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Protirakava zdravila se uporabljajo za zdravljenje raka in lahko prizadenejo tudi
druge rastoge celice. Ceprav so njihove koncentracije v vodnih sistemih nizke, v
obmoc¢ju ng/L-ug/L, lahko izpostavljenost vsakega zivega organizma predstavlja
okoljsko tveganje, saj je njihov dotok stalen in brez specificne kontrole. Tveganja
zaradi njihovega mehanizma delovanja ni enostavno predvideti, Se posebej v
primeru meSanic. Po navodilih smernice OECD TG 201 (2011) smo izvedli test
inhibicije rasti primarnega producenta - cianobakterije Synechococcus
leopoliensis. Testirali smo meSanico treh protirakavih zdravil 5-FU+IM+ET pri
petih efektivnih koncentracijah (ECx). U¢inek meSanice je bil vecji (ECy, ECsp)
ali enak (ECs, ECj9, ECgp) ucinku posameznega protirakavega zdravila in pri
celotnem razponu ECx ve¢ji od ucinka binarne mesSanice 5-FU+IM. Etopozid
(ET) je kljub temu, da je za S. leopoliensis netoksi¢en (do 350 mg/L) ocitno
okrepil celokupno toksi¢nost mesSanice. Toksi¢nost meSanice je pravilneje
napovedal model seStevka koncentracij (CA) kot model neodvisnega delovanja
(IA). Primerjava toksiCnosti je razkrila, da je cianobakterija za meSanico manj
obcutljiva kot zelena mikroalga Pseudokirchneriella subcapitata. V S$tudiji
stabilnosti protirakavih zdravil smo odkrili izobari¢no spojino ET, kar nakazuje
na moznost biotskega razpada/transformacije tega protirakavega zdravila med
testom.
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Anticancer drugs are used to fight cancer and can also affect other growing cells.
Although the concentrations of these drugs in aquatic systems are very low, in the
range of ng/L-pug/L, the exposure of each living organism may be of
environmental risk as its introduction is continuous and without any specific
control. Due to their mechanism of action the risk posed by these compounds is
not easily predictable especially in a way of mixtures. According to OECD TG
201 (2011) guidelines we performed growth inhibition test with primary producer
cyanobacteria Synechococcus leopoliensis. We tested the mixture of three
anticancer drugs 5-FU+IM+ET at five ECx The mixture effect was greater (ECyy,
ECsp) than or equal (ECs, EC;, ECq) to the effect of individual drug exposure
and greater than binary mixture 5-FU+IM over the entire range ECx. Etoposide
(ET), despite its no toxicity for S. leopoliensis (up to 351 mg/L), apparently
enhanced the overall mixture toxicity. The mixture toxicity was more accurately
predicted by concentration addition model (CA) than the independent action
model (IA). Comparing mixture toxicity, S. leopoliensis is less sensitive than
green microalga Pseudokirchneriella subcapitata. Stability studies have revealed
the presence of isobaric compound of ET, which indicates possible biotic
degradation/transformation of this anticancer drug during the test.
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intervalom zaupanja) izbrane meSanice protirakavih zdravil z napovednim modelom IA
(model neodvisnega delovanja, angl. Independent Action) in binarno mesanico (Brezovsek
TS0, 20T4) ettt ettt ettt b ettt 38

Slika 12: PovrSina celic (mikrostruktura) cianobakterije S. leopoliensis posneta z vrsticnim
elektronskim mikroskopom (SEM) po 72 h inkubacije. A: kontrolna kultura; B: meSanica
protirakavih zdravil EC,y. Merilo na dnu vsake slike predstavlja 1 pm .......cccceeveveeenenn. 41
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SLOVARCEK

posebna cianobakterijska celica z odebeljeno celicno steno in zrnato
citoplazmo (visoka vsebnost glikogena in cianoficina), ki nastane s

podaljSanjem vegetativne celice

visoko molekularno reguliran in kontroliran proces, ki preko
morfoloskih sprememb (kréenje celice, pojav izrastkov, razgradnja
jedra in mitohondrijev, fragmentacija DNA) vodi v smrt celice in ima

veliko vlogo pri odstranjevanju poskodovanih celic

razgradnja organske snovi v manj kompleksno snov, CO, in H,0O z

mikroorganizmi, ki energijo porabijo za izgradnjo biomase

metabolna modifikacija strukture molekule, pri ¢emer se spremeni

lastnost izhodne snovi

dejavnik, ki povzro¢i nekrozo (zaustavitev metabolizma, izguba
membranske integritete in hitra celi¢na liza) ali programirano celicno

smrt (apoptozo)
kemikalija, ki povzro¢i poSkodbe DNA
vsaka snov, ki izzove nastanek raka

nenormalne oblike kromosomov, zaradi izgube dela kromosoma
(delecije), podvojitev (duplikacije), translokacij, inverzij in drugih

sprememb
fizikalni ali kemijski dejavnik, ki poveca frekvenco mutacij

snov, ki zmoti razvoj zarodka in povzroci okvare ploda
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1 UVOD

Farmacevtike so v vodnem okolju prvi¢ odkrili v 70-ih letih 20. stoletja (Hignite in
Aznaroff, 1977). Zasnovani so z namenom doseganja specifi¢énih bioloskih vplivov na
ciljnih tkivih in organih. Za mnoge so dokazali ali pa obstaja vsaj sum o njihovih
Skodljivih uc¢inkih na vodne organizme in zdravje ljudi celo pri nizkih okoljskih
koncentracijah (Fent in sod., 2006; Khetan in Collins, 2007; Johnson in sod., 2008). V
humani in veterinarski medicini se uporablja Stevilne farmacevtike, zato se le-ti v okolju
nahajajo v veckomponentnih mesanicah (Kolpin in sod., 2002; Moldovan, 2006; Gomez in
sod., 2007; Kasprzyk-Hordern in sod., 2008; Loos in sod., 2009; Vulliet in Cren-Olive,
2011). Kortenkamp in sod. (2009) so porocali, da je ekotoksi¢nost takih kemijskih meSanic
ponavadi vec¢ja od toksicnosti posamezne u¢inkovine. Prisotnost farmacevtikov so dokazali
v iztokih Cistilnih naprav, povrsinskih in pitnih vodah, vendar je o njihovi usodi in u¢inkih
malo znanega (Kiimmerer in sod., 2000). V preteklosti so preucevali predvsem antibiotike
in hormone, medtem ko so druge potencialno bolj toksicne snovi, kot so protirakava
zdravila, ostala manj raziskana (Zounkova in sod., 2007). Te molekule bi v preteklosti
zagotovo zasluzile ve¢ pozornosti, vendar zaradi pomanjkanja analitskih metod (tudi
multirezidualnih), s katerimi b1 lahko zaznali njihove nizke koncentracije (ng/L), to ni bilo

mogoce (Kosjek in Heath, 2011).

Poraba protirakavih zdravil je v primerjavi z ostalimi razredi farmacevtikov manjSa, vendar
naras€a, s tem posledi¢no naraSca tudi verjetnost njihovega pojavljanja v okolju (Yin in
sod., 2010; Besse in sod., 2012). Spadajo med najbolj nevarna onesnaZzila vodnega cikla
(Seira in sod., 2013), o ¢emer pri¢ajo njihovi Skodljivi u¢inki na netar¢nih organizmih -
citotoksi¢ni, genotoksi¢ni, mutagni, karcinogni in teratogeni (Kiimmerer in sod., 2000).
Vodni organizmi so Se posebej izpostavljeni, saj so zaradi stalnega vnosa farmacevtikov v
vodno okolje le-tem izpostavljeni daljSe obdobje ali celoten Zivljenjski cikel. Podatkov o
posledicah kroni¢ne izpostavljenosti primanjkuje. Podatki o akutni toksi¢nosti pa niso
primerni za natan¢no naslavljanje vplivov dolgoro¢ne izpostavljenosti in posledi¢no ocene
nevarnosti in tveganja. V ta namen se izvajajo testi kroni¢ne izpostavljenosti, kjer je
mogoce oceniti toksi¢ne ucinke na vec¢ generacijah (Fent in sod., 2006). Organizmi so v
okolju hkrati izpostavljeni ve¢ razlicnim kemijskim onesnazilom. Ocenjevanje tveganja na

podlagi ekotoksikoloSkih podatkov ene same snovi zato ne odseva resnicnega stanja v
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naravi, kar lahko privede do napacne predpostavke o odsotnosti tveganja (Silva in sod.,
2002; Sumpter in sod., 2006; Pomati in sod., 2008; Magnusson in sod., 2010; Hagenbuch
in Pinckney, 2012). Poleg tega se protirakava zdravila zaradi doseganja boljsih
terapevtskih ucinkov pogosto uporabljajo v kombinacijah, kot npr. kombinirane
kemoterapevtske sheme (Ocvirk, 2009). V magistrski nalogi smo zato preucevali vpliv
mesanice treh izbranih protirakavih zdravil na ubikvitarnega predstavnika fitoplanktonskih

organizmov, ki predstavljajo temelj celotne vodne prehranjevale verige.

1. NAMEN DELA

Namen nase naloge je bil pridobiti eksperimentalne podatke o toksi¢nosti meSanice treh
izbranih protirakavih zdravil, 5-fluorouracila (5-FU), etopozida (ET) in imatinib mezilata
(IM). Vpliv meSanice smo testirali na fitoplanktonski cianobakteriji Synechococcus

leopoliensis in eksperimentalne podatke primerjali z osnovnimi napovednimi izracuni.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e fitoplanktonska cianobakterija S. leopoliensis je na protirakava zdravila manj

obcutljiva kot evkariontske fitoplanktonske vrste (alge)

e izbrana meSanica protirakavih zdravil v primerjavi s posameznim zdravilom bolj

zavira rast cianobakterije S. leopoliensis (aditiven ali sinergisticni ucinek)
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLASIFIKACIJA IN MEHANIZEM DELOVANJA PROTIRAKAVIH ZDRAVIL

Protirakava zdravila se uporabljajo za sistemsko zdravljenje raka - bolezni, za katero je
znacCilna nenadzorovana celi¢na delitev in Siritev nenormalnih celi¢nih oblik po telesu.
Kemoterapija je poleg kirurSkega odstranjevanja in obsevanja ena izmed treh najbolj
pogostih pristopov zdravljenja raka (Kovalova, 2009). Anatomsko-terapevtska klasifikacija
(ATC angl. Anatomical Therapeutic Classification) protirakava zdravila glede na
terapevtske in kemijske lastnosti razvr§¢a v razred L — Zdravila z delovanjem na
novotvorbe in imunomodulatorje. Protirakava zdravila 5-FU, IM in ET se nahajajo v
podrazredu LO1 (Zdravila z delovanjem na novotvorbe), ki se nadalje razdeli v pet skupin:
LO1A alkilanti; LO1B antimetaboliti; LOIC rastlinski alkaloidi in druge naravne
ucinkovine; LO1D citotoksi¢ni antibiotiki in sorodne u¢inkovine ter LO1X druga zdravila z
delovanjem na novotvorbe (JAZMP, 2015). V Preglednici 1 je podana klasifikacija

protirakavih zdravil uporabljenih v nasi Studiji.

Preglednica 1: Klasifikacija 5-fluorouracila (5-FU), etopozida (ET) in imatinib mezilata (IM) po Anatomsko-
terapevtski klasifikaciji (ATC) (JAZMP, 2015)

5-FU ET M
LOIB LOIC LO1X
Skupina . . Rastlinski alkaloidi in druge Druga zdravila z delovanjem
Antimetaboliti o .
naravne uc¢inkovine na novotvorbe
Podskupina LOlBC. LO1CB LOIXE
Analogi

pirimidinskih baz Derivati podofilotoksina Zaviralci protein kinaz
Protirakava zdravila in njihovi metaboliti so kemijsko zelo reaktivni in imajo Sirok spekter
delovanja (citotoksicen, citostati¢en in delujo¢ na hormone). Citotoksiki in citostatiki se v
mehanizmu delovanja moc¢no razlikujejo. Citotoksiki vplivajo na deoksiribonukleinsko
kislino (DNA), kar povzroca presnovne in morfoloske spremembe, ki preko razli¢nih
mehanizmov (Preglednica 2) vodijo v smrt celice. Citostatiki za razliko od citotoksikov ne
vplivajo na DNA. Proliferacijo tumorskih celic zmanjSajo neposredno z blokiranjem
rastnih faktorjev ali posredno s prerazporeditvijo imunskih celic (makrofagov in

monocitov), kar vodi v smrt tumorskih celic (Besse in sod., 2012).
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Preglednica 2: Mehanizem delovanja citotoksic¢nih in citostaticnih protirakavih zdravil (povzeto po Besse in
sod., 2012)

Citotoksiki Mehanizem
Antimetaboliti (5-FU) Blokirajo encime in motijo sintezo DNA
Zaviralci topoizomeraze (ET) Blokirajo religacijo prekinjene DNA
Zaviralci mitoze Zavirajo nastanek delitvenega vretena in razhajanje kromosomov
Citotoksicni antibiotiki Motijo sintezo in funkcijo DNA
Interkalanti Lomijo enoverizno DNA
Alkilanti Zavirajo prepisovanje DNA
Platinove spojine Zavirajo podvojevanje DNA
Citostatiki Mehanizem

Zavirajo delovanja protein kinaz, ki uravnavajo §tevilne bioloske

Inhibitorji protein kinaz (IM) procese (rast, migracija, prezivetje celic,...)

Monoklonska protitelesa Blokirajo zunajceli¢ne receptorje

Protirakava zdravila niso specificna le za rakave celice, kar je povezano s Stevilnimi
stranskimi ucinki in poveCanim tveganjem za zdravje (Kiffmeyer in sod., 1998). Zaradi
njihovega mehanizma delovanja, imajo protirakava zdravila lahko Skodljive ucinke na
vodne organizme in zdravje ¢loveka (Kiimmerer in sod., 2000; Johnson in sod., 2008;
Besse in sod., 2012). Mednarodna Agencija za raziskovanje raka (IARC angl. International
Agency for Research on Cancer) snovi glede na karcinogeni potencial za ljudi deli v §tiri
skupine: skupinal (karcinogeni); skupina 2A (verjetno karcinogeni); skupina 2B (mogoce
karcinogeni); skupina 3 (nerazvrS¢ene snovi - ni dovolj dokazov o njihovi (ne-)
karcinogenosti); in skupina 4 (verjetno nekarcinogeni). ET je uvrS€en v skupino 1 in 5-FU
v skupino 3 (IARC, 2015). IM poleg Se najmanj dvajsetih protirakavih zdravil ni razvr§¢en
v nobeno skupino, kar povecuje zdravstveno tveganje za ljudi, ki vsakodnevno rokujejo z
njimi (Kopjar in sod., 2010). Delovna mesta take vrste so po zadnji smernici, kljub
izbolj$ani varnostni politiki, ¢ vedno naslovljena kot §kodljiva (NIOSH, 2004). Stevilne
publikacije namre¢ dokazujejo prisotnost ostankov protirakavih zdravil na delovnih
povrsinah po Ze kon€anih postopkih ¢is¢enja (Schmaus in sod., 2002; Touzin in sod., 2009;
Sottani in sod., 2010). Posledi¢no ne preseneca, da imajo poklicno izpostavljeni delavci
povisan raven strukturnih kromosomskih aberacij in s tem povecano tveganje za razvoj

raka (Smerhovsky in sod., 2001; Bouraoui in sod., 2011).
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2.1.1 5-Fluorouracil

5-FU je strukturni analog uracila in spada v skupino antimetabolitov, ki so bili razviti v 50-
ih letih prejSnjega stoletja na podlagi spoznanja, da celice hepatocelularnega karcinoma
uracil porabljajo hitreje kot celice normalnih tkiv (Rutman in sod., 1954). Uporablja se
peroralno ali parenteralno zlasti za zdravljenje raka debelega ¢revesa in trebusne slinavke,
ucinkovit pa je tudi pri raku dojke, jeter in nekaterih tumorjev v podroc¢ju glave (Obreza,
2009). Klini¢no uporabnost omejujejo Stevilni stranski ucinki: gastrointestinalna
toksicnost, motnje v delovanju kostnega mozga in hematoloske tezave (He in sod., 2003).
Poleg tega ima zdravljenje Se druge pomanjkljivosti: kratek bioloski razpolovni ¢as (10-20
min v krvni plazmi) ter visoko (80 %) stopnjo presnove v jetrih z encimom
dihidropirimidin dehidrogenaza. Za vzdrzevanje terapevtskih serumskih koncentracij je

zato potrebno zdravljenje z visokimi in neprestanimi odmerki (Arias in sod., 2008).

V celici osrednji mehanizem aktivacije 5-FU predstavlja nastanek fluorouridin
monofosfata (FUMP), ki se v ve¢ encimsko kataliziranih stopnjah pretvori v tri aktivne
metabolite: fluorouridin trifosfat (FUTP), fluorodeoksiuridin monofosfat (FAUMP) in
fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) (Longley in sod., 2003). Ceprav se aktivni metaboliti
v znatnih koli¢inah vgrajujejo v DNA (FAUTP) in ribonukleinsko kislino (FUMP), ter tako
povzrocijo njuno posSkodbo, glavni antitumorski ucinek 5-FU predstavlja zaviranje
delovanja encima timidilat sintaze (TS) (Slika 1) (Noordhuis in sod., 2004). TS zagotavlja
edini znotrajceli¢ni de novo vir deoksitimidin trifosfata (dTTP), ki se uporablja izklju¢no
za biosintezo in popravilo DNA. FAUMP s TS tvori ¢asovno odvisen nastanek stabilnega
trojnega kovalentnega kompleksa, nato se reakcija ustavi, saj fluorov atom ne disocira iz
pirimidinovega obrofa (mo¢no elektronegativen), kar se odraza v pocasni reverzibilni
inaktivaciji encima (Santi in sod., 1987). Ena izmed predlaganih teorij, ki naj bi v takih
okolis¢inah prispevale k izgubi viabilnsti je, da DNA polimeraza, zaradi nezmoznosti
razlikovanja, namesto dTTP v DNA vstavi deoksiuridin trifosfat (dUTP). Ta se izreze s
pomocjo uracil-DNA glikozilaze, ki s tem za seboj pus€a apirimidinsko mesto. Ob
nadaljnjem pomanjkanju dTTP in ponavljajocih se ciklih izrezovanja ter vstavljanja to vodi
v usodni prelom vijatnice DNA (Aherne in Brown, 1999). Pomanjkanje dTTP preko
povratnih mehanizmov povzro¢a motnje v ravneh Se drugih deoksinukleotid trifosfatov

(ANTP) in posledi¢no poskodbe DNA (Curtin in sod., 1991; Canman in sod., 1994). To
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sprozi s tumor supresorskim proteinom p53 posredovano popravilo DNA, zaustavitev faze

GI celi¢nega cikla in apoptozo (O'Connor, 1987; Zambetti in Levine, 1993).

podvojevanje in
: -_" = | popravilo DNA

DNA

‘nera\movesje dNTP ‘ > poékodbe<

‘ povecan dUTP ‘ T »

=

Slika 1: Zaviranje delovanja timidilat sintaze (TS) s S-fluorouracilom (5-FU). TS katalizira s 5,10-
metilentetrahidrofolatom (CH,TH) posredovano reduktivno metilacijo deoksiuridin monofosfata (dAUMP) do
deoksitimidin monofosfata (dTMP). Fluorodeoksiuridin monofosfat (FAUMP) z vezavo na TS tvori stabilen
trojni kompleks in tako onemogoc¢i vezavo dUMP in s tem zavira sintezo dTMP. Posledica tega je
neravnovesje v ravneh deoksinukleotidov (dNTP) in kopicenje zalog deoksiuridin trifosfata (dUTP), kar
povzroca poskodbe DNA. Raven poskodb je odvisen od koli¢ine pirofosfataze (dUTPase) in uracil-DNA
glikozilaze (UDG). dTMP se lahko obnovi iz timidina s pomocjo timidin kinaze (TK), kar ublazi posledice
nedelovanja TS - eden izmed mozZnih mehanizmov odpornosti proti 5-FU (prirejeno po Longley in sod.,
2003)

2.1.2 Etopozid

ET (VP-16) je polsintezni derivat podofilotoksina, ki ga proizvaja severnoameriska rastlina
Podophyllum peltatum. Prvi¢ je bil sintetiziran leta 1966. Zvezna agencija za hrano in
zdravila (FDA angl. Food and Drug Administration) je njegovo uporabo odobrila leta
1983. UZiva se ga intravenozno in oralno. V vodi je slabo topen. Glavni mehanizem
protitumornega delovanja je inhibicija DNA topoizomeraze II (topo II). V manjsi meri
zavira tudi mitozo z delovanjem na citoskelet. Delovanje je najbolj izrazeno v S in na
zacetku G, celi¢nega cikla. Uporablja se za zdravljenje drobnoceli¢nega karcinoma plju¢ in
raka na testisih v kombinaciji z drugimi u¢inkovinami. U¢inkovitost se kaze tudi pri
nekaterih limfomih. Za ET je znacilno teratogeno delovanje, zato je uporaba v nosecnosti

odsvetovana (Obreza, 2009).

Topo II je esencialni jedrni encim vseh evkariontskih organizmov, ki v DNA uvaja dvojne

prelome in s pomocjo konformacijske spremembe pod vplivom ATP potegne intaktni
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dvojni heliks skozi razpoko ter tako kontrolira topologijo DNA (Champoux, 2001). Vsak
protomer encima ima v aktivnem mestu tirozinski ostanek, ki cepi eno verigo DNA
vijaCnice. Pri tem nastanejo enoverizni Strle¢i fosforilirani 5' konci, na katere je encim
kovalentno vezan, s Cimer se ohranja integriteta DNA (Sander in Hsieh, 1983). ET
stabilizira topo II-DNA cepitveni kompleks in prepreci ligacijo cepljenih mest (Slika 2)
(molekularni mehanizem je nepoznan). Topo II tako postane fizioloski toksin, ki povzroci
kopicenje prelomov genoma. Smrt celice tako ne povzroci z blokiranjem kataliticne
aktivnosti encima, ampak s povecanjem koncentracije cepitvenega kompleksa (Burden in
Osheroff, 1998). Toksi¢nost ET se Se poveca, ko aktivnost polimeraze in helikaze zmoti
cepitveni kompleks. Cepljeni deli niso ve¢ povezani z encimom, zato postanejo trajni in
izpostavljeni rekombinacij in mutagenezi (Burden in Osheroff, 1998). Ko Stevilo prelomov
prevec obremeni celico, pride do aktivacije apoptoti¢nih signalnih poti, ki vodijo v celi¢no
smrt (Solary in sod., 1994). Pomembni mediatorji tega so kontrolni proteini celi¢nega cikla
(p53, c-Myc, BAFF) (Tao in sod., 2003) in aktivnost kaspaz (poSkodba mitohondrijev,
jedrni kolaps) (Robertson in sod., 2002). Najresnejsi zaplet uporabe ET je razvoj akutne

mieloi¢ne levkemije (Pui, 1991).

Slika 2: Model delovanja etopozida (ET) na ¢lovesko topoizomerazo Ila. Za nastanek dvojnih prelomov je
potrebna vezava ET (rdeCa Crta) na obeh mestih cepitvenega kompleksa (spodaj). Vezava na eno ali drugo
mesto cepitvenega kompleksa (¢rna puscica) je med seboj neodvisna in stabilizira le prekinitev ene verige
(levo, desno). To nakazuje na malo ali ni¢ molekularne komunikacije med obema aktivnima mestoma topo II
(zelena kroga) (prirejeno po Bromberg in sod., 2003)
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2.1.3 Imatinib mezilat

IM (STI-571) danes velja za paradigmo tarénega zdravljenja rakavih obolenj. Uziva se ga
oralno in je racionalno zasnovan, da selektivno zavira dolocCene tirozin kinaze (receptorske
in nereceptorske), ki so vpletene pri onkogenezi. Ti encimi kontrolirajo aktivacijo
signalnih poti, ki uravnavajo klju¢ne celi¢ne procese, kot so rast, diferenciacija in

apoptoza, ter so pri Stevilnih rakih prekomerno izrazene (Savage in Antman, 2002).

Prvi dokaz o specifi¢ni genetski spremembi, ki pogojuje razvoju raka, sta leta 1960 podala
Peter Nowell in David Hungerford, ko sta pri pacientih s kroni¢no mieloi¢no levkemijo
(KML) odkrila znacilen kariotip - prisotnost skrajSanega kromosoma 22, ki sta ga
poimenovala kromosom Philadelphia (Ph) (Nowell in Hungerford, 1960). Ta nastane
zaradi reciprone kromosomske translokacije med dolgima krakoma kromosoma 9 in 22,
t(9:22)(q34;q11) (Rowley, 1973). Nastali onkogen BCR-ABL nosi zapis za 210 kDa velik
protein (> 90 % Ph+ pacientov s KLM in 30-35 % pacientov z akutno limfoblastno
levkemijo) s konstitutivno in spremenjeno ABL tirozin kinazno aktivnostjo, ki je vzrok
razvoja KML (Deininger in sod., 2000; Kantarjian in sod., 2006). Fuzijski protein BCR-
ABL povzroc¢i aktivacijo ve¢ (»downstream«) signalnih poti, kar vodi v transformacijo
hematopoetskih stem celic — spremenjena celi¢na adhezija, aktivacija mitogenih signalov

in inhibicija apoptoze (Sawyers, 1997).

IM je 2-fenilaminopirimidin ATP kompetitivni inhibitor, ki z vezavo v kinazni Zep
neaktivne konformacije ABL prepreci vezavo ATP in prehod v konformacijsko aktivno
obliko encima (Slika 3) (Savage in Antman, 2002). Proliferacijo tumorskih celic
preprecuje brez sprozitve apoptoze, rast zdravih celic pa ovira minimalno (Holtz in sod.,
2002). Njegovo delovanje ni popolnoma selektivno, saj zavira tudi avtofosforilacijo in tok
signalnih dogodkov receptorskih tirozinskih kinaz tipa III: c-Kit, PDGFR-a in PDGFR-3
(Buchdunger in sod., 2000). IM se zato uporablja tudi za zdravljenje gastrointestinalni
stromalnih tumorjev, za katere je znacilen aktiviran in pogosto mutiran protoonkogen c-Kkit
(receptor za rastni faktor mati¢nih celic) (Rubin in sod., 2001), ter gliomov,
mieloproliferativnih motenj, melanomov, karcinomov in sarkomov, ki so posledica
prekomerno izrazenega PDGFR (receptor za rastni faktor trombocitov) (Savage in

Antman, 2002).
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N P = fosfat N
Y = tirozin
» BCR-ABL ATP = adenozintrifosfat N

IM = imatinib mezilat BCR-ABL
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Slika 3: Mehanizem delovanja imatinib mezilata (IM). Onkroprotein BCR-ABL (levo) z vezano molekulo
adenozintrifosfata (ATP) v kinaznem zepu. IM z vezavo v kinazni zep (desno) prepre¢i vezavo ATP in
nadaljno fosforilacijo tirozinskega ostanka substrata in efektorske molekule (prirejeno po Goldman in Melo,
2001)

Uporabo IM je FDA odobrila 10. maja 2001 - manj kot tri leta po zacetku klini¢nih

preizkusanj. Opisani nezeleni ucinki so bili namrec blagi (blaga slabost, bruhanje, edem in

vt w

2.2 PORABA IN IZVOR PROTIRAKAVIH ZDRAVIL TER NJIHOVA USODA V
OKOLJU

V razvitih drzavah sveta se v kemoterapiji uporablja ve¢ kot 50 razli¢nih protirakavih
zdravil (Johnson in sod., 2008). Njihova poraba je v primerjavi z drugimi razredi
farmacevtikov nizka (Kovalova, 2009), vendar naras¢a. V Sloveniji se je inciden¢na
stopnja raka od leta 1950 pri moSkih zvecala za 589 % in pri Zenskah za 346 % (Rak v
Sloveniji 2011, 2015). Potrebno je upostevati, da se protirakava zdravila uporabljajo ne
samo pri kemoterapiji, temve¢ tudi pri zdravljenju drugih bolezni (npr. revmatizem).
Opazen je tudi trend njihove povecane uporabe pri zdravljenju hiSnih zivali, kot so macke
in psi (Toolaram in sod., 2014). Poraba IM je v Franciji od leta 2004 do 2008 narastla za
50 % (Besse in sod., 2012), v Nemciji pa za 478 % od leta 2002 do 2009 (Bergmann in
sod., 2011). Nasprotno je upadla poraba rastlinskih alkaloidov, kamor spada ET, vendar je
vzorec porabe odvisen od lokalnih kemoterapevtskih protokolov (Besse in sod., 2012).
Kljub visoki porabi, usoda in prisotnost IM v okolju ostaja neznanka (Negreira in sod.,

2013). Nedavno so Lin in sod. (2014) prvi¢ (po nasSem znanju) potrdili prisotnosti 5-FU v
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povrsinskih vodah (re¢na voda v Tajvanu; 5-160 ng/L). Najvisje koncentracije protirakavih
zdravil, ve¢ pg/L, se nahajajo v bolnisni¢nih odpadnih vodah: 5-FU (124 pg/L) (Mahnik in
sod., 2007), karboplatin (100 pg/L) (Lenz in sod., 2007) in ifosfamid (86 pug/L) (Gomez-
Canela in sod., 2014). V komunalnih odpadnih vodah se koncentracije gibljejo med ng/L in
pg/L. V Preglednici 3 so podane izmerjene (MEC angl. Measured Environmental
Concentrations) in predvidene okoljske koncentracije (PEC angl. Predicted Environmental

Concentrations) za 5-FU, ET in IM.

Ferrando-Climent in sod. (2013) so pokazali, da je doprinos protirakavih zdravil med
bolnis$ni¢nimi in odpadnimi vodami iz gospodinjstev enakovreden, kar lahko pripiSemo
velikemu delezu zunajbolni$ni¢nih pacientov, ~ 80 % (Mahnik in sod., 2007).
Konvencionalni postopki c¢iS€enja odpadnih voda protirakavih zdravil ne odstranijo
popolnoma, predstavljajo pa tudi izziv za nekonvencionalne tehnologije dekontaminacije
(Zhang in sod., 2013). Verjetnost njihovega pojavljanja v odpadnih in povrSinskih vodah
ter pitni vodi je zato velika (Kiimmerer in sod., 1997; Johnson in sod., 2008; Liu in sod.,
2010; Booker in sod., 2014). Zaskrbljenost povecuje dejstvo, da je proizvodnja
farmacevtikov zaradi niZjih stroskov v 50 % preseljena v drZave v razvoju, kot sta Kitajska
in Indija (Larsson, 2008). Infrastruktura za c¢iS¢enje odpadnih voda v teh predelih ni
zadovoljiva, zato je tveganje za onesnazenje s farmacevtiki veliko (Zhang in sod., 2013). V
okolju so protirakava zdravila in njihovi metaboliti podvrzeni fizikalni, kemijski in
bioloski transformaciji: red¢enju, hidrolizi, fotolizi, adsorpciji na suspendirane trdne delce
in sedimente, bioloski razgradnji, akumulaciji, itd... Ti procesi privedejo do nastanka
transformacijskih produktov, ki imajo drugacne lastnosti od izhodnih kemikalij (Zhang in

sod., 2013), njihova toksi¢nost pa Se ni proucena.

Booker in sod. (2014) so sestavili prednostno listo 15 protirakavih zdravil, ki bi jih bilo
glede na porabo, delez nepresnovljenega zdravila, PEC, sposobnost bioloske razgradnje in
fizikalno-kemijskih lastnosti v okolju dobro spremljati. Na tej prednostni listi se nahajajo
tudi protirakava zdravila 5-FU, ET in IM. Njihova usoda v okolju je delno odvisna tudi od
fizikalno-kemijskih lastnosti, ki so podane v Preglednici 4. Topnost protirakavih zdravil
sega od zelo dobro topnih (~ 10°-10* mg/L) do netopnih. Verjetnost, da bi iz vode

izhlapela je majhna, saj imajo nizek izparilni tlak (Booker in sod., 2014).
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Preglednica 3: Poraba 5-fluorouracila (5-FU), etopozida (ET) in imatinib mezilata (IM) ter njihove izmerjene
okoljske koncentracije (MEC) in predvidene okoljske koncentracije (PEC)

Poraba* Vzorec MEC PEC*#* Reference
Bolni$ni¢ne odpadne vode 5-27 ng/L - Kovalova in sod., 2009
Bolnisni¢ne odpadne vode 8,6-124 ng/L - Mahnik in sod., 2007
(onkoloski oddelek)
Bolnisni¢ne odpadne vode 20,0-122,0 pg/L - Mahnik in sod., 2004
(onkoloski oddelek)
Bolnisni¢ne odpadne vode 35-92 ng/LL - Kosjek in sod., 2013
1733,20 (onkoloski oddelek)
5.FU [kg/leto] Bolni$ni¢ne odpadne vode 46-1500 ng/L - Lin in sod., 2014
Bolni$ni¢ne odpadne vode - 2,03 ng/L Hartmann in sod., 1998
3. mesto Komunalne odpadne vode - <23 ng/L Tauxe-Wuersch in sod.,
2006
Komunalne odpadne vode 4,7-14 ng/LL - Kosjek in sod., 2013
(vtok)
Odpadne vode (vtok) - 44.8 ng/L. Straub, 2010
Povr$inske vode - 2,65 ng/L Straub, 2010
Povrsinske vode - 7,91 ng/L Besse in sod., 2012
Povrsinske vode 5-160 ng/L - Lin in sod., 2014
4111 Bolnisni¢ne odpadne vode 6-380 ng/L - Yin in sod., 2010
; Bolni$ni¢ne odpadne vode 714 ng/L - Ferrando-Climent in sod.,
[kg/leto]
ET 2014
20, mesto Odpadne vode (vtok) 15 ng/L - Martin in sod., 2011
Odpadne vode (iztok) 3,4 ng/LL - Martin in sod., 2011
Povrsinske vode - 0,87 ng/L Besse in sod., 2012
873,90 Povrsinske vode - 4,99 ng/LL Besse in sod., 2012

IM [kg/leto]

4. mesto

* podatki za Francijo za leto 2008 (Besse in sod., 2012)
** ypoStevana stopnja izlo¢anja in/ali odstranjevanje v Cistilnih napravah (bioloska razgradnja

Preglednica 4: Fizikalno-kemijske lastnosti izbranih protirakavih zdravil (povzeto po Booker in sod., 2014)

Naboj pri log  log D, pri Topnost v vodi

ATC Ime pKa pH 7,4 K,, pH 7,4 K,. BCF [mg/Lo] pri
25 °C
7,6-8,0,
LO1BC02 @ 5-FU 13.0 Nevtralen -0,93 4 3 1,11E+04
LO1CBO1 ET 9,8 Nevtralen 0,60 19 3 5,87E+01
8,07, 3,73, .
LO1XEO1 M 256, 1,52 Pozitiven 0,19 16 3 6,48E+01

ATC = Anatomsko-terapevtska klasifikacija, 5-FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET = etopozid,
Kow = porazdelitveni koeficient n-oktanol/voda, K, = porazdelitveni koeficient na organski ogljik,
BCF = faktor biokoncentracije
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2.2.1 Sorpcija

Sorpcija je poleg bioloskih transformacij najpomembnejsi faktor, ki vpliva na usodo
farmacevtikov v vodnem okolju (Kosjek in Heath, 2011). OpiSemo jo lahko z dvema
koeficientoma: K, (porazdelitveni koeficient na organski ogljik) in K,y (porazdelitveni
koeficient n-oktanol/voda). Slednji je izpeljan iz Dy, ki doloca sposobnost porazdelitve
organskih molekul med lipide in mascobe ter sorpcijo v tla, sedimente in mulj, in uposteva
le koncentracijo neionizirane snovi. Za snovi, ki ne disocirajo pri okoljskih pH je log Doy
priblizno enak log K, (Kosjek in Heath, 2011). Za snovi z vrednostjo log D,y < Ise ne
pricakuje, da bi se biokoncentrirale ali vezale na organske delce, obratno, velja za snovi z
log Dow = 3. Potemtakem sta 5-FU in ET visoko polarni molekuli z log K,y < 1, kar
pomeni, da bosta prisotni v vodni fazi in se na suspendirane delce ne bosta vezali. Bosta pa
dobro mobilni v tleh in sedimentu, saj imata nizko vrednost K,.. Straub (2010) navaja, da
so delez radioaktivno oznacenega [C'5-FU v sedimentu lahko izmerili $ele po 5 dneh
(9 %) in je nato zacel strmo padati brez znakov akumulacije. Slabo se je vezal tudi na

aktivno blato (AB) - po 24 h so zaznali le 2-5 % ["*C] 5-FU (Mahnik in sod., 2007).

Sorpcija je odvisna tudi od elektrostatskega privlaka. Protirakava zdravila, ki imajo pri
okoljskih pH (5-9) pozitivno nabite funkcionalne skupine (IM) in vrednost log Doy > 1, z
negativno nabito povr$ino mikroorganizmov tvorijo mocnejSe elektrostatske sile, kot
nenabite molekule. Booker in sod. (2014) so ocenili, da se na aktivno blato veze 6 % IM,
kar glede na veliko porast njegove porabe v zadnjih letih, predstavlja potencialno
nevarnost za kontaminacijo tal (z odlaganjem AB) in vodnih teles. Poenostavljeni
empiri¢nimi modeli (npr. EPI-Suite) za ocenjevanje sorpcije elektrostatskega privlaka ne

upostevajo, zato je sposobnost sorpcije lahko podcenjena (Stevens-Garmon, 2011).

Protirakava zdravila se lahko tudi biokoncentrirajo v vodnih organizmih, kar opisuje faktor
biokoncentracije (BCF). Definiran je kot razmerje med koncentracijo snovi v organizmu in
koncentracijo snovi v vodi. BCF 5-FU, IM in ET je nizek (Preglednica 4), zato

biokoncentracije v vodnih organizmih ne gre pricakovati.
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2.2.2 Bioloska razgradljivost in metabolizem izbranih protirakavih zdravil

Vecina protirakavih zdravil je slabo biolosko razgradljivih (Kosjek in Heath, 2011).
Studije o bioloski razgradljivosti 5-FU in IM so podane v Preglednici 5, medtem ko $tudij
o bioloski razgradljivosti ET ni. Studije so si za 5-FU nasprotujoée (Preglednica 5). Kosjek
in sod. (2013) so pri koncentraciji 1 mg/L 5-FU belezili hitro bioloSko razgradnjo (40 h).
Pri vi§ji koncentraciji 10 in 20 mg/L je pred razgradnjo prislo do dolge lag faze (~ 12 ur).
Straub (2010) je kriticno predlagal, da je bioloSka razgradnja koncentracijsko odvisna.
Visoke koncentracije 5-FU naj bi na mikroorganizme imele citotoksi¢en ucinek, kar lahko
privede do lazno negativnih rezultatov (Buerge in sod., 2006). Negativni rezultati v
preteklosti so tako verjetno posledica uporabe visokih koncentracij 5-FU (9-854 mg/L)
(Straub, 2010). S to predpostavko se strinjajo tudi Kosjek in sod. (2013), ki pri
koncentraciji 100 mg/L razgradnje niso zaznali niti po 43 h. Podobno predlagajo tudi v
Studiji Kiimmerer in Al-Ahmad (1997), kjer naj bi bila razgradnja ustavljena zaradi
sinergisticnega ucinka antibiotikov prisotnih v odpadni vodi ter dodane visoke
koncentracije 5-FU. Opazili so tudi fenomen, kjer je bila koncentracija 5-FU prenizka, da
bi izzvala optimalno biolosko razgradnjo (Straub, 2010). Do popolne biolosko razgradnje
5-FU je prislo, kot navaja Straub (2010), tudi v Studiji z okoljsko relevantno koncentracijo
5-FU (20 pg/L), ki so jo Mahnik in sod. (2004) izmerili v odplakah onkoloSkega oddelka
(MEC 20-122 pg/L). 5-FU naj bi bil zato dobro bioloSko razgradljiv, Se posebej z aktivnim
blatom (AB), ki je prilagojeno na testne pogoje (Straub, 2010). Pa vendar, Kiffmeyer in
sod. (1998) predlagajo, da v naravi take visoke stopnje bioloSke razgradnje ne gre
pri¢akovati, saj mikroorganizmi v Cistilnih napravah nimajo na voljo ve¢ dni trajajoCega
prilagoditvenega obdobja. Razgradnja v okolju naj bi bila tako nizka in podobna

vrednostim izmerjenim v zacetnih fazah Studij (Preglednica 5).
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Preglednica 5: Bioloska razgradnja 5-fluorouracila (5-FU) in imatinib mezilata (IM) z razli¢nimi testi in
podano inkubacijsko dobo ter zadetno koncentracijo testne substance

Dnevi Zacetna

Test inkubacije = koncentracija Razgradnja Viri
CBT (OECD o . Kiimmerer in Al-
5-FU 301D) 28,40 9,02 mg/LL 0 % razgradnja Ahmad, 1997
ZWT (OECD o . Kiimmerer in Al-
3028B) 28 854 mg/L 2 % razgradnja Ahmad, 1997
100 % (15 % razgradnja po 1.
QECD 393A 5. 10,20 dnevg, po 2 d1.1vevu porast flo Kiffmeyer in
(inkubacija z 10 mo/L 100 %). HitrejSa razgradnja sod.. 1998
AB) & pri nizji koncentraciji (5 s
mg/L)
Inkubacija z 0 . .
AB 50 50 ug/L < 60 % razgradnja Yu in sod., 2006
Inkubacija z . .
AB 1 5,500 pg/L 100 % razgradnja Mahnik, 2007
ZW;&%I?CD 21 270 mg/L 0 %, vnaprej prilagojeno AB Straub, 2010
1. dan: > 25 % razgradnja pri
obeh koncentracijah.
Test bioloske 20 ug/L Po 4 dneh: 65 % pri visji ter
razgradnje, 4 g 14 11 4”;;;1 L 100% pri nizji. Straub, 2010
AB & g Po 14 dneh: 97,5 %
razgradnja pri visji in 100 %
pri nizji koncentraciji
38 % razgradnja pri nizji
OECD 303A 3 2,5, 10 mg/L in 92 % razgradnja pri visji Straub, 2010
koncentraciji
Aerobni test, Booker in sod
M 92/69/EC 28 / 9-12 %; tezko razgradljiv v

(L383) C.4-C 2014

CBT = Closed Bottle Test, ZWT = Zahn Wellens Test, AB = aktivno blato, / = ni podatka

Kiimmerer in sod. (2000) so predstavili obetajo¢ pristop povecanja bioloske razgradnje
protirakavih zdravil in s tem zmanjSanja njihovega Skodljivega vpliva na okolje. Na
obstojeCo molekulo so vezali sladkorno molekulo, ki je aktivirala bakterijske stereo-
specifitne encime, pri tem pa je terapevtska ucinkovitost protirakavega zdravila ostala

nespremenjena.

Pri bioloski razgradnji in metabolizmu nastanejo tudi produkti, ki so v okolju obstojni in
toksi¢ni, zato njihova prisotnost v povrSinskih vodah lahko predstavlja potencialno
tveganje (Kiffmeyer in sod., 1998). Primarna pot izloCanja 5-FU je respiratorna (~ 90 %
kot COy). Z urinom se v okolje izlo¢i 7-20 % nespremenjenega 5-FU (90 % tega v prvi

uri), preostali del vec¢inoma kot neaktivni metabolit o-fluoro-beta-alanin (TOXNET,
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2015a). Po intravenski aplikaciji ET se z urinom po 72 h izlo¢i 40-60 % ET
(nespremenjenega skupaj z aktivnimi in neaktivnimi metaboliti) in do 16 % z blatom
(TOXNET, 2015b). Negreira in sod. (2015) so kot prvi v okoljskih vodnih vzorcih zaznali
stranski produkt razgradnje ET, 3-O-desmetil etopozid (BP1), ki je bil kot metabolit najden
tudi v ¢loveski plazmi in urinu (Cai in sod., 1999). Koncentracija v neobdelani odpadni
vodi je znaSala 33 ng/L ter v re¢nih vzorcih 14-31 ng/L. Tega ne gre zanemariti, saj BP1
izkazuje okrepljeno citotoksi¢no aktivnost (Negreira in sod., 2015). Glede na to, da je
kloriranje ena izmed najcenejSih in zato najpogostejSih nacinov predobdelave bolnisni¢nih
odpadnih voda (Verlicchi in sod., 2010; Zhang in sod., 2013), so Negreira in sod. (2015)
preverili vpliv kloriranja na razpad ET. Klor ni najmoc¢ne;jsi oksidant, kar vodi v nastanek
Stevilnih transformacijskih produktov. Ugotovili so, da pri vi§jih koncentracijah klora
(100-200 mg/L), ET zelo hitro razpade na metabolit BP1. Obstojnost le-tega pa je najdaljSa
(2 h) pri nizjih koncentracijah klora (10, 50 mg/L).

Pri presnovi IM nastane aktivni metabolit, derivat N-demetil piperazina (CGP 74588), ki
ima ohranjeno aktivnost IM, in ve¢ neaktivnih metabolitov. Razpolovni ¢as IM je 18 h in
CGP 74588 40 h. V 7 dneh se z blatom izloc¢i 68 % IM (20% odmerka nespremenjenega)
in z urinom 13 % (5 % odmerka nespremenjenega) (TOXNET, 2015c¢).

2.2.3 Abiotska razgradnja: direktna in indirektna fotoliza (fotooksidacija)

Fotoliza je kemijska reakcija, kjer molekula pod vplivom (zadostne) energije fotonov
razpade. Z direktno fotolizo razpade ET (A > 290 nm), medtem ko 5-FU zanjo ni dovzeten
(Amax 266 nm) (TOXNET, 2015a, 2015b). Podatkov za IM o tem ni. V procesu indirektne
fotolize protirakava zdravila reagirajo s hidroksilnimi radikali (OHe*), ki nastanejo kot
posledica fotokemijskih reakcij. Nastanek OHe pospesi dodatek ozona in H,O, z ali brez
UV radiacije. Z dodatkom ozona razpade 5-FU (Rey in sod., 1999), medtem ko podatkov o
tem za IM in ET ni moC zaslediti. V re¢nih vodah je razgradnja s fotooksidacijo
pocasnejSa, saj organski ogljik (DOM angl. Dissolved Organic Carbon) lahko deluje kot
opticni filter, ki z molekulami tekmuje za radikale (Lin in Reinhard, 2005).
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2.3 NAPOVED TOKSICNOSTI MESANIC Z MODELOM SESTEVKA
KONCENTRACI IN MODELOM NEODVISNEGA DELOVANJA

Toksicnost vseh okoljsko pomembnih meSanic je eksperimentalno nemogoce dolociti. V ta
namen se najpogosteje uporabljata dva napovedna izracuna, model seStevka koncentracij
(CA angl. Concentration Adition) in model neodvisnega delovanja (IA angl. Independent
Action). Oba modela temeljita na konceptu, da komponente v meSanici niso v medsebojni

interakciji, torej ne zmanjsajo ali povecajo ucinka druge (Kortenkamp in sod., 2009).

Koncept CA je mozno zaslediti Ze v zgodnjih delih farmakologa Loeweja (Loewe in
Muischnek, 1926). Opisuje skupen ucinek komponent, ki imajo podoben mehanizem
delovanja. V SirSem smislu to pomeni, da razli¢ne u¢inkovine povzrocijo enak toksikoloski
odziv (npr. smrt, inhibicija reprodukcije), moc le-tega pa je odvisna od bioloske
dostopnosti ucinkovine. S tega vidika je bil CA izbran kot glavni pristop za oceno
toksicnosti meSanic ne glede na mehanizem delovanja (Berenbaum, 1985). V ozjem
smislu, pa je CA aplikativen le za snovi, ki se vezejo na identi¢na vezavna mesta (Pdch,
1993). V tem primeru se predvideva, da je posamezna komponenta mesanice lahko delno
ali popolnoma nadomescena z enakim deleZzem enako ucinkovite druge komponente, ne da
bi se pri tem spremenila celokupna toksi¢nost mesanice, ali drugace — vse dokler vsota

toksi¢nih enot ostaja konstantna (definicija toksi¢ne enote je podana v podpoglavju 3.2.7).

Alternativni model IA je prvi¢ formuliral Blis (1939) in temelji na ideji, da snovi v
mesanici delujejo z razlicnim mehanizmom delovanja. To pomeni, da se snovi vezejo na
razlicne molekularne tarCe in dosezejo enak toksikoloski odziv preko razlicnih reakcij.
Dogodki so zato med seboj verjetnostno neodvisni, kar pomeni, da se u€inek posamezne
komponente ne spremeni v prisotnosti druge . Nekatere primerjalne Studije so pokazale, da
za takSne mesSanice, IA podaja boljSo napovedno toksicnost kot CA (Backhaus in sod.,
2000; Faust in sod., 2003). Model 1A za razliko od CA ne predpostavlja doprinosa k
toksi¢nosti za komponente, ki ne povzrocijo statisti¢éno znacilnega ucinka, t.j. NOEC (No
Observed Effect Concentration), vendar to ne pomeni, da u¢inka ni. U¢inek take meSanice
se zato lahko pricakuje, tudi e se vse komponente meSanice nahajajo v NOEC. To je Se
posebej pomembno, saj se nekateri farmacevtiki (med njimi tudi protirakava zdravila) v
okolju nahajajo v koncentracijah, ki so nizje od tistih, ki v laboratorijskih poskusih

izzovejo statisticno znacilen u¢inek (Kortenkamp in sod., 2009).
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Nobeden od modelov ne uposteva biotransformacijskih poti, vezav na nespecificna mesta
in razlik v toksokinetiki protirakavih zdravil, zato se poraja vprasanje ali je napovedna mo¢
CA in IA v doloCenih primerih dovolj velika (Kortenkamp in sod., 2009). V nasem
primeru smo uporabili snovi z razliénim mehanizmom delovanja, vendar v bioloSkih
sistemih princip striktno neodvisnih dogodkov sreCamo redko, saj imajo organizmi
prepletene fizioloske procese in podobne signalne poti (Kortenkamp in sod., 2009). V nasi

Studiji smo zato poleg IA uporabili tudi napovedni model CA.

2.4 EKOTOKSICNOST IZBRANIH PROTIRAKAVIH ZDRAVIL TER NJIHOVIH
MESANIC NA NETARCNE ORGANIZME

O cekotoksikoloskih vplivih protirakavih zdravil na prostoziveCe organizme je malo
znanega; Se manj so poznani potencialno aditivno/sinergisti¢ni u¢inki mesSanic, skupaj z
njihovimi ¢loveskimi presnovki in produkti razgradnje (Escher in sod., 2011). O
dolgoro¢nih ekotoksikoloskih vplivih protirakavih zdravil na netar¢ne organizme je tezko
sklepati (Buerge in sod., 2006; Besse in sod., 2012), saj razpolozljivi podatki temeljijo
predvsem na akutnih u€inkih posameznih farmacevtikov na ribah, vodnih bolhah, algah,
bakterijah, dezevnikih, vodnih rastlinah in drugih nevretencarjih (Ferk in sod., 2009).
Ekotoksikoloski odziv se lahko odraza tudi kot posledica genotoksi¢nosti (Parrella in sod.,
2015), ki je bila z razli¢nimi testi in organizmi (bakterije, kvasovke, vi§je rastline, vodne
bolhe) potrjena za vsa tri protirakava zdravila; 5-FU (Oda, 1987; Barclay in sod., 2001;
Zounkova in sod., 2007, 2010; Parrella in sod., 2015), ET (Zounkova in sod., 2007,
Parrella in sod., 2015) in IM (Pichler in sod., 2014; Parrella in sod., 2015).

Evropska Direktiva 93/67TECC (Commission of the European Communities, 1996)
toksi¢nost substanc za vodne mikroorganizme razvrS¢a glede na vrednosti ECsy kot zelo
toksi¢ne (ECsp, < 1 mg/L), toksi¢ne (ECsp, 1-10 mg/L) in Skodljive (ECsp, 10-100 mg/L),
medtem ko substance z ECsyp > 100 mg/L niso opredeljene. Glede na $tudijo Brezovsek in
sod. (2014) sta 5-FU in IM za cianobakterijo S. leopoliensis opredeljena kot toksi¢na z
ECsp 1,20 mg/L oziroma 5,36 mg/L. ET je neopredeljen, saj za cianobakterijo ni bil
Brezovsek in sod. (2014) so testirali tudi vpliv binarnih mesSanic (cisplatin (=CDDP)+5-
FU, CDDP+ET, 5-FU+IM). Rezultati kaZejo, da je cianobakterija S. leopoliensis manj
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obcutljiva kot zelena alga P. subcapitata. Toksi¢nost binarne meSanice CDDP+5-FU je
bila pri S. leopoliensis pri nizjih efektivnih koncentracijah (ECx) (ECs-EC,p) blizu
napovednega modela IA, medtem ko je bila pri vi§jih ECx vi§ja (sinergizem).
Eksperimentalni podatki za mesanico CDDP+ET so pokazali, da je ET popolnoma iznicil
leopoliensis za razliko od alge manjsi u¢inek od predvidenega (antagonizem) ¢ez celoten
razpon ECx. Uc¢inke meSanic v celotnem koncentracijskem razponu v nobenem primeru ni

pravilno napovedal niti model CA niti model IA.

V Preglednici 6 so zbrani ekotoksikoloski podatki za 5-FU, ET in IM za razli¢ne
organizme in razli¢ne teste. Mater in sod. (2014) so bili prvi, ki so pri okoljsko relevantnih
koncentracijah (ng/L-ug/L) dokazali sinergisticen ufinek meSanice treh zdravil, ki se
pogosto uporabljajo pri zdravljenju raka. Belezili so porast prelomov DNA in porast
inhibicije rasti alge Selenastrum capricornutum, medtem ko posamezno zdravilo prelomov
ni povzrocalo. Na rast S. capricornutum so posamezna protirakava zdravila imela razli¢ne

ucinke: stimulirajo¢, hormeticen (v obliki ¢rke U) in brez ucinka.

Glede na to, da so dokazani $kodljivi u¢inki protirakavih zdravil pri okoljsko relevantnih
koncentracijah, smo testirali vpliv meSanice treh protirakavih zdravil (5-FU+ET+IM).
Izbrali smo jih glede na veliko koli¢ino porabe (5-FU, IM) ter univerzalni na¢in delovanja
(5-FU). ET smo izbrali glede na Studijo Brezovsek in sod. (2014), kjer niti sam niti v
binarni meSanici ni bil toksiCen za S. leopoliensis, in zeleli preveriti ali se to spremeni v
prisotnosti 5-FU in IM. Poleg tega se 5-FU in ET skupaj uporabljata v kombiniranih
kemoterapevtskih shemah, medtem ko se IM uporablja sam, vendar zaradi visoke in
nara$¢ajoCe porabe, njegove prisotnosti v meSanicah z ostalimi protirakavimi zdravili v

odpadnih vodah ne moremo izkljuciti.
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Preglednica 6: Vrednosti ECsy za 5-fluoroucil (5-FU), etopozid ( ET) in imatinib mezilat (IM) v razli¢nih
ekotoksikoloskih testih z razliénimi organizmi: cianobakterijo Synechococcus leopoliensis in Anabaena flos-
aquae, zeleno algo Pseudokirchneriella subcapitata in Desmodesmus subspicatus, bakterijo Pseudomonas

putida in Vibrio fischeri, ter vodno bolho Ceriodaphnia dubia in Daphnia magna

Organizem
S 12
leopoliensis
A-flos=—— g 474
aquae
0,044
P.
subcapitata 0,13
0,11
D.
subspicatus 48
21
V. fischeri | 0,122
P. putida 0,027

C. dubia 501

0,003

D. magna

20,84

0,026

EC;5, 5-FU [mg/L]

inh. rasti (72 h)
(Brezovsek in sod.,
2014)

inh. rasti (72 h)
(Straub, 2010)

inh. rasti (72 h)
(Zounkova in sod.,
2010)

inh. rasti (72 h)
(Brezovsek in sod.,
2014)

inh. rasti (96 h)
(Zounkova in sod.,
2007)
inh. rasti (72h)
(Zounkova in sod.,
2010)
inh. rasti (72 h)
(Straub, 2010)

biolum. (24 h)
(Straub, 2010)
inh. rasti (16 h)

(Zounkova in sod.,
2007)

smrtnost (24 h)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. reprod. (7 d)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. gibanja (48 h)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. reprod. (21 d)
(Parrella in sod.,
2014)

n.d.

30,43

250

16%

pri 120

0,204

25 %
pri 120

0,239

ECsET [mg/L]

inh. rasti (72 h)
(Brezovsek in sod.,
2014)

inh. rasti (72 h)
(Brezovsek in sod.,
2014)

inh. rasti (96 h)
(Zounkova in sod.,
2007)

smrtnost (24 h)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. reprod. (7 d)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. gibanja (48 h)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. reprod. (21 d)
(Parrella in sod.,
2014)

5,36

2,29

31,92

0,115

11,97

0,308

ECsIM [mg/L]

inh. rasti (72 h)
(Brezovsek in sod.,
2014)

inh. rasti (72 h)
(Brezovsek in sod.,
2014)

smrtnost (24 h)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. reprod. (7 d)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. gibanja (48 h)
(Parrella in sod.,
2014)

inh. reprod. (21 d)
(Parrella in sod.,
2014)

d = dan, inh. = inhibicija, biolum. = bioluminiscenca, reprod. = reprodukcija, n.d = ni doloceno,

ECs, = efektivna koncentracija, ki povzroc¢i 50% ucinek
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

Preglednica 7: Uporabljena protirakava zdravila in topila

Kemikalije Proizvajalec
5-FU Sigma-Aldrich (Nemcija)
ET Santa Cruz Biotechnology (ZDA)
M Santa Cruz Biotechnology (ZDA)
Dimetil Sulfoksid (DMSO) Merck (Nemcija)

ZaloZna koncentracija
75 mg/mL (topilo DMSO)
25 mg/mL (topilo DMSO)
50 mg/mL (topilo dH20)

Preglednica 8: Sestava gojis¢a OECD s podanimi kon¢nimi koncentracijami posameznih sestavin

Zalozna raztopina 1: makronutrienti
NH,C1
MgCl, x 6H,0
CaCl, x 2H,0
MgSO,4 x 7H,0
KH,PO,
ZaloZna raztopina 2: Zelezo
FeCl; x 6H,0
Na,EDTA x 2H,0
ZaloZna raztopina 3: elementi v sledovih
H;BO;
MnCl, x 4H,0
ZnCl,
CoCl, x 6H,0
CuCl, x 2H,0
Na,MoO,4 x 2H,0
ZaloZna raztopina 4: bikarbonat
NaHCO;

Koncentracija
1,5 g/l
1,2 g/LL
1,8 g/l
1,5 g/l
0,16 g/L

64 mg/L
100 mg/L

185 mg/L
415 mg/L
3 mg/L
1,5 mg/L
0,01 mg/L
7 mg/L

50 g/LL
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3.1.2 Testni organizem cianobakterija Synechococcus leopoliensis

V strupenostih testih z algami smo uporabili cianobakterijo Synechococcus leopoliensis
(SAG 1402-1) iz zbirke “Sammlung von Algenkulturen Univerzitaett Goettingen” (=SAG).
Kulturo smo vzdrZzevali v gojiséu OECD pri sobni temperaturi in dnevni svetlobi. Z

namenom ohranjanja njene Cistosti in zivosti smo jo redno precepljali.

Celice S. leopoliensis so zelo majhne (4-6 um x 1 um) in rastejo kot samostojne palicaste
oblike. Najbolj pogosto opaZena stopnja rasti v mediju OECD pri osvetlitvi ~ 70 uE m™ s™
in 21 °C znasa 2,0-2,4/dan (OECD TG 201, 2011).

Slika 4: Cianobakterija Synechococcus leopoliensis SAG 1402-1 (Elersek, 2012)

3.1.3 OECD medij za rast cianobakterije S. leopoliensis

Rastni medij OECD smo pripravili po navodilih OECD 201 (OECD TG 2012, 2011).

Pripravili smo ga tako, da smo 500 mL sterilne vode dodali:

e 10 mL zalozne raztopine 1
e 1 mL zaloZne raztopine 2
e 1 mL zalozne raztopine 3

e 1 mL zalozne raztopine 4
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Temu smo dolili sterilno vodo do oznake 1000 mL. ZaloZne raztopine smo pripravili tako,
da smo v loc¢ene steklenice natehtali ustrezne mase vseh sestavin (Preglednica 8) in jim
dodali 250 mL destilirane vode. Zalozne raztopine smo potem sterilizirali z membransko
filtracijo (premer pore 0,2 pm) in jih hranili v temi pri 4 °C. Pri enakih pogojih smo
shranjevali tudi medij OECD, katerega temperaturo smo pred nastavitvijo poskusov

uravnali na sobno.

3.2 METODE
3.2.1 Dolocanje volumna vcepka s Stevno komoro Biirker-Tiirk

Volumen vcepka za pripravo testnih mesanic smo dolocali s Stetjem celic pod invertnim
svetlobnim mikroskopom (Nikon Eclipse TE300) z uporabo Stevne komore Biirker-Tiirk
(Slika 5). Na testne pogoje prilagojeno kulturo S. leopoliensis smo dobro premesali in
sterilno odvzeli volumen 20 pL ter ga odpipetirali na mesto nanosa vzorca in ga pokrili s

krovnim stekelcem. Istocasno smo preverjali tudi morfologijo in morebitno okuzenost

kulture.
lobina 0,1
globina 0,1 mm ﬂf_,,krovno stekelce
I [ ! v f

Stevna komora J hemocitometer

s
é _ primarni
.,!

" kvadrat

mreZici =]

Slika 5: Stevna komora Biirker-Tiirk

Stevna komora §teje dve mreZici. Vsaka mreZica ima $tiri primarne kvadrate (bela barva,
povrdina 1 mm?). Vsak primarni kvadrat je razdeljen $e na 16 Stevnih polj (sekundarni
kvadrati, povrSina 1/16 mm?). Mi smo upostevali 4 diagonalna Stevna polja. Ce
upostevamo obe mrezici, smo torej presteli 32 Stevnih polj, tako da je bilo Stevilo prestetih
celic vecje od 400. Po enacbi (1) smo iz prestetih celic izraCunali povprecno Stevilo celic
na Stevno polje in to pomnozili z ustreznim faktorjem (1,6 x 10%), da smo dobili §tevilo
celic/mL. Upostevali smo celice znotraj kvadratov ter na njihovih zgornji in levih robovih,

na spodnjih in desnih pa ne.
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1 mm*x 0,1 mm = 0,1 mm’= 0,1 ul=1 x 10* mL (prostornina vzorca nad primarnim

kvadratom ob upostevanju globine vzorca 0,1 mm)

Stevilo celic

Stevilo celic/mL = x1x10*x 16 .. (1)

3.2.2 Priprava testnih meSanic

V testu smo uporabljali 5 razlicnih efektivnih koncentracij (ECx) v 3 ponovitvah.
Koncentracije so bile izbrane glede na rezultate vpliva vsakega protirakavega zdravila, ki
je bilo izbrani cianobakteriji dodano posami¢no (Brezovsek in sod., 2014). IzraCcunane ECx
za vsako snov so sluzile kot osnova za naSe eksperimente. Ker smo testirali vpliv
trikomponentne mesanice (5-FU+ET+IM), smo v meSanico dodali tretjino vsake snovi
glede na izrac¢unano ECyx; ECs/3, EC;¢/3, ECy/3, ECs¢/3, ECyp/3. V primeru, da bi
meSanica protirakavih zdravil sledila modelu CA, bi bila inhibicija rasti meSanice tako
5 %, 10 %, 20 %, 50 % in 90 %. Pipetirali smo tako, da je bila koli¢ina topila pri kontroli
enaka koli¢ini protirakavega zdravila pri najvi§ji ECx (ECy). Pri vsaki nizji ECx (ECs,
EC0, ECy, ECsp) je bila koli¢ina protirakavega zdravila nizja in koli¢ina topila vi§ja,
njuna vsota pa vedno enaka koli¢ini topila pri kontroli oz. protirakavemu zdravilu pri
enako koli¢ino in prav tako topila. Koncentracije posameznega protirakavega zdravila v

mesanici pri posamezni ECx so podane v Preglednici 9 in njihovi deleZi v Preglednici 10.

Vsi eksperimenti so bili izvedeni v skladu z notranjimi varnostnimi standardi za ravnanje s
protirakavimi zdravili (Eitel in sod., 2000). Vse ostanke, ki so pri eksperimentih nastali in
so vsebovali protirakava zdravila, smo shranjevali loceno ter jih ustrezno zavrgli kot
nevarne odpadke.

Preglednica 9: Posamezne in celokupne masne koncentracije protirakavih zdravil v trikomponentni mesanici
5-fluorouracila (5-FU), etopozida (ET) in imatinib mezilata (IM) pri dolo¢eni efektivni koncentraciji (ECx)

ECx 5-FU [pg/L] ET [ng/L] IM [ng/L] 2 [ng/L]
EC; 19,8 36578.,9 866,3 37465,1
ECy 42,5 36578.,9 1041,0 37662,4
ECy 97,3 36578.,9 1270,7 37946,9
ECs 400,7 36578.,9 1786,3 38765,9

ECy, 3776,7 36578.,9 3065,0 43420,6
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Preglednica 10: Odstotki masne koncentracije posameznega protirakavega zdravila od celokupne masne
koncentracije vseh treh protirakavih zdravil v mesanici pri doloceni ECy

ECx 5-FU [%] ET [%] IM [%] T [%]
ECs 0,05 97,63 231 100
ECyo 0,11 97,12 2,76 100
ECs 0.26 96,39 3,35 100
ECs, 1,03 94,36 461 100
ECyo 8,70 84,24 7,06 100

5-FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET = etopozid, ECx = efektivna koncentracija

3.2.3 Potek testa inhibicije rasti

Testne kulture S. leopoliensis smo gojili v tekocem OECD mediju v steklenih sterilnih
erlenmajericah s kumulativnim volumnom 20 mL. Vse testne kulture, vkljucno s
kontrolami, so vsebovale enako zaGetno koncentracijo celic, ki je znasala 5 x 10*-10°
celic/mL. Gojili smo jih v rastni komori na stresalniku (100 kroznih tresljajev/min) pri
stalni temperaturi (2212 °C) in svetlobi (intenziteta 80-100 umol fotonov m> s‘l). ZacCetna
koncentracija vcepka je bila dovolj nizka, da je omogocala eksponentno rast celic skozi
celoten potek testa brez tveganja pomanjkanja hranil. Kulturo vcepka smo pripravili 3 dni
pred zaCetkom testa, tako da smo zalozno kulturo pri sterilnih razmerah prenesli v novo
sterilno bucko, jo 2-3-krat red¢ili z medijem OECD in jo izpostavili enakim pogojem kot
testne kulture. S tem smo dosegli prilagoditev na testne pogoje in maksimalno obcutljivost

testa.

Test je trajal 72 h. Njegovo veljavnost smo lahko potrdili, ¢e je sledil smernicam OECD

TG 201 (2011):

e cksponentni porast biomase kontrolnih kultur vsaj za faktor 16, kar ustreza

specifiéni stopnji rasti 0,92/dan

e koeficient variacije povprecne dnevno specificne stopnje rasti (dnevi 0-1, 1-2, 2-3)

kontrolnih kultur ne presega 35 %

e koeficient variacije povprecne specificne stopnje rasti med celotnim potekom testa

(dnevi 0-3) kontrolnih kultur ne presega 10 %

24
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Koeficient variacije prikazuje razprSenost statisticnih enot okoli aritmeti¢ne sredine in je

razmerje med standardno deviacijo (o ) in aritmeti¢no sredino ( x).

Iz dobro premesane testne kulture smo vsakih 24 h odvzeli 70 uL, jih red¢ili s 70 pL
destilirane filtrirane vode in s pomocjo preto¢ne citometrije dolocili Stevilo celic. Za
izraun koncentracije celic (St. celic/mL) smo izmerjeno Stevilo celic pomnozili s
faktorjem 20. Iz pridobljenih meritev smo izracunali stopnjo rasti in odstotek inhibicije
rasti (podpoglavje 3.2.5) izrazene kot logaritmi¢no povecanje biomase (povprecna

specificna stopnja rasti) v odvisnosti od Casa.

3.2.4 Pretocna citometrija

Pretoc¢na citometrija je v strupenostnih testih z algami/cianobakterijami predlagana kot
najboljsa metoda za detekcijo algnih in cianobakterijskih celic ter njihove fluorescence.
Razkrije tudi zgodnje spremembe v spektru fluorescence, ki so posledica specificnih

kemikalij oz. stresa, Ceprav Stevilo celic Se ni spremenjeno (Elersek, 2012).

Edinstvena lastnost preto¢ne citometrije je sposobnost analize posameznih delcev. To
omogoca hitrejSa nosilna tekocina, ki v centralnem kanalu povzroci paraboli¢en tok vzorca
(najvisja hitrost v sredini in ni¢na ob steni). Delci tako eden za drugim potujejo mimo
laserskega svetlobnega vira (najpogosteje argonski laser). Svetloba se lahko odbije
oziroma sipa ali izseva v obliki fluorescence. Koli¢ino razprSene svetlobe, ki ima enako
valovno dolZino kot obsevalna svetloba, merita dva fotodetektorja, FSC (angl. Forward
Scatter Chanell) in SSC (angl. Side Scatter Chanel). Jakost prepuscene svetlobe, ki jo
zaznava FSC, je obratnosorazmerna velikosti celice. Torej, vecje celice prepustijo manj
svetlobe, kar se na zaslonu pokaze kot moc¢nejsi signal. SSC zbira svetlobo, ki se zaradi
interakcije s celicnimi organeli sipa pravokotno od smeri laserskega Zarka in podaja
informacijo o zrnatosti celice. Preto¢ni citometer ima tudi ve¢ detektorjev (FL), ki
zaznavajo izsevano (avto)fluorescentno svetlobo vecjih valovnih dolzin od vzbujevalne
svetlobe. Dikromatska ogledala naprej prepustijo le svetlobo dolocenih valovnih dolzin,
preostalo odbijejo pod kotom 90°. Njihovo pravilno zaporedje tako omogoca zaznavanje
ve¢ signalov hrati. Ko svetloba zadene fotodetektor, se ustvari Sibek tok (nekaj
miliamperov). Pripadajo¢a napetost je proporcionalna Stevilu fotonov, ki jih fotodetektor

sprejme. Napetost nato pomnozijo linearni in logaritemski pomnozevalci (PMT) ter jih
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pretvorijo v elektricne signale, ki so dovolj veliki (5-10 V), da jih lahko prikazemo
graficno na zaslonu. Logaritemsko pomnozevanje se uporablja pri Studijah fluorescence.
Pri tem se Sibki signali okrepijo, moc¢ni pa stisnejo, kar omogoc€i enostaven prikaz
porazdelitve na histogramu (Rahman, 2014). Shematski prikaz tipi¢nega pretocnega

citometra je prikazan na Sliki 6.

Uporabili smo preto¢ni citometer BD FACSCalibur (ZDA). Hitrost pretoka pretocnega
citometra smo nastavili na 65 pL/min in uporabili fluorescenc¢ni detektor FL4 s filtrom pri
675 nm. Programo CellQuestPro™ nam je izrisal todkovni histogram (Slika 7) in prestel le

celice v obmocju, ki smo ga dolo¢ili z okvirjem R2.

Centralni
kanal

Nosilna

tekocina .

Filter = Detektorji
7 1

=

1 _{FsSC

Laserski = 1T
izvor o« A 22
svetlobe U | CPMT

Filtri .

—— Zaslon

S5C |
Detektor ' | g

Slika 6: Sistem detektorjev pretocnega citometra: PMT — fotopomnozevalke fluorescentnih detektorjev
razli¢nih valovnih dolZin (prirejeno po Rahman, 2014)
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Slika 7: Tockovni histogram za cianobakterijo S. leopoliensis (levo) in spekter fluorescence (desno)
uokvirjenih dogodkov (za okvir R2 smo uporabili laserski senzor FL4, M1 = interval Stetja)

3.2.5 Izracun specifi¢ne stopnje rasti in inhibicije rasti

Specifi¢no stopnjo rasti smo izracunali kot logaritemsko povecanje biomase po enacbi (2),
kjer je u;jpovprecna specificna stopnja rasti od ¢asa i do j, X ;in X pa koncentracija celic v
¢asu i oziroma j. Specifi¢no stopnjo rasti smo izracunali za posamezne dneve (dan 0-1, 1-2,
2-3) ter za celotno obdobje trajanja testa (dan 0-3). V prvem primeru samo za kontrolne
kulture, v drugem primeru pa poleg kontrolnih kultur Se za testne meSanice (ECs, ECj,
ECy, ECsy, ECyy). Z izratunom specificne stopnje rasti za posamezne dneve smo
preverjali veljavnost testa in ali je rast kontrole enakomerna.

M= (lan— lnXl.)/(tj—ti)(/dan) o)
Inhibicijo rasti smo izracunali po enacbi (3), kjer je Y inhibicija rasti, u; povpre¢na
specifi¢na stopnja rasti kontrole ob dnevu 0, uECx pa povprecna specificna stopnja rasti

testne kulture ECx ob dnevu 3.
Y =, —uECx)/ 14, .. (3)

Vse izracune, tako za specificno stopnjo rasti kot za inhibicijo rasti, smo izracunali glede

na kontrolo, ki protirakavih zdravil ni vsebovala, je pa vsebovala topilo DMSO.
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3.2.6 Analiza podatkov in statisticna ocena

Eksperimentalne podatke za inhibicijo rasti (%) mesanice 5S-FU+IM+ET smo modelirali z
nelinearno regresijsko analizo, enacbe (4), (5) in (6), v statisticnem programu Prism 5
(GraphPad Inc.). Uporabili smo sigmoidno trendno ¢rto (variabilen naklon) in skupno
vrednost (shared values for all data sets) za dno in vrh. Upostevali smo meritev vseh
ponovitev in ne samo povprecja paralelk, tako da smo pridobili ¢im ve¢ informacij.

Rezultat smo prikazali graficno kot % inhibicije rasti v odvisnosti od log ECx (Slika 10).

F%= (Y —dno)/ (vrh—dno)x100 . (4)
log EC,. = LogEC;, + (1/ naklon) x1og(F % / (100 — F %)) ...(5)
Y =dno + (virh—dno) / (1 41 (os EC0=X) xnaklon) ) ... (6)

v e

krivulje) in vrhom (najvi§jim delom krivulje) privede do odziva F %, (npr. ECi, ECu,
ECs). Vrh in dno sta torej platoja podana v enotah odziva (% inhibicije rasti). Naklon
opisuje strmino druzine krivulj, Y % inhibicije rasti in X logaritmirane efektivne

koncentracije protirakavih zdravil.

Statisti¢no znacilnost (p < 0,05) med testnimi kulturami ECx in kontrolami smo izvedli z
neparametri¢nim testom ANOVA (Kruskal — Wallisov test) in Dunnovim post testom pri

95 % intervalu zaupanja.

3.2.7 Napoved toksi¢nosti meSanic z modelom seStevka koncentracij (CA) in

modelom neodvisnega delovanja (IA)

Napovedni uc¢inek mesanice po modelu CA smo izracunali po enacbi (7), pri Cemer je c;
koncentracija i-te komponente v n-komponentni meSanici z uinkom x %, ECy;
koncentracija komponente i, ki bi sama izzvala enak uc¢inek (x %), kot ga izzove meSanica.

¢

ECx.

1

Kvocient se imenuje toksi¢na enota.

n

Ci —
ZECXZ._I .. (7

i=1
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Napovedni u¢inek meSanice po modelu IA smo izracunali po enacbi (8), kjer je E(cCpix)
ucinek celotne mesanice pri koncentraciji ¢,,x=), ¢;, in E(c;) ué¢inek komponente, ¢e bi bila

uporabljena sama pri enaki koncentraciji, kot v mesanici.
E(c,,)=1-][0-E() . (8)
i=1

Za izracun napovednih modelov smo potrebovali podatke za vrh, dno, naklon in ECs, ECy,
ECy9, ECsp, ECq, ki smo jih uvozili iz ra¢unalniSskega programa Prism 5. IzraCune smo

opravili v programu MS Excel (Microsoft).

3.2.8 Kvantitativna analiza interakcij med protirakavimi zdravili v meSanici

Odstopanje eksperimentalnih podatkov meSanice 5-FU+IM+ET od napovednih modelov
CA in IA, smo poskusali ovrednotiti s programom CompuSyn (ComboSyn, Inc.), ki se v
farmakologiji pogosto uporablja. Program na podlagi izracunanega kombinacijskega
indeksa (CI) interakcije opredeli kot aditivne (CI = 1), sinergisticne (CI < 1) ali
antagonisticne (CI > 1). Teoreticno ozadje izracuna predstavlja zakon o masah (angl. mass
action law), na podlagi katerega je Chou leta 1976 izpeljal enacbo za srednji u¢inek (MEE
angl. Median Effect Equation), ki je prikazana z enacbo (9). Ta predstavlja splo$ni teorem
odnosa koncentracija-u¢inek in kljub kompleksnosti bioloskih sistemov Se vedno sledi
temeljnim fizikalno-kemijskim principom farmakodinamike. Za izracun CI je MEE
razsirjena v algoritem, prikazan z enacbo (10). Sinergizem je definiran kot u¢inek vecji od
aditivnega in antagonizem manjsi od aditivnega (Chou in Talalay 1984; Chou, 2006). Pred
tem je bilo opredelitev vec, pristopi pa niso podpirali eden drugega (Greco in sod., 1995).
Kombiniranje zdravil je zato v biomedicinski znanosti poznano kot podrocje z najvec

dvomi in nejasnostmi.
J/ L.=D/D)" [+ [, =1 .. (9

fo (angl. fraction affected) predstavlja frakcijo ucinka, ki ga povzroci koli¢ina
(koncentracija) D, f, frakcijo nepovzrocenega ucinka (1-f;), D, koli¢ino, ki povzroci
srednji u¢inek (50 % inhibicija rasti), m pa podaja obliko krivulje: hiperboli¢na (m = 1),

sigmoidna (m > 1) in plo$cato sigmoidna (m < 1).
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. (), {0130
= (D,), {(fax)j /[1_(fax)j]}1/mj o

n D )
: (CDX:Z((D ))J )

=1

"(CD), je kombinacijski indeks n komponent pri x % inhibiciji, (DX )l—n vsota odmerkov n
komponent, ki v kombinaciji povzro¢ijo x % inhibicijo, {[DL/Z[D]} sorazmernost
1

odmerka vsake od n komponent, ki v kombinaciji povzro¢i x % inhibicijo,
(D, )j {( fa)j /11—( fax)j]} je odmerek posamezne komponente, ki sama povzroéi x %

inhibicijo, D,, je odmerek, ki povzro¢i srednji uCinek, fa  delez inhibicije pri x %
inhibiciji, m pa podaja naklon oz. obliko krivulje (hiperbolicna m = 1, sigmoidna m > 1 in

ploscato sigmoidna m < 1) (Chou, 2006).

3.2.9 Vrsticna elektronska mikroskopija

Prednost vrsti¢nega elektronskega mikroskopa (SEM angl. Scanning Electron Microscope)
je dobra locljivost in dobra globinska ostrina, ki daje zelo dobro 3-D podobo vzorca.
Primarni elektroni, ki izhajajo iz katode (ob segrevanju z elektricnim tokom), od tocke do
toCke otipavajo povrSino preparata in pri tem izbijajo sekundarne elektrone, ki jih zbira
detektor. Scintilator jih spremeni v fotone, ti pa se na fotopomnoZevalki pretvorijo v
elektricni signal. Na monitorju so luknje/gube zaradi manj izbitih elektronov videti

temnejSe, vrhovi/ravnine pa so zaradi ve€ izbitih elektronov svetlejSe.

Z vrsti¢no elektronsko mikroskopijo smo pregledali celice kulture ECj( in kontrole. Po
koncu inkubacije (72 h) smo 40 mL kulture centrifugirali (4000 rpm, 10 min) in celice nato
fiksirali s kapljico 37 % formaldehida ter jih inkubirali nekaj dni na 4 °C. Potem smo jih
veckrat sprali z acetonom, jih namestili direktno na nosilec za mikroskop in potopili v
teko¢i duSik. Nazadnje smo jih naprasili Se s platino in si jih ogledali pod elektronskim

vrstiénim mikroskopom JSM — 7500F (JEOL, Japonska).

30



Korosec M. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na cianobakterijo Synechococcus leopoliensis. 31
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2016

3.2.10 Stabilnost protirakavih zdravil

Mozno je, da se tekom trajanja strupenostnih testov koncentracije toksikantov znizajo. V ta
namen smo zato izracunali odstopanje med izmerjenimi in pri¢akovanimi koncentracijami
protirakavih zdravil v zaloznih raztopinah in v supernatantih izbranih testnih meSanic.
Koncentracije posameznih protirakavih zdravil so s kemijsko analizo dolo¢ili v Spanskem

laboratoriju (Spanish Council for Scientific Research (CSIC-IDAEA), Barcelona, Spanija).

3.2.10.1 Zalozne raztopine

Pripravili smo sveze zalozne raztopine posameznih protirakavih zdravil (5-FU, ET in IM)
in po 1 mL vsake v zatemnjeni posodi poslali v zgoraj omenjeni laboratorij. Med poskusi
smo zaloZne raztopine hranili v hladilniku (4 °C, tema), saj protirakava zdravila na svetlobi

razpadejo.

3.2.10.2 Supernatanti testnih kultur

Za opredelitev stabilnosti smo se odlocili uporabiti supernatante testnih meSanic ECj,
ECy, ECgy in kontrole. Testne meSanice smo pripravili kot za vsak poskus dotlej
(podpoglavje 3.2.2). S centrifugiranjem (4000 rpm, 10 min) smo pridobili po 14 mL
supernatantov na zacetku (dan 0) in na koncu testa (dan 3). Na analizo smo jih poslali na

suhem ledu. Do takrat smo jih hranili v zamrzovalniku (-20 °C).

3.2.10.3 Izvedba analize

Za analizo stabilnosti protirakavih zdravil so uporabili sistem visoko zmogljive tekocinske
kromatografije (Acquity UPLC System) v kombinaciji z masnim spektrometrom (Waters
TQD triple quadrupole) opremljenim z virom elektrosprej ionizacije. Kromatografsko
locitev so izvedli na koloni Purospher STAR RP-18 z reverzno fazo (125 mm x 2 mm,
velikost delcev 5 um) (Merck, Darmstadt, Nemcija) pri sobni temperaturi (25 °C).

Natancen opis pogojev in metode je podan v Studiji Negreira in sod. (2013).
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4 REZULTATI

Pri obravnavanju rezultatov smo upostevali pet veljavnih testov, oznacenih s ¢rkami A, B,
C, D, E, ki so sledili smernicam OECD TG 201 (2011). Kriteriji veljavnosti testa so
navedeni v podpoglavju 3.2.3.

4.1 RAST KONTROLNIH IN TESTNIH KULTUR

Po navodilih iz smernice OECD TG 201 (2011) je zacetna koncentracija celic pri vseh
ponovitvah testa (A, B, C, D, E) znasala 5 x 10*-10° celic/mL in je bila znotraj
posameznega testa enaka za kontrolne kulture in testne mesSanice ECx (ECs, ECjo, ECy,
ECso, ECo). Pri ponovitvi testa A in B smo zacetno koncentracijo celic znizali, saj kulture
v nasprotnem primeru ne bi bile v logaritemski fazi rasti, kar lahko vidimo iz rastnih
krivulj (Slika 8). Povpre¢na koncentracija celic S. leopoliensis pri posamezni ECx je
prikazana na Sliki 9. Iz obeh slik je razvidno, da so koncentracije celic znotraj
posameznega testa med posameznimi ECx najbolj primerljive na dan 1 (po 24 h), kasneje
pa so razlike vecje. Povpre¢no povecanje biomase testnih mesanic ECx (razen za ECsg in

ECyp) in kontrol je bilo za posamezne dneve (0-1, 1-2, 2-3) v sploSnem najniZje za dan 1-2.

4.2 SPECIFICNA STOPNJA RASTI IN INHIBICIJA RASTI

Specificno stopnjo in inhibicijo rasti smo izraunali z enacbama, ki sta podani v
podpoglavju 3.2.5. Vrednosti za specifi€ne stopnje rasti in inhibicije rasti so podane v

Preglednici 11.

Povprecna specifi¢na stopnja rasti kontrolnih kultur za dan 0-3 je v prvih dveh ponovitvah
testa (A in B) sovpadala z opisano normalno specifi¢no stopnjo rasti za S. leopoliensis
(2,0-2,4/dan). V preostalih testih (C, D, E) so si bile specifi¢ne stopnje rasti med seboj zelo
podobne, vendar nizje (1,2-1,3/dan) od normalne specifi¢ne stopnje rasti. Pri testu A in E
(Preglednica 11) lahko opazimo negativne inhibicije rasti, ki so posledica visjih stopenj
rasti testnih kultur ECx od kontrolnih kultur. Izstopa tudi visoka inhibicija rasti vseh treh
paralelk ECs v testu B, ki so posledica nizke specificne stopnje rasti v primerjavi s

kontrolo.
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Slika 8: Rastne krivulje S. leopoliensis kontrolnih kultur in testnih meSanic ECx za vse tri paralelke in vseh
pet ponovitev testa (A, B, C, D, E) za celoten ¢as trajanja testa (72 h)
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Vrednosti inhibicij rasti, oznacene s sivo barvo (Preglednica 11), je program Prism 5
zaznal kot osamelce in jih pri statisti¢ni analizi (izris trendne ¢rte, Slika 10) ni uposteval.
Razlog je lahko napaka pri meritvi s pretocnim citometrom (npr. masenje kolone
pretocnega citometra). Podatke iz praznih polj smo Ze pred statisti¢no analizo izlo¢€ili sami,
saj je bil KV specificne stopnje rasti kontrolne kulture paralelke a testa A za dan 2-3 visji

od predpisanih 35 % (podatki niso prikazani).

Preglednica 11: IzraCunane specifi¢ne stopnje rasti in inhibicije rasti kontrolnih kultur in testnih mesanic za

celotno trajanje testa (72 h), vse tri paralelke (a, b, ¢) in vseh pet veljavnih testov (A, B, C, D, E)

kontrola
ECs
ECyy
ECy
EC;
ECy,

kontrola
EC;
ECy
EC,
ECs
ECyy

kontrola
EC;
ECyy
ECy
EC;
ECyy

kontrola
EC;
ECy
ECy
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ECyy

2,2
0,8
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1,1
0,7
0,5
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0,8
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0.4
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2,0
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0,5
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Nadaljevanje Preglednice 11: Izracunane specifi¢ne stopnje rasti in inhibicije rasti kontrolnih kultur in testnih
mesanic (ECyx) za celotno trajanje testa (72 h), vse tri paralelke (a, b, ¢) in vseh pet veljavnih testov (A, B, C,
D, E)

M [/dan] _ Y [%] YV 1o
—T 4 Udan] D KVI%I i %] Ozmaka
kontrola 1,3 1,3 1,3 1,29 0,03 2 0 0 0 0
EC;s 1,3 1,3 1,3 1,28 0,02 2 2 2
EC, 12 12 13 1,27 0,06 4 3 6 -4 2 .
EC, 13 14 14 1,35 0,03 2 E B B 4
ECs 0,5 0,5 0,4 0,46 0,05 10 64 62 68 65
ECy, 0,4 0,4 0,3 0,37 0,05 12 72 68 73 71

M = specifi¢na stopnja rasti, ¢/ = povpre¢na specifi¢na stopnja rasti, Y = inhibicija rasti, ¥ = povpre¢na
inhibicija rasti, KV = koeficient variacije, SD = standardna deviacija, ECyx = efektivna koncentracija

4.3 ANALIZA PODATKOV IN STATISTICNA OCENA INHIBICIJE RASTI

Statisti¢ni program Prism 5 je s pomoc¢jo nelinearne regresijske analize izrisal sigmoidno
trendno ¢rto inhibicije rasti (%) v odvisnosti od meSanic ECx [log ECx/3] (Slika 10). Iz
slike je razvidno, da je trikomponenta mesanica (5-FU+IM+ET) pri vseh ECx povzrocila
vecjo inhibicijo rasti kot binarna meSanica (5-FU+IM), kljub temu, da ET po raziskavah
Brezovsek in sod. (2014) za S. leopoliensis ni toksicen. Inhibicija trikomponentne
mesanice je z upoStevanjem 95 % intervala zaupanja pri ECs, ECyo in ECyy primerljiva z
inhibicijo 5-FU in/ali IM. Pri ECy in ECsy pa je ta znatno vi§ja od vseh protirakavih
zdravil uporabljenih posamezno pri enaki ECx. Pri ECsy je inhibicija trikomponentne
meSanice 2-krat ve€ja kot pri 5-FU, 11-krat vec¢ja kot pri IM in 60-krat ve¢ja kot pri ET

uporabljenim posamezno.

4.4 PRIMERJAVA EKSPERIMENTALNE INHIBICIJE RASTI Z NAPOVEDNIMI
MODELI

Napovedne uc¢inke po modelu CA in IA smo izracunali po enacbah, ki sta navedeni v
podpoglavju 3.2.7. Za izracun smo potrebovali podatke iz nelinearne regresijske analize
(podatke za vrh, dno, naklon, ECs, EC;y, ECyy, ECs9, ECyg). Napovedni krivulji CA in 1A
smo prikazali na grafikonu inhibicije rasti v odvisnosti od ECx (Slika 10), ki smo ga

prikazali tudi v ¢lanku Elersek in sod. (2016).
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Napoved toksi¢nosti izbrane meSanice protirakavih zdravil je z upoStevanjem 95 %
intervala zaupanja v razponu ECs5.ECsy pravilno napovedal model CA, z izjemo ECy in
ECso pa tudi model IA, ki je pravilno napovedal Se ucinek pri ECyy. Pri ECyy in ECs je
ucinek mesanice z modelom IA podcenjen, medtem ko so Brezovsek in sod. (2014)
podcenjen ucinek mesSanice 5-FU+IM opazili ¢ez celoten razpon ECyx (Slika 10).
Primerjava inhibicije rasti in napovednih ucinkov z obema modeloma, CA in IA, je

prikazana v Preglednici 12 in podana graficno na dva razli¢na nacina: Slika 10 in Slika 11
(zaIA).

1009 x s.pysIm+ET
—— trendna crta
804 "~ 5-FU+IM (Br.) *
—CA * ,
— |
3 -=--1IA
&, 60- IJ
= DO 5-FU (Br.) ;i
£ A IM(Br) ;o
.E 40- * ;J I‘:
5 O ET(Br) FA
2
=
A
5
kontrola EC5 EC10 EC20 EC50 EC90

Mesanice EC,, [log EC,/3]

Slika 10: Inhibicija rasti cianobakterije S. leopoliensis za posamezna protirakava zdravila, 5-fluorouracil (5-
FU), imatinib mezilat (IM) in etopozid (ET), ter njihovo trikomponentno (5-FU+IM+ET) in binarno (5-
FU+IM) meSanico pri petih efektivnih koncentracijah (ECx) za ¢asovno obdobje 72 h. Podatki predstavljajo
srednje vrednosti + 95 % interval zaupanja. Prikazana je tudi napoved z modelom sestevka koncentracij (CA,
angl. Concentration Adition) in modelom neodvisnega delovanja (IA, angl. Independent Action). Statisti¢no
znacilna razlika s kontrolo (P < 0,05) je oznacena s simbolom *. Inhibicijo rasti za posamezna zdravila in
binarno mesanico (5-FU+IM) so dolocili Brezovsek in sod., 2014 (Br.)
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Preglednica 12: Eksperimetalno pridobljeni podatki za inhibicijo rasti pri posamezni efektivni koncentraciji
(ECx) skupaj z napovednim modelom CA (model seStevka koncentracij) in IA (model neodvisnega
delovanja).

ECy E?X izrlnf:‘rjena ‘ ECX‘nanv?‘dna C'A EC’f na‘p(.)v‘(?dna Iz‘&
[% inhibicije rasti] [% inhibicije rasti] [% inhibicije rasti]

EC;s 6,91 5,00 8,44

ECyy 11,92 10,00 10,27

EC, 28,00 20,00 14,35

ECs, 60,14 50,00 31,41

ECy 74,13 90,00 80,05

5-FU = 5-fluorouracil

IM = imatinib mezilat

ET = etopozid

IA = model neodvisnega delovanja

> = u¢inek vedji od napovednega modela IA
<= uc¢inek manjsi od napovednega modela IA

- = ucinek enak napovednemu modelu A

Slika 11: Ponazoritev primerjave eksperimentalne inhibicije rasti (z upostevanim 95 % intervalom zaupanja)
izbrane mesSanice protirakavih zdravil z napovednim modelom IA (model neodvisnega delovanja, angl.
Independent Action) in binarno mesanico (Brezovsek in sod., 2014). Pet zaporednih simbolov (-, <, >) v vrsti
od leve proti desni oznacuje ucinke pri petih efektivnih koncentracijah: ECs, EC;o, ECyy, ECso, ECq

4.5 KVANTITATIVNA ANALIZA INTERAKCI] PROTIRAKAVIH ZDRAVIL V

MESANICI S KOMBINACIJSKIM INDEKSOM (CI)

V program CompuSyn smo za vsako protirakavo zdravilo posebej vnesli vrednosti ECx
(koncentracija D) z pripadajoco inhibicijo rasti (ucinek f,, vrednost med O in 1), ki so jih
dolocili Brezovsek in sod. (2014), ter enako za njihovo trikomponentno mesanico, le da
smo vnesli vrednosti ECx/3 z inhibicijami rasti znacilnimi za meSanico. Za netoksicni ET
smo vnesli najmanj$i mozni ucinek, ki ga po navodilih Chou (2006) program Se sprejme
(tj. fa= 0,01, saj je log 0 = —o0). Program CI ni mogel izracunati, saj, kot je navedeno v
teoreticnih osnovah Chou (2006), to za meSanice z netoksi¢nimi komponentami ni
mogoce. Program namre¢ CI izraCuna glede na dva parametra, D,, (koncentracija, ki
povzro¢i 50 % ucinek) in m (oblika krivulje), ki sta v primeru ET znaSala 0. Skladnost

eksperimentalnih podatkov s principom srednjega ucinka (zakon o masah) program
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opredeli z dolocitvijo linearnega korelacijskega koeficienta r, ki ga v nasem primeru ni

mogel dolo¢iti (priporocena vrednost > 0,95).

4.6 STABILNOST PROTIRAKAVIH ZDRAVIL

V Spanskem laboratoriju (Spanish Council for Scientific Research (CSIC-IDAEA) so z
metodo tekocCinske kromatografije visoke loc¢ljivosti v kombinaciji z masno spektrometrijo
dolocili koncentracijo posameznih protirakavih zdravil (5-FU, IM, ET) v vzorcih zaloznih
raztopin in v testnih meSanicah EC;y, EC;y in ECyy. Nato smo izracunali odstopanje (%)
med izmerjenimi in pri¢akovanimi (izracunanimi) koncentracijami na zacetku (dan 0) in na
koncu testa (dan 3). Na podlagi teh izraunov smo nato opredelili kaksna je stabilnost
izbranih protirakavih zdravil v nasih eksperimentalnih pogojih in ali je odstopanje znotraj
okvirja, ki ga dolo¢a evropska smernica OECD TG (2011), t,j. = 20 % pricakovane

vrednosti.

4.6.1 ZaloZne raztopine protirakavih zdravil

Iz Preglednice 13 lahko ugotovimo, da koncentracije protirakavih zdravil v zaloznih
raztopinah od pri¢akovanih ne odstopajo ve¢ kot dolo¢a smernica OECD TG (2011).
Odstopanje je bilo najvecje pri IM (5,7 %), nato pri ET (4,5 %) in najmanjSe pri 5-FU (-
1,5 %). Negativna vrednost pri slednjemu je posledica izmerjene koncentracije, ki je bila
vi§ja od pri¢akovane. Vidimo tudi, da je ET Ze takoj na zafetku razpadel na izobari¢no
spojino, poimenovano ET2, koncentracija le-te pa se je tekom trajanja testa Se povecala
(Preglednica 14). Izobari¢no spojino v naSem primeru definiramo kot spojino z enako
nominalno maso in razlicnim retencijskim ¢asom. Celokupno koncentracijo ET predstavlja
seStevek etopozida (ET1) in njegove izobari¢ne spojine (ET2).

Preglednica 13: Pricakovane in s kemijsko analizo izmerjene koncentracije protirakavih zdravil v posameznih
zaloznih raztopinah z izraCunanim odstopanjem

5-FU IM ET1 ET2 ET
pri¢akovana koncentracija [mg/L] 750 500 / / 25000
izmerjena koncentracija [mg/L] 761,5 471,5 23801,3 77,9 23879,2
odstopanje od pri¢akovane koncentracije [%] -1,5 5,7 / / 4,5

5-FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET1 = etopozid, ET2 = izobari¢na spojina, ET = ET1+ET2
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4.6.2 Supernatanti meSanic protirakavih zdravil

Odstopanje zacetnih koncentracij od predvidenih je bilo najmanjse pri 5-FU (1,4 %),
potem pri IM (5,6 %) in najvecje pri ET (55,6 %). Tekom celotnega testa (dan 0-3 oz.
72 h) je bilo odstopanje prav tako najvecje pri ET (od -8,4 % pri ECyy do -52,5 % pri
EC)p), sledil je IM (0,0 % pri ECjo do 43,9 % pri ECq) in najmanjse pri 5-FU (14,9 % pri
ECyy, odstopanj za EC;y in ECy zaradi manjkajo¢ih izmerjenih koncentracij na dan 3
nismo mogli izracunati). Glede na preliminarne Studije nestabilnosti, pogoji so bili enaki
kot v naSi Studiji, abiotska nestabilnost k zmanjSanju koncentracije prispeva manj kot
20 %. Kar je vec, bi potemtakem lahko pomenilo vezavo na celice cianobakterij ali biotsko
spremembo teh snovi.

Preglednica 14: Pric¢akovane (izraunane) in izmerjene koncentracije posameznih protirakavih zdravil v
mesanicah EC;y, ECy, ECq z izraGunanim odstopanjem na zacetku (dan 0) in tekom testa (dan 0-3)

5-FU IM ET1 ET2 ET
Pricakovane konc. [pg/L]

kontrola 0,00 0,00 / / 0,00
EC, 42,53 1040,00 / / 45330,00
EC, 97,33 1270,00 / / 45330,00
EC,, 3780,00 3070,00 / / 45330,00

Izmerjene konc., dan 0 [pg/L]

kontrola 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
EC, 44,00 1028,90 21360,20 818,60 22178,80
EC, 91,40 1219,70 17099,70 1326,60 18424.30
EC,, 3719,0 2704,10 19475,50 305,70 19780,20

Odstopanje od pri¢akovane konc., dan 0 [%]
EC, -3,5 11,1 / / 51,1
EC, 6,1 4,0 / / 59,4
EC,, 1,6 11,9 / / 55,6
Izmerjene konc., dan 3 [pg/L]
EC, / 1028,60 14098,30 19717,90 33815,20
EC,; / 1016,00 8689,60 11284,10 19973,70
EC,, 3166,40 1517,70 12304,10 16473,00 287717,10
Odstopanje med izmerjenimi konc., dan 0-3 [%]

ECy / 0,0 34,0 -2308,7 -52,5
EC, / 16,7 49,2 -750,6 -8,4
EC,, 14,9 43,9 36,8 -5288,6 -45,5

5-FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET1 = etopozid, ET2 = izobari¢na spojina, ET = ET1+ET2,
konc. = koncentracija
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47 VPLIV MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA POVRSINO CELIC .

leopoliensis

Pri vzporedno opravljeni Studiji z algo Pseudokirchneriella subcaptata (ElerSek in sod.,
2016) so pri liofilizirani biomasi (~ 0,5 g) testne meSanice ECs in ECjy v primerjavi s
kontrolo po 72 h inkubacije opazili vidne razlike v makrostrukturi (agregaciji) algne
biomase. Pri kontroli so bile celice po liofilizaciji popolnoma pritrjene na steno bucke,
medtem ko se celice pri meSanici ECs in ECy stene bucke niso oprijele. Morebiten vpliv
meSanice protirakavih zdravil (5-FU+IM+ET) na povrsino celic smo zato Zeleli preveriti
tudi pri cianobakteriji S. leopoliensis. V ta namen smo izvedli vrsti¢no elektronsko
mikroskopijo (SEM). Posnetki povrSine celic S. leopoliensis so prikazani na Sliki 12

(A: kontrola; B: meSanica protirakavih zdravil pri ECy).

Na slikah vidnih razlik v mikrostrukturi celic med kontrolno kulturo in testno meSanico
ECjo nismo opazili. Prav tako jih, kljub vidnim razlikam v agregaciji, niso opazili pri
celicah P. subcapitata (ElerSek in sod., 2016). Potrebno bi bilo optimizirati postopek

priprave preparata nasih celic za opazovanje s SEM, vendar to presega okvire te naloge.

Slika 12: PovrSina celic (mikrostruktura) cianobakterije S. leopoliensis posneta z vrsticnim elektronskim
mikroskopom (SEM) po 72 h inkubacije. A: kontrolna kultura; B: meSanica protirakavih zdravil EC;.
Merilo na dnu vsake slike predstavlja 1 um
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S RAZPRAVA

V zadnjem desetletju je Stevilo bolnikov, ki prejemajo kemoterapijo precej naraslo in bo v
naslednji letih Se narascalo (Ribes in sod., 2008). Razloge gre iskati v staranju prebivalstva
in nezdravemu zivljenjskemu slogu, kar pripomore k ve¢ji incidenc¢ni stopnji raka (Rak v
Sloveniji 2011, 2015). Ocenjujejo, da se bo potreba po protirakavih zdravilih v naslednjih
10 letih podvojila (Nussbaumer in sod., 2011). Po uporabi je odvajanje protirakavih zdravil
(in metabolitov) v okolje neurejeno niti delezno specificne kontrole. Temu botrujejo
predvsem premalo robustna dolocila ocenjevanja okoljskega tveganja (ERA angl.
Environmental Risk Assessment) (Zhang in sod., 2013). Po dolocilih Evropske agencije za
zdravila (EMA angl. European Medicines Agency) se testi obstojnosti, bioakomulacije in
toksi¢nosti ne izvajajo, ¢e vrednost PEC znasa < 0,01 ug/L (EMA, 2006) oziroma < 1
ung/L (FDA, 1998), kar protirakava zdravila redko dosegajo. Hkrati morajo biti izvzeta tudi
druga okoljska tveganja, kar za protirakava zdravilo ravno tako tezko trdimo. Vecina od
njih namre¢ deluje neposredno na DNA, zato spodnje (varne) meje uporabe ni mozno
dolociti, Se posebno takrat, ko se nahajajo v meSanicah. Pomanjkanje podatkov o
ekotoksikoloskih vplivih protirakavih zdravil in njihovih meSanic na netar¢ne organizme
zato ne preseneCa. V magistrski nalogi smo zato Zeleli preveriti vpliv meSanice treh
protirakavih zdravil (5-FU+IM+ET) na cianobakterijo S. leopoliensis. Cianobakterije so

namre¢ pomembni ubikvitarni predstavniki vodnih primarnih producentov.

Cianobakterije spadajo med fotosintetske prokarionte in so prvi znani kisik proizvajajoci
organizmi. Fosili dokazujejo, da njihov obstoj sega preko 2,5 milijard let nazaj (Summons
in sod., 1999). Tekom dolge evolucijske zgodovine so se cianobakterije prilagodile na
Stevilne okoljske pogoje, zato nekatere od njih uspevajo v ekstremnih okoljih - vroca,
hladna, kisla in alkalna okolja, v celinskih vodah pa lahko postanejo najStevilénejsi
predstavnik primarnih producentov (Mur in sod., 1999). Cianobakterije iz rodu
Synechoccocus sodijo med najbolj Steviléne (> 10° celic/mL) ubikvitarne predstavnike
pikoplanktona v odprtih oceanih, kjer predstavljajo ~ 25 % primarne produkcije
(Waterbury in sod. 1986; Li in sod., 1998). Predstavniki tega rodu so Steviléni tudi v
razli¢nih estuarijskih ekosistemih, kjer lahko dosezejo ve¢ kot 50 % delez primarne
produkcije (Affronti in Marshall, 1994). Poleg tega, da ti predeli sodijo med najbolj

produktivne habitate, so tudi najbolj izpostavljeni clovekovi dejavnosti, saj sprejemajo
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odpadne vode iz notranjih in obalno poseljenih obmocij (Paerl in sod., 2003; van Dolah in
sod., 2007). Odpadne vode vsebujejo kompleksno mesSanico kemikalij, med katerimi
najdemo tudi protirakava zdravila (Frederic in Yves, 2014). V visoko produktivnih
sistemih je motnost vecja in koncentracija CO, manjSa (visoka vrednost pH > 9). Prednost
cianobakterij je v boljSi kinetiki privzema CO, in sposobnosti vzgona s plinskimi
vakuolami. Ko postanejo koncentracije CO, prenizke, preostali del fitoplanktona ni
zmozen veC uspevati, zato ga cianobakterije prerastejo/izkljucijo iz skupnosti (Shapiro,
1997). Sposobne so koristiti tudi nizke okoljske koncentracije fosforja bodisi s hidroliziro s
fosfatazami iz organskega vira (Coleman, 1992) ali s porabo intracelularno skladis¢enega
fosforja v obliki polifosfatnih telesc (Healey, 1982). V okoljih, kjer mo¢no primanjkuje
dusika, nekatere vrste cianobakterij fiksirajo atmosferski dusik v heterocistah (Oliver in
Ganf, 2000) ali pa gre le za cCasovno locen potek fiksacije (ponoci) in fotosinteze
(podnevi), saj je nitrogenaza obcutljiva na kisik (Stal in sod., 2010). V neugodnih pogojih
(temperatura, izsuSevanje, hranila,...) lahko tvorijo razli¢éne prezivitvene oblike, npr.
akinete (Kaplan-Levy in sod., 2010). Kot vidimo, so cianobakterije, z vsemi svojimi
prilagoditvami, skupina, ki lahko v raznolikih pogojih bolje uspeva kot ostali primarni

producenti v vodah (evkariontske alge in makrofiti), zato je njihov pomen Se toliko vecji.

5.1 VPLIV MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA RAST CIANOBAKTERIJE

S. leopoliensis

Ucinek trikomponentne mesSanice 5-FU+IM+ET je bil v celotnem razponu ECs-ECy z
upostevanjem 95 % intervala zaupanja vecji od u¢inka binarne mesanice 5-FU+IM in pri
ECy in ECsp od vseh treh posameznih protirakavih zdravil (Slika 10). Inhibicija rasti (%)
mesSanice je pri ECsy glede na ECsy 5-FU (1,20 mg/L) ve¢ja za faktor 2, v primeru IM (5,36
mg/L) za faktor 11 in v primeru ET (n.d.) za faktor 60. Glede na Evropsko Direktivo
93/67ECC (Commission of the European Communities, 1996), ki toksi¢nost substanc za
vodne mikroorganizme deli glede na vrednosti ECsy (podpoglavje 2.4), toksi¢nost naSe
mesSanice lahko opredelimo kot zelo toksicno. Medtem sta 5-FU in IM za S. leopoliensis
opredeljena kot toksi¢na in ET kot neopredeljen. Intervali zaupanja so, kot lahko opazimo
iz Slike 10, precej S$iroki. Vzrok je lahko visoka povpre€na naravna variabilnost
koncentracije dnevno izmerjenih celic kontrolnih kultur izrazena kot KV (16 %). Ceprav

cianobakterije zajemajo svetlobo nizkih in visokih intenzitet pri Sirokem razponu valovnih
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dolzin, je pri dolo¢eni ECx znotraj in med poskusi lahko prihajalo do razlik v kvaliteti
svetlobe (zasedanje razli¢nih mest na stresalniku) ter razlicnih pogojev vzdrzevanja kulture
za zacetni inokulum (razli¢na sobna temperatura in dnevna svetloba). Na zacetku testiranja
smo se soocali z rastnimi tezavami kontrolne kulture (Slika 8, test A, paralelka a), kar se je
ponovilo tudi v naslednjih dveh ponovitvah testa, zaradi Cesar sta bila ta neveljavna. Z
odstopanjem od predvidene rasti (rastna krivulja) smo sklepali, da kultura nima normalnih
rastnih lastnosti. V naslednjih poskusih (B, C, D, E) smo zato uporabili novo kulturo S.

leopoliensis (SAG 1402-1).

Specifi¢ne stopnje rasti kontrolnih kultur za obdobje 72 h so ustrezale opisani normalni
specifini stopnji rasti (2,0-2,4/dan) le v testu A in B. V preostalih testih (C, D, E) so si
bile vrednosti med seboj zelo podobne (1,24-1,29), vendar precej manjSe od normalne
specifi¢ne stopnje rasti. Poleg Ze zgoraj navedenih razlogov je temu lahko botrovalo
intenzivno stresanje (100 kroznih tresljajev/min), ki je negativno vplivalo na fotosintezo in
posledi¢no na rast kulture, vendar smo le na tak nacin lahko zagotovili dovolj velik masni
prenos CO; iz okoliskega zraka v medij. Razlike v specifi¢ni stopnji rasti med testom A, B
ter C, D, E je lahko zacetna koncentracija celic (Slika 8), ki je bila v prvih dveh testih
manj3a od predpostavljenih 5 x 10*-10° celic/mL, zaradi Gesar so celice imele na voljo ved
hranil. S Stetjem celic v Stevni komori smo namre¢ Stevilo celic precenili in posledi¢no je
bil volumen vcepka premajhen. Na problematiko Stetja majhnih celic S. leopoliensis
opozarja tudi smernica OECD TG 201 (2011). Delo smo Zeleli izvajati ¢im bolj natan¢no,
zato smo celice Steli na ve¢ ravninah mikroskopskega preparata in jih pri tem ocitno

precenili. Za Stetje celic med poskusom smo uporabljali metodo s preto¢nim citometrom.

Mesanico 5-FU+IM+ET so v vzporedno opravljeni Studiji testirali tudi na zeleni mikroalgi
P. subcapitata (ElerSek in sod., 2016). Objavljene eksperimentalne inhibicije rasti so vecje
kot v primeru cianobakterije S.leopoliensis (Preglednica 12): pri ECs za 29 %, pri ECjo za
56 %, pri ECyy za 47 % in pri ECsp za 10 %. ManjSo toksi¢nost za S. leopoliensis so
belezili tudi BrezovSek in sod. (2014) v primeru posameznih protirakavih zdravil.
Vrednosti ECsy 5-FU in IM sta bili 10-krat oziroma 2-krat vi§ji kot pri zeleni algi P.
subcapitata, medtem ko ET za cianobakterijo sploh ni bil toksicen. Z ekoloSkega vidika je
poznavanje obcutljivosti alg in cianobakterij za farmacevtike zelo pomembno, saj to lahko

vpliva na strukturo fitoplanktona. Cvetenje cianobakterij je namre¢ posledica kompleksnih
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sinergistiénih ucinkov ve¢ okoljskih dejavnikov (Dokulil in Teubner, 2000). Poleg
fizikalnih (mesSanje, svetloba, temperatura) in prehranskih dejavnikov (dusik, fosfor)
nekatere publikacije navajajo tudi onesnazila, na katere so alge in cianobakterije razlicno
obcutljive (Pei in Ma, 2002). Primerjalne Studije so razkrile, da so alge na protirakava
zdravila (Brezovsek in sod., 2014) in pesticide bolj obcutljive kot cianobakterije.
Posledi¢no lahko razbohotene cianobakterijske vrste izrinejo prej prevladujoce algne vrste
(Ma, 2005; Ma in sod., 2006; Ma in sod., 2008). Njihova prevlada je Se posebej
zaskrbljujoca, ¢e dominantne vrste proizvajajo Stevilne cianotoksine in druge nepoznane
biolosko aktivne molekule, ki so nevarne za vodne organizme in ¢loveka (Zegura in sod.,
2011). Testni organizem S. leopoliensis sicer ne proizvaja toksinov, vendar to lahko velja

za druge toksin proizvajajoce cianobakterije (Microcystis, Dolichospermum, Nodularia,...).

Koncentracije posameznih protirakavih zdravil, ki smo jih uporabili v meSanici 5-
FU+IM+ET so bile sicer vi§je od MEC (Preglednica 3), vendar lahko podobno kot
Brezovsek in sod. (2014) zaklju¢imo, da okoljskega tveganja na lokalnih mestih v primeru
uporabljene meSanice ne moremo izkljuciti. Toksi¢nost se namre¢ ne izraza samo kot
zaviranje rasti, ampak tudi na druge nacine (genotoksicnost, spremenjeno prepisovanje
genov), kot so to dokazali Kovacs in sod. (2015) za okoljske koncentracije 5-FU.
Predlagajo, da ti ucinki ob kroni¢ni izpostavljenosti lahko izzovejo degenerativne
spremembe na vodnih organizmih. Vrednosti ECs so pri kroni¢ni izpostavljenosti namre¢
obéutno nizje (Preglednica 6). Ce k temu priStejemo e okrepljene/sinergisti¢ne ucinke

mesanic, tveganja pri kronic¢ni izpostavljenosti vsekakor ne moremo izkljuciti.

5.2 PRIMERJAVA NAPOVEDNIH MODELOV Z DEJANSKIMI INHIBICIJAMI
RASTI

Eksperimentalni podatki inhibicije rasti z upoStevanjem 95 % intervala zaupanja v razponu
ECs-ECsg sledijo napovednemu modelu sestevka koncentracij (CA, angl. Concentration
Addition) in pri ECyy modelu neodvisnega delovanja (IA, angl. Independent Action), ki je
pravilno napovedal Se ucinek pri ECs in ECjo. UCinek pri ECyy in ECsy je bil z IA
podcenjen, medtem, ko je bila toksi¢nost binarne meSanice 5-FU+IM ¢ez celoten razpon
ECx manjsa od obeh napovednih modelov (Brezovsek in sod., 2014). Dodatek ET je kljub

temu, da je za S. leopoliensis netoksicen, o€itno vplival na celokupno toksi¢nost meSanice
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5-FU+IM+ET. Nobeden od modelov v analizirani meSanici ne predpostavlja
farmakokineti¢nih in farmakodinamiénih interakcij (Kortenkamp in sod., 2009), zato s
stalisa definicije aditivnosti sklepamo, da je ET vplival na privzem, transport in/ali

metabolizem 5-FU in IM.

53 KVANTITATIVNA ANALIZA INTERAKCIJ] V MESANICI PROTIRAKAVIH
ZDRAVIL

Interakcij med protirakavimi zdravili v trikomponentni meSanici 5-FU+IM+ET 2z
racunalniSko simulacijo nismo mogli kvantitativno opredeliti na sinergisticne,
antagonsticne ali aditivne. Glede na eksperimentalne in napovedne rezultate bi lahko
zakljucili, da ima trikomponentna meSanica sinergisti¢en ucinek, vendar se ta izraz po
definiciji Chou (2006) lahko uporablja le v primerih, kjer vsaka izmed komponent izkazuje
dolocen ucinek. V primeru, kjer komponenta mesanice ucinka ne izzove (v naSem primeru
ET), govorimo o potenciranju oziroma okrepitvi u¢inka (Chou, 2006). ET je glede na
binarno mesanico 5-FU+IM ucinek najbolj okrepil pri EC; (179-krat) in pri ECs (15-krat).
Pri vi§jih ECx je bilo potenciranje manjse; ECy 4-krat, ECsy 3-krat in ECyy 1,3-krat. Do
najvecje okrepitve ucinka je torej prislo pri najnizjih ECx, kar je Se posebej pomembno iz
staliS€a nizkih okoljskih koncentracij protirakavih zdravil, in da na celokupen ucinek
meSanice lahko vplivajo tudi komponente, ki same po sebi niso toksi¢ne. Fenomen so Silva
in sod. (2002) opisali z izrazom »Something from Nothing« za meSanico osmih
estrogenov, katerih koncentracija je bila niZzja od NOEC, in je kljub temu privedla do
statisticno znacilnega ucinka. Iz okrepljenega ucinka nase meSanice lahko sklepamo tudi
na povisano tveganje sprostitve cianotoksinov iz cianobakterij, saj so vzroki sprostitve,
poleg naravnega odmiranja celic in fizi€nega stresa, lahko tudi onesnazila (Ross in sod.,

2006).

5.4 STABILNOST PROTIRAKAVIH ZDRAVIL

Koncentracija 5-FU se v supernatantu tekom testa (72 h) ni znizala za vec¢ kot doloca
smernica OECD TG 201 (2011), t.j. + 20 % nominalne vrednosti. Pri IM je bilo
odstopanje vecje v primeru ECyy (43,9 %), vendar glede na predhodno Studijo Elersek in
sod. (2016), lahko recemo, da tudi IM sledi predpisanemu okvirju, saj povprecno

odstopanje tekom testa (glede na dan 0) ni bilo vecje od 20 %. Tega niso mogli potrditi za
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ET, kar je skladno z nasimi rezultati stabilnosti. ET je ze takoj na zacetku razpadel na
izobari¢no spojino ET2. V zalozni raztopini je ta predstavljala 0,3 % in v supernatantih
4 % celokupnega ET. Tekom testa se je ta delez povecal na 58 %, koncentracija ET1 pa se
je nasprotno zmanjSala (ET1+ET2=ET) (Preglednica 14). Enak trend so opazili tudi v
supernatantih algnih kultur, medtem ko ga v kontrolnem mediju OECD (brez celic) niso
zaznali. ET2 je tako lahko posledica biotske razgradnje/transformacije z algnimi celicami.
Enako lahko predpostavimo tudi v naSem primeru za S. leopoliensis. Opazimo lahko tudi,
da je povprecna zacetna koncentracija ET v supernatantih testnih meSanic ~ 50 % nizja kot
v zaloznih raztopinah. Glede na to, predpostavljamo, da je prislo do hitre zacetne abiotske
razgradnje (npr. fotoliza, ET je za njo dovzeten) ali vezave na cianobakterijske celice,
kasneje, tekom testa, pa do razgradnje/transformacije s cianobakterijskimi celicami. Hande
(1992) kot klini¢no problematiko ET navaja ravno njegovo mocno lipofilnost in kemijsko
nestabilnost. Poleg tega naSo domnevo potrjujejo rezultati vzporedno opravljene Studije s
P. subcapitata (ElerSek in sod., 2016), kjer so s kemijsko analizo liofilizirane biomase
ugotovili, da v stik s celicami po 72 h pride le od 0,1-0,01 % protirakavih zdravil. Take

vrste podatkov za cianobakterije v znanstveni literaturi (Se) ni.

Negreira in sod. (2013) so stabilnost 5-FU, IM in ET preverjali v vodi pri 25 °C (tema).
Rezultati za 5-FU so bili skladni z rezultati Studije ElerSek in sod. (2016) (> 80 %
detektiranega, po 24 h), medtem ko je bila stabilnost IM manjsa in stabilnost ET vecja kot
v mediju OECD in supernatantih. Na stabilnost protirakavih zdravil je potemtakem lahko
vplivala svetloba, meSanje, sestavine medija in prisotnost Se drugih protirakavih zdravil v

njem.

Da bi dobili bolj zanesljive, statisti¢no znacilne rezultate, bi morali analizo izvajati veckrat
z ve€ vzorcl ter poznati tudi eksperimentalno napako meritev. Tako bi lahko izkljucili

morebitne napake pri odvzemu, transportu in/ali sami kemijski analizi.
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5.5 POSNETKI POVRSINE CELIC S. leopoliensis Z VRSTICNIM ELEK TRONSKIM
MIKROSKOPOM

Posnetki razlik v mikrostrukturi celicne povrSine med kontrolo in testno meSanico EC;y ne
razkrivajo (Slika 12). Metodo smo izvajali zaradi opaZenih razlik v makrostrukturi
(agregiranosti) liofilizirane celi¢ne biomase P. subcapitata (ElerSek in sod., 2016), kjer
razlik v mikrostrukturi celicne povrsine prav tako niso zaznali. Koblizek in sod. (2000) so
raziskovali vpliv nekaterih kemikalij na agregacijo celic Synechoccocus elongatus, ki v
naravi praviloma rastejo kot samostojne celice. Kot kljucnega sprozilca povecane
agregacije navajajo spremenjen tok elektronov v fotosistemu PSI in posledi¢ni nastanek
reaktivne zvrsti kisika (ROS, angl. reactive oxygen species), superoksidnega radikala (O;)
(Mehlerjeva reakcija). Agregacija se je poveCala tudi ob dodatku glutationa, kar po
navedbah lahko potrjuje vlogo ROS. Glutation je dobro poznan antioksidant, ki sodeluje
pri metabolizmu nekaterih protirakavih zdravil (Deenen in sod., 2011), pa vendar bi bilo
nadaljnje sklepanje prenagljeno, saj mehanizmi signaliziranja z glutationom niso

popolnoma jasni.

Agregacija fitoplanktona je vsekakor pomemben proces v vodnem okolju, ki narekuje
plovnost (iskanje optimalne svetlobe in hranil), tonjenje (kroZenje ogljika) in oblikovanje
povrsinske gosce (senenje in izkljucitev drugih vrst). V prihodnosti bi bilo vsekakor
dobro raziskati to sicer Se povsem neraziskano podro¢je vpliva protirakavih zdravil.
Predvsem pa se moramo zavedati, da je vodno okolje kompleksna meSanica najrazli¢nejsih
aktivnih snovi, ki jih ¢lovek s svojim obstojem vsakodnevno (neodgovorno) odvaja v

prostor, kjer se prvotno naj ne bi nahajale.
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SKLEPI

Inhibicija rasti trikomponentne meSanice 5-FU+IM+ET je bila v celotnem razponu
efektivnih koncentracij (ECs-ECqg) vecja od uc€inka binarne meSanice 5-FU+IM. Od
vseh treh posameznih protirakavih zdravil je bil ucinek vecji pri ECy in ECsg, pri

ostalih je bil u¢inek primerljiv z u¢inkom 5-FU in/ali IM.

Mesanica 5-FU+IM+ET na cianobakterijo S.leopoliensis deluje manj zaviralno (razen

pri ECy) kot na zeleno mikroalgo P. subcapitata.

Toksi¢ni ucinek meSanice 5-FU+IM+ET je bolje primerljiv z napovedjo modela CA in

vi§ji od napovednega ucinka z modelom IA, razen pri ECqy.

Dodatek netoksi¢nega ET, ki na rast cianobakterij nima vpliva do koncentracije 351
mg/L, kadar je apliciran individualno, je spremenil antagonisticni u¢inek 5-FU+IM v
okrepljen ekotoksikoloski u¢inek meSanice 5-FU+IM+ET, najbolj pri ECs in ECj.
Raziskava je zato pokazala nujnost izvajanja ekotoksikoloskega testiranja mesanic s

komponentami, ki samostojno za dolo¢en organizem niso toksi¢ne.

Posnetki elektronskega vrsti€nega mikroskopa razlik v mikrostrukturi med kontrolno

kulturo in testno meSanico EC;¢ ne razkrivajo.

S kemijsko analizo smo ugotovili, da ET hitro razpade na izobari¢no spojino, katere
koncentracija se je tekom testa Se povecala, koncentracija maticne spojine pa
zmanjSala, kar nakazuje na moZnost biotske razgradnje/transformacije s celicami S.

leopoliensis. Medtem, sta 5-FU in IM tekom testa ostala stabilna.
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7 POVZETEK

Protirakava zdravila vplivajo na strukturo in funkcijo DNA bodisi direktno ali nedirektno.
Zaradi narave delovanja njihove tarce niso popolnoma specificne. Iz istega vzroka prav
tako ni mogoce dolociti spodnje varne meje izpostavljenosti. Poleg tega se protirakava
zdravila v vodi nahajajo v obliki meSanic, zato je uéinke $e teZje napovedati. Ce k temu
priStejemo Se njihov stalen in nekontroliran dotok v okolje, izpostavitev vsakega

organizma lahko predstavlja tveganje.

V nasi Studiji smo izvedli ekotoksikoloski test vpliva meSanice protirakavih zdravil 5-
FU+IM+ET na rast cianobakterije S. leopoliensis, ki ima pomembno vlogo primarnega
producenta. Izbrano meSanico protirakavih zdravil smo testirali, ker se glede na
kombinirane kemoterapevtske sheme (5-FU+ET) in visoko stopnjo (5-FU, IM) porabe,
lahko pri¢akuje njihovo skupno prisotnost v vodnem okolju. Inhibicijo rasti smo izvajali v
skladu s smernico OECD TG 201 (2011) pri petih ECx. Ugotovili smo, da je bil u¢inek
(inhibicija rasti) meSanice pri EC,y in ECsy vi§ji od ucinka vseh treh posameznih
protirakavih zdravil. Pri ECs, EC;o, ECq pa je bil ta zelo podoben u¢inku 5-FU in/ali IM.
Eksperimentalne inhibicije rasti bolje sledijo napovednemu modelu CA, medtem ko so
potrdili, kar so Ze pokazali v nekaterih Studijah — da na celokupno toksi¢nost meSanice
vplivajo tudi u¢inkovine, ki same po sebi niso toksi¢ne. Ucinki meSanice 5-FU+IM+ET so
bili ¢ez celoten razpon ECx vecji od binarne meSanice 5-FU+IM. ET je ucinek najbolj
okrepil pri ECs in EC;p, kar je Se posebej pomembno iz staliS¢a nizkih okoljskih
koncentracij protirakavih zdravil. S primerjavo eksperimentalnih inhibicij rasti 5-
FU+IM+ET smo ugotovili, da meSanica na cianobakterijo deluje manj zaviralno (razen pri
ECqp) kot na zeleno mikroalgo P. subcapitata. S kemijsko analizo stabilnosti protirakavih
zdravil smo odkrili prisotnost izobari¢ne spojine ET, kar nakazuje na biotsko
razgradnjo/transformacijo mati¢ne ucinkovine. O prisotnosti, obstojnosti in toksi¢nosti
metabolnih presnovkov, produktov abiotske in biotske razgradnje/transformacije je
znanega zelo malo, kar predstavlja dodaten vidik, ki pripomore h kompleksnosti problema

protirakavih zdravil ter njihovih meSanic.
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