na jiném organismu (Daphnia magna) se zabyvala
napfiklad skupina kolem Bona 2015 a stanovila ECsq pro tfi antibakterialni latky

(enrofloxacin, ciprofloxacin, trimethoprim), ktera byla v rozmezi 6,5-37 mg/l.

Gurbay a kol. (2005) zkoumal obecné toxicky vliv ciprofloxacinu a stanovil
hodnotu ICso na 100 mg/l. Bakterialni testy s Vibrio fischeri odhalily hodnotu
ECso vySSi nez 5,9 mg/l. (Hernando et al., 2007)

Eukaryotické mikrofasy se zdaji byt obecné méné citlivé nez prokaryota.
Napriklad 72hECs pro fasu Pseudokirchneriella subcapitata byla zjisténa 2,97
mg/I pro ciprofloxacin a 7,8 mg/l pro sulfadiazin. (Holten Lutzheft et al., 1999)

Liu et al. ve své studii z roku 2011 stanovil 96hICso na P. subcapitata pro
erytromycin 0,20 mg/l, pro ciprofloxacin 3,07 mg/l a pro sulfamethoxazol 4,40
mg/l (data nebyla publikovana) a zjistil, ze fotosyntéza fasy P. subcapitata byla
nejvice citliva na expozici erythromycinem.

Toxicita ciprofloxacinu a sulfamethoxazolu pro P. subcapitata byla mnohem
niz8i v dasledku riznych detoxikaénich mechanismu. (Niea et al., 2013)

Hodnoty ECsy pro zelené Ffasy Selenastrum capricornutum a
Pseudokirchneriella subcapitata byly stanoveny v rozmezi 9000 nmol/l a 56000
nmol/l. (Halling-Serensen et al., 2000; Martins et al., 2012; Robinson et al.,
2005)

Nejcitlivéjsi k Zivotnimu prostfedi se ukazuji byt prokaryotické organismy.
Jejich hodnoty ECs pro ciprofloxacin ze standardnich jednotlivych druhu testl
se pohybuji mezi 15 a 51 nmol/l pro sinici Microcystis aeruginosa (Halling-
Sarensen et al., 2000; Robinson et al., 2005) a 241 nmol/l pro gramnegativni

bakterie Pseudomonas putida. (Kimmerer et al., 2000)
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Zhang ve své studii zroku 2012 piSe, Ze ciprofloxacin je ve srovnani
s oxytetracyklinem méné toxicky, jak pro bakterie, tak i pro fasy. Kovy (Zn, Cd,

vvvvvv

citlivéjSi nez bakterie.

Matera a kol. (2014) zjistil ve své studii s ciprofloxacinem, tamoxifenem a
cyklofosfamidem, Ze smési maji synergicky efekt a Ze tyto ucinky jsou

vyraznéjsi po 72h expozici ve srovnani s nizsi dobou expozice.

Vlastnosti ciprofloxacinu muize ovliviovat také dcasteCné jeho vazba
do komplexu s dvojmocnymi kationty, nachazeji se v mofskych vodach, coz
dale snizuje biologickou dostupnost ve srovnani se sladkymi vodami. (Parolini
et al., 2011)

Nazory na nezadouci uc€inky a rizikovost ciprofloxacinu pro zivotni prostredi
se u ruznych autort liSi. Néktefi predpokladaji napfiklad jen velmi malou
pravdépodobnost nepfiznivych G€inkd na vodni organismy. (Golet et al., 2002;
Al Aukidy et al., 2012) Naproti tomu, Halling-Sgrensen a kol. (2000) odhaduje,
Ze ciprofloxacin by mohl pfedstavovat riziko pro Zivotni prostfedi v Evropé, na
zakladé obecnéjsSiho hodnoceni PEC/PNEC. V posledni dobé Zhang et al.,
2012 ve své publikaci rovnéz dospél k zavéru, ze ciprofloxacin muze
predstavovat znacné riziko pro citlivé vodni organismy v asijskych povrchovych

vodach.

Naproti tomu ibuprofen je v ekotoxikologii jedna z nejCasté&ji zkoumanych
latek uz po nékolik desitek let. Koncentrace ibuprofenu (IBU) v povrchovych
vodach se pohybuji v rozmezi ng/l - pg/l. Koncentrace, které byly namérené v
evropskych zemich, se pohybuji mezi 0,042-1,26 ug/l. (Santos et al., 2010)

Ve Velké Britanii byly naméreny pramérné koncentrace ibuprofenu 0,93 ugl/l,
dosahujici maximalnich hodnot az 5 ug/l. (Ashton et al., 2004; Thomas et al.,
2004) V Norsku byl nalezen ibuprofen a jeho metabolity ve vSech vzorcich
odpadnich vod, ale i v mofské vodé v koncentracich 0,1 az 20 ug/l (soucet

ibuprofenu a metabolit). (Weigel et al., 2004)
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Relativné byly hlaseny vysSi koncentrace IBU pro pfitoky odpadnich vod (az
do 84 pg/l) a pro odpadni vody z Cistiren odpadnich vod az do 22 pg/l (Brun et
al., 2006; Gomez et al., 2007) a v evropskych STP v rozmezi 0,15 az 4,8 ug/l.
(Santos et al., 2010)

Hlavnim mechanismem, ktery se podili na odstranéni IBU v Ccistirnach
odpadnich vod, je biologicky rozklad. Uginnost odstranéni je pomé&rné vysoka
(60 £ 98 %), ale zaleZi na sezénnich podminkach. Kromé& ibuprofenu jsou v
odpadnich vodach Casto nalezeny i jeho metabolity. (Jones et al., 2007; Suarez
et al., 2008)

VétSina provadénych studii se zaméfuje na zjiStovani akutni toxicity s
cilem zjistit umrtnost, malo studii se zabyva zjiStovanim cyto-genetického

poSkozeni v ramci dlouhodobého pusobeni. (Parolini et al., 2011)

V nékterych akutnich testech, které byly provedeny na korySi Daphnia
magna, bylo zjisténo, ze 48hECsy pro nehybnosti se pohybuje mezi 10 a 100
mg/I pro ibuprofen. (Cleuvers, 2003; Cleuvers, 2004; Heckmannem et al., 2005;
Han et al., 2006) Studie akutni toxicity pro vodni organismy ukazuji, ze 1BU

nevykazuje Zzadné letalni ucinky pfi koncentraci pod 10 mg/Il. (Cleuvers, 2003)

Parolini a kol. (2009) testovali nékolik koncentraci vybranych |éCiv na mlzZi
Dreissena polymorpha a byli schopni vypocitat hodnoty ECsp, které byly 178
Mg/l pro diklofenak, 350 pg/l pro paracetamol a 1312 ug/l pro ibuprofen. Z toho
(dosahujici hodnoty ECsy jsou az 7-krat vysSSi nez pro diklofenak). Tato
pozorovani potvrzuji smérnice EU 93/67/EHS, ktery klasifikuje latky podle jejich
namérfené efektivni koncentrace (CEC, 1996). Pfi pouziti této klasifikace je
ibuprofen klasifikovan jako toxicky pro Dreissena polymorpha s ECsp mezi 1 a
10 mg/l, zatimco paracetamol a diklofenak jsou klasifikovany jako velmi toxické
(ECs0 < 0,1-1 mg/l).

Pokud bychom smérnici aplikovali na nase vysledky, mohli bychom oznacit

obé latky, ciprofloxacin a ibuprofen, i jejich smési v riznych pomérech jako
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velmi toxické pro Tetrahymena thermophila, nebot nami zjisténé hodnoty ECsp

byly v rozsahu 0,1-1 mg/l.

Ve vétsiné studii porovnavajicich ibuprofen s ostatnimi NSAID (Casto je
zahrnut i paracetamol) vyplyva, Zze nejméné toxicky je ibuprofen. Naopak jako
nejvice toxicky se jevi paracetamol (je to dano rozdilnou biologickou
dostupnosti a rozdélovacim koeficientem oktanol/voda). (Parolini et al., 2009)

Dle Langa a Cleuverse je poradi toxicity totozné: diklofenak > ibuprofen >
naproxen a propranolol > metoprolol. Toto poradi vychazi z molekularnich
vlastnosti a s tim spojené i biologické distribuci, kterou urCuje predevsim
rozdélovaci koeficient oktanol/voda. V experimentu se ukazuje, Ze se toxicita
zvysila spolu s log Kow : diklofenak (log Kow = 4,4) > ibuprofen (log Kow = 3,5)
> naproxen (log Kow = 3.3) a propranolol (log Kow = 3,0) > metoprolol (log Kow
=1,9). Toto pozorovani je v souladu s dalSi studii od Cleuverse, 2004, ktery na
dafniich a fasach vyuziva QSAR pfistupu a hodnoti, ze ¢im vySSi je log Kow

latky, tim vySSi je i jeji toxicita.

Jak jiz bylo zminéno vySe, Cleuvers v roce 2003 publikoval studii zaméfenou
na stanoveni toxicity 1€¢iv, mezi nimi i sodné soli ibuprofenu (v koncentracich 1;
3,2; 10; 32; 100 mg/l). Ziskal hodnoty ECs pro jednotlivé organismy: 108 mgl/l
(Daphnia magna), 315 mg/l (Desmodesmus subspicatus) a 22 mg/l (Lemna
minor).

Lang ziskal hodnotu ECsy pro Tetrahymena pyriformis 46,78 mg/l. Tato
hodnota je srovnatelna i s ostatnimi udaji v literatufe, jako napf. se studii od
Cleuverse (2003). Pfi screeningu 14 rGznych IéCiv se ukazalo, ze Tetrahymena

pyriformis byla nejvice citliva pfedevsim na 3-blokatory a NSAID.

Naproti tomu do dnesni doby bylo provedeno vyrazné méné studii, které by
se zamérovaly na chronické uc€inky ibuprofenu na vodni organismy.

Pfedchozi studie ukazaly pouze zanedbatelné dusledky pfi chronické
expozici na bezobratlé. Parolini (2011) vSak ve své studii uvadi, ze ibuprofen by
mohl byt problematicky pro musle a tim i pro celou vodni biotu, protoze jeho
vysledky odhalily, Ze kratkodoba chronicka expozice (96 h) byla schopna

vyvolat mirné buné&éné a genetické poskozeni u exponovanych miza.
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Parolini (2009) se také zaméfil na srovnani toxickych uc€inkd analgetik.
Ukazalo se, Zze paracetamol ma nejvétSi cytogenotoxicky potencial,
nasledovany diklofenakem, zatimco ibuprofen nejméné poskozoval jak DNA,
tak i lysozomalni membranu. Dlvodem pro vétsi toxicitu paracetamolu mohou
byt ve skutecnosti rozdilné biologické dostupnosti jednotlivych |&Civ.

K rozsifeni téchto testd mohlo dojit diky rozvoji nékterych analytickych
metod, které jsou pfi nich vyuzivany. Genotoxicita byla hodnocena pomoci
SCGE (single cell gel electrophoresis/jednobunécna gelova elektroforéza) a
difuznihno DNA testu, zatimco cytotoxicita byla hodnocena pomoci NRRA

(neutral red retention assay/reten¢niho testu s neutralni Cerveni).

Ibuprofen je podezrely i z ovlivnéni pohlavnich steroidnich hormonl pfes
steroidogenni drahy u obratlovcli i bezobratlych. Han (2010) ve své studii
zkoumal ucinek ibuprofenu na rovnovahu pohlavnich hormonu in vitro za pouziti
H295R bunék. Také provedl zkouSky na chronickou toxicitu za pouZiti
sladkovodni ryby Oryzias latipes a dvou sladkovodnich perlooCek, Daphnia
magna a Moina macrocopa. V zavislosti na davce ibuprofenu se produkce
testosteronu snizovala. Pro D. magna ziskal hodnoty 48hECs5y 51,4 mg/l a 21d
reprodukce NOEC byla <1,23 mg/l; pro M. macrocopa 48hECs, byla 72,6 mg/l a
7d reprodukce NOEC byla 25 mg/Il. Pro O. latipes byla 120d NOEC 0,0001 mg/I.

Heckmann a kol. (2007) zkoumali reprodukci a rlst populace D. magna pfi
dlouhodobé expozici ibuprofenem a zjistili pro reprodukci 14-denni ECs5y 13,4
mg/l a NOEC 20 mg/l.

Pascoe a kol. (2003) zjistili, Ze ibuprofen, kyselina acetylsalicylova a
paracetamol nemély Zzadny vliv na zahavce Hydra vulgaris v koncentracich az
do 1 mg/l po 7-denni expozici. Nicméné, koncentrace 1 mg/l byla dostateCna
pro sniZzeni rdstu o 25 % pro Lemna minor, se 7-denni ECsy 4 mg/l. (Pomati et
al., 2004)

Naopak stejni autofi zjistili, Ze rust sinice Synechocystis sp. byl stimulovan

v koncentraci 10 pg/l ibuprofenu.
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Obé zkoumané latky — ciprofloxacin a ibuprofen byly jiz ve smésich
hodnoceny, ale pouze s latkami ze stejné skupiny (ibuprofen s ostatnimi
NSAID, ciprofloxacin s ostatnimi antibiotiky).

Lang a Kéhidai (2012) ve své studii zjistili, Ze kombinace ibuprofenu a
diklofenaku plsobi antagonisticky (coz Ize mozna vysvétlit stejnym
mechanismem ucinku téchto IéCiv) a kombinace ibuprofenu s (-blokatory
(metoprolol, propranolol) plsobi pfi nizkych koncentracich aditivné, pfi vy$sich
pak také antagonisticky. Cleuvers (2003) se zabyval hodnocenim smeési
ibuprofenu, diklofenaku, naproxenu a kyseliny acetylsalicylové. Hodnota ECsg
pro ibuprofen ve smési byla 85,6 mg/l pro D. subspicatus a 25,3 mg/l pro
Daphnia magna. Vzajemné pusobeni téchto latek bylo vyhodnoceno jako

aditivni.

Jelikoz Vicegeneraéni test s Tetrahymena thermophila nebyl provadén
poprvé, ziskané vysledky se vice shoduji s vysledky z ostatnich studii. Jde
predevSim o zku$enosti v provedeni samotného testu a také o zkuSenosti
s chovanim jednotlivych latek ve vodé.

Pokud porovname vSechny vysledky, ibuprofen s ciprofloxacinem se ve své

svivivs

v v

mg/l). VSechny hodnoty jsou si vSak velmi blizké a nejde z nich vyvodit, zda

latky ve smési pUsobi synergicky ¢&i aditivné.

Vzhledem k ziskanym hodnotam Ize odhadnout, Ze dané latky nebudou
vykazovat akutni toxicitu va&i vodnim organismim v porovnani s hodnotami
koncentraci nalezenych v zivotnim prostfedi. Odhadnout vliv téchto latek na
organismy pfi chronickém pusobeni v nizkych koncentracich bude chtit jesté
fadu dalSich test, ale nepfiznivé ucinky pfi tomto puUsobeni se zdaji byt

mnohem pravdépodobnéjsi.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo navazat na moji diplomovou praci (Chronicka toxicita
smési léCiv) a rozsifit tak spektrum testovanych latek pomoci Vicegeneracniho
testu s organismem Tetrahymena thermophila. Porovnanim ziskanych vysledku
z této prace s vysledky z ostatnich studii jsme se pokusili odhadnout mozny

dopad téchto latek na zivotni prostiedi.

Pro jednotlivé vzorky a byly zjiStény tyto hodnoty stfedni efektivni
koncentrace: 24hECso = 0,12 mg/l (0,11-0,14 mg/l) pro ciprofloxacin, 24hECsy =
0,18 mg/l (0,15-0,22 mg/l) pro ibuprofen, 24hECs, = 0,08 mg/I (0,07-0,10 mg/l)
pro smeés ciprofloxacinu a ibuprofenu v poméru 1:1, 24hECsy = 0,14 mg/I (0,11-
0,18 mg/l) pro smés ciprofloxacinu a ibuprofenu v poméru 1:2, 24hECs, = 0,19
mg/l (0,17-0,22 mg/l) pro smés ciprofloxacinu a ibuprofenu v poméru 2:1.

Vysledky ukazuji, Ze pozorované ucinné koncentrace jsou vétSinou alespon
o tfi fady vysSi, nez koncentrace nalezené v zivotnim prostfedi. Z toho vyplyva,
Ze akutni toxické ucinky téchto l|éCiv ve vodnim prostfedi se zdaji byt
nepravdépodobné. Nicméné za urcitych okolnosti se mohou objevit vyznamné
nepfiznivé uCinky a to v pfipadech vyjimecnych znecisténi (napf. uniky z
farmaceutickych vyrobnich zafizeni, vypousténi znecisténych odpadnich vod
z COV b&hem destového pratoku nebo pii nadmérném pouzivani profylaktické

|éCby v akvakultufe).

Celkové vSak ziskané hodnoty z testd neumoziuji obecny zavér
toxikologického rizika pro dané latky, protoZze byly zjiStény velké mistni a
regionalni rozdily v expozi¢nich koncentracich, které vyzaduji posouzeni

specifické vzdy pro konkrétni misto.

Pro lepSi pochopeni moznych dopadl nezadoucich uginkd na organismy by
bylo lepSi provadét testy se zaméfenim na cilové molekuly, tkané a organy,
vychazejici z pfedpokladaného mechanismu uc€inku latek. Ty by pak mohly
pfinést smysluplngjSi vysledky a poznatky o ucincich na preziti, rast a
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rozmnozovani nez tradicni standardni testy akutni toxicity. Proto je potfeba
provést vice studii zaméfujicich se na mozné dlouhodobé ekotoxikologické
ucinky, a to zejména s ohledem na mozné poruchy v hormonalni homeostaze
vyvolané endokrinnimi disruptory, na imunologicky stav nebo ovlivnéni

genetické informace pfi dlouhodobé expozici.
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Hodnoceni toxicity smési l1é€iv

V této praci byly hodnoceny dvé latky, ibuprofen, ze skupiny nesteroidnich a
protizanétlivych I1&Civ, a ciprofloxacin, ze skupiny fluorochinolonovych antibiotik.
Tyto latky patfi mezi IéCiva s celosvétové nejvysSi spotfebou a jsou velmi Casto
detekovany v zZivotnim prostiedi. V této praci byla sledovana chronicka toxicita
téchto IéCiv a jejich smési za vyuziti Vicegeneracniho testu toxicity s prvokem
Tetrahymena thermophila. Pro ciprofloxacin byla zjiSténa hodnota 24hECs5, =
0,12 mg/l (0,11-0,14 mg/l), pro ibuprofen byla 24hECso, = 0,18 mg/l (0,15-0,22
mg/l), pro smés ciprofloxacinu a ibuprofenu (v poméru 1:1) byla 24hECso = 0,08
mg/I (0,07-0,10 mg/l), pro smés ciprofloxacinu a ibuprofenu (v poméru 1:2) byla
24hECso = 0,14 mg/I (0,11-0,18 mg/l) a pro smés ciprofloxacinu a ibuprofenu (v
poméru 2:1) 24hECso = 0,19 mg/l (0,17-0,22 mg/l). Synergické nebo aditivni

pusobeni téchto dvou IéCiv ve smési nebylo pozorovano.

KliCova slova: ekotoxikologie, ciprofloxacin, chronicka toxicita, ibuprofen,

Tetrahymena thermophila.
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Evaluation of drugs mixture toxicity

In this thesis were evaluated two substances, ibuprofen, from the group of
non-steroidal and anti-inflammatory drugs, and ciprofloxacin, from the group of
fluoroquinolone antibiotics. These substances belong to drugs with the highest
worldwide consumption and are very often detected in the environment. In this
thesis was monitored chronic toxicity of these drugs and their mixtures by using
Multigenerational toxicity test with the protozoan Tefrahymena thermophila. For
ciprofloxacin was detected the value of 24hECs, 0,12 mg/l (0,11 to 0,14 mg/l),
for ibuprofen was 24hECs, 0,18 mg/l (0,15 to 0,22 mg/l), for the mixture of
ciprofloxacin and ibuprofen (in ratio 1:1) was 24hECsy 0,08 mg/I (0,07 to 0,10
mg/l), for the mixture of ibuprofen and ciprofloxacin (in ratio 1:2) was 24hECs;g
14 mg/l (0,11 to 0,18 mg/l) and for the mixture of ibuprofen and ciprofloxacin (in
ratio 2:1) was 24hECso 0,19 mg/l (0,17 to 0,22 mg/l). Synergistic or additive

effect of these two drugs in the mixture was not observed.

Keywords: ecotoxicology, ciprofloxacin, chronic toxicity, ibuprofen, Tetrahymena

thermophila.
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