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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Narascajoca onesnazenost okolja je posledica intenzivne vsakodnevne uporabe kemijskih
spojin, ki so lahko tako organskega (poliklorirani bifenili, pesticidi,..) ali anorganskgea
izvora (kovine, anorganska gnojila, radioaktivni elementi..). V predlozenem diplomskem
delu se bomo osredotocili na ostanke zdravilnih u¢inkovin v okolju ter njihove ucinke.
Zdravilne u¢inkovine so kompleksne spojine z razli¢nim farmakoloskim delovanjem in
fizikalno-kemijskimi lastnostmi. Ob vstopu v okolje zdravilne u¢inkovine postanejo
onesnazila, njihovi uc¢inki na okolje in okoljske organizme pa so ve¢inoma Se nepoznani.
Izvirajo ve¢inoma iz industrijskih obratov, bolniSnic in drugih javnih ustanov ter
komunalnih ¢istilnih naprav in posameznih gospodinjstev. 1z ¢loveskega telesa se lahko
izlo¢ijo kot metabolni produkti, redke zdravilne u¢inkovine pa lahko izstopijo
nespremenjene. Poleg farmakoloskih u¢inkov na ljudi vplivajo tudi na zivali in
mikroorganizme. O ekotoksikolo§kih vplivih zdravilnih u¢inkovin na vodne in kopenske
organizme v okolju je znanega le malo, zato smo Zeleli preuciti kakSen je vpliv teh spojin

na netaréne organizme, ki zivijo v okolju.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e preveriti ali je testiranje z zarodki vrste Danio rerio komplementarno testiranju na

bakterijskih vrstah Pseudomonas putida in Salmonella typhimurium

e preveriti ali je klofibrinska kislina za testne organizme delovala najbolj kvarno, ker je

dobro topna v vodi in s tem prisotna v vodnem okolju v najvecjih koncentracijah

e ugotoviti ali so metabolni produkti akridin, akridon, indolon in klofibrinska kislina bolj

strupeni od izhodnih spojin

e preveriti ali nesteroidne protivnetne spojine na izbrane testne organizme delujejo
najmanj kvarno, saj so nekatere med njimi (naproksen in ibuprofen) na voljo brez

recepta
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e ugotoviti ali so pri SOS/umu C testu testirane spojine z metabolno aktivacijo bolj cito-

in genotoksi¢ne kakor brez metabolne aktivacije

e preveriti ali lahko metodo ISO 10712 izvedemo tudi na mikrotitrskih plos¢icah in
obdelamo z racCunalniSkim programom (Microplate analyser software, PhPlate,
licen¢na Stevilka 4244), pri katerem opti¢ni Citalec uporabimo kot nadomestilo

spektrofotometri¢éne metode

1.3 CILJINALOGE

e preuciti ucinke izbranih spojin (najvisja koncentracija izbrane raztopine je opredeljena
z njeno topnostjo v vodi, razen pri natrijevi soli diklofenaka, kjer je delovna

koncentracija manjSa od topnosti v vodi):

- 4 nesteroidne protivnetne spojine: ibuprofen, ketoprofen, diklofenak in naproksen;

antiepilepti¢no zdravilo karbamazepin,

- 4 metabolni produkti: indolon, akridin, akridon in klofibrinska kislina

e s tremi razliénimi metodami preveriti u€inke izbranih spojin na organizme v okolju:

(1) testirati metodo rastnega inhibicijskega testa na bakteriji Pseudomonas putida,

(2) z bakterijskim sevom Salmonella typhimurium ugotoviti potencialno citotoksi¢nost
in genotoksi¢nost izbranih spojin z metabolno aktivacijo in brez nje,

(3) ugotoviti akutno strupenost na zarodkih rib vrste Danio rerio in narediti
primerjalni pregled obmocja kvarnega delovanja
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2  PREGLED OBJAV

2.1  VODA IN EKOLOGIJA

Voda je osnovna kemijska spojina, ki je nujno potrebna za prezivetje vseh poznanih oblik
zivljenja. Zemeljsko povrsino pokriva priblizno 70 % vode. Vecino te zaloge predstavljajo
oceani in druga vecja vodna telesa. Podtalnica predstavlja 1,6 % vodne zaloge, oblaki in
para v zraku pa 0,001 %. Kot smo ze omenili, so vecinski delez vode oceani — slane vode
je tako kar 97 % celotne zaloge vode. V obliki ledenikov je 2,4 % vode, 0,6 % pa je rek,

jezer in ribnikov (Acreman, 2004).

Voda povezuje in ohranja zemeljske ekosisteme. Ustvari in porablja se v kemijskih
procesih kot sta dihanje in fotosinteza. Voda predstavlja okolje, kjer potekajo vse kemijske
reakcije. Voda krozi med ekosistemi. Dostopnost vode je pogosto kljuéni omejujoci
dejavnik za biolosko raznolikost. Ker se Stevilo prebivalcev planeta od dvajsetega stoletja
naglo povecuje, naraS¢a tudi potreba po vodi in s tem tudi njena obremenjenost. K
uspesnosti ohranitve ¢loveske vrste so pripomogli tudi sposobnost nadzora vodnega cikla,
skladiS¢enje pitne vode, vzgajanje Ziveza in nadzor industrije. Kljub vsemu pa imajo
posegi v naravo svoje slabosti. Clovek je s svojim poseganjem v okolje uniéil ali

poskodoval Stevilne ekosisteme (Acreman, 2004).

Skrb za ohranitev in izboljSanje kakovosti vode predstavlja enega temeljnih okoljskih
ciljev. V Republiki Sloveniji podro¢je voda urejajo sledeci zakoni: Zakon o vodah, Zakon
o varstvu okolja in Zakon o ohranjanju narave. Ti zakoni urejajo najpomembnejSe vsebine
glede stanja voda in vodnega okolja: varstvo in rabo voda ter vodnega in obvodnega
okolja, urejanje voda in varstvo od voda odvisnih ekosistemov (Zakon o varstvu okolja,

2004; Zakon vodah, 2002: Zakon o ohranjanju narave, 2004).

2.2 ONESNAZENOST VOD

V naravi vsaka voda vsebuje necistoce. Na svoji poti skozi struge, jezera in skozi plasti tal,
voda raztaplja in absorbira spojine, s katerimi pride v stik. Spojine, kot so nekateri

minerali, so neSkodljive. Poleg le-teh pa lahko, najveckrat zaradi antropogenih dejavnikov,
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kot so na primer izpusti tovarn, gnojenje v kmetijstvu ali komunalnih odplak (Cernosa,

2005), v vodo pridejo tudi Stevilna onesnazila.

Med onesnazila priStevamo razli¢ne kemijske snovi, ki se razlikujejo po izvoru (organske,
anorganske), molski masi (enostavne in kompleksne molekule), nac¢inu vstopa v okolje,
njihovem obnaSanju v okolju ter tveganju, ki ga predstavljajo za cloveka in okoljske

organizme (Cernosa, 2005).

2.2.1 Organska onesnazila

Organske spojine so spojine ogljika in vodika. Narava organskih spojin je odvisna od
njihove molekulske strukture, velikosti, oblike in funkcionalne skupine, ki ima pomembno
vlogo pri strupenosti. Ce poznamo strukturo organskih spojin, lahko predvidimo njihovo
usodo v zivih organizmih in v okolju. Okolju nevarne organske snovi so ve¢inoma produkt

¢lovekove aktivnosti. Primeri organskih onesnazil so:

e Ogljikovodiki. Razdelimo jih na alifatske (alkani, alkeni in alkini) in aromatske
ogljikovodike (policikli¢ni aromatski ogljikovodiki, PAH).

e Poliklorirani bifenili (PCB) so stabilne in nereaktivne spojine, ki so jih v preteklosti
uporabljali za hidravli¢ne tekocine, ohlajevalno/izolacijske tekoc¢ine v
transformatorjih ter kot mehcalna sredstva v barvah. Poznamo 209 razli¢nih
strukturnih izomer polikloriranih bifenilov in ve¢inoma so slabo vodotopni.

¢ Insekticidi, kot je DDT, so zelo nevarni, ker se nalagajo v mascobnih tkivih nizjih
zivali ter vstopajo v prehranjevalno verigo. DDT je Ze nekaj desetletij prepovedan
(Cernosa, 2005).

e Detergenti so vodotopne povrsinsko aktivne spojine, ki vsebujejo hidrofobni del,
navadno dolgo alkilno verigo, ki je pripeta na hidrofilne funkcionalne skupine.

Raztapljajo bioloSke membrane (Sigma — Aldrich Co., 2008).

2.2.2 Anorganska onesnaZila

e Gnojila
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Nekatera anorganska onesnazila predstavljajo nevarnost za okolje zato, ker se prekomerno
uporabljajo. Med tovrstna onesnazila Stejemo nitrate in fosfate. Nitrati in fosfati v
povrsinskih vodah izzovejo cvetenje alg, kar povzro¢i padec koncentracije kisika v
vodnem stolpcu. Proces imenujemo evtrofikacija, ki lahko povsem porusi dinami¢no

ravnotezje v ekosistemu.

e Kovine

Kovine so kemijski elementi, ki vecCinoma tvorijo katione in imajo kovinske vezi
(Wikipedija, 2008). Kovine so dobri elektri¢ni prevodniki in na¢eloma vstopajo v kemijske
reakcije kot kationi. Kovine so naravni elementi, vendar lahko njihova povecana prisotnost
v okolju povzroci ekolosko Skodo. Primeri kovin so: svinec, cink, mangan in krom. V

povrsinskih vodah jih najdemo v stabilni ionski obliki.

Kovine lahko z organskimi spojinami tvorijo lipofilne spojine, ki se pogosto nalagajo v
mascobnih tkivih zivali in ljudi. Kovine se lahko vezejo tudi s celicnimi makromolekulami
v Cloveskem telesu. Kovin se ne da razgraditi na manj Skodljive delce, saj niso

biorazgradljive (Cernoga, 2005).

2.3 ONESNAZENOST Z ZDRAVILI

Zdravilne uc¢inkovine postanejo okoljska onesnazila, ko vstopijo v okolje. Uporabljajo se v
humani in Zivalski medicini (Fent in sod., 2006) ter so bioloSko in farmakoloSko aktivne
spojine, njihova funkcija je bioloSki u€inek v terapevtskih koncentracijah (Seiler, 2002;

Andreozzi in sod., 2002).
Glavne skupine zdravilnih u¢inkovin, ki so potencialno nevarne za okolje, so:

e Antibiotiki
e Hormoni
e Protirakave u¢inkovine

e Analgetiki in protivnetna zdravila (Kot-Wasik in sod., 2007).

Mnogo zdravilnih ucinkovin se v telesu spremeni v procesu biotransformacije, kar lahko

povzro¢i kemijsko spremembo strukture aktivne komponente oziroma njene fizikalno
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kemijske lastnosti. V vecini primerov se spojine ne metabolizirajo popolnoma in metaboliti

se izlo¢ijo iz telesa (Kuemmerer, 2004).

Metabolizem pri ljudeh poteka na dva nacina. Pri metabolni fazi I se aktivna komponenta
spremeni s hidrolizo, oksidacijo ali redukcijo. Produkti so lahko bolj reaktivni in bolj
strupeni od osnovne spojine. Metaboliti faze II so tisti metaboliti faze I, ki so se spremenili
z glikozidno konjugacijo oz. glukuronidacijo (konjugacija z glukuronsko kislino) ali s
sulfatno konjugacijo (tvorba sulfatnih estrov) (Kuemmerer, 2004). Med metabolno fazo II
glukuronidacijske poti encimi v jetrih preko metabolnih poti pretvorijo metabolite, da so
bolj polarni od izhodne spojine, kar poveca izloCanje iz telesa. Kemijsko gledano se v
procesu glukuronizacije glukuronska kislina poveze s katerim koli od hetero atomov
izhodne spojine zdravilne u¢inkovine (npr. O — glukuronidacija, N — glukuronidacija). Tip
spojine tudi vpliva na postopek ¢is¢enja v Cistilni napravi. O — glukuronidacijske spojine se
v Cistilnih napravah pogosto pretvorijo nazaj v izhodno spojino, medtem ko se bolj stabilne

N — glukuronidacijske spojine ne (Ternes, 1998; Kozak in sod., 2001).

Pri metabolni fazi I in II so nastale spojine bolj topne v vodi kot izhodna spojina.
Metaboliti faze I imajo lahko tudi farmakolosko aktivnost, ki je v¢asih visja od aktivnosti

izhodne spojine. Metaboliti faze II pogosto niso farmakolosko aktivni (Caccia, 1998).

Ekotoksikoloski vplivi zdravilnih u€¢inkovin na vodne in kopenske organizme v okolju so
Se slabo poznani. Se posebno pomembne tarée so vodni organizmi, saj so le-ti ve¢inoma
celo zivljenje izpostavljeni ostankom slabo precisc¢enih odpadnih vod. V literaturi obstajajo
nekateri podatki za akutno strupenost Stevilnih zdravilnih uc¢inkovin na vodne organizme,
vendar zgolj ti podatki niso dovolj za oceno vplivov tveganja zdravilnih u¢inkovin na
okolje (Fent, 2003). Se posebej so pomembni podatki o kroni¢ni izpostavljenosti nizkim
koncentracijam ostankov zdravilnih uc¢inkovin, ki ve¢inoma $e niso na voljo. Na osnovi
objavljenih raziskav (Fent in sod., 2006) lahko sklepamo, da so ostanki zdravilnih
ucinkovin v sledeh razsirjeni v vodnih sistemih. Na osnovi dosedanjih raziskav (Fent in
sod., 2006) sklepamo, da predstavljajo akutna izpostavljenost zdravilnim uc¢inkovinam v
okolju majhno tveganje za ¢loveka in okoljske organizme, predvidevamo pa, da je stanje

pri kroni¢ni izpostavljenosti drugacno. Zato se je pri raziskavah pomembno osredotociti na

dolgotrajno izpostavljenost zdravilom in njihovim razli¢cnim u¢inkom (Fent in sod., 2006).
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2.3.1 Odstranjevanje zdravilnih uc¢inkovin v ¢istilnih napravah

VW W

Adsorpcija je odvisna od hidrofobnih in elektrostatskih interakcij zdravilne uc¢inkovine z
delci in mikroorganizmi. Kisle zdravilne ucinkovine, kot so ibuprofen, ketoprofen,
naproksen, diklofenak, acetilsalicilna kislina, klofibrinska kislina, bezafibrat in
gemfibrozil, so pri nevtralnem pH v ionski obliki in se slabo veZejo na aktivno blato
(Kuemmerer in sod., 1997). Na sploSno sorpcija kislih zdravilnih u¢inkovin na aktivno
blato ni pomemben proces za odstranjevanje zdravil iz odpadnih in povrSinskih voda. Zato
je koli¢ina zdravilnih ucinkovin v blatu in sedimentih relativno nizka (Ternes in sod.,

2004).

Vecina zdravilnih u€inkovin je topnih v vodi in (bio)razgradnja je najpomembnejsi proces
odstranitve ostankov zdravilnih ucinkovin v postopku c¢iS€enja odpadnih voda.
(Bio)razgradnja zajema vse procese razgradnje, to je tudi kemijska, foto in bioloSka
razgradnja. Lahko poteka v aerobnih in anaerobnih razmerah ¢iS¢enja z aktivnim blatom.
Na splosno velja, da (bio)razgradnja mikro-onesnazil, vklju¢no z zdravilnimi
ucinkovinami, naras¢a z vecanjem hidravlicnega zadrzevalnega c¢asa in s starostjo
aktivnega blata. Raziskave kazejo, da se je na primer diklofenak opazno razgradil samo, ko
je bil zadrzevalni Cas blata vsaj 8 dni (Kreuzinger in sod., 2004). Po drugi strani pa pri
nevtralni spojini karbamazepinu, ki je po podatkih iz litarature slabo biorazgradljiv (manj
kakor 10 %), hidravli¢ni zadrzevalni ¢as nima nobenega vpliva (Metcalfe in sod., 2003a).
Odstranitev karbamazepina v Cistilni napravi je samo 7 do 8 %, za acetilsalicilno kislino

kar 81 % in 96 % za propanolol (Ternes, 1998). Diklofenaka se odstrani 26 %, naproksena
pa kar 81 % (Lindqvist in sod., 2005).

2.3.2 Zdravilne u¢inkovine in njihovi metaboliti v okolju

Nove analizne tehnike omogocajo identifikacijo in kvantifikacijo Stevilnih onesnazil iz
okoljskih vzorcev (Kot-Wasik in sod., 2007). Pri tej nalogi igrajo klju¢no vlogo novi
spektrometricni detektorji v povezavi s tehnikami locbe (plinska in tekocinska

kromatografija) (Sun in sod., 2003; Santos in sod., 2005). Te metode zaznajo prisotnost
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onesnazil v koncentracijskem razmaku ng L™ in niZje (Kot-Wasik in sod., 2007). Nekoliko
zahtevnejse je delo z odpadnimi vodami, saj vzorci iz Cistilnih naprav vsebujejo spojine, ki
motijo selektivno detekcijo in tako omejujejo uporabnost teh metod (Metcalfe in sod.,
2003b). Problem je tudi v ceni opreme in kompleksnosti metod (Togola in Budzinski,
2007). Vsekakor se pri delu moramo zavedati, da so okoljske koncentracije zdravilnih
uéinkovin v sledovih (ng L™ - pg L"), vendar pa je Ze to dovolj, da povzrogijo skodljive

ucinke (Hernando in sod., 2006).

V povrsinskih vodah poteka poleg biorazgradnje (biotransformacije), ki je odvisna od
narave zdravilne u¢inkovine (Ternes in sod., 2002), tudi proces abiotske transformacije.
Eden izmed postopkov je hidroliza, ki je za zdravilne ucinkovine skoraj zanemarljiv
proces. Na vodni povrSini pogosto igra pomembno vlogo fotorazgradnja. Tako je npr. za
razgradnjo diklofenaka klju¢na fotoliza (Buser in sod., 1998b). Karbamazepin in
klofibrinska kislina, ki se slabo odstranita v Cistilnih napravah, se v povrSinskih slojih
sladkih in oligotrofnih voda pocasi razgradita s pomocjo svetlobe (razpolovni ¢as je 100
dni) (Andreozzi in sod., 2003b). Ucinkovitost fotorazgradnje je odvisna od tipa spojine ter
sonnega sevanja oz. zemljepisne Sirine ter letnega Casa Vv primeru naravne
izpostavljenosti. UspesSnost fotorazgradnje je odvisna tudi od spojin v vodi, ki delujejo kot
fotosenzibilizatorji, to so posredniki, ki se aktivirajo z vidno ali infrardeo svetlobo in
energijo fotona preko lastnih vzbujenih stanj prenesejo na molekulo tripletnega kisika, pri

tem pa nastaja singletni kisik (Fent in sod., 2006; Japelj in Pecar, 2006).

O prisotnosti ostankov zdravilnih uc¢inkovin porocajo tudi v pitni vodi in podtalnici
(Heberrer in Stan, 1996). Tako so npr. diklofenak uspesno odstranili z uporabo ozonacije,
aktivnega oglja in povecane oksidacije. V pitni vodi so v labolatorijskem poskusu za
odstranitev klofibrinske kisline in ibuprofena uporabili oksidacijo: ozon/vodikov peroksid

(Zwiener in Frimmel, 2000).

O prisotnosti ostankov zdravilnih uc¢inkovin so prvi¢ porocali v Zdruzenih drzavah
Amerike, ko so v Cistilni napravi zaznali prisotnost klofibrinske kisline v koncentraciji 0,8-
2 pug L' (Garrison in sod., 1976). Kasneje so o prisotnosti zdravilnih uginkovin poro¢ali
tudi v Veliki Britaniji (leta 1981), ko so v rekah nasli mikrogramske koncentracije teh

kemikalij (Richardson in Bowron, 1985). Raziskave (Preglednica 1) v nekaterih drzavah
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prikazujejo pojav 80-100 zdravilnih ucinkovin in njihovih metabolitov iz razli¢nih
razredov zdravil (protivnetna, beta-zaviralci, antiepileptiki, lipidni regulatorji, antibiotiki..)
ter nekaterih njihovih metabolitov, katerih prisotnost so zaznali v Cistilnih napravah, rekah,
morju, podtalnici in celo v pitni vodi (Fent in sod., 2006). Podatke o topnostih izbranih

zdravilnih uéinkovin smo dobili na internetni strani ChemlID Plus.

V zvezi s topnostjo je treba poudariti, da je le-ta odvisna od tehnologije izdelave — torej se
topnost iste spojine razlikuje od proizvajalca do proizvajalca. Odvisna je tudi od oblike
kristalov in njihove velikosti; od tega ali je spojina amorfna ali kristalna; in od specifi¢éne
povrsine. V literaturi lahko zato najdemo razlicne podatke za topnost, saj so na trziScu

razliéni proizvodi, kljub temu, da gre za isto spojino.

Preglednica 1: Topnost izbranih zdravilnih uéinkovin (ChemID Plus) in njihovih metabolitov ter

njihove okoljske koncentracije v vodnih telesih po Evropi in Ameriki.

spojina topnost v okoljske koncentracije iz ¢lankov viri
dH,0O (ng L™
(mg L)
ibuprofen 21 do 1000 reke, ZDA Kolpin in sod., 2002
do 930 estuarji, Anglija Thomas in Hilton, 2004
55-170 povrsinske vode, Poljska Debska in sod., 2005
176 povrsinske vode, Francija | Togola in Budzinski, 2007
do 15 jezero, Svica Ollers in sod., 2000
do 80 reka, Svica Ollers in sod., 2000
60-152 reke: Spanija, Belgija, Hernando in sod., 2006
Nemcdija, Slovenija
ketoprofen 51 9,9 povrsinske vode, Francija | Togola in Budzinski, 2007
do 5 reka, Svica Ollers in sod., 2000
diklofenak 2,37 1200 Svica Ternes, 2001
50 povrsinske vode, Nemcija Ternes, 2001
30-200 povrsinske vode, Nemcija Ternes in sod., 2002
400-900 podtalnica in pitna voda, Kot-Wasik in sod., 2006
Nemcija
300-500 | povrsinske vode, Poljska Debska in sod., 2005
63,2 povrsinske vode, Francija | Togola in Budzinski, 2007
do 10 jezero, Svica Ollers in sod., 2000
20-150 reka, Svica Ollers in sod., 2000
26-72 reke: Spanija, Belgija, Hernando in sod., 2006
Nemcija, Slovenija
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spojina topnost v okoljske koncentracije iz ¢lankov viri
dH,0 (ng L™
(mg L™
naproksen 15,9 do 390 povrsinske vode, Nemcija Eriksson in sod., 2003
500 povrsinske vode, Nemcija Heberer, 2002
103,5 povrsinske vode, Francija | Togola in Budzinski, 2007
do 10 jezero, Svica Ollers in sod., 2000
10-400 reka, Svica Ollers in sod., 2000
70 reke: Spanija, Belgija, Hernando in sod., 2006
Nemcija, Slovenija
karbamazepin 17,7 1200 reka Elba, Nemcija Wiegel in sod., 2004
60 reke, ZDA Thaker, 2005
5 povrsinske vode, Nemcija Sacher, 2002
1600 povrsinske vode, Nemcija Sacher, 2002
29,6 povrsinske vode, Francija | Togola in Budzinski, 2007
35-60 jezero, Svica Ollers in sod., 2000
30-250 reka, Svica Ollers in sod., 2000
klofibrinska 583 200 reke, Nemcija Stan in sod., 1994
kislina 70 - 270 pitna voda, Nemcija Heberer in Stan, 1997
550 jezera, Nemcija Ternes, 1998
4000 podtalnica, Nemcija Heberer in Stan, 1997
103 reka, ZDA Boyd in sod., 2003
18 estuar reke Elbe Wiegel in sod., 2002
0,28-1,35 Severno morje Wiegel in sod., 2002
49 povrsinske vode, Nemcija Diaz in sod., 2002
1100 povrsinske vode, Nemcija Sacher, 2002
do 10 jezero, Svica Ollers in sod., 2000
do 25 reka, Svica Ollers in sod., 2000
24-35 reke: Spanija, Belgija, Hernando in sod., 2006
Nemcija, Slovenija
indolon / / / /
akridin 38,4 / / /
akridon / / / /

Obicajno so vsebnosti izbranih u€inkovin v vodnem okolju niZje od njihove topnosti v
vodi, saj le-ta pogojuje njihovo prisotnost v vodi. Podatki iz literature kazejo prisotnost
ostankov zdravilnih uéinkovin v obmo&u ng L' do pg L. Podatkov za okoljske
koncentracije metabolnih produktov zdravilnih ucinkovin kot so indolon, akridin in

akridon, po naSih podatkih Se ni objavljenih.
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Podatki o koncentracijah izbranih zdravilnih u¢inkovin v Sloveniji so v primerjavi s
svetovnim merilom bolj skopi (Preglednica 2). Zaenkrat so v literaturi (Kosjek in sod.,
2005) od izbranih zdravilnih u€inkovin podatki za ketoprofen, ibuprofen, naproksen in
diklofenak. Koncentracija ibuprofena je bila pod mejo detekcije (meja detekceije je 1,96 ng

L.

Preglednica 2: Prisotnost ketoprofena, diklofenaka in naproksena v nekaterih slovenskih rekah za leto

2004 (Kosjek in sod., 2005).

spojina podatki za Slovenijo koncentracija
(ng L)
ketoprofen v sledeh
diklofenak 49 - 282 Krka
9 Sava
41 Mura
26 -32 Drava
naproksen 60 - 313 Krka
73 Ljubljanica
80 Sava
49 Mura
24 - 49 Drava
17 Psata

2.4  EKOTOKSIKOLOSKI VPLIVI

Zdravilne ucinkovine s svojim delovanjem vplivajo na specificno metabolno pot na
molekularnem nivoju, zanemariti pa ne smemo njihovih stranskih u¢inkov. Ko pridejo v
okolje, lahko vplivajo na iste metabolne poti pri zivalih, ki imajo identi¢ne ali podobne
tarCne organe, tkiva, celice ali biomolekule. Problem je tudi kompleksnost njihovega
delovanja, saj tarca delovanja dolocenega zdravila ni samo en receptor, temvec jih je lahko

ve¢ (Fent in sod., 2006).
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Poleg eksperimentalnih podatkov lahko ocenimo in predvidimo ekotoksikoloski vpliv tudi
z matemati¢nimi modeli. Najpogosteje uporabljen kvantitativni program z razmerjem
strukture - aktivnosti (ang. QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationship ali
Modeliranje relacij med kemijsko strukturo in lastnostjo snovi) je ECOSAR (ang.
Ecological Structure Activity Relationships) (Sanderson in sod., 2004b). Metoda je
uporabna pri oceni potencialne strupenosti oziroma usode spojin v okolju, vendar pa ne

more nadomestiti in vivo ter in vitro poskusov (Fent in sod., 2006).

Trenutno poteka najvec raziskav na podro¢ju akutnih ekotoksikoliskih vplivov zdravilnih
ucinkovin na vodne organizme. Le redko pa se raziskuje metabolite zdravilnih u¢inkovin.
Temu najverjetneje botruje kompleksnost teh raziskav. Med objavami razgradnih
metabolitov prednjacijo produkti fototransformacij. Pogosto raziskave kazejo, da so

produkti fotorazgradnje bolj strupeni od izhodnih spojin (Isidori in sod., 2005).
2.5  SKUPINE ZDRAVILNIH UCINKOVIN

2.5.1 NSAIDs

Na trzi$cu je veliko komercialnih produktov zdravil, ki lajSajo bolecino in zavirajo vnetja.
Imenujemo jih nesteroidna protivnetna zdravila (NSAID). Uporabljajo se za zdravljenje
simptomov artritisa, protina, zatekanja, boleCin v sklepih, menstrualnih bolecin, bole¢in
po operacijah in rojstvu. Delujejo tako, da zavrejo sintezo prostaglandinov, leukotrienov in
drugih spojin, ki sodelujejo pri imunskem odgovoru. Mnoga od teh zdravil delujejo tudi
kot antipiretiki (nizajo previsoko telesno temperaturo). Take spojine so npr. ibuprofen,

diklofenak, ketoprofen, naproksen in drugi (Hirsch in Messenger, 1978).

Eden najpogosteje dolo¢anih zdravilnih u¢inkovin v okolju je NSAID, diklofenak (Jux in
sod., 2002; Wiegel in sod., 2002; Koutsouba in sod., 2003). Po terapevtski uporabi se
zdravilo sprosti v okolje ter pride do Cistilne naprave, kjer se ne odstrani popolnoma in se
ponovno sprosti v vodni sistem (Hallare in sod., 2004). Po podatkih Ternesa (1998) se 69
% diklofenaka odstrani v Cistilnih napravah. Hallare in sod. (2004) navajajo, da naj bi bila
predvidena koncentracija (PEC — Predicted Environmental Concentration) za Evropske
reke 0,54 pg L. Vendar je po navajanju Ternesa (2001) koncentracija diklofenaka v

okolju vigja in sicer do 1,2 pg L. Vzrok je verjetno njegova slaba biorazgradljivost
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(Zuccato in sod., 2000). Naproksen je poleg diklofenaka najpogostejSi predstavnik
NSAIDs v okolju, vendar je v okolju prisoten v niZjih koncentracijah zaradi hitre
demetilacije, in vivo konjugacije, fototransformacije in biorazgradnje (Isidori in sod.,
2005), kjer glavno vlogo igra fototransformacija (Tixier in sod., 2003). Ibuprofen,
predstavnik NSAIDs, pa se ve€inoma v procesu ¢is¢enja v Cistilni napravi odstrani (Fent in

sod., 2006), kar se odraza v nizjih okoljskih koncentracijah (Preglednici 1 in 2).

2.5.2 Antiepileptiki

Antiepileptiki in njihov predstavnik karbamazepin so zdravila za zdravljenje epilepsije, ki
je za kapjo druga najpogostejSa bolezen centralnega zivénega sistema. Karbamazepin se
poleg zdravljenje epilepsije uporablja tudi za lajSanje boleCin nevroloSkega izvora,
shizofrenije, alkoholizma, bipolarne motnje in akutne manije (Kuemmerer, 2004).
Karbamazepin je okoljsko izredno stabilna spojina, zato se s pomocjo Cistilnih naprav

odstrani le 7 % karbamazepina (Ternes, 1998).

2.5.3 Lipidni regulatorji procesov krvnega obtoka

Derivati fibrinske kisline (fibrati) spadajo v razred zdravil, ki znizajo raven trigliceridov v
krvi. Fibrati delujejo tako, da v jetrih zmanjsajo nastajanje VLDL (nosilec trigliceridov po
krvi) ter pospesijo odstranjevanje trigliceridov iz krvi. Vecina fibratov se iz telesa izloci
nespremenjenih. Najpogostejsi fibrati so gemfibrozil, fenofibrat, bezafibrat in klofibrinska

kislina (Isidori in sod., 2007).

Po podatkih iz literature je klofibrinska kislina, metabolit lipidnega regulatorja klofibrata,
najpogostejsa zdravilna uc¢inkovina, ki jo najdemo v okoljskih vzorcih (Fent in sod., 2006).
Je relativno stabilna in se v okolju zadrZuje 21 let (Buser in sod., 1998), v €istilni napravi
pa se odstrani le 51 % zacetne vrednosti (Ternes, 1998). Ker ovira sintezo holesterola, jo

Stejemo med motilce endokrinega sistema (Pfluger in Dietrich, 2001).

2.5.4 Druge spojine

2.5.4.1 Metabolni produkti
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Tako (9-)akridon kot akridin dobimo pri UV razgradnji karbamazepina. Na splosno lahko
re¢emo, da nastaneta pri vseh radikalskih oksidacijah (UV, fotokatalitska razgradnja,
ozonizacija, H,O...). Po podatkih iz literature nastane akridin tudi kot produkt oksidacije
UV/H,0,, kjer karbamazepin raztopijo v vodikovem peroksidu razli¢nih koncentracij in

obsevajo z UV lucjo (Vogna in sod., 2004).

Roy (2002) poroca o nastanku indolona kot stranskega produkta sinteze diklofenaka ali
njegove natrijeve soli. Dobimo ga z intramolekularno ciklizacijo (Roy, 2002) ob hkratni
odcepitvi vode (kondenzaciji) (Slika 1) in sicer kot posledica poviSane temperature ali

hidroksidnih radikalov.

Cl 0]
OH Yy
NH -H,0 N /
0 _—
Cl Cl

Slika 1: Nastanek indolona iz diklofenaka z intramolekularno ciklizacijo (Reddersen in Heberer,

2003).

Poleg tega lahko indolon nastane kot posledica toplotne razgradnje diklofenaka (Tudja in
sod., 2001). Reddersen in Heberer (2003) porocata, da indolon nastane pri kisli ekstrakeiji
iz diklofenaka, pri ¢emer moramo omeniti, da v tej raziskavi niso preverili moznosti
toplotne razgradnje diklofenaka v plinskem kromatografu. Palomo in sod. (1999) so
dokazali, da pri IR spektroskopiji ne pride do intramolekularne ciklizacije diklofenaka v
kislih razmerah. Raziskava, ki jo je izvedel Gaudiano in sod. (2003) pa je pokazala, da je
indolon produkt direktne neencimske oksidacije v prisotnosti hidroksidnih radikalov in

kislega okolja.

2.6 VPLIVI ZDRAVILNIH UCINKOVIN NA TESTNE ZIVALI

Iz podatkov v literaturi je razvidno, da nekateri avtorji za interpretacijo toksikoloskih

podatkov razvrs€ajo spojine glede na izmerjeno efektivno koncentracijo (vrednost ECsg) v
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sheme z razli¢nimi razredi tveganja. Ce je ECso manji od 1 mg L™, spada v skupino "zelo
strupenih spojin za vodne organizme". V obmog&ju od 1 do 10 mg L™ so spojine strupene in
od 10 do 100 mg L™ so spojine "§kodljive za vodne organizme". Spojine z ECso nad 100

-1 . v v
mg L pa niso uvrscene v noben razred.

2.6.1 Bioloski testi

V nasprotju s kemijskimi analizami, ki v sploSnem omogoc¢ajo dolo¢anje omejenega Stevila
predhodno identificiranih spojin, bioloski testi zagotavljajo vrednotenje strupenosti
kompleksnih meSanic, brez predhodnih podatkov o kemijski sestavi meSanice (Farre in
sod., 2005; Houk, 1992). NarascajoCe Stevilo znanih in neznanih onesnazil ter tezavno
napovedovanje njihovih skupnih ucéinkov na ekosisteme je privedlo do potrebe po
ucinkovitih metodah za presejanje okoljskih vzorcev. Te metode omogocajo
napovedovanje moznih Skodljivih u€inkov na okolje. NajprimernejSe bioloske tehnike ali
biodetektorje, ki se uporabljajo v okoljskih analizah, lahko razdelimo glede na njihove
tehni¢ne principe (biotesti, biosenzorji in imunotesti) ali glede na vrsto merjenja

(presejalne metode ali specificne meritve) (Farre in sod., 2005).

V ekologiji so se biotestiranja najprej izvajala na sesalcih, pti¢ih ali ribah kot testnih
organizmih za dolocanje akutne strupenosti (Farre in Barcelo, 2003). Te metode porajajo
eti¢na vpraSanja, poleg tega so drage in dolgotrajne. Kot odgovor nanje so raziskovalci
razvili metode z nevretencarji, rastlinami, algami in bakterijami kot testnimi organizmi. Na
osnovi mikroorganizmov so razvili Ze vrsto bioloskih poskusov, ki so hitri, ekonomicni in
dovoljujejo istocasno analizo velikega Stevila vzorcev. Bioloski testi v okoljskih analizah
omogocajo merjenje bioloskih ucinkov, kot so strupenost, genotoksi¢nost in ocenjevanje
splo$nih parametrov, kot so bioloSke poSkodbe s kisikovimi radikali (Farre in sod., 2005).
Vecino bioloSkih testov so razvili za vrednotenje vpliva ksenobiotikov na Zivljenje
organizmov. Zagotavljajo strnjeno sliko celotnega vpliva na okolje, ki ga povzrocajo

onesnazeni iztoki, sedimenti in onesnazena tla.

Bioloski odgovori razli¢nih zivih organizmov na strupene spojine ali strupene meSanice so

razlicne in odvisne od obcutljivosti organizmov. Za dolo€anje strupenosti spojin ali
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mesanic je priporo¢en nabor razli¢nih testnih vrst iz razlicnih prehranjevalnih nivojev.

Bioteste strupenosti lahko razdelimo glede na testirane vzorce v:

e individualne bioteste,
¢ bioteste, ki vkljucujejo razli¢ne vrste organizmov in

¢ bioteste, ki temeljijo na celicah, tkivih in biokemijskem odgovoru.

Glede na cCas izpostavljenosti lahko strupenost opredelimo kot: akutno (kratek cas
izpostavljenosti, do 96 ur), subakutno (merjenje prezivelosti izpostavljenih organizmov
temelji na njihovi rasti in razmnozevaju), kroni¢no (preiskava podaljsane izpostavljenosti
in zato subakutnih ucinkov) in teste reprodukcije (lahko so usmerjeni na posamezno

generacijo ali pa, predvsem pri ribah, na celoten Zivljenjski cikel (Farre in sod., 2005).

2.6.1.1 Bioloski testi na bakterijah

Za preverjanje kvarnega delovanja zdravilnih uc¢inkovin in njihovih metabolitov je razvitih
vrsta metod, kjer preuCujemo ucinek delovanja zdravilnih ucinkovin in njihovih
metabolitov na mikrobno metabolno aktivnost. Preucevanje kemijskega stresa je
neposredno, hitro, ob¢utljivo in poceni. S temi tehnikami lahko preuc¢ujemo strupenost

Stevilnih vzorcev (Farre in Barcelo, 2003).

Standardiziranih je ze veliko Stevilo razlicnih metod, ki uporabljajo mikroorganizme
(Preglednica 4). Razvrstimo jih lahko glede na merjene parametre. Testi temeljijo na
inhibiciji rasti, primer za tak test je rastni inhibicijski test z bakterijo Pseudomonas putida
(ISO 10712, 1995) ali test zaviranja rasti mikroorganizmov, ki sestavljajo aktivno blato
(ISO 15522, 1999). Najbolj splosen test strupenosti temelji na inhibiciji bioluminiscence.
Bioluminiscenco povzrocata luminiscen¢ni morski bakteriji Vibrio fischeri ali
Photobacterium phosphoreum, kjer ob prisotnosti $kodljive spojine ta inhibira pojav
bioluminiscence. Razvili so tudi razlicne komercialne pripomocke, ki temeljijo na istem
principu. Taksni so Microtox (Azur Environmental), LUMIStox (Beckman instruments) in
ToxAlert (Merck). Prednost teh metod je dobra ponovljivost in enostavno rokovanje (Farre

in Barcelo, 2003).
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Omenjeni morski bakteriji naravno oddajata svetlobo s pomocjo encima luciferaze, ki

katalizira reakcijo:
FMNH, + O, + R— CO —H — FMN + R — COOH + H,0 + svetloba

Koli¢ina proizvedene svetlobe je premosorazmerna metabolnemu statusu v celici. Ce pride
do inhibicije celi¢ne aktivnosti, to opazimo kot zmanjSanje bioluminiscence. Odstotek
inhibicije (% I) dobimo s primerjavo odgovora glede na slano kontrolno raztopino in testno

raztopino. Inhibicija bioluminiscence je definirana:
% I =[1— (svetloba vzorca / svetloba kontrole)] x 100

KakrS$nakoli metabolna motnja zaradi kemijske inhibicije spremeni koli¢ino oddane
svetlobe. Strupenost izrazamo z ECs, to je efektivna koncentracija strupene spojine, ki
povzro¢i zmanjsanje oddane svetlobe za 50 %. Prednost luminiscen¢nega testa je v tem, da

je hiter, obcutljiv in ponovljiv.

Vendar pa ima test tudi nekaj slabosti. Ker je V. fischeri morska bakterija, lahko testiramo
spojine le v slani raztopini. Poleg tega je raztopino potrebno pred vsakim testom
prefiltrirati. Slanost povzro€i, da postanejo nekatere organske spojine netopne, kar
povzroci kalnost raztopine in spremembo koncentracij raztopljenih spojin. V izogib temu
lahko za pripravo raztopin uporabimo najve¢ 10 % koncentracijo metanola, da ne

zmanjSamo viabilnosti bakterij (Farre in Barcelo, 2003).

2.6.1.2 Bioloski testi na rastlinah in algah

Poznamo vec¢ razli¢nih bioloskih testov z rastlinami. Rastlinski biomarkerji imajo razli¢ne
prednosti, kot je razli¢na vrsta kon¢nih tock (stopnja germinacije, teza biomase, encimska
aktivnost..), nizki vzdrzevalni stroski in hitra aktivacija testa, kjer lahko vrednotimo tudi
ekotoksikoloske ucinke trdnih (netopnih) spojin (Ferrari in sod., 1999). Uporablja se npr.
oves (Avena sativa) ali kitajsko zelje (Brassica campestris). Vendar pa testi, ki spremljajo
rastni odgovor rastlin, potrebujejo dolge inkubacijske case; normalno 4-6 dni preden se

izmeri dolzina korenin (Farre in Barcelo, 2003). Predlagali so tudi hitrejsi test strupenosti,
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ki uporablja korenine zelene solate. Elongacija v tem primeru traja 96 ur, germinacijska

brazda pa 21 dni (Farre in Barcelo, 2003).

Za teste strupenosti na algah se kot indikatorski vrsti veliko uporabljata enoceli¢ni algi
Skeletonema costatum in Phaeodactylum tricornutum (ISO 10253, 1995; Farre in Barcelo,
2003). Alge izpostavijo testni raztopini za 72-96 ur. Po koncu inkubacije prestejejo
prezivele alge s pomocjo avtomatskega Stetja delcev. Indikator kvarnega delovanja je
inhibicija rasti alg. Glavna slabost metode z algami je tezko gojenje in slaba ponovljivost

med zaporednimi testi (Farre in Barcelo, 2003).

2.6.1.3 Bioloski testi na nevretencarjih

Kroni¢ni testi na makro nevretencarjih se veliko uporabljajo v raziskavah tveganja v
vodnih okoljih (Lewis, 1991; Assmuth in Penttila, 1995; Tarkpea in sod., 1998). Pri
ugotavljanju strupenosti se najpogosteje uporabljata vodni bolhi Daphnia sp. in
Ceriodaphnia sp. Obe pripadata redu Cladocera. Uporaba Daphnie ima mnogo prednosti,
med drugim visoko obcutljivost in kratek razmnozevalni cikel. Merjena parametra sta
smrtnost ali reprodukcija (Biesinger in sod., 1987). V poskusu testne organizme
izpostavimo strupenim spojinam v nadzorovanih razmerah. Akutni letalni testi z Daphnio
magno so pri inkubacijskem cCasu 21 dni ze uveljavljeni in standardizirani (ISO 6341,
1996). Drugi testi, ki kot indikatorske organizme uporabljajo sladkovodne nevretencarje,
temeljijo na prezivetju in/ali rasti muh enodnevnic, rakov (amphipoda), kamenjark
(stoneflies) ali morskih vrst kot so sorodniki rakcev: Mysidacea (mysids), rakei ali ostrige

(Suter in Rosen, 1988; Sarakinos in sod., 2000; Price in sod., 1990).

2.6.1.4 Bioloski testi na ribah

Pri ugotavljanju smrtnosti na ribah, se le-te izpostavi spojini za najve¢ 96 ur. Rezultat
podamo v volumskih odstotkih, ki so smrtni za 50 % organizmov v dolo¢enem casovnem
obdobju (LCsp) (Farre in Barcelo, 2003). Poznamo dva tipa akutnih testov: stati¢ne in

pretocne. Izbira testa je odvisna od testne zivali, razpolozljivih sredstev, potreb testnega
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organizma in lastnosti testne raztopine. Vrste rib, kot sta postrv Sarenka (ISO 10229, 1994)
in tolstoglavi pisanec, se tradicionalno uporabljajo za teste, ki vrednotijo rast, kakor tudi za
akutno letalne teste (Couture in sod., 1989). Drugi bioloski testi na ribah temeljijo na rasti
zarodkov, njihovemu prezivetju ter na merjenju ATP, ki je biokemijski indikator za
energijski stres v belem miSi¢nem tkivu (Farre in Barcelo, 2003). V zadnjem casu
alternativne metode vse pogosteje nadomescajo test akutne strupenosti. Nadomestili naj bi
jih in vitro testi, ki temeljijo na uporabi celicnih kultur rib (Babich in Borenfreund, 1991)
in biosenzorjih, ki so vklju¢eni v gojene ribje celice ter merijo njihov redoks potencial
(Polak in sod., 1996). Na splosno so bioloski testi na ribah obcutljivi in omogocajo analizo
v realnem casu. Problem je le v standardizaciji, zato so ti testi dolgotrajni, zahtevajo

posebno opremo in izuceno osebje (Farre in Barcelo, 2003).

Testi na zarodkih rib (ang. Fish Embryo Test - FET)

FET je metoda dolocanja akutne strupenosti spojin na zarodkih rib Danio rerio Hamilton-
Buchanan (Teleostei, Cyprinidae). Testirane spojine morajo biti stabilne, nehlapne in topne
v vodi. S to metodo se doloca kategorije akutne letalne, subletalne in teratogene strupenosti
za zarodke Danio rerio v dolo¢enih razmerah testiranja. Rezultati testa ne zadostujejo za
dolocitev standardov kvalitete vode, ki so povezani z zas¢ito okolja, vendar se kljub temu

uporabljajo kot ekotoksikolosko orodje (OECD guideline, 2006; ISO 5667 - 16, 2000).

Glede na dosedanje objave so na zarodkih rib testirali le diklofenak, karbamazepin in
klofibrinska kislina. Pri diklofenaku sta NOEC in LOEC vrednosti vecji kot je njegova
topnost v vodi, saj so uporabili natrijevo sol diklofenaka, kot podatek za topnost navajajo
2425 mg L' (Ferrari in sod., 2003). Hallare in sod. (2004) so diklofenak raztopili v
meSanici vode in DMSO (do 0,04 %) in s tem povecali njegovo topnost. Velja poudariti,
da je skoraj ni¢na verjetnost, da bomo tako visoke koncentracije diklofenaka nasli v okolju.
Pri karbamazepinu so Ferrari in sod. (2003) pri poskusih uporabili karbamazepin drugega
proizvajalca (Sigma-Aldrich Chemical Co.) s topnostjo 112 mg L™, ki je ve&ja od topnosti
karbamazepina, ki smo ga uporabili mi (Preglednica 9). Pri klofibrinski kislini so podatki
bolj zaskrbljujoci, Se posebej zato, ker klofibrinsko kislino v okolju najdemo v relativno

visokih koncentracijah pod njeno topnostjo v vodi (Preglednica 3).
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Preglednica 3: Pregled objav testov na razli¢nih vrstah zarodkov rib. Za izbrane spojine je navedena

njihova topnost v vodi (ChemID Plus), efektivna koncentracija ter ucinek, ki so ga testne spojine

povzrocdile na zarodkih.

spojina testni organizem ucinek topnost koncentracija vir
v H,O zdravilne
(mg L") | u¢inkovine (mg L™)
ibuprofen / / 21 / /
ketoprofen / / 51 / /
diklofenak | zarodek Danio rerio | kasnejsa 2,37 EC50=1-2 Fent in sod., 2006
izvalitev
zarodek Danio rerio | smrtnost LC100 > 100 Hallare in sod., 2004
zarodek Danio rerio | smrtnost NOEC (10 dni)=4 | Ferrari in sod., 2003
zarodek smrtnost LOEC (10 dni) =8 | Ferrari in sod., 2003
naproksen / / 15,9 / /
karbamazepin | zarodek Danio rerio [ smrtnost 112 [ NOEC (10 dni) =25 | Ferrari in sod., 2003
smrtnost LOEC (10 dni) =50 | Ferrari in sod., 2003
Klofibrinska | zarodek Danio rerio | smrtnost 583 ECs, (48 h) =86 Hallare in sod., 2004;
kislina Ferrari in sod., 2003
zarodek smrtnost LCsy (48 h)=8,6 | Enick in Moore, 2007
Brachydanio rerio
zarodek Danio rerio | smrtnost NOEC (10 dni) =70 | Ferrari in sod., 2003
smrtnost LOEC (10 dni) = Ferrari in sod., 2003
140
indolon / / / / /
akridin / / 38,4 / /
akridon / / / / /

Podatki za razli¢ne zdravilne uc¢inkovine in njihovi ucinki se nahajajo v Preglednicah 4, 5,

6, in 7. Vecina podatkov v teh preglednicah se nanaSa na akutno strupenost, kroni¢no

strupenost se zaradi dolgih inkubacijskih Casov le redko preizkuSa. Poleg tega so testirane

spojine v obmo&ju mg L™, tako visoke koncentracije pa v okolju najdemo le redko. Kljub

temu jih ne smemo zanemariti zaradi dolgodobnega delovanja.
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Preglednica 4: Zbrani podatki iz literature za uc¢inke nesteroidnih protivnetnih uc¢inkovin: ibuprofen,

ketoprofen, diklofenak in naproksen na razli¢ne testne organizme.

spojina testni organizem ucinek konc. spojine (mg L) vir
ibuprofen bakterija Vibrio bioluminiscenca | ECso (15 min)= 12,1 | Carlsson in sod., 2006
fischeri
alga Skeletonema inhibicija rasti ECs0 (96 h) = 7,1 Carlsson in sod., 2006
costatum
alga Desmodesmus | inhibicija rasti ECs (3 dni) =315 Cleuvers, 2003
subspicatus
vodna bolha mobilnost ECs0 (48 h) =108 Cleuvers, 2003
Daphnia magna
smrtnost LCso (48 h)= 9,06 Carlsson in sod., 2006
? NOEC (48 h) = 3,37 | Carlsson in sod., 2006
rak Gammarus obnasanje LOEC (1,5h) = Enick in Moore, 2007
pulex 0,000001
riba Lepomis ? NOEC (96 h) = 10 Carlsson in sod., 2006
macrochirus
? LCs0 (96 h)= 7,1 Enick in Moore, 2007
ozigalkar Hydra ni uc¢inkov NOEC< 1 Hallare in sod., 2004
vulgaris
rastlina Lemna inhibicija rasti ECso (7 dni) =22 Cleuvers, 2003
minor
ketoprofen | bakterija Vibrio bioluminiscenca | ECsy (15 min) = 15,6 | Carlsson in sod., 2006
fischeri
diklofenak | bakterija Vibrio bioluminiscenca ECs50=0,0156 Farre in Barcelo, 2003
fischeri
bioluminiscenca | ECs, (30 min) = 11,45 Ferrari in sod., 2003

alga Desmodesmus
subspicatus

alga
Pseudokirchneriella
subcapitata

inhibicija rasti

inhibicija rasti

inhibicija rasti

EC50 (3 dl’ll) =72

NOEC (96 h) = 10

LOEC (96 h) = 20

Cleuvers, 2003

Ferrari in sod., 2003

Ferrari in sod., 2003
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spojina testni organizem ucinek konc. spojine (mg L) vir
diklofenak rak Brachionus reprodukcija NOEC (48 h)=12,5 Ferrari in sod., 2003
calyciflorus
reprodukcija LOEC (48 h) =25 Ferrari in sod., 2003
vodna bolha mobilnost ECs (48 h) =68 Cleuvers, 2003
Daphnia magna
mobilnost ECso (48 h) = 2243 Ferrari in sod., 2003
vodna bolha mobilnost ECso (48 h)=22,7 Ferrari in sod., 2003
Cerodaphnia dubia
reprodukcija NOEC (7 dni) = 1,0 Carlsson in sod., 2006;
Ferrari in sod., 2003
reprodukcija LOEC (7 dni) = 2,0 Carlsson in sod., 2006;
Ferrari in sod., 2003
riba Danio rerio smrtnost NOEC (10 dni) =4 Ferrari in sod., 2003
(mladice)
smrtnost LOEC (10 dni) =8 Ferrari in sod., 2003
rastlina Lemna inhibicija rasti ECso (7 dni) =17,5 Cleuvers, 2003
minor
naproksen | bakterija Vibrio bioluminiscenca ECs50=0,0212 Farre in Barcelo, 2003
fischeri
alga inhibicija rasti ECs0 (96 h) = 31,82 Cleuvers, 2003

Pseudokirchneriella
subcapitata

alga Desmodesmus
subspicatus

inhibicija rasti

ECso (3 dni) > 320

Cleuvers, 2003

vodna bolha
Cerodaphnia dubia

rak Brachionus
calyciflorus

rak
Thamnocephalus
platyurus

vodna bolha
Daphnia magna

mobilnost

reprodukcija

reprodukcija

akutna toxi¢nost

akutna toxiénost

mobilnost

ECso (48 h) = 66,37

ECso (7 dni) = 0,33
ECso (48 h) = 0,56

ECso (24 h) = 62,5
LCso (24 h) = 84,1

ECso (48 h) = 174

Isidori in sod., 2005

Isidori in sod., 2005

Isidori in sod., 2005

Isidori in sod., 2005

Isidori in sod., 2005

Cleuvers, 2003

rastlina Lemna
minor

inhibicija rasti

ECso (7 dni) = 24,2

Cleuvers, 2003

22
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V Preglednici 4 so iz literature zbrani uc¢inki NSAIDs na razli¢ne testne organizme. Med
izbranimi spojinami iz skupine NSAID je najmanj podatkov v literaturi o u¢inku na testne

organizme za ketoprofen.

Pri ibuprofenu so ECsy in ostali parametri dokaj visoki, to je blizu meje topnosti. Trije
podatki, ki jih navaja Cleuvers (2003), so visji od topnosti ibuprofena v vodi, saj so za
testiranje strupenosti uporabili natrijevo sol ibuprofena, ki ima vecjo topnost (prosto topen
v vodi) od izhodne spojine (topnost je 21 mg L™). Pri ibuprofenu izstopa podatek za LOEC
=1 ng L pri raku Gammarus pulex, ki je desettiso¢krat manjsi od drugih efektivnih

koncentracij za ibuprofen.

Diklofenak ima nizko topnost v vodi, vecina podatkov, ki poro¢ajo o ucinku, je visjih od
podatka o topnosti, ki je naveden na internetni strani ChemID Plus (topnost je 2,37 mg L
Y. Ferrari in sod. (2003) ter Cleuvers (2003) so v raziskavah uporabili natrijevo sol
diklofenaka, katere topnost je kar tisotkrat ve&ja od diklofenaka (2425 mg L™).
Izstopajo¢o vrednost u¢inka pri nizki koncentraciji najdemo pri vodni bolhi Ceriodaphnia
dubia, o katerem porocata Ferrari in sod. (2003) ter Carlsson in sod. (2006). V teh
raziskavah so po 7 dneh dolo¢ili LOEC 2,0 mg L™

Tudi pri naproksenu je kar nekaj koncentracij, ki povzro€ijo stranski ucinek v vi§ji
koncentraciji od njihove topnosti v vodi. Cleuvers (2003) je v raziskavah uporabil natrijevo
sol naproksena, katere topnost je ve€ja od naproksena, vendar podatka o topnosti ne
najdemo na strani ChemID Plus. Isidori in sod. (2005) pa v raziskavah navajajo, da so
topnost naproksena povecali z uporabo 0,01 % meSanice DMSO. Vrednosti, ki izstopata
sta prav tako pri raku in vodni bolhi, kjer je ECso manj$a od 1 mg L. Na splogno je
strupenost razlicna za vsako zdravilno u¢inkovino posebej. Kljub vsemu pa ima diklofenak
iz skupine NSAID zdravil najvecjo akutno strupenost, saj so efektivne testne koncentracije,

razen v enem primeru, manjie od 100 mg L' (Fent in sod., 2006).
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Preglednica 5: Zbrani podatki iz literature za antiepileptiéno zdravilo karbamazepin, njegova

koncentracija ter u¢inek na razli¢ne testne organizme.

spojina testni organizem ucinek konc. spojine (mg L™) vir
karbamazepin |  bakterija Vibrio bioluminiscenca ECs (30 min) > 81 Ferrari in sod., 2003
fischeri
Cianobakterija inhibicija rasti ECsy (96 h) =0,0336 Enick in Moore, 2007
Synechococcus
leopolensis

subspicatus

alga Desmodesmus

inhibicija rasti

inhibicija rasti

EC50 (3 dl’ll) =174

LOEC (96 h) > 100

Cleuvers, 2003

Ferrari in sod., 2003

vodna bolha reprodukcija NOEC (7 dni) = 0,025 Fent in sod., 2006;
Cerodaphnia dubia Ferrari in sod., 2003
reprodukcija LOEC (7 dni) = 0,10 Ferrari in sod., 2003
mobilnost ECs, (48)=77,7 Ferrari in sod., 2003
vodna bolha inhibicija rasti ECso=12,7 Fent in sod., 2006
Daphnia magna
inhibicija rasti LCsog=17,2 Fent in sod., 2006
subletalni u¢inki 0,092 Fent in sod., 2006

mobilnost ECsy (48 h) > 100 Cleuvers, 2003
smrtnost LCso (48 h) > 1,38 Enick in Moore, 2007

mobilnost ECs0 (48 h )=13,8 Ferrari in sod., 2003

rak Brachionus reprodukcija NOEC (48 h)=0,377 Fent in sod., 2006;

calyciflorus Ferarri in sod., 2003

reprodukcija LOEC (48 h) = 0,754 Ferrari in sod., 2003

mladice ribe Danio razvoj NOEC (10 dni) =25 Ferarri in sod., 2003
rerio

smrtnost LOEC (10 dni) =50 Ferrari in sod., 2003

postrv celi¢ne funkcije ECs0 (48 h)=10,112 Enick in Moore, 2007

Onchorhynchus

mykiss

sladkovodna skoljka esterazna (24 h) 0,7 Enick in Moore, 2007

Elliptio complanata aktivnost

rastlina Lemna
minor

inhibicija rasti

ECso (7 dni) = 25,5

Cleuvers, 2003
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Za karbamazepin je v literaturi veliko objav. Najve¢ ucinek karbamazepina raziskujejo na
rakih in vodnih bolhah. Ferrari in sod. (2003) in Cleuvers (2003) so pri testiranju uporabili
karbamazepin drugega proizvajalca, ki ima vegjo topnost (112 mg L) od karbamazepina v
nasih poskusih (Preglednica 9). Tako so vidni u€inki pri vecjih koncentracijah, kakor pri
drugih raziskavah v Preglednici 5. Iz skupine antiepileptikov lahko karbamazepin Stejemo
za potencialno Skodljivega za vodne organizme, saj je vecina podatkov za akutno

strupenost pod 100 mg L™ (Fent in sod., 2006).
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Preglednica 6: Podatki iz literature za metabolit lipidnega regulatorja klofibrinsko Kkislino, njena

efektivna koncentracija ter ucinek na razlicne testne organizme.

spojina testni organizem ucinek konc. spojine (mg L™) vir
klofibrinska bakterija Vibrio bioluminiscenca | ECsq (30 min) =91,827 | Ferrari in sod., 2003
kislina fischeri

alga Tetraselmis chuii

alga
Pseudokirchneriella
subcapitata

alga Desmodesmus
subspicatus

inhibicija rasti

inhibicija rasti

inhibicija rasti
inhibicija rasti

inhibicija rasti

ECs (96 ur) = 3182
NOEC (96 h) = 75

LOEC (96 h) = 150
EC50 (96 h) =89
EC50 (3 dIll) =115

Nunes in sod., 2005
Ferrari in sod., 2003

Ferrari in sod. ,2003
Ferrari in sod., 2003
Cleuvers, 2003

protozoj Tetrahymena
pyriformis

inhibicija rasti

EC50 (48 h) =175

Ferrari in sod., 2003

vodna bolha Daphnia
magna

rak Artemia
parthenogenetica

rak Brachionus
calyciflorus

vodna bolha
Cerodaphnia dubia

mobilnost

mobilnost
mobilnost

smrtnost

reprodukcija

reprodukcija

reprodukcija

reprodukcija

mobilnost

ECs (48 h) =72

EC50 (48 h) =106
ECso (48 h) > 200
LCso (48 h) = 87,22

NOEC (24 ur) = 0,246

LOEC (48 h) = 0,740
NOEC (7 dni) = 0,640

LOEC (7 dni) = 2,560
ECso (48 h) > 0,20

Cleuvers, 2003

Ferrari in sod., 2003
Ferrari in sod., 2003
Nunes in sod., 2005

Fent in sod., 2006;
Ferarri in sod., 2003

Ferrari in sod., 2003

Fent in sod., 2006;
Ferarri in sod., 2003

Ferrari in sod., 2003
Ferrari in sod., 2003

mladice ribe Danio
rerio

riba Gambusia
holbrooki

ribje BF-2 celice (in
vitro)

smrtnost

smrtnost

smrtnost

citotoksi¢nost/
proliferacija

NOEC ( 10 dni) = 70

LOEC (10 dni) = 140
LCso (96 h) = 526,5

ECso (48 h) = 14

Fent in sod., 2006,
Ferarri in sod., 2003

Ferrari in sod., 2003
Nunes in sod., 2005

Ferrari in sod., 2003

Klofibrinska kislina ima visoko topnost, ki je ne doseZze noben ECsy ali drug merjen
parameter. V literaturi je na voljo veliko podatkov o njenem kvarnem delovanju na

razli¢ne testne organizme. K njeni strupenosti prispeva kisla narava spojine. Preglednica 6
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predstavlja vodne organizme in ucinke, ki jih je nanje naredila klofibrinska kislina v

razli¢nih koncentracijah. Poskuse so ve¢inoma izvedli na rakih in vodnih bolhah.

Preglednica 7: Podatki iz literature za indolon, akridin in akridon, njihova koncentracija ter u¢inek na

razline testne organizme.

spojina testni organizem ucinek konc. spojine (mg vir
LY
indolon mis / LDsy = 1200 mg/kg | Predvoditeleva in sod., 1987
akridin alga Nitzschia sigma inhibicija ECs (96 h) = 0,08 Dijkman in sod., 1997
rasti
alga Chlamidomonas inhibicija ECs0 (96 h) =0,78 Dijkman in sod., 1997
eugametos rasti
alga Navicula salinarum inhibicija ECs0 (96 h) =0,78 Dijkman in sod., 1997
rasti
diatomeja inhibicija ECso (72 h) = 0,079 Wiegman in sod., 2002
Phaeodactylum rasti
tricornutum
nematod Caenorhabditis smrtnost LCso(24h)=11,1 Sochova in sod., 2007
elegans
LCip (24 h)=16,3 Sochova in sod., 2007
LC50 (48 h)=5,9 Sochova in sod., 2007
LC10 (48 h)=3,7 Sochova in sod., 2007
zebrasta Skoljka u¢inkovitost | EC50 (48 h) =0,96 Kraak in sod., 1997
Dreissena polymorpha filtracije
li¢inka musice smrtnost LC50 (96 h) = Bleeker in sod., 1999
Chironomus riparius 0,0714
akridon li¢inka musice smrtnost LC50> 0,937 Bleeker in sod., 1999

Chironomus riparius

V Preglednici 7 so podatki za u€inke indolona, akridina in akridona na testne organizme
pri doloCenih koncentracijah. V literaturi je zaenkrat na voljo le po en test za indolon in
akridon na testni organizem ter njun uc¢inek. Po podatkih iz literature je topnost akridona v
destilirani vodi 0,937 mg L™ (Bleeker in sod., 1999). Z na§imi meritvami z uporabo
plinskega kromatografa z masno spektrometricno detekcijo pa smo dolocili topnost

akridona 4,0 mg L™ (Sigma-Aldrich) in 1,3 mg L (Fluka).
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2.6.2 Testi za dolocanje citotoksi¢nosti in genotoksi¢nosti

V okolje vstopajo Stevilne genotoksi¢ne spojine; lahko pa nastajajo tudi v postemisijskih
kemijskih ali bioloskih pretvorbah (Claxton in sod., 1998). Bioloski testi omogocajo
doloCanje nevarnosti mutagenih povrSinskih vod in lahko ucinkovito ocenijo
genotoksi¢nost kompleksnih vodnih materialov brez predhodne identifikacije fizikalno

kemijskih lastnosti domnevnih toksikantov (Houk, 1992; Claxton in sod., 1998).

Za vrednotenje genotoksi¢nega delovanja vodnih vzorcev uporabljajo Stevilne bioloSke
teste. Razdeljeni so v dve glavni skupini. Prva skupina vkljucuje bakterijske teste kot so
test povratnih mutacij s Salmonello typhimurium, SOS kromotest in Salmonella
typhimurium umu-test. Druga skupina vkljucuje teste vodnih organizmov in rastlin kot so
test mikronukleusov, **P-oznagevalni test, kometni test in alkalni test odvijanja. Testi
druge skupine so pomembni, saj jih lahko uporabljamo v laboratoriju, ali pa jih izvedemo
na terenu v in Situ monitoringu z uporabo rib in rastlin, ki naseljujejo onesnazeno podrocje

(Ohe in sod., 2004).

Za vse zdravilne ucinkovine (razen rakotvornih) mora proizvajalec dokazati negativno
genotoksi¢nost, sicer zdravilo ne sme na trzisce. Iz preglednice objav genotoksi¢nosti za
izbrane spojine (Pregledinica 8) pa je razvidno, da je relativno malo podatkov objavljenih
v clankih. Na splosno lahko re€emo, da se podatki za posamezno spojino precej
razlikujejo. Vecina teh spojin ni mutagena za bakterije. Pri spojinah iz skupine NSAID v
literaturi najdemo Sibko genotoksi¢nost le za celice kostnega mozga misi. Pri klofibrinski
kislini je v literaturi en sam podatek, ki je bil pridobljen na bakteriji (Sallustio in sod.,
1997). Akridin, razen ene izjeme, kaze genotoksicnost le za evkariontske celice (Matsuoka

in sod., 1984; Rank in sod., 2002; Bleeeker in sod., 1999), medtem ko imamo za akridon le
en podatek o genotoksic¢nosti (Bleeeker in sod., 1999).
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Preglednica 8: Pregled objav genotoksi¢nosti za izbrane ucdinkovine na razlicne testne organizme

oziroma celice ter rezultati poskusov, ovrednoteni z znakom + ali -.

spojina testni organizem ali celica | rezultat vir
ibuprofen Salmonella typhimurium - Oldham in sod., 1986
celice kostnega mozga misi | Sibek + Philipose in sod., 1997
Salmonella typhimurium - Philipose in sod., 1997; Cernosa, 2005
¢loveski limfociti - Kullich in Klein, 1986
ketoprofen celice kostnega mozga misi | Sibek + Philipose in sod., 1997
Salmonella typhimurium - Philipose in sod., 1997; Cernoga, 2005
¢loveski limfociti - Kullich in Klein, 1986
diklofenak ¢loveski limfociti - Kullich in Klein, 1986
Salmonella typhimurium - Cernosa, 2005
naproksen ¢loveski limfociti - Ozturk in sod., 2004
celice kostnega mozga misi | Sibek + Philipose in sod., 1997
Salmonella typhimurium - Philipose in sod., 1997; Cernoga, 2005
karbamazepin ¢loveski limfociti + Awara in sod., 1998; Celik, 2006
klofibrinska
kislina Escherichia coli + Sallustio in sod., 1997
indolon / / /
akridin celice kitajskega hrcka + Matsuoka in sod., 1984
Salmonella typhimurium + Seixas in sod., 1982
Salmonella typhimurium - Brams in sod., 1987
SOS kromotest (kit) - Brams in sod., 1987
¢ebula Allium cepa + Rank in sod., 2002
li¢inka musice Chironomus
riparius + Bleeeker in sod., 1999
li¢éinka musice Chironomus
akridon riparius + Bleeeker in sod., 1999

2.6.2.1 SOS/umu test

SOS sistem ali popravljanje z napakami
Celice so razvile Stevilne mehanizme, ki jim omogocajo prezivetje v tezkih pogojih. Ko

pride do poskodb bakterijskih ali evkariontskih celic zaradi mutagenih kemikalij,
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ultravijolicnega sevanja ali sevanja X-zarkov, se aktivira SOS odziv, ki poveca raven DNK
popravljalnih encimov. Pri Escherichii coli z odzivom pri¢neta dva proteina, ki ju kodirata
gena lexA in recA. Protein LexA je represor, ki z vezavo na recA operon prepreci prepis
skupine SOS proteinov. Domnevajo, da nekateri produkti poSkodovane DNK (presezek
enovijatne DNK, trinukleotidi, oligonukleotidi) aktivirajo RecA proteazno aktivnost.
Aktiviran RecA protein nato cepi LexA represor in tako omogoci transkripcijo ve¢ kot 15
SOS genov. SOS odgovor je zaCasen, toda precej kompleksen. Vkljucuje povecano
rekombinantno aktivnost, spremembe na zacetku replikacije, inhibicijo nukleaz in
indukcijo "napakam nagnjene sinteze DNK". Celica tako podvaja DNK kljub napakam, ki
bi sicer podvajanje ustavile. Celica na primer preide timinski dimer (ali kako drugo
napako) in nadaljuje sintezo DNK kljub nepravilnim bazam, ki so se vgradile v verigo
nasproti timinskega dimera. Kasneje se lahko napaka popravi z rekombinantnim
popravljanjem ali fotoreaktivacijo. Pri E. coli je tako popravljanje poskodb odvisno od
DNK polimeraze III, RecA proteina ter dveh proteinov, ki ju kodirata gena umuC (umuC
je akronim za UV mutagenesis and chemical repair gene) in umuD. Ta dva gena sta
nosilca rezistence za mutacije, povzro¢ene z UV sevanjem. Preu¢evanje mutiranih bakterij
s pomanjkljivostmi zapisa v razlicnih delih SOS odziva so pokazale, da imajo na novo
sintetizirani proteini dva ucinka. Kot prvo, indukcija teh dodatnih DNK popravljalnih
encimov poveca prezivetje celic po poskodbi DNK. Kot drugo pa nekateri od induciranih
proteinov povecajo raven mutacij z zviSanjem Stevila napak, narejenih v kopiji zaporedja
DNK. Napake nastanejo zaradi poskodovane DNK verige, ki jo DNK polimeraza uporablja

kot model za sintezo komplementarne verige.

Tako popravljanje DNK z napakami je lahko Skodljivo za posamezne celice, dolgoro¢no
pa privede do Stevilnih genetskih variabilnosti, ki mutiranim celicam povecajo mozZnost

prezivetja v spremenjenem okolju (Alberts in sod., 2002; Metzler, 2001).

SOS/umu test je Siroko uporabljen test za rutinsko presejanje vodnih vzorcev. Razli¢ico
testa, ki jo izvajamo na mikrotitrskih ploscah, so razvili kot hitro in obc¢utljivo metodo za
dolocanje genotoksicnosti povrSinskih in odpadnih vod. Zaradi tega so umu-test
standardizirali in validirali po mednarodnem ISO standardu (ISO 13829, 2000). Pri umu-

testu uporabljamo genetsko spremenjeno bakterijo Salmonella typhimurium sev TA1535
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pSK1002. Testni sev izhaja iz starSevske verige Salmonella typhimurium TA1535 (his-,
rfa-, uvrB- in lacZ mutanta). Na plazmidu pSK1002 je gen umuC, ki je vezan z genom
lacZ ter vsebuje tudi gen z rezistenco na ampicilin. Gen lacZ kodira sintezo encima f3-
galaktozidaze, gen za rezistenco na ampicilin pa sluzi kot selekcijski marker. Gen umuC so
izbrali, ker so domnevali, da je umuC vklju¢en v mutagenezi bolj neposredno od katerega
koli drugega SOS gena. Genotoksi¢en ucinek vzorcev povzroc¢i aktivacijo celicnega SOS
odziva. Najprej pride do aktivacije recA gena in s tem do sinteze proteina RecA, ki cepi
represor LexA. To omogoci transkripcijo ve¢ SOS genov, med njimi tudi umuC gena, ki je
sklopljen z lacZ genom. Tako se aktivacija SOS odziva odraza tudi v aktivaciji B-
galaktozidazne aktivnosti. Encim [-galaktozidaza cepi substrat o-nitrofenil-f-D-
galaktopiranozid (ONPG) v rumeno obarvan produkt, katerega koli¢ino dolo¢imo z
merjenjem absorbance pri 420 nm. -galaktozidazna aktivnost je merilo za genotoksi¢no

aktivnost vzorcev.

Pri SOS/umu testu genski konstrukt umuC-lacZ omogoca detekcijo genotoksi¢nih ucinkov:
primarne DNK poskodbe, ki povzro¢i naraScanje jedrne koli¢ine enojnih DNK verig in
oligonukleotidov: O- in N- alkiliranje, adukti, depurinacija, depirimidacija, deaminacija,

oksidativne poskodbe DNA in dimeri DNA (Cernosa, 2005).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Celicne linije
3.1.1.1 Bakterije Pseudomonas putida

Za preverjanje strupenosti spojin po ISO standardu (ISO 10712:1995) smo uporabljali
bakterijo Pseudomonas putida, (Trevisan 1889) Migula 1895. (DSM N. 50026).
Bakterijski sev smo dobili iz nemsSke zbirke mikroorganizmov DSMZ - Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (www.dsmz.de, november
2007). Pseudomonas putida je aerobna, gram negativna, palicasto oblikovana bakterija, ki
ne tvori spor. Je prilagodljiv okoljski izolat, ki lahko raste na razlicnih aromatskih
ogljikovodikih. Je aerob, premika se z enim ali ve¢ polarnimi bicki. Spada v druzino

Pseudomonaceae, red Pseudomonales, razred Gamaproteobakterije, deblo Proteobacteria.

3.1.1.2 Bakterije Salmonella typhimurium

Za izvedbo SOS / umu testa smo uporabili sev Salmonella typhimurium TA 1535 pSK
1002. Salmonella typhimurium je gram negativna, fakultativno anaerobna bakterija iz
druzine Enterobacteriaceae, red Enterobacteriales, razred Gamaproteobakterije, deblo
Proteobacteria. Na plazmidu pSK 1002 nosi zapis za SOS gen umuC, ki je povezan z
genom lacZ. Slednji s tvorbo encima B-galaktozidaze omogoc¢a merjenje aktivacije SOS
odziva. SOS / umu test smo izvajali z metabolno aktivacijo in brez nje. Metabolna
aktivacija je namrec proces, ki poteka predvsem v jetrih, kjer se organizmu tuje snovi
pretvorijo v tako obliko, da se ¢im lazje in s ¢im manj Skodljivimi ucinki izlo¢ijo iz
organizma. V procesu metabolne razgradnje veckrat nastajajo snovi, ki so bolj
genotoksi¢ne kot izhodna snov. Iz tega razloga je potrebno testiranje genotoksicnosti
izvesti v prisotnosti in brez metabolnega aktivatorja. Ker bakterijske celice nimajo
metabolnega oksidacijskega sistema s citokromom P450, kot ga imajo zivali, moramo v
testu dodati eksogen sesalski metabolni aktivacijski sistem S9. To je mikrosomalna

frakcija pridobljena iz podganjih jeter, ki vsebuje encime metabolne aktivacije.
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3.1.1.3 Zarodki cebrice Danio rerio

Test smo izvajali na zarodkih rib Danio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae).
Danio rerio je tropska riba, za katero je optimalna temperatura 26 °C. Spada v druzino
krapovcev (Cyprinidae), red Cypriniformes, razred Actinopterygii, deblo Chordata. Samci
imajo obliko torpeda in Crte, ki spominjajo na zebrasti vzorec. Samice so ponavadi ve¢je in
jih od samcev lo¢imo po vecjih belo-rumenih trebuhih. Cebrice doseZejo v dolzino do 6,4

cm in zivijo priblizno 5 let.

3.1.2 Testne spojine

Preglednica 9 prikazuje seznam testiranih spojin, proizvajalca, CAS Stevilko in Cistost.
Podana je tudi topnost v vodi pri 25 °C, ki je objavljena na internetni strani ChemID Plus
Advanced, ter dejanske topnosti, ki so jih izmerili pri sobni temperaturi s plinskim
kromatografom z masno spektrometri¢no detekcijo na Institutu Jozefa Stefana, Odsek za

znanosti o okolju. Priprava raztopin je opisana v Preglednici 15.

Preglednica 9: Seznam testiranih spojin - proizvajalec, ime, CAS (Chemical Abstract Service) in Cistost

izbranih spojin

proizvajalec ime CAS stevilka Cistost spojin ChemID Izmerjeno
(%) (mgL™) (mgL™)

Sigma Aldrich Diklofenak Na 15307-79-6 98 2430 13,2
Sigma Aldrich ibuprofen 15687-27-1 98 21 33,9

Chemosyntha NV indolon 060518-1 >98 / 4,9
Acros Organics karbamazepin 298-46-4 99 17,7 83,2
Sigma Aldrich ketoprofen 22071-15-4 >98 51 92,5
Sigma Aldrich naproksen 22204-53-1 >98 15,9 13,6
Sigma Aldrich akridin 260-94-6 97 38,4 56,1
Sigma Aldrich 9(10H) akridon 578-95-0 99 / 4,0
Sigma Aldrich klofibrinska 882-09-7 97 583 514,8

kislina

3.1.3 Reagenti

3.1.3.1 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test, ISO 10712
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Priprava testne raztopine (TR):

Raztopino TR 1 smo pripravili tako, da smo zatehtali 10,0 g NaNOs; 2,40 g KoHPOy; 1,20
g KH,PO4 in 1,0 g kvasnega ekstrakta. Vse skupaj smo dopolnili z destilirano vodo do
oznake 500 mL.

Raztopino TR 3 smo pripravili tako, da smo zatehtali 40,0 g D(+)-glukoze monohidrata in

dopolnili z destilirano vodo do oznake 500 mL.
Raztopino TR 4 smo pripravili tako, da smo zatehtali 4,0 g MgSO4x7H,0, 0,01 g zrnatega

zelezovega(Ill) citrata in dopolnili z destilirano vodo do 1000 mL.

Vse $tiri raztopine smo avtoklavirali 10 minut pri 121 °C. Za pripravo enega litra testne
raztopine smo zmesSali 25 mL raztopine TR 1, 25 mL raztopine TR 3 in 50 mL raztopine
TR 4 in vse skupaj dopolnili do oznake 1000 mL. Pripravljene raztopine in testne raztopine

smo hranili v hladilniku do 4 tedne.

3.1.3.2 Test SOS/umu

Za test SOS/umu smo pripravili TGA medij, B — pufer, fosfatni pufer, stop reagent in
raztopino ONPG.

1x TGA medij_

Za pripravo 1000 mL 1x TGA medija smo zatehtali 10 g Tryptona, 5 g NaCl in dolili
bidestilirano vodo do 1000 mL. Sestavine smo zmesali in raztopili v bidestilirani vodi ter
umerili pH na 7,0 + 0,2. Raztopino smo avtoklavirali (121° C, 20 minut). Posebej smo
pripravili 2,0 g D(+)-glukoze (brezvodne) in dodali 20 mL destilirane vode. Raztopino
glukoze smo sterilno dodali 1x TGA po avtoklaviranju. Na koncu smo dodali §e 20 mg

ampicilina. Tako pripravljen 1x TGA smo shranili na -20° C.
B - pufer

Za pripravo B — pufra smo zatehtali 10,09 g Na,HPO4 x 2H,0; 2,75 g NaH,PO4 x H,0;
0,375 g KCI; 0,125 g MgSO4 x 7H,0 ter dodali 500 mL bidestilirane vode. Sestavine smo

zmesali in raztopili v bidestilirani vodi ter umerili pH na 7,0 + 0,2. Nato smo dodali 0,5 g
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natrijevega dodecil sulfata (SDS) v 500 mL pripravljenega B-pufra ter pred uporabo Se
0,27 mL 2-merkaptoetanola na 100 mL B-pufra. B-pufer smo do uporabe shranili na 4° C.

Fosfatni pufer (PBS)

Za pripravo fosfatnega pufra smo zatehtali 10,09 g Na,HPO4 x 2H,0; 2,75 g NaH,PO4 x
H,O ter dopolnili bidestilirano vodo do oznake 100 mL. Sestavine smo zmesali in raztopili
v bidestilirani vodi ter umerili pH na 7,0 £ 0,2. Raztopino smo avtoklavirali (121° C, 20

minut). Fosfatni pufer smo do uporabe shranili na 4° C.

Stop reagent_

Stop reagent smo pripravili tako, da smo zatehtali 10,599 g Na,COs in dodali bidestilirano

vodo do 100 mL. Raztopino smo do uporabe shranili na 4° C.

Raztopina ONPG (2-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid)

Za pripravo raztopine ONPG, smo namerili 180 mg ONPG in dodali 40 mL fosfatnega
pufra. ONPG smo raztopili v fosfatnem pufru. Ker je raztopitev ONPG v fosfatnem pufru
zaradi slabe topnosti dolgotrajno, smo si pripravili vecje koli¢ine raztopine in jo shranili v

temi pri 4° C.

3.1.3.3 Test na zarodkih rib

Za 1 L raztopine, potrebne za izvedbo ISO testa (»ISO voda«) smo zmesali po 250 mL
vseh 4 izhodnih raztopin. »ISO vodo« pripravimo vedno en dan pred poskusom in 24 ur
prepihujemo s kisikom, da pripravimo nasi¢eno raztopino. Preglednica 10 prikazuje 4

izhodne raztopine in njihove koncentracije, iz katerih pripravimo »ISO vodo«.
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Preglednica 10: Izhodne in kon¢ne koncentracije izbranih spojin v mg L™ za pripravo ISO vode.

raztopina izhodne koncentracije konc¢ne
(mgL™) koncentracija (mg
L
(1) CaCL,*2H,0 1176 294
(2) MgSO,*7H,0 493 123,3
(3) NaHCO3 252 63
(4) KCl1 22 5,5

3.1.3.4 Test referencne raztopine 3,4-dikloroanilina

Standardi oz. referencni FET test temelji na testiranju referencne spojine 3.,4-

dikloroanilina, ki ima Ze znano vrednost ECsy 3,3 mg L+ 0,1 mg L', Testne

evee

izmerili % kisika (> 50 %) in pH (7,8 £ 0,2). Izhodna raztopina 3,4-dikloroanilina v »ISO
vodi« ima koncentracijo 153,2 mg L (15,32 mg/100 m L). Primer red&enja referenéne
spojine glede na izhodno raztopino se nahaja v Preglednici 11. Preglednica 11 predstavlja

red¢ine, ki smo jih naredili za FET test, ko smo testirali referen¢no spojino.

Preglednica 11: Koncentracije referen¢ne spojine 3,4-dikloroanilina v mg L.

kon¢na testna
raztopina iz izhodne koncentracija (mg L")

1 4,57 mL /50 mL 14

2 2,28 mL /50 mL 7

3 1,14 mL / 50 mL 3,5

4 0,571 mL / 50 mL 1,75

5 0,286 mL / 50 mL 0,875

6 0,143 mL / 50 mL 0,438

36
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3.2 METODE

3.2.1 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test, ISO 10712

Test pokaze inhibitorni ucinek testirane spojine na testno bakterijo Pseudomonas putida.
Inhibitorni u¢inek smo dolocali z merjenjem celi¢ne rasti bakterijske populacije, ki smo jo
izpostavili razlicnim redcitvam spojin. Rast oz. motnost raztopine smo po priblizno 16
urah ovrednotili spektrofotometricno z merjenjem absorbance pri 436 nm. Za negativno
kontrolo smo uporabili vzorec bakterijske kulture brez dodnih testnih spojin. Na koncu

smo iz rezultatov absorbance izracunali ECsy (50 % inhibicijo rasti).

3.2.1.1 Priprava bakterij Pseudomonas putida

Revitalizacija:
Bakterije smo shranili v hladilniku v zamrznjenih kroglicah (mikrobangih, microbang crio

prolab). Pripravili smo hranilno juho po sledeCem postopku: zatehtali smo 18,5 g BHI in
dolili destilirano vodo do oznake 500 mL. Raztopino smo razdelili v 10 serumskih
steklenick po 50 mL. Hranilno juho smo avtoklavirali 15 minut pri 121 °C. Naslednji dan
smo zmrznjeno mikrokroglico prenesli v steklenicko s hranilno juho in jo inkubirali na

stresalniku 16 ur pri 23 °C. Vsak teden smo pripravili novo kulturo na zgoraj opisan nacin.

Priprava inokuluma:

Odpipetiramo po 5 mL kulture, ki smo jo gojili preko no¢i, v 2 centrifugirki in
centrifugiramo 15 minut na 4000 obratih/minuto. Odlijemo supernatant in oborino
resuspendiramo v 5 mL TR. Postopek dvakrat ponovimo. Na koncu pelet (usedlino) spet

resuspendiramo v 5 mL TR.

TESTI

3.2.1.2 Test referencne spojine 3,5-diklorofenol (DCP)

Da bi preverili delovanje sistema, smo najprej bakterije testirali z referen¢no spojino: 3,5-
diklorofenol (Preglednica 9). Po protokolu ISO 10712:1995 mora biti ECso med 10 mg L™
in 30 mg L. Ce so dobljene vrednosti v tem intervalu, lahko bakterijo Pseudomonas

putida uporabimo kot testni organizem za ekotoksikoloske raziskave.
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Dan pred testom smo zatehtali 0,04055 g DCP. Spojino smo raztopili v 100 mL TR in jo
meSali 24 ur pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo raztopino prefiltrirali. Ker smo
potrebovali koncentracijo 40 mg L', smo pripravljeno raztopino 10 x razredéili. V
merilnem valju smo pripravili serijo razred¢in s kon¢imi koncentracijami 40, 32, 24, 16, 8,
4 mg L. Preglednica 12 prikazuje pripravo serije razredéin raztopin 3,5-diklorofenola.
Kot »razred¢ina 100« smo oznacili raztopino z maksimalno vsebnostjo izbrane spojine

raztopljene v vodi. Za vsako razredc¢itev smo pripravili 5 ponovitev.

Preglednica 12: Priprava razred¢in za referen¢no spojino 3,5-diklorofenol.

razred¢ina koncentracija volumen testne volumen TR kon¢ni volumen
(mg L™ spojine (mL) (mL) (mL)

100 40 20 0 20

80 32 16 4 20

60 24 12 8 20

40 16 8 12 20

20 8 4 16 20

10 4 2 18 20

0 0 0 20 20

V posamezno razred&ino smo dodali bakterijski inokulum 0,05 mL (priblizno 10® celic) in
steklenicke inkubirali na stresalniku 16 ur pri 23 °C. Zaradi strupenosti 3,5-diklorofenola
smo poskuse s to spojino izvajali v digestoriju. Po koncani inkubaciji smo izmerili

absorbanco pri 436 nm.

Test referenc¢ne spojine 3,5-diklorofenola v hranilni juhi

Za preverjanje delovanja referencne spojine 3,5-diklorofenola v hranilni juhi z dodatkom
indikatorja, smo pripravili raztopine, kakor je prikazano v Preglednici 13. Pripravili smo
raztopino 3,5-diklorofenola s koncentracijo 40 mg L. Isto¢asno smo pripravili 0,01 %
raztopino indikatorja 2,3,5-trifeniltetrazolijevega klorida (TTC). Razred¢ine smo pripravili
po postopku, opisanem v Preglednici 13. Koncne razredCine smo razdelili v 5 paralelk.
Vzporedno z razred¢inami smo pripravili tudi 2 kontroli (Preglednica 14), kjer smo v vsak
vzorec dodali 50 pL indikatorja TTC in 50 puL bakterijske kulture. Vse vzorce smo 24 ur
inkubirali na stresalniku pri 23 °C. Po koncani inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 436

nm.
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Preglednica 13: Postopek priprave razred¢in pri testu s 3,5-diklorofenolom v hranilni juhi.

razred¢ina | koncentracija | volumen testne volumen volumen TTC kon¢ni
(mg L™ spojine (mL) hranilne juhe (nL) volumen (mL)
(mL)

100 40 20 0 50 20,1

80 32 16 4 50 20,1

60 24 12 8 50 20,1

40 16 8 12 50 20,1

20 8 4 16 50 20,1

10 4 2 18 50 20,1

0 0 0 20 50 20,1

Preglednica 14: Priprava Kkontrol pri testu s 3,5-diklorofenolom v hranilni juhi, kjer smo namesto

hranilne juhe pri kontrolah uporabili testno raztopino (v mL).

oznaka TR (mL) bakterijska indikator TTC (uL) | skupni volumen (mL)
raztopina (uL)
K2 20 50 50 20,1
K3 20 50 50 20,1

3.2.1.3 Rastni inhibicijski test s Pseudomonas putida za izbrane zdravilne u¢inkovine

Po enakem postopku kakor pri 3,5-diklorofenolu, smo testirali tudi ostale zdravilne
ucinkovine in njihove metabolite: ketoprofen, ibuprofen, naproksen, diklofenak,

karbamazepin, indolon, klofibrinsko kislino, akridin in akridon.
Teste smo izvedli v dveh korakih:
1) preliminarni test:

Za vsako spojino smo naredili red¢itveno vrsto. Za prvo raztopino smo vzeli najvecjo

koli¢ino zdravilne u¢inkovine oz. metabolita, ki je topna v vodi. Nato smo naredili Se dve
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desetiski redgitvi, do 107 (10°, 107", 10?). S tem smo ocenili obmogje inhibicije rasti

testne bakterije zaradi strupenosti zdravilne u¢inkovine oz. njenega metabolita.
2) kon¢ni test:

Na podlagi preliminarnega testa smo izbrali specifine testne koncentracije za vsako
zdravilno u¢inkovino oz. metabolit posebej. Testirane spojine z oznakami so prikazane v
Preglednici 15. Vsak interval, kjer smo zaznali inhibicijo rasti, smo razsirili in znotraj le-

tega naredili red¢itveno vrsto.

Za pripravo nasicenih raztopin smo zatehtali maso, ki je priblizno dvakrat vecja od
topnostiv spojine. Spojine smo 24 ur mesali na sobni temperaturi. Naslednji dan smo

raztopine prefiltrirali ¢ez 0,22 um filter in tako odstranili neraztopljeni ostanek.

Preglednica 15: Topnost v destilirani vodi v mg L (vir je ChemlID) za izbrane zdravilne u¢inkovine in

njihove metabolite, njihova zatehtana masa.

oznaka spojin spojina topnost v dH,0O zatehtana masa
(mg L) (mg)
A Na sol diklofenaka 13,2 50
B ibuprofen 33,9 50
C indolon 4,9 5
D karbamazepin 83,2 50
E ketoprofen 92,5 100
F naproksen 13,6 50
G akridin 56,1 80
H akridon 4,0 80
| Klofibrinska kislina 514,8 1000
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Najprej smo izvedli preliminarni test za vse izbrane spojine (Preglednica 16), kjer so
navedene dejanske koncentracije spojin, ki smo jih izmerili s plinskim kromatografom z
masno spektrometricno detekcijo. Poskuse smo izvedli tako, da smo h konénemu volumnu
(20 mL) v posamezni stekleni¢ki dodali 0,05 mL baterijskega inokuluma (priblizno 10°
celic). Stekleni¢ke smo inkubirali na stresalniku pri temperaturi 23° C 16 ur. Za negativno
kontrolo smo uporabili testno raztopino z dodatkom bakterijske kulture brez testne

zdravilne uc¢inkovine oz. njenega metabolita.

V naslednjem koraku smo izvedli kon¢ne teste za spojine G (Preglednica 18) ter I
(Preglednica 17). V primeru pozitivnih rezultatov smo na doloenem koncentracijskem
obmocju zgostili redCitveno vrsto in ob koncu poskusa izbranim steklenickam izmerili

absorbanco pri 436 nm na spektrofotometru.

Preglednica 16: Preliminarni test za diklofenak Na (A), ibuprofen (B), indolon (C), karbamazepin (D),
ketoprofen (E), naproksen (F), akridin (G), akridon (H) in klofibrinsko kislino (I). V preglednici so
koncentracije zdravilnih u¢inkovin in metabolitov v vsaki razred¢ini v mg L™ ter volumski deleZi

zdravilnih uéinkovin in metabolitov v mL.

A B C D E F G H I | volumski delezi (mL)

razred¢itve | koncentracije posameznih redCitev testna TR  konéni
(mg L™ spojina volumen
100 13,2 339 49 832 925 13,6 56,1 40 5148| 20 0 20

101 1,32 339 049 832 9,25 136 5,61 040 51,48 2 18 20

—_—

0,132 0,339 0,049 0,832 00925 0,136 0,561 0,040 5,148| 02 19,8 20

0| O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 20
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Preglednica 17: Red¢itvena vrsta za Kklofibrinsko Kislino (I). V preglednici so koncentracije
klofibrinske kisline v vsaki razred¢ini (v mg L), njeni volumski deleZi za vsako razred¢ino, volumen

testne raztopine v vsaki razred¢ini ter kon¢ni volumen v vsaki steklenicki (v mL).

razredCitve | konc. red¢itev volumen volumen TR kon¢ni
(mg L") testne spojine (mL) volumen (mL)
(mL)
22,5 115,8 4,5 15,5 20
20 103,0 4 16 20
17,5 90,1 3,5 16,5 20
15 77,2 3 17 20
12,5 63,4 2,5 17,5 20
10 51,5 2 18 20
0 0 0 20 20

Preglednica 18: Redlitvena vrsta za akridin (G). V preglednici so koncentracije akridina v vsaki
razred¢ini (v mg L), njegovi volumski deleZi za vsako razred¢ino, volumen testne raztopine v vsaki

razred¢ini ter kon¢ni volumen v vsaki steklenicki (v mL).

razredCitve konc. volumen testne  volumen kon¢ni
redCitev spojine (mL) TR (mL) volumen
(mg L) (mL)
100 56,1 20 0 20
97,5 54,7 19,5 0,5 20
95 53,3 19 1 20
92,5 51,9 18,5 1,5 20
90 50,5 18 2 20
87,5 49,1 17,5 2,5 20
85 47,7 17 3 20
82,5 46,3 16,5 3,5 20
80 449 16 4 20
0 0 0 20 20
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3.2.1.4 Vpliv delovanja indikatorja 2,3,5-tetrazolijevega klorida v testni raztopini in v
raztopini referencne spojine 3,5-diklorofenolu s hranilno juho pri pogojih
stresanja

V tej fazi poskusov smo ugotavljali vpliv razmer med potekom inkubacije steklenick na
stresalniku na delovanje indikatorja 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid (TTC). Ce bi indikator
TTC v gojiscu s testno raztopino deloval, bi pomenilo, da je pri inkubaciji brez stresalnika
premajhna izmenjava plinov oziroma hranil za rast bakterije P. putida. Poleg tega smo
zeleli ugotoviti tudi vpliv hkratne inkubacije referencne spojine 3,5-diklorofenol (DCP) v
hranilni juhi z indikatorjem TTC (Preglednica 19). V ta namen smo pripravili razred¢ine
(Preglednica 19) v 100 mL merilnem valju ter vsebino razdelili na 5 stekleni¢k. Dodali
smo Se dve kontrolni steklenicki (K2 in K3, Preglednica 20). V vsako stekleni¢ko smo
dodali 50 pL bakterijskega inokuluma, tako da je bil kon¢ni volumen 20,1 mL. Steklenicke
smo inkubirali na stresalniku 24 ur pri 23 °C. Po tem casu smo izmerili absorbanco

vzorcev pri 436 nm.

Preglednica 19: Priprava red¢in pri preucevanju vpliva delovanja indikatorja 2,3,5-trifeniltetrazolijev

klorida (TTC) v mediju z referencno spojino 3,5-diklorofenolom in hranilno juho.

razred¢ina  koncentracija volumen volumen  volumen TTC kon¢ni
DCP (mgL") DCP(mL) hranilne juhe in bakt. volumen

(mL) inokul. (ML) (mL)
100 40 20 0 100 20,1
80 32 16 4 100 20,1
60 24 12 8 100 20,1
40 16 8 12 100 20,1
20 8 4 16 100 20,1
10 4 2 18 100 20, 1

0 0 0 20 100 20, 1
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Preglednica 20: Priprava kontrol pri preucevanju vpliva delovanja indikatorja 2,3,5-

trifeniltetrazolijev klorid (TTC).

razred¢ina TR (mL) bakterijska volumen skupni volumen
raztopina (uL) indikatorja TTC in (mL)
bakt. Inokul. (uL)
K2 20 50 100 20,1
K3 20 50 100 20,1

3.2.1.5 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test na mikrotitrskih plos¢ah

Za poenostavitev dela smo Zeleli preveriti, ¢e je metoda po standardu ISO 10712 izvedljiva
tudi z uporabo mikrotitrskih ploscic, kjer bi rezultate lahko obdelali z uporabo
racunalniskega programa (Microplate analyser software, PhPlate, licenc¢na Stevilka 4244),

ne le s spektrofotometrom.

Priprava inokuluma

Priprava inokuluma je potekala po standardnem postopku ISO 10712, Revitalizacija in

priprava inokuluma.

Najprej smo preverili rast bakterije Pseudomonas putida na mikrotitrski plos¢i. Za medij
smo uporabili hranilno juho, ki smo jo red¢ili z destilirano vodo. Rast bakterije smo
spremljali z indikatorjem 2,3,5-trifeniltetrazolijevim kloridom (TTC), ki smo ga predhodno
raztopili v destilirani vodi. Indikator omogoca poenostavljeno merjenje dehidrogenazne
aktivnosti bakterijskih celic. TTC je lahko prejemnik elektronov za mnoge dehidrogenaze
kot tudi za flavin vsebujoCe encime, ki ga reducirajo v netopni 1,3,5-trifeniltetrazolijev
formazan (TTF). Pri redukciji TTC v TTF pride do spremembe barve iz rumene v
vijoli¢no-rdeco. Koli¢ina nastalega formazana je merilo za celokupno respiratorno oziroma

metabolno aktivnost mikroorganizmov (Hatzinger in sod., 2003).

Vsako razred¢ino smo pripravili v 1,5 mL Ependorf epruveti. K vsem razred¢inam, razen v
kontrolo, smo dodali bakterijski inokulum. Po 100 pL vsake razred¢ine smo odpipetirali na
mikrotitrsko plosco (96 jamic) v petih ponovitvah. Mikrotitrsko ploS¢o smo inkubirali 24

ur pri 23° C.
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V nadaljnih poskusih smo preizkusali referen¢no spojino 3,5-diklorofenol in izbrane
zdravilne u¢inkovine ter njihove metabolite in vzorce razporedili na mikrotitrski plos¢i po
zahtevah programa Microplate analyser software (Preglednica 21). Preglednica 21
prikazuje, da je v vsaki vrstici ena razredcina testirane spojine, kjer koncentracije narascajo
od vrstice B do vrstice H, kar pomeni 11 ponovitev za vsako razredCino. Vrsta A je
kontrolna (K1) — brez testne spojine. Druga kontrola pa je stolpec 12, kjer ni dodanega

bakterijskega inokuluma (K2).

Pred dodatkom bakterijskega inokuluma smo posamezno razred¢ino nanesli v stolpec 12.
Nato smo dodali raztopini v Ependorf epruveti Se bakterijski inokulum in nanesli 11
ponovitev vsake razred¢ine v stolpce od 1 do 11. Mikrotitrsko plosco z vzorci referenéne
spojine 3,5-diklorofenol smo pripravili v testni raztopini (TR). Naredili smo 3 identi¢ne
mikrotitrske plosce. Eno smo inkubirali v rastnih komorah 24 ur pri 23 °C, drugo pri 28 °C

in tretjo pri 37 °C.

Test z referencno spojino 3,5-diklorofenolom smo ponovili tako, da smo za rastno gojisce
uporabili hranilno juho. Priprava vzorcev je prikazana v Preglednici 22. Tako pripravljeno

mikrotitrsko plos¢o smo inkubirali 24 ur pri 28 °C.

Test na mikrotitrski plos¢i smo izvedli Se s klofibrinsko kislino. Priprava razred¢in je

opisana v Preglednici 23. Pripravljeno ploS¢o smo preko no¢i inkubirali na 28 °C.
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Preglednica 21: Razporeditev vzorcev na mikrotitrski plos¢i, po protokolu programa Microplate

analyser software.

Kontrola
brez
bakterije

O

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

K2

kontrola (brez testne spojine) - K1

koncentracije
koncentracije

c v

— @@ ™ m g9 a w »

Narascajoce
testne snovi

Naras$cajoce
testne snovi

Preglednica 22: Priprava razred¢in za test referen¢ne spojine 3,5-diklorofenola, kjer smo za medij
uporabili hranilno juho, razredéinam v vsaki Ependorf epruveti pa dodali bakterijski inokulum in

indikator 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid (TTC).

razred¢ine testna hranilna juha bakterijska indikator TTC  skupni volumen (mL)
spojina (uL) (nL) raztopina (uL) (nL)
40 120 1080 11 110 1,321
35 180 1020 11 110 1,321
30 240 960 11 110 1,321
25 300 900 11 110 1,321
20 360 840 11 110 1,321
15 420 780 11 110 1,321
10 480 720 11 110 1,321
0 0 1200 11 110 1,321
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Preglednica 23: Priprava razred¢in za test inhibicije rasti Pseudomonas putida s klofibrinsko kislino,

kjer smo za medij uporabili hranilno juho, razred¢inam v vsaki Ependorf epruveti pa dodali

bakterijski inokulum in indikator 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid (TTC).

razredCine | testna spojina  hranilna juha bakterijska  indikator TTC  skupni volumen
(L) (L) raztopina (L) (mL)
(uL)

35 420 780 10 100 1,31
30 360 840 10 100 1,31
25 300 900 10 100 1,31
20 240 960 10 100 1,31
15 180 1020 10 100 1,31
10 120 1080 10 100 1,31
5 60 1140 10 100 1,31
0 0 1200 10 100 1,31

3.2.1.6 Vpliv prepihovanja testne raztopine (TR) na rast Pseudomonas putida

Da bi preucili vpliv kisika na rast P. putida, smo pred poskusom TR za 4 ure prepihovali.

Za izvedbo poskusa smo pripravili testno razred¢ino (A) ter kontrolo (K) (Preglednica 24).

V preglednici 24 so podani volumni v Ependorf epruveti za testno raztopino, bakterijski

inokulum in za indikator 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid (TTC). Pripravili smo 3 plosce, od

katerih smo eno inkubirali v komori pri 23° C, drugo v komori pri 28° C in tretjo na grelni

plosci pri 28° C.

Preglednica 24: Priprava razred¢in za preverjanje rasti bakterije Pseudomonas putida za testni vzorec

(A) in kontrolo (K).

razred¢ina TR (mL) bakterijska indikator TTC skupni volumen (mL)
raztopina (uL) (nL)
A 1,2 10 100 1,31
K 1,2 0 100 1,31
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3.2.1.7 Analiza rezultatov poskusov na mikrotitrski ploscici z raCunalniSkim programom
MARA

Rezultate na mikrotitrski plo$¢ici smo posneli z opti¢nim citalcem HP ter jih obdelali z
racunalniSkim programom Microplate analyser, tako da smo sledili navodilom omenjenega
programa. Po obdelavi rezultatov nam je program izpisal preglednico, kjer so bili prikazani
podatki za inhibicijo v posamezni luknjici, povpre¢ne vrednosti in komentar vrednosti, ¢e
so le-te ustrezne. Prav tako smo dobili vrednosti za relativno rast v primerjavi z vrstico A,

vrednost za relativno rast ter 50 % in 100 % inhibicijo rasti (navodila PhPlate, 2007).

3.2.2 Test SOS/umu

S testom SOS/umu smo dolocili citotoksi¢no in genotoksicno aktivnost vzorcev.
Citotoksicnost vzorcev smo dolocili spektrofotometricno z merjenjem absorbance celi¢ne
suspenzije pri 600 nm. Genotoksi¢nost smo dolocili z merjenjem aktivacije SOS celi¢nega
odgovora in preko njega povezano B-galaktozidazno aktivnostjo. SOS odziv se aktivira
specifiéno s poskodbami DNK v celici (Cerno$a, 2005). Za ocenitev citotoksi¢nosti
vzorcev merimo prezivetje bakterij po tretiranju. Prezivetje v negativni kontroli ozna¢imo
za 100 %. Gostoto celic po izpostavitvi vzorcem primerjamo z gostoto celic v kontrolni

raztopini (Hamer in sod., 2001; Wittekindt in sod., 2000).

Test smo izvedli po klasi¢ni metodi na mikrotitrskih plos¢ah po ISO standardu (ISO
13829, 2000).

3.2.2.1 Priprava bakterij Salmonella typhimurium TA1535/pSK1002

Dan pred poskusom smo pripravili bakterijsko kulturo. 20 mL 1x TGA medija smo dodali
70 uL bakterijskega inokuluma in 20 pL antibiotika ampicilina (zalozna koncentracija je
bila 50 mg mL™), da so bakterije obdrzale plazmid. Medij z bakterijskim inokulumom smo

20 ur inkubirali na 37 °C.

Bakterijsko kulturo smo naslednji dan red¢ili 1:10 s svezim 1x TGA medijem (2 mL
bakterijske kulture in 18 mL 1x TGA medija). Nato smo jo priblizno 1,5 ure stresali v

inkubatorju pri 37° C s hitrostjo 600 obratov / minuto. Po 1,5 ure smo izmerili gostoto
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bakterij pri 600 nm (ang. Optical Density, OD 600). Ko smo dosegli OD vrednost priblizno
0,2, smo nadaljevali s poskusom, drugace pa smo bakterijsko raztopino reinkubirali, da je
dosegla zeleno opti¢no gostoto. Bakterije so namre¢ morale biti v eksponencialni fazi rasti

in pripravljene za testiranje. Za slepo kontrolo smo uporabili 1x TGA medij.

TEST

Na mikrotitrsko plos¢ico smo nanesli slepo kontrolo, negativno kontrolo, pozitivho
kontrolo in vzorce. Za pozitivho kontrolo smo uporabili 4-nitrokinolin. Razpored razredcin
je prikazan v prilogi. Spojine smo na mikrotitrski plosci testirali v enakih koncentracijah z
metabolno aktivacijo ali brez nje. Za pozitivno kontrolo smo pri testu brez metabolne
aktivacije uporabili 4-nitrokinolin (NQNO). Koncentracije na mikrotitrski plos¢i so bile
0,1; 0,2 in 0,3 mg L. V testu z metabolno aktivacijo smo za pozitivno kontrolo uporabili

benzo[a]piren (BaP), v koncentracijah 1 in 10 mg L™

Slepa kontrola

Slepo kontrolo smo pripravili tako, da smo v Ependorf epruveto odpipetirali 10 puL

bidestilirane vode in ji dodali 90 pL 1x TGA medija.

Negativna kontrola

Za pripravo negativne kontrole smo v Ependorf epruveti zmesali 10 pL bidestilirane vode

in 90 pL suspenzije bakterij.

Pozitivna kontrola (4-nitrokinolin)

Za pripravo pozitivne kontrole smo 10 pL 4-nitrokinolina dodali 90 puL suspenzije bakterij.

Vzorec

Za pripravo vzorcev smo 10 pL razredC¢ine posamezne spojine dodali 90 pl suspenzije

bakterij.

Pri testu z metabolno aktivacijo (S9 mikrosomalna meSanica iz podganjih jeter) smo
pripravili bakterijsko kulturo tako, da smo kulturo, gojeno preko noci, red¢ili 1:5 (4 mL

bakterijske kulture in 16 mL 1x TGA gojisca), da smo z dodatkov svezega gojisca
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omogocili namnozitev bakterij. Za poskus z metabolno aktivacijo smo meSanico S9
pripravili tako, da smo zmeSali 200 uL MgCl,-KCl, 150 pL glukoza-6-fosfata, 1 mL
NADP in 5 mL PBS ter jo hranili na ledu. Ko je bakterijska kultura dosegla opticno
gostoto 0,2, smo S9 meSanici dodali Se 3 mL bakterijske kulture in 1 mL S9 frakcije
podganjih jeter. 90 mL tako pripravljene meSanice S9 smo nanesli v vsako luknjico na

plosci A.

Slepa kontrola
Slepo kontrolo smo pripravili iz 10 pL bidestilirane vode in 90 uL 1x TGA medija.

Negativna kontrola

Negativno kontrolo smo pripravili tako, da smo 10 pL bidestilirane vode dodali 90 pL

suspenzije bakterij z mesanico S9.

Pozitivna kontrola (benzo[alpiren - BaP)

Za pripravo pozitivne kontrole smo zmesali 10 pL BaP in 90 pL suspenzije bakterij z

meSanico S9.

Vzorec
Za pripravo vzorcev smo zme$ali 10 pL razred¢ine vsake spojine in ji dodali 90 pL

suspenzije bakterij z mesanico S9.

Mikrotitrsko plos€o A smo po nanosu vzorcev pokrili s pokrovom, da smo preprecili
izhlapevanje. Plo§¢o smo 2 uri inkubirali na 37° C na stresalniku pod kotom 45°, s ¢imer
smo preprecili sedimentacijo. Proti koncu inkubacije smo pripravili drugo mikrotitrsko
plos¢o B. V posamezne luknjice na mikrotitrski plos¢ici smo odpipetirali 270 uL svezega
1x TGA medija. Iz mikrotitrske plos¢e A smo prepipetirali po 30 uL vzorcev iz ustrezne

luknjice v pripadajoce luknjice na mikrotitrski plosci B.

Mikrotitrsko plos¢o B smo pokrili s pokrovom, da smo preprecili izhlapevanje in jo 2 uri
inkubirali na 37° C na stresalniku s hitrostjo stresanja 150 obratov/minuto pod kotom 45°.
Med inkubacijo smo si pripravili mikrotitrsko plos¢o C ter v vsako jamico dali 120 pL B-

pufra.
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Iz mikrotitrske plosc¢e B smo prenesli po 30 pL vzorca v ustrezne luknjice na plosc¢i C.
Nato smo v vsako luknjico dodali po 30 pL raztopine ONPG (o-nitrofenil-B-D-
galaktopiranozid) in inkubirali mikrotitrsko plos€o na stresalniku 20 minut na sobni
temperaturi. Po 20 minutah smo v vsako luknjico dodali 120 pL. Na,COj; in na ta nacin
ustavili reakcijo. Na koncu smo izmerili absorbanco plosce B pri 600 nm in plos¢e C pri

420 nm.

3.2.3 Test na zarodkih rib (ang. Fish Embryo Test - FET)

3.2.3.1 Gojenje cebric

Cebrice (Danio rerio) gojimo v 80 L akvarijih in sicer v razmerju 2:1 samice:samci.
Okvirna vrednost gostote rib je 1 cm ribe/1 L vode v akvariju (po nemskem standardu je
okvirna vrednost 1 riba/l L vode). Za pridobitev zadostne koli¢ine zdravih zarodkov so
najbolj primerne ribe velikosti ~3 cm in starosti do dveh let. Temperatura prostora, kjer
izvajamo poskuse, je 26 £ 1 °C, ribe so izpostavljene svetlobi od 8.00 do 20.00, torej 12:12

h. Ribe hranimo 2x na dan s suho hrano in 1x na dan z Zivimi rakci Artemia salina.

3.2.3.2 Priprava raztopin za FET

Za izvedbo FET moramo pripraviti »ISO vodo« (ISO 7346-3:1996), v kateri raztopimo
testirane spojine. Sveze pripravljena »ISO voda« ima pH 7,8 + 0,2 in vsebnost CaCOj; 150
— 175 mg L. »ISO vodo« &ez no¢ prepihujemo tako, da je koli¢ina raztopljenega kisika
vsaj 90 % pri stalni pH vrednosti. Ce je potrebno, popravimo pH vrednosti z dodatkom

NaOH ali HCI.

3.2.3.3 Priprava raztopin za testiranje

Testne raztopine izbranih spojin in koncentracij pripravimo z red¢enjem raztopine izhodne
koncentracije. Izhodno raztopino izbrane raztopine smo pripravili s 24 urnim meSanjem z
magnetnim meSalom. Za pregled kvarnega delovanja smo testirali nasi¢ene raztopine (z
izjemo soli diklofenaka), koncentracije katerih so podane v Preglednici 9, in decimalne
razredéine do 10™. Za bolj natanéno dolo¢itev parametrov, kot npr. LCs, bi bilo potrebno

narediti redCitvene korake s faktorjem 2,2.
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3.2.3.4 Opis postopka FET

Zarodki cebric so na mikrotitrskih plos¢ah (24 jamic) posamicno izpostavljeni razli¢nim
koncentracijam testirane spojine. Test se pri¢ne takoj po oploditvi jajcec in se nadaljuje 48
ur. Dolocanje letalnih, subletalnih in teratogenih ucinkov poteka v tocno dolocenih
razmerah in se izvaja 24 in 48 ur po izpostavitvi zarodkov strupenim spojinam, ki so
raztopljene v »ISO vodi«. Metoda sloni na najmanj petih razliénih koncentracijah in
njihovih kontrolah in z desetimi posameznimi zarodki na testirano koncentracijo. Vsaka
spojina je testirana v desetih paralelkah v najmanj treh neodvisnih poskusih. Doloca se
odstotek letalnih, subletalnih in teratogenih ucinkov. Poleg tega se na podlagi stirih letalnih
ucinkov v primerjavi s kontrolami izracuna letalne koncentracije LCs, pri kateri prezivi
50 % testiranih zarodkov, in sicer 24h — LCsy in 48 — LCsy. Po potrebi izracunamo tudi
NOEC (ang. No Observed Effect Concentration) in LOEC (ang. Lowest Observed Effect
Concentration) vrednosti. Test se izvaja v dveh delih. Najprej naredimo preliminarni test in

nato kon¢nega.

Meritve kisika in pH

ey

izmeriti koncentracijo kisika in pH. Vrednost pH naj bi bila med 6,8 in §,4. Koncentracija

kisika naj bi bila:

e Pred zagetkom poskusa > 90 % (~ 7,4 mg L)
e Med testom > 80 %

e Na koncu poskusa > 50 %

3.2.3.5 Testiranje izbranih zdravilnih u¢inkovin in njihovih metabolitov

Dan pred zacetkom poskusa pricnemo s kisikom prepihovati »ISO vodo« in si pripravimo
vse potrebno za poskus (steklovina, pipete, plosce, folije, vrecke...). Naslednji dan
pripravimo razredcCine testiranih spojin. Prizgemo termostatirano plo$¢o ob mikroskopu in

lupi ter oznac¢imo plosce (4 x 6 luknjic) za poskus.

Uro pred zacetkom poskusa oz. preden se prizgejo luci damo v akvarij past za lovljenje

ribjih zarodkov (posoda in zelenje). Ob 9.00 poberemo past iz akvarija, zarodke pazljivo
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prenesemo s pipeto na cedilo za ikre in jih nezno speremo z »ISO vodo« v srednje veliko
kristalno posodo. Pod lupo izberemo zarodke, ki so oplojeni in primerni za poskus. Zdrave
oplojene zarodke s pipeto nezno prenesemo v luknjice na mikrotitrskih ploscah, katere smo

ze prej napolnili s testno raztopino (2 mL / luknjico). Preostale zarodke vrnemo v akvarij.

Napolnjene mikrotitrske plosce prelepimo s folijo in jih damo v vreCke, nato jih shranimo
v inkubatorju s primerno svetlobo in temperaturo. Po 24 in 48 urah pod mikroskopom

opazujemo razvojne znake (Preglednica 25).

Preglednica 25: Opazovani znaki razvoja zarodkov glede na ¢as izpostavljenosti zarodkov testni

raztopini (*** letalni, ** subletalni, * teratogeni ucinki).

Cas izpostavljenosti (h)
ucinki  znaki 4 8 24 32 48
N normalno razvit zarodek
*A* zZ zakrknjenost (koagulacija) + + + + +
Hox E epibolija (ni Se delitev) + +

Hx (0] ni o¢i + + +
oAk S ni somit + + +

* P ni spontanih premikov (normalno 2/60 s) + +
oAk R rep ni pritrjen na rumenjak + + +
*A* U ni utripanja srca (normalno 45/20 s) + +
*E Kr  nikrvnega obtoka + +
woH B ni barvanja (pigmentacija) +
*ox Ed  edem +
* Zr zaostalost v razvoju (dopisi h) + + + + +
* Dr deformiranost repa + + +

Na koncu vsakega testa za vsako testirano koncentracijo spojine po 24 in 48 h izraCcunamo

ter grafi¢no prikazemo sledece parametre:

e Stevilo in odstotek letalnih, subletalnih in teratogenih u¢inkov
e Stevilo udarcev srca na minuto (po 48 h)

o LCsopo 24 in 48 urah.
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3.3 IZRACUNI IN STATISTICNA OBDELAVA

3.3.1 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test, ISO 10712
Inhibicijo celi¢ne rasti smo izrac¢unali po enacbi (1). Iz dobljenih vrednosti smo narisali
graf inhibicije rasti (%) v odvisnosti od koncentracije testirane spojine (mg L™), iz katere

smo odcitali ECsy.

I :ﬁxlOO
B

.~ B (1)

I: inhibicija celi€ne rasti, izraZzena v %

B,: izmerjena absorbanca za posamezno razred¢ino na koncu inkubacije
B.: izmerjena absorbanca kontrolne raztopine na koncu inkubacije

By: izmerjena absorbanca ob casu ty

3.3.2 Test SOS/umu

[zmerjenim vrednostim pri 600 in 420 nm smo odsteli vrednosti za slepo kontrolo in nato
po spodaj navedenih enacbah 2, 3 in 4 izraCunali indukcijsko razmerje za posamezne

vzorce.
Biomasni faktor (Bf, dolocitev citotoksicnosti):

_ ODy, (vzorec)
OD,, (kontrola)

.(Q2)

Aktivnost B-galaktozidaze (U) v relativnih enotah:

_ 0D, (vzorec)
OD,,, (vzorec)

..(3)

Indukcijsko razmerje (IR, dolo€itev genotoksicnosti):
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1 0OD,,(vzorec)

G OD,,,(kontrola)

..(4)

3.3.3 Testi na zarodkih rib

3.3.3.1 Statisti¢ni izracuni LCso po 24 in 48 urah

Za racunanje LCsy smo uporabili program GraphPad Prism, Prism 5 for Windows. Najprej
smo vrednosti x-osi (koncentracije testirane zdravilne ucinkovine oz. metabolita)
transformirali v logaritemske. Iz transformacije podatkov naredimo x-y analizo in sicer
nelinearno regresijo (ang. curve fit). Dobimo graf odgovora (smrtnosti) v odvisnosti od
koncentracije testirane spojine — variabilna krivulja (ang. variable slope). Pri vecjih
koncentracijah testne spojine dobimo manj§i odgovor (smrtnost). Ce krivulja ni
logaritemska, moramo spremeniti nastavitve programa (npr. dolo¢imo zgornjo limito —
smrtnost je lahko najve¢ 100 %). Rezultate podamo v obliki grafov, kjer lo¢eno grafi¢no

obdelamo podatke za dobo 24 in 48 ur.

55
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4 REZULTATI

4.1 PSEUDOMONAS PUTIDA RASTNI INHIBICIJSKI TEST (ISO 10712)

Preiskovanje smo zaceli s preverjanjem delovanja sistema z referencno spojino 3,5-
diklorofenolom. Vsaki razred¢ini smo izmerili absorbanco pri 436 nm in glede na
koncentracijo vsake razred¢ine izracunali procent inhibicije rasti. Rezultati so zbrani v
Preglednici 26. Pri vseh 4 ponovitvah pozitivne kontrole je vidna rast. Slika 2 prikazuje
graf s procentnim deleZzem inhibicije rasti P. putida v odvisnosti od koncentracije spojine.
Iz grafa smo pri vrednosti ECsy na x-osi od¢itali koncentracijo 22 mg L™, kjer je

referencna spojina inhibirala rast 50 % populacije bakterij.

Od drugih testiranih zdravilnih u¢inkovin in njihovih metabolitov smo zaznali inhibicijo
rasti le pri klofibrinski kislini in akridinu. Absorbanco in procent inhibicije rasti smo
dolocili na enak nacin kot pri referenc¢ni spojini. Podatki za klofibrinsko kislino so zbrani v
Preglednici 27, za akridin pa v Preglednici 28. 1z grafa, ki smo ga narisali za klofibrinsko
kislino (Slika 3), smo dolo¢ili, da je ECso med koncentracijama 72,9 in 87,5 mg L. Iz
grafa za akridin (Slika 4) je razvidno, da tudi pri nasiceni raztopini (koncentracija je 56,1
mg L") nismo dosegli 100 % inhibicije rasti, zato ECso nismo mogli dologiti in tudi tock
na grafu nismo povezali med sabo, da bi prikazovale odvisnost odstotka inhibicije od

koncentracije raztopine.
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Preglednica 26: Rezultati (absorbanca, koncentracija in izracunan procent inhibicije rasti) rastnega

inhibicijskega testa za 3,5-diklorofenol na bakteriji Pseudomonas putida.

x-kratna A (436 nm) c(mgL™) I (%)
raztopina
100 0,0016174 40 101,0
80 0,073746 32 96,9
60 1,1694 24 34,5
40 1,4567 16 18,1
20 1,6008 8 9,9
10 1,7299 4 2,6
0 1,7752 0 0
ECs, za 3,5-diklorofenol
110
100

Inhibicija rasti P. putide (%o)

L
D

20
I EaY 7 A o

Koncentracija 3,5-diklorofenola (mgL1)

Slika 2: Odvisnost inhibicije rasti Pseudomonas putida od koncentracije za 3,5-diklorofenol (narisan je

od¢itek ECs)).
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Preglednica 27: Rezultati (absorbanca, koncentracija in izracunan odstotek inhibicije rasti) rastnega

inhibicijskega testa P. putida za klofibrinsko Kislino.

x-kratna raztopina A (436 nm) c(mgL™ I (%)
100 0,0062408 514,8 100,9
80 0,0074921 411,8 100,8
60 0,025513 308,9 99,7
40 0,049515 205,9 98,1
22,5 0,057281 115,8 97,6
20 0,036972 103,0 98,9
17,5 0,016525 90,1 100,2
15 0,028091 77,2 99,5
12,5 1,6168 64,4 0,8
10 1,5506 51,5 3,3
0 1,6035 0,0 0,0
EC;, za klofibrinsko kislino
1200
Q':.\\
= 100,0 . ———— & a *
<
= 80,0
~ly
SH
= 60,0
§
=4 40,0
2
= 20,0
0.0 "4 T T T T T 1
0,0 100.,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0
Koncentracija klofibrinske kisline (mg L)

Slika 3: Odvisnost inhibicije rasti Pseudomonas putida od koncentracije klofibrinske Kisline, kjer smo

dolo¢ili preskok v koncentraciji klofibrinske kisline in s tem inhibicijo rasti P. putida.
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Preglednica 28: Rezultati (absorbanca, koncentracija in izracunan odstotek inhibicije rasti) rastnega

inhibicijskega testa P. putida za akridin.

x-kratna raztopina A (436 nm) c(mgL™ | (%)
100 0,68776 56,1 74,9
97,5 0,58377 54,7 78,8
95 0,44615 53,3 84,0
92,5 0,31042 51,9 89,1
90 1,61575 50,5 40,0
87,5 0,97804 49,1 64,0
85 0,34802 47,7 87,7
82,5 0,26283 46,3 90,9
80 0,45395 449 83,7
0 2,6797 0,0 0
Akridin
100.,0
90.0 s
* *
800 -
S *
=z 70,0
= 600 ¢
)
A 50,0
£ 400 %
=
= 300
2 200
2 100
0.0 L 4 T T T T T 1
0.0 10,0 20,0 300 40,0 50.0 60,0
Koncentracija akridina (mg L-1)

Slika 4: Odvisnost inhibicije rasti Pseudomonas putida od koncentracije akridina.
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4.1.1 Vpliv delovanja indikatorja 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorida (TTC) v testni
raztopini in v raztopini referen¢ne spojine 3,5-diklorofenolu s hranilno juho

na stresalniku

.....

Vsaka redcitev je bila zaradi indikatorja razli¢no obarvana, kot prikazuje Preglednica 29.
Izmerili smo tudi absorbance pri 436 nm (Preglednica 30). Vrednosti absorbance, kjer smo
za gojisc¢e uporabili hranilno juho, so previsoke, zato ECsy nismo mogli izracunati. Tudi
obarvanost raztopin v prisotnosti indikatorja ni bila ustrezna (Preglednica 29), saj raztopine
niso bile rdece. Pri kontrolah, kjer smo za gojiSce uporabili testno raztopino, raztopini po
koncu poskusa nista bili rdee obarvani, kar pomeni, da indikator v razmerah stresanja ni

deloval.

Preglednica 29: Rezultati (pet ponovitev poskusa rasti in obarvanost) vpliva delovanja indikatorja
2,3,5-trifeniltetrazolijev klorida (TTC) v mediju z referenc¢no spojino 3,5-diklorofenolom v gojis¢u s
hranilno juho oziroma s testno raztopino (samo pri zadnjih dveh vrsticah) pri pogojih stresanja. (+ ...

pozitivna rast P. putida, - ... brez rasti bakterije P. putida).

DCP obarvanost
Redditve 1 2 3 4 5
100-krat - - - - - /
80-krat + + + + + rumena
60-krat + + + + + rumeno-oranzna
40-krat + + + + + oranzna
20-krat + + + + + oranzna
10-krat + + + + + oranzna
Kghi + + + + oranzna
bakterija +
TTC
Kor +10 + + + + / / /
bakterija
KTR +TTC - - - / / /
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Preglednica 30: Rezultati (absorbanca in koncentracija DCP za posamezne razred¢ine) vpliva
delovanja indikatorja 2,3,5-trifeniltetrazolijev klorida (TTC) v mediju z referen¢no spojino 3,5-
diklorofenolom v gojis¢u s hranilno juho oziroma s testno raztopino (samo pri zadnjih dveh vrsticah)

pri pogojih stresanja bakterije P. putida.

x-kratna raztopina A (436 nm) ¢ DCP (mgL™)

100x 0,031281 40

80x 2,588 32

60x 2.734 2

40x 2,9632 16
20x 3,3292 8
10x 3,6507 4
K1 + bakterija + TTC 3,3529 0
KR +TTC + bakterija 1,6063 0
Krr 4110 0,002564 0

42 PSEUDOMONAS PUTIDA RASTNI INHIBICIJSKI TEST NA MIKROTITRSKIH
PLOSCAH

4.2.1 Test za referencno spojino 3,5-diklorofenol

Pri plos¢ah z referencno spojino 3,5-diklorofenolom v mediju s testno raztopino ni bilo
rasti P. putida. Le na mikrotitrski plos¢i, ki smo jo inkubirali pri 28 °C, smo opazili
majhne bele pelete, kar pa vseeno ne moremo S$teti kot pozitiven rezultat. Rast P. putida je
bila na plos¢i, kjer smo referencno spojino 3,5-diklorofenol testirali v mediju s hranilno
juho (Slika 5). V stolpcu 12 ni rdecih peletov, kar pomeni negativen rezultat (ni rasti).
Sliko 5 smo obdelali z racunalniskim programom Microplate analyser software, rezultat
prikazuje Preglednica 31. V Preglednici za izracun ECsy upoStevamo vrstico 50 % in sicer
samo vrednosti, kjer je komentar »v redu«. Povprec¢je »v redu« vrednosti je bilo 0,6705.
Narisali smo graf v poskusu uporabljenih koncentracij 3,5-diklorofenola v mg L™ v

odvisnosti od koncentracij, ki jih uporablja racunalniski program Microplate analyser
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software (Slika 6). V enacbo na Sliki 6 smo namesto vrednosti x vstavili vrednost 0,6705

in dobili ECso vrednost: 14,85 mg L™,

Slika 5: Rast P. putida na mikrotitrski plo$¢i z referenéno spojino 3,5-diklorofenolom v mediju s

hranilno juho, kjer rdeéi peleti pomenijo pozitiven rezultat (rast P. putida).

Preglednica 31: Rezultati programa Microplate analyser software na podlagi obdelave mikrotitrske
ploscice (Slika 5) za preucevanje vpliva inhibicije rasti z referen¢no spojino 3,5-diklorofenol na

bakterijo P. putida.

Komentar | visoka | visoka | vredu | vredu | vredu | vredu | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka

RelP 94 88 86 84 84 85 87 89 87 90 89 97 88

MTC |0,7474 | 0,5625 | 0,4965 | 0,4569 | 0,4633 | 0,4796 | 0,5396 | 0,5743 | 0,5434 | 0,6156 | 0,5987 | 0,8526 | 0,5625

50% 1,057 |0,795510,7022 | 0,6462 | 0,6552 | 0,6783 | 0,7631 | 0,8123 | 0,7684 | 0,8706 | 0,8467 | 1,206 | 0,7955

MIC >> >> >> >> >> >> >> >> >> >> >> >> >>

V Preglednici 31 v prvi vrstici program komentira rezultate (komentar), RelP je relativna
rast v primerjavi z vrstico A, MTC vrednost predstavlja relativno rast, 50 % pomeni 50 %

inhibicija rasti in MIC je koncentracija 100 % inhibicije rasti.
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Slika 6: Graf odvisnosti testnih koncentracij v naSem poskusu v odvisnosti od koncentracij, ki jih

uporablja ra¢unalni$ki program za referenéno spojino 3,5-diklorofenol na bakteriji P. putida.

4.2.2 Test za klofibrinsko Kislino

Slika 7 prikazuje rast P. putida na mikrotitrski plos¢i, kjer smo testirali inhibicijo s
klofibrinsko kislino v gojiS¢u s hranilno juho. Stolpec 12 je negativna kontrola, zato tam ni
rdecih peletov. Sliko 7 smo obdelali z racunalni$kim programom Microplate analyser
software in dobili Preglednico 32. V Preglednici 32 smo uporabili edino ustrezno vrednost
50 % inhibicije rasti: 0,4931. Narisali smo graf v poskusu uporabljenih koncentracij
klofibrinske kisline v mg L™ v odvisnosti od koncentracij, ki jih uporablja radunalniski
program Microplate analyser software (Slika 8). V enacbo na Sliki 8 smo namesto

vrednosti x vstavili vrednost 0,4931 in dobili ECs vrednost: 174,33 mg |
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Slika 7: Rast P. putida na mikrotitrski plos¢i s klofibrinsko Kislino v goji§¢u s hranilno juho (rdeci

peleti pomenijo pozitiven rezultat - rast P. putida).

Preglednica 32: Rezultati programa Microplate analyser software na podlagi obdelave mikrotitrske

ploscice (Slika 7) za preucevanje vpliva inhibicije rasti s klofibrinsko kislino na bakterijo P. putida.

komentar | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka | visoka | previsoka | visoka | visoka | v redu | visoka

RelP 100 97 98 98 99 98 98 99 100 99 100 78 97

MTC |0,9862 | 0,8586 | 0,8888 | 0,9138 | 0,9659 | 0,895 |0,9266 | 0,9593 2 0,9659 | 0,9931 | 0,3487 | 0,8706

50% 1,395 | 1,214 | 1,257 | 1,292 | 1,366 | 1,266 | 1,31 | 1,357 2 1,366 | 1,404 |0,4931 | 1,231

MIC >> >> >> >> >> >> >> >> >> >> >> >> >>

V Preglednici 32 v prvi vrstici program komentira rezultate (komentar), RelP je relativna
rast v primerjavi z vrstico A, MTC vrednost predstavlja relativno rast, 50 % pomeni 50 %

inhibicija rasti in MIC je koncentracija 100 % inhibicije rasti.
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Slika 8: Graf odvisnosti koncentracij uporabljenih v nasem poskusu v odvisnosti od koncentracij, ki

jih uporablja racunalniski program za klofibrinsko kislino na bakteriji P. putida.

4.2.3 Vpliv prepihovanja testne raztopine (TR) na rast Pseudomonas putida

S prepihovanjem TR smo ugotovili, da kisik ni bil omejujoci dejavnik za rast P. putida. To
se je pokazalo na vseh treh mikrotitrskih ploScah, to je v obeh komorah pri 23 °C in 28 °C

ter na mikrotitrski plos¢i, ki smo jo postavili na grelno plosco z 28 °C.

4.3  TEST SOS/UMU

4.3.1 Test brez metabolne aktivacije na bakteriji Salmonella typhimurium

Rezultati testa genotoksi¢nosti so pokazali, da nobena izmed testiranih spojin ni bila
genotoksicna. Aktivnost B-galaktozidaze vzorcev ni bila nikjer dvakrat visja od aktivnosti
B-galaktozidaze kontrole. Tudi pozitivna kontrola ni dala pozitivnega rezultata. Prav tako
noben vzorec ni bil citotoksicen, saj so bile vrednosti biomasnega faktorja prenizke (glej
priloge). Indukcijsko razmerje (Slika 9) kaZze, da nobena zdravilna ucinkovina oz.
metabolit niso bili genotoksi¢ni, tudi pozitivna kontrola ne, kjer bi morali dobiti pozitiven

rezultat.
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Slika 9: Indukcijsko razmerje (genotoksi¢nost) SOS testa brez metabolne aktivacije na bakteriji S.

typhimurium (rezultat prikazuje povpredja treh paralelk v dveh poskusih).

4.3.2 Test z metabolno aktivacijo na bakteriji Salmonella typhimurium

Pri metabolni aktivaciji se citotoksi¢nost, aktivnost P-galaktozidaze in genotoksi¢nost
vzorcev niso bistveno razlikovali od istovrstnih parametrov kontrole (glej prilogo). Le pri
pozitivni kontroli pri koncentraciji 10 mg L' smo dobili pozitiven rezultat za indukcijsko

razmerje - genotoksicnost, kot je prikazano na Sliki 10.
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K | ibuprofen | ketoprofen | diklofenak | naproksen | karbamaz. | klofibrin | indolon akridin akridon | BaP
kisling

Slika 10: Indukcijsko razmerje (genotoksi¢nost) SOS testa z metabolno aktivacijo na bakteriji S.

typhimurium (rezultat prikazuje povpredja treh paralelk v treh poskusih).

44  TEST NA ZARODKIH RIB (ANG. FISH EMBRYO TEST - FET)

4.4.1 Mikroskopiranje in dolo¢anje razvojnih znakov

Zarodkom cebric smo po 24 in 48 urah dolocili razvojne znake, kot je opisano v poglavju
Materiali in metode. Na Sliki 11 vidimo normalen zarodek in zarodke s tipi¢nimi
nenormalnimi razvojnimi znaki. Vsaka posamezna podoba zarodka ima v desnem

spodnjem kotu 500 um merilo, ki sluzi za primerjavo dejanske velikosti zarodkov.
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Slika 11: ZarodkKi ribe cebrice: (a) 48 ur star normalno razvit zarodek, 24 ur stara, v razvoju zaostala
zarodka (b) in (c), 48 ur star normalno razvit zarodek (d), 48 ur stara, v razvoju zaostala zarodka (e)
in (f), 48 ur star zarodek, brez utripa srca, krvnega obtoka in z edemom zarodek (g), 48 ur star

zarodek, brez krvnega obtoka in z edemom (h), mrtev (zakrknjen) zarodek (i).
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Preglednica 33: Subletalni in teratogeni ucinki zdravilnih udinkovin in njihovih metabolitov na

zarodkih Danio rerio.

subletalni ucinki teratogeni ucinki

oznaka | spojina 24 h 48 h c(mgL™) 24 h c(mgL™) 48h c(mgL™)
A diklofenak - + 13,2 + 13,2 + 13,2
B ibuprofen - - +++ 33,9 +4+ 33,9
C indolon - + 49 ++ 49; 0,49 -

D karbamazepin - + 0,832 - -

E ketoprofen - - ++ 92,5 + 92,5
F naproksen - - - -

G akridin - - - -

H akridon - ++ 4,0 ++ 4,0 +++ 4,0

klofibrinska
I kislina - - - -

Legenda: rezultati predstavljajo povprecje 3 oz. 4 poskusov:
+ opazili uc¢inke v enem poskusu,
++ opazili u¢inek v vsaj dveh poskusih,

+++ opazili ucinek vsaj v treh poskusih, - brez ucinka
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Dolocanje odstotka smrtnosti pri zarodkih za izbrane spojine

Vpliv referen¢ne spojine (3,4-dikloroanilin) na zarodke je prikazan na Sliki 12 in je podan
kot odstotek smrtnosti v odvisnosti od koncentracije v mg L. Rezultati poskusov za
izbrane spojine so na Slikah 13, 14, 15. Na Sliki 13 so rezultati za diklofenak, ibuprofen in
indolon. Na Sliki 14 so rezultati za karbamezepin, ketoprofen in naproksen, ter na Sliki 15

za akridin, akridon in klofibrinsko kislino.

zarodkov. Ce upostevamo Se subletalne in teratogene udinke (Preglednica 33), lahko za
diklofenak recemo, da se redko pojavijo minimalni subletalni u€inki po 48 urah, minimalni
teratogeni ucinki pa se pojavijo ze po 24 urah. Pri subletalnih ucinkih je Slo za edem, pri
teratogenih ucinkih po 24 urah so imeli zarodki deformiran rep, po 48 urah pa smo jih

oznacili kot zarodke zaostale v razvoju (Slika 11).

Ibuprofen (spojina B) pri visokih koncentracijah povzroca znatne teratogene ucinke po 24
in 48 urah, ¢eprav po 24 urah Se ni bilo opaziti visokih letalnih u€inkov (Preglednica 33).
Pri teratogenih ucinkih smo po 24 urah opazili zaostalost v razvoju. Po 48 urah je vecina
teh zarodkov pomrla, drugi pa so bili zaostali. Smrtnost je bila po 24 urah le priblizno 40

%, po 48 urah pa priblizno 80 %.

Indolon (spojina C) je metabolit diklofenaka. Pri najvecji topnosti (koncentracija 4,9 mg
L") je po 24 urah povzrogil priblizno 70 % smrtnost (Slika 13), po 48 urah pa priblizno 80
% smrtnost. Po 48 urah smo zaznali majhne subletalne u€inke na zarodkih (Preglednica
33), kjer je Slo za zmanjSanje krvnega obtoka in v enem primeru za edem (Slika 11). Po 24
urah smo opazili tudi nekaj teratogenih ucinkov, ki jih po 48 urah ni bilo vec¢, saj so bili

zarodki zaostali v razvoju in so po 48 urah poginili.

priblizno 40 % smrtnost pri zarodkih. Teratogenih u€inkov ni imel, subletalne pa smo
opazili po 48 urah pri drugi decimalni razred¢ini (Preglednica 33). V enem primeru je $lo

za odsotnost krvnega obtoka, v drugem pa Se za edem.
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Naproksen (spojina F) je povzroc€il pri nasi€eni raztopini priblizno 30 % smrtnost.

Subletalnih in teratogenih u¢inkov nismo opazili (Preglednica 33).

Ketoprofen (spojina E) ni povzrocil subletalnih u¢inkov, je pa povzrocil teratogene po 24
in 48 urah (Preglednica 33). Zarodki so zaostali v razvoju, po 48 urah jih je polovica

pomrla, druga polovica pa je Se vedno zaostajala v razvoju.

Naproksen (spojina F) v testiranih koncentracijah ni kazal statisticno znacilno povecane

smrtnosti zarodkov rib (Slika 14).

Akridin (spojina G) je v koncentraciji nasi¢ene raztopine povzrocil smrt 100 % zarodkov,

vendar subletalnih in teratogenih u¢inkov ni imel (Preglednica 33).

Akridon (spojina H) je metabolit akridina. Pri akridonu je zanimivo to, da je kljub nizki
smrtnosti, ki jo je povzrocil (pod 30 %), kazal visoke odstotke subletalnih in teratogenih
ucinkov. Po 24 urah smo zaznali priblizno 20 % smrtnost zarodkov. Po 24 urah ni
povzrocil subletalnih u¢inkov, teratogeni ucinki pa so bili kar znatni. Podobne rezultate je
kazal ibuprofen (spojina B). Akridon je v visokih koncentracijah po 48 urah povzrocil
znatne subletalne ucinke ter tudi teratogene po 24 in 48 urah (Preglednica 33). Pri
subletalnih ucinkih smo opazili odsotnost krvnega obtoka, barvanja in edem (Slika 11).
Omenjene subletalne ucinke smo po 48 urah opazili tako pri nekaterih zarodkih, ki so bili
po 24 urah zaostali v razvoju, kot pri drugih zarodkih, ki so bili po 24 urah normalno
razviti. Pri teratogenih ucinkih so bili zarodki zaostali v razvoju, nekaj pa jih je imelo

deformiran rep. Teratogeni ucinki so v ¢asu od 24 do 48 ur skokovito narasli (od 30-60 %).

Klofibrinska kislina (spojina I) je metabolit lipidnega regulatorja in na zarodkih ni

povzrocala subletalnih in teratogenih uc¢inkov (Preglednica 33).
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Slika 12: Krivulji poteka smrtnosti zarodkov Danio rerio po izpostavitvi referenéni spojini 3,4-

dikloroanilinu.
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Slika 13: Odstotek smrtnosti zarodkov Danio rerio v odvisnosti od koncentracije spojine za diklofenak

(A), ibuprofen (B) in indolon (C), (levo: smrtnost po 24 h, desno: smrtnost po 48 h).
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Slika 14: Odstotek smrtnosti zarodkov Danio rerio v odvisnosti od koncentracije spojine za

karbamazepin (D), ketoprofen (E) in naproksen (F), (levo: smrtnost po 24 h, desno: smrtnost po 48 h).
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Slika 15: Odstotek smrtnosti zarodkov Danio rerio v odvisnosti od koncentracije spojine za akridin

(G), akridon (H) in klofibrinsko Kkislino (I), (levo: smrtnost po 24 h, desno: smrtnost po 48 h).
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test
5.1.1.1 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test v steklenickah (ISO 10712)

Po protokolu (ISO 10712) smo z referenc¢no spojino 3,5-diklorofenol najprej preverili
delovanje bakterije. Protokol predvideva ECso med 10 in 30 mg L. V naSem testu smo
dobili ECsyp 22 mg Lt (Slika 2), kar ustreza ISO standardu. S tem poskusom smo potrdili,
da je izbrana bakterija primerna za to vrsto poskusa in da so rezultati za druge testirane

spojine sprejemljivi.

Inhibicija rasti Pseudomonas putida je bila vidna le v primeru klofibrinske kisline
(Preglednica 27) in akridina (Preglednica 28) Iz tega sklepamo, da klofibrinska kislina
inhibitorno vpliva na rast P. putida. Do preskoka rasti pride med koncentracijama 72,9 in
87,5 mg L' (Slika 3). Med tema vrednostma je tudi ECso, vendar ga ne moremo bolj
natan¢no dolociti, ker je preskok hipen in ne gradienten. Inhibicija s klofibrinsko kislino je
razumljiva, saj je njena topnost v destilirani vodi 514,8 mg L', medtem ko so druge
zdravilne uginkovine omejene s topnostjo 90 mg Lali manj. Akridin je v nasieni
raztopini inhibiral rast (Slika 4), vendar ne dovolj, da bi dolocili ECsy. Zato lahko samo

sklepamo, da je ECs vecji topnosti akridina v vodi.

Na osnovi rezultatov lahko zaklju¢imo, da od preiskovanih zdravilnih ucinkovin in
njihovih metabolitov samo klofibrinska kislina in deloma akridin vplivata na rast bakterije
Pseudomonas putida. To lahko razlozimo z dejstvom, da je rod Pseudomonas odporen in
trdoziv. Inhibicijo rasti smo poleg tega opazili le pri koncentracijah razreda mg L™, kar pa
v naravnem okolju redko dosezemo (Preglednici 1 in 2), zato zaklju¢ujemo, da je test s
Pseudomonas putida pregroba oz. premalo obcutljiva metoda za dolo¢anje ekotoksi¢nosti

izbranih spojin.

5.1.1.2 Pseudomonas putida rastni inhibicijski test na mikrotitrskih plo$¢ah

Pri poskusih rastnega inhibicijskega testa na mikrotitrskih plos€ah smo ovrgli

predpostavko, da bila metoda primerljiva z ISO 10712. Ze pri referen¢ni spojini 3,5-
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diklorofenolu rasti ni bilo, niti pri povisanih temperaturah (28 °C in 37 °C). Rast bakterije
je bila vidna samov gojis€u s hranilno juho (Slika 5). Tudi vrednosti ECsg (Slika 6) so se
razlikovale od vrednosti ECsy na minimalnem gojis¢u (Slika 2).V gojiscu s hranilno juho
so bili peleti vecji, kar je razumljivo, saj je imela bakterija za rast na voljo ve¢ hranil.
Primerjavo metode na mikrotitrski plos¢i in v steklenickah po ISO 10712 smo izvedli tudi
s klofibrinsko kislino (Slika 7). Izra¢un ECs, iz Preglednice 32 in Slike 8, je vecji od ECs
po ISO standardu izvedeni metodi (Slika 3). Glede na rezultate za referencno spojino 3,5-
diklorofenol in klofibrinsko kislino lahko zaklju¢imo, da metode ISO 10712 in
spektrofotometra ne moremo nadomestiti z mikrotitrskimi ploS¢icami in z uporabo

programa »Mycroplate analyser software«.

Pri preucevanju nadomestitve stresanja s prepihovanjem TR smo ugotovili, da
prepihovanje ni zadostovalo za rast P. putida, saj je bil rezultat negativen ne glede na
temperaturo inkubacije. 1z tega lahko zaklju¢imo, da je za rast P. putida na minimalnem
gojiscu potrebno stresanje, ki zagotovi enakomerno porazdelitev hranil. Mogoce pa je, da
je bila viabilnost uporabljenega bakterijskega seva zaradi veckratnega zamrzovanja in
odmrzovanja v »krio-ependorf« epruveti zmanj$ana. Za potrditev te hipoteze bi morali
poskus ponoviti na mikrotitrskih plos¢ah s stresanjem oz. bi morali uporabiti nov

bakterijski sev.

Zadnji sklop vkljucuje analizo vpliva delovanja indikatorja v testni raztopini in v raztopini
referencne spojine 3,5-diklorofenol s hranilno juho pri konstantnem stresanju vzorcnih
juho, vendar raztopine niso bile obarvane rdeCe, temvec¢ oranzno. Po inkubaciji smo
stresalnik ustavili in od¢itali rezultate. Med merjenjem absorbance (¢ez 15 min) so se vse
raztopine, kjer je bila vidna rast, obarvale rdece, testna raztopina z indikatorjem pa ni bila
obarvana. To je dokaz, da indikator TTC v razmerah stresanja v minimalnem gojiS§¢u ne
deluje, torej ISO 10712 testa z uporabo mikrotitrskih ploS¢ in z uporabo steklenick nista

primerljivi metodi.
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5.1.2 TEST SOS/UMU

5.1.2.1 Test brez metabolne aktivacije

Po protokolu SOS/umu testa so rezultati pozitivni, ¢e je aktivnost B-galaktozidaze (stolpec
B-gala) vzorcev poviSana vsaj dvakratno v primerjavi z aktivnostjo P-galaktozidaze v
kontrolnem poskusu. Preglednica v dodatku kaze, da pri nobenem vzorcu aktivnost [3-
galaktozidaze ni bila dvakrat poviSana. Po protokolu spojino dolo¢imo za genotoksi¢no, ¢e
dobimo ponovljive pozitivne rezultate, ki so odvisni od koncentracije spojine. Glede na
preglednico v dodatku in Sliko 9, ni nobena od testiranih spojin genotoksi¢na, saj
indukcijsko razmerje vzorcev ni bilo dvakrat vecje od indukcijskega razmerja kontrole.
Glede na to, da smo tudi pri pozitivni kontroli dobili negativne rezultate, smo o€itno

uporabili premajhne koncentracije 4-nitrokinolina.

5.1.2.2 Test z metabolno aktivacijo

Tudi pri testu z metabolno aktivacijo ni bila genotoksi¢na nobena spojina (Slika 10), glej
priloge. Rezultati so bili presenetljivi, saj smo pri¢akovali, da bo metoda z metabolno
aktivacijo vsaj delno pokazala genotoksic¢nost nekaterih spojin. Glede na podatke iz
literature smo pozitivne rezultate pricakovali pri akridinu, akridonu, klofibrinski kislini,
karbamazepinu in delno pri indolonu (Preglednica 8). V literaturi vecinoma ni podano
topilo, v katerem so testne spojine raztopili. Bleeker et al. (1999) navajajo, da so akridin in
akridon raztopili v meSanici acetona in vode, kar je gotovo povecalo njuno topnost v
mesanici, zato pozitiven rezultat ni presenetljiv (Preglednica 8). Cernosa (2005) je
zdravilne uc¢inkovine iz skupine NSAID raztopil v meSanici etanola in vode, vendar je bil

rezultat kljub temu negativen.

Pri na$i raziskavi smo, v izogib povecani topnosti izbranih spojin v vodi zaradi dodatka
organskih topil, topnost eksperimentalno dolocili s plinsko kromatografijo v povezavi z
masno spektrometricno detekcijo. Raztopine izbranih spojin, katerih koncentracije smo
dolo¢ili v te namene, so bile raztopljene zgolj v vodi. Ce bi za topilo uporabili organsko
topilo kot npr. DMSO, bi dodatek tega topila povecal topnost izbranih spojin v vodi, kar bi

lahko vplivalo na rezultate. Negativni rezultati za spojine NSAID, dobljeni v okviru tega
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diplomskega dela, so potrdili rezultate diplomske naloge Cerno$a Andreja (2005), &eprav

jih je raztapljal v meSanici etanola in vode.

5.1.3 TEST NA ZARODKIH RIB (ang. FISH EMBRYO TEST-FET)

Test na zarodkih rib smo zasnovali kot primerjalni pregled obmocja kvarnega delovanja pri
uporabi decimalnih razred¢in. Preverjali smo strupenost spojin, ob uposStevanju najvisje

topnosti v vodi.

Za potrditev delovanja sistema smo najprej po protokolu naredili test z referenc¢no spojino
3,4-dikloroanilinom (Slika 12). Na osnovi letalnih ucinkov spojin (Slike 13, 14, 15), smo
za vsako opazovano spojino narisali krivuljo odstotka smrtnosti glede na koncentracijo. Po
oblikah smo krivulje razdelili na 3 skupne: a, b in c. Predpostavili smo, da imajo nekatere

skupine zdravilnih u¢inkovin podobno dinamiko delovanja.
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Slika 16: Tri tipi¢ne oblike krivulj, ki opisujejo odstotk smrtnosti zarodkov Danio rerio v odvisnosti od

koncentracije. Krivulje posnemajo: (a) sigmoidno, (b) eksponentno in (c) linearno odvisnost.
SKUPINA a

Skupina oblike krivulj a posnema sigmoidno obliko krivulje. Po 48 urah opazovanja v to
skupino uvrs¢amo spojine A (diklofenak), B (ibuprofen), G (akridin) in H (akridon). Pri
akridonu je zanimivo to, da kljub nizki smrtnosti, ki jo povzroca (pod 30 %), kaze visoke
odstotke subletalnih in teratogenih u¢inkov. Spojini B in H sta Se posebno zanimivi, saj po
24 urah spremenita oblike krivulj (Sliki 13 in 15). Poudariti velja, da je B ibuprofen
sploSen analgetik, ki ima zelo Siroko uporabo. Ibuprofen in akridon sta torej zelo

pomembna v okolju zaradi moznega dolgotrajnega delovanja. Ker smo po 24 in 48 urah
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opazili tako hitre spremembe v smrtnosti (Sliki 13 in 15), subletalnih in teratogenih
ucinkih (Preglednica 33), bi bilo smiselno spremljati delovanje teh spojin tudi v daljSem

c¢asovnem obdobju.
SKUPINA b

Skupina oblike krivulj b ima eksponentno obliko krivulje. Kvarno delovanje v tej skupini
je bilo zagotovo omejeno s topnostjo teh spojin v vodi. Ce bi vse tri spojine imele vi§jo
topnost v vodi, bi povzrocali vecje letalne ucinke (posnemale bi krivuljo a), vendar test na
zarodkih rib ne bi bil ve¢ primeren. V skupino b smo uvrstili spojine C (indolon, metabolit
diklofenaka), E (ketoprofen) in I (klofibrinska kislina), Sliki 14 in 15. Te spojine zelo
razli¢no vplivajo na subletalne in teratogene ucinke (Preglednica 33). Klofibrinska kislina,
metabolit lipidnega regulatorja, ni povzrocala subletalnih in teratogenih ucinkov na
zarodkih. Nasprotna situacija je bila pri ketoprofenu, ki sicer ni povzrocil subletalnih
ucinkov, je pa povzrocil teratogene po 24 in 48 urah (Preglednica 33). Zarodki so zaostali
v razvoju, po 48 urah jih je polovica poginila, druga polovica pa je bila Se vedno zaostala v
razvoju. Ketoprofen je poleg ibuprofena splosno razSirjen analgetik, za katerega nismo

pri¢akovali tak$nih rezultatov.
SKUPINA ¢

Skupina oblike krivulje c¢ opisuje linearno odvisnost. Sem smo uvrstili spojine B
(ibuprofen) po 24 urah, D (karbamazepin), F (naproksen) in H (akridon) po 24 urah (Sliki
14 in 15). Pri nastetih spojinah opazimo majhen odstotek smrtnosti. Glede na rezultate
akutnega testa, sta naproksen in karbamazepin Se najmanj kvarno delovala za zarodke rib

(Slika 14 in Preglednica 33).

Zanimiva je tudi primerjava akridona in akridina. Akridon je metabolit akridina. Ce ju
primerjamo glede na rezultate smrtnosti pri zarodkih (Slika 15), je akridin v koncentraciji
nasi¢ene raztopine povzrocal 100 % smrtnost. Glede na tip krivulje spada v skupino a.
Akridon pa je povzro€il v koncentraciji nasicene raztopine le priblizno 30 % smrtnost
zarodkov. Ravno obratna sta subletalna in teratogena ucinka, ki jih akridin ni povzrocal,
medtem ko jih akridon je (Preglednica 33). Iz tega sklepamo da, ¢etudi gre za strukturno

podobni spojini, imata popolnoma razliéne ucinke.
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Zakljucimo lahko, da glede na obliko krivulje delovanja dolo¢ene zdravilne uc¢inkovine in
njenega metabolita, ni mogoce sklepati na dinamiko delovanja in na subletalne in
teratogene ucinke. Test FET je primeren ekotoksikoloski test, saj nam poleg letalnih
strupenih u¢inkov nudi indikacijo dolgodobnega delovanja testiranih spojin (subletalni in

teratogeni ucinki).
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5.2

SKLEPI

Od izbranih preucevanih zdravilnih ucinkovin in njihovih metabolitov (ibuprofen,
ketoprofen, naproksen, diklofenak, karbamazepin, indolon, akridin, akridon,
klofibrinska kislina) samo klofibrinska kislina in deloma akridin vplivata na rast

bakterije Pseudomonas putida.

Rastni inhibicijski test z bakterijo Pseudomonas putida je pregroba metoda za

doloc¢anje ekotoksi¢nosti izbranih spojin.

Pri inkubaciji mikrotitrskih ploS¢ brez uporabe stresalnika kisik in temperatura nista

omejujoca dejavnika za rast Pseudomonas putida na minimalnem gojiscu.

Pseudomonas putida rastni inhibicijski test in test na mikrotitrskih plo$¢ah nista

primerljivi metodi.
Indikator TTC pri stresanju v minimalnem gojis¢u s Pseudomonas putida ne deluje

Izbrane ucinkovine v obmocju vodotopnosti niso niti genotoksicne, niti

citotoksicne.

Glede na ucinke izbranih spojin na zarodke cebric Danio rerio lahko sklepamo, da

sta ibuprofen in akridon lahko nevarna zaradi svojega dolgotrajnega delovanja.

Oblika krivulje letalnih u€inkov na zarodkih rib v odvisnosti od koncentracije ni
vedno povezana z nacCinom delovanja teh zdravilnih ucinkovin in njihovih

metabolitov.

Oblika krivulje letalnih ucinkov na zarodkih rib v odvisnosti od koncentracije
testirane spojine ni neposredno povezana z subletalnimi in teratogenimi ucinki, ki

jih ta spojina povzroca.

Metaboliti zdravilnih u€inkovin kaZejo ve¢jo nevarnost dolgodobnega delovanja
kot izhodne spojine (npr. akridon, ki je metabolit akridina, povzro¢a subletalne in

teratogene ucinke).

82
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e Primerjava ucinkov akridina in akridona kaze, da ¢etudi gre za podobni spojini,

imata le-ti razlicne ucinke na testne organizme.

e Za nadaljne raziskave bi bilo zanimivo preveriti test na mikrotitrskih plos¢ah z

bakterijo Pseudomonas putida z novim sevom iz zbirke.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati za SOS/umu test, prvi in drugi poskus brez metabolne aktivacije na

bakteriji Salmonella typhimurium. Morebitno citotoksicnost o0z. genotoksicnost smo

preverjali pri razli¢nih koncentracijah testnih spojin ter pozitivne in negativne kontrole.

prvi poskus drugi poskus
spojina /
konc. (mgL") |BfG p-galak. genotoks. T test BfG [-galak. genotoks. T test
kontrola 1,00 0,15 1,00 1,000 | 1,00 0,16 1,00 1,000
ibuprofen 3391 1,00 0,12 0,85 0,563 | 0,98 0,15 0,95 0,584
3,39 0,90 0,14 0,98 0,654 | 1,00 0,15 0,96 0,737
0,339| 0,97 0,15 1,01 0,480 | 0,99 0,16 1,02 0,350
ketoprofen 92,5 0,98 0,15 1,03 0,435| 1,01 0,15 0,93 0,329
9,25| 1,03 0,15 1,05 0,318 | 1,00 0,16 0,97 0,969
0,925| 1,04 0,15 1,04 0,569 | 1,00 0,16 0,98 0,842
diklofenak 13,2 0,86 0,16 1,13 0,122 0,88 0,18 1,15 0,003
1,32 0,92 0,15 1,05 0,588 | 0,96 0,15 0,94 0,319
0,132 0,88 0,14 0,93 0,307 | 0,94 0,15 0,94 0,310
naproksen 13,6 0,86 0,13 0,91 0,198 | 0,95 0,16 1,00 0,780
1,36 0,87 0,13 0,92 0,305| 0,95 0,16 0,98 0,873
0,136| 0,83 0,14 0,94 0,506 | 0,97 0,16 0,97 0,786
karbamazepin 83,2 0,88 0,15 1,04 0,413 | 0,96 0,16 1,00 0,687
8,32 0,94 0,17 1,15 0,068 | 0,93 0,18 1,11 0,019
0,832| 0,88 0,17 1,19 0,032 | 0,84 0,19 1,20 0,001
klofibrinska 514,8| 0,87 0,16 1,07 0,497 | 0,97 0,17 1,07 0,291
kislina
51,48| 0,89 0,15 1,02 0,988 | 0,88 0,21 1,30 0,003
5,148 | 0,86 0,15 1,05 0,663 | 0,93 0,16 1,01 0,791
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Nadaljevanje Priloga A: Rezultati za SOS/umu test, prvi in drugi poskus brez metabolne
na bakteriji
genotoksi¢nost smo preverjali pri razli€nih koncentracijah testnih spojin ter pozitivne in
negativne kontrole.

aktivacije

Salmonella typhimurium. Morebitno

citotoksi¢nost

0zZ.

prvi poskus drugi poskus
spojina /
konc. (mgL") |BfG p-galak. genotoks. T test BfG B-galak. genotoks. T test
indolon 49| 096 0,14 096  0476| 0,92 0,16 1,01 0,805
0,49 0,87 0,16 1,11 0,252 0,97 0,14 0,89 0,128
0,049 | 091 0,16 1,12 0,167 | 0,97 0,17 1,03 0,910
akridin 56,1 0,89 0,18 1,27 0,003 | 0,90 0,21 1,32 0,001
5,61 0,96 0,17 1,15 0,164 0,90 0,19 1,20 0,055
0,561 | 0,99 0,16 1,09  0,519] 0,90 0,17 1,03 0,918
akridon 40| 097 0,17 1,15 0,146 | 091 0,18 1,13 0,260
0,40 1,03 0,17 1,20 0,054 091 0,17 1,05 0,896
0,040 | 1,00 0,16 1,12 0,377 0,89 0,15 0,91 0,141
4-nitrokinolin 0,05| 1,14 0,21 1,45 0,000
0,1| 1,00 0,22 1,54 0,000| 0,97 0,19 1,21 0,053
0,2 0,95 0,24 1,49 0,000
0,3 0,94 0,25 1,54 0,001
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Priloga B: Rezultati za SOS/umu test, prvi, drugi in tretji poskus z metabolno aktivacijo na

bakteriji Salmonella typhimurium. Morebitno citotoksicnost o0z. genotoksicnost smo

preverjali pri razliénih koncentracijah testnih spojin ter pozitivne in dveh negativnih

kontrol.
prvi poskus drugi poskus tretji poskus
(mg - Bf p- Bf -

spojina / konc. L") BfG galak. genotoks. Ttest |G galak.  genotoks. Ttest | G galak.  genotoks. T test
kontrola 1,00 0,09 1,00 1,000 | 1,00 0,12 1,00 1,000 | 1,00 0,10 1,00 1,000
ibuprofen 339 | 1,01 0,06 0,70 0,501 | 1,06 0,10 0,82 0,348 | 1,00 0,10 1,01 0,948
3,39 098 0,06 0,70 0,633 | 0,98 0,12 1,00 0,590 | 1,04 0,11 1,04 0,784
0,339 | 1,00 0,11 1,24 0,124 | 1,01 0,12 1,07 0,367 | 1,02 0,10 0,97 0,765
ketoprofen 92,51 0,97 0,08 0,90 0,969 | 0,97 0,12 1,00 0,825 1,00 0,11 1,03 0,832
9,25 0,96 0,11 1,20 0,207 | 1,03 0,10 0,87 0,365 1,01 0,11 1,05 0,701
0,925| 0,99 0,12 1,35 0,115 0,98 0,13 1,10 0,229 | 0,99 0,14 1,36 0,030
diklofenak 132 0,93 0,12 1,36 0,146 | 0,99 0,11 0,94 0,724 0,98 0,12 1,16 0,520
1,32 0,98 0,07 0,76 0,200 | 0,96 0,13 1,10 0,219 1,10 0,08 0,83 0,087
0,132 1,00 0,09 0,98 0,836 | 1,02 0,10 0,86 0,268 | 1,00 0,11 1,08 0,840
naproksen 13,6 0,99 0,09 1,04 0,934 0,96 0,13 1,12 0,189 | 1,07 0,09 0,87 0,179
1,36 | 091 0,12 1,40 0,122 | 1,04 0,09 0,79 0,077 | 1,04 0,08 0,80 0,094
0,136 | 0,98 0,11 1,20 0,530 | 0,94 0,14 1,18 0,065 | 1,01 0,11 1,02 0,948
karbamazepin 83,2 1,01 0,09 0,98 0,692 0,97 0,13 1,12 0,216 | 1,02 0,11 1,05 0,810
832 | 1,00 0,08 0,87 0,381 0,94 0,13 1,11 0,287 1,01 0,13 1,23 0,105
0,832 0,98 0,07 0,76 0,187 | 0,91 0,15 1,30 0,010 | 1,03 0,11 1,06 0,836

klofibrinska 514,8
kislina 1,01 0,08 0,86 0,414 1,00 0,12 1,00 0,863 | 1,08 0,08 0,84 0,133
51,48 | 0,99 0,06 0,74 0,194 | 1,03 0,10 0,89 0,249 | 0,99 0,11 1,08 0,638
5,148 | 0,98 0,07 0,77 0,267 | 0,98 0,13 1,10 0,435 1,02 0,10 0,99 0,768
indolon 491 097 0,08 0,90 0,675 0,92 0,15 1,29 0,019 0,99 0,11 1,07 0,696
0,49 | 098 0,09 1,05 0,732| 0,97 0,12 1,06 0,763 | 1,00 0,13 1,22 0,117
0,049 | 098 0,10 1,18 0,361 0,97 0,13 1,12 0,446 | 0,99 0,11 1,11 0,539
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Nadaljevanje Priloga B: Rezultati za SOS/umu test, prvi, drugi in tretji poskus z metabolno
aktivacijo na bakteriji Salmonella typhimurium. Morebitno citotoksi¢nost o0z.
genotoksi¢nost smo preverjali pri razlicnih koncentracijah testnih spojin ter pozitivne in

dveh negativnih kontrol.

prvi poskus drugi poskus tretji poskus

(mg - Bf  B- Bf  B-
spojina / konc. L") BfG galak. genotoks. Ttest |G galak.  genotoks. Ttest |G galak.  genotoks. T test

akridin 56,1 | 0,96 0,08 0,92 0,682 0,98 0,13 1,11 0,489 | 0,97 0,12 1,21 0,147
5,61 099 0,10 1,11 0,536 | 1,03 0,11 0,96 0,562 | 1,00 0,11 1,10 0,670
0,561 | 097 0,09 1,03 0,860 | 1,02 0,12 1,07 0,754 | 1,06 0,11 1,05 0,996
akridon 4,01( 097 0,14 1,58 0,007 | 0,99 0,13 1,12 0,441 | 1,08 0,10 0,95 0,413
0,40 | 0,98 0,10 1,11 0,677 | 1,00 0,12 1,01 0,790 | 1,05 0,13 1,23 0,124
0,040 | 1,00 0,10 1,11 0,716 | 1,03 0,12 1,04 0,957 | 1,01 0,12 1,14 0,439
benz(a)piren 1 1,00 0,16 1,37 0,011 1,05 0,14 1,35 0,016
10 0,91 0,20 1,71 0,000 | 0,99 0,21 2,15 0,000

4-nitrokinolin 0,110,995 0,129 1,4617 0,046

0,2 0,995 0,093 1,0596 0,281

0,3 | 0,979 0,1 1,1323 0,628




