UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ MIKROBIOLOGIJE

Sara MILAVEC

VPLIV MESANICE IZBRANIH PROTIRAKAVIH
ZDRAVIL NA ALGO Pseudokirchneriella subcapitata

MAGISTRSKO DELO

Magistrski Studij - 2. stopnja Mikrobiologija

Ljubljana, 2015



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDI MIKROBIOLOGIJE

Sara MILAVEC

VPLIV MESANICE IZBRANIH PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA
ALGO Pseudokirchneriella subcapitata

MAGISTRSKO DELO
Magistrski $tudij - 2. stopnja Mikrobiologija

THE EFFECT OF THE SELECTED ANTI-CANCER DRUGS
MIXTURE ON ALGA Pseudokirchneriella subcapitata

M. SC. THESIS
Master Study Programmes: Field Microbiology

Ljubljana, 2015



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. 1
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

Magistrsko delo je zakljucek magistrskega Studijskega programa 2. stopnje mikrobiologije
na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo na Nacionalnem inStitutu
za biologijo, v laboratorijih Oddelka za gensko toksikologijo in biologijo raka.

Komisija za Studij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr.
Romano Marinsek Logar, za somentorico dr. Tino Elesek in za recenzentko prof. dr. Majo
Cemazar.

Mentorica: prof. dr. Romana MarinSek Logar
Somentorica: dr. Tina Elersek
Recenzentka: prof. dr. Maja Cemazar

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica: doc. dr. Blagajana HERZOG VELIKONJA
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Clanica: prof. dr. Romana MARINSEK LOGAR
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko

Clanica: dr. Tina ELERSEK
Nacionalni inStitut za biologijo, Oddelek za gensko toksikologijo in
biologijo raka

Clanica: prof. dr. Maja CEMAZAR
Onkoloski inStitut Ljubljana, Oddelek za eksperimentalno onkologijo

Datum zagovora:

Podpisana izjavljam, da je naloga rezultat lastnega raziskovalnega dela. Izjavljam, da je
elektronski izvod identi¢en tiskanemu. Na univerzo neodplacno, neizklju¢no, prostorsko in
¢asovno neomejeno prenasam pravici shranitve avtorskega dela v elektronski obliki in
reproduciranja ter pravico omogocanja javnega dostopa do avtorskega dela na svetovnem
spletu preko Digitalne knjiznice Biotehniske fakultete.

Sara Milavec



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. 11
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

SD  Du2

DK UDK 615.9:615.277:582.263(043)=163.6

KG enoceli¢ne zelene alge/Pseudokirchneriella subcapitata/protirakava zdravila/s-
fluorouracil/imatinib mezilat/etopozid/toksi¢nost/test inhibicije rasti/neodvisno
delovanje/sestevek koncentracij/vezava protirakavih zdravil/celi¢na biomasa

AV  MILAVEC, Sara, dipl. mikrobiol. (UN)

SA  MARINSEK LOGAR, Romana (mentorica)/ELERSEK, Tina (somentorica)/
CEMAZAR, Maja (recenzentka)

KZ  SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

ZA  Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije

LI 2015

IN VPLIV MESANICE IZBRANIH PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA ALGO
Pseudokirchneriella subcapitata

TD  Magistrsko delo (Magistrski studij — 2. stopnja Mikrobiologija)

OP  XIl,55str., 11 pregl., 16 sl., 124 vir.

1J sl
Ji sl/en
Al Protirakava zdravila so skupina farmacevtskih ucinkovin z velikim potencialom za

negativen vpliv na netaréne organizme. Zaradi nepopolne razgradnje v postopku
¢is¢enja na Cistilnih napravah se pojavljajo v razli¢nih naravnih (vodnih) okoljih, in
sicer ne posami¢no, ampak v obliki kompleksnih meSanic, katerih vpliv na netaréne
organizme je zaenkrat zelo slabo preucen. Iz obstojecih Studij je razvidno, da je
ucinek protirakavih zdravil v kombinacijah lahko vecji kot le seStevek ucinkov
posameznih protirakavih zdravil. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, kaksen
je vpliv meSanice treh za kemoterapijo pogosto uporabljanih protirakavih zdravil
(5-fluorouracil, imatinib mezilat, etopozid) na enoceli¢no algo Pseudokirchneriella
subcapitata. Spremljali smo inhibicijo rasti celi¢nih kultur alge P. subcapitata z
dodano izbrano meSanico protirakavih zdravil v petih razlicnih efektivnih
koncentracijah (EC). V koncentracijskem obmoc¢ju ECs-ECso smo dokazali
antagonisticen. Predvidena toksi¢nost meSanice, izraCunana po matemati¢nih
modelih, osnovanih na konceptih neodvisnega delovanja (IA) in seStevka
koncentracij (CA), se je razlikovala od eksperimentalno izmerjene. lzbrana
napovedna modela sta se izkazala za nezanesljiva. Ugotovili smo tudi, da se
testirana protirakava zdravila na in/ali v celicno biomaso vezejo v zelo majhnem
delezu (0,01-0,1 % od celotne uporabljene koli¢ine).



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. v
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

KEY WORDS DOCUMENTATION

ND Du2

DC UDC 615.9:615.277:582.263(043)=163.6

CX  single-cell algae/Pseudokirchneriella subcapitata/anticancer drugs/5-fluorouracil/
imatinib mesylate/etoposide/toxicity/growth inhibition test/independent action/
concentration addition/anticancer drugs binding/cell biomass

AU MILAVEC, Sara

AA  MARINSEK LOGAR, Romana (supervisor)/ELERSEK, Tina (co-advisor)/
CEMAZAR, Maja (reviewer)

PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

PB  University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology

PY 2015

TY  THE EFFECT OF THE SELECTED ANTI-CANCER DRUGS MIXTURE ON
ALGA Pseudokirchneriella subcapitata

DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology)

NO  XIl,55p., 11 tab., 16 fig., 124 ref.

LA sl

Al sl/en

AB  Anticancer drugs represent a group of pharmaceutical substances with great
potential for a negative impact on non-target organisms. Anticancer drugs can be
found in various natural (aquatic) environments as they are not completely removed
during cleaning processes at wastewater treatment plants. They are not present as
single substances but as complex mixtures the effect of which has been
inadequately studied so far. The existing studies show that the effect of anticancer
drugs in combinations can be bigger than a simple sum of the single anticancer drug
effects. The aim of the thesis was to determine the effect of the mixture consisting
of three anticancer drugs which are widely used in chemotherapy (5-fluorouracil,
imatinib mesylate, etoposide) on single-cell alga Pseudokirchneriella subcapitata.
We monitored growth inhibition in P. subcapitata cell cultures with added selected
mixture of anticancer drugs in five different effect concentrations (EC). In ECs-
ECso concentration range the effect of the mixture was shown to be sinergistic, and
antagonistic in the case of the highest EC (ECqo). Predicted toxicity of the mixture,
calculated using mathematical model established on concepts of independent action
(1IA) and concentration addition (CA), differed from experimentally measured
toxicity. Selected predictive models proved to be unreliable. We also established
that only a small share of selected anticancer drugs binds to cell biomass (0,01-0,1
% of total used quantity).



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. V
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015
KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 1
KEY WORDS DOCUMENTATION v
KAZALO VSEBINE \%
KAZALO PREGLEDNIC VI
KAZALO SLIK IX
OKRAJSAVE IN SIMBOLI X
SLOVARCEK X1
1 UVvOD 1
1.1 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 2
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 2
2 PREGLED OBJAV 3
2.1 PROTIRAKAVA ZDRAVILA 3
2.1.1 Klasifikacija protirakavih zdravil 3
2.1.2 Opis izbranih protirakavih zdravil 3
2.1.2.1  Fluorouracil 3
2.1.2.2 Imatinib 5
2.1.2.3 Etopozid 6
2.2 OKOLJSKA PROBLEMATIKA PROTIRAKAVIH ZDRAVIL 7
2.2.1 Farmacevtsko aktivne ucinkovine v okolju 7
2.2.2 Protirakava zdravila v okolju 8
2.2.2.1  Virin pojavnost protirakavih zdravil v okolju 8
2.2.2.2  Usoda protirakavih zdravil v okolju 10
2.2.3  Ucinek protirakavih zdravil na netar¢ne organizme 11
2.2.3.1  Zelena alga Pseudokirchneriella subcapitata 13
2.3 PRETOCNA CITOMETRIJA 13
2.4 MODELI ZA NAPOVEDOVANJE IN ANALIZO TOKSICNOSTI MESANIC 14
2.4.1 Modela sestevka koncentracij in neodvisnega delovanja 14
2.4.2 Kombinacijski indeks 15
3 MATERIALI IN METODE 17
3.1 MATERIALI 17
3.1.1 Protirakava zdravila 17
3.1.2 Testni organizem 18
3.1.3 Gojis¢e OECD 18



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. VI
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

3.2 METODE 19
3.2.1 Merjenje celi¢ne gostote kulture za inokulum 19
3.2.2 Priprava testnih meSanic protirakavih zdravil 20
3.2.3 Testiranje inhibicije rasti 21
3.2.4 Stetje celic s pretoénim citometrom 22
3.2.5 Izracun stopnje in inhibicije rasti 23

3.25.1 Stopnja rasti 23
3.2.5.2 Inhibicija rasti 24
3.2.6 Statisti¢na analiza podatkov 24
3.2.7 lIzracuna predvidene toksi¢nosti meSanice 24
3.2.7.1 Model sestevka koncentracij 25
3.2.7.2  Model neodvisnega delovanja 25
3.2.8 Kvantitativna opredelitev interakcij med sestavinami meSanice 25
3.2.9 Opredelitev stabilnosti in analiza vstopa protirakavih zdravil v celice 26
3.2.9.1 Priprava vzorcev za analizo 26
3.29.2 lzvedba analize 27
3.2.10 Mikroskopiranje z vrsti¢nim elektronskim mikroskopom 27
3.2.10.1 Priprava vzorca za elektronsko mikroskopijo 27

4 REZULTATI 28

4.1 UCINEK MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA TARCNI ORGANIZEM 28
4.1.1 Rast testnih kultur 28
4.1.2 Stopnje in inhibicije rasti 30
4.1.3 Rezultati statisticne analize 32
4.1.4 Primerjava matemati¢no predvidenih in dejanskih u¢inkov meSanice 33
4.1.5 Kuvantitativna opredelitev interakcij med sestavinami meSanice 35

4.15.1  Kombinacijski indeksi 35
4.15.2  Razmerja odstopanja modela 35
4.1.6 Vpliv protirakavih zdravil na lastnosti celi¢ne povrSine 36

4.2 STABILNOST PROTIRAKAVIH ZDRAVIL 37
4.2.1 Supernatanti celi¢nih kultur 38
4.2.2 ZaloZne raztopine protirakavih zdravil 38

4.3 VEZAVA PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA/V CELICNO BIOMASO 39

5 RAZPRAVA 39

5.1 VPLIV MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA RAST 40

5.2 NAPOVEDNA VREDNOST NAPOVEDNIH MODELOV TOKSICNOSTI 41
5.3 VPLIV MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA LASTNOSTI CELICNE
POVRSINE 42
5.4 STABILNOST PROTIRAKAVIH UCINKOVIN 42
5.5 VEZAVA PROTIRAKAVIH UCINKOVIN NA/V CELICE 43



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. VII
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

6 SKLEPI 44
7 POVZETEK 45
8 VIRI 46

ZAHVALA



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. A\l
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica 1: Znani toksikoloski podatki za izbrana protirakava zdravila. 10
Preglednica 2: Seznam spojin za pripravo zaloznih raztopin, potrebnih za pripravo

gojis¢a OECD, in kon¢ne koncentracije posamezne sestavine v vsaki

od zaloznih raztopin. 19
Preglednica 3: Koncentracija posameznega protirakavega zdravila v izbrani mesanici

in skupna koncentracija protirakavih zdravil za vsako efektivno

koncentracijo meSanice. 21
Preglednica 4: Odstotek posameznega protirakavega zdravila v mesanici od skupne
koncentracije za vsako efektivno koncentracijo meSanice. 21

Preglednica 5: Pregled izraCunov stopenj rasti alge P. subcapitata za celoten Cas
inkubacije (72 ur) in inhibicij rasti za vse efektivne koncentracije
izbrane mesanice protirakavih zdravil za §tiri veljavne ponovitve
testa (A, B, C, D). 31
Preglednica 6: Efektivne koncentracije izbrane mesanice protirakavih zdravil,
izraCunane oz. opredeljene na podlagi eksperimentalnih podatkov in

statisticne analize, in napovedane po dveh napovednih modelih. 34
Preglednica 7: Kombinacijski indeksi za vse efektivne koncentracije izbrane
mesanice protirakavih zdravil za algo P. subcapitata. 35

Preglednica 8: Razmerja odstopanja modela, izra¢unana glede na napovedi po dveh

napovednih modelih, za vse efektivne koncentracije izbrane

mesanice protirakavih zdravil za algo P. subcapitata. 36
Preglednica 9: Pri¢akovane in izmerjene koncentracije posameznih protirakavih

zdravil na zacetku in koncu testa (t0 in t3) za obe efektivni

koncentraciji, izraCunana odstopanja od pri¢akovanih vrednosti in

razlike med koncentracijami na zacetku in koncu testa. 38
Preglednica 10: Primerjava med predvidnimi in s kemijsko analizo ugotovljenimi

koncentracijami posameznih protirakavih zdravil v zaloZnih

raztopinah. 39
Preglednica 11: Izratunana masa vsakega od protirakavih zdravil na gram kon¢ne

liofilizirane biomase na zacetku in koncu testa (t0 in t3) ter odstotek

od celotne porabljene mase protirakavih zdravil, ki ga predstavlja

koli¢ina, prisotna ob Casu t3 (v in/ali na celicah). 39



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. IX
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

KAZALO SLIK

Slika 1: Kemijska zgradba fluorouracila; ime po IUPAC: 5-fluoro-1H-pirimidin-2,4-
dion (ChEBI, 2014) 4
Slika 2: Kemijska zgradba imatiniba; ime po IUPAC: 4-[(4-metilpiperazin-1-
il)metil]-N-{4-metil-3-{[4-(piridin-3-il)pirimidin-2-

illamino]fenill}benzamid (ChEBI, 2014) 5
Slika 3: Kemijska zgradba etopozida; ime po IUPAC: 4'-demetilepipodofilotoksin 9-

(4,6-O-(R)-etilidene-beta-D-glukopiranozid) (ChEBI, 2014) 6
Slika 4: Celice alge Pseudokirchneriella subcapitata 13
Slika 5: Shematski prikaz preto¢nega citometra (Brown in Wittwer, 2000) 14
Slika 6: Hodogram poskusov 17
Slika 7: Stevna komora (Verani¢ in sod., 2003) 20
Slika 8: Shematski prikaz mreze Stevne komore Biirker Tiirk 20

Slika 9: Primera to¢kovnih histogramov preto¢nega citometra za algo P. subcapitata

(levo zgoraj = uporabljen laserski senzor FL3 (okvir R1); levo spodaj =

uporabljen laserski senzor FL4 (okvir R2) in primera spektrov fluorescence

za algo P. subcapitata (desno zgoraj = uporabljen laserski senzor FL3;

desno spodaj = uporabljen laserski senzor FL4, M1 = interval Stetja). 23
Slika 10: Rastne krivulje testnih kultur alge P. subcapitata za vse efektivne

koncentracije (EC) izbrane meSanice protirakavih zdravil za vse tri

ponovitve posamezne EC oz. kontrole (a, b, ¢) in §tiri veljavne ponovitve

testa (A, B, C, D). 29
Slika 11: Odvisnost celiéne gostote testnih kultur alge P. subcapitata od efektivne

koncentracije (EC) izbrane mesSanice protirakavih zdravil za vse tri

ponovitve posamezne EC o0z. kontrole (a, b, ¢), vse meritvene tocke in Stiri

veljavne ponovitve testa (A, B, C, D). 30
Slika 12: Inhibicija rasti alge P. subcapitata pri vseh efektivnih koncentracijah (EC)

izbrane mesanice protirakavih zdravil za vse tri ponovitve posamezne EC (a,

b, ¢) in vse §tiri ponovitve testa (A, B, C, D). 31
Slika 13: U¢inek posameznih protirakavih zdravil in njihovih me$anic na rastno

inhibicijo alge P. subcapitata. Prikazani sta tudi napovedi po dveh

napovednih modelih. 33
Slika 14: Shematski prikaz primerjave dejanskih u¢inkov mesanic protirakavih

zdravil na inhibicijo rasti alge P. subcapitata z napovedanimi po dveh

napovednih modelih, od leve proti desni za vseh pet efektivnih koncentracij

(ECs-ECy). 34
Slika 15: Makrostruktura liofilizirane biomase alge P. subcapitata 36
Slika 16: Mikrostruktura liofilizirane biomase alge P. subcapitata (posnetki z

vrstiénim elektronskim mikroskopom; belo merilo zgornjih slik predstavlja

10 um, spodnjih pa 1 pm). 37



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

ATP
CA
CDDP
Cl
DMSO
DNK
EC

ET

FDA

FSC

IUPAC

KV
MEE
MDR

OECD

RNK
SEM

SD

SSC

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

adenozin trifosfat (ang. Adenosine triphosphate)

model sestevka koncentracij (ang. Concentration addition)
cisplatin

kombinacijski indeks (ang. Combination index)

dimetil sulfoksid

deoksiribonukleinska kislina

efektivna koncentracija (ang. Effective concentration)
etopozid

Zvezni urad za hrano in zdravila (ang. Food and Drug
Administration)

fotodetektor iz smeri vira vpadne svetlobe (ang. Forward Scatter)
5-fluorouracil

model neodvisnega delovanja (ang. Independent action)

imatinib mezilat

Mednarodna zveza za Cisto in uporabno kemijo (ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry)

koeficient variacije
enacba za srednji u¢inek (ang. Median-effect equasion)
razmerje odstopanja modela (ang. Model deviation ratio)

Organizacija za gospodarsko sodelovanje in razvoj (ang.
Organisation for Economic Co-operation and Development

ribonukeinska kislina
vrsti¢ni elektronski mikroskop (ang. Scanning electron microscope)

standardni odklon (ang. Standard deviation)

fotodetektor pravokotno na vir vpadne svetlobe (ang. Side Scatter)



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. X
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

citotoksicen
(dejavnik)

efektivna
koncentracija

evkariont

fotoliza
genotoksicen
(dejavnik)

karcinogen
(dejavnik)

klastogen
(dejavnik)

liofilizacija

metabolit
ozonacija

primarni
producent

supernatant

teratogen
(dejavnik)

SLOVARCEK
dejavnik, ki je strupen za celice
koncentracija v mediju raztopljene testne ucinkovine, ki povzroci x %
zmanjSanje rasti testnega organizma v dolo¢enem Casu izpostavitve
(npr. ECs povzro¢i uéinek, ki je natanko na sredini med najvecjim
in najmanj$im moznim v dolo¢enem casu)
organizem, zgrajen iz evkariontskih celic (v grobem rastline, Zivali,
glive, prazivali, alge) = celic z jedrom idr. znacilnostmi, ki jih

locujejo od prokariontskih celic (ciano)bakterij in arhe;j

kemijska reakcija, pri kateri pride do razbitja molekule zaradi
vpliva fotonov

dejavnik, ki povzro¢i spremembo genske informacije (e se
ta sprememba ohrani, govorimo o mutagenem delovanju)

dejavnik, ki povzroci rakasto obolenje (izzove mutacijo
ali pa spremeni izrazanje genov brez poseganja v strukturo DNK)

mutagen dejavnik, ki povzro¢i spremembe kromosomov
dehidracija z zamrzovanjem in nato zniZzanjem tlaka do te mere, da
voda sublimira iz materiala

produkt v procesu metabolizma (presnove)

proces uvajanja ozona v vodo (npr. z namenom dezinfekcije)

organizem, ki proizvaja organski material (biomaso) iz anorganskega
materiala

tekoc¢ina nad materialom, ki je sedimantiral (zaradi precipitacije,
centrifugiranja, usedanja)

dejavnik, ki povzroca strukturne, funkcijske, presnovne
in vedenjske nepravilnosti pri zarodku



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokirchneriella subcapitata. 1
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

1 uvoD

Protirakava zdravila so ucinkovine, ki jih uporabljajo za sistemsko zdravljenje rakavih
obolenj. Po nac¢inu delovanja se med seboj razlikujejo - nekatera odstranijo rakave celice
preko vpliva na genski material, druga delujejo na celiéne encime ali aktivirajo imunski
odziv. Mnoga protirakava zdravila delujejo neselektivno, kar pomeni, da so poleg tarcnih
rakavih celic za njihov vpliv dovzetne tudi netarcne, zdrave celice. To vodi v Stevilne
nezazelene stranske ucinke zdravljenja, med katere spadajo tudi mutagenost,
kancerogenost in teratogenost (Chabner in Longo, 2001; Schimmer in Tannock, 2013). Za
zdravljenje jih ve¢inoma uporabljajo v kombinacijah, saj s tem povecajo uspesnost terapije
(Chen, 2013; Kurkjian in Kummar, 2009; Ocvirk, 2009).

Poraba protirakavih zdravil se zaradi naras¢ajoCega Stevila rakavih bolnikov povecuje,
vendar je koli¢insko Se vedno relativno majhna v primerjavi s porabo zdravil iz drugih
skupin (Kovalova, 2009). To pa Se ne pomeni, da so z okoljskega vidika neproblemati¢na
skupina farmacevtskih u¢inkovin. Vsaj nekateri imajo namre¢ lahko toksicen ucinek ze v
majhnih koncentracijah (Johnson in sod., 2008). Se toliko bolj pa lahko pride njihov vpliv
do izraza v primeru, ko delujejo v kombinacijah (Altenburger in Greco, 2009; Brezovsek
in sod., 2014; Faust in sod., 2001; Silva in sod., 2002), kar se v naravhem okolju dogaja
neprestano. Iz bolnikov, zdravljenih s kemoterapijo, se v odpadne vode (bolni$ni¢ne in
gospodinjske) namre¢ kontinuirano izlo¢ajo razli¢na protirakava zdravila in njihovi
metaboliti, zaradi nepopolnega odstranjevanja med postopkom ciS€enja na Cistilnih
napravah pa posledicno v obliki kompleksnih meSanic (njihovih metabolitov in
transformacijskih produktov ter drugih snovi) prehajajo v vodna telesa (Kiimmerer in sod.,
1997; Mahnik in sod., 2007; Yin in sod. 2010). Med vire onesnazenja spadajo tudi izpusti
iz farmacevtskih proizvodnih obratov ipd., vendar je glavnina povezana z bolniki na
kemoterapiji (Besse in sod., 2012; Mahnik in sod., 2007). Razli¢ni organizmi v okolju so
posledi¢no stalno izpostavljeni kompleksnim meSanicam protirakavih in drugih
farmacevtskih u¢inkovin, katerih kemijska sestava in ucinki so izredno slabo preuceni, Se
posebno kroni¢ni, zato je tezko oceniti okoljsko tveganje, ki ga protirakava zdravila
predstavljajo. Glede na njihov nacin delovanja (npr. nespecifi¢en vpliv na genski material)
lahko predvidevamo, da imajo potencial za Skodljiv vpliv vsaj na ve€ino evkariontskih
organizmov (Besse in sod., 2012; Fent in sod., 2006; Johnson in sod., 2008; Kiimmerer in
al-Ahmad, 2010), npr. tudi na enoceli¢ne alge. Le te kot ene od dominantnih primarnih
producentov igrajo kljuéno ekolosko vlogo v vecini vodnih ekosistemov (Pfleeger in sod.,
1991; Lewis, 1995), zato se vsak vpliv na njithove zdruzbe odrazi na visjih troficnih
nivojih. Neravnovesje med populacijami alg in cianobakterij zaradi razli¢ne dovzetnosti za
delovanje protirakavih zdravil (Pei in Ma, 2002) pa lahko vodi tudi v druge nezazelene
pojave kot npr. v pretirano razrast cianobakterij v celinskih vodah (Ma in sod., 2008), ki
ima prav tako negativne posledice (cianobakterijski toksini) za vi§je organizme in ljudi
(Zegura in sod., 2011).
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1.1  CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Cilj magistrske naloge je bil ugotoviti, kakSen ucinek ima meSanica treh izbranih
protirakavih zdravil na primarnega producenta, algo Pseudokirchneriella subcapitata (P.
subcapitata), in ga primerjati z u¢inkom, ki ga povzroCijo izbrane ucinkovine, ¢e so
dodane kulturi te alge posamezno ali v dvojicah. Eksperimentalno izmerjeno toksi¢nost
meSanice smo primerjali s toksi¢nostjo, ki smo jo izraunali po matematicnimih modelih
za napovedovanje toksicenga ucinka meSanic. Poleg tega smo zeleli ugotoviti, v kaks$ni
meri se izbrana protirakava zdravila vezejo na ali v celice izbranega testnega organizma.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Delovne hipoteze magistrske naloge so bile:

— meSanica treh izbranih protirakavih zdravil ima na algo P. subcapitata bolj toksic¢en
uc¢inek kot njene posamezne sestavine pri enakih efektivnih koncentracijah,

— matemati¢ni modeli za izraCun predvidene toksi¢nosti meSanic niso uporabna
metoda za napovedovanje u¢inka meSanic (antagonisti¢en, aditiven, sinergisti¢en),

— vezava citostatikov na oz. v algne celice je zanemarljiva.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 PROTIRAKAVA ZDRAVILA

2.1.1 Klasifikacija protirakavih zdravil

Protirakava zdravila so skupina zdravil, ki po Anatomsko-terapevitsko-kemi¢nem
Klasifikacijskem sistemu (ATC ang. Anatomical Therapeutic Chemical Classification
System) spadajo v razred LO1 (Zdravila z delovanjem na novotvorbe) (WHOCC, 2013).
Na podlagi kemijske zgradbe in mehanizma delovanja jih delimo na dve vecji skupini:
citotoksike in citostatike (Besse in sod., 2012).

(T) Citotoksiki neposredno ali posredno vplivajo na DNK oz. RNK. (preprecujejo prepis ali
podvojevanje DNK, lomijo enoverizno DNK, povzro¢ijo nastanek lazne RNA ipd.;
blokirajo encime, potrebne za sintezo DNK, preprecujejo razhajanje kromosomov ipd.). S
svojim delovanjem povzro¢ijo metabolne in morfoloske spremembe celice, ki vodijo v
njeno smrt.

(1) Citostatiki, za razliko od citotoksikov, ne vplivajo na nukleinske kisline, a imajo na
celico enak ucinek. Delimo jih na inhibitorje proteinskih kinaz (encimov, ki sodelujejo pri
regulaciji ve€ine celi¢nih poti) in monoklonska protitelesa. S svojim delovanjem npr.
blokirajo celi¢ne rastne faktorje in s tem neposredno vplivajo na celi¢no rast, ali pa npr.
aktivirajo citotoksi¢ne celice (makrofage, monocite), ki posredno pripomorejo k odstranitvi
rakavih celic.

Velika vecina protirakavih zdravil deluje neselektivno, torej na vse rastoce celice in ne
izklju¢no na rakave, zaradi Cesar prihaja pri zdravljenju z njimi do Stevilnih nezaZelenih
stranskih uéinkov. Mnoga med njimi so genotoksi¢na, mutagena, karcinogena,
citotoksic¢na, ali teratogena (Chabner in Longo, 2001; Schimmer in Tannock, 2013;
Zounkova in sod., 2007).

2.1.2 Opis izbranih protirakavih zdravil

2.1.2.1Fluorouracil

Fluorouracil (FU; sinonimi: 5-fluorouracil, 5-FU, NSC-19893) je citotoksik, ki ga je kot
protirakavo u¢inkovino razvil in patentiral Charles Heidelberger leta 1957 (Chu, 2007), v
Siroki uporabi za zdravljenje Stevilnih vrst raka pa je Se danes. Kot antimetabolit spada v

ATC skupino LO1B, natan¢neje v podskupino pirimidinskih analogov (LO1BC; oznaka
LO1BCO02) (WHOCC, 2013).
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Po zgradbi je analog pirimidina uracila (Slika 1) in deluje kot pirimidinski antagonist.
Mozni so trije mehanizmi delovanja (BC Cancer Agency, 2012):

— fluorouracilov metabolit fluorodeoksiuridin monofosfat (FAUMP) z uracilom
tekmuje za vezavo s timidilat sintetazo (TS) in kofaktorjem folatom. Posledica tega
je zmanjSana produkcija timidina in s tem okrnjena sinteza DNK in njeno
popravljanje, kar v kon¢ni fazi omeji celi¢no delitev.

— fluorouracilov metabolit fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) se vKklju¢i v DNK in
s tem ovira njeno podvojevanje.

— fluorouracilov metabolit fluorouridin-5-trifosfat (FUTP) se vklju¢i v RNA namesto
uridin trifosfata (UTP), kar vodi v nastanek lazne RNA, ovirano procesiranje RNA
ter posledi¢no ovirano sintezo proteinov.

0
F
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H

Slika 1: Kemijska zgradba fluorouracila; ime po IUPAC: 5-fluoro-1H-pirimidin-2,4-dion (ChEBI, 2014)

Fluorouracil primarno uporabljajo za zdravljenje raka debelega ¢revesa in danke, mehurja,
dojke, zelodca, glave, vratu, jajénikov, trebusne slinavke in prostate, pa tudi za zdravljenje
Bowenove bolezni (kozZni rak), raka noznice, poZziralnika in ledvic (BC Cancer Agency,
2012). Uporaba je lahko parenteralna (vnos v zilo ali trebusno votlino; komercialno ime
Adrucil®) ali topikalna (nanos na kozo v obliki kreme; komercialno ime Efudex® cream.)
(BC Cancer Agency, 2012). Bioloska razpoloZljivost je 28-100 % (BC Cancer Agency,
2012). Po aktivaciji fluorouracila v celicah nastanejo trije aktivni metaboliti (FdAUMP,
FAUTP, FUTP) in neaktiven metabolit dihidrifluorouracil (BC Cancer Agency, 2012).
Nespremenjen fluorouracil in njegovi metaboliti se v 80 % razgradijo v jetrih (Chabner in
Longo, 2001) in iz telesa v 60-80 % izloc¢ijo v obliki CO, preko dihal ter v 2-3 % preko
biliarnega sistema (z Zol¢em in nato blatom) (BC Cancer Agency, 2012), <10 % intaktnega
fluorouracila pa se izlo¢i z urinom (Chabner in Longo, 2001).

Stranski uc¢inki zdravljenja s flurouracilom so Stevilni, med klinicno pomembnejSe spadajo
kardiotoksi¢nost, blage do moc¢ne bolecine v prsih, (huda) driska, stomatitis in palmarno-
plantarna eritrodizestezija (PPE), dokazano pa je njegovo delovanje tudi mutageno (v
primeru nekaterih bakterijskih sevov; klastogenost je bila pri sesalcih dokazana z in vitro
in in vivo kromosomskimi testi (BC Cancer Agency, 2012)) in potencialno teratogeno. V
registru Zveznega urada za hrano in zdravila (FDA ang. Food and Drug Administration)
spada v nose¢nostno kategorijo D (BC Cancer Agency, 2012), kar pomeni, da obstajajo
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dokazi Skodljivosti za plod, vendar potencialna korist za nose¢nico v dolo¢enih primerih
tveganje lahko upravici.

2.1.2.2 Imatinib

Imatinib (IM; sinonim: imatinib mezilat, STI-571) je citostati¢na protirakava u¢inkovina,
ki jo je konec devetdesetih let preteklega stoletja razvila raziskovalna skupina pod
vodstvom biokemika Nicholasa Lydona, patentiran je bil leta 1996. Po klasifikaciji ATC
spada v skupino LO1XE (inhibitorji proteinskih kinaz; oznaka LO1XEO01) (WHOCC,
2013). Deluje kot inhibitor tirozinske kinaze BCR-ABL, fuzijskega proteina, ki nastane
zaradi kromosomske abnormalnosti, imenovane kromosom Philadelphia (Ph). Ta je
znacilna za ve€ino kroni¢nih mieloi¢nih levkemij (KML), za zdravljenje katerih se
imatinib primarno uporablja (BC Cancer Agency, 2007), z njim pa zdravijo tudi akutno
limfoblastno levkemijo s prisotnim kromosomom Philadelphia (Ph+ ALL) (Wassmann in
sod., 2003). Kemijska zgradba molekule imatiniba je prikazana na Sliki 2.
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Slika 2: Kemijska zgradba imatiniba; ime po IUPAC: 4-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-N-{4-metil-3-{[4-
(piridin-3-il)pirimidin-2-ilJamino]fenill}benzamid (ChEBI, 2014)

Tirozin kinaze so encimi, ki katalizirajo prenos fosfatne skupine (fosforilacija) iz adenozin
trifosfata (ATP) na tirozinske ostanke proteina. Fosforilacija ima pomembno vlogo v
mehanizmu znotrajceliCnega prenosa signalov in pri regulaciji procesov celicne
difenciacije, rasti in smrti (Hanks in sod., 1988). Imatinib z ATP tekmuje za vezavno
mesto s tirozinsko kinazo BCR-ABL, kar vodi v inhibicijo fosforilacije proteinov,
vklju€enih v prenos signalov z BCR-ABL. Celice, ki izrazajo BCR-ABL, imajo tako
ovirano rast ali apoptozo, s ¢imer je prepreCena nekontrolirana delitev tumorskih celic,
delovanje normalnih celic pa naj bi bilo neovirano (BC Cancer Agency, 2007). Imatinib
poleg BCR-ABL inhibira tudi tirozin kinaze PDGF-R (receptor za rastni faktor
trombocitov) in tirozin kinaze Kit (receptor za rastni faktor mati¢nih celic). Slednje so
povezane z razvojem gastrointestinalnih stromalnih tumorjev (GIST), zato imatinib
uporabljajo tudi za zdravljenje le teh (Joensuu in sod., 2001).
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Komercialno ime za imatinib je Gleevec® oz. Glivec® in je na voljo v obliki kapsul ali
tablet, uporaba zdravila je torej oralna. Biodostopnost uinkovine je 98 %. Aktivni
metabolit imatiniba se imenuje N-desmethyl derivative (CGP 74588) (Ford, 2000),
neaktivni metaboliti niso znani. Presnovi se v jetrih in se iz organizma izlo¢i z urinom (13
%) in blatom (68 %). Kljub nac¢eloma specificnemu delovanju so znani $tevilni stranski
u¢inki zdravljenja z imatinibom, med katerimi so klini¢cno pomembnejsi slabokrvnost,
nenormalno znizanje Stevila nevtofilcev in trombocitov, edem, poviSana raven bilirubina in
jetrnin encimov ALT, AST in alkalne fosfataze (BC Cancer Agency, 2007). Studije na
zivalih so pokazale karcinogen ucinek (Dorval, 2006) in zmanjSano plodnost (East
Hanover, 2006). Pri sesalcih se je z in vitro kromosomskimi testi izkazal za klastogenega
(East Hanover, 2006). Je potencialno teratogen in v registru FDA uvrscen v nosecnostno
kategorijo D (razloZeno pod tocko 2.1.2.1.) (East Hanover, 2006).

2.1.2.3 Etopozid

Etopozid (ET; sinonim: VP-16) je citotoksi¢na protirakava ucinkovina, ki po klasifikaciji
ATC spada v skupino LO1C (rastlinski alkaloidi in drugi naravni produkti) in podskupino
LO1CB (derivati podofilotoksina; oznaka LO1CBO01) (WHOCC, 2013). Je umetni derivat
naravne ucinkovine podofilotoksina. Ta se nahaja v koreninah in korenikah rastlin rodu
Podophyllum (Xu in sod., 2009) in se Ze stoletja uporablja v ljudskem zdravstvu (Hande,
1998). V petdesetih letih 20. stoletja se je zacelo iskanje bolj u¢inkovitega derivata, kar je
privedlo do razvoja novega razreda protirakavih u¢inkovin, ki delujejo na topoizomerazo 11
(Hande, 1998). Prvi¢ so etopozid (epipodofilotoksin) sintetizirali leta 1966, s strani FDA
pa je bila njegova uporaba odobrena leta 1983 (Hande, 1998). Kemijska zgradba etopozida
je prikazana na Sliki 3.
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Slika 3: Kemijska zgradba etopozida; ime po IUPAC: 4'-Demetilepipodofilotoksin 9-(4,6-O-(R)-etilidene-
beta-D-glukopiranozid) (ChEBI, 2014)
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Topoizomeraze so encimi, ki regulirajo navoj DNK tako, da katalizirajo prekinitev in
ponovno tvorbo fosfodiesterskih vezi. Topoizomeraza Il cepi obe verigi DNK, nato DNK
verigo ob konformacijski spremembi potegne skozi nastali prekinitvi in nazadnje poveze
skupaj proste konce. V DNK tako vnese dva dodatna supernavoja (Champoux, 2001).
Etopozid onemogoca funkcijo topoizomeraze II s tem, da ji prepreci povezovanje prostih

koncev DNK, DNK verige zato razpadejo, kar vodi v celi¢no smrt (Hande, 1998; Pommier
in sod., 2010).

Za zdravljenje je na voljo v obliki za oralno (komercialno ime Vepesid®) in parenteralno
uporabo (komercialno ime Etopophos®). Po vnosu v organizem se v aktivne (in neaktivne)
metabolite biotransformira v jetrih, izlo¢i pa se z urinom (44-60 %, 67 % v nespremenjeni
obliki) in blatom (do 16 %, nespremenjen in njegovi metaboliti) (BC Cancer Agency,
2013). Etopozid primarno uporabljajo za zdravljenje raka mehurja, vratu, glave, noznice,
jajénikov, prostate, mod in plju¢, mozganskih tumorjev in limfoma, pa tudi za zdravljenje
hepatoma, Ewingovega in z AIDS povezanega Kaposijevega sarkoma, akutne limfocitne in
mielocitne levkemije, neuroblastoma, rabdomiosarkoma in Wilmovega tumorja (McEvoy,
2004; Bristol-Myers Squibb, 2008). Med klini¢éno pomembne stranske u¢inke zdravljenja z
etopozidom spadajo preobcutljivostna reakcija med ali takoj po vnosu, supresija delovanja
kostnega mozga, izCrpanost, izguba las in dlak, zaprtje, driska, anoreksija, slabost in
bruhanje, vnetje ust in ustnic, spremenjeno okusanje, vnetje sluznic in akutna levkemija
(BC Cancer Agency, 2013). Etopozid je potencialno karcinogen (rak epitelnih celic)
(McEvoy, 2006) in mutagen (dokazano v in vitro testih mutacij pri sesalcih in z Amesovim
testom; klastogenost pri sesalcih dokazana z in vitro in in vivo testi). V registru FDA je
uvrscen v nosecnostno kategorijo D (razlozeno pod tocko 2.1.2.1.). Ker se izloc¢a tudi z
mlekom, Zenske na terapiji ne bi smele dojiti (Bristol-Myers Squibb, 2008).

2.2 OKOLJSKA PROBLEMATIKA PROTIRAKAVIH ZDRAVIL

2.2.1 Farmacevtsko aktivne u¢inkovine v okolju

V Stevilnih drZavah po svetu so rezultati Studij dokazali prisotnost mnogih razli¢nih
farmacevtsko aktivnih uc¢inkovin v odpadnih, povrSinskih in podtalnih vodah, zasledili pa
so jih tudi ze v pitni vodi (Heberer, 2002). Farmacevtsko aktivne u¢inkovine se v okolju ne
pojavljajo same, temve¢ v obliki kompleksnih meSanic vecih sestavin (Gomez in sod.,
2007; Kasprzyk-Hordern in sod., 2008; Kolpin in sod., 2002; Moldovan, 2006; Vulliet in
Cren-Olive, 2011). Iz znanstvenih raziskav o toksikologiji oziroma ekotoksikologiji
kemijskih meSanic je razvidno, da je njihov skupni ucinek pogosto vecji od le seStevka
ucinkov vsake sestavine te iste meSanice, uporabljene posamezno, ne glede na kemijsko
sestavo mesanice, izpostavljen organizem ali taréno mesto delovanja posameznih sestavin
(Kortenkamp in sod., 2009). Do jasnega ekotoksicnega ucinka posamezne spojine
vecinoma privedejo Sele v mnogo visjih koncentracijah, kot jih lahko pricakujemo v okolju
(Han in sod., 2006; Miege in sod., 2006; Wilson in sod., 2004). Vendar pa so v razli¢nih
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Studijah dokazali, da je lahko meSanica signifikantno toksi¢na tudi v primeru, ko so vse
sestavine zmesi prisotne v koncentracijah, ki uporabljene posamezno povzrocijo
zanemarljiv toksi¢en u¢inek (Altenburger in Greco, 2009; Faust in sod., 2001; Hass in sod.,
2007; Kortenkamp in sod., 2007; Rajapakse in sod., 2002; Silva in sod., 2002). Zaradi
trenutno prevladujocih Studij toksi¢nosti posameznih u¢inkovin je potencialna nevarnost,
ki jo farmacevtsko aktivne u¢inkovine predstavljajo za okolje, tako mnogokrat podcenjena.

2.2.2 Protirakava zdravila v okolju

2.2.2.1 Vir in pojavnost protirakavih zdravil v okolju

Pomembno skupino za okolje nevarnih farmacevtskih ué¢inkovin predstavljajo protirakava
zdravila, ki so potencialno citotoksi¢na, genotoksi¢na, mutagena in teratogena (Chabner in
Longo, 2001; Schimmer in Tannock, 2013; Zounkova in sod., 2007). Po kemoterapiji se v
doloceni meri izlocijo iz telesa bolnika (z blatom, urinom in drugimi telesnimi teko¢inami).
Z odpadno vodo bodisi nespremenjena bodisi v obliki aktivnih in/ali neaktivnih
metabolitov, ki so lahko prav tako toksi¢ni (Kiffmeyer in sod., 1998), ter transformacijskih
produktov vstopajo v okolje. Vir onesnazenja z njimi so npr. odpadne vode iz bolni$nic in
emisije iz proizvodnih obratov, pomemben vir pa postajajo tudi odplake iz gospodinjstev
(Besse in sod., 2012; Buerge in sod., 2006). Stevilni bolniki namre¢ jemljejo zdravila doma
ali pa odidejo domov po prejetju odmerka zdravila v bolni$nici. Slednji okvirno
predstavljajo kar 75 % vseh bolnikov na kemoterapiji, njihovo Stevilo pa Se nara$¢a
(Johnson in sod., 2008; Lenz in sod., 2007). Izlo¢ene protirakave u¢inkovine in njihovi
metaboliti se tako znajdejo v bolni$ni¢nih in javnih Cistilnih napravah (Kiffmeyer in sod.,
1998).

Zdravljenje samo s posameznimi protirakavimi zdravili se je izkazalo za manj ucinkovito,
saj so v visokih koncentracijah zelo toksicni, poleg tega pa se rakave celice in njihova
dovzetnost med seboj razlikujejo (Ganta in Amiji, 2009; Lambert in sod., 2008; Nabholtz
in Riva, 2001; Piccart-Gebhart in sod., 2008). Kemoterapija je obi¢ajno najuspesnejsa v
primeru uporabe protirakavih zdravil v kombinacijah (Chen, 2013; Kurkjian in Kummar,
2009; Ocvirk, 2009). Posledi¢no se le ta v razli¢énih kombinacijah najpogosteje izlocajo
tudi v okolje.

V vecini obstojecih $tudij so se osredotocili na merjenje vsebnosti protirakavih ué¢inkovin v
odpadni vodi iz bolni$nic. Koli¢ine v teh vzorcih so znotraj kratkih ¢asovnih obdobij
(teden dni) mo¢no spremenljive, od nekaj ng L™ do nekaj pg L™ (Kiimmerer, 2001), zato
lahko sklepamo, da so koli¢insko spremenljive tudi emisije v okolje. Poleg bolniSni¢nih
odplak (Kiimmerer in sod., 1997; Steger-Hartmann in sod., 1996; Tauxe-Wuersch in sod.,
2006; van Heijnsbergen in Schmitt, 2008) so jih zaznali se v:

- odpadnih vodah pred vstopom v ¢istilno napravo (van Heijnsbergen in Schmitt, 2008;

Kiimmerer in sod., 1997),
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- v vodah po izstopu iz Cistilne naprave (van Heijnsbergen in Schmitt, 2008; Kiimmerer
in sod., 1997; Kiimmerer in sod., 2000; Ternes, 1998),

- v razli¢nih okoljskih vzorcih, vklju¢no s povrsinskimi vodami (Aherne in sod., 1990;
Buerge in sod., 2006; Coetsier in sod., 2009; Halling-Serensen in sod., 1998; Martin
in sod., 2011; Moldovan, 2006; Valcarcel in sod., 2011; Yin in sod. 2010; Zuccato in
sod., 2000).

Vse to nakazuje, da se med ciS¢enjem iz vode ne odstranijo (v celoti). Iz tega sledi, da se
kontinuirano in nekontrolirano sprosc¢ajo v naravno vodno okolje. V primeru da dosezejo
pitno ali rekreacijsko vodo, bi bilo lahko nevarnosti neposredno izpostavljeno tudi zdravje
ljudi.

Poraba protirakavih zdravil je v primerjavi s farmacevtskimi ucinkovinami iz drugih
skupin koli¢insko nizka. Globalno je najpogosteje uporabljan FU, sledijo mu gemcitabin,
ifosfamid, ciklofosfamid in metotreksat (Kovalova, 2009). V Franciji sta se leta 2008 v
skupino Stirih najpogosteje uporabljanih zdravil proti raku uvrstila FU in IM (3. in 4. mesto
s skupno porabljeno maso 1733,20 kg oz. 873,90 kg), relativno visoko na lestvici pa je bil
tudi ET (41,11 kg, kar pomeni 29. mesto od skupno 91 obravnavanih protirakavih zdravil)
(Besse in sod., 2012). Nekoliko nizje so bile vrednosti v severozahodni Anglije (za leta
2010-2012: povpre¢no 22,99 kg leto™ za FU, 20,40 kg leto™ za IM in 1,23 kg leto™ za ET)
(Booker in sod., 2014). V okolju se protirakava zdravila ve¢inoma pojavljajo v zelo nizkih
koncentracijah (ng L™ in manyj), ki pa Ze lahko zado$¢ajo za toksi¢en u¢inek na organizme
(Johnson in sod., 2008). Prav nizke koncentracije so eden od verjetnih razlogov za slabo
poznavanje njihove razsirjenosti v okolju, saj so Sele nedavno razviti napredni analiti¢ni
instrumenti omogocili njihovo zaznavanje (Kosjek in Heath, 2011; Negreira in sod., 2013).

Uc€inkovine lahko, ko govorimo o njihovem vplivu na vodne organizme, po EU direktivi
93/67/EEC (Commission of the European Communities, 1996) razvrstimo v tri skupine
glede na njihovo efektivno koncentracijo (EC ang. Effective concentration):

- zelo toksi¢ne (ECso <1 mg L™)

- toksi¢ne (ECsp = 1-10 mg L™)

- 3kodljive (ECsp = 10-100 mg L™)

Na podlagi ECsp, ki so jih opredelili Brezovsek in sod. (2014), se FU uvr$¢a med zelo
toksi¢ne za P. subcapitata oz. med toksi¢ne za Synechococcus leopoliensis, IM med
toksi¢ne (za P. subcapitata in S. leopoliensis), ET pa med skodljive u¢inkovine (za P.
subcapitata in S. leopoliensis) (Preglednica 1).
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Preglednica 1: Znani toksikoloski podatki za izbrana protirakava zdravila.

Przog:gllﬁc\)/o ECso Koncentracije v okoljskih vzorcih
Bolnisni¢ne odpadne vode:
- maksimalno 124 pg L™
Mahnik in sod., 2007
- 0,13 mg L™ za P. subcapitata ( )
(Brezovsek in sod., 2014) - 35in92ngL™
: Kosjek in sod., 2013
5-fluorouracil | - 1,20 mg L™ za S. leopoliensis (Kos) )
(FU) (Brezovsek in sod., 2014) Komunalne odplake:
. , - 47-14pgLt
- 44pgL7zaP. putida (Kosjek in sod., 2013)
(Zounkova in sod., 2010)
Prisotnost v povrSinski vodi
potrebno potrditi.

. 2.29'mg L™ za P. subcapitata Prisotnost v okolju potrebno
imatinib (],Srezovéek in sod., 2014) potrditi. MoZna kontaminacija
e ’ vode in zemlje (v primeru raztrosa

(IM) - 536 mg L*zasS. leopoliensis odpadnega blata iz Cistilnih
(]'3rezov§ek in sod., 2014) naprav na polja) (Booker in sod.,
” 2014).
Bolnisni¢ne odpadne vode:
- 30,43mg L™ zaP. - 6-380ngL*
subcapitata (Brezovsek in (Yinin sod., 2010)
. sod., 2014)
etopozid - 110-600ng L™
(ET) - brez toksi¢nega ucinka do (Catastini in sod., 2008)
351 mg L™ za S. leopoliensis
(Brezoviek in sod., 2014) Pricakovana visoka mobilnost v
’ zemlji (TOXNET, 2015).

P. subcapitata = Pseudokirchneriella subcapitata, S. leopoliensis = Synechococcus leopoliensis; P. putida =
Pseudomonas putida

2.2.2.2Usoda protirakavih zdravil v okolju

Protirakave ucinkovine (tako nespremenjene kot njihovi metaboliti) so po vstopu v okolje
podvrZzene nadaljnjim transformacijam, fizi€nim, kemi¢nim in bioloSkim, npr. hidrolizi,
fotolizi, adsorpciji na suspendirane trdne delce in sedimente, biorazgradnji in
bioakumulaciji itd., vendar je podatkov o tem zaenkrat zelo malo.

Kosjek in Heath (2011) sta na podlagi trenutno znanih dejstev povzeli, da je vecina
protirakavih u€inkovin polarnih, kar nakazuje njihovo teZnjo po zadrZevanju v vodni fazi,
zato je malo verjetno, da se bodo v procesu ¢iscenja na Cistilni napravi iz vode izlocili z
vezavo na organski material, ki ga na koncu odstranijo in obdelajo kot odpadno blato. Ker
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so ve¢inoma tudi slabo biorazgradljivi, se z vodo iz Cistilnih naprav neovirano sproscajo v
razli¢na vodna telesa (Aherne in sod., 1990; Steger-Hartmann in sod., 1997).

Slaba biorazgradljivost naj bi bila znacilna za ET (Kosjek in Heath, 2011). Rezultati
eksperimentov za FU pa so pokazali, da je njegova biorazgradnja lahko uspesna v primeru
zmerne zacetne koncentracije in odsotnosti drugih protirakavih ucinkovin (Kiffmeyer in
sod., 1998). Razlike v biorazgradljivosti naj bi bile posledica razlik v kemijski strukturi.
Lazje biorazgradljiva so tista protirakava zdravila, ki so npr. med drugim sestavljena iz
(lahko razgradljivih) sladkorjev, prisotnost halogenih elementov pa biorazgradnjo otezuje
(Kimmerer in al-Ahmad, 1997). Spreminjanje strukture obstojecih in oblikovanje novih
protirakavih zdravil na nacin hkratne ohranitve terapevtske aktivnost in povecane
biorazgradljivosti bi lahko pripomogla k zmanjSevanju koli¢ine protirakavih u¢inkovin v
okolju (Kiimmerer in sod., 2000).

Protirakave ucinkovine so slabo hlapne, zato se jih po tej poti iz vode izloc¢i le
zanemarljivo majhen delez (Buerge in sod., 2006; Kosjek, 2009). Njihova kemijska
zgradba le pri redkih omogoca absorbcijo zadostne koli¢ine soncne svetlobe, da lahko
pride do direktne fotolize njihovih molekul. Med potencialne izjeme spada npr. ET
(TOXNET, 2015). Ve¢ jih je dovzetnih za oksidacijo z ozonacijo, med njimi tudi FU (Rey
in sod., 1999). Ta postopek se Ze uporablja za dezinfekcijo pitne vode, kot izgleda pa lahko
sluzi tudi kot uc¢inkovita metoda za odstranjevanje mikroonesnazil (Eggen in sod., 2014),
med drugim tudi protirakavih zdravil. Prav tako bi bile za ta namen verjetno u¢inkovite
nekatere druge metode za CiS€enje vode, npr. nanofiltracija in reverzna osmoza (Kosjek in
Heath, 2011), vendar trdnih dokazov za to trenutno $e ni.

2.2.3 Ucinek protirakavih zdravil na netar¢ne organizme

Protirakava zdravila delujejo neselektivno na vse rastoCe celice in so potencialno
karcinogena, citotoksi¢na, genotoksi¢na, mutagena in teratogena (Chabner in Longo, 2001;
Schimmer in Tannock, 2013; Zounkova in sod., 2007). Zaradi njihovega nacina delovanja
(poskodbe in inhibicija podvojevanja DNK, prekinitev celicne delitve) predvidevajo, da
lahko Skodljivo vplivajo na prakti¢no vse evkariontske organizme, ki so jim izpostavljeni,
tako tar¢ne (tudi pri ¢loveku ovirajo delovanje rakavih in normalnih celic), kot tudi
netaréne (Besse in sod., 2012; Fent, 2003; Johnson in sod., 2008; Kiimmerer in al-Ahmad,
2010), npr. vodne primarne producente, katerih predstavnik v nasi Studiji je alga P.
subcapitata.

Vodni organizmi so zaradi naras¢ajoce porabe razli¢nih protirakavih zdravil (Besse in sod.,
2012; Booker in sod., 2014; Yin in sod., 2010) kroni¢no izpostavljeni meSanici teh
toksi¢nih u¢inkovin. Samo na podlagi objavljenih §tudij akutne toksi¢nosti, ki so trenutno
prevladujoce (European Commission, 2002a; European Commission, 2002b), zato ne
moremo zadovoljivo opredeliti njihovega okoljskega vpliva (Fent, 2003). Studij
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kroni¢nega ucinka (sledenje ucinka preko Stevilnih generacij testnega organizma) pa je
zaenkrat malo (npr.: al-Ahmad in sod., 1997; al-Ahmad in Kiimmerer, 2001; Hirose in
sod., 2005; Zounkova in sod., 2007). Tveganja, ki ga protirakave ucinkovine in njihovi
metaboliti predstavljajo za okolje, zato Se ne moremo zanesljivo oceniti (Fent, 2003),
sklepamo pa lahko, da je mnogokrat podcenjeno, saj imajo posamezne uéinkovine v
sploSnem pogosto jasen ekotoksi¢en ucinek Sele pri koncentracijah, ki so mnogo visje od
okoljskih (Han in sod., 2006; Miege in sod., 2006; Wilson in sod., 2004). Poleg tega je
treba uposStevati mnogokrat spregledano dejstvo, da v okolju niso izolirane od drugih
ucinkovin. Ob neupostevanju dokazov o povecani toksi¢nosti meSanic Kkljub nizkim
koncentracijam njihovih posameznih sestavin (Altenburger in Greco, 2009; Faust in sod.,
2001; Hass in sod., 2007; Kortenkamp in sod., 2007; Rajapakse in sod., 2002; Silva in
sod., 2002), tako lahko pridemo do zmotnega sklepanja o odsotnosti nevarnosti za ljudi in
ekosisteme (Hagenbuch in Pinckney, 2012; Magnusson in sod., 2010; Pomati in sod.,
2008; Silva in sod., 2002; Sumpter in sod., 2006).

Vecjo toksi¢nost meSanic v primerjavi z delovanjem posameznega protirakavega zdravila
so za alge in cianobakterije pred kratkim pokazali Brezovsek in sod. (2014). Testirali so
ucinke §tirih protirakavih zdravil (FU, ET, IM in cisplatina (CDDP)) in nekaterih njihovih
dvojnih mesanic (FU+CDDP, FU+IM in CDDP+ET). Uporabili so dva testna organizma,
algo P. subcapitata in cianobakterijo S. leopoliensis. U¢inek mesanice je bil sinergisti¢en Vv
primeru kombinacije FU+CDDP pri vseh testiranih koncentracijah za P. subcapitata in pri
strani se je v primeru kombinacije CDDP+ET pri obeh testnih organizmih izkazal za
antagonisticnega, kot tudi v primeru kombinacije FU+IM za S. leopoliensis. Delovanje
protirakavih zdravil se v kombinacijah torej lahko zelo razlikuje od njihovega delovanja v
primeru, da so uporabljena posamezno. Iz rezultatov je bila med drugim v sploSnem
razvidna vec¢ja dovzetnost alge (evkarionta) za vpliv s strani izbranih protirakavih zdravil,
tako posameznih kot v kombinacijah, kar je z ekoloskega vidika pomembna informacija,
saj lahko na podlagi tega sklepamo o potencialni nevarnosti za porusenje obicajne sestave
fitoplanktonskih zdruzb. Zaradi razli¢ne obcutljivosti na delovanje protirakavih zdravil
(Pei in Ma, 2002) bi se lahko zelo zmanjSala npr. algna populacija, kar lahko vodi v
prekomerno namnozitev cianobakterijskih populacij (Ma in sod., 2008). Se posebno
zaskrbljujoca je prekomerna namnozitev cianobakterij, ki proizvajajo razli¢ne toksine,
nevarne za ljudi in vodne organizme (Zegura in sod., 2011). Zal so trenutno $tudije na
temo vpliva farmacevtskih ucinkovin na razline organizme Se zelo redke, glede na
nara$c¢ajoco ozavescenost o tej problematiki pa lahko pri¢akujemo, da se bo njihovo Stevilo
sCasoma zacelo povecevati.
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2.2.3.1Zelena alga Pseudokirchneriella subcapitata

Pseudokirchneriella subcapitata ((Korshikov) F. Hindak), predhodno imenovana
Selenastrum capricornutum, Kirchneriella subcapitata in Raphidocelis subcapitata
(Nygaard in sod., 1986), je enoceli¢na alga, ki jo najdemo v fitoplanktonskih zdruzbah
celinskih voda (jezera, mlake, reke) (John in Tsarenko, 2003). Celice imajo znacilno
zvito/srpasto obliko (Slika 4) in so velikosti 3-6 x 6-26 pm (John in Tsarenko, 2003).
Obicajno se med seboj ne povezujejo v vecje skupke, razen obcasno med celi¢no delitvijo
(Aruoja, 2011). Ta vrsta mikroalg je precej obcutljiva na prisotnost toksi¢nih uéinkovin in
hkrati lahko dostopna ter ubikvitarna, zato jo zelo pogosto uporabljajo v toksikoloskih
testih (Nygaard in sod., 1986).

Slika 4: Celice alge Pseudokirchneriella subcapitata

2.3 PRETOCNA CITOMETRIJA

Pretocna citometrija je tehnika za simultano multiparametri¢no ugotavljanje lastnosti celic
in njihovo Stetje. Meritev poteka tako, da celice po tanki cevki ena za drugo potujejo skozi
preto¢no komoro z opti¢nim sistemom ogledal, le¢ in filtrov, mimo vira svetlobe (laserski
zarek, npr. argonski, kriptonski, helij-kadmijski, helij-neonski). Svetlobni zarek (krajsih
valovnih dolzin), ki zadane celico, se odbije, lomi ali pa absorbira v doloc¢enih
fluorokromih, ki nato izsevajo svetlobo daljsih valovnih dolzin. Vse spremembe svetlobe
ob prehodu posamezne celice zaznava sistem fotodetektorjev. Svetlobni impulzi se
pretvorijo v elektri¢ne, ti pa v digitalne. Slednje zbira, analizira in usklajuje racunalnik. Po
obdelavi z ustreznimi racunalni§$kimi programi signal prikazemo matemati¢no in grafi¢no,
v obliki to¢kovnih diagramov in/ali histogramov (Kotnik in sod., 2010; lhan, 1999).
Shematsko je zgradba pretocnega citometra prikazana na Sliki 5.
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Odboj in lom svetlobe merita dva fotodetektorja, eden iz smeri vira vpadne svetlobe (FSC
ang. Forward Scatter), drugi pa pravokotno nanj (SSC ang. Side Scatter). FSC posreduje
informacijo o velikosti celice, SSC pa o njeni granuliranosti in povrSinski strukturi.
Fluorescenc¢ni detektorji preko sistema filtrov in zrcal prejmejo svetlobo doloCene valovne
dolzine, ki so jo oddali fluorokromi. Tako dobimo Se informacijo o vrsti in moci
fluorescencnih signalov (Than, 1999).
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Slika 5: Shematski prikaz pretoénega citometra (Brown in Wittwer, 2000)

2.4  MODELI ZA NAPOVEDOVANIE IN ANALIZO TOKSICNOSTI MESANIC

2.4.1 Modela sestevka koncentracij in neodvisnega delovanja

Modela sestevka koncentracij (CA ang. Concentration addition (Loewe in Muischnek,
1926) in neodvisnega delovanja (IA ang. Independent action (Bliss, 1939)) sta
matematicna modela, ki omogocata napovedovanje pri¢akovane toksi¢nosti meSanice
toksi¢nih uéinkovin na osnovi podatkov o toksi¢nosti posameznih Sestavin mesanice.
Napovedna mo¢ obeh modelov je tako omejena s kvaliteto le teh (Backhaus in sod.,
2004a).

() Osnova za CA je teoreticno nacelo, da se ucinkovine, ki med seboj ne reagirajo,
razlikujejo samo v moci delovanja, zato lahko vsako obravnavamo kot red¢itev ostalih
(Cedergreen, 2008). Razli¢ne red¢itve iste ucinkovine se vedno obnasajo v skladu s CA
(Berenbaum, 1989), zato predvidevajo, da isto velja tudi za mesanice razli¢nih ucinkovin,
ki pa imajo skupno molekulsko taréno mesto ali delujejo na podoben nacin (McCarty in
Borgert, 2006). Vendar pa je samo mesto ali na¢in delovanja tezko definirati, saj za ve¢ino
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ucinkovin velja, da sta pri nizkih koncentracijah drugacna kot pri visokih, za mnoge
ucinkovine pa niti nista poznana (McCarty in Borgert, 2006). CA se je izkazal za natanCen
napovedni model v primeru meSanic sestavin s podobnim tarénim mestom (Arrhenius in
sod., 2004; Cedergreen in sod., 2007; Faust in sod., 2001; Junghans in sod., 2003), v
primeru sestavin s podobnim na¢inom delovanja pa so rezultati nezanesljivi (Cedergreen in
sod., 2007).

(1) 1A pa temelji na predpostavki o farmakoloski neodvisnosti sestavin mesanice, toksi¢no
delovanje vsake od sestavin je torej neodvisno od ostalih sestavin. IA lahko zato opise le
toksi¢nost mesanic, ki so sestavljene iz sestavin z razlicnimi mehanizmi delovanja (npr. v
primeru, da imata sestavini isto tar¢no vezavno mesto, bo med njima prislo do tekmovanja
za le to - njuno delovanje tako ne bo vzajemno neodvisno (Cedergreen, 2008)). Vendar pa
se, kot je izpostavil Gessner (1988), postavlja vprasanje, Ce je sestava meSanice iz sestavin,
ki ne bi niti posredno (na fizikalnem, kemijskem ali bioloskem nivoju) vplivale na
delovanje ostalih, sploh mogoca, glede na kompleksnost povezav v Zivih organizmih. Ne
moremo namre¢ enostavno predvidevati, da vpliv na dolocen tar¢ni receptor, organ ali
sistem ne bo do dolocene mere spremenil odzivnosti ostalih receptorjev, organov ali
sistemov na druge, istoCasno prisotne, dejavnike (Gessner, 1988). Kljub zadrzkom s
teoreti¢nega vidika se je IA v praksi veckrat izkazal za dober napovedni model v primeru
mesanic uéinkovin z razliénimi mesti oz. naéini delovanja (Backhaus in sod., 2000;
Backhaus in sod., 2004a; Chen in Lu, 2002; Faust in sod., 2003), vendar ne izklju¢no
(Backhaus in sod., 2004b).

V S§tudiji u€inkov dvojnih meSanic protirakavih zdravil z razliénimi mehanizmi delovanja,
Ki so jo izvedli Brezovsek in sod. (2014), se je na podlagi primerjave napovedanih in
dejanski rezultatov izkazalo, da niti CA niti [A nista pravilno napovedala toksi¢nosti
izbranih mesSanic v izbranem koncentracijskem obmocju ECs-ECgp.

Glede na narascajoco porabo in Stevilénost razlicnih za terapije uporabljanih protirakavih
zdravil je prakticno nemogoce eksperimentalno oceniti ekoloSko tveganje za vse
potencialne kombinacije, zato bi bilo nujno razviti zanesljive modele, ki bi lahko natan¢no
napovedali skupen uc¢inek meSanic protirakavih zdravil (idr. farmacevtskih u¢inkovin) na
podlagi podatkov o toksi¢nosti posameznih u¢inkovin (Cedergreen in sod., 2008).

2.4.2 Kombinacijski indeks

Kombinacijski indeks (Cl ang. Combination index) sta iz potrebe po standardizirani
definiciji sinergizma v kontekstu §tudij uc¢inkov zdravil v kombinacijah razvila Ting-Chao
Chou in Paul Talalay leta 1983/84, na podlagi ve¢ desetletnih Studij (Chou, 2010). Pred
tem je bilo definicij sinergizma ve¢ (Goldin in Mantel, 1957), obstajale so tudi razlicne
metode za njegovo opredelitev, ki pa se med seboj niso skladale (Greco in sod., 1995). ClI
v osnovi izhaja iz fizikalno-kemijskega zakona o vplivu koncentracij (po starem »zakon o
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vplivu (delovanju) mas« ali ang. Mass-action law), na podlagi katerega je Chou preko
izpeljave ve€ kot 300 enacb o encimski dinamiki ter matemati¢ne indukcije in dedukcije
leta 1974 uvedel enac¢bo za srednji u¢inek (MEE ang. Median-effect equation; podrobne;jsi
opis v podpoglavju 3.2.5) (Chou, 2006).

Cl enostavno kvantitativno opredeli sinergizem (CI < 1), aditiven u¢inek (CI = 1) in
antagonizem (CI > 1) (Chou, 2006). Uporabnost koncepta se je mocno povecala z
razvojem ustreznega racunalniSkega programa za analizo odvisnosti ucinka od
koncentracije. Z napredkom na podroc¢ju ra¢unalniStva so program s ¢asom $e izboljsali,
leta 2005 so tako razvili ze tretjo generacijo t.i. programa CompuSyn (Chou, 2010).
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3.1 MATERIALI

3.1.1 Protirakava zdravila

V raziskavi smo uporabili tri protirakava zdravila in sicer 5-fluorouracil (FU) (Sigma-
Aldrich, Nem¢ija), imatinib mezilat (IM) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., ZDA) in
etopozid (ET) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., ZDA).

Stabilnost protirakavih zdravil smo preverili s kemijsko analizo (podrobneje opisano v
podpoglavju 3.2.6).

Eksperimenti so bili izvedeni v skladu z internimi varnostnimi standardi za rokovanje s
protirakavimi zdravili (Etiel in sod., 2000). Vse eksperimentalne odpadke, ki so vsebovali
protirakava zdravila, smo lo¢eno shranjevali in ustrezno zavrgli kot nevarne odpadke.

3.1.2 Testni organizem

Za test smo, v skladu s priporo¢ili iz smernice OECD TG 201 (2011), uporabili zeleno algo
Pseudokirchneriella subcapitata (P. subcapitata) (SAG 61.81) iz algne zbirke “Sammlung
von Algenkulturen Univerzitaett Goettingen” (=SAG) InStituta za fiziologijo rastlin
Univerze v Gottingenu (Nemc¢ija). Hranili smo jo v gojis¢u OECD pri sobni temperaturi in
dnevni svetlobi. Kulturo smo redno precepljali v svez medij z namenom ohranjanja njene
Cistosti in Zivosti.

3.1.3 Gojiste OECD

Za izvedbo testa inhibicije rasti smo uporabili gojis¢e OECD. Pripravljali smo ga po
navodilih iz smernice OECD TG 201 (2011) iz Stirih vnaprej pripravljenih zaloZznih
raztopin (Preglednica 2).

Za vsako zaloZzno raztopino smo v lo¢eno steklenico natehtali ustrezne mase vseh sestavin
in jim dodali 250 ml destilirane vode. Raztopine smo nato sterilizirali z membransko
filtracijo (povprecen premer por 0,2 um) in jih do uporabe shranjevali v hladilniku (4 °C).
Za pripravo gojis¢a smo v 500 mL sterilne destilirane vode dodali 10 mL zalozne rastopine
1 in po 1 mL zaloznih raztopin 2, 3 in 4 ter steklenico dopolnili s sterilno destilirano vodo
do skupno 1 L volumna.
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Preglednica 2: Seznam spojin za pripravo zaloznih raztopin, potrebnih za pripravo gojis¢a OECD, in konéne
koncentracije posamezne sestavine v vsaki od zaloznih raztopin.

Hranila Kon¢na koncentracija
ZaloZna raztopina 1: makro hranila
NH,CI 15 gL*
MgCl,x6H,0 12 gL*
CaCl,x2H,0 1,8 gL*
MgSO,x7H,0 15 gL*
KH,PO, 016gL*
+ dH,0 250 mL
ZaloZna raztopina 2: Zelezo
FeCl3x6H,0 64 mg L™
Na,EDTA*2H,0 100 mg L*
+ dH,0 250 mL
Zalozna raztopina 3: elementi v sledovih
HsBO; 185 mglL*
MnCl,x4H,0 415 mglL™t
ZnCl, 3 mglL*
CoCl.2H,0 1,5 mgL*
CuClyx2H,0 0,01 mg L™
Na,;Mo0O4x2H,0 7 mglL?
+ dH,0 250 mL
Zalozna raztopina 4: bikarbonat
NaHCOs3 50gL*
+ dH,0 250 mL

3.2 METODE

3.2.1 Merjenje celi¢ne gostote kulture za inokulum

Koncentracijo celic kulture za inokulum smo ugotavljali neposredno, z uporabo Stevne
komore (Biirker Tiirk, Brand, Nemcija) (Slika 7) in svetlobnega mikroskopa. Majhen
vzorec dobro premeSane kulture (20 pL) smo nanesli na za to dolo¢eno povrSino Stevne
komore in ga pokrili s krovnim stekelcem. Preparat smo si ogledali z mikroskopom in
presteli celice znotraj povrSine kvadratnih Stevnih polj ter na njihovih zgornjih in levih
robovih (na spodnjih in desnih pa ne).

Stevna komora Biirker Tiirk ima dve mrezi, vsaka je sestavljena iz §tirih primarnih
kvadratov (povrsina 1 mm?), znotraj vsakega od teh pa so S§tiri Stevna polja (sekundarni
kvadrati, povrsina 1/16 mm?), skupno torej 32 Stevnih polj (Slika 8). Izracunali smo
povprecno Stevilo preStetih celic na Stevno polje in ga pomnozili z ustreznim faktorjem
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(1,6 x 10°), ki smo ga izratunali na podlagi znanega volumna vzorca nad posameznim
Stevnim poljem. Zmnozek s tako dobljenim faktorjem je predstavljal §tevilo celic mL™.

{

globina’ﬂ,l mm

Slika 7: Stevna komora (Verani¢ in sod., 2003)

o

celotna mreza (Stirje primarni kvadrati, s prekinjeno Stiri Stevna polja (sekundarni kvadrati)
¢rto je oznacen zgornji levi) znotraj primarnega kvadrata

Slika 8: Shematski prikaz mreze $tevne komore Biirker Turk
3.2.2 Priprava testnih meSanic protirakavih zdravil

Mesanico treh protirakavih zdravil (FU+IM+ET) smo pripravljali sproti iz zaloZnih
raztopin, ki smo jih v ustreznih volumnih dodali v gojis¢e vsake testne Kkulture.
Koncentracije zaloZznih raztopin so bile sledece:

- 759 L™ za FU (v topilu DMSO (Merck, Nemg&ija)),

- 25gL*zaET (v topilu DMSO),

- 50gL"zaIM (v OECD mediju).

Zalozne raztopine smo shranjevali v temi, v hladilniku pri 4 °C.
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Na podlagi petih EC, ki so jih Brezovsek in sod. (2014) za vsako od izbranih protirakavih
zdravil opredelili za algo P. subcapitata (ECs, EC19, ECy, ECsp in ECqp), Smo sestavili pet
trojnih mesanic s predvidoma istimi petimi EC. To smo izvedli tako, da smo za vsako od
treh protirakavih zdravil izracunali pet tretjinskih EC (ECs/3, EC10/3, EC2/3, ECs0/3 in
ECg0/3) in jih zdruzili v pet meSanic tako, da so bile EC vseh treh protirakavih zdravil v
vsaki od meSanic enake. Koncentracije vsakega protirakavega zdravila v meSanici pri
posamezni EC in delezi od celotne koli¢ine treh protirakavih zdravil, ki ga le te
predstavljajo, so prikazani v Preglednicah 3 in 4.

Preglednica 3: Koncentracija posameznega protirakavega zdravila v izbrani meS$anici in skupna koncentracija
protirakavih zdravil za vsako efektivno koncentracijo mesanice

FU [pg L7 IM [pg LY ET [pgL™] X [pg LY
ECs 29 184,2 4279,2 4466,4
ECyo 5,8 264,1 5621,6 5891,5
ECy 12,1 390,3 7567,1 7969,5
ECso 427 761,7 12569,2 13373,5
ECqyo 315,0 2197.3 28087,5 30599,9

EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET
= etopozid

Preglednica 4: Odstotek posameznega protirakavega zdravila v izbrani mesanici od skupne koncentracije za
vsako efektivno koncentracijo mesanice.

FU [%] IM [%] ET [%] ¥ [%]
ECs 0.1 41 95,8 100
EC1o 0.1 45 95,4 100
ECao 0,2 4.9 95,0 100
ECso 03 57 94,0 100
ECso 1,0 7.2 91,8 100

EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET
= etopozid

3.2.3 Testiranje inhibicije rasti

Ucinek meSanice protirakavih zdravil (FU+IM+ET) na rast alge P. subcapitata smo
ugotavljali po postopku iz Evropske smernice OECD TG 201 (2011).

Celi¢ne kulture alge P. subcapitata smo gojili v tekocem gojis¢u OECD v steklenih
erlenmajericah. Znotraj posamezne ponovitve poskusa je bilo na zacetku eksperimenta v
vseh testnih kulturah, vkljuéno s kontrolami, enako $tevilo celic (znotraj intervala 5 x 10°-
10 celic mL™; zagetne koncentracije so se med ponovitvami poskusa razlikovale). V vseh
testnih kulturah in kontrolah je bila enaka koli¢ina gojisc¢a (20 mL) in topila (DMSO).
Slednjega smo v vsako kulturo dodali toliko, da je bila kon¢na vsota enaka tisti pri kulturi
z najvisjo koncentracijo protirakavih zdravil (ECgqp). Zacetna celi¢na gostota je morala biti
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dovolj nizka, da je bila omogocena eksponentna rast skozi celoten Cas inkubacije, torej da
ni priSlo do rastne inhibicije zaradi pomanjkanja hranil. Kulturo za inokulum smo
pripravili vnaprej in sicer smo jo nekaj dni pred zacetkom testa inkubirali v rastni komori v
enakih razmerah kot pozneje testne kulture. S tem smo algnim celicam omogocili
prilagoditev na testne razmere.

Testne kulture smo po postopku iz smernice inkubirali v rastni komori na stresalniku, pri
temperaturi 22 + 2 °C in stalni osvetlitvi (jakost svetlobe 80-120 pmol fotonov m? s™).
Vsaka od petih meSanic z razlicnimi testnimi koncentracijami protirakavih zdravil
(FU+IM+ET) in kontrola so bile zastopane v treh ponovitvah. Inkubacija je trajala 72 ur. V
tem Casu smo vsakih 24 ur s pretocnim citometrom izmerili §tevilo celic v majhnem vzorcu
vsake testne kulture oz. kontrole (70 pl, odvzetih takoj po temeljitem premeSanju vsake
posamezne testne kulture in redCenih s 70 pl destilirane filtrirane vode). 1z dobljenih
rezultatov smo izracunali celi¢no gostoto posamezne testne kulture oz. kontrole. Preto¢na
citometrija se je na podlagi predhodnih Studij (ElerSek, 2012) izkazala za najprimernejSo
metodo za ugotavljanje Stevila celic v okviru nasega eksperimenta. Kon¢ni rezultat testa je
bila inhibicija rasti, izraZzena kot logaritemsko povecanje celi¢ne gostote (povprecna
specifi¢na stopnja rasti) v 72 urnem ¢asu izpostavitve celi¢nih kultur.

Upostevani kriteriji za dolocitev veljavnosti testa za izbran testni organizem (P.
subcapitata) so bili po postopku iz Evropske smernice OECD TG 201 (2011) sledeci:
— Dbiomasa v kontrolnih kulturah se mora v 72 urah eksponentno povecati za vsaj
faktor 16 (specifi¢na stopnja rasti vsaj 0,92 dan™),
— povprecen koeficient variacije specificne stopnje rasti kontrolnih kultur za vsak dan
(dan 0-1, 1-2 in 2-3) ne sme preseci 35 %,
— koeficient variacije povprecne specificne stopnje rasti kontrolnih kultur v 72 urah
ne sme preseci 7 %.

Koeficient variacije (KV) je brezdimenzijsko merilo za variabilnost parametra. Definiran
je kot razmerje standardnega odklona (o) in povprecja (¥) (enacba 1), in ga lahko izrazimo
v odstotkih. Uporablja se kot mera za ponovljivost meritev.

KV=0olx . (1)
3.2.4 Stetje celic s preto¢nim citometrom

Celi¢no gostoto testnih kultur alge P. subcapitata smo izracunali na vsakih 24 ur na
podlagi analize majhnega vzorca, odvzetega iz vsake kulture (70 uL, redCenih s 70 pL
destilirane filtrirane vode), s pretoénim citometrom (BD FACSCalibur, ZDA). Hitrost
pretoka smo nastavili na 65 pL min™. Uporabili smo fluorescenéna detektorja FL3 (s
filtrom pri 620 nm) in FL4 (s filtrom pri 675 nm).
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Podatke smo zbrali in analizirali z racunalniskim programom BD CellQuest™. Na
tockovnih histogramih smo dolocili obmocji (okvirja R1 in R2), v katerih se nahajajo
celice alge P. subcapitata (Slika 9). Program je tako prestel le dogodke (celice), ki so se
uvrstili v ti dolo¢eni obmocji. Hkrati je za te dogodke izrisal Se spekter fluorescence (Slika
9).

= Data.023
=)
o Data.023
[ I
o
[22] -
© o
A w
I ]
& O E@:
- ™ c E
. =i
Ug-_
- :
= ]
2]
i ; i o]
0 200 400 600 800 1000 109 10 102 103 104
FSG-H FL3-H
- Data.023
(=]
o Data.023
(=]
e v oM
" s Rk S B
0O -
1 LS | M1
3 5™
O34
-
b i
o ]
[=] P e T T C’-U " . 5 1
0 2000 400 600 800 100D 10 10 10 10 10
FSC-H FL4-H

Slika 9: Primera toCkovnih histogramov pretoénega citometra za algo P. subcapitata (levo zgoraj =
uporabljen laserski senzor FL3 (okvir R1); levo spodaj = uporabljen laserski senzor FL4 (okvir R2) in
primera spektrov fluorescence za algo P. subcapitata (desno zgoraj = uporabljen laserski senzor FL3; desno
spodaj = uporabljen laserski senzor FL4, M1 = interval $tetja).

3.2.5 Izracun stopnje in inhibicije rasti

3.2.5.1Stopnja rasti

Iz dnevno izra¢unanih koncentracij celic v vsaki testni kulturi smo izracunali stopnjo rasti
po enacbi 2 (OECD TG 201, 2011), kjer je pij povprecna specificna stopnja rasti od ¢asa i
do j, Xjin Xjpa celi¢ni koncentraciji (Stevilo celic mL™) ob &asu i oz. j (t oz. t;).

pii=(InX;=InX;)/(t;—t;) (dan™) )
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Za vse kulture s testno mesanico protirakavih zdravil (FU+IM+ET) in kontrole smo na iz
treh ponovitev izraCunali povpre¢no stopnjo rasti od dneva 0-3, za kontrole pa dodatno tudi
za vsak posamezen dan (0-1, 1-2, 2-3) za namen preverjanja veljavnosti testa (kriterij
naveden v podpoglavju 3.2.3).

3.2.5.2 Inhibicija rasti

Inhibicijo rasti Smo izracunali iz povpre¢nih stopenj rasti v 72 urah (od dneva 0-3) za
vsako testno kulturo (kontrolo in vse EC) po enacbi 3, kjer je Y inhibicija rasti, p
povprecna specifi¢na stopnja rasti za kontrolo, [lecx pa povprecna specificna stopnja rasti
za kulturo z ECx. Iz dobljenih inhibicij rasti za vse tri paralelke vseh testnih kultur smo za
kontrolo in vsako EC izracunali povprec¢no inhibicijo rasti.

Y = (ux-tecx) ! tx ..(3)
3.2.6 Statisti¢na analiza podatkov

Za statisti¢no analizo rezultatov smo izvedli nelinearno regresijsko analizo s programom
Prism 5 (GraphPad Inc.). Podatke za u¢inek mesanice (inhibicija rasti) smo prikazali na
grafikonu x,y (vrednosti na x smo transformirali kot log10) (Slika 13). Uporabili smo
sigmoidno trendno ¢rto z variabilnim naklonom, ki opisuje odvisnost ucinka od
koncentracije (opisano z ena¢bami 4-6) in skupno spodnjo vrednostjo (kontrolni nivo) za
vse podatke. ECg predstavlja koncentracijo protirakave ucinkovine, ki privede do F %
odziva v razponu med vrhom in dnom (npr. ECy9, ECy, ECsp). Vrh in dno sta platoja,
podana v enotah odziva (% rastne inhibicije). Y predstavlja % rastne inhibicije, X pa
logaritem koncentracije testiranih protirakavih zdravil.

logECk = log ECsp + (1 / naklon) x log(F% / (100 - F%)) .. (4
F% = (Y —dno) / (vrh - dno) x 100 .. (5
Y = dno + (vrh - dno) / (1+10((09EC50~X) x naklon)y ... (6)

Statisti¢no znacilnost (p < 0,05) ucinka meSanice v primerjavi s kontrolo smo ocenili z
neparametri¢no analizo variance (Kruskal-Wallisov test) in Dunnovim post-testom pri 95
% intervalu zaupanja.

3.2.7 Izracuna predvidene toksi¢nosti meSanice

S programom Prism 5 (podpoglavje 3.2.6) pridobljene vrednosti za vrh, naklon, ECs, ECyy,
ECy, ECso in ECgp sSmo prenesli v program MS Excel (Microsoft) in jih uporabili za
izratun napovedi po modelu sestevka koncentracij (CA) in neodvisnega delovanja (1A).
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3.2.7.1 Model sestevka koncentracij

Napoved po CA smo izracunali po enacbi 7, kjer je ECxmix celotna napovedana EC
mesanice n sestavin, ki povzro¢i u¢inek x (x % inhibicijo), pi je koncentracija sestavine i v
mesanici, ECx; pa je koncentracija sestavine i, ki bi povzroc€ila enak kvantitativen ucinek
(x % inhibicijo) kot meSanica, ¢e bi bila uporabljena posamezno. Izracunali smo ECXmix)
vrednosti za izbrane EC meSanice in izrisali napovedno krivuljo.

n -1

Di
- ECX,‘
i—1 (1)

ECX(miX) =

3.2.7.2 Model neodvisnega delovanja

Napoved po TA smo izracunali po enacbi 8, kjer je E(cmix) uinek meSanice n sestavin pri
koncentraciji cmix=2Ci, E(Ci) pa ucinek sestavine i, ¢e jo uporabimo posamezno v
koncentraciji ¢; (= v isti koncentraciji v kakr$ni je prisotna v meSanici). Izra¢unali smo
ucéinke E(cmix) za izbrane EC mesanice in izrisali napovedno Kkrivuljo.

E(c,.) =1—ir2{(1— E(c,)) 8

3.2.8 Kvantitativna opredelitev interakcij med sestavnami meSanice

Za kvantitatvino opredelitev interakcij med sestavinami meSanice smo izracunali CI s
programom CompuSyn (ComboSyn, Inc.). MEE je prikazana kot enacba 9, kjer je f, delez,
pri katerem pride do ucinka (ang. fraction affected), f, deleZ, pri katerem do ucinka ne
pride (ang. fraction unaffected), D dana koli¢ina (ang. dose) in D, koli¢ina, ki privede do
srednjega ucinka (ang. median-effect dose).

fy /f,=[D/Dm]™ kjer je fa+fy =1 ... (9)

Enatba 10 je enafba za izratun CI za kombinacijo x uéinkovin, kjer je ™(CI),
kombinacijski indeks za n ucinkovin pri x % inhibiciji, (Dy);_, je vsota koli¢in n
ucinkovin, ki v kombinaciji privede do x % inhibicije, [D];/ ¥}[D] je sorazmernost koliCin
vsake od n ucCinkovin, ki privede do x % inhibicije v kombinaciji, (Dy,);{(fa,);/ [1—
(fax)j]}l/mf pa je koli¢ina vsake uginkovine posamezno, ki privede do x % inhibicije (f,,
predstavlja frakcionalno inhibicijo pri x % inhibicije; m je naklon krivulje prikaza
srednjega ucinka (m = 1 nakazuje hiperboli¢no, m > 1 sigmoidno in m < 1 splos¢eno
sigmoidno krivuljo).
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n n
D); (Dx)1-n{[D];/ ZL[D1}
"(CDy = E —— = E / — ... (10
( )x =1 (Dx)j =1 (Om) j{(fay)j/ [1_(fax)j]}1/ J ( )

Interakcije med sestavinami meSanice smo po zgledu Petersen in sod. (2014) opredelili
tudi z izraCunom t.i. razmerij odstopanja modela (MDR ang. Model deviation ratio), torej
razmerij med izmerjenimi EC (ECXizm) in napovedanimi EC (ECx,sp) za vsako EC
mesanice in za obe napovedi (po CA in IA) (enacba 11).

3.2.9 Opredelitev stabilnosti in analiza vstopa protirakavih zdravil v celice

Analizo stabilnosti protirakavih u€inkovin in njihovega vstopa v celice testnega organizma
(P. subcapitata) so za nas izvedli v §panskem laboratoriju (Spanish Council for Scientific
Research (CSIC-IDAEA), Barcelona, Spanija).

Izmerili smo koncentracije protirakavih zdravil v vseh treh zaloznih raztopinah, ki so bile
med poskusi hranjene v hladilniku (4 °C).

Izmerili in primerjali smo tudi koncentracije protirakavih zdravil v supernatantih celi¢nih
kultur testnega organizma (P. subcapitata) pred in po eksperimentu (72 ur pri
eksperimentalnih razmerah, npr. stalna osvetljenost in meSanje, temperatura 22 + 2 °C,
prisotnost testnih mikroorganizmov) in v liofilizirani celi¢ni biomasi. Izbrali smo
supernatante kontrolne kulture in testnih kultur z efektivnima koncentracijama meSanice
protirakavih zdravil (FU+IM+ET) ECyp in ECg, celi¢no biomaso pa smo zbirali iz kontrol
ter testnih kultur z ECs in ECyo.

3.2.9.1Priprava vzorcev za analizo

a) Zalozne raztopine protirakavih zdravil

Po 1 mL zaloZnih raztopin vsakega od treh protirakavih zdravil (FU, IM, ET) smo poslali v
analiti¢ni laboratorij v zatemnjeni posodi (preprecen razpad zaradi vpliva svetlobe).

b) Supernatanti celicnih kultur

S centrifugiranjem (4000 rpm, 10 min) za namen analize pripravljenih celi¢nih kultur smo
pridobili 14 mL supernatanta iz kulture kontrole in iz kultur z dodano meSanico
protirakavih zdravil (FU+IM+ET; ECy in ECgp) na zacetku in koncu testa (t0 in t3), jih
shranili pri -20 °C in poslali v analiti¢ni laboratorij na suhem ledu.
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c¢) Celi¢na biomasa

Zbirali smo celi¢no biomaso iz kultur kontrole in iz kultur z dodano mesanico protirakavih
zdravil (FU+IM+ET; ECs in ECyp). Kulture smo gojili v enakih razmerah kot testne kulture
(dodatni eksperimenti s po 100 mL gojisc¢a na erlenmajerico namesto 20 mL). Po 72 urah
smo s centrifugiranjem (4000 rpm, 10 min) zbrali nagojeno biomaso, jo sproti zamrzovali
v teko¢em duSiku in liofilizirali. Za zanesljivo analizo smo morali pridobiti 0,5 g suhe
biomase (lo¢eno za kontrolo in obe EC).

3.2.9.21zvedba analize

Analizo so izvedli z visoko zmogljivo tekocinsko kromatografijo in tandemsko masno
spektrometrijo (UPLC-MS/MS ang. Ultra performance liquid chromatography-tandem
mass spectrometry) (Negreira in sod., 2013). Uporabili so Acquity UPLC kromatografski
sistem (Waters, ZDA) v kombinaciji s TQD triple quadrupole (QqQ) masnim
spektrometrom, opremljenim z virom elektrosprej ionizacije (electrospray ionization
(ESI)). Kromatografsko lo¢itev so izvedli pri sobni temperaturi s Purospher STAR RP-18
kolono z reverzno fazo (dimenzije kolone 125 x 2 mm, velikost delcev 5 um) (Merck,
Nemcija).

3.2.10 Mikroskopiranje z vrsticnim elektronskim mikroskopom

Vrstiéni  elektronski mikroskop (SEM ang. Scanning electron microscope) je tip
elektronskega mikroskopa, ki omogoca neposredno opazovanje povrsine preparata. Snop
primarnih elektronov izhaja iz katode, ki jo segreva elektri¢ni tok. Ta elektronski snop od
tocke do toCke potuje po povrSini preparata, pri ¢emer iz le te izhajajo sekundarni
elektroni, ki jih zbira detektor, nameScen v neposredni blizini preparata. Scintilator jih nato
spreminja v fotone, ti pa se na fotopomnozevalki pretvorijo v elektricni signal. Na
monitorju se prikaze slika povrSine preparata (Verani€ in sod., 2003).

3.2.10.1Priprava vzorca za elektronsko mikroskopijo

Vzorec za elektronsko mikroskopijo smo pripravili tako, da smo na koncu eksperimetna
(72 ur) s centrifugiranjem (4000 rpm, 10 min) zbrali celicno biomaso iz 40 mL kontrole in
testnih kultur z efektivnima koncentracijama ECs in ECy ter jo fiksirali s kapljico
formaldehida (37 %; nekajdnevna inkubacija pri 4 °C). Nato smo celice veckrat sprali z
acetonom, jih namestili neposredno na nosilec za mikroskop in potopili v teko¢i dusik.
Tako pripravljene smo napraSili s platino in si jih ogledali z vrsti¢nim elektronskim
mikroskopom JSM — 7500F (JEOL, Japan).
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4 REZULTATI
4.1  UCINEK MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA TARCNI ORGANIZEM

4.1.1 Rast testnih kultur

Ucinek izbrane meSanice protirakavih zdravil (FU+IM+ET) na algo P. subcapitata smo
ocenili pri petih razli¢nih efektivnih koncentracijah (ECs, EC1g, ECyg, ECs9, ECgp) S testom
inhibicije rasti iz Evropske smernice OECD TG 201 (2011).

Na Sliki 10 so prikazane rastne krivulje, na Sliki 11 pa odvisnost celi¢éne gostote od EC
mesanice tekom celotnega trajanja testa (72 ur). 1zhodna koncentracija vseh celi¢nih kultur
je bila znotraj vsake od stirih ponovitev testa enaka, med ponovitvami pa razli¢na (po
dologilu iz smernice je bila vrednost pri vseh ponovitvah testa znotraj intervala 5 x 10°-10*
celic mL'l), zato celi¢ne koncentracije ob Casih tl, t2 in t3 (24, 48 oz. 72 urna inkubacija
kulture) niso neposredno primerljive. Iz obeh slik pa je razvidno, da se pri vsaki od Stirih
ponovitev testa (A, B, C, D) celi¢ne gostote pri razli¢cnih EC in kontroli ob t1 vefinoma
manj razlikujejo med seboj kot ob ¢asih t2 in t3. Izjema je predvsem Cetrta ponovitev testa
(D), kjer so razlike (razen pri ECgg) manjSe. Preracunano je povpre¢no povecanje celi¢ne
gostote (od zacetne vrednosti) za vse §tiri ponovitve testa v 24 urah (t0-t1) od najmanj 2,5
do najveé 5,4-kratno (pri ECq in ECy), v 48 urah (t1-t2) od najmanj 4,1 do najvec 56,0-
kratno (pri ECgq in kontroli), v 72 urah (t2-t3) pa od najmanj 3,7 do najve¢ 114,5-kratno
(pri ECg in kontroli).
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Slika 10: Rastne krivulje testnih kultur alge P. subcapitata za vse efektivne koncentracije (EC) izbrane
mesSanice protirakavih zdravil za vse tri ponovitve posamezne EC oz. kontrole (a, b, c) in §tiri veljavne
ponovitve testa (A, B, C, D).
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FU = 5-fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET = etopozid

Slika 11: Odvisnost celi¢ne gostote testnih kultur alge P. subcapitata od efektivne koncentracije (EC) izbrane
mesanice protirakavih zdravil za vse tri ponovitve posamezne EC oz. kontrole (a, b, ¢), vse meritvene tocke
in §tiri veljavne ponovitve testa (A, B, C, D).

4.1.2 Stopnje in inhibicije rasti

Iz dnevno izraunanih gostot kultur smo izracunali stopnje in inhibicije rasti vseh testnih
kultur za vsakega od veljavnih testov (Preglednica 5).

Normalna stopnja rasti za algo P. subcapitata je 1,5-1,7 dan™. Kot je razvidno
Preglednice 5 so bile povprec¢ne stopnje rasti pri vsaki ponovitvi testa (A, B, C, D) v
nekoliko druga¢nem razponu (od najve¢ 1,22 do najmanj -0,03 v primeru ponovitve A, od
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najve¢ 2,05 do najmanj 0,26 v primeru ponovitve B, od najve¢ 2,93 do najmanj 1,17 v
primeru ponovitve C in od najve¢ 1,52 do najmanj 0,56 v primeru ponovitve D). Pri
ponovitvah A, B in C je povprecna stopnja rasti z narasc¢ajoco EC upadala, pri ponovitvi D
pa upadanje ni jasno razvidno, z izjemo ECsy in ECg. V Preglednici 5 so precrtani
rezultati, ki jih zaradi znatnega odstopanja od vrednosti ostalih dveh paralelk ali iz drugih
utemeljenih razlogov (npr. napake pri meritvi s pretocnim citometrom ipd.) nismo
upostevali pri nadaljnjih izratunih. Manjkajoci pa so rezultati, ki jih zaradi prej omenjenih
neupostevanih rezultatov nismo mogli izraunati.

Povpre¢na inhibicija rasti je pri ponovitvah A, B in C naraS¢ala z narasc¢ajoco EC, v
rasti od stopnje rasti kontrole negativna (Preglednica 5). NaraScanje inhibicij rasti z
naras¢ajoco koncentracijo meSanice za vecino testnih kultur pri vseh ponovitvah testa je
razvidno tudi iz Slike 12, prav tako so pri ponovitvi testa D razvidne negativne vrednosti v
koncentracijskem obmocju ECs-ECy.

120% A A(a) oo B (a) ==f}== C(a) D (a)
A(b) eonipumm B(b) === C(b) D (b)
o
100% A(c) g B (c) === C(c) D (¢c)
80% -
2
— 60% -
)
(7]
(1]
=
S 40% |
=
=
=
g 20% -
0% -
/ FU = 5-fluorouracil
- 0, -
20% IM = imatinib mezilat
ET = etopozid
-40% \ \
kontrola+topilo EC5 EC10 EC 20 EC50 EC90

EC mesanice FU+IM+ET

Slika 12: Inhibicija rasti alge P. subcapitata pri vseh efektivnih koncentracijah (EC) izbrane mesanice
protirakavih zdravil za vse tri ponovitve posamezne EC (a, b, ¢) in vse §tiri ponovitve testa (A, B, C, D).
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Preglednica 5: Pregled izradunov stopenj rasti alge P. subcapitata za celoten ¢as inkubacije (72 ur) in
inhibicij rasti za vse efektivne koncentracije izbrane mesanice protirakavih zdravil za stiri veljavne ponovitve
testa (A, B, C, D).

ponovitev I:SIS':S?a stopnja rasti () |povpr.| SD K\/Oza 'nhl(k:;;'f;ﬁasu pov(!or.
testa | ponovitev| a b c H zap | p] a b Cc Vitzel
kontrola | 1,1 1,3 08 1,22 | 0,11 9 0 0 0
ECs 10 08 1,0 0,91 | 0,12 14 12 41 27
A ECy 04 06 06 0,58 | 0,11 20 61 51 56
ECy 03 03 05 0,37 | 0,13 36 7% 77 76
ECs 02 02 03 0,23 | 0,06 27 83 85 84
ECq -02 00 01 |-0,03| 015 | -518 | 118 97 107
kontrola | 21 45 2,0 2,05 | 0,02 1 0 0 0
ECs 1,7 18 19 1,83 | 0,11 6 16 4 10
B ECy 14 13 15 1,41 | 0,10 7 32 25 29
ECy 09 10 09 0,94 | 0,09 9 58 54 56
ECs 06 05 06 0,56 | 0,09 16 69 72 71
ECq 01 03 04 | 026 | 0,13 50 95 82 88
kontrola | 29 30 29 2,93 | 0,02 1 0 0 0 0
ECs 27 28 47 | 218 | 0,71 32 9 6 7
c ECy 1,8 23 21 2,06 | 0,27 13 39 21 29 30
ECy 1,7 17 19 1,73 | 0,11 6 43 43 36 41
ECs 15 14 15 1,48 | 0,04 3 50 51 47 49
ECq 13 11 11 1,17 | 0,10 8 56 63 61 60
kontrola | 1,4 14 1,3 1,37 | 0,06 4 0 0 0 0
ECs 14 14 15 1,41 0,06 4 5 -2 -13 -3
D ECy 15 15 15 1,52 | 0,03 2 -5 -9 -18 -11
EC, 14 16 15 1,47 0,09 6 4 -12 -14 -7
ECs 1,3 11 1.2 1,19 | 0,07 6 11 19 11 14

ECq 06 05 05 0,56 | 0,05 8 57 62 58 59
*povpr. = povpre¢na; EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration)

4.1.3 Rezultati statisti¢ne analize podatkov

Nelinearna regresijska analiza je graficno prikazana na Sliki 13. Podatki predstavljajo
povprecje £ 95 % intervale zaupanja, prikazane kot log krivulje odvisnosti inhibicije rasti
od EC mesanice po 72 urah izpostavljenosti testnih kultur.

Iz Slike 13 lahko razberemo, da je bila inhibicija rasti testnega organizma v razponu
koncentracij trojne meSanice (FU+IM+ET) protirakavih zdravil EC10-ECsy vecja od
inhibicije, ki so jo Brezovsek in sod. (2014) ugotovili v primerih, ko je bilo vsako
protirakavo zdravilo na istem testnem organizmu uporabljeno posamezno v enakovredni
EC. Pri ECso na primer je inhibicija rasti zaradi vpliva mesanice v primerjavi z inhibicijo
rasti zaradi vpliva posameznega protirakavega zdravila 2,5-krat vecja za FU, 8,9-krat vecja
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evee

inhibicije rasti v primeru vseh treh protirakavih zdravil primerljive (ob upoStevanju
intervalov zaupanja). Razvidno je tudi, da je bil uCinek trojne meSanice v intervalu
koncentracij ECs-ECy zelo podoben u¢inku dvojne meSanice FU+IM, Ki so ga za isti testni
organizem ugotovili Brezovsek in sod. (2014), pri ECs,in ECgy pa znatno manjsi.

100 9 %  pusaM+ET S %

= trendna ¢érta S,

80 «=we FU+IM (Br.)

—_— CA
we— JA

40 -

inhibicija rasti [%]

20

kontrola ECS EC10 EC20 EC50 EC90

EC mefanice FU+IM+ET [log ECx/3]

* = signifikantna razlika v primerjavi s kontrolo (P < 0,05); intervali zaupanja = 95 %; Br. =
Brezovsek in sod., 2014; EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); FU = 5-
fluorouracil, IM = imatinib mezilat, ET = etopozid; CA = model sestevka koncentracij (ang.
Concentration addition); 1A = model neodvisnega delovanja (ang. Independent action)

Slika 13: Uc&inek posameznih protirakavih zdravil in njihovih meSanic na rastno inhibicijo alge P.
subcapitata. Prikazani sta tudi napovedi po dveh napovednih modelih.

4.1.4 Primerjava matemati¢no predvidenih in dejanskih uéinkov mesSanice

Iz podatkov nelinearne regresijske analize (vrednosti za meSanico za zgornji in spodnji
plato, naklon, ECs, ECy9, ECy, ECsg in ECgp) smo izracunali predvidene uc¢inke mesanic
po matemati¢nih modelih CA in IA s programom MS Excel (Microsoft).
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EC za meSanice ne moremo opredeliti v pravih koncentracijskih enotah (npr. mg L™),
opredelimo jih kot ucinek, torej kot % inhibicije rasti, ki ga meSanica, katere EC je bila
predvidena kot ECx (ECs, ECy, ECy, ECsyp 0z. ECgqp), povzro¢i dejansko (izmerjeni
ucinki) oz. po napovedi (po CA in IA).

Eksperimentalno pridobljeni in po modelih CA in IA napovedani ucinki meSanice so
navedeni v Preglednici 6. Ob upoStevanju intervalov zaupanja sta napovedi po obeh
modelih pravilni le v primeru ECs in ECg. V primeru ostalih tren EC pa je bil napovedan
ucinek po obeh modelih podcenjen. Rezultati iz Preglednice 6 (z upoStevanimi intervali
zaupanja) so shematsko prikazani na Sliki 14. Na slednji je prikazana tudi primerjava
eksperimentalnih rezultatov in napovedanih vrednosti za dvojno mesanico FU+IM iz
Studije, ki so jo na algi P. subcapitata izvedli Brezovsek in sod. (2014). Pet simbolov po
vrsti od leve proti desni predstavlja razmerje med dejanskimi in napovedanimi ucinki pri
petih efektivnih koncentracija: ECs, EC1g, ECy9, ECs in ECqo. Na Sliki 14 je prikazano, da
sta bili tudi v primeru dvojne meSanice po obeh modelih pravilni le dve napovedi (za ECs
in EClo).

Preglednica 6: Efektivne koncentracije izbrane meSanice protirakavih zdravil, izracunane oz. opredeljene na

podlagi eksperimentalnih podatkov in statistine analize, in napovedane po dveh napovednih modelih.
ECx ECXizm ECXnap po CA ECXnap pO I1A
[% inhibicije rasti] [% inhibicije rasti] [% inhibicije rasti]
ECs 9,77 5,00 1,71
ECyo 27,29 10,00 4,46
ECyx 52,72 20,00 10,58
ECs 66,71 50,00 35,74
ECqo 72,94 90,00 93,71

EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); ECX;;m = izmerjena EC; ECX,q, = napovedana
EC; CA = model sestevka koncentracij (ang. Concentration addition); IA = model neodvisnega delovanja
(ang. Independent action)

FU = 5-fluorouracil
IM =imatinib mezilat
ET = etopozid

CA = model se§tevka koncentracij
(ang. Concentration addition)

IA =model neodvisnega delovanja
(ang. Independent action)]

> = utinek vedji od napovedanega po modelu CA oz. IA
= = udinek enak napovedanemu po modelu CA oz. TA
Slika 14: Shematski prikaz primerjave dejanskih u¢inkov mesanic protirakavih zdravil na inhibicijo rasti alge

P. subcapitata z napovedanimi po dveh napovednih modelih, od leve proti desni za vseh pet efektivnih
koncentracij (ECs-ECgyp).
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4.1.5 Kvantitativna opredelitev interakcij med sestavinami meSanice

4.1.5.1 Kombinacijski indeksi

V primerjavi z ucinkom, ki ga pri isti koncentraciji (ECx) povzro¢i vsako od treh
protirakavih zdravil, ¢e je uporabljeno posamezno, lahko ucinek njihove meSanice
(FU+IM+ET) na osnovi izracunanih kombinacijskih indeksov (CI) pri nizjih
koncentracijah opredelimo kot sinergisticen (ECs-ECy), pri ECsp kot rahlo sinergisti¢en
(skoraj aditiven), pri ECgp pa kot antagonisti¢en (Preglednica 7). Vrednost Cl = 1
predstavlja aditiven, CI < 1 sinergistic¢en, CI > 1 pa antagonisti¢en u€inek mesanice.

Preglednica 7: Kombinacijski indeksi za vse efektivne koncentracije izbrane mesanice protirakavih zdravil za
algo P. subcapitata.

EC Cl

ECs 0,79572
ECio 0,59596
ECy 0,62765
ECso 0,93935
ECqo 1,86816

EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration)
CI = kombinacijski indeks (ang. Combination index)

4.1.5.2 Razmerja odstopanja modela

Petersen in sod. (2014) so na podlagi razmerja med napovedanimi EC meSanic (po
matemati¢nih modelih CA in IA) in dejanskimi izmerjenimi EC (t.i. razmerje odstopanja
modela (MDR)) opredelili skupno delovanje sestavin mesanice kot sinergisti¢no, ¢e je bil
rezultat >2, kot antagonisti¢no, ¢e je bil <0,5, vmesne vrednosti (0,5-2) pa po njihovi
definiciji pomenijo aditiven ucinek.

Izracunani MDR za na$ poskus so prikazani v Preglednici 8. Glede na napoved po CA gre
pri ECyoin ECy za sinergistic¢en ucinek, pri ostalih treh koncentracijah (ECs, ECsg in ECqy)
koncentracij (ECs, ECyp in ECy) za sinergisti¢en ucinek, pri najvisjih dveh (ECsg in ECyp)
pa za aditiven ucinek meSanice.



Milavec S. Vpliv meSanice izbranih protirakavih zdravil na algo Pseudokircvhneriella subcapitata. 36
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2015

Preglednica 8: Razmerja odstopanja modela, izraCunana glede na napovedi po dveh napovednih modelih, za
vse efektivne koncentracije izbrane mesanice protirakavih zdravil za algo P. subcapitata.

EC MDR glede na CA MDR glede na 1A
ECs 1,95 5,52
ECuwo 2,73 6,12
ECax 2,64 4,98
ECso 1,33 1,87
ECgo 0,81 0,78

EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); MDR = razmerje odstopanja modela (ang.
Model deviation ratio); CA = model seStevka koncentracij (ang. Concentration addition); IA = model
neodvisnega delovanja (ang. Independent action)

4.1.6 Vpliv protirakavih zdravil na lastnosti celi¢ne povrsine

Pri preucevanju ucinka trojne mesanice protirakavih zdravil (FU+IM+ET) na algo P.
subcapitata smo opazili o€itno razliko v agregaciji algne biomase. Na Sliki 15 je razvidna
drugaéna razporeditev suhe (liofilizirane) biomase kontrole v primerjavi z biomaso
celi¢nih kultur, ki so bile 72 ur inkubirane z meSanicama protirakavih zdravil z ECs oz.
ECi0. Masa celic v vseh treh stekleni¢kah je bila priblizno 0,5 g. Celi¢na biomasa iz
kontrolnih kultur se je izrazito oprijela sten bucke, v kateri smo jo liofilizirali, biomasi iz
kultur z dodano mesanico protirakavih zdravil (ECs in ECyo) pa sta med suSenjem s sten
popolnoma odstopili. Vendar na mikro-nivoju, kot je razvidno iz posnetkov z elektronskim
mikroskopom (Slika 16), razlike med povprsinami celic oz. povrSinskimi strukturami niso
bile jasno vidne. V bodoce bi lahko za pridobitev bolj jasnega posnetka poskusili
optimizirati postopek priprave preparata za mikroskopiranje.

a = biomasa kontrolnih
kultur

b, ¢ = biomasi kultur, ki so
bile 72 ur inkubirane z
izbrano mesanico
protirakavih zdravil

Z EC5 (b) 0z. ECyy (C).

(EC = efektivna
koncentracija (ang.
Effective concentration))

Slika 15: Makrostruktura liofilizirane biomase alge P. subcapitata
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Slika 16: Mikrostruktura liofilizirane biomase alge P. subcapitata (posnetki z vrsti¢nim elektronskim
mikroskopom; belo merilo zgornjih slik predstavlja 10 pm, spodnjih pa 1 um).

4.2  STABILNOST PROTIRAKAVIH ZDRAVIL

Izmerili smo koncentracije vsakega posameznega protirakavega zdravila (FU, IM, ET) v
njihovih zaloZnih raztopinah ter loceno v supernatantih in sedimentih celi¢nih kultur
kontrol in kultur z dodano meSanico protirakavih zdravil v izbranih EC. Primerjali smo
razlike med predvidenimi o0z. izmerjenimi zaletnimi in izmerjenimi koncnimi
koncentracijami.

Za ET se je izkazalo, da se Ze ob ¢asu t0 delno pretvori v drugo izobari¢no spojino (enaka
nominalna masa, druga¢na zastopanost posameznih elementov (McLafferty in Turecek,
1993)), ki smo jo oznadili z ET2. V nadaljevanju so zato navedene izmerjene koncentracije
obeh posameznih sestavin (ET1 in ET2) in njune vsote (ET1 + ET2 = ET).
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4.2.1 Supernatanti celi¢nih kultur

Spremembo koncentracij posameznih protirakavih zdravil med testom (t0-t3 oz. 0-72 ur)
smo analizirali na podlagi supernatantov kultur z dodano mesanico protirakavih zdravil v
nizki (ECyp) in visoki (ECq) efektivni koncentraciji (Preglednica 9). Povpre¢no odstopanje
izmerjene zacetne koncentracije (t0) od predvidene (povprecje odstopanj pri ECygin ECg)
je bilo najmanjse za FU (1 %), sledi IM (6 %), najvecje pa je bilo odstopanje v primeru ET
(34 %). Razlika med zacetno in kon¢no koncentracijo (t0-t3) je bila prav tako najmanjsa v
primeru FU (2,3 % pri ECqp; zaradi manjkajocega podatka o koncentraciji ob Casu t3 za
ECyo razlike nismo mogli izracunati). Pri IM in ET sta bili razliki vecji tako pri ECyg (49,1
% za IM in 24,6 % za ET) kot ECq (38,0 % za IM in -24,9 % za ET).

Preglednica 9: Pri¢akovane in izmerjene koncentracije posameznih protirakavih zdravil na zacetku in koncu
testa (t0 in t3) za obe efektivni koncentraciji, izraCunana odstopanja od pri¢akovanih vrednosti in razlike med
koncentracijami na zacetku in koncu testa.

FU IM ET1 ET2 ET
pri¢akovana vrednost [pg L™]
kontrola 0,00 0,00 / / 0,00
ECio, tO 5,79 264,10 / / 5621,64
ECqo, tO 315,00 2197,33 / / 28087,54
izmerjena vrednost [ug L]
kontrola 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
ECio, tO 5,80 252,20 3765,60 887,30 4652,90
ECio, t3 n.d. 128,30 988,00 2518,50 3506,50
ECqo, tO 308,10 2030,80 13361,00 661,00 14022,00
ECgo, t3 301,00 1259,50 7674,50 9838,80 17512,20
povprecno odstopanje od pri¢akovane vrednosti [%]
t0
(EC10in ECap) 1 6 / / 34

razlika med izmerjenimi koncentracijami (t0 — t3) [%]

ECuo / 49,1 738 -183,8 24,6

ECqo 2,3 38,0 42,6 -1388,5 -24,9

n.d. = ni dolo¢eno (ang. not determined); EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); FU =
5-fluorouracil; IM = imatinib mezilat; ET in ET 1 = etopozid, ET2 = izobari¢na spojina ET, ET1 + ET2 =ET

4.2.2 ZaloZne raztopine protirakavih zdravil

Odstopanja koncentracij zaloznih raztopin od pri¢akovanih (Preglednica 10) so bila znotraj
meja, dopuscenih v smernici OECD TG 201 (2011) (zacetna koncentracija se tekom testa
ne sme spremeniti (znizati) za ve¢ kot 20 %). Odstopanje v primeru FU je bilo 7 %, v
primeru IM 6 %, v primeru ET pa 4 %.
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Preglednica 10: Primerjava med predvidnimi in s kemijsko analizo ugotovljenimi koncentracijami
posameznih protirakavih zdravil v zaloZnih raztopinah.

. . odstopanje od
protirakavo predvidena FU IM ET1 ET2 ET pri¢akovanega
zdravilo koncentracija [%6]
FUgLT 75 69,6 | - - - - l
IM [mg L] 500 - | 4715 - - - 6
ET [mg L] 25000 - - 23801,3 | 77,9 | 23879,2 4

n.d. = ni dolo¢eno (ang. not determined); FU = 5-fluorouracil; IM = imatinib mezilat; ET in ET 1 = etopozid,
ET2 = izobari¢na spojina ET, ET1 + ET2 =ET

43 VEZAVA PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA/V CELICNO BIOMASO

1z podatkov, pridobljenih s kemijsko analizo liofilizirane celicne biomase, smo izracunali
maso posameznega protirakavega zdravila (FU, IM, ET), ki je bila na koncu poskusa (t3)
prisotna v samih celicah alge P. subcapitata ali vezana na njihovo povr$ino, na gram
liofilizirane biomase. Skupno koli¢ino posameznega protirakavega zdravila, porabljeno na
gram liofilizirane biomase (t0), pa smo prezracunali iz volumna gojis¢a z dodano meSanico
protirakavih zdravil (ECs in ECy), ki smo ga porabili za nagojitev konéne koli¢ine
biomase. Nazadnje smo izra¢unali odstotek od celotne uporabljene mase vsakega
protirakavega zdravila, ki se je med testom (t0-t3) vezal v in/ali na celice biomase. Pri FU
gre za 0,11 % (kon¢na masa (t3) znana le za ECs), pri IM za povprecno 0,09 %, pri ET pa
za povprecno 0,01 % (Preglednica 11).

Preglednica 11: Izra¢unana masa vsakega od protirakavih zdravil na gram konéne liofilizirane biomase na
zaCetku in koncu testa (t0 in t3) ter odstotek od celotne porabljene mase protirakavih zdravil, ki ga
predstavlja koli¢ina, prisotna ob ¢asu t3 (v in/ali na celicah).

FU IM ET1 ET2 ET

Masa protirakavega zdravila na g liofilizirane biomase [ug g™], t0
ECs 63,86 4056,31 42201,62 52031,72 94233,34
ECy 141,25 6431,76 35915,06 100990,53 136905,59

Masa protirakavega zdravila na g liofilizirane biomase [ug g™], t3
ECs 0,07 3,94 2,49 3,07 5,56
ECy n.d. 5,42 4,36 12,26 16,62

Del protirakavega zdravila, ki je vezan v/na celice [%0], t3

ECs 0,11 0,10 0,01 0,01 0,01
ECy n.d. 0,08 0,01 0,01 0,01

n.d. = ni dolo¢eno (ang. not determined); EC = efektivna koncentracija (ang. Effective concentration); FU =
5-fluorouracil; IM = imatinib mezilat; ET in ET 1 = etopozid, ET2 = izobari¢na spojina ET, ET1 + ET2 = ET
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5 RAZPRAVA

Zaradi velike in Se vedno naraScajoCe porabe farmacevtskih ucinkovin postaja
problematika njihove pojavnosti v okolju in njihovega vpliva na netaréne organizme vse
bolj pereca, Se toliko bolj zaradi vse StevilnejSih dokazov o povecanih in nepredvidljivih
ucinkih, ki jih te ucinkovine povzrocijo v kombinacijah, ¢etudi so prisotne v nizkih
koncentracijah. V tej raziskavi smo se osredotocili na protirakava zdravila, ki spadajo med
farmacevtske ucinkovine z velikim potencialnim negativnim vplivom na netarcne
organizme. V vodnih telesih jih sicer vefinoma zaznavajo v relativno nizkih
koncentracijah, ki pa so vseeno lahko zadostne za toksi¢en ucinek (Johnson in sod., 2008).
Poleg tega gre za zelo obstojne spojine, odporne proti fizikalni, kemijski in bioloski
razgradnji (Kosjek in Heath, 2011), tako da se ne samo kontinuirano izlocajo v okolje
temve¢ imajo tudi potencial za ohranjanje v njem. Organizmi V okolju so zato kroni¢no
izpostavljeni kompleksnim meSanicam protirakavih zdravil, njihovih metabolitov in
transformacijskih produktov ter drugih farmacevtsko aktivnih u€inkovin, Studije posledic,
do katerih to privede, pa so zaenkrat zelo redke. Raziskovali smo vpliv na vodne
evkariontske organizme, predstavnika katerih (algo P. subcapitata) smo izbrali za svoj
testni organizem. Testirali smo u¢inek mesanice treh protirakavih zdravil (FU+IM+ET), ki
jih za kemoterapijo pogosto uporabljajo, zato pri¢akujemo, da je tudi njihova pojavnost v
okolju koli¢insko relativno visoka in da se tudi v okolju pojavljajo istocasno. Vse izbrane
ECX, vkljucno z najnizjimi, so sicer visje od tistih, ki so jih do sedaj zaznali v okoljskih
vzorcih (Preglednica 1), z izjemo koncentracije FU v bolniSni¢nih odpadnih vodah (124 ng
LY, ki so jo izmerili Mahnik in sod. (2007).

5.1  VPLIV MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA RAST

Izbrana mesanica protirakavih zdravil (FU+IM+ET) je po pri¢akovanjih na rast celic alge
P. subcapitata vec¢inoma delovala zaviralno v primerjavi s kontrolo (manjSe povecanje
celiéne gostote v enakem c¢asovnem intervalu) in sicer vV celotnem koncentracijskem
razponu (ECs-ECq). Velikost ucinka je bila odvisna od EC (pri veéini ponovitev testa je
so se celicne gostote kultur z dodano meSanico protirakavih zdravil pri ve€ini testnih
ponovitev bolj razlikovale od celi¢nih gostot kontrole kot ob casu t1) (Sliki 10 in 11).
Povpre¢na stopnja rasti Se je z nara$¢ajo¢o EC ve¢inoma zmanjSevala, povpre¢na inhibicija
rasti pa je z narasé¢ajo¢o EC vecinoma narascala (izjeme pri ponovitvi testa D) (Preglednica
5 Slika 12). Ucinek (inhibicija rasti testnega organizma) trojne meSanice Vv
koncentracijskem obmocju EC19-ECs je bil vecji od ucinkov, ki jih je vsako protirakavo
zdravilo povzrocilo, ¢e je bilo v enakovredni EC uporabljeno posamezno, pri ECs in ECy
pa so bile inhibicije rasti v primeru vseh treh protirakavih zdravil ob upostevanju
intervalov zaupanja primerljive (Slika 13). Zaradi razlik med uc¢inkoma dvojne (FU+IM) in
trojne (FU+IM+ET) mesanice pri razli¢énih EC (Slika 13) sklepamo, da ima ET na rast alg
zelo razlicen ucinek v odvisnosti od koncentracije.
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Intervali zaupanja za inhibicijo rasti so precej Siroki (Slika 13), kar lahko pojasnimo z
naravno variabilnostjo rasti alge v danih neoptimalnih rastnih razmerah (stalna osvetlitev,
prisotnost topila ipd.). Povprecna variabilnost rasti dnevno izmerjenih celi¢nih gostot vseh
kontrolnih celi¢nih kultur za vse dni eksperimetna in vse ponovitve testa je bila 9 %
(izrazena kot KV%). Na podlagi opazovanj sklepamo, da na razlicno obnaSanje kultur
lahko med drugim vplivajo tudi razmere, pri katerih so celice rasle preden smo jih
uporabili za test (predpostavljamo, da v sami izvedbi med posameznimi ponovitvami testa
ni bilo bistvenih razlik). Prve tri ponovitve testa so bile namre¢ izvedene v treh zaporednih
tednih v aprilu, zadnja pa avgusta, ko so bile temperature v prostoru, kjer smo kulture
vzdrzevali, vi§je in intenziteta sonéne svetlobe vegja. Se toliko bolj se je mozen vpliv
temperaturnih/svetlobnih razmer pokazal v primeru dveh ponovitev testa, ki sta bili
izvedeni v Casu velike poletne vrocine (konec junija in zacetek julija), rezultati so bili
namrec tako variabilni, da sta bili obe ponovitvi posledi¢no neveljavni.

Zaklju¢imo lahko, da so meSanice protirakavih u¢inkovin za P. subcapitata in morda tudi
ostale mikroalge ter druge mikroorganizme (npr. cianobakterijo S. leopoliensis, kot so
ugotovili Brezovsek in sod. (2014)) v intervalu EC10-ECs bolj toksi¢ne kot ¢e vsako od
izbranih protirakavih zdravil uporabimo posamezno. Vpliv je odvisen tako od
koncentracije protirakavih zdravil kot tudi same sestave meSanice.

Izracunani CI in MDR so v intervalu ECs-ECy 0z. EC19-ECy enako opredelili skupen
ucinek sestavin mesSanice, skoraj enak je bil tudi rezultat pri ECso (Preglednici 7 in 8). To
nakazuje, da tudi manj kompleksen izra¢un MDR (v primerjavi s CI) lahko zagotovi prece;j
dobro oceno skupnega ucinka sestavin mesanice. Kljub temu ocenjujemo, da lahko u¢inek
mesanice bolj zanesljivo to¢no opredelimo na podlagi CI.

Oboji rezultati (CI in MDR) nakazujejo pomembnost vkljuCevanja nizkih in visokih
koncentracij testnih uc¢inkovin v Studije toksi¢nosti, saj je iz njih razvidno, da se ucinKki iste
mesanice v odvisnosti od koncentracije lahko zelo razlikujejo.

52 NAPOVEDNA VREDNOST NAPOVEDNIH MODELOV TOKSICNOSTI

Eksperimentalni podatki so v intervalu EC;o-ECs pokazali vecjo toksi¢nost v primerjavi z
napovedano po obeh matemati¢nih modelih (CA in IA), pravilni pa sta bili samo napovedi
za najnizjo in najvi$jo koncentracijo (ECs in ECgp, ob upoStevanju intervalov zaupanja)
(Slika 13). Nekoliko blizje eksperimentalnim rezultatom so bile napovedi po modelu CA,
vendar sta se kljub temu tako 1A kot CA izkazala za nezanesljivi orodji za napovedovanje
toksicnosti meSanic izbranih protirakavih zdravil. Neto¢nost napovedi po obeh modelih so
za dvojne meSanice protirakavih zdravil v koncentracijskem obmocju efektivnih
koncentracij ECs-ECgp ugotovili tudi Brezovsek in sod. (2014). Prav tako so do ugotovitve
0 netocnosti obeh napovedi v 50 % primerov pri§li Cedergreen in sod. (2008), ki so
testirali 98 razlicnih meSanic predvsem pesticidov in farmacevtskih u¢inkovin. Uporabili
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so razli¢ne testne organizme (P. subcapitata, Vibrio fischeri, Daphnia magna, Lemna
minor, Tripleurospermum inodorum, Stellaria media). Napoved po modelu IA je bila
pravilna za priblizno 20 % meSanic, napoved po modelu CA za priblizno 10 % meSanic, le
v primeru 10 % mesanic pa je bila napoved pravilna po obeh modelih.

5.3  VPLIV MESANICE PROTIRAKAVIH ZDRAVIL NA LASTNOSTI CELICNE
POVRSINE

Kljub ocitnim razlikam v agregiranosti (makroskopski vidik) biomase kontrole in kultur z
dodano mesSanico protirakavih zdravil (Slika 15), fotografije na mikroskopskem nivoju
niso razkrile oc€itnih sprememb na povrsSini celic (Slika 16). Predpostavljamo, da bi
spremembe v agregiranosti alg lahko vplivale na polozaj celic v vodnem stolpcu, kar bi
lahko povzorcilo za fotosintezo neoptimalno lego (Grewe in Markus, 2000). To bi
potencialno lahko vodilo tudi v izumrtje dolo¢enih vrst primarnih producentov in s tem v
zmanjSanje biodiverzitete in stabilnosti ekosistemov. Gre za nepri¢akovan in Se neraziskan
vidik u¢inka protirakavih zdravil na netaréne organizme, ki bi ga bilo potrebno osvetliti v
nadaljnjih raziskavah.

5.4  STABILNOST PROTIRAKAVIH UCINKOVIN

Rezultati kemijske analize so pokazali, da so vsa tri uporabljena protirakava zdravila (FU,
IM, ET) ob ustreznem nacinu shranjevanja v ¢asovnem obdobju nekaj mesecev (pri nizki
temperaturi in v temi) stabilna (v okviru dopustnih meja iz smernice OECD TG 201
(2011)) (Preglednica 10).

Moznost, da alga P. subcapitata proizvaja uporabljenim protirakavim zdravilom podobne
snovi, smo izkljucili s kontrolo (kultura brez dodanih protirakavih zdravil) — izmerjene
koncentracije vseh treh protirakavih zdravil so bile v kontrolni kulturi O (Preglednica 9).

Dejanske (izmerjene) koncentracije ob t0 za FU in IM niso moc¢no odstopale od
predvidenih (povpre¢no 1 0z. 6 %), medtem ko sta bili koncentraciji opazno manjsi od
pri¢akovanih v primeru ET (povpre¢no 34 %) (Preglednica 9). Ob hkratnem upoStevanju
razlik med izmerjenimi koncentracijami na zaéetku in koncu testa (t0-t3; Preglednica 9)
lahko sklepamo, da FU v 72 urah pri izbranih eksperimentalnih razmerah razpade in/ali
interagira s celicami le v majhnem delezu. V primeru IM sta razliki sicer veliki, vendar
dodatni (predhodni) eksperimenti, ki niso bili del te naloge, kaZzejo, da povprecna razlika,
merjena vsak dan eksperimenta, ne presega 20 %, torej ustreza zahtevani stabilnosti po
smernici OECD TG 201 (2011). V primeru ET pa na podlagi teh razlik, relativno velikega
odstopanja od pricakovane koncentracije Ze ob Casu t0, in rezultatov drugih (prehodnih)
eksperimentov, katerih rezultati Se niso bili objavljeni, sklepamo, da pri eksperimentlanih
razmerah dejansko pride do zelo hitrega razpada oz. metabolizma v prisotnosti celic, poleg
delnega razpada/transformacije izhodnega protirakavega zdravila na izobari¢no Spojino
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(ET2; koncentracija ET1 se tako do Casa t3 zmanj$a, koncentracija ET2 pa, obratno,
poveca).

Zgolj na podlagi predstavljenih rezultatov ne moremo narediti trdnih zakljuckov. Meritve
bi bilo potrebno ponoviti veckrat in na ve¢jemu Stevilu vzorcev, da bi lahko izkljucili
napake pri odvzemu, transportu in/ali analizah in prisli do statisticno signifikantih
rezultatov. Prav tako bi za boljSe ovrednotenje potrebovali oceno napake pri meritvah v
sklopu kemijske analize (ki je nismo izvajali sami). Kljub vsemu (tudi zaradi upostevanja
pridobljenega podatka o nizkem delezu vezave v/na celi€no biomaso (podpoglavje 5.5))
sklepamo, da se izbrana protirakava zdravila v ¢asu poskusa pri eksperimentalnih razmerah
in v stiku z algnimi celicami delno spremenijo, transformirajo in/ali razgradijo, Ceprav naj
bi bila naceloma slabo (bio)razgradljiva (Kosjek in Heath, 2011).

55 VEZAVA PROTIRAKAVIH UCINKOVIN NA/V CELICE

Iz nasih rezultatov (pridobljenih samo na podlagi biomase kultur z dodanimi protirakavimi
zdravili v nizkih EC) sklepamo, da v celice vstopi ali se na njihovo povrsino veze le
majhen delez izbranih protirakavih zdravil (Preglednica 11). Do podobnega zakljuc¢ka so
prisli tudi Vannini in sod. (2014), ki so na istem testnem organizmu (P. subcapitata)
testirali ucinek razli¢nih farmacevtsko aktivnih uc¢inkovin. V celicah so zaznali prisotnost
vecine testiranih u¢inkovin, a le v sledovih.

Ceprav je s celicami interagiral le 0,01-0,1 % vseh protirakavih zdravil, ki so prila v stik z
njimi, je vseeno prislo do inhibicije rasti alg (podpoglavje 5.1), kar je zelo zanimivo in
pomembno z okoljskega in ekotoksikoloSkega vidika. Ugotovitev nakazuje, da toksi¢nosti
protirakavih u€inkovin za primarne producente ne bi smeli podcenjevati. Njihove ucinek
moramo interpretirati zelo previdno, saj so koncentracije protirakavih zdravil, ki so
povezane s celicami, 1000 do 10000-krat niZje od zacetnih koncentracij, katerim so bile
celice izpostavljene. Poleg tega je potrebno upostevati uc¢inek (naravnih) vodnih medijev,
ki so lahko zelo razli¢ni in kompleksni, in bi tudi lahko signifikantno vplivali na
koncentracije s celicami povezanih protirakavih zdravil. Prav tako moramo upoStevati
razliko med rastnimi razmerami tekom laboratorijskih testov (stalna osvetljenost, stalna
optimalna temperatura za rast, zadostna koli¢ina hrane itd.) in naravnimi, kar tudi vpliva na
dovzetnost algnih celih za delovanje protirakavih zdravil in drugih farmacevtsko aktivnih
ucinkovin.
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Na podlagi rezultatov nasega raziskovalnega dela smo prisli do sledecih zakljuckov:

- meSanica izbranih protirakavih zdravil (FU+IM+ET) ima (na podlagi inhibicij rasti)
v intervalu ECy-ECs bolj toksi¢en uéinek na algo P. subcapitata kot vsako od
izbranih treh protirakavih zdravil, ¢e ga v enaki efektivni koncentraciji uporabimo
posamezno. V primeru ECs in ECgg pa se u€inka ne razlikujeta.

- kvantitativno (na podlagi CI) smo ucinek izbrane meSanice protirakavih zdravil
(FU+IM+ET) v primerjavi z ucinkom posameznih treh protirakavih zdravil
opredelili kot sinergisti¢en v koncentracijskem intervalu ECs-ECsg, pri ECgg pa kot
antagonisticen.

- ucinek trojne meSanice (FU+IM+ET) je (na podlagi inhibicij rasti) v intervalu
koncentracij ECs-ECy zelo podoben ucinku dvojne meSanice FU+IM, v primeru
ECso in ECgp pa manjsi od uéinka dvojne mesanice FU+IM.

- ucinek meSanice protirakavih zdravil je odvisen od njene sestave in EC.

- napovedi toksi¢nosti izbrane meSanice protirakavih zdravil za algo P. subcapitata
po obeh matemati¢nih modelih (CA in [A) sta se v veini primerov izkazali za
nepravilni. Izbrana modela nista zanesljiva metoda za napovedovanje ucinka
mesanic.

- meSanica protirakavih zdravil (FU+IM+ET) vpliva na agregiranost biomase na
makroskopskem nivoju, na mikroskopskem nivoju ucinka na lastnosti celi¢ne
povrsine (z uporabljeno metodo) nismo zaznali.

- protirakava zdravila so po 72 urah s celicami testnega organizma povezana (vstop v
celice, vezava na celice) le v zelo majhnem delezu (0,01-0,1 % od celotne
uporabljene koli¢ine). Vendar se koncentracije vseh treh protirakavih zdravil v 72
urah (koncentracije v gojis¢u) zmanjSajo za ve¢ kot delez, vezan z biomaso, kar
nakazuje, da pride do razpada, transformacije ali metabolizma izbranih protirakavih
zdravil s strani celic testnega organizma, alge P. subcapitata.
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Protirakava zdravila se v okolju pojavljajo v nizkih koncentracijah, a hkrati v obliki
kompleksnih meSanic, za Kkatere obstaja vse ve¢ dokazov o vecji toksi¢nosti od
enostavnega seStevka toksi¢nosti njihovih sestavin. Zaradi potencialno nespecificnega
nac¢ina delovanja protirakavih zdravil je zelo verjetno, da lahko $kodljivo vplivajo tudi na
netar¢ne, predvsem evkariontske, organizme v razli¢nih okoljih in s tem na celotne
ekosisteme. Studije u¢inkov meSanic protirakavih zdravil na netaréne organizme SO
zaenkrat zelo redke. V nasi raziskavi smo zeleli ugotoviti, kako se u¢inek mesanice treh
izbranih  protirakavih ~ zdravil (FU+IM+ET) na primernega producenta, algo
Pseudokirchneriella subcapitata, razlikuje od uc¢inka vsakega od teh protirakavih zdravil,
¢e jih uporabimo posamezno v enaki efektivni koncentraciji (EC). FU (5-fluorouracil), IM
(imatinib mezilat) in ET (etopozid) so tri za kemoterapijo pogosto uporabljana protirakava
zdravila, zato je pri¢akovano njihovo skupno pojavljanje v okolju. Eksperimentalni del
Studije smo izvedli v skladu s priporocili v Evropski smernici OECD TG 201 (2011).
Osnovna metoda je bil test inhibicije rasti. Ugotavljali smo celi¢ne gostote testnih kultur z
dodanimi protirakavimi zdravili in kontrol preko analize vzorcev s preto¢nim citometrom v
dolo¢enih c¢asovnih intervalih. Rezultati so pokazali, da ima izbrana meSanica
(FU+IM+ET) v koncentracijskem intervalu EC1,-ECs res bolj negativen ucinek na algo P.
subcapitata v primerjavi z u¢inkom posameznega protirakavega zdravila v enaki EC, pri
meSanice (FU+IM+ET) je bil zelo podoben u¢inku dvojne meSanice FU+IM v intervalu
ECs-ECyo, pri ECsp in ECyp pa manjsi. Kvantitativno (Cl) smo ucdinek meSanice v
primerjavi z u¢inkom posameznih protirakavih zdravil v koncentracijskem obmocju ECs-
ECso opredelili kot sinergisti¢en, pri ECgqg pa je bil u¢inek antagonisti¢en. Ocenili smo tudi
zanesljivost z uporabo matemati¢ih modelov napovedanih toksi¢nosti mesanice. Tako za
model sestevka koncentracij (CA) kot neodvisnega delovanja (IA) se je izkazalo, da
napovedi v ve€ini primerov niso bile pravilne. 1z rezulatov kemijske analize stabilnosti
protirakavih zdravil je razvidna pomembnost zaznavanja ne izklju¢no izvornih u¢inkovin,
saj lahko tako spregledamo prisotnost in vpliv potencialno prisotnih metabolitov oz.
transformacijskih produktov (v primeru naSe S$tudije smo zaznali izobari¢no Spojino
etopozida). Na podlagi rezultatov kemijske analize biomase smo zaklju¢ili, da protirakava
zdravila interagirajo s celicami testnega organizma. Koncentracije, ki so povezane s
celicami, predstavljajo le 0,01-0,1 % zacetnih koncentracij, katerim so bile celice
1zpostavljene, kar pa o€itno zadoS¢a za vpliv na celi¢no rast.

Rezultati nase studije dokazujejo pomembnost nadaljnega ugotavljanja toksicnosti mesanic
(in ne le posameznih) protirakavih zdravil za netaréne organizme, saj bomo le tako lahko
pravilno ovrednotili tveganje, ki ga predstavljajo za okoljske ekosisteme, in na podlagi tega
ustrezno ukrepali (npr. v smeri zmanjSevanja izloCanja protirakavih zdravil v okolje in
razvoja bolj u€inkovitih na¢inov ¢is€enja odpadnih voda).
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